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Resumo

BARCELOS, Carolina Aratjo. Aproveitamento das Fracoes Sacarinea, Amilacea e
Lignoceluldsica do Sorgo Sacarino [Sorghum bicolor (L.) Moench] para a
Producao de Bioetanol. Tese de Doutorado. Escola de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

Orientador: Nei Pereira Jr., PhD

Dentre as diversas matérias-primas renovaveis disponiveis para a producao de etanol,
0 sorgo sacarino apresenta-se como uma das opgdes mais promissoras devido a sua
ampla adaptabilidade em diferentes tipos de clima e solo. Além disso, é a Unica
cultura que fornece colmos e graos que podem ser usados para a producao de etanol
por via enzimatica, e a biomassa excedente pode ser utilizada tanto na co-geracao de
energia, como para a producao de etanol denominado de segunda geracao. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de bioetanol a partir das
fracbes sacarinea, amilacea e lignocelulosica do sorgo sacarino. Inicialmente, a
hidrolise enzimatica dos graos de sorgo foi otimizada, através de técnicas de planejamento
experimental e o hidrolisado, na condi¢do 6tima, foi utilizado para a obtencdo de etanol,
empregando uma linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae, resultando em uma
concentracdo de etanol de 106,0 gL' Da fracdo sacarinea (caldo do sorgo) foram
produzidos 72,0 g.L™ de etanol. O bagaco do sorgo sacarino foi submetido a um pré-
tratamento acido para a remocao e hidrélise da hemicelulose e uma linhagem floculante de
Scheffersomyces stipitis foi empregada para a avaliacdo da fermentabilidade do hidrolisado
hemicelulésico, tendo o processo resultado em uma concentracdo de etanol de 30 g.L™" em
23 h de fermentacdo. O sélido resultante do pré-tratamento acido foi submetido a uma
etapa de extracdo alcalina para a remocdo da lignina. Este material parcialmente
deslignificado, denominado de celulignina parcialmente deslignificada (CPD), foi fortificado
com nutrientes numa relagdo sélido/liquido de 1/3,33 g/mL e submetido ao processo de
hidrélise enzimatica e fermentacdo alcodlica simultaneas, resultando em uma concentracdo
de etanol de 84,4 g.L"' em 36 h de processo. Desta forma, a partir da conversio das fracdes
amilacea, sacarina e lignocelulésica do sorgo sacarino foi possivel atingir a relacdo de
aproximadamente 160 L de etanol/ton de sorgo sacarino, o que corresponde a 13.610 L de
etanol/ha. Estes resultados indicam o uso desta cultura excepcional, a qual pode ser usada
como principal matéria-prima para a producdo de etanol em regides com condi¢bes de solo
e clima nao favoraveis para o cultivo de cana-de-aglcar e como cultura complementar na
entressafra do cultivo de cana.

Palavras-chave: Sorgo sacarino, Etanol, Pré-tratamento, Hidrolise enzimatica, Aproveitamento
das fragdes sacarinea, amilacea e lignocelulésica.
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Abstract

BARCELQOS, Carolina Aradjo Aproveitamento das Fracdes Sacarinea, Amilacea e
Lignocelulésica do Sorgo Sacarino [Sorghum bicolor (L) Moench] para a
Producdao de Bioetanol. Tese de Doutorado. Escola de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

Advisor: Nei Pereira Jr., PhD

Among the various renewable feedstocks available for ethanol production, the sweet
sorghum stands out as one of the most promising due to its wide adaptability to different
types of climate and soil. Furthermore, it is the only crop that provides stalks and grains
which can be used to produce ethanol by enzymatic way, and the exceedance biomass can
be used both for power cogeneration, such as second generation ethanol. Therefore, the
purpose of this research was to evaluate the bioethanol production from the sugary, starchy
and lignocellulosic fractions. Initially, the enzymatic hydrolysis of sorghum grains was
optimized by means of experimental design techniques and the hydrolysate in its best
conditions was used for ethanol production with an industrial strain of Saccharomyces
cerevisiae, resulting in an ethanol concentration of 106 g.L™". From the sugary fraction (sweet
sorghum juice) it was possible to produce 72 g.L™" of ethanol. The sweet sorghum bagasse
was submitted to acid pretreatment for hemicellulose removal and hydrolysis and a
flocculant strain of Scheffersomyces stipitis was used to evaluate the fermentability of
hemicellulosic hydrolysate and the process yielded an ethanol concentration of 30 g.L™! at
23 h of fermentation. After acid pretreatment, the remaining solid was underwent to an
alkaline extraction as for lignin removal. This partially delignified material, called partially
delignified lignin (PDC) was enriched with nutrients in a solid/liquid ratio of 1/3,33 g/mL and
subjected to a simultaneous saccharification and fermentation (SSF) process, resulting in an
ethanol concentration of 84.4 g.L™ at 36 h. Thus, from the conversion of starchy, the sugary
and lignocellulosic fractions it was obtained approximately 160 L ethanol/ton sorghum, which
corresponds to 13,610 L ethanol/ha. These results point out for the utilization of this
extraordinary crop, which should be used as the main feedstock for ethanol production in
regions where sugar cane has not been adapted due to non-favorable soil and climate
conditions, as well as an off season complementary feedstock of sugar cane.

Keywords: Sweet sorghum; Ethanol; Pre-treatment; Enzymatic hydrolysis; Lignocellulosic,
saccharine and starchy fraction.
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Capitulo 1. Apresentacio do Tema da Tese

Capitulo 1

Apresentacao do Tema da Tese

Por motivos econdmicos, geopoliticos e ambientais, as atencdes do mundo se
voltam para fontes alternativas de energia, em especial para o etanol.

Atualmente, sabe-se que as reservas de combustiveis fosseis, contrariando as
primeiras previsoes, poderdo abastecer as necessidades de energia ainda por longo
periodo. No entanto, as reservas de petroleo, comercialmente exploraveis, crescem a
taxas menores que o consumo, indicando, por conseguinte, um descolamento entre
essas duas curvas (reservas e consumo). Além disso, os custos cada vez mais elevados
pelas constantes crises politicas e sociais dos paises do Oriente Médio, detentores da
maioria das reservas, o aumento da dificuldade de extracdo e o crescente uso destes
recursos como matéria-prima para a producao de bens de consumo serdo o principal

fator para a sua completa substituicao (OLIVEIRA, 2009).

26



Capitulo 1. Apresentacio do Tema da Tese

Além das consideracdes econOmicas, outros fatores como a seguranca
energética, a emissdao de gases poluentes e a mudanca climatica global estao
ajudando a guiar a revolucdo bioenergética (NASS et al., 2007).

Sinbnimo de combustivel renovavel, que polui menos em comparacao com os
derivados de petréleo, o etanol voltou a ocupar um lugar de destaque no cenario
energético do pais e também comecou a ser desejado por varios paises. Um reflexo
da sua importancia é o aumento da producdao mundial, que praticamente
quadruplicou nos ultimos 10 anos (JANK, 2009).

Uma visao realista projeta que mais de 10% de toda a gasolina usada no
mundo possa ser substituida por biocombustiveis nos proximos 15 - 20 anos e a
demanda de energia esta projetada para crescer mais de 50% até 2025, em grande
parte decorrente do crescimento de paises em rapido desenvolvimento, levando
assim a necessidade de um aumento significativo da producao de etanol (ALPER E
STEPHENOPQOULOS, 2009; GOLDEMBERG, 2008).

Atualmente o Brasil defronta-se com a perspectiva de um aumento significativo
da demanda de etanol. Esta previsdao sustenta-se em trés realidades de mercado:
aumento interno do consumo de alcool hidratado pelo sucesso da introducao da
alternativa flex fuel no mercado de veiculos automotivos leves; expansdao das
exportagoes brasileiras de etanol em funcdo do crescente interesse mundial pela
mistura do alcool a gasolina; opgao brasileira pela producdo do biodiesel utilizando
etanol na transesterificagdo dos 6leos vegetais.

Apesar do aumento nas vendas de etanol nos ultimos anos e do custo
competitivo de producdao do combustivel, com baixa emissdo de CO, o Brasil
necessita de uma politica de expansao para a producao de etanol, nao apenas para
abastecer o mercado interno como também para suprir a demanda de outros paises
frente as novas exigéncias ambientais, estimulando cada vez mais a pesquisa e o

desenvolvimento de novas matérias-primas para a producao de etanol.
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Lipinski e Kresovich (1992), que fizeram uma apreciagao sobre culturas de
grande potencial energético como fontes renovaveis de energia, afirmaram que as
trés culturas de maior destaque sdo a cana-de-acucar, a beterraba acucareira e o
sorgo sacarino.

A cana-de-agucar se desenvolve bem no tropico Uumido, apresentando
rendimentos altos em agUcares por area cultivada enquanto a beterraba acucareira se
desenvolve em climas temperados (LIPINSKI e KRESOVICH, 1992). O sorgo sacarino
se assemelha a cana-de-agUcar, uma vez que o armazenamento de acglcares se
localiza nos colmos, além de fornecer grande quantidade de massa verde (bagaco).
Entretanto, ele difere de maneira acentuada da cana-de-agUcar pelo fato de ser
cultivado a partir de sementes e apresentar um ciclo vegetativo bem mais curto, de
90 a 130 dias. Pode ser cultivado tanto em zonas temperadas como tropicais,
necessita de 33 a 50% menos agua que a cana, sendo eficiente no uso de agua.
Ademais, o sorgo sacarino ainda produz graos, ricos em amido, que podem ser
utilizados para alimentacao animal e/ou producdo de etanol em processo similar ao
praticado na producao do etanol de milho.

Além das diferentes matérias-primas, os materiais lignocelulosicos também
vém sendo estudados como fonte de agUcares fermentaveis para a producdo de
etanol devido a sua grande disponibilidade e baixo custo, e para a construcao de
biorrefinarias integradas, um conceito analogo ao das refinarias de petréleo (BASTOS,
2007; MARTIN et al., 2007).

Atualmente, a cana se distingue na produgdo de etanol como a matéria-prima
que estabelece melhores condicdes de produtividade, porém tal produtividade esta
restrita ao uso de determinados solos e condi¢des especiais de clima. Entdo, uma vez
estabelecido o mercado para o etanol e levando em consideragdo as caracteristicas
citadas acima, o sorgo se insere como uma matéria-prima bastante promissora para a
producao de etanol, principalmente em regides com condi¢des de clima ndo

favoraveis para o cultivo de cana-de-aglcar e naquelas onde a cana tem adaptacao,
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seria uma cultura complementar na entressafra utilizando a mesma estrutura de
colheita e processamento da cana, estendendo o periodo de colheita por mais quatro
meses, evitando a ociosidade das destilarias.

Diante do exposto, o presente trabalho objetiva o desenvolvimento de um
processo para o aproveitamento integral do sorgo sacarino para a producdao de
bioetanol através da otimizacdo das diferentes etapas empregadas para a conversao
das fragdes (sacarinea, amilacea e lignocelulésica), em substrato, para a subsequente
fermentacao.

A fim de proporcionar uma exposi¢cao mais ordenada, o presente trabalho foi
dividido em seis capitulos, além desta Apresentacao do tema da tese.

O Capitulo 2 apresenta um breve histérico da producdo de etanol no Brasil,
destacando os principais acontecimentos que marcaram o setor sucroalcooleiro no
Pais nos ultimos 30 anos, bem como a caracterizacao atual deste setor. Apresenta-se
também um levantamento bibliografico das principais caracteristicas e aplicacdes da
matéria-prima empregada neste trabalho: o sorgo sacarino. Apresentam-se também,
neste capitulo, os principais conceitos relacionados a pré-tratamentos, hidrolise
enzimatica, enzimas amiloliticas e celuloliticas, processos de fermentacao, agentes
fermentativos e otimizagdo de processos.

O Capitulo 3 apresenta a justificativa e os objetivos deste trabalho, enquanto
que no Capitulo 4 sdo descritos os materiais e as metodologias empregadas neste
trabalho.

No Capitulo 5 estdo expostos os dados obtidos experimentalmente, bem como,
as discussdes referentes a estes. Foram realizadas também comparacdes entre os
resultados obtidos neste trabalho e os apresentados na literatura.

Por fim, no Capitulo 6, estdao apresentadas as principais conclusées, além de um

conjunto de sugestdes para trabalhos futuros.
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Capitulo 2

Revisao Bibliografica

Este capitulo apresenta um breve histérico da producdao de etanol no Brasil,
bem como um panorama e perspectivas relacionadas a este setor. Apresenta-se um
levantamento bibliografico das principais caracteristicas e aplicacbes da matéria
prima empregada neste trabalho: o sorgo sacarino, bem como o cenario mundial e
brasileiro da producao e area plantada deste cereal, suscitando que é necessaria a
busca por fontes alternativas para producéo de etanol, visando a sustentabilidade e a
consolidagdo do conceito de energia renovavel.

Abordou-se o processo de conversao da biomassa em substrato para
producao de etanol, bem como os assuntos relacionados, tais como: pre-
tratamentos, enzimas amiloliticas e celuloliticas, agente fermentativo e a tecnologia

de sacarificacao e fermentacao simultaneas (SSF).
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2.1. Panorama e Perspectivas da Producao de Etanol no Brasil

Recentemente, a demanda mundial por etanol combustivel tem se expandido
de forma muito rapida, e esta devera aumentar ainda mais no futuro préximo,
principalmente nos paises mais desenvolvidos e nos de maior consumo de
combustiveis automotivos. Isto se deve a combinacdao dos seguintes fatores:
substituicio do MTBE (Eter Metil Térc-Butilico) como aditivo da gasolina (para
aumento da octanagem do combustivel e como aditivo oxigenado) devido ao
impacto ambiental associado ao uso deste éter; adocdo de estratégias para a
reducdo/limitacdo das emissdes dos gases precursores do efeito estufa, conforme
demandado para alguns paises pelo Protocolo de Kyoto; reducao da dependéncia de
derivados de petréleo na matriz energética; incentivos a agricultura e as industrias
locais (PIACENTE, 2006).

O Brasil e os Estados Unidos se destacam como produtores mundiais de
etanol; juntos sdo responsaveis por mais de 70% da producao global. O custo real da
producao de etanol é dificil de ser avaliado devido a variedade de fatores especificos
envolvidos na sua producdo. Os custos variam com o valor das diferentes culturas
usadas e escala de producao, com a localizacao e tipo de tecnologia empregada, com
os custos para a fermentacao e destilacdo do produto final e ainda com o modo de
operacao utilizado na alocacao e destino dos residuos. O Brasil é considerado o pais
que possui 0s menores custos para a producao de etanol no mundo (OLIVEIRA,
2009).

O Brasil € o segundo maior produtor de etanol, o maior exportador mundial, e
é considerado o lider internacional em matéria de biocombustiveis e a primeira
economia em ter atingido um uso sustentavel dos biocombustiveis. Na safra 2010/11
foram produzidos no Brasil 27,6 bilhdes de litros de alcool (8 bilhdes de litros de
anidro e 19,6 de hidratado), aumento de 7% em relagdo a safra 2009/2010 na qual

foram produzidos 25,8 bilhdes de litros. Os Estados Unidos lideram a producdo com
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quase 50 bilhdes de litros (FASa, 2011; JANK, 2009). A figura 2.1 apresenta o ranking
dos principais paises produtores de etanol e projecbes até 2012, baseadas na

capacidade de produgdo e metas de consumo nos principais paises.
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Figura 2.1. Ranking dos paises produtores de etanol
Fonte: UNICA (2009)

Na safra 2010/2011 foram produzidas no Brasil 624 milhdes de toneladas de
cana-de-agucar. O setor sucroalcooleiro brasileiro tem 437 unidades produtoras,
sendo 168 produtoras de alcool, 16 de agucar e 253 de agucar e alcool (MDIC, 2012).
O etanol é utilizado em mistura com gasolina no Brasil, EUA, UE, México, India,
Argentina, Coldmbia e, mais recentemente, no Japao. O uso exclusivo de alcool como
combustivel esta concentrado no Brasil

No Brasil, aproximadamente 79% do etanol combustivel € produzido a partir
do caldo de cana de agucar e o restante a partir de melago gerado da fabricacao do

acucar (WILKIE et al., 2000).
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Com a crise do petréleo, em 1975, foi criado o Pr6-alcool (através do decreto
n® 76.593), com a implantacao de diversas destilarias de etanol em todo o Brasil,
visando o uso alternativo deste combustivel em substituicdo ao petréleo e seus
derivados. O governo brasileiro passou a investir grandes quantias no cultivo da cana
de agucar a fim de se obter o etanol a partir da fermentagdo da sacarose (LORA e
ANDRADE, 2009).

De 1975 a 2000, foram produzidos cerca de 5,6 milhdes de veiculos a alcool
hidratado. Acrescido a isso, o Programa substituiu por uma fragdo de alcool anidro
(entre 1,1% a 25%) um volume de gasolina pura consumida por uma frota superior a
10 milhdes de veiculos a gasolina, evitando, assim, nesse periodo, emissdes de gas
carbonico da ordem de 110 milhdes de toneladas de carbono (contido no CO5), a
importagdo de aproximadamente 550 milhdes de barris de petréleo e, ainda,
proporcionando uma economia de divisas da ordem de 11,5 bilhdes de dolares
(SCANDIFFIO, 2005).

No programa Brasileiro do Alcool (Pré-alcool), destacam-se cinco fases

distintas, as quais estao apresentadas na figura 2.2.

1%: 1975 a 1979 - Fase Inicial

Segundo Costa et al. (2010), a primeira fase foi caracterizada por um grande
esforco para aumentar a producdo de alcool anidro, usando melaco, a fim de ser

usado como aditivo a gasolina.

22: 1980 a 1986 - Fase de Afirmacdo

A segunda fase foi caracterizada pelo segundo choque do petrdleo onde o
preco do petroleo atingiu US$36/barril. Em 1980, as importacGes representaram 46%.

A produgdo de etanol chegou, ao final do periodo, a 12 bilhdes de litros, 15% maior
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do que a meta estabelecida. Durante esta fase, a proporcao de veiculos a alcool

aumentou de 0,46% em 1979 para 76,1% em 1986 (COSTA et al., 2010).

1 - Fase Inicial 2 - Fase de Afirmacao 3 - Fase de Estagnacao
4 - Fase de Redefinicao 5 - Fase Atual

30000 -
25000
20000 -

15000 A

10000 A

ALCOOLTOTAL (m3)

5000 -

Figura 2.2. Evolucdo do programa nacional do alcool no Brasil
Fonte: 70-00: UDOP (2009a); 00-08: UNICA (2009); 09-11: MDIC (2012)

32: 1986 a 1995 - Fase de Estagnacdo

A partir de 1986, o cenario internacional do mercado petrolifero é alterado. Os
precos do barril de éleo bruto cairam de um patamar de US$ 30 a 40 para um nivel
de US$ 12 a 20. Esse novo periodo, denominado “contra choque do petréleo”,
colocou em xeque os programas de substituicao de hidrocarbonetos fosseis e de uso
eficiente da energia em todo o mundo. Na politica energética brasileira, seus efeitos
foram sentidos a partir de 1988, coincidindo com um periodo de escassez de
recursos publicos para subsidiar os programas de estimulo aos energéticos

alternativos, resultando num sensivel decréscimo no volume de investimentos nos
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projetos de producao interna de energia. A oferta de alcool ndo péde acompanhar o
crescimento descompassado da demanda, com as vendas de carro a alcool atingindo
niveis superiores a 95,8% das vendas totais de veiculos de ciclo Otto para o mercado
interno em 1985 (ZANCANER, 2008).

Segundo Zancaner (2008), os baixos precos pagos aos produtores de alcool a
partir da abrupta queda dos pregos internacionais do petréleo (que se iniciou ao final
de 1985) impediram a elevacdo da producao interna do produto. Por outro lado, a
demanda pelo etanol, por parte dos consumidores, continuou sendo estimulada por
meio da manutencdo de preco relativamente atrativo ao da gasolina e da
manuten¢do de menores impostos nos veiculos a alcool comparados aos a gasolina.
Essa combinacdo de desestimulo a producao de alcool e de estimulo a sua demanda,
pelos fatores de mercado e intervencao governamental assinalados, gerou a crise de
abastecimento da entressafra 1989-90. Vale ressaltar que, no periodo anterior a crise
de abastecimento houve desestimulo tanto a producédo de alcool, conforme citado,
quanto a producdo e exportacao de acUcar, que aquela época tinham seus precos
fixados pelo governo.

Apesar de seu carater efémero, a crise de abastecimento de alcool do fim dos
anos 1980 afetou a credibilidade do Pré-alcool, que, juntamente com a reducao de
estimulos ao seu uso, provocou, nos anos seguintes, um significativo decréscimo da
demanda e, consequentemente, das vendas de automdveis movidos por esse

combustivel.

42: 1995 a 2000 - Fase de Redefinicdo

Os mercados de alcool combustivel, tanto anidro quanto hidratado,
encontram-se liberados em todas as suas fases de producao, distribuicao e revenda

sendo os seus precos determinados pelas condi¢cdes de oferta e procura. De cerca de

36



Capitulo 2. Revisiao Bibliografica

1,1 milhdo de toneladas de aclcar que o pais exportava em 1990 passou-se a
exportacdo de até 10 milhdes de toneladas por ano (dominando o mercado
internacional e barateando o preco do produto) (ZANCANER, 2008).

Segundo os dados da Associacao Nacional de Fabricantes de Veiculos
Automotores — ANFAVEA, de 1998 a 2000, a produgao de veiculos a alcool manteve-
se em niveis de cerca de 1%. A constituicdo da chamada “frota verde”, ou seja, o
estimulo e a determinacdo do uso do alcool hidratado em determinadas classes de
veiculos leves, como os carros oficiais e taxis, tem provocado um debate entre
especialistas da area econdmica, contrarios aos incentivos, e os especialistas da area
ambiental, favoraveis aos incentivos ao etanol. Em 28 de maio de 1998, a medida
proviséria n° 1.662 dispds que o Poder Executivo elevara o percentual de adicdo de
alcool etilico anidro combustivel a gasolina obrigatério em 22% em todo o territorio
nacional até o limite de 24%.

Com o advento do veiculo a alcool hidratado, a partir de 1979, adotaram-se
politicas de precos relativos entre o alcool hidratado combustivel e a gasolina, nos

postos de revenda, de forma a estimular o uso do combustivel renovavel.

59: Fase Atual

Apos ascensao e declinio, quando o Pré-alcool parecia fadado ao fracasso, o
programa ganha novo félego, derivado em parte de novo aumento do preco do
petréleo no mercado internacional, da conscientizacdo do Protocolo de Kyoto e do
surgimento dos veiculos bicombustiveis (flex fuel).

Segundo Michellon et al. (2008), a nova alta do petroleo trouxe a tona
novamente a discussdao da dependéncia do combustivel féssil, estimulando o debate
e a busca de fontes alternativas renovaveis de energia. Houve também, a maior
conscientizacao do Protocolo de Kyoto (1997), tratado internacional, cujo objetivo

principal é conseguir que os paises desenvolvidos reduzam em 5% a emissdo de
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gases causadores do efeito estufa em relagdo ao nivel de emissdo de 1990, entre
2008 e 2012, e reativou os projetos de substituicdo de combustiveis fésseis pelos
renovaveis, que sao menos poluentes. Em mar¢o de 2003, foi lancado no mercado
brasileiro o veiculo bicombustivel, movido tanto a alcool como a gasolina, tecnologia
conhecida como “flex fuel”, a demanda interna por alcool aumentou e continua
aumentando. Assim, o Brasil tem um dos seus maiores desafios que é atender as

crescentes demandas externa e interna.

Cenario Atual e Perspectivas do Etanol

A indUstria sucroalcooleira vive um momento de otimismo, decorrente de uma
conjuncao de fatores favoraveis. Ao mesmo tempo em que a economia nacional
inicia processo de recuperacao, que se reflete no aumento do consumo de acucar e
combustiveis, inclusive o alcool, o mercado externo também esta cada vez mais
atraente e promissor. No entanto, o Brasil encontra-se em uma posicao
desconfortavel por ser um grande produtor global de etanol sem conseguir ter o
bastante para atender a prépria demanda.

O advento dos veiculos flex fuel gerou um aumento significativo no consumo
de alcool hidratado no Brasil (4,3 bilhdes de litros em 2003 para 15 bilhdes de litros
em 2010). Cabe destacar que nos EUA, a frota deste tipo de veiculo é superior a 7
milhdes de unidades que podem ser abastecidas com qualquer mistura de E-85 (85%
de etanol e 15% de gasolina) e gasolina. Outros paises como Suécia, Espanha,
Alemanha, Franca, Holanda, Inglaterra e Canada estdo incentivando o uso de
veiculos flex fuel (MDIC, 2012).

Enquanto as vendas de veiculos bicombustiveis cresceram 21,7% entre 2008 e
2010, a produgao de etanol no Brasil entre a safra 2008/2009 e a atual (2011/2012)
devera cair mais de 12%, com a recente revisdo da safra no Centro-Sul brasileiro,

devido a problemas climaticos e baixos investimentos na renovacéo dos canaviais. A
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estimativa de producao de etanol do Centro-Sul nesta safra é de 22,5 bilhdes de
litros. A regido representa 90% da safra de cana do Brasil. O impacto do gargalo
criado por uma frota de veiculos bicombustivel que crescera em perto de 3 milhdes
de unidades apenas este ano também deve colocar mais pressao no governo para
conter a inflagdo, que esta préoxima do teto definido pelo Banco Central. O
descompasso entre oferta e demanda de etanol deve persistir até pelo menos 2015.
Para a proxima safra, praticamente nao tem nenhuma usina a ser aberta. E quando a
usina comeca a produzir, ela ndao entra com capacidade total no primeiro ano.
Mesmo se as vendas de carros nao crescessem, ainda assim ficaria abaixo da
demanda (COGO, 2012).

O numero de licenciamento de veiculos leves em novembro de 2011 foi de
305,2 mil, apresentando uma reduc¢ao de 2,0% em relacdo a novembro de 2010.
Desse total, os carros flex fuel representaram 83%. Em novembro, o setor automotivo
alcancou a marca de 15,1 milhdes de veiculos bicombustiveis licenciados desde 2003
e a participacdo estimada na frota total de veiculos leves é de 46%. Com isso, o
consumo potencial total de etanol por esses carros seria de 21 bilhdes de litros
anuais, considerando a média de consumo por veiculo entre 2005 a 2010, de 1.756
litros. Incluindo mais 2,76 milhdes de automodveis que serdo adicionados a frota este
ano, de acordo com previsao da Fenabrave, o total seria de 25,8 bilhdes de litros.
Exalta-se o aumento da participacdo dos veiculos a gasolina, devido a um aumento
significativo, nos ultimos meses, do licenciamento de veiculos importados.

A demanda de etanol para veiculos em 2011 foi de 23 bilhdes de litros,
considerando 14 bilhdes de litros de hidratado e 9 bilhdes de litros de anidro, queda
de 11,5%, se mantida a proporcao de 25% de mistura na gasolina. O problema da
oferta apertada de etanol ndo tem saida no curto prazo, diante da necessidade de
investimentos para se duplicar a producdo de cana do pais de modo a atender uma
venda anual de 6 milhdes de veiculos estimada para 2020. Em 2020 sera preciso ter

dobrado a producao, para 1,2 bilhao de toneladas de cana. Para isso, tem que ter
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investimento em mais 130 a 140 novas unidades produtoras. Sdo necessarios R$ 170
bilhdes em investimentos para abastecer 60% do consumo de combustivel do veiculo
leve, numa repeticao do ciclo de investimentos de 2005-2009 (COGO, 2012).

As projecoes do etanol, referentes a producdo, consumo e exportacdao no
Brasil refletem grande dinamismo desse produto devido especialmente ao
crescimento do consumo interno e as exportacoes de etanol. Somado a isto, as
projecdes indicam que o preco do barril do petréleo em 2020 alcancara o valor de
110 délares (USDA, 2011). A producao de etanol no Brasil projetada para 2017 é de
38,6 bilhdes de litros, mais que o dobro da producao de 2006. O consumo interno
para 2017 esta projetado em 28,4 bilhdes de litros e as exportagdes em 10,3 bilhdes
(MAPA, 2006).

De todo modo, ainda que de maneira muito otimista, estima-se a necessidade
de incremento da produgdo em mais de 200 milhdes de toneladas de cana nos
proximos 8 anos. Significa um incremento superior a 50%, que exige ndo apenas a
elaboracito de um plano de expansdao da producdo, como também o
equacionamento dos gargalos ligados a infra-estrutura de transporte e escoamento
(BIODIESELBR, 2011).

Hoje, os americanos sdo donos de 40% da frota de veiculos do planeta, mas o
etanol responde por apenas 2,5% do mercado local de combustiveis, e pelos planos
do Departamento de Energia dos Estados Unidaos, até 2030 essa participacdao subira
para 30%, o que representa o consumo de impressionantes 230 bilhdes de litros. Os
Estados Unidos tem a previsdao de aplicar 1 bilhdo de délares em pesquisas para
duplicar a producdo de etanol. Muitos paises estdo comecando a investir em
pesquisas para a producao de etanol, mas ainda ndo é nada que ameace a
hegemonia do Brasil frente a essa opcdo de combustivel renovavel (TNSUSTENTAVEL,
2012).

O estabelecimento de metas extremamente ambiciosas para aumento do

consumo do etanol nos préximos anos, principalmente nos paises desenvolvidos,
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requer um aumento substancial da producao de etanol e, nesse sentido, estimula a
pesquisa e o desenvolvimento de novas matérias-primas para o etanol, como a
biomassa lignocelulésica, e a construcdao de biorrefinarias integradas, um conceito
analogo ao das refinarias de petréleo (BASTOS, 2007).

Os materiais lignocelulésicos vém sendo estudados como fonte de acgucares
fermentaveis para a producao de etanol, denominado de etanol de segunda geracao,
devido a sua grande disponibilidade e baixo custo (MARTIN et al., 2007), sendo que
dentre estas fontes podem-se destacar os residuos agroindustriais como casca e
palha de arroz, palha de cevada, palha de trigo, sabugo e forragem de milho, e
principalmente o bagaco e a palha de cana-de-acucar.

Um dos grandes desafios para a obtencdao do etanol a partir de materiais
lignocelulésicos é o fracionamento dos componentes quimicos (celulose,
hemicelulose e lignina) que compdem a estrutura da biomassa vegetal para que os
polissacarideos, os quais serdo utilizados no processo fermentativo, ndo sejam
degradados durante este fracionamento.

Muitas pesquisas estdo sendo realizadas para melhorar a digestibilidade
quimica e enzimatica da biomassa lignocelulosica para a eficiente conversao da
celulose e hemicelulose em etanol. Dentre estas tecnologias pode-se destacar o
baixo custo de pré-tratamentos, o desenvolvimento de enzimas mais eficientes na
hidrolise dos polissacarideos e a busca por micro-organismos capazes de fermentar
pentoses e hexoses com maior eficiéncia (GRAY et al., 2006). Entretanto, ainda nao
estdo claras quais caracteristicas da biomassa sdo importantes para um pré-

tratamento eficiente (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).

2.2. Matérias-Primas para Producao de Etanol

As matérias primas de bioconversdo provenientes da agroindustria sdo as mais

variadas possiveis e, segundo a sua composicdo quimica estdao distribuidas nas
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seguintes categorias: (1) substratos sollUveis tais como sacarose, glicose, frutose e
lactose que podem ser facilmente extraidos e convertidos em produtos e sdo
provenientes da cana-de-aclcar, beterraba, melaco, soro de leite, etc; (2)
polissacarideos insolUveis, em geral, material amilaceo, onde ha a necessidade de
pré-tratamento para solubilizacdao e hidroélise, advindos estes do milho, mandioca,
trigo, cevada, batata e outros; e (3) polissacarideos insolUveis, materiais de natureza
celulosica, hemiceluldsica e lignocelulosica, oriundos de vegetais, que necessitam de
pré-tratamento fisico e quimico vigorosos (PEREIRA JR. et al., 2008a). A figura 2.3

apresenta as matérias primas para produgao de etanol.

Agucaradas Amilaceas Lignoceluldsicas
(Sacarineas)
v y
Sacarose, Amido Celulose Hemicelulose
Glicose , Frutose
v v VL
Hidrélise Enzimatica Hidrélise Quimica

e/ou Enzimatica

Glicose Glicose, Manose,
Arabinose, Galactose,
Xilose
A 4
»| Fermentagdo |« il

A
Destilaggo ——» Vinhaga

l

Etanol

Figura 2.3. Matérias-primas para producao de etanol

Fonte: Adaptado de Pereira Jr. (1991)
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2.2.1. Matérias —Primas Acucaradas

Dentre as matérias-primas acgucaradas costuma-se distinguir as diretamente
fermentaveis e as nao diretamente fermentaveis. As primeiras sdao as que contém
monossacarideos e dissacarideos e se limitam aos sucos de frutas. Sua importancia
reside na producdo de alcool em bebidas como o vinho e a cidra. J& as nao
diretamente fermentaveis sdo as que contém dissacarideos, que fermentam apos
uma hidrélise, a qual se da o nome de inversdo, e que se realiza naturalmente por
acao da invertase, enzima produzida pelo agente de fermentacao. O dissacarideo
sacarose é o representante mais importante dos componentes da cana de acgucar e
dos melacos (LIMA et al., 2001).

As plantas denominadas como sacarinas sao as que encerram alto teor de
sacarose em sua composicao centesimal, como palmaceas e varias gramineas, tais
como, sorgo sacarino, de curto ciclo vegetativo, e a cana-de-acucar, planta sacarina
por exceléncia, anual, de ciclo mais longo que as precedentes.

Entre os cultivos que produzem acuUcares diretamente fermentaveis, além da
cana-de-acUcar, de onde se obtém o principal componente da matriz brasileira de
biocombustiveis, destaca-se ainda a beterraba acucareira ou sacarina, que também
tem sido utilizada para a producdo de etanol a partir do mel residual de beterraba
(melaco) sempre disponivel como subproduto da sacarose (CARDONA e SANCHEZ,
2007). A tabela 2.1 apresenta a composicao de algumas matérias-primas sacarineas
empregadas para a produgao de etanol.

A sacarose, dissacarideo ndo-redutor, é formada por D-glicose e D-frutose
unidas através de seus carbonos anoméricos, mediante ligacao glicosidica, podendo
ser hidrolisada, extracelularmente, pela invertase (B-D-fructosidase) secretada,
originando uma mistura equimolar de glicose e frutose, ou ser transportada
diretamente para o citoplasma e, posteriormente, hidrolisada pela invertase

intracelular (VITOLO, 2004). O transporte de agUcar em Saccharomyces cerevisiae,
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através do plasmalema, pode ser por transporte ativo ou difusdo facilitada
(ROMANO, 1986). O peso molecular e a atividade especifica da enzima interna sdo
semelhantes ao da enzima externa, mas a composicao de aminoacidos é diferente

(GASCON et al.,, 1968; NEUMANN e LAMPEN, 1967).

Tabela 2.1. Composicao percentual média de matérias-primas sacarineas

Caldo de Cana- Melaco de Caldo de Sorgo Beterraba
de-Acucar Cana-de-Acucar Sacarino Sacarina

Agua 75 - 88 17 - 25 84 82
Sacarose 10-21 30 -40 85-124 12,4
Frutose 0,3-25 5-12 1,2 .
Glicose 0,3-25 4-9 2,1 L
Amido 0,001 -0,05 _ 0,5 03
Proteinas 05-0,6

Fonte: Teclu et al. (2009), Laopaiboon et al. (2009), Srichuwong et al. (2010), Rossell (2011)

A atividade invertasica de células de leveduras intactas € oscilante. Vitolo et al.
(1987) estudaram a atividade de invertase de células de S. cerevisiae, em melaco de
cana, em testes em cultura continua constante e ndo-constante e concluiram que,
durante o cultivo continuo de leveduras, a parede celular e o espaco periplasmatico
sao submetidos a mudancas morfoldgicas continuas, as quais afetam a interagao
entre a invertase e moléculas de sacarose, conduzindo a oscilacdo da atividade
invertasica.

A atividade de invertase das células, assim como a étima temperatura para
crescimento e a velocidade de formagao do etanol sdao dependentes da composicao
do meio e da linhagem de levedura utilizada (LALUCE et al., 1991). Vitolo e Yassuda
(apud SAID e PIETRO, 2004), estudando o efeito da concentragao de sacarose na

atividade invertasica de células intactas de S. cerevisiae, verificaram que esta
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atividade, para ambas as formas (soluvel e ligada a parede celular) variou ao redor de
10%, para concentracdes de sacarose entre 80 e 200 g.L™, j4 que a atividade de
transferase aumentou consideravelmente com o aumento da concentracdo de

sacarose.

2.2.2. Matérias-Primas Amilaceas

Segundo Saxena et al. (2009), dentre as matérias primas amilaceas, o milho e a
mandioca sao as mais empregadas até agora para a producdo de etanol a base de
amido. Os Estados Unidos sao os maiores produtores de etanol a partir do milho e a
Tailandia a partir de mandioca.

A producdo de etanol de matérias-primas amilaceas envolve o uso de enzimas
amiloliticas para liquefacdo e sacarificacdo do amido, transformando-o em agucares
fermentaveis. O processo de fermentacao € semelhante ao empregado a cana e
melaco (SAXENA et al, 2009). A tabela 2.2 apresenta a composicdao de algumas

matérias-primas amilaceas.

Tabela 2.2. Composicao percentual média de matérias-primas amilaceas

Componente Sorgo Milho Mandioca Batata Doce
Amido 70,1 65 - 72 30 27
Proteinas 11,2 7-14 0,7 1,3
Umidade 11,6 9-12 67 68 - 70
Fibras 1,82 1-2 n.i. 0,2
Lipideos 3,54 3-6 n.i. 0,4
Cinzas 18 1-2 0,7 1

n.i. - ndo informado
Fonte: Wu et al. (2007), Banzato (1969), Wayman e Parekh (1990)
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2.2.2.1. Amido

O amido é o polissacarideo de reserva mais importante em plantas superiores
e 0 mais abundante na natureza, s6 competindo em quantidade com a celulose. E
originado nas células de plantas como raizes tuberosas, folhas, rizomas, sementes,
frutas. Apresenta-se na forma de granulos com formato e tamanho dependentes da
sua fonte botanica, as formas dos granulos variam desde 0,5 até 175 um. (SINGH et
al., 2003).

O amido é formado nos plastidios das plantas superiores, é sintetizado nas
folhas, onde serve como carboidrato de reserva temporario, acumulando-se nos
cloroplastos durante o dia e servindo como fonte principal para a sintese de sacarose
citosélica durante a noite. Essa sacarose é entdao transportada para os orgaos de
armazenamento das plantas, como sementes, frutas, tubérculos e raizes
(VANDEPUTTE e DELCOUR, 2004; TESTER et al., 2004).

O amido fornece de 70 a 80% das calorias consumidas pelo homem (CEREDA,
2001). Trata-se de um substrato renovavel, biodegradavel e ndo toxico (VAN DER
BURGT et al, 2000). E amplamente utilizado nas indUstrias alimenticias, téxtil, na
elaboragdo de compostos farmacéuticos, na producdo de resinas naturais e na
producdo de materiais termoplasticos biodegradaveis. Pode também ser empregado
na producao de alcoois finos para preparo de bebidas e producdo de alcool
carburante. A exploracao deste potencial depende do conhecimento de suas
propriedades quanto a estrutura, forma, cor, absorcdo de agua, solubilidade,
inchamento e viscosidade (CEREDA, 2001).

Pesquisas atuais ndo so tem referendado e aprofundado estes conhecimentos,
como permitiram a descoberta de novas propriedades, tais como: condutibilidade
térmica e elétrica, cristalinidade, polaridade, que tem possibilitado a melhor utilizacao

do amido.
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O amido nativo possui quatro niveis de estrutura: quimica, conformacional,
cristalina e microscopica. Cada nivel de estrutura esta condicionado pelo precedente.
O tamanho e a forma dos granulos de amido sdo caracteristicos da planta de origem
(CEREDA, 2001).

Este polissacarideo que consiste de residuos de a-D-glicose pode ser
considerado uma homoglucana (ou homopolissacarideo). Entretanto, estruturas
hierarquicamente complexas devem ser consideradas no granulo do amido (BULEON
et al., 1998). Na figura 2.4 observa-se a estrutura quimica e helicoidal do amido.

O amido é composto basicamente por dois tipos de macromoléculas: a
amilose e amilopectina, mas alguns estudos tem mostrado a existéncia de um
terceiro componente denominado material intermediario (MI) (WANG et al, 1993;

KASEMSUWAN et al., 1995).

Figura 2.4. Estrutura quimica (A) e helicoidal (B) da molécula de amido
Fonte: (A) http://www.geocities.com/CapeCanaveral/Launchpad/9071/amidol 4.gif.

(B) http://ftp.unb.br/pub/UNB/cbsp/Download/Imagens/300 dpis/Biomoleculas-
300/carboidratos/amido-estrutura helicoidal.JPG.

47


http://www.geocities.com/CapeCanaveral/Launchpad/9071/amido1_4.gif
http://ftp.unb.br/pub/UNB/cbsp/Download/Imagens/300_dpis/Biomoleculas-300/carboidratos/amido-estrutura_helicoidal.JPG
http://ftp.unb.br/pub/UNB/cbsp/Download/Imagens/300_dpis/Biomoleculas-300/carboidratos/amido-estrutura_helicoidal.JPG

Capitulo 2. Revisiao Bibliografica

Esse componente pode também apresentar papel importante na determinacao
das propriedades funcionais do amido. A presenga de um grande nimero de cadeias
ramificadas curtas nesse componente pode contribuir para a menor cristalinidade
granular, a temperatura de gelatinizacdo, a mudanca na entalpia, a viscosidade e o
grau de retrogradacdao e o maior grau de digestibilidade pelas enzimas que
promovem a hidrolise enzimatica. Por outro lado, moléculas ramificadas que
apresentam longos comprimentos de cadeias e menores graus de ramificagdo podem
contribuir para a maior cristalinidade, a temperatura de gelatinizagdao, o grau de
retrogradacao, a viscosidade e a firmeza de gel (VANDEPUTTE et al., 2003). Com base
em estudos de afinidades por iodo, esses pesquisadores sugeriram que 5% a 7% do
amido de milho normal consiste de material intermediario entre as fracdes
estritamente lineares e altamente ramificadas (ELIASSON, 2004).

No entanto, o conceito de material intermediario ainda é obscuro devido a
dificuldades no seu isolamento e na purificacdo, sendo que o principal critério para
classificacdo ainda é o grau de ramificacdo e o peso molecular (ELIASSON, 1996).
Alguns pesquisadores consideram as amiloses ramificadas, com 20 ou mais pontos
de ramificacdo em média, como sendo intermediarias (WANG e WHITE, 1994,
ELIASSON, 1996; ELIASSON, 2004). Contudo, existem aqueles que ndao reconhecem
essa amilose ramificada como intermediario, uma vez que suas propriedades sdo
muito semelhantes aquelas da amilose tradicional (ASAOKA et al., 1986; BULEON et
al, 1998). Essa controvérsia ocorre devido as dificuldades ainda enfrentadas na
caracterizagao precisa das cadeias da amilose e da amilopectina, uma vez que os
limites de suas propriedades ainda séo muito vagos e confusos.

A amilose é uma molécula essencialmente linear formadas por unidades de D-
glicose ligadas em a(1-—4) com um pequeno numero de ramificagdes (HANSEN et al.,
2008). Seu grau de polimerizacao (GP) é controverso e parece depender do vegetal

de origem e do estagio de crescimento (FRENCH, 1984). Buléon et al. (1998)
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destacam que existem nos granulos de amido moléculas de amilose estritamente
lineares e outras que apresentam ramificacdes, sendo ambas insolUveis em agua.

A massa molecular deste polimero é variavel com a fonte e as condicdes de
processamento empregadas na extracdo do amido, podendo conter de 200 a 2000
unidades de glicose. Em uma das extremidades da cadeia polimérica a unidade
terminal de glicose apresenta uma hidroxila primaria e duas secundarias, assim como
um grupamento aldeido redutor, na forma de um hemiacetal interno, sendo
denominado de terminal redutor da molécula. A extremidade oposta ou terminal
nao-redutor apresenta uma unidade de glicose contendo uma hidroxila primaria e
trés secundarias, sendo que as outras unidades de glicose do polimero apresentam
uma hidroxila primaria e duas secundarias (WURZBURG, 1986). A amilose forma um
complexo com o iodo, dando coloracdo azul e é instavel em solu¢gdes aquosas
diluidas, formando um reticulo pela propriedade de retrogradacao (BILIADERIS,
1991).

A amilopectina € uma molécula altamente ramificada formada por unidades de
D-glicose ligadas em o(1-4) e com 5 a 6% de ligagbes a(l—6) nos pontos de
ramificacdo (BULEON et al., 1998). A grande maioria dos amidos contém de 20 a 30%
de amilose e de 70 a 80% de amilopectina e essa razdo varia com a fonte botanica. E
composta por centenas de cadeias curtas de (1-4)-a-D-glucanas que sao
interligadas pelas ligagdes a(1—6) e é solivel em agua. O comprimento das ligagdes é
variavel, mas é comum apresentarem entre 20 e 30 unidades de glicose (WURZBURG,
1986). Em presenca de iodo a amilopectina apresenta coloragdo avermelhada e é
estavel em solugdes aquosas diluidas (BILIADERIS, 1991). Na figura 2.5 podemos

observar a estrutura quimica da amilose e amilopectina.
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Figura 2.5. Estrutura quimica da amilose (A) e amilopectina (B)

Fonte: http://www.enteryka.net/eng/almidon_archivos/image005.qif.

2.2.2.2. Hidroélise Enzimatica do Amido

Os amidos apresentam ampla utilizacao industrial na sua forma nativa, porém
cada vez mais, vem sendo utilizado apos modificacdes na sua estrutura. Tais
modificacbes podem ser feitas por dois processos: biologico ou quimico, sendo o
primeiro a escolha de preferéncia por diversas razdes: menor consumo de energia,
pequena producdo de compostos secundarios, simplificacdo na linha de producao
com reatores unitarios de liquefacdo e sacarificagdo e principalmente a
disponibilidade cada vez maior de enzimas amiloliticas (SURMELY, 1997).

O aquecimento de suspensdes de amido causa uma transicdo irreversivel
denominada gelatinizagdo, que torna a molécula de amido mais acessivel ao ataque
das enzimas possibilitando uma reacdo mais eficiente (HANSEN et al., 2008). O
inchamento irreversivel dos granulos e a concomitante solubilizacdo da amilose e
amilopectina induzem a gradual perda da integridade granular. Caso os granulos

continuem a se expandir a amilose ¢é lixiviada para a fase aquosa entre os granulos.
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Este processo resulta em um aumento substancial da viscosidade (CEREDA, 2001). A
faixa de temperatura de gelatinizacdo do amido é uma caracteristica do gendtipo da
planta na qual o amido é sintetizado e é afetada pelas condigdes do meio,
especialmente a temperatura durante o desenvolvimento do granulo (ELLIS et al.,
1998).

A etapa subsequente a gelatinizacdo é denominada liquefacdo, que consiste
na quebra limitada das ligacGes glicosidicas produzindo entre 15 e 30% de agucares
de pequena massa molecular, chamados de dextrinas. A liquefagdo enzimatica é
realizada por endoamilases, como a-amilase (KENNEDY et al., 1988).

Em uma terceira etapa do processo de hidrolise enzimatica do amido, ocorre a
sacarificacdo, que € a hidrolise total das moléculas menores provenientes da
liquefacdo em unidades de glicose. Esta reacao é catalizada por uma exo-amilase,
como a glucoamilase, que ira retirar os residuos de glicose a partir das extremidades
da cadeia. O periodo de tratamento enzimatico e a concentracdo de enzimas para a
sacarificacdo do amido vao depender do tipo de hidrolisado que se pretende obter
(CRABB e MITCHINSON, 1997).

As enzimas amiloliticas sdo proteinas que constituem uma classe de hidrolases,
responsaveis pela degradagdo do amido e seus derivados. Estas enzimas sdo a o-
amilase, considerada uma endoamilase, a [-amilase, uma exoamilase, e as
glucoamilases, ou amiloglicosidase. As duas Ultimas produzem glicose a partir do
amido, a B-amilase produz maltose e a a-amilase da origem a formacao de dextrinas.
Também dentro destas enzimas encontram-se as enzimas desramificadoras, as quais
atacam as ligacdes a-(1,6) do pululano conhecidas como pululanases e as isoamilases
atuando na amilopectina e glicogénio. Este grupo de enzimas tem grande
importancia biotecnoloégica com aplicacbes em alimentos, fermentacao, industria

téxtil e de papel (GUPTA et al., 2003; PANDEY et al., 2005).
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Existem cinco grupos de enzimas envolvendo a hidrélise enzimatica do amido:
as endo e exo-amilases, as desramificadoras, as isomerases e as ciclodextrinas
glicosiltransferases (MALDONADO e LOPEZ, 1995). As principais enzimas envolvidas
na hidrélise do amido e as respectivas caracteristicas estdo apresentadas na tabela

2.3.

Tabela 2.3. Caracteristica das enzimas envolvidas na hidrélise do amido

. Micro-organismos Otimo
Tipo Nome comum d Substrato
produtores pH T (°C)
B. subtilis a-1,4-glicosil 6.0 65-70
Endo-amilase ~ Amilase bacteriana B. licheniformis a-1,4-glicosil 5.0-7.0 90
(E.C3.211)
A. oryzae a-1,4-glicosil 4.5 50-60
Amilase fungica A. Niger a-1,4-glicosil 4.0-5.0 60
(E.C3.211)
a-1,6-glicosil
' Amiloglucosidade
Exo-amilase (EC3.2.13)
sesillees Beeeiang Bacillus sp a-1,4-glicosil 5.0 55-60
(EC3.211) Clostridium sp. a-1,4-glicosil 55-60  75-85
Pululanase o
(EC 3.2.141) K. aerogenes a-1,6-Maltotriosil 50 60
a-1,6-amilase
Isoamilase 4.0 50-55
(E.C 3.2.1.68) Pseudomonas sp. a-1,6-Heptasac
Glicose isomerase . Aldo/ceto pentose 8.2 65
Isomerase A. circulans
(E.C5.3.1.5) Aldo/ceto hexose

Fonte: Maldonado e Lopez (1995)

Segundo Lopez et al. (2006) a-amilase e glucoamilase, tem sido utilizadas
como catalisadores para a hidrdlise enzimatica de materiais com elevado teor de

amido.
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A a-amilase (E.C 3.2.1.1) ataca a amilose a amilopectina nas ligagbes o(1—4)
ao acaso, iniciando o ataque pelas extremidades ndo-redutoras. Os produtos de
hidrélise gerados apos a reacao enzimatica compreendem dextrinas de baixa massa
molecular, maltotriose, maltose e glicose, dependendo da fonte da enzima. E uma
enzima liquidificante porque reduz drasticamente a viscosidade da solucdo de amido
(NAKAFI e DEOBAGKAR, 2005; UHLIG, 1998; BAYSAL et al, 2008). A figura 2.6
apresenta o mecanismo de degradacao prolongada dos componentes do amido pela
acao da a-amilase.
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Figura 2.6. Mecanismo de acao da o -amilase sobre os componentes do amido.

(A) Amilose; (B) Amilopectina
Fonte: Mousdale (2008)

53



Capitulo 2. Revisiao Bibliografica

A glucoamilase (E.C 3.2.1.3) é uma enzima liquidificante e sacarificante, que
ataca as ligagdes a(l—4) a partir das extremidades nao redutoras liberando
moléculas de D-glicose. A hidrolise ocorre também nas ligagdes a(1—6), mas em
propor¢ao menor da que ocorre nas ligagdes a(1—4) (GANGADHARAN et al,, 2008;
LIU, 2002; WANG et al., 2008). A figura 2.7 apresenta o mecanismo de degradacao da

amilose e amilopectina pela agao da glucoamilase.

A Rapido l

O O

Rapido
, Q 00

Figura 2.7. Mecanismo de acao da glucoamilase sobre os componentes do amido.
(A) Amilose; (B) Amilopectina
Fonte: Gangadharan et al. (2008); Liu (2002); Wang et al. (2008)
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A acao de enzimas amiloliticas sobre granulos de amido tem sido estudada e
os amidos classificados em funcdo da susceptibilidade. Em ordem crescente de
susceptibilidade sdo citados os amidos de milho ceroso, mandioca, sorgo ceroso,
sorgo, milho, arroz, sagu, araruta e batata (LEACH e SCHOCH, 1961).

ApOs a hidrdlise enzimatica do amido, da-se inicio ao resfriamento e entdo a
levedura e outros nutrientes sdo adicionados para o inicio do processo fermentativo.

O mosto fermentado é enviado a unidade de destilacdo onde se separa no
topo da coluna a mistura alcool/agua de uma fracdo aquosa contendo soélidos
soluveis e insoluveis, denominada de vinhaca, que se retira pelo fundo. A eliminagao
da agua e das impurezas do alcool efetua-se mediante um processo de retificagao,
onde se obtém um alcool concentrado que, finalmente, é desidratado até alcancar
valores superiores a 99,75%.

As vinhacas sao enviadas a maquinas centrifugas chamadas decantadores, que
separam a maioria dos soélidos em suspensdo (fibra, celulose, etc.) dos solidos
dissolvidos (acUcares residuais e proteinas sollUveis). Desse modo, se obtém uma
torta de solido Umido que é enviada, junto com o xarope obtido da evaporacdo, a
unidade de secagem. O produto seco (DDGS - "Dried Distiller's Grains with Solubles”
— torta residual de grdos secos de destilaria) é enviado para peletizar, onde se obtém
o DDGS em pelets, que, de acordo com o seu nome, é um composto protéico
utilizado como alimento animal.

Com a finalidade de tornar a tecnologia mais competitiva com a gasolina e
ainda mais sustentavel do ponto de vista ambiental, estdo sendo impulsionadas

diversas iniciativas, entre as quais, devem-se destacar os trabalhos realizados para:

» Incrementar o conteddo de proteina em DDGS;
» Fermentar o amido residual e aumentar consequentemente o

rendimento global do processo;
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» Desenvolver uma tecnologia de fracionamento em seco do cereal uma
vez moido;

> Desenvolvimento de conceitos hibridos que combinam as instalagdes
de cereal com outras de gaseificacdo ou de hidrolise enzimatica

(ABENGOA, 2008).

2.2.3. Matérias-Primas Lignoceluldsicas

Muitos materiais lignocelulésicos tém sido avaliados para producdo de
bioetanol (SANCHEZ e CARDONA, 2008). Em geral, os materiais lignocelulésicos para
producao de bioetanol podem ser divididos em seis grupos principais: residuos de
agricultura (bagaco de cana, palha de milho, palha de trigo, palha e casca de arroz,
palha de cevada, bagaco de sorgo, carocos de azeitona e celulose), coniferas e
folhosas, residuos de celulose (papel de jornal, papel de escritério), biomassa
herbacea (feno, gramineas) e residuos municipais solidos. A tabela 2.4 mostra a
composicao de alguns materiais lignocelulosicos.

Uma das dificuldades de conversdao deste tipo de biomassa em
biocombustiveis ou outros produtos de interesse vem do fato de que estes materiais
apresentam uma complexa estrutura morfoldgica.

Os materiais lignocelulésicos sao compostos principalmente de trés polimeros:
celulose, hemicelulose e lignina, estruturas estas responsaveis por criar uma barreira
natural contra a acao de micro-organismos e/ou enzimas, tornando esses materiais
estruturalmente rigidos e pouco reativos (FENGEL e WEGENER, 1989). O estudo de
cada um destes componentes presentes na estrutura do bagaco de sorgo, por
exemplo, nos leva a compreender melhor sua complexidade. A figura 2.8 apresenta a

estrutura dos materiais lignoceluldsicos.
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Tabela 2.4. Composicdo quimica de alguns materiais lignocelulosicos (% base seca)

Matéria-Prima Celulose Hemicelulose Lignina
Coniferas (softwoods)
Douglas 50 24-34 28,3
Pinheiro 44,6 5.3 27,7
Espruce 45 8,8 27,9
Folhosas (hardwoods)
Black locust 41,6 17,7 26,7
Hybrid poplar 44,7 18,6 26,4
Eucalipto 49,5 13,1 27,7
Populus tristis 40 -49,9 13-174 18,1-20
Residuos Industriais
Sabugo de milho 45 35 15
Silagem de milho 14,3 16,8 - 35 8,4
Palha de milho 36,8 - 39 14,8 - 25 151-231
Residuo algodao 20 4,6 17,6
Gramineas (bagago de sorgo,

25-50 25-50 10-30
bagacgo de cana-de-acucar, etc)
Palha de arroz 35-41 14,8 - 25 99-12
Casca de arroz 36,1 14 194
Palha de trigo 30-38 21-50 20-234
Herbaceas
Grama bermuda 25 35,7 6,4
Switchgrass 31-32 20,4 - 25,2 14,5-18,1
Residuos Celulésicos
Jornal 40-64,4 4,6 -40 18,3 -21
Papel 85-99 0,0 0-15

Fonte: Aita e Kim (2010)
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Conforme observado na tabela 2.4, a composicdo destes materiais € muito
variavel. A proporcao destes componentes varia na composicdo dependendo da
espécie da planta, idade, tempo de colheita e condicdao ou estagio de crescimento
(JEFFRIES e JIN, 2000). O maior componente é a celulose e € comum apresentar entre
35 e 50%, seguido de hemicelulose (20 — 35%) e lignina (10 — 25%) (SAHA, 2003).
Cinzas, compostos fendlicos, acidos graxos e outros constituintes, denominados
extrativos, compdem a fragdo remanescente destas biomassas vegetais (OLIVEIRA,

2007).

Célula Vegetal

Parede Celular

Vegetal <@ Hemicelulose

Figura 2.8. Estrutura da parede celular dos vegetais
Fonte: Adaptado de Wolf (2011)
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2.2.3.1. Celulose

A celulose é um polimero linear de anidroglicopiranose associada por ligagdes
B(1—4) glicosidicas (ZHANG, 2008), sendo a celobiose, que consiste em duas unidades
de glicose, a unidade repetitiva do polimero. Em uma molécula de celulose pode
haver mais de 15.000 unidades de glicose e as cadeias de celulose se encontram
agregadas paralelamente para formar as fibrilas elementares (figura 2.9), que sao
insolUveis em agua e apresentam regides cristalinas e amorfas (MOHAN et al, 2006;

FENGEL e WEGENER, 1989).

4 S
OH [ OH ]
0
0 OH OH
HO 4 HO ~0 ; HO
HO -0 L+0

OH 0 3 OH ! OH

\ Unidade de anidroglucose, AGU ./

OH n = valor de DP OH

Terminagdo ndo redutora

Celobiose: unidade repetitiva da celulose

Terminagdo redutora

Figura 2.9. Estrutura molecular da celulose
Fonte: Klemm et al. (2005)

As ligacbes de hidrogénio inter e intramoleculares sdo responsaveis pela
manutencao das regides cristalinas e tornam a celulose altamente resistente a
hidrolise acida, alcalina ou enzimatica (WOOD e SADDLER, 1988; CONVERSE e WARE,
1994).
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2.2.3.2. Hemicelulose

A hemicelulose por sua vez é um heteropolimero menor, com grau de
polimerizacao entre 100 e 200 e possui muitas ramificacdes contendo diferentes
carboidratos como a xilose, arabinose, manose, galactose, glicose, assim como acidos
uronicos. Dependendo da predominancia do tipo de agucar as hemiceluloses podem
ser chamadas de arabino-xilanas, mananas, glucanas ou galactanas. Esses acUcares
contém cinco (pentoses) ou seis (hexoses) carbonos em sua estrutura e sao unidos
por ligacdes glicosidicas do tipo B-1-3, B-1-4 e B-1-6, quase sempre acetiladas,
formando uma estrutura fraca e hidrofilica que serve como uma conexdo entre a
lignina e as fibras de celulose, além de conferir rigidez ao complexo celulose-
hemicelulose-lignina (STAMBUK et al., 2008).

Em plantas anuais e perenes, as principais hemiceluloses sao representadas
por xilanas (Figura 2.10), que sdo mais heterogéneas do que as xilanas de tecidos de
madeira (ASPINALL, 1980). Estas plantas contém ambos acidos glicurénico e/ou 4-o-
metil-éter e arabinose ligadas aos carbonos C-2 e C-3 das unidades de xilose. Ambas

xilana e glicomananas podem estar parcialmente acetiladas (WILKIE, 1979).
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Figura 2.10. Estrutura de xilana de plantas anuais e perenes
Fonte: Spiridon e Popa (2008)
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As hemiceluloses diferem da celulose principalmente por sua constituicao em
diferentes unidades de acucares formando cadeias moleculares curtas e bastante
modificadas. A tabela 2.5 apresenta algumas diferencas entre a celulose e a

hemicelulose .

Tabela 2.5. Diferencas entre celulose e hemicelulose

Celulose Hemicelulose
Unidades de glicose ligadas entre si Unidades variadas de agUcares
Grau de polimerizacao elevado Grau de polimerizacao baixo
Forma arranjo fibroso Nao forma arranjo fibroso
Forma regides amorfas e cristalinas Forma somente regides amorfas
Atacada lentamente por acido mineral Atacada rapidamente por acido mineral
Diluido a quente Diluido a quente
Insoltvel em alcali Soltvel em alcali

Fonte: Bianchi (1995)

2.2.3.3. Lignina

Outro constituinte importante dos materiais lignocelulésicos é a lignina, cuja
funcdo principal é de dar sustentacdo a toda esta estrutura. E uma macromolécula
amorfa, altamente complexa e ramificada tridimensionalmente, gerada a partir da
polimerizagdo desidrogenativa dos alcoois hidroxicinamilicos: p-cumarilico (I),
coniferilico (II) e sinapilico (Il). A lignina é constituida principalmente de unidades de
fenilproprano que se processa por via radicalar a partir da reacéo de trés diferentes
alcoois cinamilicos precursores (guaiacil, siringil e p-hidroxifenil), que sao
diferenciados entre si pelas substituicGes que apresentam no anel aromatico (Figura
2.11). Na parede celular, a lignina esta associada as polioses através de intera¢des

fisicas e ligagbes covalentes. O fato de a lignina envolver as células funcionando
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como uma “cola” dificulta a biodegradacao, protege a planta contra o ataque de
micro-organismos e confere coesao a estrutura interna além de resisténcia ao esforco

mecanico (FENGEL e WEGENER, 1989; HOFRICHTER, 2002; READING et al., 2003).

CH,OH CH,OH CH,OH
CH = CH - CH
HC/ el e
i H;CO i H,CO i OCH,
OH OH OH
Alcool p-cumarilico (1) Alcool coniferilico (I1) Alcool sinapilico (IIl)
i H,CO i H,CO i OCH;,
OH OH OH
p-hidroxifenila (H) Guaiacila (G) Siringila (S)

Figura 2.11. Unidades precursoras da lignina: alcoois cumarilico (I), coniferilico (II) e
sinapilico (IIl) e principais nucleos aromaticos encontrados na lignina: p-hidroxifenila
(H), guaiacila (G) e siringila (S)
Fonte: Fengel e Wegener (1989)

Esta macromolécula é formada de uma complexa estrutura de polimeros
amorfos e possui caracteristica hidrofébica. Além disso, ela auxilia no transporte de

agua na planta e no sequestro de carbono (Figura 2.12).
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Figura 2.12. Estrutura da lignina
Fonte: Fengel e Wegener (1979)

2.2.3.4. Outros Compostos

Os materiais lignocelulésicos podem conter também uma extensa variedade

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

apolares. Sdo exemplos de extrativos: acidos graxos, ceras, alcaloides, proteinas,

fenolicos, agucares simples, pectinas, mucilagens, gomas, resinas, terpenos, amido,

glicosideos, saponinas e 6leos essenciais.
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Os extrativos sdao compostos intermediarios do metabolismo do vegetal;
proporcionam reserva energética e protecao ao vegetal contra o ataque de micro-
organismos e insetos, porém tém um efeito inibitorio nos processos de converséo de
biomassa (FENGEL e WEGENER, 1989), sendo um “gargalo” na industria processadora
dessa biomassa (OCTAVE e THOMAS, 2009).

A biomassa vegetal também contém uma pequena quantidade de espécies
inorganicas, tais como, potassio, sddio, calcio, etc., como resultado dos nutrientes

adquiridos durante o seu crescimento (YU et al., 2008).

2.2.4. Panorama da Producao de Etanol de Segunda Geracao e o Conceito de

Biorrefinaria

Uma visdo da tendéncia internacional no desenvolvimento de biocombustiveis,
partilhada por muitos especialistas, € a de que os biocombustiveis de primeira
geracao (etanol de sacarose e amido; biodiesel produzidos pela transesterificagdo de
gorduras e Oleos com etanol ou metanol) atualmente disponiveis, serdao seguidos
pelos chamados “biocombustiveis de segunda geragdo”, que incluem o diesel
produzido a partir de gas de sintese em processos termoquimicos e o etanol a partir
de mateirais lignoceluldsicos por processos quimicos e enzimaticos.

O processo de producdao de segunda geracao exibe varias alternativas
tecnoldgicas devido a elevada complexidade e variedade de matérias-primas. O
desenvolvimento e inovacdo dessas possibilidades, é atualmente agenda
governamental, industrial e académica refletida na quantidade de pesquisas em
escala de laboratorio, piloto e em plantas demonstrativas (BANERJEE et al., 2010;
CARDONA et al., 2010).

Mesmo com tantas vantagens para a utilizacdo de materiais lignoceluldsicos
visando a obtencdo de etanol, ainda ndo é faciltada a obtencdo deste

biocombustivel. Para realizar o processo de hidrélise sdo necessarias tecnologias
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complexas e multifasicas, com a utilizagdo de rotas acidas e/ou enzimaticas para a
separagao dos agUcares e remocado da lignina.

Atualmente muitos pesquisadores estdo concentrando esforcos no
desenvolvimento de pré-tratamentos eficientes, capazes de disponibilizar a maior
quantidade de agUcar possivel (pentoses e hexoses), no desenvolvimento de micro-
organismos geneticamente modificados que possam fermentar tanto pentoses
quanto hexoses, na producdo de plantas geneticamente modificadas com maior
quantidade de carboidratos ou plantas modificadas estruturalmente para facilitar a
etapa de pré-tratamento em condigdbes amenas e na utilizacdo de processos
integrados para reduzir o numero de etapas do processo e consequentemente
reduzir a demanda energética. (DIEN et al., 2003; JEFFRIES, 2006; HAHN-HAGERDAL
et al, 2006). Com o éxito desta tecnologia, o etanol celulésico podera ser
reproduzido em quase todas as regides do mundo, podendo aproveitar grande
quantidade de residuos organicos de diversas fontes (BNDES e CGEE, 2008).

Nos panoramas que se abrem, dois aspectos centrais devem ser considerados:
por um lado, o desenvolvimento de novas tecnologias de producdo com base na
biomassa e, por outro, o desenvolvimento de biorrefinarias. Esses desenvolvimentos
representam a chave para uma producdo integrada de alimentos, substancias
quimicas, diferentes materiais e combustiveis para o futuro, pois combinam
biotecnologia e conversbes quimicas de substancias para processamento de
biomassa em produtos intermediarios e finais. Este desenvolvimento é
absolutamente necessario para que se utilize de forma otimizada o menor volume de
biomassa, disponivel de forma geograficamente dispersada, com maior eficiéncia e o
menor impacto ambiental possivel.

O conceito essencial de uma biorrefinaria € o de um processamento
sustentavel em uma planta industrial que integra os processos de conversao de
biomassa para produzir combustiveis, produtos quimicos de valor agregado e

energia (REE e ANNEVELINK, 2007).
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Um exemplo de biorrefinaria é uma usina de cana-de-aclcar com a produgao
combinada e integrada de agucar, bioetanol e alguns outros produtos quimicos,
assim como poténcia e calor com base na biomassa residual (MACEDO e NOGUEIRA,
2005).

Especialistas acreditam que as biorrefinarias possam vir a constituir uma
indUstria-chave do século XXI, responsavel até mesmo por uma nova revolugdo
industrial, em virtude da importancia das tecnologias que empregam e dos efeitos
sobre o paradigma industrial para producdes integradas. Essas tecnologias sao
baseadas na utilizagdo de toda a planta (todo o complexo de biomassa) e na
integracao de processos tradicionais e modernos (KAMM et al., 2006). Muitos
consideram a conversdao desses materiais um dos maiores desafios dos préximos
cinquenta anos, em que os lideres serao os que conseguirem desenvolver tecnologias
alternativas a economia do petroleo (CHEMICAL ENGINEERING, 2006). O foco
principal é dirigido aos chamados precursores: carboidratos, lignina, o6leos, e
proteinas, e a combinacdo entre conversGes biotecnoldgicas e quimicas das
substancias para a obtencado de produtos intermediarios e finais.

Em curto prazo os materiais lignoceluldsicos serdao provavelmente utilizados
para a produgdo de combustivel, calor e eletricidade; entretanto, em longo prazo, a
biorrefinaria de lignoceluldsicos servira de base para a produgdo sustentavel de
commodities, tais como diversos quimicos e materiais, em futuras biorrefinarias,
como representado na figura 2.13 (WYMAN, 2003; KAMM e KAMM, 2004; REDDY e
YANG, 2005; ZHANG et al., 2007).
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Figura 2.13. Blocos de construgdo a partir da biomassa

Fonte: Adaptado de Kamm e Kamm (2007)
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As pesquisas e desenvolvimento de tecnologias em biorrefinarias sao
necessarias para aumentar a compreensao cientifica acerca dos recursos provenientes
da biomassa, além de melhorar a utilizacdo desses recursos, otimizar a eficiéncia e
desempenho em conversdo de sistemas sustentaveis para o desenvolvimento de
produtos a partir de biomassas renovaveis, criar um ambiente de mercado receptivo
ao emprego desses produtos, além da oportunidade de estimular o desenvolvimento
econOmico de areas rurais com grandes potenciais de producao de biomassas.

Apesar das reconhecidas vantagens do etanol celulésico sobre os
biocombustiveis de primeira geracao, os custos de produgado da hidrélise enzimatica
ainda ndo atingiram niveis competitivos com o etanol comparaveis com o etanol
sacarideo e a gasolina, devido a complexidade da matéria-prima e do processo de
producao. No entanto, diferentes frentes de pesquisas nacionais e internacionais
continuam trabalhando exaustivamente para sua viabilidade, sendo que as primeiras
plantas em escala comercial comecaram a ser construidas com a efetiva produgéo
prevista para os préximos cinco anos (SEABRA et al, 2010; GNANSOUNOU e
DAURIAT, 2010).

Apesar do significativo progresso cientifico na viabilizacdo do etanol
celulosico, ainda existem desafios técnicos e econdmicos a serem superados antes da
concretizacao de investimentos em escala comercial.

As maiores iniciativas neste sentido foram registradas pelo Programa do
Departamento de Energia do governos dos EUA, que em 2007 financiaram a
construcdo de doze plantas de etanol celulésico e biorrefinarias em escala de
demonstracao, além da instalacdo de trés centros de pesquisa especializados com
investimentos de mais de USD 1 bilhdo (WALTZ, 2008). O governo do Canada por sua
vez, vem apostando no apoio de empresas privadas com mais de USD 500 milhdes
visando a construcao de plantas de etanol e biodiesel.

Hoje o custo de instalacdo de uma planta comercial de etanol celuldsico é

calculado em torno de USD 100 milhdes. No entanto, todas as iniciativas de
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investimento em larga escala estdo na fase projetiva (GNANSOUNOU e DUARIAT,
2010). Segundo Sims et al. (2010) uma planta comercial em larga escala deve produzir
entre 150 - 200 milhdes de litros de etanol por ano em 7.000 h de operacao efetiva
com o processamento de 0,35 - 0,6 milhdes de toneladas de biomassa
lignoceluldsica.

Em 2020 sdo esperadas produgdes no montante de 61 bilhdes de litros de
etanol celulosico, se forem alcancadas as metas propostas pelos EUA, China, Europa,
Japao e Brasil (OPENPR, 2010).

No Brasil, trés sdo as iniciativas privadas frequentemente mencionadas. Uma
delas é a Dedini Industrias de Base S. A., que realiza pesquisa e desenvolvimento em
processos e equipamentos de hidrélise. Desde 2003, a Dedini vem testando em uma
unidade piloto com capacidade para 5 mil litros diarios de bioetanol, o processo de
producao de bioetanol a partir do bagaco e palha de cana-de-agUcar. Neste
processo, patenteado como Dedini Hidrolise Rapida (DHR), um solvente hidro-
alcoodlico desestrutura a matriz celulose-hemicelulose-lignina, dissolvendo a lignina,
hidrolisando a hemicelulose e expondo a celulose para a agdo de acido sulfurico
diluido, que promove rapidamente (10 a 15 minutos), a hidrélise dessa fracao, sob
temperaturas de 170 - 190 °C e pressoes da ordem de 2,5 Mpa. Como nesse processo
a fracao das pentoses nao é aproveitada, os rendimentos sao relativamente baixos, da
ordem de 218 L de etanol por tonelada de bagaco seco (OLIVERIO E SOARES, 2007).
Além disso, as condicGes operacionais sao severas gerando efluentes perigosos e de
elevada toxidade.

Por outro lado, a Petrobras inaugurou o projeto Complexo Bioenergético
(CBio) para a producao de etanol com a parceria da empresa japonesa Mitsui e da
brasileira Itaruma Participagoes. Esta unidade produzira anualmente 200 milhdes de
litros de etanol convencional voltado para o mercado japonés. Paralelamente, criada
em 29 de julho, a Petrobras Biocombustivel (PBio), subsidiaria integral da Petrobras,

iniciou suas atividades com a missao de fortalecer a atuagdo da companhia no
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segmento. A empresa € responsavel pelos projetos de producdo de biodiesel e etanol
para os quais estdo previstos investimentos de US$ 1,5 bilhdo no periodo de 2008 a
2012. Com a criagao da empresa, a companhia se prepara para atender parte da
demanda mundial crescente por biocombustiveis, além de reforcar seu compromisso
com o meio ambiente e com o desenvolvimento social de forma sustentavel. A
producdo de etanol de 22 geracao através da hidrélise enzimatica vem sendo testada
em escala piloto em uma unidade experimental instalada no Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento da Petrobras (Cenpes) no Rio de Janeiro, com capacidade para
produzir 220 L de etanol por tonelada de bagago seco com potencial para atingir 280
L de etanol/ton bagaco. A rota tecnoldgica utilizada pelo Cenpes para o bioetanol
utiliza enzimas no processo de obtencdo de aclcares a partir da celulose existente
nos residuos como o do bagaco de cana-de-acUcar. A companhia desenvolve essa
pesquisa em parceria com a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), com a
Universidade de Brasilia (UnB) e com a Universidade Federal do Amazonas (Ufam)
(CAMPELLO, 2010; FACTO ABIFINA, 2008). Além dessas empresas, a Oxiteno S. A, do
grupo Ultra, com o financiamento do Banco Nacional de Desenvolvimento
Econdmico e Social (BNDES), iniciou a constucao de uma biorrefinaria piloto para
viabilizar comercialmente o processo de obtencdo de etanol pela hidrélise enzimatica
de celulose e hemicelulose; e de etilenoglicol e propilenoglicol, por hidrogendlise, a
partir desses agUcares.

No ambito estatal cabe destacar a iniciativa do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia, com a constru¢do de uma plataforma para a hidrolise enzimatica de
bagaco de cana em escala piloto junto ao Centro de Ciéncia e Biotecnologia do
Bioetanol (CTBE - Campinas, SP). Paralelamente, se integram nessa missao nacional
energética, iniciativas das instituicbes de pesquisa e desenvolvimento académicas
com parcerias com entidades governamentais e privadas.

No contexto do Plano Nacional de Agroenergia (PNA 2006-2011), a EMBRAPA

tem a missdo de coordenar ac¢des institucionais e um programa de PD&I que otimize
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processos e matérias-primas atuais e potenciais, no Brasil, nas plataformas de etanol,
biodiesel, florestas energéticas e residuos, para a obtencdao de biocombustiveis e co-
produtos. A criacao da EMBRAPA Agroenergia visa a coordenacgao das iniciativas nas
diferentes unidades em relacdgo ao desenvolvimento de processos para o
aproveitamento da energia de biomassa, com foco na busca e melhoramento de
matérias-primas para fins energéticos e os processos de conversao e tecnologias de
22 geracao.

Como pode ser observado, esta area de pesquisa vem ganhando impulso, e o
nimero de pesquisas tende a crescer. No entanto, ainda existem agdes a serem

executadas para a viabilizacdo comercial no Brasil.

2.2.5. Tipos de Pré-Tratamentos

Diversas estratégias para a conversao de materiais lignocelulosicos em
agucares fermentaveis tém sido demonstradas em escala laboratorial e piloto. O
conceito geral envolve pré-tratar a matéria-bruta para, entdo, submeté-la a uma
eficiente hidrélise enzimatica.

O pré-tratamento tem como objetivo remover a lignina e a hemicelulose,
solubilizando e/ou degradando-os, reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a
porosidade do material lignoceluldsico (MOISER, 2005), sem grande formacdo de
compostos inibidores de fermentacao (LASER, 2001), assim aumentar a exposi¢ao da
celulose aos processos de hidrolise.

O pré-tratamento, para ser considerado adequado e eficiente, deve estar de

acordo com os seguintes itens (SUN e CHENG, 2002):

> resultar em alta recuperacao de todos os carboidratos;
» gerar alta digestibilidade da celulose, que pode ser notada apds a hidrdlise

enzimatica;
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» ocasionar pouca ou nenhuma formacao de produtos de degradagdao de
agucares e lignina;

» demandar pouca energia ou permitir que a energia empregada possa ser
reutilizada em outras etapas na forma de calor;

» resultar em elevada concentracdo de soélidos, bem como em altas
concentragdes de agUcares liberados na fracao liquida;

» ser realizado a baixos custos operacionais;

» permitir a transposicao para escala industrial.

Todos os pré-tratamentos aumentam a digestibilidade e a bioconversdao da
biomassa, mas a deslignificacao varia conforme o pré-tratamento escolhido. A seguir,
tém-se alguns tipos, suas operacdes e o efeito que geram sobre o material que se
deseja trabalhar (Tabela 2.6). A figura 2.14 mostra como o pré-tratamento atua sobre

os materiais lignocelulésicos

Regido
Amorfa |

Pré-Tratamento

Regido B
Cristalina

Lignina Celulose Hemicelulose

Figura 2.14. Esquema da atuagdo do pré-tratamento em materiais lignocelulésicos
Fonte: Moiser et al. (2005)
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Tabela 2.6. Métodos de pré-tratamentos de materiais lignocelulésicos

Método

Vantagens

Desvantagens

Fisico

Fisico-
quimico

Bioldgico

Quimico

Pulverizado mecanico
(moagem e trituragao);
Pirdlise; Vapor; Radiacao;
Umidificacao

Explosao a vapor;
Hidrotérmico;

AFEX — explosdo das
fibras com amonia;
Explosao com CO,; SO,
com vapor; NO; e
irradiacao

Bolor branco (Pleurorus,
Pycnoporus, Ischnoderma,
Phlebia, etc);
Biorganosolv (tratado
com Ceriporiopsis
subvermispora seguido
de etandlise)

Ozondlise; Processo
organosoly;
Deslignificacao oxidativa;
Hidrélise alcalina;
Hidrélise com acido
diluido; Hidrolise com
acido concentrado;

SO,; Acido acético

Reduz o tamanho da
particula
Reduz a cristalinidade

Ruptura das ligacdes de
lignina e hemicelulose
Altos rendimentos de
glicose e xilose
Reducdo da particula da
biomassa

Baixa energia requerida,
condic¢des brandas
Remove quantidade
consideravel de lignina

Bom rendimento de
glicose e xilose (hidrolise
de 80 a 95% da fragao
hemiceluldsica)

Elevada reatividade da
fibra

A\

>

>

Alto gasto energético
Nao retira a lignina

Perdas de hemicelulose
no slurry

Uma etapa adicional é
necessaria para remover
a lignina

Maior tempo de
residéncia

Menor rendimento pelo
consumo de carboidrato
pelos fungos

Formacdo de produtos
de degradagao
Concentracao baixa de
agUcar na corrente de
saida

Necessidade de
equipamentos especiais
Necessidade da
neutralizagcdo do
hidrolisado para
subsequente
fermentacao

Fonte: Adaptado de Ogeda et al. (2010), adaptado de Saddler et
Cardona (2008)

al. (1996), Sanchez e
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2.2.5.1. Pré-Tratamento com Acido Diluido

Dentre os diferentes métodos de pré-tratamento, a hidrélise dos acUcares
presentes na fracdo hemiceluldsica de materiais lignoceluldsicos com acido diluido
(sulfdrico, nitrico ou cloridrico) tem se mostrado bastante eficiente, sendo também
rapida e simples e tem sido citado como o melhor tipo de pré-tratamento para
residuos industriais (SILVERSTEIN et al., 2007; RAMOS, 2003; PARAJO et al., 1998).
Esta técnica apresenta vantagens como minimizacao da formacao de produtos de
degradacdao e aumento da susceptibilidade da celulose a hidrélise enzimatica
subsequente, desde que as condi¢bes de hidrdlise sejam otimizadas (SILVA et al.,
2005). Trata-se de uma tecnologia amplamente reportada na literatura, testada em
escala piloto e com potencial de aplicagdo em escala industrial JORGENSEN et al.,
2007).

Existem, basicamente, dois tipos de tratamento acido diluido: elevadas
temperaturas (superiores a 160 °C) em processo de fluxo continuo para baixa
concentracao de solidos (5 - 10 % peso de substrato/peso de mistura de reacao) e
baixa temperatura (inferior a 160 °C) em processo por batelada e alto teor de sélidos
(10 — 40%). A hidrolise acida diluida em condi¢des menos severas pode atingir altas
taxas de conversdo de xilanas em xilose; ja quando altas temperaturas sdo
empregadas, a hidrdlise da celulose é favorecida (MCMILLAN, 1994). O emprego de
hidrolise acida diluida apresenta varias vantagens quando comparada a utilizagdo
dos acidos concentrados (SUN e CHENG, 2002). Acidos concentrados s3o tdxicos,
perigosos, corrosivos, requerendo reatores resistentes a corrosdo. Além disso, os
acidos concentrados devem ser recuperados apos a hidrélise a fim de tornar o
processo economicamente viavel (SIVERS e ZACCHI, 1995).

Um fator importante a ser considerado € que durante a hidrolise acida diluida,
dependendo das condi¢des empregadas, compostos secundarios dos aclcares e

da lignina podem ser gerados, inibindo o crescimento de micro-organismos
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fermentadores que serdo utilizados posteriormente a esta etapa (MUSSATO e
ROBERTO, 2004). Segundo Palmqvist e Hahn-Hagerdal (2000), quando altas
temperaturas e pressdes sao utilizadas no pré-tratamento, xilose e glicose podem
ser degradadas em furfural e hidroximetilfurfural, respectivamente, os quais podem
ser posteriormente degradados em acido formico e acido formico e levulinico,
respectivamente. Além desses compostos outras substancias toxicas para os micro-
organismos podem ser formadas durante a hidrélise com compostos fenélicos que
sao gerados a partir da quebra parcial da lignina, acidos siringico, vanilico,
palmitico, entre outros.

As concentragdes desses inibidores no meio de fermentagdo merecem
atencao, pois podem prejudicar o bioprocesso. Delgenes et al. (1996) mostraram
que concentracdes de furfural de 0,5; 1,0 e 2,0 g.L™* reduziram o crescimento de
Scheffersomyces stipitis em 25%, 47% e 99%, respectivamente. Este mesmo estudo
com concentracdes de hidroximetilfurfural de 0,5; 0,75 e 1,5 g.L"* mostrou uma
reducdo de 43%, 70% e 100% no crescimento de P. stipitis, respectivamente. Além
desses dois compostos, ainda existem outros compostos, como o acido acético,
formado pela desacetilacao da hemicelulose, que configura como toxico ao micro-
organismo em concentracdes superiores a 3 g.l”, enquanto os produtos de
degradacao da lignina (compostos fenodlicos) sdo téxicos aos micro-organismos
mesmo quando em baixas concentracdes (FELIPE et al., 1995; PARAJO et al., 1998;
ROBERTO et al.,, 1991). Dependendo das concentragbes de compostos toxicos, o
hidrolisado pode necessitar de algum tipo de tratamento de destoxificagdo, como
por exemplo, o emprego de resinas de troca ibnica, carvao ativado, enzimas
ligninoliticas, pré-fermentacdao com fungos filamentosos, tratamentos com alcalis ou
sulfitos, entre outros (MUSSATO e ROBERTO, 2004).

O pH do hidrolisado hemicelulésico obtido do processo de pré-tratamento

com acido diluido necessita ser corrigido para a sua utilizagdo nos processos
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fermentativos, sem que haja inibicdo dos micro-organismos por um pH desfavoravel

a sua eficiente bioconversao (SAHA, 2003).

2.2.5.2. Pré-Tratamento com Hidroxido de Sodio

O pré-tratamento alcalino também tem despertado bastante atencao por ser
relativamente mais econdmico para muitos materiais lignoceluldsicos (BELKACEMI et
al., 1998).

Além disso, tratamentos alcalinos utilizam valores baixos de pressdao e
temperatura se comparado com outras tecnologias de pré-tratamentos. Pode
também ser processado em condi¢bes ambientes, porem exigindo um periodo muito
grande (horas ou dias ao invés de minutos ou segundos). 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).

Hidroxido de sédio € um dos mais efetivos agentes alcalinos e tem sido
utilizado para tratar diversos tipos de materiais lignoceluldsicos (SOTO et al., 1994).

Este tipo de pré-tratamento nao hidrolisa a hemicelulose tdo efetivamente
quanto pré-tratamentos que utilizam acidos, porém, é efetivo na remocgéao de lignina,
o que traz um aumento na digestibilidade enzimatica do material (HIMMEL, 2008). A
caracteristica do pré-tratamento alcalino com NaOH é que este pode remover a
lignina sem afetar muito outros componentes (BALAT, 2008).

Considerando aspectos econdémicos e ambientais, o tratamento com NaOH
diluido pode ser melhor do que com NaOH concentrado. Silverstein et al. (2007)
investigaram o pré-tratamento quimico de caule de algodao e reportaram que dentre
os quatro pré-tratamentos avaliados (NaOH, H,SO., H,O; e 0z6nio), o que empregou
NaOH resultou no mais alto nivel de deslignificacdo (65,6% com 2% de NaOH, 90

min, 121 °C) e conversao de celulose (60,8%). MacDonald et al. (1983) reportou que
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quase toda a lignina na palha do milho foi dissolvida apos pré-tratamento utilizando
2% de NaOH a 50 °C por 15 minutos.

Nascimento (2010) obteve no pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar
(NaOH 7% por 30 minutos a 120 °C) deslignificacdo do material, resultando em 5%
de lignina na biomassa, teor de celulose em torno de 38%, garantindo assim um alto
contelddo acessivel de celulose para a degradagdo enzimatica, com uma conversao
em torno de 75,5% (hidrdlise) com rendimento em etanol de 90%.

A grande maioria dos estudos realizados com pré-tratamento empregando
NaOH utilizaram temperaturas acima de 100 °C. Entretanto, reagentes alcalinos como
amonia, tem demonstrado serem mais promissores trabalhando com temperaturas
mais baixas (55 °C), porém um maior tempo de processamento é requerido (KIM et

al., 2005).

2.2.6. Hidrolise Enzimatica

ApOs a etapa de pre-tratamento e a remocdo da lignina remanescente deste
processo € necessaria uma etapa de hidrélise da celulose para obtencao de acucares
fermentaveis.

No processo enzimatico a hidrolise da celulose é catalisada por enzimas
especificas denominadas de enzimas celuloliticas ou celulases.

Diante da heterogeneidade da estrutura da cadeia celulésica, a qual apresenta
regides altamente ordenadas, estabilizadas por numerosas ligagdes de hidrogénio
intra e intermoleculares, e areas menos ordenadas ou amorfas, a sacarificacao
enzimatica da biomassa depende de uma multiplicidade de atividades especificas
complementares cujo sinergismo é essencial para que todo carboidrato nela

disponivel seja hidrolisado (PITARELO, 2007).
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As celulases sdo usualmente uma mistura de diversas enzimas. Pelo menos trés
grupos principais de celulases estdo envolvidos no processo de hidrélise da celulose

(figura 2.13):

» Endoglucanase (endo-1,4-D-glucanohidrolase, ou EC 3.2.1.4), a qual ataca
regides de baixa cristalinidade na fibra celuldsica, criando cadeias com
extremidades livres;

» Exoglucanase ou celobiohidrolase (1,4-B-D-glucano celobiohidrolase ou EC
3.2.1.91)) a qual se liga nas extremidades das cadeias e gera principalmente
glicose e celobiose;

» B-glucosidase (EC 3.2.1.21), responsavel por clivar a celobiose produzindo duas

moléculas de glicose.

A hidrélise enzimatica é dependente de muitos fatores: tipo de substrato pré-
tratado, inibicdo da atividade enzimatica por produtos finais da biodegradacao,
termoestabilidade das enzimas, suas concentracdes e adsorcao no substrato, duracao
da hidrolise, pH do meio, concentracao de substrato no meio e taxa de agitagao
deste (HAHN-HAGERDAL et al., 2006). As condicdes de temperaturas e pH étimos de
diferentes celulases sdao usualmente reportadas na faixa de 40 a 50 °Ce pH de 4a 5
(OLSSON et al, 1996). A figura 2.15 mostra o sistema de acao das enzimas do
complexo celulolitico.

Considerando as caracteristicas estruturais da celulose, verifica-se que o modo
de acdo das enzimas influencia a taxa de reacdo. A susceptibilidade da celulose ao
ataque enzimatico é determinada pela acessibilidade dos sitios de ligacao da celulase,
o que determina a subsequente adsorcao da enzima no substrato solido. A
adsorcao das celulases e a concepcao do complexo enzima/substrato sao

apreciadas como os passos cruciais na hidrélise enzimatica de celulose. A adsorcao
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de celulase na celulose insoluvel ja foi descrita como reversivel, irreversivel e semi-

reversivel, ndo se tendo chegado a um acordo quanto a questdo (GAN et al., 2003).
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Figura 2.15. Modo de agdo das celulases e um sistema enzimatico cooperativo na
degradagao da celulose
Fonte: adaptado de Pitarelo (2007)

Tem-se conhecimento da inibicdo das enzimas celulases por celobiose e
glicose e o padrdo desta inibicao tem sido motivo de muitas pesquisas. Com
isso, muitos autores se alternam com os conceitos de padrao de
competitividade, alguns opinam que a inibicdo competitiva é dominante,
enquanto, outros reportam que a inibicdo ndo-competitiva é observada (GAN et al,,

2003).
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Na hidrélise enzimatica existe uma resisténcia de transferéncia de massa,
entre as moléculas de enzima e uma da camada estagnada de filme liquido, que
cerca as particulas sélidas de celulose, sendo que esta resisténcia determina a
reacao global. Considerando uma reacao em reator em batelada com agitagdao, no
inicio da hidrolise, ataxa de reacgdo é determinada pelos trés eventos em sequéncia

(GAN et al., 2003):

» A taxa de transferéncia de massa da enzima;
» A taxa de adsorgdo da enzima na superficie do substrato;

> Ataxa de catélise da celulose.

Depois da primeira fase da hidrolise, a taxa de reacao comeca a depender da
penetracdo da enzima no interior do substrato sélido e em consequéncia desta
dependéncia a catalise se torna mais lenta.

Ainda que este processo seja vastamente estudado, as enzimas utilizadas na
hidrolise apresentam custo elevado, o que torna a hidrdlise enzimatica ainda
economicamente inviavel. Pesquisas tém sido realizadas com o intuito de minimizar
estes custos através de estudos focados na producdo de enzimas. Uma vez
conseguido o objetivo de produzir enzimas a custos mais acessiveis, sera dificil

desenvolver outro processo mais competitivo.

2.3. Sorgo

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] é uma planta que pertence a familia
Poaceae (MAGALHAES et al., 2000), originaria da Africa e situa-se em quinto lugar
entre os cereais mais plantados no mundo, depois do milho, trigo, arroz e cevada
(FAS, 2011b). E utilizado como principal fonte de alimento em grande parte dos

paises da Africa, Sul da Asia e América Central e é importante componente da
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alimentacdo animal nos Estados Unidos, Australia e América do Sul (EMBRAPA
MILHO E SORGO, 2008a). Segundo Rooney e Waniska (2000), mais de 40% da
producao mundial é usada para o consumo humano.

A capacidade da planta do sorgo de adaptar-se a uma ampla gama de
ambientes, principalmente, sob condi¢des de deficiéncia hidrica, desfavoraveis a
maioria de outros cereais, tornou a sua cultura popular em muitas partes do mundo
(WILLIAMS et al., 1999). Pode ser cultivada tanto em zonas temperadas como em
tropicais; possui alta producao de massa verde (28,6 a 137,7 ton/ha) e massa seca (8,9
a 39,5 ton/ha), quando comparada com a do milho (29,4 a 59,4 ton/ha de massa
verde e 11,4 a 23 ton/ha de massa seca); é uma das plantas mais eficientes
fotossinteticamente (usa o ciclo C4, a forma mais eficiente de fotossintese,
encontrados somente nas culturas de cana e milho); possui ciclo vegetativo curto
(alguns hibridos atingem a maturidade em menos de 75 dias e podem fornecer trés
colheitas por ano), sendo adequado para rotacao de culturas, além de ser resistente a
seca, alagamento, toxicidade, salinidade e acidez do solo (PAZIANI e DUARTE, 2006;
SANTOS, 2007; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996).

Além disso, seu cultivo tem mostrado bom desempenho como alternativa para
producao de biomassa, proporcionando maior protecao do solo contra a erosao,
maior quantidade de matéria organica disponivel e melhor capacidade de reten¢do
de agua no solo, além de propiciar condi¢des para uso do plantio direto [O Plantio
Direto (SPD) € a técnica de semeadura na qual a semente é colocada no solo nao
revolvido (sem prévia aracdao ou gradagem leve niveladora) usando semeadeiras
especiais. Um pequeno sulco ou cova é aberto com profundidades e larguras
suficientes para garantir a adequada cobertura e contato da semente com o solo]
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996).

O sorgo é, talvez, a cultura mais versatil do mundo. Os grdos sdo cozidos
como arroz, usado em flocos ou farelo como mingau de aveia, “maltados” como a

cevada para fabricacdo de cerveja, cozidos como trigo para producao de paes,
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“estourados” como pipoca. Alguns hibridos possuem graos acucarados e quando
verdes, sao cozidos como o milho doce. A planta também pode ser usada como
forragem ou silagem. Os colmos sao utilizados para construcao, tecelagem, vassoura
e lenha. Também pode ser utilizada para producao de agucar, xarope e combustiveis
liquidos. Os graos sao usadas para alimentar aves, suinos e bovinos. No topo disso
tudo, o sorgo promete ser uma “fabrica viva". Alcool industrial, 6leo vegetal, colas,
ceras, corantes e 6leos lubrificantes, sdo apenas alguns dos produtos que podem ser
obtidos deste interessante vegetal (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996).

O sorgo € uma cultura 100% mecanizavel e em sua exploracao podem ser
utilizados os mesmos equipamentos de plantio, cultivo e colheita utilizados para
outras culturas de grdos como a soja, o arroz, o trigo e o milho. Por outro lado, a
cultura pode ser também, conduzida manualmente com boa adaptacao a sistemas
utilizados por pequenos produtores (EMBRAPA MILHO E SORGO, 2008b).

A produg¢do mundial de sorgo granifero em 2010/2011 foi estimada em cerca
de 65 milhdes de toneladas, em uma area plantada de aproximadamente 41 milhGes
de hectares. Desse total, o Brasil foi responsavel por 2,6% da producgdo total,
ocupando a nona posicao no ranking mundial (USDA, 2011).

No Brasil, o sorgo granifero é cultivado principalmente em duas épocas e
regides. No Rio Grande do Sul o sorgo forrageiro é plantado no verdo, onde
condicbes de clima favorecem a sua competitividade frente a outras culturas. Em
outros estados da Regidao Sudeste também ocorre uma pequena produgdo nesta
época. Todavia, em virtude da maior competitividade econdmica de outras culturas,
como o milho e a soja, o plantio nesta época vem perdendo espago na regiao
Sudeste. Entretanto, a cultura vem se solidificando como opcao para plantio na
"safrinha" (plantios de sucessao a culturas de verdo), nos estados da regidao Centro-
Oeste e em regides do Estado de Sdo Paulo e Minas Gerais.

Agronomicamente, os sorgos sao classificados em quatro grupos: granifero;

forrageiro para silagem e/ou sacarino; forrageiro para pastejo, corte verde, fenagado e
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cobertura morta; vassoura. A tabela 2.7 apresenta as principais variedades e

aplicacdes do sorgo.

Tabela 2.7. Diferentes tipos de sorgo quanto a forma de utilizacao

Tipos de sorgo  Produto Utilizacao

Substituto do milho na racdo animal (bovinos, suinos e
aves), utilizacao do restolho.
Granifero Grao Alimentacao humana (farinha).

Industrializagdo de produtos: amido, cera, cerveja, Oleo,

etc.
Forrageiro Biomassa Corte, silagem e feno.
Vassoura Panicula  Vassouras, escovas e ornamentacao (tem uso restrito).

Colmoe Frutose, sacarose e alcool.

Sacarino ' ) '
Grao Alimentacao animal.

Fonte: Olivetti e Camargo (1997)

A figura 2.16 apresenta hibridos de sorgo forrageiro, sacarino, granifero e
vassoura, cultivados no Brasil.

Dos quatro grupos, o sorgo granifero é o que tem maior expressao
econdmica no Brasil. E um tipo de sorgo de porte baixo, com altura entre 0,8 e 1,2 m,
que produz na extremidade superior, uma panicula (cacho) compacta de gréos. Nesse
tipo de sorgo o produto principal é o grdo. Todavia, ap6s a colheita, como o resto da
planta ainda se encontra verde, pode ser usada também como feno ou pastejo. O
rendimento médio no Brasil na safra 2010/2011 foi de 2,5 t/ha, entretanto, o

potencial de rendimento em graos, normalmente, pode ultrapassar 10 t /ha e 7 t /ha,
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Figura 2.16. Cultivares de sorgo no Brasil. (A) Sorgo forrageiro; (B) Sorgo sacarino;
(C) Sorgo granifero; (D) Sorgo vassoura

Fonte: (A) http://facholi.com.br/produtos detalhes.php?cod=558&¢=9; (B)
http://farm4.static.flickr.com/3549/3349951117 0871de53f9.jpg?v=0; (C)
http://www.actualidadavipecuaria.com/noticias/destacan-al-sorgo-para-la-alimentacion-de-

aves.html; (Dhttp://pt.wikipedia.org/wiki/Sorgo
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em condicOes favoraveis no verdo e em plantios de sucessdo, respectivamente.
Entretanto, as condicdes em que predominantemente o sorgo granifero é cultivado,
nao possibilitam a expressao de todo seu potencial (SILVA et al., 2010; EMBRAPA
MILHO E SORGO, 2008c). E utilizado como racdo para suinos, aves e bovinos. Além
disso, € possivel produzir farinha a partir do cereal. Mesmo com a produgao do
etanol, apos retirado o liquido, o grao restante do processo fermentativo ainda pode
ser reaproveitado para a producao de racao animal.

O que é denominado de sorgo forrageiro compreende um tipo de sorgo de
porte alto, com altura de planta superior a dois metros, muitas folhas, elevada
producdo de forragem. Podera ser chamado também de silageiro pelo fato da sua
aptiddo ser principalmente para silagem (DIPAP, 2010). No que diz respeito ao
consumo deste tipo de sorgo, este € quase que completamente feito na propriedade.
Tanto os percentuais de consumo e estocagem relacionados ao numero de
estabelecimentos quanto esses percentuais relacionados a producdo e a area colhida
com esse tipo de sorgo indicam que mais de 97% do consumo é realizado na
propriedade. Observa-se que a pratica de comercializagdo de forragem e/ou silagem
ainda ndo é difundida entre os produtores de sorgo forrageiro, e que ha uma
integracao entre as atividades do produtor pecuarista com a producao vegetal. Outra
indicacao esta relacionada ao custo de transporte, a partir da produgdo de sorgo
forrageiro, que nao deve ser compensador para quem compra e quem vende esse
produto. Neste caso, observa-se que a producdo de forragem de sorgo € mais
eficiente quando realizada por quem ira usa-la, com produtividade de 16.053 kg/ha
(massa seca), do que quando essa producao é realizada com intencdes de ser
comercializada.

O segmento de producao de forragem de sorgo tem apelos fortes no setor
agropecuario, dadas as qualidades nutricionais do sorgo quando comparada a outros
volumosos menos nobres, pois, em termos nutricionais, o sorgo € semelhante ao

milho, sendo menos eficiente apenas na oferta de energia para os animais. Por outro
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lado, o controle de perdas causadas por roubo de produto, como é o caso do milho,
é muito mais facil de ser feito em propriedades localizadas perto de conglomerados
urbanos, uma vez que nado ha o habito de consumir sorgo como alimento humano no
Brasil (DUARTE, 2003).

Ja o sorgo vassoura, € um tipo de sorgo que apresenta como caracteristica
principal a panicula na forma de vassoura. Tem importancia regionalizada,
principalmente no Sul do Brasil e no interior de Sdo Paulo onde é usado na
fabricacdo de vassouras e também como produto artesanal (DIPAP, 2010).

Com relagdo ao sorgo sacarino, este tipo vem recebendo especial destaque
dentre as diversas matérias-primas renovaveis disponiveis para producao de etanol.
O sorgo sacarino, originario do Suddo, é uma cultura rdstica com aptiddo para cultivo
em areas tropicais, subtropicais e temperadas. Apresenta ampla adaptabilidade,
tolerancia a estresses abidticos e pode ser cultivado em diferentes tipos de solos
(EMYDIO, 2010). O sorgo sacarino é a Unica cultura que fornece grdos (ricos em
amido) e colmos que podem chegar a 5 m de altura e podem ser utilizados como
substrato para a producao de alcool, xarope, forragem e combustivel. Com o uso de
sementes, o sorgo pode ser plantado em rotacdo com outros cultivos anuais,
complementando a produgdo de matéria-prima e potencialmente semeados em
areas ndo cultivadas, assim como em terras onde a cana ndo se adapta bem (CERES,
2010).

As facilidades de mecanizacdo da cultura, o alto teor de acglcares diretamente
fermentaveis contidos no colmo, a elevada producao de biomassa e a antecipacdo da
colheita com relagdo a cana-de-agUcar, colocam o sorgo sacarino como uma
excelente matéria-prima para producao de etanol. Outra vantagem do sorgo sacarino
em relacdo a cana-de-agucar é o fato de apresentar ciclo curto (120 — 130 dias),
permitindo que a cultura seja estabelecida e colhida durante a entressafra da cana-
de-acUcar, beneficiando a industria alcooleira, que nao ficaria sem matéria-prima

para a producdo de etanol nesse periodo (EMYDIO, 2010).
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Além do etanol a partir do caldo do sorgo, os grdaos também podem ser
utilizados para a producao desse biocombustivel, por via enzimatica e a biomassa
excedente pode ser utilizada tanto na co-geracao de energia, como na producao de
combustiveis de segunda geracéo.

Pouco conhecido no Brasil, o sorgo sacarino comegou a ser estudado ja entre
os anos de 1940 e 1950 em Campinas. Sua difusdo deu-se a partir da década de
1970, principalmente como substituto do milho durante a entressafra. Com o choque
do petroleo nas décadas de 1970 e 1980 se iniciou o estudo para a obtencao de
etanol em complemento a cana-de-agucar. O sorgo sacarino foi estudado por
diversos centros e foi no Instituto de Zootecnia, Nova Odessa - SP, onde
pesquisadores da Embrapa realizaram, com sementes do BR505 cedidas pelo Centro
Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, de Sete Lagoas - MG, cultivares cujo objetivo
era de compara-los aos da cana-de-agucar cultivados em condigdes idénticas de solo
e clima (TEIXEIRA et al., 1997). Os resultados obtidos demonstraram a possibilidade
de utilizagdo do sorgo sacarino como fonte de matéria-prima para a producéo de
etanol.

Além de ser usada como complemento na produgao de etanol a partir da cana
sem aumento da area plantada, esta graminea também apresenta caracteristicas
interessantes para as propriedades médias e pequenas, as quais possibilitam uma
maior rotacdo de culturas e produgdo do préprio combustivel, ou ainda pode ser a
principal matéria-prima desde que seja feito um planejamento industrial,
principalmente em regides onde a cana nao apresenta boa adaptacdo devido aos
baixos regimes pluviométricos. Aém disso, pode ser usada como matéria-prima
adicional em areas em expansao.

Atualmente, o sorgo sacarino ja é fonte de producdo de etanol em paises
como India, China, Australia e Africa do Sul. Considerado a “cana-de-acticar’ do meio
oeste americano, o sorgo sacarino € hoje umas das apostas americanas para

substituir o milho na producao de etanol. A Europa realiza projetos para a producgao
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do etanol a partir do sorgo em diversos paises tais como: Grécia, Espanha, Reino
Unido, Portugal, Italia, Alemanha visando o cumprimento da diretriz da comunidade
européia de reducdo na utilizacdo de combustiveis fosseis (LAMNET, 2002). A figura
2.17 mostra o amplo potencial da adaptacgao e crescimento do sorgo no mundo.

De acordo com a MyBeloJardim (2011), ja existem mais de 12.000 hectares
plantados com sorgo sacarino no Brasil, onde estdo sendo realizados testes com um
hibrido comercial. Este hibrido tem produtividade esperada entre 60 e 80 t/ha, 12%
de teor de acuUcar, entre 11% e 15% de fibra, além de produzir grdos. Ja a cana-de-
agucar tem produtividade média de 90 t/ha, entre 13% e 14% de agucar e até 12% de
fibras. O rendimento médio em t/ha da producdo de um hibrido de sorgo sacarino
produzido no estado de Sdo Paulo na safra de 2010 foi de 85 t/ha de biomassa, 30
t/ha de bagaco, 45 t/ha de caldo, 5 t/ha de folhas e palhas e 4-5 t/ha de grdos
(KLINK, 2010a).

1 CONEST :.‘l'_:‘;;;,'_ e
At e e

{1 Grain : i
Sorghum' _g® ke - " -

Figura 2.17. Potencial de adaptacao do sorgo
Fonte: Klink (2010b)
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A usina Cerradinho, alocada em Catanduva (SP), foi a primeira usina a produzir
o etanol em escala industrial vindo do sorgo. A empresa cultivou 1,2 mil hectares
com o experimento e conseguiu produzir 1,4 milhdo de litros de etanol no final de
marco de 2011 (DIRETO DA USINA, 2012) empregando as colheitadeiras de cana e o
mesmo processo de producao de etanol.

A tabela 2.8 apresenta a composicao média do caldo, bagaco e graos de sorgo
sacarino. Os graos de sorgo tem composicao quimica muito semelhante a do milho.
No entanto, tem maiores variagdes provavelmente devido a diversidade dos meios
em que é produzido. Os hibridos de sorgo atualmente tem maior teor de proteinas

do que o milho e que este é mais rico em substancias graxas.

Tabela 2.8. Composicao percentual média dos graos, caldo e bagaco de sorgo

Graos (% base iumida) Caldo (% base umida) Bagaco (% base seca)
Amido 70,1 Solidos Soluveis 18 Celulose 38,5
Proteinas 11,2 Sacarose 85-124 Hemicelulose 214
Umidade 11,6 Glicose 2,1 Lignina 17,6
Fibras 1,82 Frutose 1.2 Proteina 11
Lipideos 3,54 Amido 0,5 Extrativos 13,7
Cinzas 1,8 Agua 84 Cinzas 3,7

Fonte: Wu et al. (2007), Rossell (2011), Panagiotopoulos et al. (2010)

Os graos de sorgo diferem em tamanho, estrutura, textura, dureza,
pigmentacao e caracteristicas bioquimicas (NOVELLIE, 1962; ROONEY, 1969; PALMER,
1989; SWATSON et al,, 1994). A pigmentagdo do grao varia de branco a tons de
amarelo, marrom, vermelho e misturas destas cores (ROONEY, 1969; OWUAMA e
OKAFOR, 1987). Algumas variedades apresentam maior resisténcia a trituragdo

(SWATSON et al., 1994).
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A cor do amido dos grdos de sorgo esta relacionada com a intensidade dos
pigmentos no pericarpo e nas folhas (WATSON e HIRATA, 1955; FREEMAN e
WATSON, 1971). Subramanian et al. (1994) relataram que cultivares com sementes
brancas ou amareladas sao mais adequadas a producdo de amido. A figura 2.18
mostra as diferentes cores de graos de sorgo. Normalmente, o amido dos graos de
sorgo é composto principalmente por amilopectina (75%), mas existem hibridos
compostos por 100% de amilopectina (waxy — ceroso) e hibridos com altas taxas de
amilose (BOYER e LIU, 1983).

Toda planta de sorgo possui aproximadamente os mesmos niveis de proteina,
amido, lipidios, etc. nos grdos, porém varios compostos fenodlicos podem ocorrer ou
nao, e entre esses compostos destaca-se o tanino condensado, que tem agao
antinutricional principalmente para os animais monogastricos (MAGALHAES e

DURAES, apud PINEDO, 2009).

Figura 2.18. Diferentes cores de grdos de sorgo
Fonte: http://www.flickr.com/photos/51845610@N02/galleries/72157625368510317
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A composi¢cdo do bagago e do caldo do sorgo sacarino é semelhante ao
bagaco e caldo de cana-de-agucar, assim como a eficiéncia energética do bagaco
para a cogeracdo (2.150 Kcal.Kg™ para o bagaco de cana e 2.200 Kcal.Kg™ para o
bagaco de sorgo). Além disso, o sorgo sacarino é uma cultura neutra em emissao de
gases (CO2 neutral), pois sdo emitidos 1,5 toneladas de CO,.ha' durante o ciclo
vegetativo, 8,5 toneladas de CO,.ha™ para conversdo e 35 toneladas de CO,.ha™ para
combustdo, mas sdo absorvidos 45 toneladas de CO,.ha™* durante o ciclo vegetativo.
Adicionalmente, o bagaco do sorgo sacarino apresenta melhor qualidade bioldgica
para o uso na alimentacdo animal quando comparado ao bagago da cana-de-acucar
(ALMODARES e HAD], 2009). A tabela 2.9 apresenta algumas vantagens comparativas
entre as culturas de sorgo sacarino e cana-de-aguUcar para a producao de etanol.

Outra vantagem da producao de etanol a partir do sorgo sacarino, € que a
planta pode ser processada pelos mesmos equipamentos que processam a cana, com
isso aumentando a capacidade de producdo sem nenhum investimento adicional. Os
graos podem ser aproveitados na obtencao do etanol em processo similar ao
praticado na producao do etanol de milho (BARCELOS et al,, 2011). A perspectiva de
utilizacdo dos dois processos, graos e caule, semelhantes aos utilizados pelo milho e
a cana, provocou uma corrida para a implantacdo de novos projetos pelos estados
mais propicios a esta cultura (RFA, 2006).

Na China, vinte provincias com condigdes inadequadas para o cultivo da cana-
de-agucar, em terras de baixa produtividade, alta salinidade e ja degradadas, veem
no sorgo a chance de deixar de importar dois milhdes de toneladas de agucar por
ano e diminuir a dependéncia energética em relacdo aos combustiveis fosseis.
Estudos, que iniciaram na década de 1980, concluiram que o consumo de agua por
parte da cultura do sorgo € um terco da necessaria para a cana e que sao necessarios
somente 4,5 Kg de sementes para um hectare contra 4,5 a 6,0 toneladas de mudas de

cana para a mesma area. A massa verde obtida varia de 50 a 60 t.ha™. O volume de
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etanol processado com o sorgo (colmos + graos) propiciou uma produgédo anual de

6.000 a 7.000 L.hat.ano™?, em duas colheitas (FAO, 2002).

Tabela 2.9. Vantagens comparativas entre as culturas de sorgo sacarino e cana-de-
agucar para a producgao de etanol

Parametros Sorgo sacarino Cana-de-acgucar
Tipo de plantio Propagacao por sementes Propagacao vegetativa
Limitada pela agua,
Requerimento de matéria-prima 50% agua, 60% nitrogénio
nitrogénio

Propagacao por semente -  Propagacao vegetativa

Tempo de ampliacao de escala
menor - maior

Limitada em areas

Areas marginais Cultivo em areas marginais
marginais

Rebrota/flexibilidade 2 — 3 cortes por ano 12 - 18 meses
Absor¢do de minerais Baixo Alto
Colheita manual/sem queimada Campos mais limpos Queimada necessaria
Deterioragdo por colheita

Nao ha problemas Sim
mecanizada
Custos de Cultivo (R$/ha) 630 1.742
Ciclo de crescimento (meses) 3-45 9-18

Fonte: CERES (2010), Reddy et al. (2005)

Na india o programa de producéo de sorgo sacarino visa a desconcentracio
dos grandes centros e proporcionar a geragao de fontes energéticas sustentaveis e
acessiveis a populagdo. Em projetos piloto do NARI (Nimbkar Agricultural Research
Institute), sdo obtidos anualmente por hectare, duas colheitas gerando de 2.500 a
3.000 litros de etanol a 95% (v/v), 2 a 3 toneladas de graos para farinha e 15 a 20
toneladas de bagago para racdo ou como combustivel para gaseificacdo. Um projeto

semelhante encontra-se em desenvolvimento na Zambia com o apoio do NARL

92



Capitulo 2. Revisiao Bibliografica

A Europa realiza projetos para a producdo do etanol a partir do sorgo em
diversos paises tais como: Grécia, Espanha, Reino Unido, Portugal, Italia, Alemanha
visando o cumprimento da diretriz da comunidade européia de reducdo na utilizacao
de combustiveis fosseis (LAMNET, 2002).

No Brasil, varias usinas em construcao ja preveem a utilizagdo do sorgo
sacarino na obtencao do etanol e muitas empresas produtoras de sementes e usinas
estdo testando hibridos do sorgo sacarino para a producao de etanol, sendo que
uma dessas empresas esta produzindo sementes suficientes para plantar entre 50 e
60 mil hectares de sorgo sacarino. Segundo Coutinho (2011), o plantio s6 nao foi
maior por falta de sementes disponiveis no mercado. Os hibridos estdo sendo
testados em diferentes regides, como Rio Grande do Sul, para avaliar a adaptagdo
dessas variedades em diferentes condicdes de solo e clima.

Segundo Emydio (2010), pesquisadora da Embrapa Clima Temperado que
gerencia o trabalho no estado, afirma que os resultados foram excelentes, atingindo
uma média de 90 tha’ de massa verde e o rendimento em etanol de
aproximadamente 42 Lt' de massa verde, o que corresponde a 3 - 4 mil litros de
etanol por hectare. SO para efeito de comparagdo, o rendimento médio do mesmo
hectare de cana-de-acucar na industria hoje é de 6.000 litros de etanol por hectare e
a produtividade média brasileira de biomassa verde da cana de acucar é de 76 t/ha
(CONAB, 2011).

E importante ressaltar que a cana é colhida com um ano ou um ano e meio e o
ciclo do sorgo sacarino é de no maximo 120 dias. Desta forma, pode-se obter duas
ou trés safras por ano de sorgo sacarino e considerando a produtividade média dos
ensaios de 90 t.ha™*, pode-se concluir que o sorgo sacarino é uma cultura bastante
eficiente e competitiva quando comparada a cana de agucar. Com relacao aos valores
de sélidos soluveis totais no caldo do sorgo sacarino, constatou-se que os mesmos
sdo equivalentes aos encontrados na cana de agucar (RIBEIRO FILHO et al. 2008).

Além disso, os teores de agucares, segundo Teixeira et al. (1998), se elevam até a
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planta atingir a maturidade fisiologica, época ideal para o corte, o que possibilita
perfeitamente a conciliacdo da colheita dos colmos e dos graos.

Souza et al. (2010) avaliaram o desempenho de 25 cultivares de sorgo sacarino
desenvolvidos pelo programa de melhoramento do Centro Nacional de Pesquisa
Milho e Sorgo (CNPMS) da Embrapa em Sete Lagoas/MG em duas épocas de cultivo,
na seca (outono) e nas aguas (verado). Os experimentos foram conduzidos na fazenda
experimental do CNPMS em Janauba, MG. A produc¢do de massa verde foi em média
42,7 tha™ no outono e 59,8 t.ha™ no verdo, sendo que a produtividade maxima foi 75
tha™. Em relacdo ao teor de sélidos soluveis totais, foram obtidos uma média de 18
°Brix no outono e 14 °Brix no verdo, com um maximo de 21,7 °Brix.

A produtividade média de graos foi avaliada somente em Sete Lagoas devido
ao ataque de péssaros nos demais ensaios. O valor obtido foi de 2,5 tha™ e com
cultivares produzindo de 0,6 a 5,5 t.ha™, mesmo com ataque moderado de passaros.
Nas grandes usinas, o sorgo sacarino esta sendo colhido com os graos e apds a
moagem obtém-se um bagago misturado com graos, que pode ser utilizado para
confeccao de silagens para alimentacao de bovinos.

Estas qualidades fazem do sorgo uma matéria-prima bastante promissora para
a producao de etanol, principalmente em regides com condigdes de clima nao
favoraveis para o cultivo de cana-de-agucar e naquelas onde a cana tem adaptacao,
seria uma cultura complementar na entressafra estendendo o periodo de colheita por
mais quatro meses, evitando a ociosidade das destilarias. Além do mais, a producao
de etanol a partir de amido é um processo dominado e nao necessita de grandes

adaptacdes nas plantas industriais.

2.4. Fermentacao Alcoodlica

A fermentacdo alcodlica é uma transformacao bioquimica de glicideos a etanol

e CO, levada a cabo pela célula viva, em particular por células de leveduras, fungo
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amplamente distribuido na natureza e com capacidade de sobrevivéncia tanto em
condicOes aerdbias ou anaerdbias (PEREIRA JR., 2009).

A importancia deste processo esta diretamente relacionada com diversos
setores da agroindustria, com destaque para o sucroalcooleiro (BELLUCO, 2001).

A producao de alcool etilico no Brasil ultrapassa 27 bilhdes de litros, e
levando-se em consideracdo que a principal via de obtencao deste produto é
derivada de processo fermentativo, tem-se uma grande preocupacao com o agente
responsavel pela fermentacao.

Segundo Pereira Jr. et al. (2008), o agente bioldgico deve ser selecionado,
quando se tenciona transferir o bioprocesso para a escala industrial, em funcédo das
seguintes propriedades: elevada atividade, ou seja, ser capaz de converter
rapidamente o substrato em produto com altos rendimentos, conduzindo a altos
valores de produtividade; estabilidade sob condi¢bes ambientais extremas (elevada
pressdo osmotica do meio, elevada temperatura, elevada forca idnica), devendo,
ainda, ser tolerante e resistente a substancias téxicas, que podem ser geradas no
processo de tratamento da matéria-prima ou encontradas em residuos e efluentes.

De acordo com Jones et al. (1981), os micro-organismos mais indicados para
producdo de etanol a partir de hexoses sdo as leveduras dos géneros Saccharomyces
e Kluyveromyces e a bactéria Zymomonas mobilis. No género Saccharomyces
destacam-se as espécies Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces uvarum (S.
carlsbergensis).

A fermentacao da glicose € um processo completamente estabelecido. Nao
existe micro-organismo mais apropriado que a levedura Saccharomyces cerevisiae,
que através de seu emprego intensivo em fermentacao industrial, ja passou por um
processo de selecao natural, apresentando os melhores desempenhos em conversao
de glicose a etanol, produtividade, tolerancia alcodlica, resisténcia e robustez a
inibidores, além de ndo exibir muitas limitacdes fermentativas presentes nas

bactérias. Desde que os impactos negativos dos inibidores sejam controlados, a
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fermentagdo acontece sem maiores problemas (KIRALLY et al., 2003; BETTIGA et al.,
2008; MATSUSHIKA et al., 2009).

Como o etanol s6 é formado pelas leveduras a partir de monossacarideos,
em processos contendo meios ricos em sacarose, faz-se necessaria a decomposicao
deste acUcar em D-glicose e D-frutose. Na fermentacao alcoolica, estes micro-

organismos fornecem a enzima invertase, que hidrolisa a sacarose. A reagdo da

inversdo é demonstrada abaixo:

CHy,0p + H,0 Invertase |y 0+ CH,0,

D-glicose  D-frutose

A sacarose pode ser hidrolisada, extracelularmente, pela invertase (B-D-
fructosidase) secretada ou ser transportada diretamente para o citoplasma e,
posteriormente, hidrolisada pela invertase intracelular. O transporte de acucar em
Saccharomyces cerevisiae, através do plasmalema, pode ser por transporte ativo ou
difusdo facilitada (ROMANO, 1986). O peso molecular e a atividade especifica da
enzima interna sao semelhantes ao da secretada externa, mas a composicdo de
aminoacidos é diferente (GASCON et al., 1968; NEUMANN e LAMPEN, 1967).

A atividade de invertase das células, assim como a étima temperatura para
crescimento e a velocidade de formagdo do etanol sdo dependentes da composicao
do meio e da linhagem de levedura utilizada (LALUCE et al., 1991).

Dois ciclos distintos definem o processo de transformacdo de acgucares
soluveis em moléculas menores pela acdo da levedura. O primeiro é a glicolise
(ocorre no citoplasma) que possui a funcdo de "quebrar” a molécula de glicose até
acido pirtvico, através de uma série de reacbes catalisadas por enzimas especificas,
gue se situam na parede celular e no interior da célula. Na auséncia de oxigénio ha
uma tendéncia a atuagdo das enzimas piruvato descarboxilase e alcool

desidrogenase, produzindo etanol e agua a partir de acido pirdvico (ocorre no
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citoplasma). A equagdo de Gay-Lussac faz um balanco desta etapa. Porém, na
presenca de oxigénio ha um deslocamento de parte do acido piravico para o Ciclo de
Krebs, onde este sera oxidado enzimaticamente a diéxido de carbono e agua. Os

balancos globais dos dois ciclos estdao nas seguintes equacoes:

Em anaerobiose (Equacao de Gay-Lussac)

CeHy,0g + 2Pi + 2ADP — 2 C,H.OH + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,0 + 57 kcal

Em aerobiose

CH,0p +60, — 6CO, + 6H,0 + 38 ATP + 688 kcal

O rendimento tedrico (coeficiente de Gay-Lussac) para a producao de
etanol é de 0,511 g etanol/g glicose. Na pratica, este valor ndo é observado
devido a utilizacdo de parte da glicose para a producao de glicerol e alcoois
superiores, substancias necessarias para sintese de material celular e manutencao
da levedura. Nesta condicdao, a producao de células € sempre pequena quando
comparada com a quantidade de acglcares convertidos em etanol e gas carbodnico
(BARRE et al., 2000).

Como foi dito anteriormente, na auséncia de oxigénio, esses micro-
organismos apresentam um desvio da via glicolitica (Embden-Meyerhof-Parnas) ao
nivel do piruvato, descarboxilando-o para formacdo de acetaldeido que
posteriormente é reduzido a etanol. Chama-se a atencdo para um importante
fendmeno, denominado de efeito Crabtree, que esta relacionado a ocorréncia de
fermentacdo alcodlica em aerobiose. Este fenbmeno leva a um alto fluxo glicolitico
quando as células crescem no modo batelada a altas concentra¢des de substrato ou

em quimiostato a altas taxas de diluicao (PEREIRA JR., 2009).
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E importante observar que as condicdes de cultivo que proporcionem o
maximo de crescimento celular podem ndo ser necessariamente aquelas que
proporcionem o maximo de rendimento de algum produto do metabolismo (AIBA et
al., 1973). Sabe-se que metabolicamente as leveduras sdao predominantemente
anaerodbias facultativas, sendo capazes de crescer tanto na auséncia de oxigénio
(fermentagdo) como na sua presenca (respiragdo ou metabolismo oxidativo). A
presenca do oxigénio molecular induz a mudanca no metabolismo energético de
fermentagdo para respiragao (REED e PEPPLER, 1973).

A célula de levedura possui compartimentos para adequacao da atividade
metabdlica. A fermentagdo alcodlica (glicolise anaerdbia) ocorre no citoplasma,
enquanto que a oxidacdo total do acgucar (respiracao) se da na mitocondria (BASSO et
al, 1996). Em condigbes de parcial anaerobiose (quantidade de oxigénio disponivel
no meio, no inicio da fermentacdo, inferior a 10 mg.L'l), o metabolismo da
Saccharomyces cerevisiae é estritamente fermentativo. Os agUcares consumidos pelas
leveduras durante a fermentacdo sdo exclusivamente a D-glicose e D-frutose. O
transporte destas hexoses até o interior da célula é feito por meio de sistemas
caracterizados por uma alta afinidade pela D-glicose (Km = 10 a 20 mM) e D-frutose
(Km = 50 a 70 mM) (SERRANO e DELAFUENTE, 1974). Esta atividade de transporte
esta regulada pela disponibilidade de nitrogénio assimilavel no meio externo e pela
atividade de sintese protéica das células. No momento em que a sintese protéica
diminui ou cessa, € observada uma diminuicdo do sistema de transporte. Este
fendmeno é denominado de inibicdo de captacdo, sendo especialmente acelerado
quando existe caréncia em nitrogénio assimilavel no meio. A adicdao de nitrogénio
assimilavel durante esta fase, se nao for realizada de forma tardia, permite restaurar
parcialmente uma atividade de sintese protéica e, consequentemente, uma reativacao
dos sistemas transportadores das hexoses, restaurando em parte a atividade

fermentativa (BELY et al., 1994).
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A primeira etapa da fermentagdo alcodlica, uma vez efetuada a entrada de D-
glicose ou de D-frutose na célula, é a fosforilagdo do acucar. As enzimas hexoquinase
PI e PII sdo capazes de fosforilar estes acUcares, porém com rendimentos diferentes
(razédo de 3:1 em favor da D-glicose) enquanto que a glucoquinase fosforila
exclusivamente a D-glicose. Estas diferencas explicam por que a D-glucose é
consumida a uma velocidade maior que a D-frutose no decorrer da fermentagéo, e
como consequéncia, ao final da fermentacao, a concentracao relativa da D-frutose é
mais elevada que a da D-glicose (D’AMORE et al., 1989).

O mecanismo metabdlico dos acucares fosforilados é baseado na sua transformacao
em piruvato através da via classica da glicélise, como é mostrada na figura 2.19. Em
anaerobiose, o piruvato estd principalmente orientado a producdo de etanol para
regenerar o cofator NAD™ (nicotinamida adenina dinucleotideo) consumido ao nivel
de gliceraldeido-3-fosfato. O piruvato é entdo descarboxilado a acetaldeido pela
enzima piruvato descarboxilase, depois este € reduzido a etanol pela enzima alcool
desidrogenase. O balango global da fermentacdo alcodlica é dado pela seguinte

equacao:

1 Hexose + 2ADP + 2 Fosfatos — 2 Etanol + 2 CO, + 2 ATP

De acordo com Barre et al. (2000), a fase de crescimento e a estacionaria sdao
muito distintas. As leveduras durante a fase de crescimento somente se multiplicam
durante seis ou sete geracdes, gerando assim uma populacdo maxima ao redor de
120 a 130 x10° células.mL™ para uma inoculacéo inicial proxima de 10° células.mL™. A
fase estacionaria representa uma etapa muito importante no processo fermentativo,

pois é neste momento em que ocorre grande parte da fermentacao alcodlica.
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Figura 2.19. Via glicolitica, sintese de glicerol e conversdo do piruvato a etanol

Fonte: Barre et al. (2000)
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O etanol representa o produto principal da fermentacao alcodlica e pode
alcancar concentragdes extracelulares de até 12 a 14% de volume em fermentacgdo
normal. Segundo Dombek e Ingram (1986), a levedura Saccharomyces cerevisiae nao
acumula etanol no interior de seu citoplasma durante a fermentacao.

Quando o meio é inoculado com uma levedura, a producao de etanol nao é
imediata. Certas enzimas essenciais na fermentacdo alcodlica (piruvato descarboxilase
e alcool desidrogenase I) sao induzidas pela D-glicose e ndo estao em seus niveis
maximos no principio da fermentacgdo alcodlica. Em consequéncia, alguns compostos
além do etanol sdao formados no comego da fermentacao: glicerol, piruvato, succinato
e outros acidos organicos. A sintese dos elementos carbonados (aminoacidos e
agucares) necessarios na formacao de biomassa se da a partir do metabolismo das
hexoses e nao conduz a formacao de etanol (BARRE et al., 2000).

O gas carbdnico, segundo produto da fermentacdo alcodlica, tem um
rendimento médio de 0,4 a 0,5 gramas de CO, por grama de agUcar degradado.
Valores de pressdao parcial de CO; entre 0,15 a 0,2 atmosferas ndo afetam o
crescimento e a atividade da levedura, mas ao contrario tém efeito estimulante,
entretanto, se a pressao for superior aos valores mencionados tanto o crescimento
quanto a atividade metabdlica sdo reduzidos (BARRE et al., 2000).

Na biossintese de glicerol o NADH ¢ oxidado pela redugdo da dihidroxicetona-
fosfato em glicerol-fosfato, que por sua vez €& convertido em glicerol, como
representado na figura 2.19.

O glicerol, depois de produzido, é excretado da célula por difusdo passiva,
sendo que sua concentracdo varia entre cinco e 11 g.L?, dependendo da levedura
utilizada, (LUYTEN et al., 1995). A sua formacao esta ligada a producao de succinato e
de acetato, compostos cuja sintese esta acompanhada de uma producédo de NADH
(BARRE et al., 2000).

Segundo Oura (1977), em condicOes anaerdbias, a S. cerevisiae produz glicerol

para manter o balanco redox e, consequentemente, sustentar o processo de glicolise
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e de acordo com Walker (1998), o glicerol é o mais efetivo osmorregulador presente
em S. cerevisiae e ocorre aumento de sintese em situacdes de estresse osmotico,
quando também ocorre aumento da sintese de trealose; esta por sua vez € o mais
eficiente sacarideo na estabilizacdo da membrana plasmatica quando a levedura é
submetida a um estresse osmotico, reduzindo possiveis danos em sua estrutura
(MANSURE et al., 1997).

Durante a fermentacao alcodlica sao formadas mais de uma dezena de acidos
organicos, sendo que sua origem depende principalmente de trés vias do
metabolismo da levedura. Um determinado numero de compostos como acetato,
succinato, a-cetoglutarato, malato e citrato derivam diretamente do piruvato pelo
funcionamento limitado do ciclo dos acidos tricarboxilicos. Outros acidos organicos
(acidos isovalérico e isobutirico) derivam das vias de sintese dos aminoacidos e dos
alcodis superiores. A maioria dos acidos organicos restante é produzida durante a via
de sintese dos acidos graxos, a partir de Malonil-CoA.

A conversao do piruvato a etanol e CO; ocorre em dois passos. No primeiro
passo, o piruvato sofre a descarboxilagdo em uma reacao irreversivel catalisada pela
piruvato descarboxilase. Esta reacao nao envolve a oxidacao do piruvato. A piruvato
descarboxilase requer Mg?* e tem uma coenzima firmemente ligada, a tiamina
pirofosfato. No segundo passo, através da acdo da enzima alcool desidrogenase, o
acetaldeido € reduzido a etanol, com o NADH, derivado da atividade da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, fornecendo o poder redutor. A figura 2.19
apresenta o processo de conversao do piruvato a etanol.

No que concerne a fermentagdo de pentoses, inUmeros micro-organismos sao
capazes de metabolizar estes acUcares (HAHN-HAGERDAL e PAMMENT, 2004).
Dentre as principais espécies que fermentam xilose, pode-se citar: Pachysolen
tannophilus,  Kluyveromyces  marxianus,  Scheffersomyces stipitis,  Candida
guilliermondii, Candida shehatae, Candida blankii, Candida tenuis, Brettanomyces

naardenensis, Pichia segobiensis, Kluyveromyces cellobivorus, Debaryomyces
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nepalensis, Debaryomyces polimorpha e Schizosaccharomyces pombe. Leveduras do
género Rhodotorula sao relatadas como metabolizadoras de xilose, mas nao
produtoras de etanol (GONG et al., 1981; McMILAN, 1993; CHENG et al, 2008;
MARGARITIS e BAJPAL 1982; AGBOBBO et al., 2006; CANILHA et al., 2010; FELIPE et
al., 1995; ALVES et al.,, 1998; ARRUDA e FELIPE, 2009; CHANDEL et al., 2007; WALKER,
1998).

Porém as espécies de leveduras reconhecidas como melhores fermentadoras
de xilose a etanol sdo Scheffersomyces stipitis, P. tannophilus e Candida shehatae.
Dentre as leveduras que fermentam xilose, P. stipitis configura como a mais
promissora para aplicacdo industrial, uma vez que é capaz de converter xilose e
quase todos os acgucares presentes em hidrolisados lignocelulésicos a etanol, com
fatores de conversio de 03 - 044 g.g?, além disso, possui um melhor
balanceamento na dupla especificidade das enzimas XR (xilose redutase) e XDH
(xilitol desidrogenase). Adicionalmente, sua caracteristica floculante apresenta-se
altamente vantajosa para sua aplicacdo para processos em escala industrial (PEREIRA
JR., 1991; BETANCUR, 2005; STAMBUCK et al., 2008).

Embora varios micro-organismos utilizem xilose como fonte de carbono (LIN e
TANAKA, 2006), S. cerevisiae é incapaz de fermentar a xilose (HAMACHER et al,, 2002;
MATSUSHIKA et al., 2009). Esta caracteristica é surpreendente uma vez que o genoma
desta levedura possui todos os genes necessarios para a metabolizacao dessa
pentose (TOIVARI et al, 2004) e ja foi demonstrado que é possivel selecionar
linhagens de S. cerevisiae capazes de utilizar esta fonte de carbono (BATT et al., 1985;
ATTFIELD e BELL, 2006). A incapacidade de S. cerevisiae em fermentar xilose foi
atribuida a impossibilidade dessa levedura converter eficientemente esse substrato
em xilulose, apesar de apresentar baixas atividades de XR e XDH (MATSUSHIKA et al.,
2009).

Além disso, S. cerevisiae nao reconhece xilose como uma fonte de carbono

estritamente fermentavel. Ao contrario, xilose é capaz de reprimir alguns genes que
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sdo reprimidos de forma catabdlica, enquanto outros que sdo geralmente reprimidos
na presenca de glicose mostram altos niveis de expressdao na presenca de xilose
(HECTOR et al., 2008). Durante a evolucao, S. cerevisiae nao foi exposta a diferentes
agucares, a componentes aromaticos e as condi¢des adversas tipicamente presentes
em meios resultantes da hidrolise de substratos lignocelulésicos (ALPER et al., 2009).

Segundo WALKER (1998), existe alguns contrastes na fermentacao industrial de
pentoses a etanol, tais como a baixa tolerancia ao etanol por leveduras
fermentadoras de pentose. Também, a presenca de glicose nos hidrolisados
hemicelulosicos pode atuar como repressora dos genes responsaveis pela utilizagcao
da xilose.

Entre bactérias e fungos, as analises das vias metabdlicas envolvidas no
processo de fermentacdo de pentoses revelaram duas formas distintas de utilizacéo
destes acucares (Figura 2.20).

Em bactérias fermentadoras de pentoses, a conversdo de D-xilose em D-
xilulose é catalizada pela enzima xilose isomerase (XI) (MARGEOT et al., 2009). Em
seqguida, a D-xilulose é convertida a D-xilulose-5-fosfato pela enzima xilulose
quinase. Entdo, a D-xilulose-5P é metabolizada pela via das pentoses-fosfato (HAHN-
HAGERDAL e PALMENT, 2004).

Em leveduras e demais organismos eucariotos, a conversao de D-xilose a D-
xilulose ocorre em duas etapas: inicialmente D-xilose é reduzida a D-xilitol, pela
enzima xilose redutase (XR); em seguida, D-xilitol é oxidado a D-xilulose, pela enzima
xilitol desidrogenase (XDH). D-xilulose é fosforilada pela enzima xilulose quinase
(XK), a D- xilulose 5-P, que em bactérias e fungos € metabolizada na via das
pentoses-fosfato (WEEB e LEE, 1990). Os metabdlitos resultantes da via das
pentoses-fosfato, frutose-6P e gliceraldeidos-3P, sdo metabolizados na glicolise (via
Embden Meyerhof Parnas — EMP) sendo levados a piruvato, o qual pode ser oxidado
pelo Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos, recuperando as coenzimas através da cadeia

respiratéria, ou ser fermentado a etanol, pela acdo das enzimas piruvato
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descarboxilase e etanol desidrogenase, sendo neste processo, reoxidado o NADH

resultante da oxidacao de gliceraldeido 3P.

FUNGOS
BACTERIAS D-Xilose
1 \l/ NAD(P)H
NAD(P)’
D-Xilose Xilitol
NAD'
4 \l/ 2 \l/ @ NADH
D-Xilulose D-Xilulose

3 ATP 3 ATP
ADP ADP

D-Xilose-5-Fosfato

Via das Pentoses

Reagdes nao oxidativas Ciclo oxidativo
conversdo de pentoses fosfato (recuperagdo de NADPH)
em trioses e hexoses fosfato

Gliceraldeido-3P  Frutose-6P

Ciclo dos Acidos
Tricarboxilicos

Via Embden-Meyerhoff- Aerobiose

Parnas

y
Piruvato NADH Cadeia de transporte de+ Elétrons
Anaerobiose y NAD' (regeneragdo de NAD e ATP)
Etanol + CO2
1 - Xilose Redutase (XR) 2 - Xilitol Desidrogenase (XDH)
3 - Xilulose Quinase (XK) 4 - Xilose Isomerase (XI)

Figura 2.20. Rotas de conversdao de D-xilose a D-xilulose-5-fosfato em bactérias e

fungos
Fonte: Adaptado de Betancur (2010)
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As duas primeiras enzimas dessa rota (XR e XDH) possuem cofatores distintos
(redutases com preferéncia por NADPH e desidrogenases que utilizam apenas NAD™)
(JEPPSON et al, 2002; SALEH et al., 2006) provocando, assim, um desequilibrio
redox e impedindo a utilizagdo anaerdbica destes acglcares além de ser uma das
principais causas de excrecao de xilitol (PETSCHACHER e NIDETZKY, 2008). Por
essa razao, em leveduras, normalmente o metabolismo de pentoses ocorre por
respiracao ou a fermentagdao deve ocorrer em condi¢cbes micro-aerdbicas com baixo
rendimento, de dificil implantacdo em escala industrial (DAHN et al., 1996).

Scheffersomyces stipitis, Candida shehatae e Pachysole tannophilus sao trés
leveduras reconhecidas como as melhores naturalmente fermentadoras de xilose.
Entretanto, requerem niveis de oxigénio muito baixos e muito bem controlados para
a producao maxima de etanol (DAHN et al., 1996). Também sdao muito sensiveis a
inibidores metabodlicos presentes em hidrolisados ricos em xilose, quando cultivadas
nas condicoes Otimas de fermentacdo (SEDLAK e HO, 2001). Muitos micro-
organismos selvagens possuem rotas bioquimicas diferentes para a utilizacdo de
biomassa e conversao em produtos semelhantes aos biocombustiveis. Entretanto, tais
seres vivos sdo muitas vezes distintos dos utilizados tradicionalmente e sao

ineficientes para utilizacao industrial (ALPER et al., 2009).

2.4.1. Fatores que Afetam a Fermentacao Alcodlica

As células de leveduras sao submetidas a varios tipos de estresses a medida
que as condi¢des do meio mudam, tanto em ambientes naturais como durante os
processos industriais. Tanto os danos provocados pelo estresse quanto a resposta da
levedura, dependem do tipo e grau do estresse, e da posicao da levedura em seu
ciclo de divisdo celular no momento em que ocorre o estimulo. Em geral, as
condi¢des adversas, que estes micro-organismos enfrentam, afetam principalmente

as estruturas celulares (ex. as membranas) e as diferentes macromoléculas,
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especialmente os lipidios, proteinas e acidos nucléicos, as quais sofrem modifica¢cdes
estruturais que danificam suas fungdes (FOLCH-MALLOL et al, 2004). Para se
defender destas situacOes desfavoraveis, a levedura responde rapidamente
sintetizando moléculas que permitem aumentar o grau de reparo dos danos
causados pelo estresse. Entre as moléculas bem caracterizadas estdao as “proteinas de
estresses”. Estas respostas a nivel transcricional sdo importantes para a sobrevivéncia
celular e possui varias vias de transducao de sinais (RUIS e SCHULLER, 1995).

Durante os ciclos sucessivos de fermentacdo em processos descontinuos
alimentados, as células da levedura Saccharomyces cerevisiae sao expostas aos
estresses oxidativos, hiperosmoticos, i0nicos, elevagdes de temperaturas e limitagdes
por nutricao (QUEROL et al., 2003). O estresse nutricional ocorre nas células em fase
estacionaria o qual resulta em interrupcao do crescimento. Os fatores que mais
afetam a producao de etanol e que estdo descritos abaixo sdo: temperatura,
concentracdo de etanol e substrato, pH, oxigénio, viabilidade e contaminacao
bacteriana que dependendo da concentracdo podem causar estresse acido as células
e consumir nutrientes podendo levar a sérios prejuizos.

Em geral, as leveduras sdo capazes de executar a fermentacao alcodlica entre
28 e 35 °C eficientemente. Apesar da taxa inicial de formacao de etanol ser maior a
temperaturas elevadas (40 °C), a produtividade geral do processo fermentativo
diminui devido a inibi¢do pelo produto (ROEHR, 2001).

O pH 6timo para a produgado de etanol por leveduras de S. cerevisiae situa-se,
geralmente, na faixa de 4 a 5 Aumentando-se o pH até 7, observa-se uma
diminuicao do rendimento em etanol, com aumento da producédo de acido acético
(MAIA, 1989).

A fermentacgdo alcoodlica é inibida na presenca de grandes concentracdes de
oxigénio, fendmeno este denominado “Efeito Pasteur”. Este efeito esta intimamente
associado ao estado fisiolégico da célula, sendo que se manifesta principalmente nas

leveduras que nao estao na fase de crescimento (fase estacionaria) nas quais ocorre
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nitida diminuicdo do consumo especifico de glicose. Por outro lado, em células na
fase de crescimento (fase exponencial), ndo se observa diferenga significativa quanto
a velocidade de consumo da glicose entre uma célula aerébia e outra anaerobia.

O uso de condicbes microaerdbicas (0,5% de saturacdo) permite aumentar a
utilizacdo do substrato, aumentando a tolerancia da levedura ao etanol, sem haver
um decréscimo significativo no rendimento em etanol por unidade de substrato
consumido. Tal fato esta relacionado a sintese de acidos insaturados constituintes da
membrana celular, que depende da disponibilidade de oxigénio. Além de
indispensaveis a viabilidade celular, os acidos graxos insaturados e esterois
aumentam a permeabilidade da membrana ao etanol (MAIA, 1989).

Embora pareca contraditério, sabe-se hoje que a completa falta de oxigénio
nao & benéfica ao processo de producao de etanol (ALFENORE et al., 2004). Niveis
mais altos de rendimentos alcodlicos e menos glicerol formado foram obtidos em
culturas nas quais havia certa quantidade de oxigénio disponivel.

O uso de altas densidades de células reduz o periodo de fermentacdo. As
destilarias brasileiras operam com altas concentracdes de acucar (10-20% de acucar)
redutor total, m/v) e altas densidades de células (10-12% de massa de células Umidas,
v/v). Altas densidades de células minimizam os efeitos do substrato e a inibicao pelo
produto (RIESENBERG e GUTHKE, 1999), tornando possivel realizar fermentagdes em
curtos periodos de tempo. Se a formacao de biomassa for significativa, ocorrera a
diminuicao na producdo de etanol. Em destilarias brasileiras, o excesso de biomassa
obtido no final de cada ciclo de fermentacdo é descartado antes de iniciar um novo
ciclo e usado na preparacao de racao para animais (LALUCE, 1991).

O etanol também apresenta efeito inibitério na taxa de crescimento celular a
concentragdes acima de 10% p/v. Alem do produto (etanol), a levedura também sofre
inibicao pelo substrato, que ocorre em concentragdes maiores que 150 g/L (PORTO,

2005).
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Durante o pré-tratamento do material lignocelulésico ou nos processos de
hidrélise catalisada por acidos, ndo somente se obtém os aglcares provenientes da
hidrolise e dissolucao da celulose e hemicelulose. Por causa das altas temperaturas e
condices acidas nas que se desenvolvem estes pré-tratamentos, se originam uma
série de compostos que podem atuar como inibidores potenciais da fermentacao. A
natureza e concentragdo destes compostos dependem do tipo de matéria-prima
(conteudo percentual de celulose, hemicelulose e lignina), do pré-tratamento
utilizado, das condigdes do processo (temperatura e tempo de reagao) e do emprego
ou nao de catalisadores acidos. Os produtos de degradacdo, que sao potenciais

inibidores da fermentagao, se agrupam em trés categorias (PEREIRA JR. et al., 2008b):

» Derivados do furano;
» Acidos alifaticos de baixa massa molecular;

» Derivados fendlicos.

Em consequéncia das altas temperaturas empregadas nos pré-tratamentos, os
agucares originados na hidrolise, principalmente da hemicelulose, se degradam
originando os compostos derivados do furano: o furfural, formado a partir da
degradacao das pentoses (xilose e arabinose) e o 5-hidroximetilfurfural (HMF),
formado como consequéncia da degradacao das hexoses (glicose, manose e
galactose). Por sua vez, estes dois compostos podem-se degradar a outros produtos.
O furfural pode se degradar a acido férmico ou se polimerizar. O HMF origina
quantidades equimoleculares de acidos férmico e levulinico. Ademais destes dois
acidos alifaticos (formico e levulinico), forma-se acido acético procedente da hidrélise
dos radicais acetila da hemicelulose. O teor destes inibidores no licor, apds o pre-

tratamento depende da natureza do material lignocelulésico empregado.
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2.5. Processos para a Producao de Etanol

O etanol pode ser produzido por quatro principais tipos de operacdes
industriais: processo descontinuo (batelada), descontinuo alimentado (batelada
alimentada), semicontinuo e continuo (KEIM, 1983).

Existem, basicamente, dois tipos de processos fermentativos sendo usados,
industrialmente, no Brasil, sendo eles o sistema em batelada alimentada e o sistema
continuo multi-estagio. Ambos os processos praticam o reciclo do fermento. A
fermentacdo continua apresenta custos de instalagdo menor, maior facilidade de
automacao e requer menos mao de obra em comparacao com a batelada. Apesar
destas vantagens, atualmente cerca de 80% do etanol é produzido por fermentagao
em batelada (CGEE, 2009).

No processo operado em batelada alimentada, um ou mais nutrientes sao
adicionados ao fermentador durante o cultivo e os produtos permanecem no
fermentador até o final da fermentacdo (KEIM, 1983). Em alguns casos, todos os
nutrientes sao gradualmente alimentados ao reator. A vazao de alimentacao pode ser
constante ou variar com o tempo, assim como a adi¢do de mosto pode ocorrer de
forma continua ou intermitente, sendo que uma escolha adequada da vazao de
alimentacao leva a melhores resultados de produtividade e rendimento do processo
(CHENG, et al. 2009; ANDRIETTA et al, 2010) . A mudanga de volume pode ou nao
ocorrer, dependendo da concentracao do substrato e da taxa de evaporacao do
sistema. Devido a flexibilidade de utilizacdo de diferentes vazdes de enchimento de
biorreatores com meio nutriente, é possivel controlar a concentragdo de substrato no
fermentador, de modo que, por exemplo, o metabolismo seja deslocado para uma
determinada via metabdlica, levando ao acumulo de um produto especifico. Tal
processo é largamente utilizado para a produgdo de biomassa microbiolégica, etanol,
acidos organicos, antibidticos, vitaminas, enzimas entre outros. O processo de

batelada alimentada, em comparacao ao processo de batelada simples possui
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vantagens como baixa concentracdo de acuUcar residual, diminuicdo no tempo de
fermentagdo e maior produtividade. Quando uma porcao do caldo de fermentagao é
retirada em intervalos de tempo e parte desta cultura é utilizada como inéculo para a
proxima fermentagdo, entdo o sistema é operado como fermentacdo em batelada
alimentada com reciclo de células. Este processo, por sua vez, tem a vantagem de
ndo necessitar de propagacgdo do indculo evitando contaminacdes e perda de tempo
com a propagacao do inéculo (ROUKAS, 1996).

No processo continuo, o material nutriente (o qual contém a fonte de carbono
e outros nutrientes) € bombeado continuamente dentro de um biorreator, onde os
micro-organismos estdo ativos e ao mesmo tempo, o produto é retirado do sistema.
O produto final contém etanol, células e acucar residual (CAYLAK e SUKAN, 1996). A
manutencdo de um volume constante de liquido no reator é de primordial
importancia para que o sistema atinja a condicdo de estado estacionario, condicao
nas quais as variaveis de estado (concentracao de células, de substrato limitante e de
produto) permanecem constantes ao longo do tempo de operac¢do do sistema.

Na industria, este processo é do tipo multiplo estagio, com 4 ou 5 reatores
conicos de tamanhos variados. O meio de fermentacao é alimentado no topo do
primeiro fermentador conjuntamente com as leveduras. Este meio fermentado é
continuamente retirado do fundo de cada biorreator e adicionado a uma meia altura
do proximo estagio e assim, sucessivamente. Este processo geralmente resulta em
produtividades em torno de 8 g.L'l.h'1 (ZANIN et al., 2000).

Na producdo de combustiveis a partir da biomassa lignoceluldsica, varias
etapas estdo envolvidas, como preparacdo de matérias-primas, pré-tratamento,
fracionamento, hidrélises enzimaticas (sacarificacao), fermentacdo etc. Dentre os
sistemas destacam-se os processos combinados. Nestes processos, a hidrélise
enzimatica é integrada a diferentes rotas. O pré-tratamento da biomassa também

se faz necessario para tornar a celulose mais acessivel as enzimas, para posterior
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hidrélise da hemicelulose. A seguir as principais combinacdes em desenvolvimento

dos processos de hidrolise (HAMELINCK, et al.,2005).

SHF - Hidrélise e Fermentacao Separados: a hidrolise da celulose e hemicelulose e
a subsequente fermentacdo da glicose e pentoses, respectivamente, sao realizadas
em reatores diferentes. Nesse processo as etapas de hidrolise e fermentacdao sao
conduzidas em suas condi¢cbes O6timas, porém, apresenta a desvantagem do
acumulo de acucares intermediarios da hidrélise, causando inibicdo as enzimas, e
reducdo na conversao final de glicose, devido a adsorcao de parte do agucar no

solido residual da hidrolise (Figura 2.21) (CASTRO e PEREIRA JR., 2010).

Producao de

Enzimas Co,
SHF Celulases T
Hidrélise | Glicose | Fermentacdo
Enzimatica Ceé
Pré-Tratamento [ |—> Etanol
Ferm(e:r;tagéo Destilacao

L) Residuos

Figura 2.21. Esquema simplificado do SHF
Fonte: Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008b)

SSF - Sacarificacao e Fermentacao Simultanea: como o nome indica, a hidrélise da
celulose e a fermentacao da glicose sao realizadas no mesmo reator, no entanto, a
fermentacdo das pentoses continua se processando em reator separado. O
processo SSF contribui com menor custo de investimento a planta (projeto), visto
que nele sdao agrupadas duas etapas em um mesmo recipiente reacional. Nessa

forma de conducdo, as enzimas sdo menos passiveis de inibicdo pelos produtos de
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hidrolise, pois a glicose liberada é concomitantemente fermentada. A manutengdo de
uma baixa concentracdo de glicose no meio também favorece o equilibrio das
demais reacdes de hidrélise, no sentido de formacdo de mais produto, além de

reduzir riscos de contaminacao no sistema (Figura 2.22) (CASTRO e PEREIRA JR., 2010).

Producdo de
Enzimas CO,

SSF lCeluIases T T

Hidrolise Enzimatica
Fermentacdo C6

Pré-Tratamento |— | —-> Etanol

Fermentacao
E5

>| Destilacao

—> Residuos

Figura 2.22. Esquema simplificado do SSF
Fonte: Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008b)

SSCF - Sacarificacao e Cofermentacao Simultanea: representa um aumento da
integracdo em relacao a SSF, ja que a fermentacao das pentoses e da glicose ocorre
no mesmo reator. Este processo consolida a hidrdlise da celulose e xilana,
produzindo glicose e xilose, respectivamente, com a fermentacao direta. Isto reduz o
numero de reatores envolvido e evita problemas de inibicdo do produto associado
com as enzimas: a presenca de glicose e xilose inibem a hidrélise, figura 2.23

(HAMELINCK et al., 2005).
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Producao de

SSCF > :
Enzimas
Celulases [~ €02 —> Etanol
5 Hidrolise Enzimatica —
Pre-Tratamento Fermentacio C5 e C6 Destilacao

—> Residuos

Figura 2.23. Esquema simplificado do SSCF
Fonte: Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008b)

CBP - Bio Processamento Consolidado: o maximo de integracéo é atingido com
essa rota, na qual todas as operacOes de carater bioldgico, inclusive a producao de
enzimas sao realizados simultaneamente. No bioprocessamento consolidado, todas
as enzimas requeridas sdao produzidas por um Unico reator. A aplicacdo do CBP

nao implica nenhum capital ou custo operacional na producao de enzimas, figura

2.24 (HAMELINK et al., 2005).

CBP co,

T —> Etanol
Producdo de Enzimas

Pré-Tratamento Hidrélise Enzimaética Destilacao
Fermentacdao C5eCé

—> Residuos

Figura 2.24. Esquema simplificado do CBP
Fonte: Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008b)
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2.6. Otimizacao de Processos - Planejamento Experimental

O plangjamento experimental, também denominado delineamento
experimental, representa um conjunto de ensaios estabelecido com critérios
cientificos e estatisticos, com o objetivo de determinar a influéncia de diversas
variaveis nos resultados de um dado sistema ou processo.

Esse objetivo maior pode ser dividido em outros objetivos de acordo com o

propodsito dos ensaios:

» determinar quais variaveis sao mais influentes nos resultados;
atribuir valores as variaveis influentes de modo a otimizar os resultados;
atribuir valores as varidveis influentes de modo a minimizar a
variabilidade dos resultados e,

> atribuir valores as variaveis influentes de modo a minimizar a influéncia

de variaveis incontrolaveis.

A seguir, destacam-se alguns beneficios da utilizacdo das técnicas estatisticas

de planejamento experimental:

» reducdo do numero de ensaios sem prejuizo da qualidade da
informacao;
estudo simultaneo de diversas variaveis, separando seus efeitos;
determinacdo da confiabilidade dos resultados;
realizagdo da pesquisa em etapas, num processo iterativo de acréscimo
de novos ensaios;

> sele¢do das variaveis que influem num processo com numero reduzido

de ensaios;
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> representacdo do processo estudado através de expressdes
matematicas;

» elaboracao de conclusdes a partir de resultados qualitativos.

Combinado com a metodologia de superficie de resposta, as restricdes em
relagdo ao uso do planejamento com varias variaveis podem ser superadas (DE
FAVERI et al.,, 2004). A metodologia de superficie de resposta (MSR) é uma colecéo de
técnicas para delinear experimentos, construcbes de modelos, avaliando os efeitos
dos fatores ou parametros e encontrando condicSes Otimas de fatores para as
respostas desejaveis (WANG e LU, 2005). A MSR tem sido extensivamente aplicada
em muitas areas da biotecnologia para otimizacao da producéo de sorbitol (CAZETTA
et al., 2005), xilitol (DE FAVERI et al., 2004), acido latico (KOTZAMANIDIS et al., 2002),
acido citrico (LI et al., 2002) e etanol (SREEKUMAR et al., 1999). Esta metodologia €
composta de duas etapas distintas: modelagem e deslocamento. Estas etapas sao
repetidas quantas vezes forem necessarias com o objetivo de atingir uma regido
otima (maxima ou minima) da superficie investigada. A modelagem normalmente &
feita ajustando-se modelos lineares ou quadraticos a resultados experimentais
obtidos no planejamento experimental. O deslocamento ocorre sempre ao longo do
caminho de ascensdo maxima de um determinado modelo, que é a trajetoria na qual

a resposta varia de forma mais pronunciada (SOARES, 2000).

2.7. Consideracoes Finais

A produgdo de bioenergia é uma medida de extrema importancia para
enfrentarmos os sérios desafios ambientais relacionados com os efeitos das
mudancas climaticas globais. Ainda que a bioenergia nao seja a Unica solugdo para
este problema, ela certamente contribuira para mitigar as emissdes de combustiveis

fosseis.

116



Capitulo 2. Revisiao Bibliografica

Com a configuracao da nova matriz energética brasileira, o etanol, produzido a
partir da cana-de-acUcar, passa a ocupar posi¢do de destaque. No entanto, diversos
estados brasileiros ndo produzem etanol e/ou ndo produzem quantidade suficiente
para suprir a demanda interna, dependendo da importagao do produto de outros
estados. A cana-de-agucar é vista como uma das culturas capazes de suprir parte
dessa demanda. No entanto, considerando sua magnitude, apostar no monocultivo
da cana-de-acUcar e na centralizagdo da produgdo em alguns estados, nao parece
uma estratégia adequada, pois a cana-de-agUcar apresenta exigéncias
edafoclimaticas que restringem seu cultivo em diversas regides do pais. No atual
cenario da agricultura brasileira, a producdo de bioenergia, numa perspectiva de
sustentabilidade, passa, obrigatoriamente pela diversificagdo de matérias-primas. O
Brasil, além de concentrar grande numero de pequenos, médios e grandes
produtores, apresenta uma diversidade de condi¢cbes ambientais que permitem, ao
explorar o potencial de matérias-primas renovaveis e com aptiddo regional,
promover a descentralizacao da producao de etanol.

O sorgo sacarino, por se tratar de uma cultura de ciclo vegetativo curto, de 90
a 130 dias, apresenta-se ideal para o complemento na produgao de etanol durante o
periodo de entressafra da cana-de-acucar, cujo ciclo é de ano e meio ou anual, nas
grandes usinas de etanol, permitindo ampliar o periodo de uso em trés meses.
Também apresenta caracteristicas interessantes para as propriedades médias e
pequenas, as quais possibilitam uma maior rotacdo de culturas e producdao do
proprio combustivel. Além disso, devido as grandes variacdes climaticas existentes no
Brasil ndo é possivel o cultivo da cana-de-agucar em todas as regides com o mesmo
indice de produtividade encontrado nas regides centro-sul e nordeste. Como
alternativa encontra-se o sorgo sacarino [Sorghum bicolor (L) Moench], que
apresenta destaque tendo em vista suas caracteristicas diferenciais quanto ao clima e
solo. Podemos citar como outras vantagens do sorgo: resistente a fadiga hidrica,

necessita de 33% a 50% a menos da agua utilizada para a producdo de cana, que
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podera ser implantada junto a pequenos e médios produtores na rotacao de culturas,
uma vez que seu plantio é semelhante ao do milho, podendo ser manual ou
mecanizado. Seu cultivo permite a utilizacdo de sementes para o provimento de
racao animal e seu caule a producao de etanol e geragdo de energia elétrica a partir
do bagaco, semelhante ao que ocorre com a cana. O aproveitamento da fragao
amilacea e lignoceluldsica podem incrementar a oferta de alcool sem a necessidade
de aumentar a area de plantio. O bagago oferece outra grande vantagem por ter
custo minimo, vir processado das moendas, e estar pronto para uso no local
(SHLITTLER, 2006). Aléem disso, a producdao de etanol a partir do bagaco pode
compartilhar operagdes unitarias do processo de produgdo convencional de etanol,
tais como fermentacao e destilagdo, o que promove uma diminuicdo nos custos. A
utilizacdo do bagago como fonte alternativa de carboidratos para a produgdo de
etanol vem sendo estudada por varios pesquisadores (NEUREITER et al, 2002;
BANERJEE e PANDEY, 2002).

O fato do ciclo de producao do sorgo sacarino ser curto possibilita a entrada
de um maior numero de novos produtores descentralizados, viabilizando o
fornecimento para pequenas comunidades com menor custo e com geracao de
empregos na localidade, bem como a formacao de cooperativas de produgao.

Enquanto as perspectivas brasileiras desde as décadas de 1970 e 1980,
chegando ao século XXI, demonstram potencial, mas com pouco interesse e
divulgacao, observa-se que outros paises ja véem no sorgo sacarino uma alternativa
real para o dominio completo da producdo e uso do etanol. China, India, UE, EUA, e
vérios paises da Africa.

O Brasil domina o processo de producao de etanol e atualmente esta entre os
maiores produtores. Porém, a historia nos mostra que o mesmo aconteceu com a
borracha, com o café e até mesmo com a cana-de-aclcar, que apdés o dominio
produtivo foi ultrapassado por questdes tecnoldgicas e logisticas ficando com o seu

parque defasado em relacao as demais nagdes. O continuo desenvolvimento de
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novos métodos e ampliagdo do uso de matérias-primas, como o sorgo, trara ao Brasil
uma maior seguranga e distribuicdo na riqueza gerada. Caso contrario acontecera a
exploracao por partes de grandes empresas internacionais do potencial brasileiro até
0 seu sucateamento e esgotamento. Nao se pode permitir que os dividendos da
producao se distanciem das fronteiras brasileiras.

A popularizagdo da produgdao em pequenas comunidades ou cooperativas a
partir das mais variadas fontes organicas é uma chance de termos uma melhor
distribuicdo de renda, geracdo de trabalho na area agricola, permitir a criacao de
novos polos agroindustrias e fixar o homem ao campo desafogando os grandes
centros. Plantas menores com maiores eficiéncia devem ser produzidas em larga
escala provocando uma diminuicao de custos para aquisicao.

O projeto energético para o futuro deve prever e estimular a descentralizagdo
na geracao e consumo energético, possibilitando uma administracdo mais justa e
humana e interacdo com outras fontes energéticas a fim de permitir uma maior

oferta de condicbes de vida a populacao brasileira.
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Capitulo 3

Justificativa e Objetivos

Sabendo-se da demanda por energias renovaveis, o etanol é visto como uma
das mais promissoras alternativas. Dessa forma, muito vem sendo investido em
pesquisa para tornar sua producao mais sustentavel.

A demanda mundial por combustiveis renovaveis tem se expandido
rapidamente nos Ultimos anos. Menor custo, autossuficiéncia em relagdo aos paises
exportadores de petréleo, reducao do volume de emissdes de gases do efeito estufa,
incertezas a respeito da disponibilidade futura de recursos nao renovaveis e tensées
geopoliticas em regides produtoras do combustivel fossil séo alguns dos fatores que
tém despertado grande interesse pelos biocombustiveis.

A producédo de etanol combustivel estd comecando a ser implementada em
diversos paises pelos enormes beneficios estratégicos e ambientais que esta fonte
renovavel de energia representa. Além do apelo ambiental, o desenvolvimento de
motores bicombustiveis, no Brasil, aumentou ainda mais a demanda por este
biocombustivel.
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Embora no Brasil a cana-de-acucar se destaque como a matéria-prima que
estabelece as melhores condi¢bes de produtividade, a expectativa de um mercado
mundial crescente de etanol leva a procura por novas fontes de matérias-primas.
Além do mais, no atual cenario da agricultura brasileira, a producao de bioenergia,
numa perspectiva de sustentabilidade, passa, obrigatoriamente pela diversificacdao de
matérias-primas. O Brasil, além de concentrar grande niumero de pequenos, médios e
grandes produtores, apresenta uma diversidade de condi¢cdes ambientais que
permitem, ao explorar o potencial de matérias-primas renovaveis e com aptidao
regional, promover a descentralizagao da produgao de etanol.

Dentre as diversas matérias-primas renovaveis disponiveis para a producao de
etanol, o sorgo sacarino surge como uma das alternativas mais promissoras,
podendo ser utilizado para o cultivo em regides em que a cana nao se adapta bem,
plantado em rotagdo com outros cultivos anuais e potencialmente semeado em areas
nao cultivadas. Naquelas em que a cana tem adaptacdo, seria uma cultura
complementar na entressafra, estendendo o periodo de colheita por mais quatro
meses, evitando a ociosidade das destilarias. Essa flexibilidade é resultado, em parte,
de o sorgo ser uma planta de caracteristicas naturais fortes e de rapido crescimento,
atingindo maturidade entre 90 e 140 dias.

O sorgo sacarino ainda apresenta a vantagem de ser propagado por sementes
e de ser mais eficiente no uso de insumos e de agua que a cana-de-acucar. Ademais,
é a Unica cultura que fornece graos, colmos e bagaco, sendo que todas estas fragdes
podem ser convertidas em etanol, aumentando dessa forma, o rendimento final em
etanol.

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivos:
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Geral

Desenvolver um processo para o aproveitamento do sorgo sacarino [Sorghum
bicolor (L.) Moench] para a producdo de bioetanol através da conversao das fracdes

sacarinea, amilacea e lignoceluldsica.

Especificos
Graos de Sorgo Sacarino
» Caracterizar os grdos de sorgo sacarino quanto ao teor de amido e umidade;

» Otimizar a hidrdlise enzimatica do amido dos grdos de sorgo sacarino
empregando a menor carga enzimatica que resulte na maior concentracao de
glicose e avaliar o efeito das variaveis utilizadas no processo de otimizagao,
tais como diametro de particula; relacdo sélido/liquido; temperatura de
hidrélise com glucoamilase; carga de celulase, a-amilase e glucoamilase na
concentracgao final de glicose na hidrélise enzimatica do amido dos graos de

sorgo ;

» Levantar os perfis cinéticos de producdo de etanol e consumo de substrato
utilizando os hidrolisados enzimaticos dos grdos de sorgo sacarino com

diferentes concentracdes iniciais de acucares;

» Levantar o perfil cinético de producdo de etanol e consumo de substrato
empregando o hidrolisado enzimatico de grdos de sorgo sacarino apds
processo de filtragem para a avaliacdo do crescimento celular no processo

fermentativo;

» Avaliar os processos fermentativos em termos de rendimento em produto

(Ypss) e produtividade (Qp) e comparar o desempenho dos mesmos;
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» Comparar o desempenho da linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae

(JP1) e da levedura de panificacao (Fleishmann) no processo fermentativo.

Caldo de Sorgo Sacarino

» Avaliar a fermentabilidade do caldo de sorgo sacarino com e sem o uso de
suplementacdo, empregando uma linhagem industrial de Saccharomyces

cerevisiae (JP1);

» Avaliar o efeito da adicdo de amilases na concentracdo final de aclcares no

caldo de sorgo sacarino.

Bagaco de Sorgo Sacarino

» Caracterizar o bagaco de sorgo sacarino quanto ao teor de celulose,

hemicelulose, lignina, cinzas, umidade e extrativos;

» Otimizar o pré-tratamento acido do bagaco de sorgo sacarino quanto a

relacao sélido/liquido, concentragdo de acido e tempo de hidrolise;

» Avaliar a fermentabilidade do hidrolisado hemicelulosico de bagaco de sorgo

sacarino empregando a linhagem de Scheffersomyces stipitis CBS5774;

» Otimizar o pré-tratamento alcalino do bagaco de sorgo sacarino quanto a

concentracao de base;

» Otimizar a pré-hidrolise enzimatica do bagaco de sorgo sacarino quanto a

relacao solido/liquido, carga enzimatica e tempo de hidrolise;

» Levantar o perfil cinético de produgdo de etanol e consumo de substrato em

biorreator, empregando a sacarificagdo e fermentacao simultaneas (SSF);
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E por fim:

» Avaliar o balanco de massa material preliminar para a produgao de etanol com

a utilizacao das fracdes amilaceas, sacarina e lignocelulésica de sorgo sacarino.
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Capitulo 4

Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados os materiais utilizados para o
desenvolvimento desta pesquisa, assim como as metodologias aplicadas nos
experimentos realizados. A primeira etapa deste trabalho teve inicio com o processo
de otimizacdo da hidrélise enzimatica do amido de grdos de sorgo, tendo a
concentracao de acUcares como variavel de resposta, seqguida da avaliagdo da
fermentabilidade do hidrolisado enzimatico. Numa segunda etapa foi avaliada a
fermentabilidade do caldo de sorgo pelo levantamento do perfil cinético do processo
fermentativo. Por ultimo, o bagaco de sorgo foi submetido a pré-tratamentos
guimico e enzimatico para facilitar a conversao desta fracdo em etanol. Foi realizada a
caracterizacao do bagaco de sorgo nas diferentes etapas do processo, assim como, a
avaliacdo da fermentabilidade do hidrolisado hemicelulésico empregando uma
linhagem floculante de Scheffersomyces stipitis e a sacarificacdo e fermentagdo
simultaneas do bagaco do sorgo com uma linhagem industrial de Saccharomyces

cerevisiae.
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4.1. Matéria-Prima, Enzimas e Micro-organismos

O sorgo utilizado neste estudo foi gentilmente fornecido pela Monsanto do
Brasil Ltda (Uberlandia — MG). Os graos e o caldo foram estocados a -5 °C e o bagaco
foi submetido a secagem a 65 °C para evitar a contaminacdo por fungos durante o
periodo de estocagem a temperatura ambiente. As enzimas comerciais usadas foram
a-amilase (Termamyl 120L) de Bacillus licheniformis e glucoamilase (AMG 300L) de
Aspergillus niger, ambas doadas pela LNF Latino Americana (Bento Gongalves — RS), e
celulase (Multifect) de Trichoderma reesei obtida da Genencor Internacional do Brasil.
Os agentes fermentativos empregados foram uma linhagem industrial de
Saccharomyces cerevisiae (JP1) isolada da destilaria Japungu Agroindustrial (Santa
Rita — PB) e a linhagem floculante de Scheffersomyces stipitis CBS5774, proveniente
do banco de linhagens holandés “Central Bureau voor Schimmelcultures - CBS”. Esta
levedura foi previamente selecionada como o micro-organismo mais adequado para

a conversao de D-xilose a etanol (PEREIRA JR., 1991).

4.2. Meios Empregados para Manutencao, Ativacao e Propagacao dos Micro-
organismos

4.2.1. Saccharomyces cerevisiae (JP1)

A levedura Saccharomyces cerevisiae (JP1) foi mantida a 5 °C em meio YED
contendo: 20 g.L™* glicose, 10 g.L™" extrato de levedura e 15 g.L™* 4gar-agar. As células
foram ativadas em meio descrito por Pereira Jr. (1991), contendo 20 g.L'1 glicose, 1,25
g.L ™ uréia, 1,1 g.L™t KH,PO4, 2 gL extrato de levedura e 40 mL.L™" de uma solucdo
mineral, em frascos agitados (New Brunswick Scientific — Edison N. J, US.A) a 200
rom, a 37 °C e pH 4,5. A composicdo da solugdo mineral é descrita na tabela 4.1 e na
figura 4.1 observa-se o aspecto microscopico da levedura Saccharomyces cerevisiae

(JP1) durante o cultivo de ativacao.
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Tabela 4.1. Composicao da solucao mineral

Componente Concentracio (g.L™) Componente Concentragdo (g.L™)
MgSO,.7H>0 12,5 CuSO4.5H-0 0,025
CaCl;.2H0 1,25 CaCl;.6H0 0,025
Acido Citrico 12,5 NaMo0..2H,0 0,035
FeSO4.7H>0 09 HsBO3 0,050
MnSO, 0,19 K1 0,009
ZnS047H0 0,30 Al(SO,); 0,0125

Fonte: Pereira Jr. (1991)

A propagacao de células foi feita empregando-se frascos agitados e biorreator

(Biostat B, B. Braun Biotech International — Germany), para obten¢do do inéculo para

os ensaios de fermentacdo. Ambos os experimentos foram inoculados com 5% (v/v)

do cultivo de ativacao.

Figura 4.1. Microscopia 6tica (aumento de 400X) da linhagem de S. cerevisiae (JP1)
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No ensaio realizado em frascos agitados a 200 rpm, a temperatura foi mantida
a 37 °C e o pH ajustado para 4,5. No experimento realizado em biorreator, a
concentracao de oxigénio dissolvido foi mantido a 60% da saturacao e a temperatura
e o pH foram controlados a 37 °C e 4,5, respectivamente.

Na tabela 4.2 esta apresentada a composicao dos meios de cultura utilizados

para a propagacao de células em frascos agitados e biorreator.

Tabela 4.2. Composicao dos meios de cultura empregados para a propagacao de
células em frasco agitado e biorreator

Frascos Agitados Biorreator (BAP)
Glicose (g.L'™" 20,0 40,0
Uréia (g.L™) 1,25 1,25
KH,PO, (g.L'™ 11 11
Extrato de Levedura (g.L™") 2,0 2,0
Sol. Sais Minerais (mL.L™) 40,0 40,0

BAP: Batelada Alimentada por Pulsos (a alimentagdo é feita quando a glicose é totalmente

consumida)

A propagacao de células realizada em biorreator foi alimentada na forma de
pulso com uma solucdo de glicose (700 g.L™!) e uma solucdo de uréia (100 g.L'™%).
Para comparac¢do do desempenho dos experimentos realizados em frascos

agitados e biorreator, foram utilizados os seguintes parametros:

1 dX X=X
PTX Q- Yous=7g s
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onde,

Qx: produtividade volumétrica em células (g.L"2h™);

S: concentracao final de glicose (g.L'l).

Sy: concentracdo inicial de glicose (g.L™);

t: tempo (h);

X: concentracao final de células (g.L'l);

X (em p): concentragao celular no tempo t (g.L'l);

Xo. concentracao inicial de células (g.L'l);

Yxss: fator de rendimento de producdo de células (g.g™);

L taxa especifica de crescimento celular (h™).

A figura 4.2 apresenta o biorreator utilizado para a propagacao das células

alimentado na forma de pulso.

Figura 4.2. Biorreator Biostat B utilizado para propagacdo de células de
Saccharomyces cerevisiae (JP1) com alimentacdo na forma de pulso
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4.2.2. Scheffersomyces stipitis CBS5774

A levedura Scheffersomyces stipitis CBS5774 foi mantida a 5 °C em meio
descrito por Pereira Jr. (1991) contendo: 5 g.L™ xilose, 5 gL, 2 gL extrato de
levedura e 3 g.L™* 4gar-agar. A ativacdo das células foi realizada no mesmo meio
descrito no item 4.2.1 para a levedura Saccharomyces cerevisiae, no entanto, o agucar
utilizado foi xilose. O pH foi ajustado para 6,0, utilizando HCl 2 M ou NaOH 2 M; a
temperatura foi mantida a 30 °C e a velocidade de agitagao em 200 rpm. Na figura

4.3, observa-se o aspecto microscépico da levedura Scheffersomyces stipitis CBS5774.

Figura 4.3. Microscopia Optica (aumento de 1000X) da linhagem floculante de
Scheffersomyces stipitis CBS5774
Fonte: Betancur (2010)

A etapa de propagacéao celular foi realizada em duas etapas, como descrita por
Betancur (2010). Em ambas as etapas a proporcao dos oligoelementos e nutrientes

foi a mesma empregada no meio para ativagcdo das células, no entanto, a xilose foi
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substituida pelo hidrolisado hemicelulésico. Na primeira etapa, a proporcao de
hidrolisado utilizado foi de 25% e 50% na segunda etapa. Além da propagacgado
celular, esta etapa teve como objetivo a aclimatacdo da levedura aos inibidores
presentes no hidrolisado hemiceluldsico, os quais estavam presentes no processo
fermentativo. A figura 4.4 apresenta o aspecto da linhagem de Scheffersomyces stipitis

apos a etapa de propagacao celular.

Figura 4.4. Linhagem de Scheffersomyces stipitis CBS5774 ap0s a propagacao celular

Os meios para manutencao, ativacao e propagacao utilizados para ambas as
linhagens foram esterilizados a 0,5 atm durante 20 min. A glicose e a xilose foram
esterilizadas separadamente dos outros componentes do meio para evitar reagdo

indesejada entre estes.

4.3. Determinagoes Analiticas

A quantificacdo dos acUcares redutores (AR) na etapa de hidrélise enzimatica

dos grdos de sorgo e na propagacao de células foi realizada de acordo com a técnica
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de Somogyi-Nelson descrita por Southgate (1991). O método consiste na
transformacao dos glicideos redutores aquecidos em meio alcalino em enedidis que
reduzem o ion cUprico a cuproso. O dxido formado reduz a reagdo arsenomolibdico a
oxido de molibdénio de coloracao azul cuja intensidade de cor é proporcional a
quantidade de acUcares redutores existentes na amostra. O teor de acucar foi
calculado por espectrofotometria a 510 nm utilizando-se uma curva padrao
construida a partir de uma solucdo de glicose com intervalo de 0 a 500 mg.L™,

A concentracao dos acUcares (glicose, xilose, celobiose, maltose, frutose,
arabinose e sacarose), etanol, glicerol e xilitol nos processos fermentativos e pré-
tratamentos do bagaco de sorgo, foram determinadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) (Waters, Milford, MA, U.S.A.) equipado com detector de indice
de refracdo (Waters 2414, Milford, MA, U.S.A.). Para a separacao foi utilizada a coluna
de troca idnica HPX-87P Aminex 300. Agua milliQ foi usada como fase mével a uma
vazdo de 0,6 mL.min e pressdo maxima de 1.500 psi. A temperatura do detector foi
de 40 °C e a temperatura externa (forno) de 80 °C.

Para a determinacdo da concentracdo de furfural, acido acético e
hidroximetilfurfural (HMF) foi utilizada a coluna C18 acoplada a um detector UV
utilizando metanol (25% v/v) como fase mével a uma vazio de 0,6 mLmin?,
comprimento de onda 285 nm.

As concentracdes das substancias analisadas nas amostras foram calculadas
por comparagdao com padrdes externos com concentragdes conhecidas. A figura 4.5
apresenta um cromatograma tipico para um padrdo externo de maltose, glicose,

etanol e glicerol.
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Figura 4.5. Cromatogramas padrao para a determinagao de maltose, glicose, etanol e
glicerol

4.4. Determinacao da Concentracao Celular

A determinacao da concentracao celular de ambas as linhagens foi feita por
turbidimetria que correlaciona absorvancia com massa seca. Para elaboragdo desta
curva, foram preparadas varias diluicbes a partir de uma dada suspensdo de células e
as absorvancias (densidade Otica) foram lidas em espectrofotometro (Spectrumlab
22PC spectrophotometer) a 600 nm para Saccharomyces cerevisiae e 570 nm para
Scheffersomyces stipitis, utilizando-se agua destilada como branco. A massa seca foi
determinada a partir da mesma suspensdo usada para leitura das absorvancias. Esta
suspensao foi filtrada a vacuo com uma membrana de 0,22 pum, seguido pela
secagem dos filtros a 105 °C utilizando um analisador de umidade equipado com

infravermelho (IV2000 GEHAKA - SP, Brasil).

4.5. Quantificacao das Atividades Enzimaticas

As atividades enzimaticas das enzimas a-amilase e glucoamilase foram
determinadas pelo método descrito por Carvalho (1998). Uma solucao de amido
soluvel a 1% (m/v) foi empregada como substrato. Foram determinadas as atividades

enzimaticas para as seguintes temperaturas: 37 °C e 90 °C para a-amilase e 55 °C e
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60 °C para glucoamilase. Os acucares redutores liberados foram quantificados pelo
método Somogyi-Nelson para a o-amilase e GOD (glicose oxidase) para a
glucoamilase. Uma unidade de atividade a-amilasica foi definida como a quantidade
de enzima capaz de liberar 1 pmol de agucares redutores por min, e uma unidade de
atividade de glucoamilase foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar
1 umol de glicose por min.

A atividade enzimatica do preparado celulasico foi realizada com papel filtro
como substrato. Em tubos de ensaio, foi inserida uma tira de papel filtro de 1 x 6 cm,
enroscada. Em seguida, foi adicionada 1 mL de tampao citrato pH 5,0 e 0,5 mL da
enzima diluida no mesmo tampao. Os tubos foram incubados imediatamente a 50 °C
por 1 h. Decorrido o tempo reacional, foi agitado em vortex e adicionados 3 mL de
reagente DNS (dinitrosalicilico) (MILLER, 1959), sequido de incubacao a 100 °C por 5
min. Apds este periodo, foram adicionados 20 mL de agua destilada, seguido de
homogeneizacdo. A intensidade da cor formada foi lida em espectrofotometro a 540
nm, apos a calibragdo do equipamento com branco reacional (GHOSE, 1987). A
atividade FPasica foi expressa em unidades internacionais (UI), definida como a

quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de aglcares redutores por min.

4.6. Analise Granulométrica

Para determinagdo do diametro das particulas, os graos de sorgo foram
triturados em moinho de martelos (IKA MF10 basic — IKA Works Inc., US.A) em
diferentes tamanhos, enquanto que o bagaco de sorgo foi cominuido em moinho de
facas (IKA MF10 basic — IKA Works Inc., U.S.A.). A analise granulométrica foi realizada
em Shaker mecanico (Bertel — SP, Brazil) contendo diferentes peneiras com aberturas
entre 1,7 e 0,038 mm (10 - 400 Mesh Tyler) para os graos de sorgo e 2,36 e 0,038 mm
(8 - 400 Mesh Tyler) para o bagago de sorgo. O tamanho das particulas foi
classificado pelo Diametro Médio de Sauter (ZHOU e KRESTA, 1998).
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Smd =———

Onde,

Smd: Diametro Médio de Sauter;

wj: fracdo massica retida na peneira j;
dp,. abertura da peneira j (mm);

N: nimero de peneiras.

A figura 4.6 apresenta os diferentes tamanhos de particula de grdos de sorgo

utilizados na avaliacdao da hidrdlise enzimatica dos grdos de sorgo.

Figura 4.6. Graos de sorgo com diferentes tamanhos de particula. (A) inteiros; (B)
0,7 mm; (C) 0,5 mm; (D) 0,3 mm

135



Capitulo 4. Materiais e Métodos

A figura 4.7 apresenta o bagaco de sorgo in natura e apds o processo de

cominuigao e lavagem.

Figura 4.7. Bagaco de sorgo in natura (A) e apds lavagem e cominuicao (B)

4.7. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura dos graos de sorgo in natura, apds a
hidrolise enzimatica e apds o processo fermentativo, e também, do bagaco de sorgo
(n natura, apos o pré-tratamento acido e alcalino foram realizados no Laboratério de
Permeacao Através de Membranas (PEQ - COPPE/UFR)).

Antes de serem levadas a MEV, todas as amostras foram secas em estufa
durante 24 h a uma temperatura de 70 °C. Os ensaios de microscopia eletrOnica de
varredura foram realizados mediante o uso de um microscopio eletronico EDS
(Oxford Instruments, INCA PentaFET — x3) com poténcia do feixe de elétrons de 20
kV. Como os materiais a serem analisados (bagago de sorgo e graos de sorgo) nao
sao condutores, uma ultrafina camada de ouro (300 A) foi depositada por evaporacdo
a alto vacuo, em um metalizador de amostras JEOL Quick Auto Coater, modelo JFC-
1500. Apds a estabilizacdo do vacuo, as amostras permaneceram por 5 min no
metalizador. Isto foi feito para prevenir a acumulagdo de campos elétricos estaticos

no material devido a irradiagdo elétrica durante a producdo da imagem e para o
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aumento do contraste. A figura abaixo (Figura 4.8) apresenta o esquema com as

diferentes etapas e processos empregados neste trabalho

Cominuicao Colmos

—>
Enzimatica l l

v
Fermentacao
Hidrolisado Saccharomyces cerevisiae JP1
Enzimatico
Cominuicao
\ 4
Fermentacao v

Saccharomyces cerevisiae JP1

Pré-Tratamento
Acido

\ 4

Celulignina Acida

A 4

Pré-Tratamento Alcalino

Hidrolisado

Hemicelulésico

A 4

Celulignina Parcialmente

Deslignificada

Fermentacao
Scheffersomyces stipitis

\ 4

Pré-Hidrélise Enzimatica

Sacarificacao e Fermentacao
Simultaneas (SSF)
Saccharomyces cerevisiae JP1

\ 4

A
gl
l

Figura 4.8. Esquema da produgdo de etanol a partir do caldo, grdos e bagaco do
sorgo sacarino
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4.8. Graos de Sorgo

4.8.1. Caracterizacao dos Graos de Sorgo

Para a quantificacdo do teor de umidade nos grdos de sorgo empregados
neste estudo, placas de Petri contendo 10 g de graos com 0,5 mm de diametro foram
incubadas a 90 °C até peso constante (peso seco). Os ensaios foram realizados em
duplicata e os resultados foram expressos em gramas de agua por 100 g de amostra
(%).

O teor de amido nos grdos de sorgo foi determinado através da quantificacao
de glicose liberada na hidrolise enzimatica, utilizando a-amilase, glucoamilase e
celulase comerciais. Para esta analise, foi adaptada uma metodologia utilizando o
método descrito pela AOAC (1994). Os graos de sorgo foram previamente secos e
cominuidos a um diametro de 0,3 mm. Em seguida os graos foram suspendidos em
agua a fim de se obter uma concentragdo de 2,0% (m/v). O pH da mistura foi
ajustado para 5,0 com H,SO4 7,5% (v/v) e a mistura foi aquecida até atingir 50 °C.
Atingida a temperatura de 50 °C, uma carga de celulase de 1 mL.g™* de grdo com
atividade de 250 U.mL™ foi adicionada & mistura com o objetivo de liberar o amido
ligado a casca dos grédos de sorgo. A reacao com celulases foi realizada durante 72 h
antes da hidrolise do amido. O pH da suspenséao foi ajustado para 6,0 com adicao de
NaOH 2 M e uma carga de a-amilase de 1 mL.g™* grdo foi adicionada. A hidrélise foi
realizada a 90 °C durante 2 h. Decorrido o tempo reacional, a temperatura da mistura
foi reduzida para 55 °C e o pH foi ajustado para 4,5 com H;SO4 7,5% (v/v). Uma carga
de glucoamilase de 1 mL.g™ grédo foi adicionada e a hidrélise foi realizada durante 24
h. Os acucares redutores liberados foram quantificados pelo método Somogyi-
Nelson. Foram realizados paralelamente trés determinagdes nas mesmas condi¢des
descritas acima a fim de se quantificar os acucares redutores livres presentes na

mistura agua-graos sem adicdo de enzimas (branco), os acucares presentes nos
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preparados enzimaticos (controle 1) e os agUcares provenientes da celulose presente
na casca dos graos (controle 2). As concentracdes de acUcares redutores tanto no
branco como nos controles foram subtraidos da amostra hidrolisada para que estes
nao interferissem nos calculos para quantificacdo do teor de amido presente nos

graos de sorgo. O teor de amido foi calculado como descrito abaixo:

_ (GT —~GR)x\/, x100
%) = :
Am IdOpesoseco ( 0) MSG x11

onde,

GT: concentracao de glicose total (g.L'l);

GR: concentragao de glicose residual (branco e controles) (g.L'l);
V7. volume total (L);

MSG: massa seca do grao (g).

O fator de conversao 1,1 esta relacionado a adigdo de uma molécula de agua
(18 g.mol™) para liberacdo de uma molécula de glicose (180 g.mol™), para cada
ligagdo covalente rompida durante a hidrélise do amido.

O teor de proteinas, lipideos, fibra bruta e cinzas dos graos in natura, apos a
hidrélise enzimatica e apds o processo fermentativo foi determinado pelo
Laboratorio de Cereais da Faculdade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP
(ANEXO 1).

4.8.2. Hidrolise Enzimatica dos Graos de Sorgo

Na etapa de hidrdlise enzimatica do amido de grédos de sorgo, foram avaliados

os efeitos das seguintes variaveis: diametro de particula (0,7; 0,5 e 0,3 mm), relacao
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sélido/liquido (1/7; 1/5; 1/4 e 1/3 g de grdo.mL™), temperatura de hidrélise com
glucoamilase (55 °C e 60 °C), , carga enzimatica de a-amilase e glucoamilase (0; 20;
40; 60; 80 e 100 uL.g™* de grao) e tempo de hidrélise com a-amilase e glucoamilase,
tendo como variavel de resposta a maior concentracdo de agUcares redutores que
empregue a menor carga enzimatica. A temperatura de hidrolise com a-amilase foi
mantida a 90 °C em todos os ensaios. O pH usado para hidrélise foi 6,0 para a-
amilase e 4,5 para glucoamilase.

Uma mistura contendo agua e a-amilase em diferentes concentracdes foi
adicionada em tubos de ensaio contendo 1 g de grao de sorgo previamente
cominuido. Esta mistura foi aquecida a 90 °C e agitada periodicamente em vortex por
30 min. O pH e a temperatura foram ajustados para 45 e 55 °C ou 60 °C,
respectivamente. Glucoamilase foi adicionada em diferentes concentracbes e a
temperatura foi mantida constante por 30 min para sacarificagdo do amido.
Decorrido o tempo reacional, as amostras hidrolisadas foram centrifugadas (Sigma
Laborzentrifugen 2K15) e os agUcares redutores presentes no sobrenadante foram
determinados pelo método Somogyi-Nelson. Um fluxograma do processo de
otimizacao da hidrolise enzimatica pode ser observado na figura 4.9.

Foram feitos ensaios prévios para determinacdo da quantidade de acucares
presente nos preparados enzimaticos utilizados neste estudo pelo método Somogyi-
Nelson, para posterior subtracdo da concentracao final de acucares liberados na

hidrolise. Para o calculo da eficiéncia de hidrdlise foi utilizada a seguinte equacao:

ART

EH.(%)=——x
CSxTAx11

100

onde,

E.H.: Eficiéncia da hidrolise enzimatica dos graos de sorgo (%);
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ART: concentracdo de acUcares redutores totais liberados apds hidrolise enzimatica
dos graos de sorgo (g.L'™Y);
CS: concentracao de solidos (g.L'l);

TA: teor de amido nos graos de sorgo (g.L™%).
O fator de conversao 1,1 esta relacionado a adicdo de uma molécula da agua (18

gmol™®) para a liberacdto de uma molécula de glicose (180 g.mol™), apds o

rompimento de cada ligagdo covalente durante a hidrélise do amido.

Graos de Sorgo

Diametro de Particula:
Moagem 0,7/0,5/0,3 mm
— o ey L.
v Relacao Solido/Liquido:

Liquefagio [ (/107 1/51/41/3)

30 min; 90 °C nﬁ. Carga de a-amilase:
g 0/20/40/60/80/100 uL.g_1 grao

Agua + a-amilase ——»

/
v Carga de Glucoamilase:
0/20/40/60/80/100 ulL.g™* grao

. Sacarificacao
Glucoamilase —— < <

30 min Temp. de Hidrélise com Glucoamilase:
l (_55/60 °C

Hidrolisado de Quantificacio de Aclicares Redutores:
Graos de Sorgo Somogyi-Nelson

Figura 4.9. Esquema representativo do processo de hidrélise enzimatica do amido de

graos de sorgo

Perfis cinéticos da hidrélise enzimatica dos graos de sorgo foram construidos

com objetivo de avaliar o efeito de diferentes cargas de a-amilase, temperatura de
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hidrolise com glucoamilase e hidrélise enzimatica com glucoamilase sem tratamento
prévio com a-amilase e para estimar o tempo minimo para hidrélise do amido com
cada enzima. Os experimentos foram realizados em tubos de ensaio contendo 1 g de
graos de sorgo, diametro de particula de 0,5 mm, relacdo solido/liquido de 1/4 e
temperatura de hidrolise com a-amilase de 90 °C.

No ensaio realizado para avaliar o tempo necessario para liquefacao, foram
utilizadas cargas de a-amilase de 20, 40, 60, 80 e 100 pL.g™ grdo, e o processo foi
conduzido durante 120 min. Para avaliar o efeito da acao da glucoamilase no amido
dos grdos de sorgo, uma carga de glucoamilase de 40 plL.g™ grdo foi adicionada e a
reacao foi conduzida por 120 min e a temperatura foi mantida a 55 °C, sem
liquefacdo prévia. A quantificagdo dos acUcares redutores em todos os ensaios foi
feita pelo método Somogyi-Nelson.

Um experimento foi realizado em Béquer (1 L) com volume reacional de
400 mL a fim de se avaliar a existéncia de limitacdes difusionais a transferéncia de
massa e calor durante a hidrolise enzimatica, utilizando uma relacao sélido/liquido de
1/4; diametro de particula de 0,5 mm; carga de a-amilase de 20 pl.g™ grdo; carga de
glucoamilase de 40 pL.g™ grdo e temperatura de hidrélise com glucoamilase de 55
°C. Também foram construidos os perfis cinéticos da hidrélise enzimatica na condicao
otimizada para obtencao de hidrolisado para os ensaios de fermentacao, utilizando
um vaso de 4 L com volume reacional de 2,5 L.

Nos experimentos realizados em béquer e para obtencdo do hidrolisado para
os ensaios de fermentacdo, a-amilase foi adicionada a temperatura ambiente até
atingir a temperatura de 90 °C e o processo de liquefacdo do amido presente nos
graos de sorgo foi conduzido durante 30 min. A temperatura e o pH foram entdo
ajustados para 55 °C e 4,5 e a carga otimizada de glucoamilase foi adicionada e a
sacarificacdo do amido seguiu durante 30 min. Para a quantificagdo dos acUcares

redutores foi empregado o método Somogyi-Nelson. Contudo, uma quantificacdo
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empregando CLAE foi realizada, a fim de se avaliar a presenca de outros aglcares

além da glicose.

4.8.3. Avaliacao da Fermentabilidade do Hidrolisado de Graos de Sorgo

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes concentragdes iniciais de
glicose no desempenho da fermentagdo, foram efetuados trés ensaios utilizando a
linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae (JP1), sendo um deles (Ensaio
Fermentativo 4) sem a presenca de grdaos no hidrolisado enzimatico para a
construcao do perfil cinético para a avaliacdo do crescimento celular durante o
processo fermentativo. Foi realizado também, um ensaio empregando uma levedura
de panificacao (Fleischmann) como objetivo de se comparar o desempenho no
processo fermentativo de ambas as linhagens (Ensaio Fermentativo 3). O hidrolisado
enzimatico empregado nos ensaios de fermentagdo foi obtido com as condi¢es
selecionadas no item 4.8.2. A concentracao inicial de glicose, bem como a linhagem

empregada em cada ensaio estdao apresentados na tabela 4.3.

Tabela 4.3. Condi¢des empregadas nos processos fermentativos de graos de sorgo.
Xo: concentragao inicial de células, So: concentragao inicial de glicose

Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio

Fermentativol Fermentativo2 Fermentativo3 Fermentativo 4

Graos Sim Sim Sim Nao
Linhagem JP1 JP1 Fleischmann JP1
Xo (gL 8 8 8 6.3
So (g.Lh 250 170 240 206

Os processos foram operados no modo batelada em biorreator Biostat B (B.
Braun Biotech International — Germany) com capacidade nominal de 4 L e com

volume reacional de 2 L de hidrolisado de graos de sorgo (com e sem graos),
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esterilizado a 0,5 atm durante 20 min. Nenhum nutriente foi adicionado ao meio.
Apos resfriamento, foram inoculados aproximadamente 8 g.L' de células (massa
seca). O pH foi controlado a 4,5 com adicdo de NaOH 2 M e/ou HCl 2 M, a
temperatura foi mantida em 37 °C e a velocidade de agitagcdo de 300 rpm nos ensaios
contendo graos de sorgo e 200 rpm no ensaio com o hidrolisado filtrado de graos de
sorgo. Os bioprocessos foram monitorados e os perfis cinéticos de consumo de
substrato e producdo de etanol foram construidos por aproximadamente 32 h. Foram
coletadas amostras em intervalos regulares de 2 h e centrifugadas a 10.000 rpm por
10 min a 10 °C (Sigma Laborzentrifugen 2K15). O sobrenadante foi filtrado em
membrana de PVDF [poli(fluoreto de vinilideno)] com porosidade de 0,22 um e
diametro de 13 mm (Millex-HV - Millipore) e diluido para determinacao dos acucares,
produtos e subprodutos do processo fermentativo por CLAE. A figura 4.10 apresenta
o processo de fermentacdo a partir do hidrolisado de graos de sorgo operado em

Biorreator Biostat B com graos e sem graos.

Figura 4.10. Ensaio de fermentacdo alcéolica a partir do hidrolisado de graos de

sorgo em Biorreator Biostat B com graos (A) e sem graos (B)
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Para os calculos de produtividade volumétrica em etanol (Qp), eficiéncia de

fermentacdo (E.F.), fator de rendimento de producdo de etanol (Yps) e redugdo

percentual de substrato (RPS), foram utilizadas as seguintes equacdes:

_ P-P, 0 —hx
Yoeis= S-S E.F.(/o)—o’511 100
RPS (%) =(S°S—_S)x100 Q.- (P; P,

onde,

0,511: fator de conversdao maximo teérico de substrato em etanol;
E.F.: eficiéncia de fermentacao (%);

P: concentracao final de etanol (g.L'l);

Py: concentracao inicial de etanol (g.L'l);

Qp: produtividade volumétrica em etanol (g.L™2.h™);

RPS: reducao percentual de substrato (%);

S: concentracao final de glicose (g.L'l).

So: concentracdo inicial de glicose (g.L'™Y);

tr tempo de fermentacao (h);

Yess: fator de rendimento de producdo de etanol (g.g™).

A figura 4.11 apresenta o processo geral para a produgdo de etano a partir de

graos de sorgo:
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GRAOS DE SORGO —»| COMINUICAO

\ 4
a-AMILASE + AGUA — > LIQUEFACAO

\ 4
GLUCOAMILASE ——| SACARIFICACAO

\4

—— FERMENTACAO

I—» ETANOL
v
DESTILACAO

I—» VINHOTO

LEVEDURA
(Saccharomyces cerevisiae)

Figura 4.11. Processo geral para a producao de etanol a partir de gréos de sorgo

4.8.4. Avaliacao do Efeito do Uso de um Preparado Celulasico na Hidrélise

Enzimatica dos Graos de Sorgo

Um ensaio para avaliacdo da hidrdlise enzimatica dos grdos de sorgo com
preparado celulasico foi realizado com objetivo de avaliar um possivel aumento na
concentracao de acuUcares no hidrolisado final, decorrente da hidrolise da celulose
e/ou da liberacao do amido ligado a casca dos graos.

No processo de otimizacdo da hidrolise enzimatica empregando o preparado
celulasico, adicionou-se diferentes concentracdes deste antes da hidrélise enzimatica
do amido a temperatura ambiente e pH 5,0. A mistura foi aquecida a 50 °C e agitada
periodicamente durante 30 min. O pH e a temperatura foram ajustados para 6,0 e 90
°C, respectivamente, e a carga otimizada de a-amilase foi adicionada. O processo de
liquefacdo do amido presente nos graos de sorgo foi conduzido durante 30 min. A
temperatura e o pH foram entdo ajustados para 55 °C e 4,5 e a carga otimizada de
glucoamilase foi adicionada e a hidrolise com glucoamilase seguiu durante 30 min.
Para a quantificacdo dos acuUcares redutores ao final da hidrdlise foi utilizado o
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método descrito por Somogyi-Nelson e a quantificacdo dos agucares no perfil

cinético da hidrolise na condicao selecionada foi realizada por CLAE.

4.8.5. Otimizacao da Etapa de Hidrolise Enzimatica dos Graos de Sorgo

Com o objetivo de encontrar a menor carga enzimatica que forneca a maior
concentracao de agucares redutores ao final da etapa de hidrélise enzimatica, foi
realizado um planejamento de experimentos do tipo delineamento composto central
rotacional (DCCR) baseado na metodologia de superficie de reposta. A carga
enzimatica do preparado celulasico, a-amilase e glucoamilase foram empregadas

como variaveis independentes, nos niveis apresentados na tabela 4.4.

Tabela 4.4. Valores codificados e reais para as varidveis do planejamento
experimental

Niveis
Variavel
- 1,68 -1 0 +1 + 1,68
Preparado Celulasico (uL.g™ grao) 0 12,1 30 47,9 60
a-amilase (uL.g™ grao) 0 12,1 30 47,9 60
Glucoamilase (uL.g™* grao) 0 12,1 30 47,9 60

O diametro de particula, a relacao solido/liquido, as temperaturas de hidrdlise
com cada enzima, o tempo de hidrolise e pH empregado para cada enzima, foram
mantidos constantes conforme pré-estabelecidos nos ensaios anteriores. Como
resposta foi utilizada a concentracdo de agucares redutores, as quais foram
quantificadas pelo método descrito por Somogyi-Nelson. O levantamento do perfil
cinético da hidrélise enzimatica de graos de sorgo na condicao 6tima foi realizado.

O planejamento totalizou 17 ensaios com triplicata no ponto central, os quais

foram executados em sequéncia aleatéria, conforme a matriz de planejamento
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apresentada na tabela 4.5. Este tipo de planejamento permite a obtencao de modelos
matematicos com parametros lineares e quadraticos (multipla regressdao) das
variaveis estudadas. Sdo calculados os efeitos principais e de interacao das variaveis,
os seus respectivos coeficientes para o modelo matematico, bem como a analise de

variancia (ANOVA) para determinar a validade do modelo.

Tabela 4.5. Matriz do planejamento experimental DCCR para 3 variaveis com
triplicata do ponto central

Variaveis Independentes

Ensaio P. Celulasico o-amilase Glucoamilase
(uL.g™" gréo) (uL.g™" gréo) (uL.g™" gréo)

1 (0 0 0 0

2 1 1 -1

3 -1,68 0 0

4 (Q) 0 0 0

5 1 -1 1

6 0 0 1,68

7 1 1

8 -1 -1

9 0 1,68 0

10 -1 -1 -1

11 1 -1 -1

12 (C) 0 0 0

13 -1 1 -1

14 1,68 0 0

15 0 0 -1,68

16 -1 1 1

17 0 -1,68 0

(C) Ponto Central

Os efeitos das variaveis sdao descritos como a diferenga entre a resposta média
no nivel superior e a resposta média no nivel inferior. Para se determinar a influéncia
de um efeito no sistema, compara-se a magnitude do valor desse efeito ao erro

experimental por meio da estatistica "t" de Student, no intervalo de confianca de
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95%. No tipo de planejamento usado (DCCR com 3 variadveis), os oito primeiros
ensaios referem-se ao planejamento fatorial completo 2°, com niveis +1 e -1, cuja
funcdo é fornecer os parametros lineares (L) do modelo de regressdo. Os seis
proximos ensaios apresentam os pontos axiais (niveis +1,68; 0 e -1,68), cuja funcao é
fornecer os parametros quadraticos (Q) do modelo de regressdo. Os Ultimos trés
ensaios (nivel 0) sdo uma triplicata do ponto central, cujo objetivo é avaliar o erro
experimental (padrao) do planejamento.

Através da combinacao dos diferentes niveis apresentados no planejamento
experimental foi possivel analisar o efeito independente de cada variavel na resposta,
assim como a interacao entre as mesmas. Por meio da analise da metodologia de
superficie de resposta, foi possivel determinar a condicdo em que se obteve a maior
concentracao de acgUcares redutores empregando a menor carga enzimatica nos
intervalos de condi¢des experimentais utilizados. Para todas as analises estatisticas foi

empregado o software Design Expert 7.1.6 (Stat-Ease® Software).

4.8.6. Avaliacao da Concentracdao de Aclcares Retidos nos Graos de Sorgo apos
Hidrolise Enzimatica
Com o objetivo de determinar a quantidade de acucares retidos nos graos
apos a hidrélise enzimatica, 250 g de gréos, obtidos apds a hidrolise enzimatica com
o uso do preparado celulasico, foram prensados e a fracdo sélida foi resuspendida
em 4gua destilada em uma relacdo sélido/liquido de 1/5 g.mL™. A mistura foi
aquecida a 55 °C e durante 160 min foram retiradas amostras em intervalos regulares

para a quantificacao de glicose por CLAE.
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4.9. Caldo de Sorgo

4.9.1 Avaliacao da Fermentabilidade do Caldo de Sorgo

O caldo de sorgo utilizado neste trabalho foi enviado pela Monsanto do Brasil
(Uberlandia - MG) a uma temperatura de -5 °C apds a moagem sem sofrer nenhum
tipo de tratamento.

Antes de ser empregado no processo de fermentacao, o caldo, comumente,
passa por alguns pré-tratamentos. Neste trabalho, antes de ser empregado nos
ensaios fermentativos, o caldo de sorgo foi centrifugado (4.000 rpm/15 min) para a
separacao de soélidos de diferentes dimensdes presentes no caldo apds a moagem
(palhico, terra) e esterilizado a 0,5 atm por 20 min para a eliminacdo de possiveis
contaminantes.

Primeiramente, foram realizados dois ensaios para a avaliacdo da
fermentabilidade com caldo de sorgo com e sem suplementacdo (Uréia 1 gL' e
KH2PO4 1 g.L™"). Em ambos os ensaios a concentracéo celular foi de aproximadamente
8 g.L'1 (massa seca). Apos a avaliagdo da melhor condicao, foi realizado um terceiro
ensaio com uma maior concentracao celular (12 g.L'l), com o objetivo de aumentar o
rendimento em etanol pela diminuicdo do crescimento celular. Todos os ensaios
fermentativos foram realizados em biorreator Biostat B.

Em todos os trés processos o volume reacional foi de 0,8 L, a temperatura e
velocidade de agitagao foram mantidas a 37 °C e 200 rpm, respectivamente, e o pH
foi controlado a 4,5 com adicao de NaOH 2 M e/ou HCl 2 M. O agente fermentativo
empregado foi a linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae JP1 e a propagacao
celular para os trés ensaios foi realizado em frascos agitados.

Amostras do processo foram coletadas em intervalos regulares e centrifugadas a
10.000 rpm por 10 min a 10 °C. O sobrenadante foi separado para a quantificacao de

sacarose, frutose, glicose, etanol e glicerol, enquanto o precipitado foi resuspendido
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em agua destilada para a determinagdo da concentracao celular. Foram avaliados o
fator de rendimento de producdo de etanol (Yp/s), eficiéncia de fermentacao (E.F.) e

produtividade volumétrica (Qp).

4.9.2. Avaliacao do Efeito da Adicao de Amilases no Caldo de Sorgo

Sabe-se que o caldo de sorgo sacarino contém uma pequena concentracao de
amido (~0,5%) porque esta planta produz graos. Portanto, um ensaio com a adicao
de amilases foi realizado, com o objetivo de avaliar o aumento na concentragdo de
glicose proveniente do amido presente no caldo de sorgo.

Em um erlenmeyer de 500 mL, foram adicionados 100 mL de caldo de sorgo
previamente centrifugados, 10 puL de a-amilase e 10 pL de glucoamilase. Essa mistura
foi aquecida a 60 °C em banho durante 30 min. Foram coletadas amostras no inicio e
no final do processo para a quantificagdo dos aglcares presentes no caldo de sorgo

(glicose, frutose e sacarose) por CLAE.

4.10. Bagaco de Sorgo

4.10.1. Caracterizacao Quimica

A caracterizacdo do bagaco de sorgo quanto ao teor de celulose,
hemicelulose, lignina e extrativos em todas as etapas do processo da producao de
etanol de segunda geracao foi feita de acordo com a metodologia descrita por
Sluiter et al. (2008) e Ververis et al. (2007).

Primeiramente, o bagaco de sorgo sacarino foi cominuido em moinho (MF10
Basic, marca IKA®) e as particulas padronizadas com uso de peneira de abertura 0,5
mm. Posteriormente, foi realizado um processo de extracdo aquosa e alcodlica,
ambas realizadas no Centro de Pesquisas Leopoldo Américo Miguez de Mello
(CENPES). A extracao foi realizada pelo uso do sistema Soxhlet, utilizando um refluxo
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de agua, seguido de refluxo de etanol, durante 24 h cada, com seis ciclos por h. Os
extrativos foram determinados por gravimetria.

Apos a remogdo dos extrativos (taninos, pigmentos, alcaloides, Oleos
essenciais, resinas, graxas e agucares), 300 mg do bagago foram submetidas a
hidrolise quimica, utilizando 3 mL de acido sulfdrico 72 % (m/m) em tubos de ensaio
por 1 h a 30 °C. Apds este periodo, a concentracao final de acido foi ajustada para 4
% com agua deionizada e entdo, o bagaco com solucao acida foi levado a autoclave
a 1 atm durante 1 h. O hidrolisado foi filtrado em cadinhos de vidro tipo Gooch n° 3,
previamente calcinados (575 °C/24 h) e pesados. O residuo sélido foi lavado com
agua destilada para a remogao de todo o hidrolisado.

Os cadinhos contendo a fracado solida foram secos em estufa a 105 °C até peso
constante. Estes foram pesados e calcinados em mufla a 575 °C durante 4 h,
resfriados e pesados para quantificacao do teor de cinzas e lignina (Klason).

O pH da fragdo liquida foi ajustado entre 5,5 e 6,0 com hidréxido de calcio e
posteriormente filtrado. A partir do filtrado, foram determinadas as concentragdes de
agucares redutores totais pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS), e glicose por
CLAE. O teor de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas foram determinados

conforme as equagdes abaixo:

Celulose(%om/m) = 09 x G x i)xoleoo
0,96 M

Hemicelulose(%m/m) = (%jx €RT -G X (%jx a x100

Lignina(%m/m) = (V%J x100
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Cinzas(%m/m) = (WVZJ x100

onde,

0,88: coeficiente que resulta da relacao entre a massa molecular do polimero e do
mondmero de glicose;

0,93: rendimento de sacarificacdo da xilana a xilose;

0,90: coeficiente que resulta da relacao entre a massa molecular do polimero e do
mondmero de glicose;

0,96: rendimento de sacarificagdo da celulose a glicose;

ART: acUcares redutores totais (g.L'l);

G: glicose (g.L'™);

M: massa seca inicial (g);

V: volume total da solucao de acucar (L);

WI: massa seca ap0s filtragem e secagem (g);

W2: massa seca apos calcinagao (g);

«a: fator de diluigao.

4.10.2. Pré-Tratamento Acido

O pré-tratamento acido foi realizado com objetivo de separar e solubilizar a
fracdo hemicelulosica do bagaco de sorgo, e consequentemente aumentar a
susceptibilidade da celulase para outros processos de hidrolise sem afetar sua
estrutura.

Inicialmente, o bagaco de sorgo previamente seco e cominuido foi submetido
a trés lavagens consecutivas com agua destilada para a remocao do excesso de
agUcares provenientes do caldo, determinados no processo de extracdo. Estes
agUcares poderiam interferir no processo de otimiza¢do do pré-tratamento acido,

além de se transformarem em inibidores para processo de fermentacdo do
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hidrolisado hemicelulésico. A presenca do elevado grau de aglcares no bagaco é
justificada pela inexisténcia da etapa de lavagem deste apds o processo de moagem.

Apos a lavagem, o material foi filtrado e submetido a secagem a 65 °C durante
24 h para evitar a contaminagao por fungos durante a estocagem.

Para a otimizacao do pré-tratamento acido do bagaco de sorgo, a técnica de
planejamento de experimentos do tipo delineamento composto central rotacional
(DCCR) empregando o método de superficie de resposta (MSR) foi utilizada para
encontrar a regido 6tima de operagdo. As variaveis dependentes avaliadas foram:
relacao solido/liquido (1/6 — 1/3 g.mL'l), concentracao de acido sulfurico (0,3 - 1,5%
v/v) e tempo de exposicao (20 — 60 min). Foram realizados quatro ensaios no ponto
central, totalizando 18 ensaios e as concentracdes de xilose, furfural e acido acético
presentes no hidrolisado hemicelulésico foram utilizadas como variaveis de resposta.
A temperatura foi mantida a 120°C e a massa inicial de bagaco foi fixada em 50 g.

Os valores reais dos parametros avaliados neste processo estdo descritos na

tabela 4.6.

Tabela 4.6. Valores reais das variaveis avaliadas no processo otimizacdo do pré-
tratamento acido de bagaco de sorgo

Niveis
Variaveis
-1,68 -1 0 +1 + 1,68
Relacao Sélido/Liquido (g/mL) 0,17 0,2 0,25 0,3 0,33
Conc. Acido Sulfarico (% v/v) 0,3 0,54 0,9 1,26 1,5
Tempo de Exposicao (min) 20 28 40 52 60

Como foram utilizadas mais de uma variavel de resposta e se teve interesse em
encontrar os valores operacionais 6timos das variaveis independentes (relacao
solido/liquido, concentracdo de acido sulfdrico e tempo de exposicao), que

satisfacam simultaneamente todos o0s requisitos necessarios as variaveis
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dependentes, usou-se a funcdo Desirability (desejabilidade). Com este artificio, a
otimizagdo simultanea das variaveis de respostas maximiza-se num unico valor, a
desejabilidade global. A vantagem do uso dessa definicdo é que a desejabilidade
global sempre é anulada quando uma resposta apresenta um valor inaceitavel,
mesmo que outras respostas apresentem valores aceitaveis (BARROS NETO et al.,
2007). Neste trabalho, esta funcao foi utilizada para maximizar a concentracao de
xilose, ja que esta esta diretamente relacionada a concentracdo final de etanol, e
minimizar a concentracao de acido acético e furfural, ja que estes compostos sao
inibidores no processo fermentativo. O software Statistica 6.0 (STATSOFT Inc.) foi
empregado para a analise estatistica dos resultados e para otimizacao das condigdes
utilizadas para o pré-tratamento.

Apos o tratamento térmico, a separacao das fragdes liquida e sélida foi feita
por aplicacdo de pressdo hidraulica de duas toneladas em um reator com capacidade

de 3,5L, projetado para este proposito (Figura 4.12).

Figura 4.12. Reator para separagdao das fracdes liquida e solida apos o pré-
tratamento acido (Patente PI 0505299-8A)
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A matriz para o planejamento experimental para o pré-tratamento acido estdo

apresentada na tabela 4.7.

Tabela 4.7. Matriz do planejamento experimental DCCR para 3 variaveis com
triplicata do ponto central

Variaveis Independentes

Ensaio -
Relagao Sélido/Liquido Conc. Acido Tempo de Exposicao

1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1

3 -1 1 -1
4 -1 1 1

5 1 -1 -1
6 1 -1 1

7 1 1 -1
8 1 1 1

9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 (C) 0 0 0
16 (C) 0 0 0
17 (C) 0 0 0
18 (C) 0 0 0

(C) Ponto Central

O pH da fracao liquida foi ajustado para 6,0 com o uso de hidréxido de calcio
[Ca(OH),], filtrada a vacuo para a remogdo do precipitado formado e analisada
quanto a concentracdo de acuUcares (xilose, glicose e arabinose) e outros
componentes (furfural, acido acético, hidroximetilfurfural e xilitol).

A fracao solida, também conhecida por celulignina acida (CA), foi lavada trés
vezes com agua destilada para a remocdo do excesso de acido e na ultima lavagem,

procedeu-se ao ajuste do pH para 6,0 com hidroxido de sodio. Posteriormente, foi
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filtrada e submetida a secagem a 65 °C. A perda de massa decorrente deste processo

e a caracterizacao da celulignina acida foram feitas apenas para a condi¢do 6tima.

4.10.3. Avaliacao da Fermentabilidade do Hidrolisado Hemicelulésico

O processo para a avaliacio da fermentabilidade do hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de sorgo foi realizado em biorreator Biostat B (B. Braun
Biotech International — Germany) no modo batelada, com capacidade nominal de 1,5
L e com volume reacional de 0,8 L. O hidrolisado foi esterilizado a 0,5 atm por 20 min
e suplementado com oligoelementos e fontes de nitrogénio nas mesmas proporgoes
em que foram empregados no meio para ativagdo da levedura Scheffersomyces
stipitis. Estes nutrientes foram esterilizados por filtraggo em membrana com
porosidade 0,22 um.

Apos resfriamento, foram inoculados aproximadamente 13 g.L™* de células
(massa seca). O pH foi controlado a 6,0 com adicao de NaOH 2 M e/ou HCl 2 M, a
temperatura e a velocidade de agitacao foram mantidas a 30 °C e 250 rpm,
respectivamente. A taxa especifica de aeracao foi de 0,02 vvm, controlada por um
medidor de vazdo volumétrica acoplado ao biorreator (BETANCUR, 2010). O
bioprocesso foi monitorado e os perfis cinéticos de consumo de substrato, producao
de etanol e concentracao celular foram construidos com amostragens durante 40 h.
Foram coletadas amostras em intervalos regulares de 2 h e centrifugadas a 10.000
rpm por 10 min a 10 °C (Sigma Laborzentrifugen 2K15). O sobrenadante foi filtrado
em membrana de PVDF com porosidade de 0,22 um e diametro de 13 mm (Millex-
HV - Millipore) e diluido para determinagdo dos acucares, produtos e subprodutos do
processo fermentativo. O precipitado foi lavado, centrifugado novamente e
resuspendido em agua destilada para a quantificacdo da concentracao celular. A
figura 4.13 apresenta o processo de fermentagdo a partir do hidrolisado

hemicelul6sico de bagaco de sorgo sacarino operado em Biorreator Biostat B.
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Figura 4.13. Ensaio de fermentacdo alcdolica a partir do hidrolisado hemicelulésico
de bagaco de sorgo com a linhagem Scheffersomyces stipitis CBS5774. Temp.: 30 °C;
pH: 6,0; velocidade de agitacao: 250 rpm; taxa especifica de aeracao: 0,02 vvm

O fator de rendimento em etanol (Yps), eficiéncia de fermentacdo (E.F.) e
produtividade volumétrica em produto (Qp) foram utilizados para avaliar o

desempenho do processo fermentativo.

4.10.4. Pré-Tratamento Alcalino

Para o processo de deslignificacdo do material lignocelul6sico foi empregada a
técnica de extracdo alcalina. A celulignina acida, produto do pré-tratamento acido, foi
submetida a um pré-tratamento alcalino com diferentes concentra¢des de hidroxido
de sdédio (0,0125; 0,062; 0,125; 0,25; 0,5 e 1 M) para a remogéao da lignina.

A relacao sélido/liquido, a temperatura e o tempo de exposicao foram fixados

em 1/21 g.mL™, 120 °C e 30 min, respectivamente e a massa de celulignina acida
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utilizada em cada condicao foi de 50 g. Estas condigdes foram usadas por Vasquez
(2007), para o pré-tratamento alcalino de bagaco de cana-de-agucar.

Para uma avaliacao qualitativa da etapa de deslignificacdo, uma varredura de
espectros na faixa de 190 a 400 nm (Shimadzu UV-1800 Spectrophotometer -
Columbia, MD) foi realizada a partir da fragao liquida.

Em relacdo a fracao sélida, esta foi lavada trés vezes com agua destilada,
sendo que na ultima lavagem o pH foi ajustado para 50 com a&cido sulfurico.
Posteriormente, foi realizada a filtragem do material solido pré-tratado com
diferentes concentragdes de NaOH e este submetido a secagem a 60°C por 24 h para
quantificacdo da perda de massa e caracterizagdo quanto ao teor de celulose,
hemicelulose, lignina e cinzas.

A condicao 6tima para o pré-tratamento alcalino, foi selecionada em relagdo a
perda de massa e o teor de celulose presente na fracdo solida, denominada de
celulignina parcialmente desliginificada (CPD).

O rendimento massico apds cada pré-tratamento e a perda (remocao) do
componente macromolecular (celulose, hemicelulose e lignina) foram calculados

pelas seguintes equagoes:

R(%) = M. %100
M

x\ - x Rx
P(%) =100 x MY, ~M xRy, =100 1—R£

Mixyi yi

onde,
R : rendimento massico da etapa de pré-tratamento (%);

M;: massa inicial de material lignocelulosico (g);
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M;: massa final do material lignocelulésico (g);
P : perda (remogao) do componente macromolecular (%);
Ys: teor do componente macromolecular no material lignoceluldsico pré-tratado;

Y;: teor do componente macromolecular no material lignoceluldsico in natura.

4.10.5. Hidrolise Enzimatica

Como o proprio nome diz, no processo SSF a fermentacao e a sacarificacao da
fracdo celuldsica ocorrem em uma Unica etapa, no entanto, como as condi¢bes
Otimas para a sacarificacao e fermentacdo sao diferentes e a taxa de sacarificacao é
menor que a taxa de producao de etanol, optou-se por realizar uma pré-hidrolise
enzimatica da celulignina parcialmente deslignificada. Para definir as melhores
condicbes a serem empregadas nesta etapa de pré-hidrolise, foi utilizado um
planejamento do tipo delineamento central composto rotacional (DCCR)
empregando o método de superficie de reposta (MSR) para encontrar a regido 6tima
de operacao. As variaveis dependentes avaliadas foram: relacao sélido/liquido (1/33,3
—1/3,3 g.mL™) e carga enzimética (10 — 70 FPU.g™" sélido). O software Design Expert
7.1.6 (Stat-Ease® Software) foi empregado para a analise estatistica dos resultados e
para otimizacao das condicdes utilizadas para a pré-hidrélise enzimatica. Os valores
reais e codificados dos parametros avaliados neste processo estao descritos na tabela
4.8. Foram realizados trés ensaios no ponto central, totalizando 11 ensaios. A matriz
para o planejamento experimental para a pré-hidrélise enzimatica esta apresentada
na tabela 4.9.

O perfil cinético da hidrélise em todas as condicbes foi construido durante 35
h para determinar o tempo ideal de pré-hidrélise. Os ensaios foram realizados em
frascos conicos de 250 mL com volume reacional de 100 mL empregando tampao

citrato de sédio 50 mM pH 5,0. A temperatura e a velocidade de agitacdao foram
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mantidas a 50 °C e 200 rpm, respectivamente. A concentracdo de glicose

(quantificada por CLAE) no tempo definido foi utilizada como variavel de resposta.

Tabela 4.8. Valores reais e codificados das variaveis avaliadas no processo
otimizacao da pré-hidrélise enzimatica

Niveis
Variaveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Relacao Sélido/Liquido (g.mL'l) 1/33,3 1/14,5 1/6,1 1/3,97 1/3,33
Carga Enzimatica (FPU.g™ sé6lido) 10 18,7 40 61,3 70

Com o objetivo de comprovar a imprescindibilidade dos pré-tratamentos
empregados no bagago de sorgo para o processo de producao de etanol de segunda
geracao, foi realizada a hidrélise do bagaco de sorgo in natura e da celulignina acida,

nas condi¢des 6timas definidas através da otimizacao da pré-hidrélise enzimatica.

Tabela 4.9. Matriz do planejamento experimental DCCR para 2 variaveis com

triplicata do ponto central

Variaveis Independentes

Ensaio

Relagao Sdlido/Liquido Carga Enzimatica
1 -1 -1
2 1 =1l
3 -1
4 1
5 -1,41 -1
6 1,41 -1
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 0 0
10 (C) 0 0
11 (O 0 0
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4.10.6. Producao de Etanol de Segunda Geracao a Partir de Bagaco de Sorgo
Sacarino por Processo de Sacarificacao e Fermentacao Simultaneas (SSF)

Com o propésito de avaliar o potencial do bagaco de sorgo para a produgao
de etanol de segunda geracdao, o processo de sacarificacdo e fermentagdo
simultaneas foi realizado empregando uma linhagem industrial de Saccharomyces
cerevisiae (JP1).

Como a condicao definida na etapa de otimizacao da pré-hidrdlise enzimatica
resultava em um sistema bastante impactado em sélidos, optou-se por operar esta
etapa no modo em batelada alimentada.

O bioprocesso foi conduzido em biorreator Biostat B (B. Braun Biotech
International — Germany) com capacidade nominal de 1,5 L e com volume reacional
de 0,8 L. Iniciou-se o processo de pré-hidrolise com 100 g de celulignina
parcialmente deslignificada em meio tamponado com tampao citrato de sodio (pH
5,0, 50 mM), suplementado com os mesmos nutrientes e concentragbes do meio
empregado para a propagacao celular. A celulignina parcialmente deslignificada e o
tampado contendo os nutrientes para a suplementacao foram esterilizados a 0,5 atm
durante 20 min. A enzima foi adicionada na quantidade definida na etapa de
otimizagdo da pré-hidrélise enzimatica. A temperatura e a velocidade de agitagdo do
processo foram mantidas a 50 °C e 400 rpm, respectivamente, durante o tempo de
pré-hidrolise enzimatica. A medida que o meio se tornava liquefeito, foram feitas
alimentacdes de 25 g cada até atingir a relacao solido/liquida definida na etapa de
otimizacdo da pré-hidrolise enzimatica. A figura 4.14 apresenta o processo de
sacarificacdo e fermentacao simultaneas conduzido em biorreator instrumentado.

Decorrido o tempo definido para a pré-hidrélise enzimatica, a temperatura foi
ajustada para 37 °C, sequido da adicdo do in6culo (8 g.L™ massa seca) para o inicio

do processo de sacarificacao e fermentagao simultaneas.
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Figura 4.14. Processo de sacarificacdo e fermentagdo simultaneas (SSF) da
celulignina parcialmente deslignificada de bagago de sorgo em biorreator

O perfil cinético do consumo de substrato e producao de etanol foi construido
durante 150 h e a quantificacdo dos agucares e do etanol foi realizada por CLAE. A

eficiéncia de conversao de celulose a etanol foi calculada pela equacédo abaixo:

P

ECC(%) = _
%) = Ccxirxosit”

100

onde,

ECC: eficiéncia de conversao de celulose a etanol (%);

P: concentragao final de etanol (g.L-1);

CC: concentracgao de celulose na CPD (g.L-1);

0,511: fator de conversao maximo tedrico de substrato em etanol;

1,1: fator de conversio relacionado & adicdo de uma molécula da agua (18 g.mol™)
para a liberacdo de uma molécula de glicose (180 g.mol™), apés o rompimento de

cada ligacao covalente durante a hidrélise do amido.
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A figura abaixo (Figura 4.15) apresenta o esquema com as diferentes etapas e

processos empregados neste trabalho
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Figura 4.15. Esquema da producao de etanol a partir do caldo, graos e bagaco do
sorgo sacarino
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Capitulo 5

Resultados e Discussao

Neste capitulo estdao apresentados os resultados da caracterizacao da matéria-
prima empregada neste estudo (sorgo sacarino), bem como otimizacdo da hidroélise
enzimatica do amido dos grdos de sorgo e os efeitos de cada uma das variaveis
empregadas para este estudo nos ensaios. Em seguida, serdao apresentados os
resultados da avaliacao da fermentabilidade dos hidrolisados enzimaticos e do caldo
de sorgo. Posteriormente, serao mostrados os resultados dos pré-tratamentos acido,
alcalino e enzimatico, os quais foram empregados para a separagdo das fragdes do
bagaco do sorgo. Na sequéncia, serdo apresentados os perfis cinéticos do consumo
de substrato e producao de etanol do hidrolisado hemicelulésico empregando a
linhagem Scheffersomyces stipitis CBS5774 e do processo de sacarificacao e
fermentacdo simultéaneas (SSF) empregando uma linhagem industrial de
Saccharomyces cerevisiae. Complementando, foi realizado um balango de massa para

a producao de etanol a partir do hibrido de sorgo sacarino utilizado neste estudo.
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5.1. GRAOS DE SORGO

5.1.1. Caracterizacao dos Graos de Sorgo

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

As particularidades de cada matéria-prima devem ser atentamente observadas,
pois influenciam de forma direta ou indireta na qualidade do produto, na
exequibilidade do bioprocesso e até mesmo nos custos de producao.

Dentre as caracteristicas relevantes, chama-se a atencao para o teor de amido
presente nos grdos de sorgo, pois este fornece os acucares utilizados como substrato
para producao de etanol. No entanto, ainda se faz necessario avaliar a sua
fermentabilidade, ou seja, a capacidade e a eficiéncia da levedura em metabolizar os
agucares liberados apos a hidrélise enzimatica do amido presente nestes graos.

Na tabela 5.1, esta apresentada a composicao dos gréos de sorgo, a qual esta
de acordo com os valores encontrados por Rooney e Pflugfelder (1986), em que o
teor de amido variou de 70 a 80% em massa seca, e também com os valores obtidos
por Antunes et al. (2007), que realizou um estudo com 33 gendtipos de graos de
sorgo, resultando nas seguintes faixas: teores de proteinas, fibra bruta e proteinas
variaram entre 9,8 e 18,3%, 0,35 e 6,6% e 1,03 e 2,24%, respectivamente. A umidade

absoluta dos graos de sorgo foi de 14%.
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Tabela 5.1. Composi¢do quimica dos gréos de sorgo

Componente % - massa seca
Amido 79,05 + 0,62
Umidade 14,03 + 0,11
Lipideos 3,37 £ 0,04
Cinzas 1,15 + 0,04
Fibra Bruta 1,40 + 0,03
Proteinas 10,06 + 0,07

5.1.2. Atividade Enzimatica e Quantificacido dos Aclicares nos Preparados
Enzimaticos Comerciais

Na tabela 5.2 estao apresentados os resultados das atividades dos preparados

enzimaticos em diferentes condicdes.

Tabela 5.2. Atividades enzimaticas de a-amilase, glucoamilase e celulases

Temperatura Atividade enzimatica
Enzimas (E.C. - Fabricante)

(°C) (U.mL?)

37 438 + 0,04
a-amilase (E.C.3.2.1.1. - Novozymes)

90 494 + 0,07

55 465 + 0,03
Glucoamilase (E.C.3.2.1.3. — Novozymes)

60 425 + 0,04
Celulases (E.C.3.2.1.4. — Genencor) 50 250 (FPasica)

Observou-se que os valores para a atividade de a-amilase a temperatura
ambiente e a 90 °C foram proximos, portanto, a enzima apresentava atividade
quando adicionada a temperatura ambiente para o estudo da otimizacdo da hidrolise
enzimatica. No entanto, o processo de liquefacao foi conduzido a 90 °C, pois é

necessario atingir a temperatura de gelatinizagdo, a fim de hidratar, entumecer e
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romper os granulos de amido para liberar a amilose e a amilopectina, facilitando o
acesso das enzimas ao interior do granulo de amido. Segundo Bermudez (1997), esta
temperatura é de 86,6 °C para o amido presente nos graos de sorgo. Observou-se
também que o valor da atividade de glucoamilase a 55 °C foi ligeiramente maior que
a 60 °C, o que influenciou na concentracao final de agucares redutores na hidrélise
enzimatica, como sera discutido posteriormente.

No processo de otimizacao da hidrolise enzimatica dos graos de sorgo, a
concentracao de agucares redutores foi adotada como variavel de resposta na
escolha da condicdo 6tima de obtencdo do hidrolisado para produgdao de etanol.
Como é conhecido, alguns preparados comerciais de enzimas contém aglcares em
sua composicao. Portanto, foram feitas as quantificacdes dos aclcares presentes nos
preparados utilizados, para se eliminar a influéncia destes no calculo da concentracao
final de acucares resultantes do processo hidrolitico.

Na tabela 5.3 estdo apresentadas as concentracbes de agucares redutores
presentes nos preparados comerciais de o-amilase, glucoamilase e celulases,

quantificados pelo método Somogyi-Nelson.

Tabela 5.3. Concentragdo de acucares redutores presentes nos preparados
comerciais de a.-amilase, glucoamilase e celulases

Enzimas AR (g.L™)

a-amilase 4,76 + 0,01
Glucoamilase 71,18 + 0,02
Celulases 19,45 + 0,02

Considerando que a menor e a maior relacao solido/liquido empregadas para
otimizacdo da hidrélise enzimatica foram 1/10 e 1/3, a concentracdo de acUcares
redutores provenientes dos preparados enzimaticos, utilizando a maxima carga

enzimatica (100 uL.g'1 grao), foram (g.L'l): 0,048 e 0,16 para a-amilase, e 0,71 e 2,38
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para glucoamilase, respectivamente. No estudo com o preparado celulasico, a
méaxima carga utilizada para um relacio sélido/liquido de 1/3, foi de 220 pL.g™ grao,
correspondendo a uma concentracdo de acucares de 1,43 g.L'l. Estes valores foram

descontados da concentracao final de aclUcares na hidrélise enzimatica.

5.1.3. Analise Granulométrica

A fim de se avaliar o efeito do tamanho de particula na hidrélise enzimatica do
amido de grdos de sorgo, foram utilizados trés diferentes tamanhos de particula
determinados através do método de peneiramento. Observa-se que a maior fracao
em massa retida nos ensaios A, B e C foram nas peneiras com aberturas entre 0,425 e
1,19; 0,425 e 1,19 e 0,3 e 0,425 mm, respectivamente. O Diametro Médio de Sauter foi
utilizado para determinacao da distribuicdo granulométrica, sendo obtidos os
seguintes valores: 0,7; 0,5 e 0,3 mm. A figura 5.1 apresenta a distribuicao

granulométrica para os diferentes diametros empregados neste estudo.
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Figura 5.1. Distribuicdo granulométrica dos graos de sorgo
(A) 0,7 mm; (B) 0,5 mm; (C) 0,3 mm
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5.1.4. Cinética da Acao de a—Amilase e Glucoamilase na Hidrolise Enzimatica dos

Graos de Sorgo

Com o objetivo de se avaliar o tempo necessario para que ocorresse a
completa liquefagdo do amido presente nos grdos de sorgo, foi construido um perfil
cinético com diferentes cargas de a-amilase (Figura 5.2). A liquefagao foi percebida
imediatamente apds o inicio do aquecimento pela diminuig¢do drastica da viscosidade
aparente em todas as amostras. Observou-se que a hidrolise foi rapida nos primeiros
10 minutos, atingindo concentracdes de aclcares redutores de 15,2; 15,6; 33,3; 349 e
354 gL' para cargas de o-amilase de 20; 40; 60; 80 e 100 ulL.g™ grio,
respectivamente. Com 30 minutos de hidrolise foram atingidas eficiéncias de
hidrélise de 9,6; 11,0; 20,2; 21,7 e 21,4%, nao havendo mudancas significativas apos
este tempo. Desta forma, o tempo maximo de 30 minutos foi definido para
liquefacdo do amido dos graos de sorgo. Pontoh e Low (1995) também usaram um
tempo de liquefagdo de 30 minutos para o amido de mandioca e de milho, valor mais
baixo em relagdo aos utilizados industrialmente que segundo estes autores, podem
variar entre 60 e 90 minutos.

A maior concentragdo de agucares redutores para o processo de liquefacao foi
obtida com uma carga de a-amilase de 60 uL.g™ grdo, ndo havendo aumentos

significativos com cargas enzimaticas superiores.
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Figura 5.2. Perfil cinético (tubo de ensaio) da hidrdlise enzimatica de graos de sorgo
com a-amilase. Relagdo solido/liquido: 1/4; diametro de particula: 0,5 mm;
temperatura de hidrélise com a-amilase: 90°C. (AR): agucares redutores; mcL:
microlitros

Um perfil da hidrdlise enzimatica de graos de sorgo foi construido durante
120 minutos, a fim de avaliar o efeito da agdo da glucoamilase sem processo de
liquefacdo prévia do amido (Figura 5.3). Uma carga de 40 ul.g™ gréo foi adicionada a
mistura agua-graos e a hidrolise foi conduzida a temperatura de 55°C, relagdo
sélido/liquido de 1/4 e diametro de particula de 0,5 mm. A concentracao de agucares
redutores obtidos ao final de 120 minutos de hidrélise foi de 13,3 gL o que
correspondeu a uma eficiéncia de hidrélise de apenas 7,1%. A diminuicdo da
viscosidade foi menor comparada com os ensaios realizados com a-amilase,
evidenciando que o pré-tratamento com a-amilase é indispensavel para uma

eficiente hidrélise do amido dos graos de sorgo.
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Figura 5.3. Perfil cinético (tubo de ensaio) da hidrolise de grédos de sorgo com
glucoamilase sem processo de liquefacdo com a-amilase. Relacao solido/liquido:
1/4; diametro de particula: 0,5 mm; temperatura de hidrélise com glucoamilase: 55 °C
e carga de glucoamilase: 40 ulL.g™ grdo. (AR): aclicares redutores

Segundo Zheng et al. (2009), altas concentracdes de solidos podem ocasionar
limitagdes difusionais a transferéncia de massa e calor em relagdo as enzimas e aos
produtos finais da hidrdlise, causando sérios impedimentos a acdo enzimatica. Para
eliminar tais problemas, Manonmani e Sreekantiah (1987) propuseram o aumento da
carga enzimatica para obtencdo de maxima conversao. No entanto, o uso de altas
cargas enzimaticas nao € uma solucao interessante economicamente para se obter
altas conversbes e concentragdes de acUcares, ja que o custo destas enzimas
representa uma grande parcela no custo total do processo. Uma efetiva solucao para
este problema seria a melhoria no sistema de agitacao. Com o objetivo de se avaliar a
existéncia destas limitagdes difusionais no processo de hidrolise enzimatica do amido

de graos de sorgo, foi realizado um ensaio em béquer com volume reacional de 400
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mL e com sistema de agitacdo constante. Os resultados da hidrolise enzimatica estdo
apresentados na figura 5.4. Observou-se que a concentragdo de agUcares redutores
aumentou significativamente nos primeiros 10 minutos de liquefagéo, atingindo uma
concentracdo de 26,6 g.L" e 37,4 g.L"* com 30 minutos de reacdo, permanecendo-se

neste valor até 120 minutos de processo.

200+
160- /./_/_/./-/I
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120- /
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= |
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1 |
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40- -
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Figura 5.4. Perfil cinético (béquer) da hidrodlise de grédos de sorgo com a-amilase e
glucoamilase. Relagdo sélido/liquido: 1/4; diametro de particula: 0,5 mm; carga de a-
amilase: 20 pL.g™t grio; carga de glucoamilase: 40 pL.g™ grdo; temperatura de
hidrélise com a-amilase: 90 °C e temperatura de hidrolise com glucoamilase: 55 °C.
(AR): acucares redutores

O processo de hidrolise com glucoamilase apresentou o mesmo
comportamento do processo de liquefacdo, atingindo a concentracao de acUcares
redutores de 131,3 g.L™* em 10 minutos e 153,5 g.L™" em 30 minutos de hidrélise. A
concentracdo maxima de aclcares foi de 164,2 g.L"* em 90 minutos de processo com

glucoamilase, um aumento de 7,7% em relagdo a concentracao em 30 min.
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No ensaio realizado em tubo de ensaio, descrito anteriromente (Figura 5.2),
foram liberados 17,5 gL' de aclcares redutores em 30 minutos de hidrdlise,
utilizando a mesma carga enzimatica (20 ulL.g™ grdo) empregada neste ensaio. Esta
diminuicdo na concentracao de acUcares redutores foi possivelmente devido a
limitacdes difusionais de transferéncia de massa, dificultando o acesso da enzima ao
interior dos granulos devido ao pequeno volume de trabalho, e também por
limitacGes mecanicas, ja que os experimentos realizados em béquer foram agitados
constantemente e os experimentos realizados em tubos de ensaio foram agitados
periodicamente. Levando em consideracao os resultados obtidos nos experimentos
realizados em tubos de ensaio e em béquer, o tempo de 30 minutos de hidrdlise com
a-amilase e 30 minutos com glucoamilase foram definidos para realizacdo dos

ensaios seguintes.

5.1.5. Avaliacao da Hidrodlise Enzimatica do Amido de Graos de Sorgo

Segundo Surmely (2003), um dos fatores que limitam o uso das enzimas é seu
alto custo, representando uma grande parcela no custo global do processo. Por esta
razao, foram realizados ensaios de hidrolise enzimatica dos graos de sorgo, a fim de
se obter a maior concentracdo de agUcares redutores, empregando a menor carga
enzimatica. As variaveis utilizadas para esta etapa foram: relacdao sélido/liquido,
diametro de particula, temperatura de hidrélise com glucoamilase, carga de a-
amilase e glucoamilase. Foi realizado também um ensaio de hidrélise na condicao
6tima, empregando diferentes cargas de celulases para avaliar o efeito deste
preparado enzimatico na concentracao final de acucares. Na figura 5.5, estdo
apresentados os resultados obtidos na hidrélise enzimatica do amido de graos de

sorgo em diferentes condi¢des. Em todos os ensaios, a temperatura de hidrélise com
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a-amilase foi mantida a 90 °C e os tempos de hidrélise com a-amilase e glucoamilase
foram fixados em 30 minutos para cada enzima.

A figura 5.5A representa o experimento onde foi utilizada uma relacdo
sélido/liquido de 1/10, diametro de particula de 0,7 mm, temperatura de hidrélise
com glucoamilase de 55°C e diferentes cargas enzimaticas de a-amilase e de
glucoamilase. As maximas concentracdes de acucares redutores com cargas de -
amilase de 0; 20; 40; 60; 80 e 100 pL.g™ grao foram (g.L™): 47,0; 61,6; 60,3; 58,8; 63,0 e
67,4 (Figura 5.6A). Observa-se que independentemente da carga de glucoamilase,
nao houve aumento significativo na concentragdo de agucares redutores utilizando-
se cargas de a-amilase maiores que 20 plL.g™ grdo. A eficiéncia maxima de hidrolise
foi de 90,1%, obtida para uma carga de a-amilase de 100 plL.g™ grdo e de
glucoamilase de 80 uL.g™ grao.

Na figura 5.5B, foram empregadas as mesmas condi¢Ses reacionais descritas
para a figura 5.5A, contudo, foi utilizada uma relacdo solido/liquido de 1/7. As
maximas concentracdes de acucares redutores obtidos foram (g.L'l): 43,6; 80,1; 85,1;
84,9; 85,4 e 86,2, para cargas de a-amilase de 0; 20; 40; 60; 80 e 100 puL.g™ gréo,
respectivamente (Figura 5.6B). Nota-se que a concentracao de acucares liberados
sem adicdo de a-amilase e com uma carga de 100 pL.g™ gréo de glucoamilase foi de
43,6 g.L?, atingindo eficiéncia de hidrélise de apenas 40,4%, demonstrando

novamente a imprescindibilidade da a.-amilase para a hidrélise do amido.
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Figura 5.5. Hidrélise enzimatica do amido de grdos de sorgo (tubo de ensaio). (A) @:
0,7 mm; relagdo S/L: 1/10; THg: 55 °C. (B) ®: 0,7 mm; relacao S/L: 1/7; THg: 55 °C. (C)
®: 0,5 mm; relagao S/L: 1/7; THg: 55 °C. (D) ®: 0,3 mm,; relacao S/L: 1/7; THg: 55 °C.
(E) ®©: 0,5 mm,; relacao S/L: 1/7; THg: 60 °C. (F) ®: 0,5 mm; relagao S/L: 1/5; THg: 55
°C. (G) ©: 0,5 mm; relacao S/L: 1/4; THg: 55 °C. (H) ®: 0,5 mm,; relagdo S/L: 1/3; THg:
55 °C. S/L: sélido/liquido; @: diametro de particula; THg: temperatura de hidrélise

com glucoamilase. (A): a-amilase. (G): glucoamilase. (AR): acUcares redutores
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Os resultados obtidos da hidrélise enzimatica do amido dos graos de sorgo
utilizando uma relagdo soélido/liquido de 1/7, temperatura de hidrolise com
glucoamilase de 55 °C e diametro de particula de 0,5 e 0,3 mm estdo apresentados
nas figuras 5.5C e 5.5D, respectivamente. Para cargas de a-amilase de 0; 20; 40; 60; 80
e 100 pL.g™ grdo, as maximas concentracdes de aclcares redutores foram (g.L™):
67,1; 92,3; 94,1, 93,0; 94,4 e 96,8 para o diametro de particula de 0,5 mm (Figura
5.6C), e 77,4; 102,4; 100,8; 105,7; 105,1 e 106,7, para o diametro de particula de 0,3
mm (Figura 5.6D). Observa-se que nao houve aumento significativo na concentragéo
final de acUcares redutores quando a carga enzimatica de a-amilase foi aumentada
de 20 puL.g™* gréo para 100 pl.g™ grdo em ambos os ensaios. Além disso, o aumento
da eficiéncia da hidrodlise foi de apenas 4,9% e 4,2% da menor para a maior carga de
o-amilase empregada nos ensaios C e D.

A figura 5.5E apresenta os resultados da hidrolise enzimatica empregando as
mesmas condi¢des reacionais descritas para a figura 5.5C, porém a temperatura de
hidrélise com glucoamilase foi de 60 °C. As maximas concentracbes de acucares
redutores obtidos com cargas de a-amilase de 0; 20; 40; 60; 80 e 100 ulL.g™ gréo,
foram (g.L'l): 55,2; 86,0; 92,4, 89,4; 86,1 e 93,8 respectivamente (Figura 5.6E).
Observou-se que estas concentragdes de acucares redutores foram menores quando
comparadas a hidrélise enzimatica nas mesmas condi¢gdes empregando uma
temperatura de hidrélise com glucoamilase de 55 °C, o que sera discutido
posteriormente. Para estas condigdes, o aumento na concentragdo de acucares
redutores foi de 9,0% quando a carga de a-amilase foi aumentada de 20 para 100
uL.g™ gréo, o que ndo justifica um aumento de cinco vezes na carga de o-amilase.

Os resultados da hidrélise enzimatica do amido dos grdos de sorgo
empregando um diametro de particula de 0,5 mm, relagcdo solido:liquido de 1/5 e
temperatura de hidrolise com glucoamilase de 55 °C estdo apresentados na figura

5.5F.
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Figura 5.6. Concentracdo maxima de AR na hidrolise enzimatica do amido de grdos de sorgo
(tubo de ensaio). A) ®: 0,7 mm; relagdo S/L: 1/10; THg: 55 °C. B) ®: 0,7 mm; relagdo S/L: 1/7;
THg: 55 °C. €) ®: 0,5 mm,; relacao S/L: 1/7; THg: 55 °C. D) ®: 0,3 mm; relacao S/L: 1/7; THg: 55
°C. E) ®: 0,5 mm; relagdo S/L: 1/7; THg: 60 °C. F) ®: 0,5 mm,; relagdo S/L: 1/5; THg: 55 °C. G)
®: 0,5 mm; relacao S/L: 1/4; THg: 55 °C. H) ®: 0,5 mm; relagdo S/L: 1/3; THg: 55 °C. S/L:
solido/liquido; @: diametro de particula; THg: temperatura de hidrolise com glucoamilase. (A):
a-amilase. (G): glucoamilase. (AR): acUcares redutores
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As maximas concentracdes de acUcares redutores obtidos com diferentes
cargas enzimaticas de a-amilase foram (g.L'l): 38,9; 117,4; 115,9; 127,8; 119,3 e 138,1
(Figura 5.6F). O aumento da eficiéncia de hidrélise foi de apenas 10,5% quando a
carga de a-amilase foi aumentada de 20 para 100 pL.g™ gréo.

Nas figuras 5.5G e 5.5H foram empregadas as mesmas condigdes reacionais
descritas para a figura 5.5F, no entanto, a relacao solido:liquido utilizada foi 1/4 e 1/3,
respectivamente. Para cargas de o-amilase de 0; 20; 40; 60; 80 e 100 ulL.g™* gréo
foram obtidas as seguintes concentracdes de aclcares redutores (g.L™): 86,2; 135,1;
132,6; 146,9; 145,9 e 162,8 (Figura 5.6G), e 92,9; 176,1; 185,1; 193,4; 184,0 e 190,8,
respectivamente (Figura 5.6H). A maxima eficiéncia alcancada para a relagdo
sélido/liquido de 1/7 foi de 86,3% enquanto para a relacdo sélido/liquido de 1/3 foi
de 76,9%. Esta diminuicdo na conversao do amido ocorreu possivelmente devido a
limitacGes difusionais a transferéncia de massa, como discutido anteriormente,
podendo ser solucionada com o uso de agitacao eficiente, o que sera discutido
posteriormente.

A figura 5.3 mostrou o perfil cinético da hidrélise do amido dos graos de sorgo
empregando uma relacao sélido/liquido de 1/4, utilizando somente glucoamilase (40
uL.g™? grao), onde foram liberados 13,3 g.L™ de acuicares redutores em 120 minutos
de hidrolise, o que corresponde a uma eficiéncia de hidrélise de 7,1%. Ja no ensaio
apresentado na figura 5.5G, foram liberados 64 g.L de aclcares redutores, sem a
adicdo de a-amilase e uma carga de 40 plL.g™’ grao de glucoamilase, atingindo uma
eficiéncia de hidrolise de 29,2%. O valor obtido no ensaio apresentado na figura 5.3
foi menor, pois os graos nao foram submetidos a temperatura de 90 °C durante 30
minutos como feito no ensaio apresentado na figura 5.5G. Isto possivelmente nao
possibilitou a completa gelatinizacdo dos granulos de amido, que segundo Bermudez
(1997) ocorre na temperatura de 86,6 °C. Segundo Shewale e Pandit (2009), a taxa do
processo de gelatinizacao aumenta quando os graos sao submetidos a temperaturas

maiores.
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Os ensaios apresentados na figura 5.5 ratificam a imprescindibilidade da a-
amilase no processo de liquefacdao do amido contido nos graos de sorgo, sem a qual
a eficiéncia de hidrodlise atinge aproximadamente a metade do valor alcancado com o
uso desta.

Finalmente, reuniram-se os maximos valores de concentracdao de acuUcares
redutores obtidos para diferentes cargas de a-amilase e glucoamilase (Figura 5.6),
com o intuito de se confirmar que aumentos na carga da enzima liquidificante nao
resultavam em ganhos significativos na concentracao dos produtos de hidrolise.
Observa-se que independentemente da carga de glucoamilase, as concentragdes
maximas de acUcares redutores sdo similares para valores de cargas da enzima
liquidificante maiores do que 20 ulL.g™* grdo. A mesma tendéncia é verificada para as
demais condi¢des ensaiadas (Figuras 5.6B - 5.6H).

Diante do exposto, a carga de a-amilase de 20 ulL.g™” grdo foi estabelecida
para liquefacdo do amido e fixada para avaliacdo do efeito das demais variaveis

estudadas.

5.1.5.1. Influéncia do Diametro da Particula

A figura 5.7 apresenta o efeito do tamanho de particula na hidrélise enzimatica
de grdos de sorgo nas seguintes condi¢des reacionais: relagao sélido/liquido de 1/7;
carga enzimatica de a-amilase de 20 ul.g™ grdo e temperatura de hidrélise com
glucoamilase de 55 °C. A maxima concentracao de acUcares redutores obtidas para
um didmetro de particula de 0,7; 0,5 e 0,3 mm foram: 80,1; 92,3 e 1024 g.L*,
respectivamente, o que corresponde a eficiéncias de hidrolise de 75,0; 85,6 e 95,0%.

Observou-se que a concentracao de acUcares redutores para a granulometria
de 0,7 mm foi a mais baixa, devido a menor superficie de contato, o que pode ser
confirmado quando o diametro da particula foi diminuido, atingindo maiores

eficiéncias de hidroélise enzimatica.
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Segundo Blasel et al. (2006), o efeito da granulometria sobre a hidrdlise
enzimatica do amido esta relacionado com a superficie disponivel para o ataque das
amilases. De acordo com estes autores, para cada 100 um de aumento no tamanho
da particula em amido de milho, o grau de acesso da a-amilase diminuiu de 26,8
g.Kg'1 de amido. Adicionalmente, Holm e Bjorck (1988) e Ring et al. (1988) relataram
que a susceptibilidade do amido ao ataque das enzimas é influenciado por diversos
fatores, dentre eles o diametro da particula, pois a presenca de barreiras na parede

celular no endosperma dificulta a difusao das enzimas.
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Figura 5.7. Influéncia do diametro de particula na hidrdlise enzimatica de graos de
sorgo (tubo de ensaio). Relacao solido/liquido: 1/7; temperatura de hidrélise com
glucoamilase: 55 °C e carga de a-amilase: 20 ul.g” grdo. (G): glucoamilase. (AR):
acucares redutores

Acredita-se que a diminui¢do do tamanho da particula, diminuiu o efeito das
limitagdes difusionais, permitindo um maior acesso das enzimas aos granulos de

amido. De acordo com Wang et al. (2008), grdos empregados como matéria-prima
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para producdo de etanol devem ser cominuidos o mais fino possivel, compensando o
aumento dos custos no processo de moagem pela diminuicao deste no processo de
recuperagao do produto (downstream). No entanto, para obter uma granulometria de
0,3 mm, os graos necessitaram de secagem prévia, sem a qual ocorreria entupimento
das peneiras. Isto resultaria em maior consumo energético e, consequentemente, um
aumento no custo final do processo. Com base nestas observacdes, o diametro de
particula de 0,5 mm foi definido para hidrélise do amido de gréos de sorgo para

prosseguimento dos estudos.

5.1.5.2. Influéncia da Temperatura de Hidrélise com Glucoamilase na Hidrélise
Enzimatica dos Graos de Sorgo

Como apresentado anteriormente, a atividade enzimatica da glucoamilase a 60
°C foi menor do que a temperatura de 55 °C. A fim de se verificar se esta diferenca
afetava significativamente a concentracao final de agucares redutores apos a hidrélise
enzimatica, um estudo comparativo do efeito da temperatura foi realizado sob as
mesmas condig¢des reacionais. Na figura 5.8 estdo apresentados os resultados obtidos
na hidrolise enzimatica de graos de sorgo, utilizando uma relacao sélido/liquido de
1/7, diametro de particula de 0,5 mm e a carga otimizada de a-amilase (20 ulL.g™
grao). O tempo de liquefacao e sacarificacao foi de 30 min cada. Observou-se que a
concentracdo de acUcares redutores empregando a temperatura de 55 °C foi maior
em relacdo a temperatura de 60 °C, atingindo maxima eficiéncia de hidrélise de
85,6%, enquanto que a 60 °C esta foi de 79,8%. Considerando os desvios padrao dos
experimentos, os valores para as duas temperaturas avaliadas foram similares. No
entanto, a temperatura de 55 °C acarreta menores custos energético. Por este motivo,
a temperatura de hidrélise com glucoamilase a 55 °C foi selecionada para os estudos

subsequentes.
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Figura 5.8. Efeito da temperatura de hidrolise com glucoamilase na hidrélise
enzimatica de graos de sorgo (tubo de ensaio). Relagdo soélido/liquido: 1/7; diametro
de particula: 0,5 mm e carga de a-amilase: 20 ulL.g™ grdo. (G): glucoamilase. (AR):
agucares redutores

5.1.5.3. Influéncia da Relacdo Sélido/Liquido na Hidrélise Enzimatica dos Graos
de Sorgo

Como comentado anteriormente, altas concentracdes de solidos implicam em
limitacdes difusionais a transferéncia de massa e calor, reduzindo a conversao do
amido. Com a finalidade de se avaliar a influéncia do aumento da concentracao de
solidos na hidrélise enzimatica do amido de grdos de sorgo, foi realizado um estudo
comparativo nas seguintes condi¢des reacionais: diametro de particula de 0,5 mm;
carga de a-amilase de 20 pL.g™* grdo e temperatura de hidrélise com glucoamilase de
55 °C (Figura 5.9).

As maximas concentracdes de acucares redutores para as relagdes

sélido/liquido de 1/10; 1/7; 1/5; 1/4 e 1/3 foram (g.L'l): 61,6; 92,3; 117,7;, 1350 e
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165,1, respectivamente, com cargas de glucoamilase de 100; 100; 100; 100 e 80 pL.g™
grao.
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Figura 5.9. Influéncia da relacao solido/liquido na hidrdlise enzimatica de graos de
sorgo (tubo de ensaio). Diametro de particula: 0,5 mm; temperatura de hidrolise com
glucoamilase: 55 °C e carga de a-amilase: 20 pL.g™ grdo. (*) Diametro de particula:
0,7 mm; (G): glucoamilase; (AR): agucares redutores

7

E notdério que maiores relacdes solido/liquido (sistema mais impactado em
sélidos) resultam em maiores concentracdes de acucares redutores. Por outro lado, a
resisténcia a transferéncia de massa torna-se mais importante a medida em que se
aumenta esta relacdo, obstaculizando a agdo das enzimas do complexo amilasico e
reduzindo a eficiéncia da hidrolise (Figura 5.10). Portanto, um compromisso deve
existir entre estas duas variaveis de resposta do processo de hidrélise, quando se visa
a producdao de uma substancia de interesse comercial. No caso especifico da
producdo de etanol, altas concentracdes de substrato sdo desejaveis para assegurar
altas concentracbes de produto, ja que os principais custos energéticos estao

relacionados a etapa de destilagdo do meio fermentado.
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Figura 5.10. Maxima concentracdo de acUcares redutores (AR) e eficiéncia de
hidrolise (EH) do amido de graos de sorgo nas diferentes relacbes soélido/liquido
(tubo de ensaio) com carga de a-amilase de 20 ul.g™ grdo

Neste sentido, optou-se por trabalhar com elevadas cargas de sélidos a fim de
se lograrem altas concentracbes de aclcares em detrimento da eficiéncia de
hidrolise. Para a faixa de relacdo sélido/liquido avaliada, a concentracdo maxima de
aclcares redutores variou de 61,6 a 176,1 g.L" e a eficiéncia variou de 70,6 a 82,3%
para o diametro de particula de 0,5 mm. Os problemas associados a limitacdes
difusionais ndo sao tdo preocupantes, na medida em que podem ser contornados
com um sistema eficiente de agitacdo mecanica, que se pretende avaliar futuramente.
A relagdo solido/liquido de 1/3 foi, portanto, selecionada para os experimentos

seguintes.
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5.1.5.4. Influéncia da Carga Enzimatica de Glucoamilase na Hidrdlise Enzimatica
dos Graos de Sorgo

Como o objetivo principal da otimizacao da hidrdlise enzimatica do amido de
graos de sorgo foi selecionar a condicdo em que se obtinha a maior concentracao de
agUcares empregando a menor carga enzimatica, foi investigado a influéncia da carga
de glucoamilase na concentracao de acgucares obtidos no processo hidrolitico. As
condigdes reacionais avaliadas correspondem as selecionadas nos ensaios anteriores
(relacado sélido/liquido: 1/3; diametro de particula: 0,5 mm; temperatura de hidrélise
de 55 °C; carga de a-amilase: 20 pul.g™ grao; temperatura de hidrolise com o-amilase:
90 °C, tempo de hidrolise de 30 minutos para cada enzima).

Na figura 5.11 observa-se que as concentracdes de acUcares redutores para
cargas de glucoamilase de 0; 20; 40; 60; 80 e 100 ul.g-1 grdo foram (g.L'™Y): 23,3;
139,5; 165,1; 165,0; 176,1 e 164,0, respectivamente, que correspondem a eficiéncias
de hidrélise de 9,2; 55,4; 65,6; 65,5; 70,0 e 65,2%. Fica claro que as cargas da enzima
sacarificante acima de 40 ul.g™" ndo proporcionam aumentos significativos na
concentracao de agUcares redutores. Além disso, os desvios padrao dos experimentos
mostraram que a resposta foi similar para cargas de glucoamilase acima de 40 pL.g™
grao. A figura 5.12 apresenta o cromatograma da amostra hidrolisada com uma carga
de a-amilase e glucoamilase de 20 e 20 ulL.g™, demonstrando que apesar de se
produzirem altas concentragdes de acUcares, a razao entre glicose e maltose foi de
15/1, enquanto que para 40 uL.g™ gréo de glucoamilase foi de 42/1 (Figura 5.13). Por
esta razdo, a carga de glucoamilase de 40 pL.g™ gréo, foi definida para obtencéo de
hidrolisado de gréos de sorgo para os ensaios de fermentacao, por ser a menor carga
enzimatica em que se obteve a maior concentracdo de agucares, e também a maior

concentracao de glicose.
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Figura 5.11. Influéncia da carga enzimatica de glucoamilase na hidrodlise enzimatica
de gréos de sorgo (tubo de ensaio). Relagdo sélido/liquido: 1/3; diametro de
particula: 0,5 mm; carga de a-amilase: 20 ulL.g™* grdo e temperatura de hidrélise com
glucoamilase: 55 °C. (AR): aguUcares redutores
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Figura 5.13. Cromatograma referente & amostra hidrolisada com 20 pL.g™ gréo de a-
amilase e 40 uL.g™* grdo de glucoamilase

Levando em consideracao a maior concentragdo de glicose empregando a
menor carga enzimatica nos ensaios de hidrolise, as seguintes condi¢es reacionais

foram selecionadas:
» Relagdo sélido/liquido: 1/3;
» Diametro de particula: 0,5 mm;
» Temperatura de hidrélise com glucoamilase: 55 °C;
» Carga de a-amilase: 20 pL.g™* grao;

» Carga de glucoamilase: 40 ulL.g* grao.

5.1.6. Avaliacao da Fermentabilidade dos Hidrolisados Enzimaticos de Graos de
Sorgo

Com o intuito de se avaliar a fermentabilidade dos hidrolisados enzimaticos de
graos de sorgo com diferentes concentraces iniciais de substrato, e diferentes
formas de preparo do indéculo e, comparar o desempenho de uma linhagem
industrial de S. cerevisiae (JP1) com uma linhagem industrial de panificagdo

(Fleishcman), foram realizados quatro ensaios de fermentagdo sem adicdao de
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nenhum nutriente. Foi feito também um ensaio fermentativo com o hidrolisado
enzimatico sem a presenca dos graos para a avaliacdao do crescimento celular neste

processo.

Ensaio Fermentativo 1

O perfil cinético da hidrélise enzimatica do amido de graos de sorgo nas
condicbes otimizadas para obtencdao do hidrolisado empregado neste ensaio foi

construido e esta apresentado na figura 5.14.
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Figura 5.14. Perfil cinético da hidrélise do amido de graos de sorgo, utilizando .-
amilase e glucoamilase nas condi¢bes otimizadas para obtencao do hidrolisado
empregado no ensaio fermentativo 1 com a linhagem industrial JP1

O tempo necessario para se atingir a temperatura de 90 °C foi de 30 minutos,

alcancando 42,3 g.L™ de aclcares redutores. Apés 10 minutos nesta temperatura
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foram liberados mais 24,4 g.L™. Atingiu-se ao final do processo de liquefacdo (60
minutos) a concentracdo de aclcares redutores de 74,3 g.L ™.

Apos 10 minutos de hidrolise com glucoamilase, a concentracao de acucares
redutores aumentou para 241,1 g.L™, atingindo 250 g.L™* ao final do processo (30 min
de sacarificagdo), o que corresponde a 100% de eficiéncia de hidrélise. Nos
experimentos realizados em tubos de ensaio, a concentracdo de aglcares redutores
obtidos nas mesmas condicdes reacionais foi de 1651 g.L%, o que corresponde a
66,2% de eficiéncia de hidrélise, denotando que os problemas difusionais, apontados
anteriormente foram eliminados, por intermédio de uma agitacdo mecanica eficiente.
Adicionalmente, apesar do tempo utilizado neste processo ter sido maior ao utilizado
nos ensaios em tubos de ensaio, devido ao tempo gasto para se atingir a
temperatura de 90 °C fica evidente a existéncia de limitagdes difusionais a
transferéncia de massa, quando se trabalha com escalas muito reduzidas.

Shewale e Pandit (2009) realizaram a hidrolise enzimatica de grdaos de sorgo
contendo aproximadamente 70% de amido, com diametro de particula de 302 pum,
concentracdo de 30% (m/v), carga de a-amilase de 602 ulL.g™ grdo, tempo de
hidrélise com a-amilase de 1,5 horas, carga de glucoamilase de 364 plL.g™ grdo com
36,3 AGU.mL™ de atividade e tempo de hidrélise com glucoamilase de 24 horas.
Adicionalmente, o diametro de particula empregado por estes autores foi
aproximadamente duas vezes menor do que o usado neste trabalho. A concentragao
de acucares redutores ao final da hidrolise foi de 235 g.L™", similar ao obtido na
hidrélise enziméatica para obtencdo do hidrolisado neste trabalho (250 g.L™"). No
entanto, o tempo de liquefagdo e a carga de a-amilase utilizada por estes autores
foram trés e 30 vezes maior, respectivamente, quando comparada ao tempo
empregado neste estudo nesta mesma etapa do processo. Adicionalmente, o tempo
de hidrolise com glucoamilase foi 48 vezes maior, mesmo com uma atividade

glucosidasica menor.
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O preparo do inéculo para este ensaio foi realizado em frascos agitados com
uma concentracdo inicial de 20 g.L* de glicose, empregando a linhagem JP1 de
Saccharomyces cerevisiae. O perfil do crescimento microbiano esta apresentado na
figura 5.15, no qual se observa que a concentracao de células a final de 8 horas de
processo foi de 4,24 g.L'™", correspondendo a um fator de conversdo de substrato em
células de 0,19 g.g, uma produtividade volumétrica em células de 0,49 g.L.h™,
consumo total de substrato e taxa especifica de crescimento de 0,32 h™. Estas células
foram centrifugadas e inoculadas no meio hidrolisado para ensaios de fermentacao, a

fim de se totalizar a concentracdo inicial de 8 g.L™.
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Figura 5.15. Perfil cinético do crescimento microbiano da linhagem industrial de
Saccharomyces cerevisiae (JP1) em frasco agitado, velocidade de agitacao de 200 rpm
e temperatura de 37 °C

A figura 5.16 apresenta o perfil de producao de etanol e consumo de substrato
referentes ao presente ensaio, com uma concentraco inicial de glicose de 250 g.L™.
Desta figura, verifica-se que a concentracao de etanol em 24 horas de fermentacao

foi de 105,8 g.L™* (13,4% v/v), o que corresponde a uma produtividade volumétrica
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em etanol de 4,41 g.L".h™, contudo, a reducdo percentual de glicose foi de 84,7%.
Segundo Gibson et al. (2007), processos fermentativos com alta concentragdo de
sélidos dissolvidos sdo particularmente suscetiveis a fermentacdo incompleta (“stuck
fermentation”), pois as células estdo sujeitas a varios mecanismos de estresse, dentre
eles, a elevada concentracao de solidos dissolvidos presentes no meio, que
promovem o aumento da pressdo osmotica externa. Adicionalmente, a concentragdo
de etanol é levada a niveis toxicos para as células de leveduras. O estresse osmotico e
as altas concentragdes de etanol podem resultar em perda da viabilidade e atividade
fermentativa, afetando o desempenho da levedura. Segundo Bai et al. (2008), altas
temperaturas, deficiéncia de nutrientes e contaminacdo também afetam o
desempenho de leveduras nos processos fermentativos, especialmente naqueles com

altas concentracdes de solidos dissolvidos.
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Figura 5.16. Perfil cinético de producdo de etanol e consumo de substrato em
biorreator do ensaio fermentativo 1, com 250 g.L™* de glicose inicial, empregando a
linhagem JP1
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A capacidade da levedura para alcancar concentragdes elevados de etanol
depende fortemente das condigdes nutricionais e protetoras que alguns nutrientes
podem proporcionar. Nitrogénio assimilavel € o componente mais importante no
meio e tem sido relatado como nutriente limitante nos processos que empregam
altas concentragdes de soélidos dissolvidos (BAI et al., 2008). A suplementagdo do
meio com 16 mM de uréia ou 1% de extrato de levedura foi relatada em pesquisas
para fermentacao de meio hidrolisado de trigo, na qual foram obtidos 21% (v/v) de
etanol em quatro dias de processo (THOMAS e INGLEDEW, 1992). Além de
nitrogénio, magnésio, ergosterol, acido oléico e quantidades adequadas de oxigénio,
também desempenham papéis essenciais nas funcdes metabdlicas, crescimento
celular e tolerancia da levedura ao etanol (DOMBEK e INGRAM, 1986; BLATEYRON e
SABLAYROLLES, 2001; MISHRA e KAUR, 1991; OHTA e HAYASHIDA, 1983).

Sabe-se que as leveduras necessitam de uma pequena quantidade de oxigénio
para sintetizar acidos graxos insaturados, indispensaveis para garantir sua viabilidade,
nos processos fermentativos anaerobios. Sanchez-Peres et al. (2000) investigaram o
efeito da adicdo de pequenas quantidades de oxigénio nestes processos, o qual é
aplicado pelas industrias de etanol durante um longo tempo, e predisseram que na
fermentacdo com altas concentragdes de solidos dissolvidos, o papel desse "micro-
aeracao” seria muito mais significativo, promovendo uma melhoria da tolerancia ao
etanol pelas leveduras.

Thomas e Ingledew (1992) conduziram uma fermentagdo com meio
hidrolisado de trigo contendo 350 g.L™ de sélidos solGveis, alcancando 17,1% (v/v) de
etanol em 8 dias. Esta concentragdo foi atingida em trés dias de processo, quando
este mesmo meio foi suplementado com 0,9% de extrato de levedura. Considerando
o alto custo deste nutriente para o processo industrial, Jones e Ingledew (1994a)
investigaram a possibilidade da substituicdo deste por outra fonte menos onerosa e

constataram que uréia proporcionou resultados similares.
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Bvochora et al. (2000) realizaram ensaios de fermentacao empregando altas
concentra¢des de sélidos sollveis, utilizando caldo de sorgo e sacarose (250 g.L'l)
para se obter uma concentraco final de 340 g.L™ de sélidos soltveis. Graos de sorgo
maltados e nao maltados foram adicionados aos meios para se investigar a
possibilidade do uso destes como fonte de nitrogénio, atingindo 16,8 e 11% (v/v) de
etanol, respectivamente, em 96 horas de fermentacao.

Baseado nestas observacdes, o estresse osmoético ocasionado pela alta
concentracao de sélidos, a auséncia de fontes nutricionais e protetoras, somado a
auséncia de oxigénio no processo, possivelmente acarretaram a fermentagdo
incompleta neste ensaio, evidenciado pela presenca de 38,2 g.L™" de glicose residual
ao final de 24 horas, ndo havendo diminuigdo significativa apds este tempo.

Observou-se também a producéo de 7,3 g.L™! de glicerol. Segundo Ingledew
(1999), a formacgao deste subproduto é comum durante os processos para producao
de etanol em concentracdes de até 10 gL™. O glicerol é o mais efetivo
osmorregulador presente em S. cerevisiae e ocorre aumento de sintese em situacdes
de estresse osmoético, quando também ocorre aumento da sintese de trealose; esta
por sua vez é o mais eficiente sacarideo na estabilizacdo da membrana plasmatica
quando a levedura é submetida a um estresse osmotico, reduzindo possiveis danos
em sua estrutura (WALKER, 1998; MANSURE et al.,, 1997). Segundo Gutierrez (1991) a
producao de glicerol durante a fermentacao alcoodlica sofre influéncia das linhagens
presentes no processo, do pH, temperatura e concentracao de sacarose no mosto e,
de modo geral, quanto maiores os valores destes parametros, maior a producdo de
glicerol. Erasmus et al. (2003), atribuem a sintese de glicerol como agente de
equilibrio osmético e, complementarmente, o ciclo “futil” de glicerol, glicogénio e
trealose como “valvula” de seguranca, que disponibiliza rapidamente carboidratos a
levedura em condic¢bes adversas. Outros subprodutos, tais como acidos organicos e

alcoois superiores sdo produzido em niveis inferiores.
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E conhecido que leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae convertem
maltose em etanol (SANCHEZ e CARDONA, 2008); no entanto, observou-se na figura
5.16 que a maltose presente no meio permaneceu constante durante todo o curso do
processo. Isto ocorreu, pois se sabe que a glicose é metabolizada preferencialmente,
portanto a maltose so seria consumida apds o esgotamento da glicose no meio.

Na industria, o fator de rendimento em produto é calculado com base no
acucar total alimentado no sistema de fermentacdo sem a deducdo do acuUcar
residual, atingindo 90 - 93% do valor tedrico de conversao de glicose a etanol. Por
este motivo, a concentracdo do acucar residual deve ser controlada entre 2 e 5 g.L™
(INGLEDEW, 1999). O fator de rendimento de etanol (Yp/s) alcancado neste ensaio foi
de 0,499 g.g, que corresponde a 97,8% de eficiéncia de fermentacdo; contudo,
levou-se em consideracao a concentracao residual de glicose referente ao tempo em
questao. O fator de rendimento correspondente ao calculo utilizado industrialmente
seria de 0,42 g.g, que corresponde a 82,8% do valor teérico. Portanto, faz-se
necessaria a busca por um método para aproveitar e/ou minimizar a glicose residual,

bem como a maltose proveniente da hidrélise enzimatica.

Ensaio Fermentativo 2

A figura 5.17 apresenta o perfil cinético da hidrélise do amido de graos de
sorgo para a obtencdo do hidrolisado empregado no ensaio de fermentacao 2
utilizando a linhagem JP1. Na etapa envolvendo a adicao de a-amilase, o tempo
necessario para se atingir 90 °C foi de 30 minutos, alcancando 64,6 g.L™ de aclcares
redutores. Apds 30 minutos nesta temperatura a concentracao de agUcares redutores
elevou-se para 87,2 g.L}, quando a temperatura foi reduzida para 55 °C e o sistema
reacional foi adicionado de glucoamilase e mantido a esta temperatura por 30
minutos. Verifica-se a acao efetiva da glucoamilase, pois apds 10 minutos de reagdo

enzimatica a concentracdo de agucares redutores atingiu seu valor maximo de,
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aproximadamente, 245 g.L™", o que corresponde a 98,3% de eficiéncia de hidrolise.
Estes resultados foram similares aos obtidos na hidrolise enzimatica do ensaio

anterior (Figura 5.14).
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Figura 5.17. Perfil cinético da hidrolise enzimatica do amido de graos de sorgo,
utilizando a-amilase e glucoamilase na condicdo otimizada para obtencdo do
hidrolisado empregado no ensaio de fermentacdo 2 com a linhagem JP1

Com o objetivo de se obter altas concentra¢des celulares, foi realizada, neste
ensaio, a propagacao de células em biorreator alimentado por pulsos com uma
solugdo de glicose e uréia, cuja composicao foi descrita no capitulo de Materiais e
Métodos, com intervalos regulares de 2 horas (Figura 5.18). Iniciou-se a alimentacao
quando a glicose presente no meio havia sido esgotada e o processo foi conduzido
até se atingir a concentracdo de células definida (8 g.L™) para este ensaio. Em 16
horas de processo, a concentracdo de células foi de 18,4 g.L%, correspondendo a uma
produtividade volumétrica em células de 1,14 g.L™h™. O fator de rendimento de
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células em relacdo a glicose consumida foi de 0,17 g.g*, aproximadamente o mesmo
resultado obtido no ensaio em frascos agitados. No entanto, a produtividade

volumétrica em células foi 2,3 vezes maior quando comparada ao ensaio em frascos

agitados.
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Figura 5.18. Perfil cinético de consumo de substrato e crescimento microbiano da
linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae (JP1) em biorreator com alimentacao
de solugéo de glicose e uréia na forma de pulso, velocidade de agitacao de 200 rpm,
temperatura de 37 °C e concentracao de oxigénio dissolvido mantido a 60% da
saturacao

Embora o rendimento em células do ensaio realizado em frascos agitados
tenha sido satisfatorio, ndo é possivel atingir altas concentracdes celulares, porque a
concentracao de glicose disponivel no meio é baixa e um aumento desta poderia
incorrer em um efeito inibitorio sobre o crescimento celular, denominado efeito
Crabtree, em que o metabolismo passa a ser fundamentalmente fermentativo,
mesmo que haja abundancia de oxigénio. Este fendbmeno conduz a uma diminuicao
no rendimento da biomassa, uma vez que a formacdao de ATP na fermentacao

alcodlica € muito menor que aquela da via respiratoria.
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Em relacdo a taxa especifica de crescimento, o valor obtido neste experimento
foi o mesmo do experimento em frascos agitados (0,32 h).

Como apresentada na figura 5.17, a concentra¢do de agUcares redutores ao
final do processo de hidrélise enzimatica foi de 244,6 g.L'*. A fim de se obterem
concentragdes de agucares similares as utilizadas industrialmente para a producao de
etanol, foi feita uma diluicdo no meio hidrolisado, obtendo-se uma concentragdo de
sélidos dissolvidos de 170 g.L™. Segundo Zanin et al. (2000), atualmente sdo
utilizados meios contendo, aproximadamente, 180 g.L de aclcares totais, atingindo-
se 92% de eficiéncia de fermentacdo e produzindo-se até 87 g.L™" de etanol.

A figura 5.19 apresenta o perfil de producao de etanol e consumo de substrato

referente ao ensaio de fermentacdo 2 com a linhagem industrial de Saccharomyces

cerevisiae (JP1).
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Figura 5.19. Perfil cinético de produgéo de etanol e consumo de substrato em biorreator
com concentracdo inicial de glicose de 170 g.L'™}, empregando a linhagem JP1
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A glicose presente no meio foi totalmente consumida em 16 horas de
operacdo, atingindo uma concentracio de etanol de 86,7 g.L™, que corresponde a
11% (v/v) de etanol. Comparando com o ensaio anterior, os valores de fator de
rendimento em etanol por substrato consumido (0,510 g.g) e produtividade
volumétrica em etanol (542 g.L'l.h'l) foram superiores, com uma eficiéncia de
fermentagdo proxima a estequiométrica (99,8%). No entanto, o gasto de energia nas
etapas para separacao e purificacdo do produto seria maior em relagdo ao processo
com altas concentracdes de solidos dissolvidos, que resulta em concentragdes
maiores de etanol. Adicionalmente, a quantidade de vinhoto gerada nos processos
com baixa concentracdo de solidos dissolvidos também seria maior, com os
consequentes impactos ambientais resultantes da maior geragdo deste residuo de
fundo das colunas de destilacao.

A maltose permaneceu constante ao longo do processo, pois se sabe que a
glicose é metabolizada preferencialmente, portanto a maltose s6 seria consumida

apos o esgotamento da glicose no meio.

Ensaio Fermentativo 3

O perfil cinético da hidrélise do amido de grdos de sorgo para a obtencao do
hidrolisado empregado no ensaio de fermentacao 3 utilizando a linhagem JP1 esta
apresentado na figura 5.20. O tempo necessario para se atingir 90 °C na etapa de
liquefacdo foi de 30 minutos, apresentando uma concentracdo de 60,6 gL' de
agucares redutores neste tempo. Apds 30 minutos nesta temperatura a concentracao
de aclcares redutores elevou-se para 85,2 g.L™, quando a temperatura foi reduzida
para 55 °C e glucoamilase foi adicionada ao processo. Apés 10 minutos de reacao
enzimatica a concentragdo de agucares redutores atingiu seu valor maximo de,

aproximadamente, 235 g.L™, o que corresponde a 94,2% de eficiéncia de hidrolise.
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Estes resultados foram similares aos obtidos na hidrdlise enzimatica dos ensaios
anteriores (Figura 5.14 e 5.17).
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Figura 5.20. Perfil cinético (bequer) da hidrélise enzimatica do amido de grdos de
sorgo para obtencao do hidrolisado empregado no ensaio de fermentacao utilizando
a levedura de panificacao (Fleischmann)

A figura 5.21 apresenta o perfil de produgdo de etanol e consumo de substrato
referente a fermentacao deste hidrolisado, empregando a levedura de panificacao
(Fleischmann) como agente fermentativo. A concentracao inicial de glicose neste
ensaio foi de 239,4 g.L™" e o processo foi conduzido durante 28 horas.

Observou-se que as concentra¢des de glicose e maltose, no inicio deste ensaio
de fermentacao, foram maiores em relacdo as concentracdes ao final da hidrdlise
enzimatica. Este aumento pode ser atribuido ao periodo em que o hidrolisado era
preparado para o processo de esterilizacdo, tendo em vista que, apos o término da
hidrélise enzimatica, as enzimas ndo foram inativadas e, portanto, continuaram

agindo.
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Figura 5.21. Perfil cinético de producdo de etanol e consumo de substrato em
biorreator com concentracéo inicial de glicose de 239,4 g.L™!, empregando levedura
de panificacao (Fleischmann)

A concentracdo de etanol em 21 horas de fermentacdo foi de 87,4 g.L™* [11%
(v/v)], correspondendo a um valor de produtividade volumétrica de 4,19 g.L'l.h'l, a
menor em relacao aos demais ensaios.

A reducdo percentual de glicose foi de apenas 82,5%, o que resultou em uma
concentracdo residual de glicose de 41,8 g.L™". Como foi discutida anteriormente, a
fermentacdo incompleta é ocasionada quando as células sao submetidas a condicbes
de estresse, dentre eles, a elevada concentragdo de sélidos presentes no meio, a alta
concentracao de etanol, altas temperaturas, deficiéncia de nutrientes e contaminacao.
Comparando-se esta fermentacdo com aquela realizada com a linhagem industrial,
partindo-se de concentragdes iniciais de glicose semelhantes, de imediato, verifica-se
a superioridade da linhagem industrial, que produziu etanol em concentragdo 21%

maior. Adicionalmente, o fator de rendimento de etanol por glicose consumida foi de

202



Capitulo 5. Resultados e Discussio

apenas 0,442 g.g™, enquanto que o obtido com a linhagem industrial foi de 0,499
9.9, o que denota ndo apenas uma maior tolerancia ao etanol produzido, mas uma
maior eficiéncia de conversdo de substrato em produto. Registra-se novamente o
aparecimento de glicerol em concentracdo de 5,6 g.L ™, permanecendo abaixo de 1%
(m/v), que, como citado anteriormente, € comum nos processos para produgao de

etanol.

Ensaio Fermentativo 4

A figura 5.22, apresenta o perfil cinético da hidrélise enzimatica do amido de
graos de sorgo para obtencdo do hidrolisado empregado no presente ensaio. Foram
utilizadas as enzimas a-amilase e glucoamilase na condicdo otimizada: 20 uL.g™ grdo
de a-amilase, 40 pulL.g’ grdo de glucoamilase, temperatura de hidrélise com
glucoamilase de 55 °C, diametro de particula de 0,5 mm e relacdo sélido/liquido de
1/3. Ressalta-se que o acompanhamento do aparecimento dos produtos de hidrdlise
foi realizado por cromatografia liquida de alta resolugdo, o que permitiu quantificar
nao somente a glicose como também a maltose.

O tempo necessario para atingir a temperatura para o processo de liquefagdo
do amido foi de 60 minutos. Isto porque a hidrdlise foi conduzida em biorreator,
enquanto que os ensaios anteriores foram conduzidos em béquer com banho de
aquecimento.

Analisando os resultados obtidos, observou-se que a concentragao de glicose
e maltose apds se atingir a temperatura de 90 °C foi de 33,5 e 584 glL*
respectivamente. Ao final da etapa de liquefacdo foram liberados 40,8 g.L ™ de glicose
e 63,1 gL' de maltose. A maltose reduziu drasticamente apés 10 minutos de
hidrélise com glucoamilase, atingindo 6,4 g.L™", j4 que a glucoamilase atua sobre a
maltose, produzindo glicose e atua também sobre os glucanos maiores como amido

e amilopectina, degradando tanto as ligagdes a-(1,4) como a-(1,6) (MCKNIGHT e
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MAZZIEIRO, 2000). Ao final do processo foram liberados 214,5 g.L™! de glicose e 7,0
g.L! de maltose, que corresponde a 86,0% de eficiéncia de hidrdlise, calculada em

relagdo a glicose.
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Figura 5.22. Perfil cinético da hidrolise enzimatica do amido de graos de sorgo para
obtencdo do hidrolisado empregado no ensaio de fermentacao 4, utilizando a
linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae (JP1)

Observa-se que as concentracdes de glicose e maltose (ambos apresentando
poder redutor), apds a etapa de liquefacdo, foram similares aquelas obtidas nos
ensaios anteriores. Por outro lado, a concentragéo final de glicose foi menor do que
aquelas alcancadas nos dois ultimos ensaios. Esta diminui¢do na concentracao final
de glicose e, consequentemente, na eficiéncia da hidrolise, foi identificada na etapa
de sacarificacdo do amido (com glucoamilase). Uma explicacdo plausivel para esta
diferenca, estaria na falha dos controladores de temperatura e pH durante a etapa

de hidrolise, o que pode ter levado a esta diminuicao da eficiéncia hidrolitica.
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O preparo do inéculo para este ensaio foi realizado em frascos agitados com a
linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae (JP1l), nas mesmas condigdes
empregadas para o ensaio fermentativo 1. Ao final da etapa de propagacao celular,
as células foram centrifugadas e inoculadas no meio hidrolisado, totalizando uma
concentracao inicial de 6,3 g.L ™.

A figura 5.23 apresenta o perfil de producao de etanol e consumo de substrato

referente ao presente ensaio, com o hidrolisado enziméatico sem a presenca dos

graos.
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Figura 5.23. Perfil cinético da producdo de etanol e consumo de substrato em
biorreator referentes ao ensaio fermentativo 4, com concentracao inicial de glicose
de 206 g.L!, empregando a linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae (JP1)

A glicose presente no meio foi totalmente consumida em 28 horas de
operacdo, atingindo uma concentracio de etanol de 97 g.L?, que corresponde a

12,3% (v/v) de etanol. Comparando com os ensaios anteriores, o valor de fator de
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rendimento em etanol por substrato consumido (0,470 g.g™) foi inferior, exceto
quando comparado & linhagem de panificacdo (0,442 g.g™%), j4 que a tolerancia a
etanol desta linhagem é inferior a linhagem industrial. Em relacdo a produtividade
volumétrica em etanol (3,46 g.L'h™), este ensaio apresentou o menor valor,
provavelmente devido as menores concentragdes de fontes de nitrogénio e outros
nutrientes presentes nos graos de sorgo e a menor concentracao celular empregada
neste ensaio.

Este ensaio teve como principal objetivo a avaliacdo do crescimento celular
durante o processo fermentativo. A partir do perfil apresentado na figura 5.23,
observa-se que o crescimento celular ocorreu nas primeiras 16 h de processo,
atingindo uma concentracdo de 12 g.L* e permanecendo estavel até o final do
processo. Esta concentragdo representa o dobro da concentracdo no inicio do
processo. Holzberg et al. (1967) demonstraram que o crescimento celular nao é
inibido em concentracdes de etanol inferiores a 26 g.L, mas é inibido totalmente
quando a concentracio de etanol atinge 68,5 g.L™! no meio da fermentacdo. Daugulis
e Swaine (1987) relataram que as células ndo cresciam mais em concentraces de
etanol entre 87,5 a 140 g.L ™", para sistemas utilizando diversas linhagens de leveduras.
No entanto, a analise desses valores deve ser cuidadosa, uma vez que eles dependem
do tipo de microrganismo, do seu estado fisiolégico, do meio de cultura e da
temperatura.

A tabela 5.4 resume as variaveis medidas calculadas do processo de producao
de etanol de hidrolisado enzimatico de sorgo para todos os ensaios fermentativos,

bem como registra os principais resultados da literatura.
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Tabela 5.4. Linhagem; concentracao inicial de glicose (Sp); tempo de fermentacao (t);
etanol produzido (P); Produtividade (Qp) e rendimento em etanol (Y p/s)

So te P Qe Y pss .
Linhagem Referéncia

(gLh) (h (gL (gLth?Y (9.9

140 7 59,9 0,832 0,428 Chuck-Hernandez et al. (2012)
1925 122 84,7 0,484 0,440 Horn et al. (1992)
219,1 200 986 0,493 0,450 Horn et al. (1992)

3400 96 86,8 Bvochora et al. (2000)

JP1 2500 24 1058 441 0,499 Este trabalho
JP1 1700 16 86,7 542 0,510 Este trabalho
Fleischmann 2394 21 87,4 4,19 0,442 Este trabalho
JP1 206 28 97 3,46 0,470 Este trabalho

5.1.7. Avaliacao da Hidrolise Enzimatica de Graos de Sorgo com Preparado

Celulasico

Sabe-se que a casca dos graos de sorgo €& composta por material
lignoceluldsico. Por este motivo, um experimento em tubos de ensaio, utilizando um
preparado celulasico comercial foi realizado com objetivo de avaliar um possivel
aumento na concentracao de acgucares no hidrolisado final, decorrente da hidrélise da
celulose e/ou da liberacdo do amido ligado a casca dos graos. Cargas do preparado
celulasico entre 0 e 220 ulL.g™ grdo foram empregadas durante 30 minutos, e a
hidrolise enzimatica do amido com a-amilase e glucoamilase foi realizada
posteriormente nas condicdes otimizadas: carga de a-amilase de 20 ul.g™ grao;
carga de glucoamilase de 40 ulL.g™* grao, temperatura de hidrélise com glucoamilase

de 55 °C, diametro de particula de 0,5 mm e relacdo solido/liquido de 1/3.
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A concentracdo de acucares redutores obtidos na condicdo em que ndo foi
adicionado o preparado celuldsico (branco da reacdo) foi de 190,1 gL
correspondendo a uma eficiéncia de hidrélise de 76,2%. Esta concentracdo de
aclcares foi maior quando comparada a concentracdo de 1652 g.L ™ obtida nas
mesmas condig¢des, como foi apresentado na figura 5.5H, possivelmente, devido ao
tempo adicional de 30 minutos em que a mistura dgua-graos foi mantida sem adigéo
de celulase neste experimento.

Na sequéncia, com a adicao das enzimas amiloliticas, apds variacdo na carga
de celulases de 20 pL.g™ grdo a 220 ulL.g™ gréo, verificou-se que a adicdo da menor
carga de celulases levou a um aumento na concentracao de agUcares redutores de
33,7%.

A concentracdo de aclcares redutores obtidos com uma carga de 20 plL.g™
grdo foi de 254,2 gL', enquanto que com uma carga de 120 pL.g™* grdo foram
liberados 287 g.L'1 de acucares (Figura 5.24). Estes valores correspondem a eficiéncias
de hidrolise maiores que 100%, seguramente devido a hidrolise da celulose presente
na casca dos grdos. Portanto, a carga de celulases de 20 plL.g™ grdo foi selecionada
para se levantar o perfil cinético da hidrolise enzimatica dos grdaos de sorgo para
obtencao do hidrolisado, visto que um aumento de apenas 13% na concentragao de
agucares quando se aumentou em seis vezes a carga do preparado celuldsico ndo
nos parece justificavel sob o ponto de vista econdmico.

A figura 5.25 apresenta o perfil cinético da hidrdlise enzimatica com os trés
preparados comerciais (celulase, a-amilase e glucoamilase), realizada nas seguintes
condicées reacionais: carga de celulase de 20 pL.g™ grdo (50 °C), carga de a-amilase
de 20 ulL.g™ grdo (90 °C), carga de glucoamilase de 40 pulL.g™* grdo (55 °C), diametro

de particula de 0,5 mm e relagdo solido/liquido de 1/3.
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Figura 5.24. Efeito do pré tratamento dos gréos de sorgo com celulase seguida de
hidrolise enzimatica na condicao otimizada (tubo de ensaio). (AR): agUcares redutores
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Figura 5.25. Perfil cinético da hidrdlise enzimatica do amido de grdos de sorgo,
utilizando celulase, a-amilase e glucoamilase na condicao otimizada
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Analisando os resultados obtidos, observou-se que apds 30 minutos de
hidrélise com o preparado celulasico, a concentracdo de glicose liberada foi de
apenas 6,3 g.L". A liquefacdo do amido com a-amilase foi conduzida durante 30
minutos, atingindo-se concentracdes de glicose e maltose de 43,8 e 46,2 g.L?,
respectivamente, nao apresentando mudancgas significativas na concentracao de
maltose e glicose apds 10 minutos de hidrélise com a-amilase. Apds 30 minutos de
processo de sacarificagdo do amido, atingiu-se uma concentracdo de glicose de 275,4
gL e 6,5 gL' de maltose, o que corresponde a eficiéncia de hidrélise de 110,4%,
calculada em relagdo a glicose. Novamente, verificou-se concentragdo de agucares
ao final do processo de hidrolise maior que o valor tedrico, seguramente devido a
acao da celulase sobre a celulose presente nas casca dos grao, como anteriomente
comentado.

Baseado nestes resultados optou-se por realizar um planejamento
experimental do tipo delineamento composto central rotacional (DCCR) baseado na
metodologia de superficie de resposta, empregando as cargas enzimaticas de -
amilase, glucoamilase e do preparado celulasico como variaveis independentes e a
concentracao de acgUcares redutores como resposta. Na tabela 5.5 gerada pelo
programa estatistico, encontra-se a analise de variancia (ANOVA), para um intervalo
de confianca de 95%, empregando agUcares redutores como resposta. Este método
de analise é o mais utilizado para se avaliar numericamente a qualidade de ajuste de
um modelo, fazendo um exame de residuos do modelo. Observa-se que o modelo
de regressao gerado foi significativo (p<0,05), porém a falta de ajuste também foi
significativa. Entretanto, como as médias nos pontos centrais foram muito préximas e
o erro puro muito baixo (razbes para o F da falta de ajuste alto), o modelo foi
considerado valido para fins preditivos (BARROS NETO et al., 1995; BARROS NETO et
al, 2001).
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Tabela 5.5. Anélise de variancia (ANOVA) para superficie de resposta do modelo
quadratico

Soma Graus de Média
Efeitos Quadratica Liberdade Quadratica Valor F p*
(SQ (GL) (Qwv)
Celulase (A) 711,82 1 711,82 0,66 0,4228
a-amilase (B) 8951,26 1 8951,26 833 0,0076
Glucoamilase (C) 32687,08 1 32687,08 3042  <0,0001
A? 1600,04 1 1600,04 1,49 0,2329
B? 16946,99 1 16946,99 15,77 0,0005
C? 7487,38 1 7487,38 6,97 0,0136
Regressao (R) 71070,15 6 11845,02 11,02  <0,0001
Residuos (r) 29013,95 27 1074,59
Falta de Ajuste (FA) 28204,86 8 3525,61 82,79  <0,0001
Erro Puro (EP) 809,09 19 42,58
Total 1,001E+005
R? 0,710

(*) estatisticamente significativo no nivel de confianga de 95%

De acordo com Waszczynsky e Nelsen (1996), quando o quadrado médio para
o erro experimental tomar valor extremamente baixo, os testes de significancia para a
falta de ajuste devem ser considerados irrelevantes, o que corrobora com os
resultados encontrados neste trabalho.

Para o modelo em estudo, o valor do coeficiente de determinacao (R?) foi igual
a 0,710, o que significa que 71% das variagdbes na concentracdao de acgucares
redutores sdo explicados pelo modelo ajustado, pode-se dizer que a regressdo é
significativa e pode ser utilizada para fins preditivos, como observado na figura 5.26.

A comparacdo das respostas experimentais com os valores preditos pelo

modelo é outra forma de analisarmos a qualidade do ajuste do modelo estudado.
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Pelo grafico, os valores preditos versus valores experimentais revelam que os
mesmos estdo proximos da reta e, além disso, os desvios entre eles estdo distribuidos
normalmente, ou seja, os desvios positivos e negativos estdao na mesma proporgao,
indicando que este € um bom modelo.

Através da soma dos quadrados é possivel observar qual parametro apresenta
maior efeito dos fatores avaliados. A carga de glucoamilase foi o fator mais
significativo, seguido da interacdo quadratica de a-amilase (B?) e carga de a-amilase.
A carga do preparado celuldsico e a interacdo quadratica desta ndo foram

significativas, portanto, esta variavel foi retirada do modelo.

Predito vs. Experimental
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Figura 5.26. Valores preditos pelo modelo e valores experimentais para a
concentracao de acgucares redutores no hidrolisado enzimatico de gréos de sorgo

Como as variaveis estudadas que apresentaram influéncia no processo de
hidrélise enzimatica dos grdos de sorgo foram a carga de a-amilase e glucoamilase,

plotou-se a superficie de resposta da concentragdo de agucares redutores em fungao
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destas duas varidveis para observacdo das melhores faixas de respostas, conforme
ilustrado na figura 5.27. A inclinagdo da curva permite a avaliagdo do efeito da
variavel sobre a concentracao final de acucares redutores.

Através da analise da superficie de resposta gerada, verifica-se que os valores
maximos de concentracao de acUcares redutores estdao nos niveis proximos aos

pontos centrais das cargas de a-amilase e glucoamilase.
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Figura 5.27. Superficie de resposta para a concentracao final de agucares redutores

na hidrélise enzimatica de gréos de sorgo

A regido de maximo encontra-se em valores proximos aos pontos centrais. Em
relacdo a glucoamilase, observa-se que ndo houve aumento na concentracao de
agUcares redutores nos niveis acima do ponto central, enquanto que um aumento do
nivel de ac-amilase acarretaria em uma queda na concentracao final de acucares.

Com objetivo de se obter a menor carga enzimatica que resultasse na maior
concentracdo de acucares redutores empregou-se a funcao desirability

(desejabilidade), para encontrar os valores operacionais 6timos que satisfacam
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simultaneamente todos os requisitos necessarios. Com este artificio, a otimizacao
simultanea das variaveis de resposta, maximiza-se num Unico valor, a desejabilidade
global. A vantagem do uso dessa definicdo, € que a desejabilidade global é anulada
quando uma resposta apresenta um valor inaceitavel, mesmo que outras respostas
apresentem valores aceitaveis (BARROS NETO et al., 2007).

O valor da funcao desirability para se atingir a maior concentracao de acgucares
empregando a menor carga enzimatica foi 0,747, o que significa que a otimizacao
por esta funcdo atende em 74,7% o maximo obtenivel. Os valores 6timos das
variaveis independentes para atingir esta desejabilidade global foram: carga do
preparado celulasico igual a zero, carga de a-amilase de 21,2 ul.g™ gréo e carga de
glucoamilase de 23,4 plL.g™ grdo. Nestas condicdes a concentracdo de aclicares
redutores deve ser igual a 211,2 g.L™.

ApOs a determinacao das condigdes otimizadas, foi realizado um ensaio para a
validacdao dos valores preditos pelo modelo. Observa-se na tabela 5.6 que a
concentracdo de agucares redutores ao final da hidrolise enzimatica dos gréos de
sorgo empregando as condicOes preditas pelo software esta dentro da faixa predita

na otimizacao.

Tabela 5.6. Valor predito e experimental de acordo com a funcgao desirability

Limites

Valor Predito Valor Experimental
-0,95% +0,95%

AR 200,6 221,7 211,2 2008 £1,5

Posteriormente a validacdo da otimizacao da hidrolise enzimatica dos graos de
sorgo, o perfil cinético nestas condic¢bes foi construido. Como a carga de a-amilase
otimizada pela funcdo desirability e a empregada anteriormente ao uso desta

ferramenta estatistica sdo similares (21,2 e 20 ulL.g™ grdo, respectivamente), apds o
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processo de sacarificagdo adicionou-se trés cargas de glucoamilase, totalizando ao
final uma carga de 40 plL.g™® grdo (quantidade utilizada anteriormente ao uso do
planejamento experimental), como pode ser observado na figura 5.28. Esta adicao de
glucoamilase ao final do processo teve como objetivo comparar a concentracao de
agucares redutores empregando a carga enzimatica otimizada pela funcao desirability
e a carga enzimatica empregada anteriormente sem o uso desta ferramenta

estatistica.
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Figura 5.28. Perfil cinético da hidrolise enzimatica dos graos de sorgo na condigdo
otimizada

Ao final da etapa de liquefagcdo observa-se uma alta concentragao de maltose
que é um dos produtos da acao da a-amilase, no entanto, apds 10 min da adicao de
glucoamilase toda maltose presente no meio foi hidrolisada, exibindo a rapida agado
desta enzima. Ap6s 30 min do processo de sacarificagdo, a concentracao de glicose

atingiu 200,8 g.L!, o que corresponde a uma conversdo de 80,5%. Posteriormente a
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adicdo de glucoamilase, totalizando uma concentracdo de 40 plL.g’ grdo, a
concentracdo de glicose foi igual a 242 g.L™", o que corresponde a uma converséo de
97%, corroborando com todos os valores obtidos anteriormente na hidrolise
enzimatica dos graos de sorgo para obtencao do hidrolisado enzimatico para os
processos fermentativos empregando as condi¢bes selecionadas sem o uso do
software estatistico.

Apesar da analise dos efeitos dos fatores apontarem que a carga do preparado
celuldsico ndo foi significativa no modelo, foi construido um perfil cinético da
hidrolise dos graos de sorgo nas condi¢des preditas pela otimizacao, no entanto, foi
adicionada uma carga de 20 ulL.g™ grdo do preparado celuldsico no inicio do
processo, ja que houve a sinalizacdo do aumento da concentragdo de agucares pela
hidrolise da celulose em um ensaio anterior. Este perfil pode ser observado na figura
5.29. O preparado celulasico foi adicionado a temperatura ambiente e apds atingir 50
°C agiu por 30 min. Nota-se que apos o processo de sacarificagdo com a carga
otimizada de glucoamilase (23,4 uL.g™* grdo) foram realizadas trés alimentacdes desta
mesma enzima, totalizando 40 plLg™’ grdo, o que corresponde a carga de
glucoamilase utilizada anteriormente, sem o uso das ferramentas estatisticas.

Ao final da etapa de sacarificagdo com a carga de glucoamilase na condicao
otimizada, a concentracdo de glicose atingiu 250 g.L™, o que corresponde a uma
conversao de 100% e apds a alimentacao de glucoamilase, totalizando um carga de
40 plL.g™ grdo, a concentracdo de glicose aumentou para 275 g.L™’. Apesar da
concentragao de glicose ao final da etapa de hidrélise com o preparado celulasico ter
atingido apenas 20 g.L™, o aumento de 25 g.L™! na concentracdo final de aclcares
redutores revelou que a adicao deste preparado contribuiu para a liberagdo do

amido preso a casca dos graos.
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Figura 5.29. Perfil cinético da hidrélise enzimatica de graos de sorgo nas condigdes
otimizadas e com o uso do preparado celulasico

Analisando a tabela 5.7 onde estdao sumarizados os principais resultados do
processo de hidrolise enzimatica dos gréos de sorgo realizados em volume maior
(Béquer), observa-se que para se obter uma concentracdo de aclUcares redutores
proxima de 250 g.L?, existem trés condicdes diferentes: carga de celulase de 0 pL.g™
gréos, carga de a-amilse de 20 pL.g™ grdo e carga de glucoamilase de 40 plL.g™* grao
(1,2 e 3) ou carga de celulase de 0 pL.g™ gréos, carga de a-amilse de 21,2 ulL.g™* grao
e carga de glucoamilase de 40 pL.g™ gréo (6) ou carga de celulase de 20 uL.g™ gréos,
carga de o-amilase de 21,2 ul.g™ grdo e carga de glucoamilase de 23,4 ulL.g™ gréo
(7). Portanto, se o preparado celulasico for adicionado nesta etapa, a carga de
glucoamilase empregada pode ser reduzida a metade. Portanto, ha a necessidade de
se fazer uma analise econdmica para escolher a melhor condicdo para a hidrolise

enzimatica dos graos de sorgo.
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Tabela 5.7. Concentracdo final de acUcares redutores empregando diferentes cargas
enzimaticas na hidrélise dos graos de sorgo

Celulase o-amilase Glucoamilase AR
Condicao Figura

(ML.g” grdo) (uL.g™ grdo)  (uL.g’grio) (gL

1 Figura 5.14 0 20 40 250

2 Figura 5.17 0 20 40 245

3 Figura 5.20 0 20 40 235
4 Figura 5.25 20 20 40 2754
5 Figura 5.28 0 21,2 234 200,8

6 Figura 5.28 0 21,2 40 242

7 Figura 5.29 20 21,2 234 250

8 Figura 5.29 20 21,2 40 275

5.1.8. Microscopia Eletronica de Varredura dos Graos de Sorgo (MEV)

Com o proposito de avaliar as alteragdes na morfologia dos granulos de amido
dos graos de sorgo in natura e apds a hidrélise enzimatica e fermentacao, foram
feitas analises de microscopia eletronica de varredura (Figura 5.30).

Na figura 5.30A se observam os granulos de amido os quais se encontram
distribuidos em diversos tamanhos e formatos, com predominancia do formato oval.
Os granulos se apresentam inteiros e com uma superficie lisa sem mostrar ataque
enzimatico aparente. A partir da figura 5.30B, foi possivel verificar uma mudanca
significativa da estrutura morfoldgica dos graos, apos estes terem sido submetidos a
acdo das enzimas amiloliticas. O material apresentou-se altamente poroso, com
inUmeros e irregulares orificios, consequéncias do ataque enzimatico. Na figura 5.30C
constatou-se um maior grau de hidrélise quando comparado a figura 5.30B, ja que

este material permaneceu mais tempo sob a agdo das enzimas amiloliticas.
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Figura 5.30. Fotomicroscopia dos graos de sorgo in natura (A), apos a hidrolise

enzimatica (B) e apos a fermentacao (C)

5.1.9. Consideracoes Gerais sobre os Graos de Sorgo

Se o destino do hidrolisado enzimatico for a producdo de etanol, ndo ¢é
conveniente trabalharmos com altas concentracdes de sélidos sollveis como foi visto
no ensaio fermentativo 1, visto que provavelmente devido a tolerancia da levedura
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ao etanol, verificou-se a presenca de agucares residuais, interferindo negativamente
na eficiéncia global do processo. Portanto, pode-se optar pela condigdo 5, sem o uso
do preparado celulasico e as menores cargas de a-amilase e glucoamilase ou
qualquer uma das outras opgdes, seqguida de uma etapa de diluicdo. Por outro lado,
se o0 objetivo do processo for a producao de glicose, que podera ser usada como
substrato para outros processos fermentativos, dentro do contexto de biorrefinaria, a
condicdo 8 apresenta-se como a mais promissora, pois resulta numa maior
concentracao de produto. Além disso, apds o processo fermentativo, o teor de
proteinas presente no DGGS foi de 26% (ANEXO 1); este valor corresponde a um
aumento de quase trés vezes do valor inicial, podendo ser aproveitado para a

producao de racao animal.

5.2. CALDO DE SORGO

5.2.1. Avaliacao da Fermentabilidade do Caldo de Sorgo Sacarino

Como o sorgo sacarino vem sendo proposto como uma opcdo promissora
para a producao de etanol na entressafra da cana-de-agucar e um possivel lider para
a producao de etanol nas areas que nao apresentam condi¢coes edafoclimaticas para
o cultivo de cana-de-acucar, trés ensaios fermentativos em diferentes condicbes
reacionais empregando caldo de sorgo sacarino foram realizados com a finalidade de
avaliar a fermentabilidade e o potencial do caldo de sorgo sacarino como matéria-
prima para a producao de etanol.

Todos os ensaios foram realizados em biorreator operado no modo batelada e
o preparo do in6culo foi realizado em frascos agitados empregando a linhagem

industrial de Saccharomyces cerevisiae JP1 como agente fermentativo.
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Ensaio Fermentativo 1

O perfil cinético de consumo de substrato e producdo de etanol para este
ensaio esta apresentado na figura 5.31. Nenhum nutriente foi adicionado ao meio e a

concentracdo inicial de células foi de 8 g.L™ (massa seca).
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Figura 5.31. Perfil cinético da producdo de etanol e consumo de substrato em
biorreator, empregando caldo de sorgo sacarino. X: concentragdo celular;
Temperatura: 37 °C; velocidade de agitacdo: 200 rpm; pH: 4,5; Xo: 8 g.L™*

A concentragao inicial de sacarose, glicose e frutose neste ensaio foi de 127,1;
22,6 e 12,3 g.L™, respectivamente. Desta figura, observa-se que a reducdo percentual
de acucares foi 100% e que a concentracao de etanol apds 11 horas de fermentacao
foi de 71,7 g.L'™", o que corresponde & uma produtividade volumétrica em etanol de
6,52 g.L"th™.

A concentracdo final de glicerol foi de 6,1 g.L™}, que segundo Ingledew (1999),

a formacao deste subproduto é comum em até 1% (m/v). Observa-se que a

221



Capitulo 5. Resultados e Discussio

concentracdo celular ao final do processo foi de 17,1 g.L?, o que consequentemente
afetou negativamente o fator de rendimento em etanol (0,443 g.g™%, que corresponde

a 86,7% do valor tedrico), devido ao crescimento celular.

Ensaio Fermentativo 2

Neste ensaio foi utilizada a mesma concentracao inicial de células, no entanto,
uréia (1 g.L'l) e KH,PO4 (1 g.L'l) foram adicionados ao meio. A figura 5.32 apresenta o
perfil cinético de consumo de substrato e producdo de etanol, bem como o perfil do

crescimento celular.
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Figura 5.32. Perfil cinético do consumo de substrato, producdo de etanol e
crescimento celular em biorreator, empregando caldo de sorgo sacarino
suplementado com uréia (1 g.L'l) e KH,PO,; (1 g.L'l). X: concentracao celular;
Temperatura: 37 °C; velocidade de agitacdo: 200 rpm; pH: 4,5; Xo: 8 g.L™
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A concentracao inicial de sacarose, glicose e frutose foi de 132,0; 26,9 e 16,5
g.L?, respectivamente. A reducdo percentual de substrato foi de 100% e a
concentracdo de etanol apds 12 h de fermentacdo foi de 70,7 gL’ o que
corresponde a uma produtividade vollumétrica em etanol de 5,89 g.L ™ .h™.

A concentracdo final de glicerol foi menor que 1% (m/v) (7,0 g.L™") e o alto
crescimento celular (X: 17 g.L‘l), novamente afetou negativamente o fator de

rendimento em etanol (0,403 g.g™%), que corresponde a 78,97% do valor tedrico.

Ensaio Fermentativo 3

Ghose e Tyagi (1979) estudando o crescimento de Saccharomyces cerevisiae
NRRL-T 132 em fermentacdo alcodlica em hidrolisado de bagaco de cana em
processo descontinuo, verificaram que o crescimento celular diminui com o aumento
da concentragdo inicial de células, sendo que para concentraces celulares iniciais
iguais ou superiores a 21 g.L'l (massa seca) nao havia crescimento celular. Estes
autores explicaram tal comportamento através do conceito de energia de
manutengao, pois com o aumento da massa celular inicial no fermentador crescem as
necessidades relativas a manutencdo e os nutrientes disponiveis sdo consumidos
para atender esta finalidade.

Baseado nestas informacdes, neste ensaio foi utilizada um concentracao inicial
de células de 12 g.L'Y, com a finalidade de se obter um fator de rendimento em
etanol maior do que o obtido nos ensaios anteriores, em razdo de um menor
crescimento celular. Como a concentracao final de etanol dos ensaios anteriores foi
similar e o fator de rendimento em etanol do ensaio fermentativo 2, em que houve a
suplementagdo do meio com uréia e KH,PO4 foi menor, optou-se pela nao adicao de
nenhum nutriente ao caldo de sorgo para realizar este ensaio. Na figura 5.33 estao
apresentados os perfis cinéticos de consumo de substrato, producédo de etanol e

crescimento celular referentes ao ensaio fermentativo 3.
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Figura 5.33. Perfil cinético do consumo de substrato, producdo de etanol e
crescimento celular em biorreator, empregando caldo de sorgo sacarino. X:

concentracao celular; Temperatura: 37 °C; velocidade de agitagao: 200 rpm; pH: 4,5;
Xo:12 gL

A concentracao inicial de sacarose, glicose e frutose foi de 121,0; 30,8 e 29,4
g.L?, respectivamente. A reducdo percentual de substrato foi de 100% e a
concentracdo de etanol apds 8 h de fermentacdo foi de 72 g.L'™%, o que corresponde a
uma produtividade volumétrica em etanol de 9 g.L™".h™".

A concentracdo final de glicerol foi de 4,4 g.L*, abaixo da concentracdo
maxima para este tipo de processo. Novamente, o crescimento celular foi alto,
resultando em uma concentracdo final de células de 26,2 g.L?, ndo implicando em
um aumento no fator de rendimento em etanol, que neste ensaio foi de 0,407 g.g ™, o
que corresponde a 79,6% do valor teorico. Portanto, este aumento na concentracao
inicial de células ndo foi suficiente para diminuir significativamente o crescimento

celular durante o processso fermentativo.
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A tabela 5.8 resume as variaveis medidas e calculadas nos trés processos de
producao de etanol a partir de caldo de sorgo sacarino, sendo que o ensaio
fermentativo 1, em que ndo foram adicionados nenhum nutriente ao meio, logrou a

maior eficiéncia de fermentacao.

Tabela 5.8. Quadro comparativo da avaliacao da fermentabilidade do caldo de sorgo
em relacao a concentracao inicial de acucares e células (Xo), suplementacao, tempo
de fermentacdo (h), concentracdao final de etanol e células (X), rendimento em
produto (Yp/s), eficiéncia de fermentacao (E.F.) e produtiviade volumétrica em produto

(Qp)

Ensaio Ensaio Ensaio

Fermentativol Fermentativo2 Fermentativo 3

Sacarose Inicial (g/L) 127,10 132,04 120,98

Glicose Inicial (g/L) 22,57 26,87 30,77

Frutose Inicial (g/L) 12,30 16,46 2943

Xo (9/L) 8 8 12
Uréia: 1 g/L

Suplementagao
KH,PO4: 1 g/L

Tempo Fermentacao (h) 11,25 12 8

Etanol (g/L) 71,74 70,68 72,00
X (g/L) 17,09 17,00 26,19
Yess (9/9) 0,443 0,403 0,407
E.F. (%) 86,37 78,87 79,59
Qr (g/L.h) 6,52 5,89 9,00

Nota-se que apesar da diferenca na concentragao inicial de agucares no caldo
de sorgo nos ensaios fermentativos 1, 2 e 3, o teor total de sélidos solUveis foi similar
em todos os experimentos.

225



Capitulo 5. Resultados e Discussio

De acordo com Zanin et al. (2000), em meios contendo aproximadamente 180
g.L™" de aclcares utilizados para fermentacdo alcodlica, a eficiéncia de fermentacdo é
de, aproximadamente, 92%, produzindo até 87 g.L™' de etanol. Neste trabalho, a
eficiéncia maxima foi de 87%, provavelmente devido ao elevado crescimento celular e
também a falta de pré-tratamentos antes do inicio do processo fermentativo, pois
cabe ressaltar que antes de ser empregado no processo de fermentagdo, o caldo,
comumente, passa por alguns pré-tratamentos. O tratamento fisico consiste na
remocao das impurezas grosseiras (peneiramento), o tratamento fisico-quimico,
como ajuste de pH, propicia a aglomeracao das particulas pequenas em particulas de
dimensdes maiores, enquanto o tratamento térmico tem como objetivo acelerar as
reacdes de coagulacdo e floculagdo dos coloides e nao aglcares proteicos, eliminar
microrganismos que podem infectar as leveduras no processo de fermentacao, além
de possibilitar a remocao do ar e dos gases dissolvidos. Apds o tratamento térmico, o
caldo passa pelo processo de decantagao (clarificagdo), que é a etapa de purificacao
do caldo pela remocdo das impurezas floculadas nos tratamentos anteriores
(OLIVEIRA, 2010). No entanto, neste trabalho, o caldo de sorgo passou apenas por
uma etapa de centrifugacao para a separagao de solidos (palhigo, terra) contidos no
caldo apds o processo de moagem e esterilizagdo.

A tabela 5.9 apresenta uma comparagao entre o rendimento em biomassa e
etanol a partir de caldo de cana-de-acUcar e caldo de sorgo sacarino. Observa-se que
o rendimento em etanol de caldo de sorgo sacarino é de aproximadamente 3.500
L/ton. No entanto, Anderson (1997) aponta que o rendimento em etanol a partir do
caldo de sorgo sacarino pode ultrapassar 8.000 L/ha, em condi¢bes apropriadas de
cultivo, o que corresponde a duas vezes o rendimento de etanol a partir do milho e
ainda, 30% maior que o etanol produzido a partir da cana-de-acucar (6.000 L/ha)

(LUHNOW e SAMOR, 2006).
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Tabela 5.9. Rendimento em colmos, caldo e etanol de caldo de cana-de-aglcar e
caldo de sorgo sacarino

Colmos Caldo Etanol
Parametros
(t/ha) (L/t) (L/ha)
Cana-de-acucar 75 —90° 600° 5.600 - 6.500
Sorgo Sacarino 35 -75° 700° 3.500 - 5.600°

Fonte: a - Emydio (2010); b - Souza et al. (2005), c — Yu et al.(2010)

Segundo o ISSAAS (2007), o processo de producéo de etanol a partir do caldo
sorgo sacarino € similar ao processo fermentativo de caldo de cana-de-agucar. No
entanto, algumas modificagcbes sdo necessarias. Primeiramente, devem ser feitos
alguns ajustes no sistema de extragdo do caldo, visto que o colmo do sorgo sacarino
tem um diametro menor, além de ser mais macio que o colmo da cana-de-acucar. Os
colmos precisam passar por apenas duas moendas em séries, 0 que torna o processo
mais econOmico. Por outro lado, se for utilizado o mesmo equipamento para a
extracdo do caldo de cana, a velocidade de rolamento da moenda deve ser maior
para se obter a mesma quantidade de caldo por dia do que a obtida a partir de cana-
de-agucar. Por ultimo, é recomendada a adicdo de enzimas amiloliticas ao caldo de
sorgo sacarino, para aumentar a concentracao final de etanol, j& que o caldo de
sorgo sacarino contém amido, pois esta planta produz graos. O rendimento adicional
a partir deste processo é determinado pelo teor de amido no caldo, que por sua vez
é influenciado pela maturidade da planta na época da colheita dos colmos. O
downstream do processo é o mesmo. O processo geral para a producdo de etanol a

partir de caldo de sorgo sacarino esta apresentado na figura 5.34.
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Figura 5.34. Processo geral para producao de etanol a partir de caldo de sorgo
sacarino

5.2.2. Avaliacio do Aumento da Concentracao de Glicose no Caldo de Sorgo

pela Adicao de Amilases

E conhecido que o caldo de sorgo contém amido devido ao processo de
producao de graos. Por este motivo, um ensaio com a adicdo de amilases ao caldo de
sorgo foi avaliado com o objetivo de confirmar a presenga de amido, assim como
quantificar o teor deste material presente no caldo de sorgo. A tabela 5.10 apresenta
os resultados decorrentes desta avaliacao.

Observa-se que houve um aumento de 40% na concentracao de glicose apos a
adicao de amilases. Este aumento corresponde a uma concentragdo de 1% de amido
no caldo de sorgo, corroborando com os valores descritos na literatura (Rossell,

2011).
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Apesar da concentracao de sacarose no caldo de sorgo ser inferior a da cana-
de-acUcar, este apresenta um valor de frutose e glicose superior ao da cana.
Portanto, a concentracdo total de aglcares no caldo das duas culturas é praticamente

a mesma.

Tabela 5.10. Comparacao da concentracao de agUcares no caldo de sorgo antes e
apos a adicao de amilases

Sacarose (g/L) Glicose (g/L) Frutose (g/L)

Caldo de sorgo 123,56 + 5,1 2750+ 14 2500 + 3,1
Caldo de sorgo ap6s uso enzimas 127,30 + 2,9 38,49 +2,1 2343 + 26

Diante do exposto, se considerarmos o0 uso de uma maior concentragao
celular, de modo que a eficiéncia global do processo fermentativo seja igual a 92%
(valor obtido nas indUstrias sucroalcooleiras brasileiras), a concentracdo final de
etanol no meio fermentado seria aproximadamente 84 g.L™. Se o caldo de sorgo foi
submetido a um pré-tratamento com amilases, esta concentragdo aumentaria para 89
g.L" de etanol. Estes valores sdo similares aos obtidos nas usinas brasileiras, em que
o teor alcodlico no meio fermentado esta entre 5,7 e 11,3% (v/v), o que corresponde

a45e 89 g.L'! (ELIA NETO e NAKAHODO, 1995).

5.2.3. Consideracoes Gerais Sobre o Caldo de Sorgo Sacarino

Do inicio do Pro-alcool até o presente momento, obtiveram-se avancos
significativos no rendimento do processo de transformagdo dos aclcares em etanol
(82% do maximo estequiométrico, 0,511 gramas de etanol por grama de acuUcares
redutores totais como glicose, em 1970 para 92% em 1999, estavel até hoje).

Aconteceram ganhos no teor alcodlico no meio fermentado, de em torno de 6%
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(m/v) para em torno de 8,5% (m/v) e ganhos de produtividade (redugdo do tempo de
fermentacdo de em torno de 16 horas para 8 horas). O resultado deste avango
redundou na producao de alcool etilico com um dos menores custos de producao no
mundo (preco em torno de R$ 0,70 por litro) (OLIVEIRA, 2009).

Apesar de o Brasil ja fazer hoje o etanol mais barato e sustentavel do mundo,
existem perdas e ineficiéncias inerentes ao nosso modo de produgao. Uma vez que a
cana nao é armazenavel e s6 é colhida em média sete meses por ano, as usinas ficam
paradas os cinco meses restantes por ano. Esta situacao agrava alguns problemas de
alto custo de investimento uma vez que os equipamentos sao subutilizados. Desta
forma, o cultivo de sorgo sacarino no periodo de entressafra da cana, abasteceria as
usinas neste periodo, estendendo o periodo de producao de etanol aos doze meses
do ano e nas areas em que as condi¢des de clima e solo ndo sejam favoraveis ao
cultivo da cana-de-agucar, o sorgo sacarino € uma opgao promissora como matéria-
prima para a producdo de etanol, possibilitando um total de trés safras por ano
(WORKSHOP PRODUCAO DE ETANOL, 2006).

Além disso, apesar do custo de produgdo ainda representar uma parcela
consideravel dos gastos totais do processo, boa parte do custo do etanol deve-se a
matéria-prima. Deste modo, o processo de producdo de etanol a partir de sorgo
sacarino implica em um valor menor quando comparado a cana, em decorréncia dos
menores gastos relacionados ao cultivo e requerimento de insumos (agua e
fertilizantes).

Segundo Mafra (2004), a composicao quimica do caldo de cana-de-acucar é
de 8 a 20% de sacarose e 0,3 a 2,5% de acUcares redutores. Portanto, se
considerarmos a eficiéncia média global praticada no Brasil de 92%, a maxima
concentracao de etanol que pode ser obtida a partir do caldo de cana-de-agucar é de
106 g.L™'. Levando em consideracdo que as pesquisas com o sorgo sacarino foram
retomadas recentemente com o Plano Nacional de Agroenergia (PNA 2006/2011), os

resultados obtidos neste trabalho ratificam o potencial do sorgo sacarino como uma
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fonte energética complementar e/ou alternativa a cana-de-agucar ndo s6 no Brasil
como em paises sem vocagao para o cultivo desta graminea, com possibilidades de

superar o potencial em etanol da cana-de-aglcar num futuro proximo.

5.3. BAGACO DE SORGO

5.3.1. Analise Granulométrica e Composicao Quimica do Bagaco de Sorgo

Sacarino

Antes de iniciar a avaliacdo do uso do baga¢o de sorgo sacarino como
matéria-prima para a producao de etanol, foi feita a cominui¢ao e posterior analise
granulométrica do material empregado neste estudo, empregando o método de
peneiramento. O Diametro Médio de Sauter foi utilizado para determinacdao da
distribuicdo granulométrica, e o valor determinado foi de 0,635 mm. A figura 5.35
apresenta a distribuicdo granulométrica para o bagaco de sorgo empregado neste
estudo. Observa-se que a maior concentracdo de solidos ficou retida na peneira de

0,425 mm.
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Figura 5.35. Distribuicdo granulométrica do bagago de sorgo sacarino in natura
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Utilizando a metodologia descrita na secdo de materiais e métodos, foi

determinada a composicao quimica do bagaco de sorgo sacarino (Tabela 5.11).

Tabela 5.11. Composi¢do quimica do bagaco de sorgo sacarino

Componentes % base seca (m/m)
Celulose 21,26 + 0,53
Hemicelulose 11,62 + 0,50
Lignina 10,31 + 0,46
Cinzas 0,55 £ 0,27
Extrativos 42,04 £ 0,44

)2 85,78

Como pode ser visto na tabela 5.11, o teor de extrativos foi bastante alto
(42,04%), que corresponde a quantidade de taninos, pigmentos, alcaldides, 6leos
essenciais, resinas, graxas e também dos aglcares constituintes do caldo do sorgo,
uma vez que apos a colheita desta graminea, os colmos passaram por um simples
processo de moagem. O teor de cinzas foi de 0,55% que corresponde a quantidade
de silicatos e sulfatos. Os teores de celulose, hemicelulose e lignina foram pequenos
devido ao alto teor de extrativos contidos no material. Os 14,22% restantes
correspondem a outros componentes, tais como, lipideos e pectina, que de acordo
com Dogaris et al. (2009), correspondem a aproximadamente 14% da composicao

total.

5.3.2. Pré-Tratamento Acido

Como o objetivo deste trabalho foi o aproveitamento integral das diferentes
fracbes do sorgo para a producao de etanol, isto inclui a conversao da fracao

hemicelul6sica em agucares fermentaveis. Dentre todos os tipos de pré-tratamento
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acido, o com acido diluido é um dos mais utilizados e amplamente estudados. Além
da solubilizacdo da hemicelulose esta etapa promove a desorganizagao do complexo
lignocelulésico tornando-o mais acessivel as enzimas na etapa de hidrélise
enzimatica. Entretanto, existe o risco da formagdo de compostos inibidores para o
processo de fermentacdo, como acidos organicos e furfurais.

Como o bagago de sorgo sacarino empregado neste estudo passou apenas
por um processo simples de moagem apods a colheita, sem posterior lavagem ou o
emprego de difusores, este apresentava um alto teor de extrativos, como pode ser
observado na tabela 5.11. Por este motivo, o material foi lavado repetidas vezes para
a retirada do excesso de agucares livres, para evitar a formacao de inibidores para o
processo fermentativo pela degradagdo de carboidratos. A composicao do bagago de
sorgo apds o processo de lavagem esta apresentado na tabela 5.12. Observa-se que
o teor de extrativos diminuiu significativamente de 42,04% para 4,49%, e os teores
de celulose, hemicelulose e lignina consequentemente aumentaram de 21,26; 11,62 e

10,31 para 40,42; 20,05 e 19,79%, respectivamente.

Tabela 5.12. Composi¢do do bagaco de sorgo sacarino apos lavagem

Componente % base seca (m/m)
Celulose 40,42 + 2,62
Hemicelulose 20,05 + 2,48
Lignina 19,79 + 0,31
Cinzas 0,49 + 0,06
Extrativos 4,49 £ 0,08

)2 85,24
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Como em qualquer processo industrial, entre os principais objetivos
requeridos sdao um elevado rendimento e uma alta produtividade em produto. Por
este motivo, um planejamento experimental do pré-tratamento acido foi delineado
para a obtencao de um hidrolisado com condi¢bes apropriadas para a subsequente
fermentacdo, ou seja, uma alta concentracao de agucares e baixa concentragdo de
inibidores. Foi utilizado um delineamento do tipo composto central rotacional com
quatro repeticdes no ponto central, totalizando 18 ensaios, empregando trés
variaveis do processo: relacao sélido/liquido, tempo de exposicdo e concentracao de
acido sulfurico. Os resultados experimentais deste planejamento estdao apresentados
na tabela 5.13.

Como a concentragdo de glicose se mostrou diretamente proporcional a
concentracao de xilose (agUcar majoritario) e a concentracdo de HMF nao apresentou
dependéncia com nenhuma das variaveis independentes, estas foram excluidas como
variaveis de resposta. Além disso, o efeito inibitério causado pelo HMF é menor
quando comparado ao furfural e acido acético (PERES, 2010). Portanto, as
concentragdes de xilose, furfural e acido acético foram empregados como variaveis

de resposta para a etapa de otimizacao do pré-tratamento acido.

234



Capitulo 5. Resultados e Discussio

Tabela 5.13. Resultados experimentais para o planejamento experimental para a

otimizagdo do pré-tratamento acido

Ensaio Gliccffe Xiloie Acido A_clético HMI: Furfu_:al E.H.

(g.L) (9.L) (g.L) (g.L) (9.L7) (%)
1 3,555 9,069 15,400 0,254 0,046 12,94
2 6,945 24,801 15,998 0,459 0,017 35,89
3 14,386 26,274 14,283 0,323 0,000 40,13
4 19,398 42,193 12,276 0,350 0,170 63,61
5 2,095 5,567 15,869 0,578 0,065 4,37
6 4,711 19,069 12,452 1,049 0,132 14,74
7 17,907 37,452 22,557 0,754 0,091 28,44
8 16,719 37,690 10,739 0,473 0,070 28,15
9 12,028 27,886 12,042 0,056 0,070 54,62
10 18,789 46,351 21,185 0,124 0,549 30,75
11 3,827 11,474 14,910 0,096 0,484 12,50
12 21,324 56,218 12,919 0,144 0,173 65,24
13 2,578 7,391 20,359 0,409 0,099 8,24
14 15,992 34,348 16,565 0,473 0,122 39,87
15 (Q) 14911 54,483 16,622 0,219 0,108 61,63
16 (O) 14,115 38,672 17,534 0,194 0,148 43,72
17 (Q) 17,484 43,459 16,105 0,187 0,084 49,15
18 (O) 17,477 46,970 14,517 0,122 0,215 53,81

(C) Ponto Central
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A figura 5.36 apresenta o diagrama de Pareto, que indica a influéncia de cada

variavel independente na resposta.
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Figura 5.36. Diagramas de Pareto para a concentracdo de xilose (A), concentragao
de furfural (B) e concentracao de acido acético (C)

236



Capitulo 5. Resultados e Discussio

A andlise estatistica permitiu verificar o acentuado efeito da concentracéo de
acido e tempo de exposi¢ao sobre a concentracao final de xilose, sendo a magnitude
do efeito linear da concentracdo de acido quase duas vezes maior ao correspondente
para o tempo de exposicao. O efeito quadratico contrario do tempo de exposicao
sobre a concentracao de xilose é decorrente do aumento na degradacao dos
agUcares monoméricos, para a formagdo do respectivo furano, quando superado um
determinado tempo de exposicao.

No que se refere a relagdo solido/liquido, esta apresentou uma relacao direta e
praticamente com a mesma ordem de importancia na concentracdo de furfural e
acido acético. Por outro lado, esta variavel ndo apresentou significancia estatistica na
concentracao de xilose. Na analise da concentracdao de furfural no hidrolisado
hemicelulosico apdés o pré-tratamento acido, o diagrama de Pareto permitiu
confirmar uma dependéncia praticamente Unica desta varidvel de resposta com a
relagdo solido/liquido, apesar de esperar alguma influéncia das outras variaveis, visto
que este composto é formado a partir da degradagdo de carboidratos. Sendo assim,
podemos dizer que as faixas empregadas neste estudo ndo foram drasticas o
suficiente para a formagao deste composto.

O valor negativo do efeito linear do tempo na concentra¢do de acido acético
significa que o aumento no tempo de exposi¢do resultou em menor concentragao de
acido acético no hidrolisado hemicelulésico, provavelmente devido a sua
degradacao. Cabe ressaltar que o acido acético faz parte da estrutura do material
lignocelulésico, diferentemente dos compostos furanicos que sdo derivados da
desidratacdo dos carboidratos. Foi possivel concluir também pelo diagrama de
Pareto, a independéncia desta resposta com a concentracao de acido avaliada para o
pré-tratamento acido.

A influéncia da interagdo concentracao de acido x tempo de exposicao, assim
como do efeito quadratico da concentragdo de acido foram marginais na

concentracao de acido acético, enquanto a interagdo relacdo solido/liquido x tempo
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de exposicdo apresentou valor negativo na concentracdo de acido acético. Isto
significa que o aumento nesta relacio com maior proporcdo da relacao
sélido/liquido em relacao ao tempo de exposi¢do, ocasionaria uma diminuicao desta
variavel de resposta.

Por meio da analise de variancia (ANOVA) para a concentracdo de xilose apds
o pré-tratamento acido, para o modelo em estudo, o valor do coeficiente de
determinacdo (R?) foi igual a 0,91533, o que significa que 91,5% das variacdes na
concentracao de xilose sao explicados pelo modelo ajustado. Em relacao ao lack of fit
ou a falta de ajuste do modelo, verificou-se que nao foi significativo (p<0,05), ou seja,
o modelo se ajustou adequadamente aos pontos experimentais, representando com
confiabilidade os resultados.

A figura 5.37 apresenta a superficie de resposta para a concentragao de xilose
em funcdo da concentragdo de acido e tempo de exposicao, que foram as duas
variaveis independentes que apresentaram influéncia com significancia estatistica na
concentracdo final desta resposta. Através desta figura, podemos notar que foi
atingido um ponto de maximo dentro da faixa estudada.

A partir desta figura podemos notar que para valores de tempo de exposicao
acima de 50 min, houve um decréscimo na concentracdo de xilose, como foi
mostrado no efeito quadratico do diagrama de Pareto, decorrente do aumento da
desidratacao deste agucar para a formacao de furfural. Em relacdo a concentracao de
acido, nota-se que as maiores concentracdes de xilose foram atingidas para os niveis
mais altos desta variavel e que um aumento na concentragdo deste ndo acarretaria
em um aumento significativo na concentracdo de xilose. Esta afirmacdo pode ser
confirmada pelos ensaios 12 e 15C apresentados na tabela 5.13, nos quais foram
empregados a mesma relacao sélido/liquido e tempo de exposi¢do, no entanto, a
concentragao de acido sulfurico foi de 1,5 e 0,9% v/v, respectivamente, resultando em

uma concentracdo de xilose de 56,22 e 54,48 g.L™.
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Figura 5.37. Superficie de resposta para a concentracao de xilose em funcdo da
concentragao de acido e tempo de exposi¢ao

Como a concentracao final de etanol tem relacao direta com a concentracao
de substrato, procurou-se escolher uma condicdo que priorizasse a maior
concentracao de xilose e ao mesmo tempo minimizasse a concentracdao dos
compostos inibidores ao processo fermentativo (furfural e acido acético). Para
encontrar os valores operacionais 6timos das variaveis independentes e ao mesmo
tempo satisfazer simultaneamente todos os requisitos necessarios as variaveis
dependentes, o programa estatistico utiliza a abordagem da funcao desirability
(desejabilidade). Com este artificio, a otimizacdo simultanea das variaveis de
respostas maximiza-se num Unico valor, a desejabilidade global. A vantagem do uso
dessa definicdo é que a desejabilidade global sempre é anulada quando uma
resposta apresenta um valor inaceitavel, mesmo que outras respostas apresentem
valores aceitaveis (BARROS NETO et al., 2007). A figura 5.38 apresenta a superficie de
resposta da fungdo desirability e a tabela 5.14 apresenta os valores preditos para as
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variaveis independentes e os valores experimentais obtidos apds a otimizacdo das
condigoes.
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Figura 5.38. Desirability para o modelo quadratico do pré-tratamento acido

O valor da fungdo desirability para atingir o 6timo foi de 0,851, ou seja, a
otimizacdo do pré-tratamento acido atendeu em 85,1% do maximo obtenivel. Como
pode ser observado na tabela 5.14, o conjunto de condi¢gbes que maximiza a

desejabilidade global (0,851) sdo: relacdo sélido/liquido igual a 1/4,52 g/mL,
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concentracao de acido de 1,39% (v/v) e tempo de exposicao igual a 46,7 min. Nessas
condi¢des, as trés variaveis de resposta, concentracdo de xilose, concentracdo de
acido acético e concentracdo de furfural, devem apresentar valores iguais a 48,23;
10,74 e 0,15 g.L'%, respectivamente.

Os valores experimentais apresentados na tabela 5.14 sdo referentes aos
resultados obtidos no ensaio quando empregadas as condigbes otimizadas pelo
software. Este ensaio foi realizado com a finalidade de validar os valores preditos pelo
modelo. De acordo com os resultados reportados na tabela 5.14, todas as variaveis

de resposta apresentaram valores dentro da faixa de predigao.

Tabela 5.14. Valores codificados, reais e experimentais para as variaveis do pré-
tratamento acido apds a otimizacao

Valores Valores Valores
codificados Preditos Experimentais

Rel. Sélido/Liquido (g/mL) -0,60 0,22 (1/4,52)

Conc. Acido (% v/v) 1,36 1,39

Tempo de Exposi¢ao (min) 0,56 46,7

Xilose (g/L) 48,23 + 15,12 47,19 + 2,20
Acido Acético (g/L) 10,74 + 2,73 8,65 +1,92
Furfural (g/L) 0,15 + 0,13 0,17 £ 0,03

Apos definidas as condi¢cdes que forneciam a maior concentragdo de xilose
com a menor concentracao de inibidores, foi feita a determinacao da composicao
quimica do bagago de sorgo apods o pré-tratamento acido, denominado de
celulignina acida (CA). O resultado desta caracterizagdo esta apresentado na tabela
5.15.

Os resultados apresentados na tabela 5.15 mostraram que apds o pré-

tratamento acido quase toda a hemicelulose foi removida, representando apenas
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2,53% da composicao final na celulignina acida. Ja a celulose e a lignina, aumentaram
de 40,42 e 19,79% na composicao inicial, para 45,78 e 27,79%, respectivamente, apos
este pré-tratamento, indicando um aumento proporcional destas fracdes devido a

grande solubilizacao da fracao hemicelulésica.

Tabela 5.15. Composicao quimica da celulignina acida (CA)

Componente % base seca (m/m)
Celulose 45,78 + 3,13
Hemicelulose 253 +1,15
Lignina 27,79 = 0,36
Cinzas 1,03 + 0,05

)2 76,10

Para se analisar o efeito causado pelo pré-tratamento acido (perda de
celulose, hemicelulose e lignina), é conveniente corrigir as composigdes obtidas ao
final desta etapa com o rendimento massico (R) obtido na correspondente, que neste
caso foi de 66,2%.

A figura 5.39 apresenta os valores percentuais do teor de celulose,
hemicelulose e lignina no bagaco de sorgo in natura e na celulignina acida, bem
como, a remocao massica de cada componente macromolecular resultante do pré-
tratamento acido.

Observa-se que 91,6% da hemicelulose contida no bagago de sorgo in natura
foram extraidas, comprovando a eficacia do pré-tratamento acido. Devido a
hemicelulose apresentar carater relativamente amorfo, grande polidispersidade e
grau de polimerizacdo bastante inferior ao da celulose nativa (geralmente nao

ultrapassando o valor médio de 200 unidades de acgucar anidro), faz com que esta
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fracdo se torne muito mais susceptivel a hidrolise no pré-tratamento acido do que a

fracao celuldsica (FENGEL e WEGENER, 1989; PITARELO, 2007).

100 -
I Bagaco in natura
I Celulignina Acida

Il Remocgao Massica

%

Celulose Hemicelulose Lignina

Figura 5.39. Composicao quimica do bagago in natura e da celulignina acida e a
remogao massica da celulose, hemicelulose e lignina apds o pré-tratamento acido

Além disso, o pré-tratamento com acido diluido tem a vantagem de nao
apenas solubilizar a hemicelulose, mas também de converté-la em acglcares
fermentaveis de baixa massa molecular (mondmeros de xilose), o que elimina ou
reduz a necessidade de se utilizar hemicelulases nos complexos enzimaticos durante
a etapa de hidrolise enzimatica (SAHA e BOTHAST, 1999; SAHA et al. 2005).

No que concerne a celulose, houve uma solubilizagdo de 25,1% desta fracao,
mostrando que além da extensa hidrélise da fracdo hemicelulésica, o pré-tratamento
com acido diluido também hidrolisa uma parte da celulose, sendo provavelmente

grande parte de celulose amorfa ou de baixa cristalinidade, fazendo com que a fracao
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celuldsica remanescente, ou seja, a fracao cristalina seja menos susceptivel a agcdo das
celulases (MAEDA et al., 2011). Apesar deste pré-tratamento nao ser seletivo para a
hemicelulose, esta remocao nao indica necessariamente uma diminuicdo do
rendimento global do processo de conversdao de biomassa a etanol, ja que a maior
parte da celulose, hidrolisada a glicose, pode ser transformada em etanol pela
linhagem de Scheffersomyces stipitis empregada no processo de fermentacdo do
hidrolisado hemicelulésico.

Observa-se também que apds o pré-tratamento acido houve a remogdo de
7,1% da lignina presente no bagaco in natura.

A eficiéncia de recuperagdo desta etapa foi de 64,3%, considerando o volume
recuperado apos o pré-tratamento acido, o qual pode ser aumentado com um
eficiente processo de separacao da fracéo liquida e sélida apds o pré-tratamento
acido. Ja se considerarmos a eficiéncia de pré-tratamento, a qual se considera a
concentracdo de xilose no hidrolisado hemiceluldsico e a concentragdo obtenivel,
calculada a partir do teor de hemicelulose no bagago in natura, este valor aumenta

para 97,8%.

5.3.3. Avaliacao da Fermentabilidade do Hidrolisado Hemiceluldsico de Bagaco
de Sorgo Empregando a Linhagem Scheffersomyces stipitis CBS5774
Para avaliar o potencial do sorgo sacarino como matéria-prima para a
producdo de etanol, um ensaio fermentativo da fragdo hemicelulésica do bagaco de
sorgo sacarino, obtido ap6s o pré-tratamento acido na condigdo otimizada, foi
realizado, empregando a linhagem Scheffersomyces stipitis CBS5774 como agente
fermentativo. A tabela 5.16 apresenta a composicao inicial do hidrolisado

hemicelul6sico empregado neste ensaio.
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Tabela 5.16. Composicdo inicial do hidrolisado hemicelulésico utilizado para a
producao de etanol

Componente Concentracao (g.L?)
Xilose 47,71
Glicose 15,30
Arabinose 8,96
Acido Acético 8,18
Furfural 0,19
HMF 0,11

O perfil cinético da producdo de etanol e consumo de substrato em biorreator
instrumentado esta apresentado na figura 5.40. A temperatura, pH e velocidade de
agitacao do processo foram mantidos a 30 °C, pH 6,0 e 250 rpm, respectivamente. A
taxa especifica de aeragdo utilizada foi de 0,02 vwm, como definido por Betancur
(2010), e a concentracao inicial de células foi de 13,5 g.L‘l.

A concentracdo méaxima de etanol foi de aproximadamente 30,0 gLt em 23 h
de processo. Estes valores correspondem a uma produtividade volumétrica de 1,30
gL h™' e um fator de rendimento de substrato em produto de 0,476 g.g*, o que
representa uma eficiéncia de fermentagdo de 93,2%.

Antunes (1997) relatou que o sistema de transporte para glicose é constitutivo
e indutivo para xilose, podendo acarretar repressdao do consumo de xilose na
presenca de glicose, como observado também por Betancur (2010). No entanto,
apesar da glicose ter sido totalmente consumida nas primeiras 3 h de processo, ndao
houve repressao no consumo de xilose, visto que, o consumo desta pentose ocorreu

concomitantemente com o de glicose.
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Figura 5.40. Perfil cinético do consumo de substrato e producdao de etanol em
biorreator, a partir do hidrolisado hemicelulésico empregando a linhagem CBS5774
de Scheffersomyces stipitis

Apesar de a xilose e a glicose terem sido totalmente consumidas, a arabinose
se manteve constante durante todo o processo, ja que esta linhagem nao é capaz de
produzir etanol a partir desta pentose, como reportado por Betancur (2005).

Constatou-se o acumulo de xilitol, intermediario do metabolismo da xilose
para esta linhagem, que atingiu 4,87 g.L™* em 23 h de processo.

Com relagdo a concentracao celular, esta permaneceu constante durante a
fermentacdo, em consequéncia da baixa disponibilidade de oxigénio, direcionando o
metabolismo deste microrganismo para a producao de etanol (JEFFRIES et al., 2007).
Silva (2007), trabalhando com hidrolisado hemiceluldsico de palha de arroz, com
concentracdo de 60 g.L™}, suplementado com 3 g.L™* de extrato de levedura, atingiu
producdo média de 15,5 g.L" de etanol, apés 120 h de cultivo.

246



Capitulo 5. Resultados e Discussio

Betancur (2010) realizou ensaios fermentativos com a mesma linhagem de
Scheffersomyces stipitis empregada neste trabalho, porém, bagaco de cana-de-agucar
foi usado como matéria-prima para a obtencdo do hidrolisado hemiceluldsico. A
concentracao de acido sulfurico utilizada no pré-tratamento acido foi de 1% (v/v),
atingindo 50,1 g.L' de xilose. A concentracdo inicial de células na etapa de
fermentacdo foi de 10 g.L™ e a maxima concentracdo de etanol, obtida apds 40 h de
fermentacao, foi de 19 g.L™, o que corresponde a uma produtividade volumétrica de
0,48 g.L'1.h™, valor este quase trés vezes menor ao obtido neste trabalho.

Portanto, o resultado obtido neste trabalho quando comparado aos resultados
reportados na literatura é bastante atrativo. Além disso, o custo de processamento do
bagaco sera muito menor aproveitando as pentoses.

Apesar das barreiras tecnoldgicas serem grandes e de haver alternativas para a
conversao de pentoses em etanol, esta continua sendo a opgao preferencial, ja que o

mercado de etanol combustivel ndo tem expectativas de saturacao.

5.3.4. Pré-Tratamento Alcalino

O processo de producdo de etanol a partir do bagagco demanda a
transformacao da celulose em mondmeros de glicose e sua subsequente conversao,
por microrganismos, em etanol. Entretanto, a celulose nativa encontra-se muito
protegida pela matriz lignina-carboidrato, de modo que a celulose torna-se muito
recalcitrante a acdo hidrolitica, resultando em processos lentos de conversao.
Portanto, torna-se necessario realizar um pré-tratamento do bagago, de modo a
aumentar a exposicao das fibras de celulose, tornando-as mais acessiveis aos agentes
hidroliticos enzimaticos ou acidos.

O pré-tratamento acido resultou na remocao da fracdo hemiceluldsica, no
entanto, a lignina ainda presente na celulignina acida impd&e restricdes estruturais

sobre a celulase, ja que possibilita ligacdes improdutivas que retardam o ataque
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enzimatico. Portanto, como a estrutura da lignina é modificada pela presenca de
substancias alcalinas, um pré-tratamento com hidroxido de sédio foi realizado, com o
objetivo de remover a lignina presente na celulignina acida, sem causar danos a
cadeia celulosica para posterior utilizagao.

Antes desse pré-tratamento, a fracao solida resultante do pré-tratamento
acido, também conhecida por celulignina acida (CA), foi lavada trés vezes com agua
destilada para a remogdo do excesso de acido e na ultima lavagem, procedeu-se o
ajuste do pH para 6,0 com hidréxido de sédio. Posteriormente, foi filtrada e
submetida a secagem a 65 °C. O rendimento massico ap0s esta etapa foi de 66,2%,
como reportado anteriormente.

A influéncia da concentracao da solucdo de hidroxido de sédio foi analisada
qguanto a remocao de lignina, visando aumentar o teor de celulose na amostra.

As condicOes reacionais empregadas nesta etapa foram: relagéo solido/liquido
de 1/21 g/mlL, temperatura de 120 °C e tempo de 30 min. Foram avaliadas
concentracdes de NaOH entre 0,0125e 1 M.

A tabela 5.17 apresenta a composicdao média das amostras tratadas com as
diferentes concentragdes de solugao de hidroxido de sédio e o Teste de Tukey para o
teor de lignina a 95% de confianca.

A tabela 5.18 apresenta a analise de variancia (ANOVA) para o teor de lignina
nas amostras apds o pré-tratamento alcalino. Observa-se que apds a deslignificacao
do material pré-tratado, a hemicelulose remanescente do pré-tratamento acido foi
totalmente removida, assim como o teor de cinzas, que é praticamente nulo em
todas as amostras. Em relacdo a celulose, houve um aumento no teor desta com o
aumento da concentracao da solucdo de hidréxido de sodio, decorrente da remocao

da lignina.
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Tabela 5.17. Composicdo da celulignina parcialmente deslignificada (CPD) e teste de Tukey

Componente (%)

NaOH (M) Celulose Hemicelulose Lignina* Cinzas
1 76,52 + 6,92 0 479 £ 047d 0+ 0,05
0,5 75,86 + 3,34 0 4,55 +0,33d 0,33 + 0,05
0,25 7891 + 0,13 0 514 +0,37d 0,0 £ 0,05
0,125 68,29 + 0,22 0 10,69 + 0,08 c 0000
0,062 65,51 + 1,39 0 1769+ 00b 0,0 £ 0,05
0,0125 56,39 + 4,90 0 23,18 £+ 0,06 a 02 +0,14

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade (DMS Tukey 0,832)

Com a finalidade de determinar quais as condi¢cdes diferem entre si
estatisticamente, foi realizado o Teste de Tukey, que permite estabelecer a diferenca
minima significante, ou seja, a menor diferenca de médias de amostras que deve ser
tomada como estatisticamente significante, em determinado nivel. A partir dos
resultados obtidos pela aplicacdo do Teste de Tukey utilizando o teor de lignina nas
diferentes condicdes, verificou-se uma reducdo estatisticamente significante no teor
deste componente com o aumento da concentracao da solugdo de hidroxido de
sodio. No entanto, para valores de concentragdo de hidroxido de sédio acima de 0,25

M nao houve aumento significativo na remocgao da lignina.

Tabela 5.18. Analise de variancia (ANOVA) para o teor de celulose apos o preé-
tratamento alcalino

GL SQ QM F calculado F tabelado (5%)
Tratamentos 5 615,68 123,14 3231,93 5,0505
Residuo 5 0,1905 0,0381
Total 10 615,87

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados ; QM: quadrado médio
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A analise estatistica (ANOVA) mostrou que houve diferenca estatisticamente
significante entre as médias do teor de lignina nas diferentes amostras, visto que o
valor do F calculado foi maior que do F tabelado a 95% de confianca.

Para se analisar o efeito especifico causado pelas diferentes concentra¢des de
hidroxido de sodio na remocgao da lignina, a partir da massa final nas diferentes
condi¢des avaliadas nesta etapa, o percentual de remocgdo massico deste
componente foi calculado e esta representado na figura 5.41. Corroborando com o
perfil apresentado na tabela 5.17, ndo houve aumento significativo na remocao de
lignina para concentragdes de hidroxido de sédio acima de 0,25 M, que para esta
condicao foi de 89,5%. Por esta razdo, uma solucdo de hidréxido de sodio 0,25 M foi
empregada para o processo de deslignificagdo. Nesta condicdo, o teor de celulose e
lignina apds este pré-tratamento foi de 789% e 5,14%, respectivamente, o
rendimento massico desta etapa foi de 56,7%. e o teor de celulose removido apds
este pré-tratamento foi de apenas 2,4%.

120 -

80 f
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40
20

0 -

0, 0125 0, 062 0, 125 0,2

g

Remocdo da Lignina (%)

NaOH (M)

Figura 5.41. Remoc¢do massica da lignina apd6s o pré-tratamento alcalino
empregando diferentes concentracdes de hidréxido de sédio
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A figura 5.42 mostra o aspecto da Celulignina Parcialmente Deslignificada
(CPD) ap0s o pré-tratamento alcalino com diferentes concentra¢des de hidroxido de
sédio. A medida que a concentracdo de hidréxido de sddio aumenta, observa-se um
clareamento na cor do material, que esta associado a remocao da lignina na etapa de
deslignificacdo (MUSSATO et al., 2006), que neste caso alcangou aproximadamente

90%.

Figura 5.42. Aspecto da Celulignina Parcialmente Deslignificada (CPD) com
diferentes concentracdes de hidréxido de sédio

Juntos, os pré-tratamentos acido e alcalino contribuiram para se obter um
material com alto teor de celulose (78,9%) e baixos teores de lignina (51%) e
hemicelulose (0%), contribuindo significativamente para a etapa de sacarificagcdo
enzimatica da celulose, ja que tanto a hemicelulose quanto a lignina formam uma
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camada protetora ao redor da celulose, reduzindo a eficiéncia do ataque enzimatico
(OHGREN et al.,, 2007).

O rendimento massico global para celulose, apds os pré-tratamentos acido e
alcalino, foi de 73,2%. Se considerarmos que toda a glicose presente no hidrolisado
hemicelulosico € proveniente da fragdo celuldsica, temos que 50% da celulose
removida nos dois pré-tratamentos foi liberada na forma de glicose durante o pré-
tratamento acido. Portanto, a perda total deste componente ao final do pré-
tratamento foi de 13,5%. Esta perda se deve a falhas nos processos de preparacao e
recuperagao da fracao solida apds os pré-tratamentos, e também indica que os
processos de pré-tratamento e deslignificacdo ainda foram muito drasticos,
acarretando numa perda substancial de celulose por degradacdo, o que contribuira
para a diminuicao do rendimento global do processo de conversdao de biomassa a
etanol. Da mesma forma que o pré-tratamento acido diluido ndo é seletivo para a
hemicelulose, sendo que ha degradacdo de celulose, o processo de deslignificacdo
alcalina também ndo é seletivo para a lignina, sendo que os carboidratos, incluindo a
celulose, podem ser degradados neste processo (FENGEL e WEGENER, 1989).

Nestas condicdes a celulose pode sofrer hidrdlise alcalina e com isso ocorrer
as reagoes de peeling, as quais sdo indesejaveis pelas seguintes razdes: a hidrolise
alcalina promove a cisdo da cadeia polimérica, decrescendo drasticamente o
comprimento médio da cadeia; nas reacdes de peeling, as unidades de aclcar com
extremidades redutoras das cadeias de polissacarideos sao removidas e, além da
perda de acUcares, os carboidratos removidos sdo convertidos em diversos acidos
organicos hidroxilados (BERGGREN et al., 2003; KNILL e KENNEDY, 2003).

Para ilustrar a eficiéncia dos pré-tratamentos acido e alcalino do bagaco de
sorgo, correlacionaram-se as razbes das principais fragdes do bagaco
(celulose/hemicelulose, celulose/lignina) nos diferentes estagios. A partir da tabela
5.19 observa-se que a variagao da razao celulose/lignina apds o pré-tratamento acido

foi pequena, indicando que a proporcao entre estas duas fracdes manteve-se quase
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inalterada, contudo, o aumento da razdo celulose/hemicelulose foi bastante
significativa, indicando a degradacdao da hemicelulose. Apds o pré-tratamento
alcalino houve um aumento de quase 10 vezes na razao celulose/lignina, com
remocao de grande parte da lignina, e a extracao total da hemicelulose restante apés
o pré-tratamento acido. Sendo assim, conclui-se que a etapa de pré-tratamento do
bagaco de sorgo sacarino é necessaria para o aproveitamento da fracdo
hemicelul6sica e para o aumento da digestibilidade e da reatividade da fibra

celulésica, o que possibilita uma maior produtividade em bioetanol.

Tabela 5.19. Razdo entre Celulose/Lignina e Celulose/Hemicelulose no bagaco de
sorgo in natura, celulignina acida (CA) e celulignina parcialmente deslignificada (CPD)

Celulose/Lignina Celulose/Hemicelulose
Bagaco in natura 2,0 2,0
CA 1,6 18,1
CPD 15,3

5.3.5. Pré-Hidrélise Enzimatica

No processo de sacarificacdo e fermentacao simultaneas, diferentemente do
processo em separado, a hidrélise e a fermentagdo ocorrem simultaneamente.
Entretanto, antes de inocular a levedura e iniciar a fermentacao, a biomassa deve ser
submetida a uma etapa de pré-hidrélise. A funcdo da pré-hidrélise enzimatica é
fornecer uma fonte de carbono inicial para a levedura, uma vez que a biomassa esta
na forma macromolecular, que ndo é uma fonte de carbono diretamente fermentavel.
Outro aspecto é que a levedura necessita ser inoculada em uma condi¢do com alta
concentracao de glicose a fim de se aumentar o fluxo glicolitico.

A celulignina parcialmente deslignificada (CPD) proveniente do pré-tratamento

alcalino foi empregada como matéria-prima e um planejamento experimental do tipo
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Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi utilizado como ferramenta
para a determinacdo da condi¢do Otima para a realizagdo desta etapa. Foram
realizados trés repeticdes no ponto central, totalizando onze experimentos. As
variaveis independentes foram a relacao sélido/liquido e a carga enzimatica, e a
concentracao final de glicose foi utilizada com variavel de resposta.

Os ensaios de hidrélise enzimatica foram realizados em frascos agitados a 200
rpm, e a temperatura e o pH foram mantidos a 50 °C e 5,0, respectivamente, com
tampao citrato de sdédio 50 mM. A atividade FPasica foi determinada e utilizada como
referéncia para os calculos de carga enzimatica.

Primeiramente, o perfil cinético da hidrélise nas condi¢des empregadas no
planejamento experimental foi construido para determinar o melhor tempo para
inocular a levedura e iniciar a fermentacao. Este perfil estd apresentado na figura
5.43, que permite fixar o tempo de pré-hidrélise em 15 h, pois a taxa de hidrolise
apos esse tempo se reduz na maioria dos ensaios. Portanto, a concentracao de
glicose no tempo de 15 h, foi utilizada como resposta para o planejamento
experimental.

A concentragao de glicose no tempo de 15 h esta apresentado na tabela 5.20.
A concentracdo de glicose variou de 12,88 a 86,0 g.L™', que correspondem aos
ensaios com a menor e maior carga de sélidos, respectivamente. A partir destes

resultados nota-se a dependéncia da resposta com a relagado solido/liquido.
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Figura 5.43. Perfil cinético da hidrdlise enzimatica da celulignina parcialmente
deslignificada com diferentes concentragdes de sélido e cargas enzimaticas

A analise de variancia (ANOVA) para o modelo quadratico, gerada pelo
software Design Expert 7.1.5, esta apresentado na tabela 5.21. O uso deste software
em detrimento ao STATISTICA, foi devido a possibilidade apresentada por este do
uso das variaveis independentes como critério na otimizagao.

O ajuste do modelo foi expresso pelo coeficiente de determinacdo (R?) que foi
igual a 0,989, o que significa que 98,9% das variacbes da concentragcdo de glicose
podem ser explicadas pelo modelo ajustado. O teste F para a regressao foi altamente
significativo, para 95% de confianga, sendo o modelo quadratico adequado para

descrever os resultados através da superficie de resposta.
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Tabela 5.20. Resultados experimentais do DCCR para a otimizagdo da hidrdlise

enzimatica

Ensaio Glicose (g.L™)
1 18,14
2 2247
3 59,02
4 72,00
5 22,71
6 46,63
7 12,88
8 86
9 (0 44,00
10 (O 45,51
11 () 4411

De acordo com a tabela 5.21, o modelo obtido para a concentracao de glicose
apresentou regressao significativa ao nivel de 95% de confianga. A analise estatistica
permitiu verificar o acentuado efeito da relacao solido/liquido e da carga enzimatica
na concentracao de glicose, sendo a magnitude do efeito da relagdao sélido/liquido
aproximadamente dez vezes maior que a carga enzimatica. A interacdo entre a carga
enzimatica e a relacdo sélido/liquido, bem como a interagdo quadratica da relagdo
solido/liquido, nao apresentaram efeito significativo num intervalo de confianca de
95%. A falta de ajuste do modelo (Lack of Fit) ndo foi significativa, portanto, pode-se
afirmar que a quantidade de variacao devido ao modelo é significativamente maior

que a variacao nao explicada, atestando assim a validade do modelo.
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Tabela 5.21. Analise de variancia (ANOVA) para a concentracao de glicose em 15 h
de pré-hidrélise enzimatica

SQ GL MQ F calculado  p-valor
Regressao 5268,07 5 1053,61 73,10 0,0005
A - Carga Enzimatica 326,89 1 326,89 22,68 0,0089
B - Relagdo Solido/Liquido 469564 1 469564 325,77 <0,0001
AB 18,71 1 18,71 1,30 0,3182
A? 10784 1 107,84 7,48 0,0522
B? 29,22 1 29,22 2,03 0,2276
Residuos 57,66 4 14,41
Lack of Fit 56,68 3 18,89 19,28 0,1655
Erro Puro 0,98 1 0,98
Total 5325,72 9

A figura 5.44 apresenta a superficie de resposta para o processo de otimizacao
da hidrélise enzimatica de bagago de sorgo sacarino, pode-se confirmar a grande
influéncia da relacdo solido/liquido na concentracdo de glicose. Conforme a
tendéncia apresentada nesta figura, para se atingir o ponto de maximo seria
necessario o aumento na relacdo solido/liquido. Ja em relacdo a carga enzimatica,
pode-se notar que um aumento desta ndo acarretaria um aumento na concentragdo
de glicose.

Sabe-se que sistemas impactados em solidos resultam em baixos valores de
eficiéncia de hidrolise. Somado a isto, tem-se a inibicdo das celulases por seus
produtos. Os resultados experimentais indicaram que uma alta relagdo sélido/liquido
favoreceu a obtencao de hidrolisados com alto teor de glicose em detrimento da
eficiéncia de hidrélise. Nos ensaios 7 e 8, por exemplo, empregou-se a mesma carga
enzimatica e relacdo solido/liquido de 1/33,3 e 1/3,3 g.mL™, respectivamente. A

eficiéncia de hidrolise correspondente aos dois ensaio foi de 59% e 33%,
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respectivamente. Esta tendéncia foi confirmada ao compararmos todos os

experimentos.
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Figura 5.44. Superficie de resposta para a otimizagdo da hidrolise enzimatica

Nesse sentido, sendo ambos parametros relevantes no processo e necessarios

para a viabilidade do mesmo, optou-se pela escolha de uma condi¢do dentro da faixa

estudada. Em virtude da inibicdo das celulases por seus produtos e por tratar-se

apenas de uma pré-hidrolise, a eficiéncia de hidrélise nao foi utilizada como resposta.

Por esta razdo, a maior concentracdo de glicose com a menor carga enzimatica foram

usadas como critério no processo de otimizagado. A figura 5.45 apresenta a superficie

de resposta para a funcao desirability.
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Figura 5.45. Desirability para o modelo quadratico da pré-hidrélise enzimatica

Para atingir o valor maximo da funcdo desirability (1,0), seria necessario
satisfazer as duas condi¢des. No entanto, a maior concentracao de glicose ndo foi
obtida com a menor carga enzimatica. Neste caso, o valor da funcao desirability para
atingir o 6timo foi de 0,834, ou seja, a otimizagdo do processo de hidrolise enzimatica
atendeu em 83,4% do maximo obtenivel. Como pode ser observado na tabela 5.21, o
conjunto de condi¢des que maximiza a desejabilidade global (0,834) sdo: relacao
sélido/liquido igual a 1/3,33 g/mL e carga enzimatica de 32,8 FPU/g sélido. Nessas
condicdes, a concentracdo de glicose deve ser igual a 80,17 g.L ™.

O valor experimental apresentado na tabela 5.22 é referente ao resultado
obtido no ensaio quando empregadas as condicSes otimizadas pelo software. Este
ensaio foi realizado com a finalidade de validar o valor predito pelo modelo, e de
acordo com o resultado, a concentracdo de glicose apresenta-se dentro da faixa de

predicao.
259



Capitulo 5. Resultados e Discussio

Tabela 5.22. Valores codificados, reais e experimentais para as variaveis do pré-
tratamento acido apds a otimizacao

Valores Valores Valores
codificados Preditos Experimentais
Relagao Sélido/Liquido (g/mL) 1,41 1/3,33
Carga Enzimatica (FPU/qg) -0,34 32,8
Glicose (g/L) 80,17 + 8,7 86,23 + 2,3

Com a finalidade de comparar o efeito do pré-tratamento acido e alcalino na
hidrélise enzimatica do bagaco de sorgo, foi realizado um ensaio nas condi¢des
otimizadas, empregando bagaco de sorgo in natura e celulignina acida. Estes
experimentos foram realizados juntamente com o ensaio para a validacao da
otimizagdo da pré-hidrdlise enzimatica. Com a impossibilidade de se quantificar a
concentracao de glicose nos ensaios com o bagago de sorgo in natura e com a
celulignina acida, devido a auséncia de agua livre, o resultados destes ensaios estao
apresentados na forma de figuras (Figura 5.46).

Nota-se uma diferenga na coloracao do material in natura com o material preé-
tratado com 4acido. Curreli et al. (2002) relataram um escurecimento da palha de
trigo pré-tratada com acido sulfdrico, o que provavelmente pode estar associado a
catalise acida das ligacdes do complexo lignina-carboidrato, bem como pela

formacao de produtos da degradacao de carboidratos.
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Figura 5.46. Hidrolise enzimatica do bagacgo de sorgo in natura (A), celulignina acida
(B) e celulignina parcialmente deslignificada (C)

A partir desta figura, fica evidente a imprescindibilidade tanto do pre-
tratamento acido quanto do alcalino, visto que, no ensaio com o bagaco de sorgo in
natura, em que a fibra de celulose esta protegida pela hemicelulose e lignina, e no
ensaio com a celulignina acida, em que a celulose estava praticamente envolvida
somente pela lignina, ndo houve quebra da cadeia de celulose, uma vez que, o
material nos dois experimentos ndao apresentou alteracbes no aspecto ao final do

experimento.

5.3.6. Producao de Etanol a Partir da Celulignina Parcialmente Deslignificada de
Sorgo Sacarino Empregando o Processo de Sacarificacdo e Fermentacao
Simultaneas (SSF)

A fim de se analisar a producdo de etanol pelo processo de sacarificagdo e
fermentacdo simultaneas (SSF), foi realizado um ensaio empregando celulignina
parcialmente deslignificada nas condi¢des definidas anteriormente e a linhagem

industrial de Saccharomyces cerevisiae JP1 como agente fermentativo (Figura 5.45).
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Este ensaio foi realizado em biorreator, com uma relacao sélido/liquido de
1/3,33 g/mL e uma carga enzimatica de 32,8 FPU/g sélido. O meio reacional foi
suplementado com uréia, KH,PO4, extrato de levedura e solucdo de sais minerais e
acido citrico na mesma concentragao empregada no meio utilizado para o
crescimento celular.

Devido a imcompatibilidade da temperatura 6tima para sacarificacdo e
fermentacao, a CPD foi submetida a uma pré-hidrélise enzimatica por 15 h a 50 °C.

Sabe-se que a agitacao € um problema significativo em processos impactados
em soélidos, devido a alta viscosidade, o que resulta em limitacSes difusionais a
transferéncia de massa e calor (PIMENOVA e HANLEY, 2003). Para reduzir este
problema, a pré-hidrélise enzimatica foi operada em batelada alimentada,
proporcionando uma hidrolise gradual das fibras de celulose (BALLESTEROS et al.,
2002; RUDOLF et al.,, 2005). A carga inicial de sélidos foi de 42% (volume de 560 mL
de meio reacional) e a enzima foi alimentada no inicio da etapa de pré-hidrolise. A
medida em que o meio se tornava liquefeito, foram realizadas alimentagdes de 25 g
(massa seca) de CPD. A primeira alimentacao ocorreu ap6s 3 h do inicio do processo.
Durante a pré-hidrolise foram feitas cinco alimentacdes, totalizando 1/3,49 g/mL. O
restante do sélido foi alimentado em 33 h de processo (18 h apds a adicdo da
levedura), completando a relacao sdlido/liquido definida na etapa de otimizacdo
(1/3,33 g/mL).

Decorridos as 15 h de pre-hidrélise, a termperatura foi ajustada para 37 °C e
uma concentracdo de 8 g.L* da linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae foi
adicionada ao processo.

Na figura 5.47 estdo apresentados os perfis de producédo de etanol e consumo
de glicose e celobiose durante o processo SSF em batelada alimentada. A faixa
vertical indica a fase de pré-hidrolise enzimatica (15 h) e apds esta teve inicio a fase
de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas. As setas indicam o ponto de perturbacao

do sistema com alimentacao de CPD (massa seca).
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Ao final da pré-hidrélise, a concentracdo de glicose foi de 101,9 g.L™, o que
corresponde a uma eficiéncia de hidrolise de aproximadamente 41%, enquanto no
ensaio em frascos agitados, a eficiéncia de hidrélise foi de 33,1%. Este aumento,
deve-se a reducao na limitagdo difusional a transferéncia de massa no experimento
em que a pré-hidrolise enzimatica foi conduzida no modo batelada alimentada,

possibilitando uma maior converséao.
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Figura 5.47. Processo de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF) da
celulignina parcialmente deslignificada de bagaco de sorgo. PHE: Pré-Hidrolise
Enzimatica; SSF: Sacarificacao e Fermentacdo Simultaneas; — alimentacao de 25
g de solidos; —» alimentacao de 10 FPU.g™ celulases

Esta concentragdo de glicose foi superior a encontrada por Silva (2010), Maeda
(2011) e Vasquez (2007) ao final da pré-hidrolise enzimatica, que correspondem a: 74

gL, 64 gL e 584 gL, respectivamente (Tabela 5.23).
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Em relacdo a etapa de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF), uma
producdo de 84,4 g.L de etanol em 36 h de processo (21 h de SSF) foi atingida. Esta
concentracdo corresponde & uma produtividade volumétrica de 4,02 g.L™.h™* e uma
eficiéncia de conversao de celulose em etanol de 63,4%.

Com relagcdo ao perfil de celobiose durante o SSF, a concentragdo deste
dissacarideo permaneceu constante e na ordem de 2 g.L™.

Ao longo do processo fermentativo, pode ser observada a reducdo da
produtividade volumétrica em etanol (Qp). Se observarmos a produtividade nas
primeiras 12 h de fermentagao, fase em que a glicose esta prontamente disponivel, o
valor deste pardmetro variou de 6 a 8 g.L">h™, ou seja, os mesmos verificados em
fermentagdes industriais de etanol a partir do caldo de cana no Brasil, que variam
entre 5 e 8 g.L .h™. A partir de 12 h de fermentacdo, a taxa de formacéo de etanol
diminuiu consideravelmente, sendo limitada pela taxa de hidrolise enzimatica, ja que

a concentragdo de glicose foi mantida em niveis baixos.

Tabela 5.23. Comparacao dos resultados obtidos neste trabalho com a literatura
referentes ao processo de pré-hidrélise enzimatica

Tempo Pré- Teor Carga Enzimatica Glicose  Referéncia

Hidrélise (h) Sélidos (%) (FPU/g sdlidos) (g.L'") Bibliografica

Bagaco de
15 33,3 32,8 101,9 Este trabalho
Sorgo Sacarino
Bagaco de
12 33 12,5 64 Maeda (2011)
Cana-de-Acgucar
Residuo Ind.
16 20 17,5 74 Silva (2010)
Celulose
Bagago de Vasquez
12 20 25,9 58,4
Cana-de-Acucar (2007)
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Este comportamento reflete a redugdo progressiva da taxa de formagao de
produto, pois a hidrélise enzimatica é a etapa limitante do processo SSF,
particularmente quando o meio a ser fermentado é inoculado com altas
concentracdes celulares, levando a levedura a consumir a glicose em elevadas taxas.

De acordo com Rudolf et al. (2005), Sassner et al. (2006) e Sassner et al. (2007)
a taxa de hidrélise enzimatica em muitos casos reportados sobre processos SSF, é a
taxa que governa um processo SSF, entdo, a concentracdo de células pode ser
reduzida. Olofsson et al. (2008) reportaram que nao ha uma correlagdo positiva entre
o tamanho do in6culo e a producao de etanol, em processos com concentragdes
celulares acima de 1 a 2 g/L para condigOes tipicas de SSF (10 % de sélidos e 30
FPU/g). Sendo assim, o tamanho do in6culo poderia ser reduzido neste processo.

Portanto, um esforco no sentido de equilibrar as taxas de hidrolise e
fermentacdo durante o processo SSF deve ser feito.

A partir de 54 h de processo (29 h de SSF), ndo houve aumento significativo na
concentracao de etanol, sendo que, a maior concentracdo de etanol foi atingida em
70 h processo (55 h de SSF), no valor de 94 g.L? que corresponde & uma
produtividade volumétrica de 1,71 g.L'>h™ e uma conversdo de celulose a etanol de
70,6%. Estes resultados apresentam um acréscimo de apenas 11% na concentracao
de etanol, quando comparado com o resultado obtido em 21 h de SSF.

Como as velocidades das reacdes enzimaticas sao influenciadas pela
concentracdao de substrato, € natural que a velocidade da hidrolise diminua
consideravelmente na medida em que a CPD é consumida. Em decorréncia do
consumo de substrato, tem-se o aumento do teor de lignina no meio reacional,
provocando ligagdes improdutivas entre este composto polifendlico e as enzimas do
complexo celulasico (MAEDA, 2010). Para investigar este fato, foi realizada uma
perturbacdo no sistema, com a adicdo de uma carga enzimatica de 10 FPU.g™* sélidos
(calculado em relagdo a carga total de CPD alimentada no processo) em 77 h de

processo (62 h de SSF). O aumento na concentragao de glicose, demonstra que a taxa
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de hidrodlise anterior a alimentacao de enzima, provavelmente estava baixa devido as
ligacbes improdutivas lignina-enzima.

Também foi possivel observar, que mesmo com o aumento da disponibilidade
de glicose no meio reacional, resultante da hidrélise da celulose, a concentragao de
etanol permaneceu estacionaria até o final do ensaio. Este fato, deve-se
provavelmente a falta de nutrientes essenciais a levedura, ja que nos ensaios
discutidos anteriormente com esta mesma linhagem, foi possivel constatar uma
maior tolerancia desta levedura em relacdo a concentracao de etanol.

Com base nestes resultados, uma melhoria no processo pode ser alcangada,
com a alimentacdo de uma carga extra de enzima quando observada uma redugao na
taxa de fermentacdo (consequéncia da reducdo da taxa de hidrdlise). Outra
alternativa seria a incorporacdo ao meio reacional de compostos adsorventes a
lignina, os quais se ligariam a esta, reduzindo os locais nos quais as enzimas se
ligariam a lignina, como por exemplo, substancias bioativas (biosurfactantes).

Cabe ressaltar, que no ambito da producdo de etanol a partir de materiais
lignoceluldsicos, as celulases sdao insumos que impactam significativamente o
processo, podendo representar até 18% do custo operacional de uma planta
(ELIASSON et al., 2000; KILIAN e UDEN, 1988). Dessa forma, torna-se necessario o
estudo de operacdes unitarias que permitam o aproveitamento e reciclo desses
biocatalisadores ao reator de hidrdlise, tais como processos de separacao por
membranas. Mores et al. (2001) estudaram o uso de mddulos de microfiltracdao e
ultrafiltragdo, respectivamente, para a separacao da biomassa residual da hidrélise e a
recuperacao de celulases de Trichoderma reesei. Os autores apresentaram um estudo
preliminar de impactos econdmicos no uso de membranas para o reciclo de
celulases, em processo para producao de etanol, e verificaram que com um fluxo de
50 LmZh? a reducdo no custo de producdo do produto final foi de 0,048

USD.L™. Entende-se, portanto, que o reciclo de celulases é uma estratégia que deve
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ser investigada mais profundamente, por ser uma provavel alternativa para a
viabilidade econémica de processos de segunda geracao para produgao de etanol.

Calculos de avaliacdo técnico-economica indicam que uma reducado de 50% na
carga enzimatica é benéfica se o rendimento diminuir menos que 6 — 7% e o tempo
de residéncia nao sofrer aumento maior que 30% (SASSNER et al., 2007).

Levando tudo isso em consideracdao, podemos concluir que melhorias
precisam ser feitas, na direcdo da diminuicdo da carga enzimatica, como também no
aumento da conversao de celulose a etanol. No entanto, os resultados obtidos neste
estudo, utilizando processo SSF alimentado, sdao bastante promissores e indicam o
grande potencial do bagag¢o de sorgo sacarino. Além disso, como pode ser
observado na tabela 5.24, uma alta concentracdgo de etanol foi obtida
concomitantemente a uma alta produtividade volumétrica, requisitos estes,
imprescindiveis para a viabilidade econdmica em processos que envolvam produtos

de baixo valor agregado.

Tabela 5.24. Comparagdao dos resultados obtidos neste trabalho com a literatura,
referentes ao processo SSF

Tempo SSF Etanol Qr Referéncia
(h) (g.L'h (g.L't.h?) Bibliografica
Bagaco Sorgo Sacarino 21 84,4 4,02 Este trabalho
Bagaco Cana-de-Acucar 106 97,5 0,92 Maeda (2011)
Residuo Ind. Celulose 48 74,6 1,55 Silva (2010)
Bagaco Cana-de-Acucar 30 52,8 1,76 Véasquez (2007)
Bagaco Cana-de-Acucar 24 7,2 0,3 Santos et al. (2010)
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5.3.7. Microscopia Eletronica de Varredura do Bagaco de Sorgo (MEV)

Com o proposito de se avaliarem as modificagdes superficiais nas fibras dos
materiais lignoceluldsicos, apds as etapas de pré-tratamento acido e alcalino, foram
feitas analises de microscopia eletronica de varredura.

Fazendo uma analise comparativa das fotomicrografias do bagaco in natura,
da celulignina acida e da celulignina parcialmente deslignificada (Figura 5.48),
observa-se uma mudanca significativa da estrutura morfolégica do bagacgo de sorgo
sacarino quando submetido aos pré-tratamentos acido e alcalino, com uma visivel
desorganizagao das fibras.

Através da analise microscopica foi possivel observar que enquanto as fibras
do bagaco de sorgo in natura encontram-se inteiras (Figura 5.46A), as do bagaco
pré-tratado estao rompidas (Figura 5.46B e 5.46C), proporcionando uma melhor
disponibilidade das fibras celulésicas para os processos subsequentes, tais como para
a conversdo enzimatica da celulose em glicose, no processo de obtencao de etanol
celulosico.

As fotomicrografias corroboram com as analises quimicas, as quais evidenciam
uma grande solubilizagdo dos componentes, tornando as fibras mais expostas a cada
etapa de processamento da biomassa e com isso aumentando sua area superficial

(OHGREN et al., 2007).
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Figura 5.48. Fotomicrografias do bagaco de sorgo in natura (A); celulignina acida
(B) e celulignina parcialmente deslignificada (C)

5.3.8. Consideracoes Gerais sobre o Bagaco de Sorgo Sacarino

O etanol celulésico é uma promissora fonte de combustivel sustentavel e
eficiente capaz de atender a demanda universal por combustiveis liquidos, tanto para
propelir veiculos quanto para alimentar as iminentes células de combustivel. Diversos

métodos para obtencdo de etanol estdao em experimentacao e € imprescindivel que o
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Brasil mantenha sua lideranca natural neste campo para que o valor tecnoldgico
agregado dos biocombustiveis possa ser revertido em nosso favor enquanto o
produto avanga para se tornar uma comoditie.

Outro desafio igualmente importante é a preservagdo da biodiversidade. O
aumento de produtividade esperado nos proximos 10 a 15 anos deve ser usado para
diminuir a necessidade de expansao da area plantada para produzir combustivel. Ao
mesmo tempo, deve ser incentivado o aproveitamento dos residuos industriais
gerados.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o bagago de sorgo €
um material bastante promissor para a producao de etanol de segunda geragao, o
qual podera contribuir para o aumento da produtividade em etanol para atender a
crescente demanda mundial, e como consequéncia produzir energia de forma limpa
e eficiente.

Estes resultados sdo de grande valor pratico, uma vez que o custo de
producao de etanol é essencialmente proveniente das matérias-primas e dos custos
energéticos, portanto, o aproveitamento do bagaco, subproduto da producdo de
etanol de primeira geragao, contribuira para a diminui¢ao no custo total do processo.
Além disso, o custo da producdo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos esta
se tornando cada vez mais viavel com o avanco das pesquisas nesta direcao,
podendo-se assim aumentar a producao deste combustivel sem um aumento na area
de plantio, e assim tornar o etanol brasileiro ainda mais competitivo. Somando-se a
isto, a producdo de etanol a partir do bagago pode compartilhar as operagdes
unitarias do processo de producdo convencional do caldo, tais como, fermentacéo e
destilagdo, podendo ser acoplado a producao de etanol de primeira geragao.

Portanto, a tecnologia de produgdo de biocombustiveis de segunda geracao,
embora esteja em fase de desenvolvimento, estara disponivel no curto prazo, o que
fard necessario a existéncia de uma infraestrutura para atender a nova demanda

energeética.
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5.4. Balanco Material: Potencial do Sorgo Sacarino para a Producao de Bioetanol

A partir dos resultados obtidos neste trabalho em todas as etapas, foi feito um
balanco material para a avaliagdo do potencial do sorgo sacarino para a produgao de
etanol e para a determinacdo do rendimento em etanol a partir das fracdes sacarinea,
amilacea e lignocelulésica do sorgo sacarino.

Para o calculo do potencial tedérico do sorgo sacarino para a produgao de
etanol, foi considerada uma eficiéncia de 100% em todas as etapas (sem perdas).
Portanto, foi desconsiderada, a conversao de parte dos agucares para o crescimento e
manutencao celular.

Os seguintes dados foram utilizados para a o calculo do balango de massa e
para a avaliacao do potencial das fracbes do sorgo sacarino para a produgdo de

etanol:

Gréos de Sorgo Sacarino

Massa inicial de graos de sorgo: 1 ton;
Teor de amido (massa Umida): 68%;
Eficiéncia de hidrolise: 98,3%
Eficiéncia de fermentacao: 99,8%;

Densidade do etanol: 0,789 g.(cma)'l;

VvV V V V V V

1,1: fator de conversao relacionado a adicdo de uma molécula de agua (18
g.mol™) para liberacdo de uma molécula de glicose (180 g.mol™), para cada
ligacdo covalente rompida durante a hidrolise do amido;

» 0,511: fator de conversdao maximo tedrico de substrato em etanol.

O ensaio fermentativo utilizado para este calculo, foi o ensaio que apresentou a
maior eficiéncia de fermentacdo (Ensaio Fermentativo 2). Portanto, a partir do

balanco de massa para a producdo de etanol a partir dos graos de sorgo, podemos
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concluir que partindo-se de 1 ton de graos (massa umida), foi possivel produzir 475 L
de etanol (Figura 5.49).

Em relacdo ao potencial dos graos de sorgo para a producdo de etanol,
podemos concluir que, a partir de 1 ton de graos, com teor de amido de 68% (massa
Uumida), é possivel produzir 480 L de etanol. Portanto, a partir das condi¢bes
empregadas neste estudo para a producao de etanol a partir dos graos de sorgo, foi

possivel obter uma eficiéncia global de 99%.

1 TON GRAOS DE SORGO
68% amido (base iimida)

HIDROLISE ENZIMATICA

HIDROLISADO ENZIMATICO
E.H.: 98,3%
Glicose: 170 g.L™ (diluido)

FERMENTACAO
E.F.: 99,8%
Etanol: 86,7 g.L™*

!

ETANOL
475 L/ton Graos

Figura 5.49. Balanco material da producao de etanol a partir dos graos de sorgo
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Caldo de Sorgo Sacarino

Massa inicial de caldo de sorgo: 1 ton;

Eficiéncia de fermentacao: 86,4%;

Densidade do etanol: 0,789 g.(cm3)’1;

Concentracdo total de actcares no caldo de sorgo: 162 g.L™;

Concentracéo total de aclicares apds adicdo de enzimas amiloliticas: 189 g.L™;
Densidade volumétrica do caldo de sorgo (16,2° Brix): 1,066 g.(cms)'l;

Densidade volumétrica do caldo de sorgo (18,9° Brix): 1,08 g.(cmg)'1

VvV V V V V V V V

0,511: fator de conversao maximo tedrico de substrato em etanol.

A densidade volumétrica do caldo de sorgo foi obtida através da tabela de
Stammer, que correlaciona ° Brix com a densidade de solugdes de agucares a 17,5 °C.

Os dados utilizados para este calculo foram referentes ao ensaio fermentativo
com a maior eficiéncia de fermentagdo (Ensaio Fermentativo 1). Portanto, a partir do
balanco material para a producdo de etanol a partir do caldo de sorgo sacarino,
podemos concluir que partindo-se de 1 ton de caldo, foi possivel produzir 85 L de
etanol (Figura 5.50).

Em relagdo ao potencial do caldo de sorgo para a producdo de etanol,
podemos concluir que, a partir de 1 ton de caldo, com uma concentracao total de
aclcares de 162 g.L™, é possivel produzir 98 L de etanol. No entanto, se enzimas
amiloliticas forem adicionadas ao caldo de sorgo, a concentragdo de agucares
aumentaria para 189 g.L™*, portanto, o potencial para a producdo de etanol seria de
113 L de etanol.ton™ caldo de sorgo. Desta forma, as condicdes aplicadas neste

trabalho, resultaram em 87,5% do maximo obtenivel.
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1 TON CALDO DE SORGO
162 g.L” agucares

{

FERMENTAGAO
E.F.: 86,4%
Etanol: 71,7 g.L™*

{

ETANOL
85 L/ton Caldo

Figura 5.50. Balanco material para a producao de etanol a partir de caldo de sorgo

sacarino

Bagaco de Sorgo Sacarino

V V V ¥V ¥V ¥V ¥V V¥V V VYV VYV VYV VYV VY

Massa inicial de bagaco: 1 ton;

Relagdo solido/liquido no pré-tratamento acido: 1/4,52 g/mL;
Volume de hidrolisado recuperado apds o pré-tratamento acido: 2.980 L;
Eficiéncia de recuperacdo no pré-tratamento acido: 64,4%;
Eficiéncia de pré-tratamento acido: 97,8%;

Concentracdo de xilose no hidrolisado hemicelulésico: 47,7 g.L%;
Concentracdo de glicose no hidrolisado hemicelulésico: 15,3 g.L'%;
Eficiéncia de fermentacao (hidrolisado hemicelulésico): 93,2%;
Rendimento maéssico do pré-tratamento acido: 66,2%;
Rendimento massico do pré-tratamento alcalino: 56,7%;
Eficiéncia de conversao de celulose a etanol no SSF: 63,4%;
Densidade do etanol: 0,789 g.(cm3)'1;

Teor de celulose no bagaco in natura: 40,42%;

Teor de hemicelulose no bagacgo in natura: 20,05%;
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» 0,511: fator de conversdao maximo tedrico de substrato em etanol;

» 1,1: fator de conversdo relacionado a adicdo de uma molécula de agua (18
g.mol™) para liberacdo de uma molécula de glicose ou xilose (180 g.mol™),
para cada ligacdo covalente rompida durante a hidrélise da celulose ou

hemicelulose.

Portanto, considerando a eficiéncia de recuperacao do pré-tratamento acido
(64,4%), a partir de 1 ton de bagaco, foram produzidos 113 L de etanol a partir do
hidrolisado hemiceluldsico. No entanto, se considerarmos a eficiéncia de pré-
tratamento (97,8%), este valor aumenta para 130 L etanol/ton de bagaco. A partir da
fracdo celuldsica do bagaco de sorgo 134 L etanol/ton de bagaco.

Em relacao ao potencial do bagago de sorgo para a produgao de etanol, temos
que a partir de 1 ton de bagago, € possivel obter 288 L de etanol a partir da fragao
celuldsica e 142 L de etanol a partir da fracdo hemicelulésica. A figura 5.51 apresenta
o balango material para a producao de etanol de segunda geracao a partir do bagaco
de sorgo sacarino.

A tabela 5.25 apresenta o rendimento em etanol obtido a partir deste trabalho,
o potencial do sorgo sacarino para a produgao deste produto e o rendimento das
diferentes fragdes do sorgo sacarino do hibrido utilizado neste trabalho (KLINK,

2010).
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1 TON BAGACO DE SORGO
Celulose: 40,42%
Hemicelulose: 20,05%
Lignina: 19,79%

PRE-TRATAMENTO ACIDO
E.H: 64,4%
R.M: 66,2%

HIDROLISADO
HEMICELULOSICO
Xilose:47,7 g.L-1
Glicose: 15,3 g.L'1

FERMENTACAO
E.F: 93,2%
Etanol: 30 g.L™

{

ETANOL HEMICELULOSICO
113 L/ton

-

CELLULIGNINA ACIDA
662 Kg
Celulose: 45,78%
Hemicelulose: 2,53%

CPD
PRE-TRATAMENTO 375Kg
ALCALINO Celulose: 78,91%
R.M: 56,7% Hemicelulose: 0
Lignina: 5,14%

LICOR ALCALINO

Concentrado em lignina SSF

ECC: 63,4%
Etanol: 84,4 g.L ™"

{

ETANOL CELULOSICO
134 L/ton

247 L/ton

Figura 5.51. Balanco material para a producao de etanol de segunda geragao a partir
de bagaco de sorgo sacarino. CPD: Celulignina Parcialmente Deslignificada; SSF:
Sacarificacdo e Fermentacao Simultaneas
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Observa-se a partir da tabela 5.25 que o rendimento em etanol obtido neste
trabalho foi de 160 L/ton de sorgo sacarino, totalizando 13.600 L de etanol/ha/safra.

Este valor correpsonde a 79,1% do potencial teorico.

Tabela 5.25. Balango material da produgdo de etanol a partir das fracdes sacarinea,
amilacea e lignocelulésica do sorgo sacarino; rendimento de biomassa e etanol

. N Etanol
Biomassa Etanol (L/ton) . Etanol
(L/ton sorgo sacarino)
(ton/ha) . . (L/ha)
Teorico Este Trabalho | Teodrico Este Trabalho
Graos 5 480 475 28,8 28,5 2.375
Caldo 45 98 85 51,9 45 3.825
Fracao
, . 288 134
Celulésica
Bagaco — 30 150,5 86,4 7.410
Fracao
. , . 142 113
Hemicelulbsica
Palha e
5 _ - _ - _
Folhas
Total 85 231,2 160 13.600

a— com o uso de enzimas amiloliticas
* Klink (2010a)

A tabela 5.26 apresenta a produtividade e o rendimento em etanol de
diferentes culturas. Comparando os dados reportados na tabela 5.26 com os
resultados obtidos neste trabalho, observa-se que o rendimento em etanol do sorgo
sacarino e da cana-de-agUcar é préximo, sendo, portanto, uma alternativa bastante
promissora para o cultivo em regides em que a cana nao tem adaptacao. Além disso,
se for feito o aproveitamento das fracSes sacarinea, amilacea e lignoceluldsica do
sorgo (caldo, bagaco e grdos), a concentracdo de etanol por hectare em uma safra é
praticamente o dobro da concentragao obtida com a conversao do caldo de cana.

O sorgo, por se tratar de uma cultura de ciclo vegetativo curto, de 90 a 130

dias, também se apresenta ideal para o complemento na produgéo de etanol durante
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o periodo de entressafra da cana-de-acucar, cujo ciclo é de ano e meio ou anual, nas

grandes usinas de etanol, permitindo ampliar o periodo de uso em trés meses.

Tabela 5.26. Rendimento em biomassa e etanol de diferentes culturas

Biomassa Etanol Etanol

(ton/ha) (L/ton) (L/ha)
Cana de agucar (colmos) 77 80 6200
Cana-de-acucar (bagaco) 25 254 - 272 6.300 - 6.800
Sorgo (gréo) 25-5,0 450 - 480 775-1850
Sorgo (caldo) 35-75 76 - 80 4.070 - 7.620
Sorgo (bagaco) 30 304 - 430 9.120 - 12.900
Milho (grao) 4,4 388 3.460 - 4020
Milho (palha) _ _ 1.050 - 1.400
Mandioca L L 3.310
Beterraba sacarina 50-70 94 - 102 5.010 - 6.680
Trigo 7 376 2.590
Swichgrass 38 280 10.760
Cevada 325 -358

Fonte: Cruz et al. (2007), UDOP (2009b), BNDES (2003), Santos (2007), Emydio (2010), Souza
et al. (2005), Yu et al.(2010); Duailibi, Tabak, Cheryl, Brown (apud Mussato et al., 2010); DSD
(2005); Solvi et al. (2010); Szulczyk et al. (2010); Vasilakoglou et al. (2011)

Também apresenta caracteristicas interessantes para as propriedades médias e
pequenas, as quais possibilitam uma maior rotacdo de culturas e producdo do

préprio combustivel.
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5.5. Consideracoes Finais

Nao ha duvidas que a producao de etanol a partir de cana trata-se de um
complexo produtivo impressionante, porém com a matriz energética centrada apenas
em uma cultura. Portanto, faz-se necessaria a busca por outras fontes de matérias-
primas para producdo de etanol, visando a sustentabilidade e a consolidagdo do
conceito de energia renovavel. O Brasil, além de concentrar grande numero de
pequenos, médios e grandes produtores, apresenta uma diversidade de condigdes
ambientais que permitem, ao explorar o potencial de matérias-primas renovaveis e
com aptidao regional, promover a descentralizagdo da producao de etanol.

Altas concentracbes de acgucares foram obtidas no processo de hidrélise
enzimatica do amido dos graos de sorgo, empregando baixas cargas enzimaticas e
tempos de hidrélise menores do que aqueles reportados na literatura. Além disso, a
producdo de bioetanol de material amilaceo (milho) também é um processo maduro
e dominado na industria de producdao de etanol em outros paises. Sua similaridade
com o processo de producao de etanol de sorgo pode ser implantado nas usinas
brasileiras sem necessidade de grandes adaptagbes nas plantas industriais,
particularmente em periodos de entressafra. O mesmo se aplica ao caldo de sorgo,
visto que a concentracao deste é bastante similar ao caldo de cana-de-agucar.

As concentragbes de etanol atingidas na fermentacdao das fragdes
hemicelulosicas e celulésicas sinalizam para uma possivel utilizacdo deste material
para producao de etanol de segunda geracdo em escala produtiva. No entanto,
melhorias devem ser perseguidas para o aumento do rendimento final, que pode ser
contornadas com o uso de um eficiente processo de separacao da fragdo liquida e
solida apds os pré-tratamentos.

Diante do exposto, o sorgo sacarino possui alto potencial, do ponto de vista
agrondmico e industrial, como produtor de energia renovavel, devido a sua alta

produtividade de biomassa por hectare, somado com a habilidade de crescimento
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em regides com diferentes condi¢des climaticas. Além disso, as culturas de milho e
cana-de-acUcar causam mais erosdes ao solo (PIMENTEL, 2003).

O sorgo também é conhecido como uma das culturas mais variaveis em
termos de recursos genéticos e de germoplasma, que permite a criagdo e
desenvolvimento de novos cultivares adaptados as diferentes regides ao redor do
mundo (ZHANG et al., 2010), além de causar menos erosdao ao solo do que as
culturas de milho e cana-de-acUcar. Somado a isto, Almodares e Hadi (2009)
relataram que o sorgo sacarino tem uma razao energia produzida/energia fossil
consumida maior quando comparado a cana, beterraba, milho e trigo.

Estas qualidades fazem do sorgo uma importante matéria-prima para a
producao de etanol, principalmente em regides com condi¢des de clima ndo
favoraveis para o cultivo de cana-de-agucar e naquelas onde a cana tem adaptacao,
seria uma cultura complementar na entressafra estendendo o periodo de colheita por
mais quatro meses, evitando a ociosidade das destilarias.

A producdo de etanol celulésico com alta eficiéncia e sustentabilidade ndo
sera tarefa de poucos, mas resultara da integracao entre diversos grupos de pesquisa
especializados em diferentes areas da fisiologia, ecologia, bioquimica, genética,
enzimologia, fisica e engenharia, entre outras.

O Brasil esta diante de mudanca no modo de producao rara ou talvez inédita
na histéria. Podemos desenvolver uma tecnologia de alto valor agregado e ao
mesmo tempo usa-la também para recuperar a biodiversidade, integrando

sustentabilidade e desenvolvimento tecnoldgico.
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Capitulo 6

Conclusoes e Sugestoes para Trabalhos Futuros

Neste capitulo estdo apresentadas as conclusdes consideradas mais
importantes do trabalho realizado. Faz-se uma avaliacdo se os resultados obtidos
foram satisfatorios, apontando os novos conhecimentos adquiridos pela aplicacao
pratica dos conceitos empregados.

Apresentam-se algumas sugestdes para futuros trabalhos e pesquisas a serem

desenvolvidas, provenientes dos resultados obtidos neste trabalho.
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6.1. Conclusoes e Consideracoes Finais

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

Graos de Sorgo Sacarino

» Corroborando com os dados da literatura, ficou evidente a imprescindibilidade
da enzima liquidificante antes da atuacao da enzima sacarificante na hidrolise
do amido dos graos de sorgo, demonstrando o sinergismo existente entre
ambas as atividades enzimaticas. As condi¢des O6timas para a hidrolise
enzimatica, as quais resultaram na maior concentracdo de agucares,
empregando as menores cargas enzimaticas foram: diametro de particula de
0,5 mm:; relacdo sélido/liquido de 1/3 mL.g%; carga de a-amilase de 20 pL.g™
grao; carga de glucoamilase de 40 ul.g™ grdo, temperatura de hidrélise com
glucoamilase de 55°C, atingindo eficiéncia de hidrolise de aproximadamente

100%;

» O acompanhamento cinético dos processos de fermentacdo do hidrolisado
enzimatico dos grdos de sorgo empregando a linhagem industrial de
Saccharomyces cerevisiae JP1 resultou nos seguintes valores: fator de
rendimento de etanol por substrato consumido (Yps) de 0,499; 0,510 e 0,470
9.9™; produtividade em etanol (Qp) de 4,41; 5,42 e 3,46 g.L"-.h™ e concentracdo
final de etanol (P) de 105,8; 86,7 e 97 g.L?, respectivamente. Estes valores
colocam o processo em tela como complemento ao etanol de caldo de cana,

sinalizando para desdobramentos tecnolégicos futuros;
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» Ficou evidente a superioridade da linhagem industrial de Saccharomyces
cerevisiae empregada neste trabalho quando comparada a levedura de
panificacao; valores maximos de concentracdo de etanol obtidos a partir da
fermentacdo do hidrolisado enzimatico dos grdos de sorgo foram de 105,8 e

874 g.L'l, respectivamente;

» O processo de hidrolise dos grdos de sorgo com o preparado celulasico
atingiu concentragdes de acgucares redutores maiores do que as obtidas sem o
emprego desta, devido aos agUcares provenientes da celulose presente na
casca dos graos e/ou do amido que se encontrava ligado a casca dos graos de
sorgo. Verificou-se um aumento de 33,7% na concentracdo de acuUcares
redutores, quando se empregou uma carga enzimatica de celulases de apenas
20 pL.g™ atingindo 275 g.L™* de acucares redutores, os quais podem ser usados
como substrato para outros processos fermentativos, dentro do contexto de

biorrefinarias;

» A concentragdo de agucares redutores obtidos no processo de hidrolise
enzimatica do amido dos grdos de sorgo, empregando as enzimas celulase, a-
amilase e glucoamilase foi de 2754 g.L™, correspondendo a eficiéncia de

hidrolise de 109,5%;

» As analises de microscopia eletronica de varredura mostraram que a estrutura
dos grdos de sorgo foi sendo decomposta apds a hidrolise enzimatica e o

processo fermentativo.
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Caldo de Sorgo Sacarino

» A partir da fermentacao do caldo de sorgo sacarino empregando a linhagem
industrial de Saccharomyces cerevisiae JP1 e sem a adicao de nutrientes ao
meio, foi possivel obter uma concentracdo de etanol de 71,7 gL}, com um
fator de rendimento em produto de 0,443 g.g* e produtividade volumétrica
de 6,52 g.L"m.h™, valor este semelhante aos obtidos nos processos industriais
empregando caldo de cana-de-agucar. Estes valores resultaram em um
rendimento em etanol de 85 L/ton caldo de sorgo sacarino, o que

corresponde a 45 L etanol/ton sorgo sacarino;

» A adicdo de amilases ao caldo de sorgo sacarino resultou em um aumento de
40% na concentracao final de glicose, devido a hidrélise do amido presente no

caldo do sorgo.

Bagaco de Sorgo Sacarino

» A partir do uso de técnicas de planejamento experimental foi possivel otimizar
o pré-tratamento acido do bagaco de sorgo sacarino, permitindo a obtencao
de um hidrolisado com alta concentracdo de xilose e baixas concentracdes de
furfural e acido acético. As condi¢des 6timas para este processo foram:
relacdo solido/liquido de 1/4,52 g.mL™; concentracdo de &cido sulfdrico de
1,39% (v/v) e tempo de exposicao de 46,7 min, as quais resultaram em um
hidrolisado com 47,2 g.L™ de xilose; 8,65 g.L™ de 4cido acético e 0,17 g.L™* de

furfural;
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» O pré-tratamento acido foi eficiente na remocdo da fracdo hemiceluldsica,
resultando na extracdao de 91,6% da hemicelulose presente inicialmente no
bagaco de sorgo sacarino in natura. No entanto, a remocgdo de lignina apos
esta etapa foi somente de 7,1%, sendo imprescindivel uma etapa subsequente

para a remogdo desta;

» A fermentacdo do hidrolisado hemicelulésico, obtido a partir do pré-
tratamento acido nas condicdes otimizadas, resultou em uma concentracdo de
etanol de 30 g.l?, eficiéncia de fermentacio de 93,2% e produtividade

volumétrica em produto de 1,30 g.L*.h™;

» A remocao de 89,5% no teor de lignina apds o pré-tratamento alcalino foi

satisfatoria, empregando uma concentragao de 0,25 M de hidréxido de sodio;

» O uso do pré-tratamento alcalino apds o pré-tratamento acido resultou em
um material com alto teor de celulose (78,9%), baixo teor de lignina (5,14%) e

na remogao total da hemicelulose;

> Na etapa de pré-hidrélise enzimatica da celulignina parcialmente
deslignificada, as condicSes que resultaram na maior concentracao de glicose
empregando a menor carga enzimatica foram: tempo de pré-hidrolise de 15 h,
relacdo sélido/liquido de 1/3,33 g.mL™ e carga de celulase de 32,8 FPU.g™

sélido. A concentracdo de glicose obtida nestas condicées foi de 86,23 g.L™;

» O desempenho da hidrolise enzimatica melhorou significativamente quando o
bagaco de sorgo pré-tratado com acido sulfurico foi deslignificado com
hidréxido de sédio;
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» Em relacdo a etapa de sacarificacdo e fermentagdo simultaneas (SSF)
conduzida em biorreator, uma producéo de 84,4 g.L"* de etanol em 36 h de
processo (21 h de SSF) foi atingida. Esta concentracdo corresponde a uma
produtividade volumétrica de 4,02 g.L"".h™ e uma eficiéncia de conversio de
celulose em etanol de 63,4%. Entretanto, o processo sinaliza a possibilidade de

se obter valores maiores;

» A partir do balanco material do processo de producao de etanol foi possivel
obter 45, 28,5 e 86,4 L etanol/ton a partir das fragdes sacarinea, amilacea e
lignocelulésica, respectivamente, totalizando 160 L etanol/ton de sorgo

sacarino, o que corresponde a 13.600 L etanol/ha;

» A analise dos materiais lignoceluldsicos por microscopia eletronica de
varredura comprova a grande alteragdo na estrutura morfolégica destas
biomassas apos a acao do pré-tratamento acido e da deslignificacao alcalina,

deixando as fibras celul6sicas mais acessiveis a sacarificacdo enzimatica.

A agroindustria apresenta grandes possibilidades de diversificacdo de produtos e
incremento das disponibilidades energéticas, caminhando em direcao as
biorrefinarias, complexos produtivos capazes de fornecer bioenergia e biomateriais
diversos. Ha, certamente, muito que fazer e desafios por superar para a expansao dos
sistemas bioenergéticos, mas os beneficios serdo proporcionais, na medida em que
um desenvolvimento energético saudavel e consistente € determinante para
consolidar uma nova relacdo entre a natureza e a sociedade. E com base nesse ponto
de vista que a producao e o uso de bioetanol oferecem a perspectiva concreta de
uma realidade energética mais sustentavel e fazem dessa agroindustria a alavanca de

desejaveis transformacdes sociais e econOmicas.
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O modelo brasileiro, aperfeicoado por décadas e com possibilidades de expandir-
se com produtividade e eficiéncia, estd a disposicdo dos paises que buscam reduzir
competitivamente suas emissdes de gases de efeito estufa e diversificar suas fontes
de suprimento energético ou que, por seu clima, seu solo e sua gente, poderao
replicar com sucesso a produgao eficiente de biocombustiveis, para uso e beneficio

de todos.

6.2. Sugestoes para Trabalhos Futuros

» Avaliar a producdo de etanol a partir de graos de sorgo em processo continuo
com células livres e imobilizadas, com diferentes configuracdes de biorreatores

(CSTR e leito fixo);

» Comparar o desempenho do processo batelada e continuo utilizando
diferentes variaveis de resposta tais como, concentracdo final de etanol,

produtividade e fatores de rendimento;

» Avaliar a adicao das enzimas amiloliticas e das células simultaneamente,
realizando desta forma as etapas de liquefacdo, sacarificacao e fermentacao

do material amildceo concomitantemente, a temperatura de 37 °C;

» Otimizar a carga de amilases a ser adicionada ao caldo de sorgo sacarino para
o aumento da concentragdo de glicose e avaliar a fermentacdao apds o uso

destas enzimas;

» Avaliar o efeito do aumento da concentracao celular na fermentacao do caldo

de sorgo sacarino no rendimento em etanol;
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» Avaliar outros processos para a remogao da hemicelulose e lignina do bagaco

do sorgo sacarino;

» Investimentos na etapa de filtracdo para a recuperagdo do material retido na
matriz sélida apds o pré-tratamento acido, o que aumentaria o rendimento

final de etanol;

» Em relacdo ao processo de sacarificacdo e fermentacao simultaneas (SSF),
avaliar a alimentacdao extra de enzima apos o inicio da fermentacao, com a
finalidade de reduzir o tempo de processo e aumentar a concentracao final de

etanol;

» Diminuir a concentragao celular no processo de sacarificagdo e fermentagao
simultaneas (SSF), ja que a taxa de hidrélise enzimatica é a taxa que governa

este processo, logo, o tamanho do indculo pode ser reduzido;

» Avaliar a diminuicdao da carga enzimatica no processo de sacarificagdao e
fermentagdo simultaneas (SSF) seja pela alimentagdo desta ou dos sélidos no

decorrer do processo;

» Avaliar o efeito da suplementacao do processo de sacarificacao e fermentacao
simultaneas (SSF), ja que em alguns ensaios realizados neste trabalho foi
possivel constatar uma maior tolerancia da levedura empregada em relagdo a

concentracao de etanol;
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> Realizar estudos para aplicacdo da lignina para a producdo de metabolitos de

maior valor agregado dentro do conceito de biorrefinaria;

» Realizar uma modelagem matematica para gerar um layout da planta de
producdao de etanol empregando as fragdes sacarinea, amilacea e

lignoceluldsica.
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ANEXO 1

§ %. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
ey FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS
UNICAMP DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Estamos encaminhando os resultados das andlises de lipideos, cinzas, fibra bruta e proteinas

nas amostras 1, 2 e 3.

Campinas, 17 de junho de 2011.

Amostras | Lipideos (%) | Cinzas (%) | F.Bruta (%) | Proteinas (%)
1 3,37+0,04 | 1,15+0,04 | 1,40+0,03 10,06 £+ 0,07
2 341+0,10 | 1,44+£0,02 | 2,34+0,02 13,00 + 0,10
3 4,45 +0,22 | 3,25%x0,01 4,02 +£0,17 23,36 £ 0,33

Onde: 1 - Gréos de sorgo in natura
2 - Gréos de sorgo apos hidrdlise enzimética
3 - Gréos de sorgo apos fermentagdo

* Os valores que seguem depois simbolo +, do lado das médias, indicam o desvio padrédo
das triplicatas de cada andlise realizada nas trés amostras.

As analises realizadas seguiram as metodologias citadas abaixo:

Lipideos — Método da AACC 30-25

Cinzas — Método da AACC 08-12

Fibra Bruta — Método do Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz 533p.
Proteinas — Método da AACC 46-13

Referéncias Bibliogréficas:

= American Association of Cereal Chemists, Approved Methods, 30-25, Minnesota, 1995,
vol 1.

= American Association of Cereal Chemists, Approved Methods, 08-12, Minnesota, 1995,
vol 1.

= Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz, Métodos Quimicos e Fisicos para analise de
alimentos, 1985, vol 1.

= American Association of Cereal Chemists, Approved Methods, 46-13, Minnesota, 1995,
vol 1.

Qualquer duvida, estamos a disposic¢ao.
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