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RESUMO

A busca por novas fontes de matérias-primas para a producdo de biocombustiveis vem
crescendo, juntamente com o interesse de recuperacdo da biomassa utilizada no processo de
producdo. Nesse contexto, dentre as diversas biomassas alternativas renovaveis disponiveis
para producdo de etanol, o sorgo granifero se destaca, pois seus graos possuem elevados
terores de amido, que podem ser hidrolisados em agucares como maltose, glicose e frutose e
podem, portanto, ser facilmente fermentados para producdo de etanol. Neste trabalho, os graos
de sorgo granifero de cinco cultivares produzidas pela Embrapa Milho e Sorgo de Sete Lagoas
(BRS330, BRS373, 1G100, 1167052, 1167092), foram caracterizados os teores de amido,
6leo, celulose, hemicelulose A, hemicelulose B e umidade. Os diferentes hibridos de sorgo
apresentaram carateristicas semelhantes em termos de umidade 10% (g/100g de grao) e teor
de amido 30% (g/100g de grao). Foram avaliados também dois diferentes tipos de fermentacdo
alcodlica. No processo de hidrdlise e fermentagdo separadas, o 4cido sulfiirico a 1% se
destacou na producdo de acticares no tempo de 50 minutos de hidrélise 4cida e fermentacao
de 72 horas. O sorgo 1G100 apresentou o melhor desempenho em produtividade de etanol
(28,23 L/100 kg de grao) e rendimento pratico (Yp = 83,34%). Referente ao processo de
fermentacdo e sacarificacdo simultineas foram feitas avaliacdes da utilizacio da enzima
amiloglucosidase na hidrélise enzimitica do amido presente no grdo de sorgo granifero.
Verificou-se que a concentracdo de 1,5 U/g de enzima nos graos e 100 horas de fermentacao
proporcionaram maior hidrolise do amido presente, com destaque para o sorgo 1167052 com
produtividade de etanol (28,59 L/100 kg de grao) e rendimento pratico (Yp = 100%). Os
hibridos de sorgo apresentaram recuperacao de biomassa superior no processo de fermentacao

enzimitica com valores proximos de 30%.

Palavras-chave: Sorgo granifero, etanol, cultivar BRS 330, cultivar BRS 373, cultivar 1G100,
cultivar 1167052, cultivar 1167092, hidrolise acida e enzimatica de biomassa.



ABSTRACT

The search for new sources of raw materials for biofuel production has been growing, along
with the interest of recovering the biomass used in the production process. In this context,
among the various renewable alternative biomasses available for ethanol production, grain
sorghum stands out because its grains have high starch content, which can be hydrolyzed to
sugars such as maltose, glucose and fructose and can therefore be easily fermented for ethanol
production. In the current work, the characterization of the grain sorghum grains of five
cultivars produced by Embrapa Maize and Sorghum of Sete Lagoas (BRS330, BRS373, 1G100,
1167052, 1167092) was first determined, quantifying the starch, oil, cellulose, hemicellulose
A, hemicellulose B and moisture. The different sorghum hybrids had similar characteristics in
terms of moisture 10% (g / 100g grain) and starch content 30% (g / 100g grain). It was also
evaluated two different types of alcoholic fermentation, in the hydrolysis and fermentation
process separated the 1% sulfuric acid stood out in the sugar production in 50 minutes of acid
hydrolysis and 72 hours fermentation. Sorghum 1G100 presented the best performance in
ethanol yield (28.23 L / 100 kg of grain) and practical yield (Yp = 83.34%). Concerning the
simultaneous fermentation and saccharification process, the use of the amyloglucosidase
enzyme in the enzymatic hydrolysis of the starch present in the grain sorghum grain was
evaluated. It was found that the concentration of 1.5 U/ g enzyme in the grains and 100 hours
of fermentation provided greater hydrolysis of starch, highlighting sorghum 1167052 with
ethanol yield (28.59 L / 100 kg gram) and practical yield (Yp = 100%). Sorghum hybrids
showed superior biomass recovery in the enzymatic fermentation process with values close to

30%.

Keywords: Sorghum grain, ethanol, cultivar BRS 330, cultivar BRS 373, cultivar 1G100,
cultivar 1167052, cultivar 1167092, acid and enzymatic hydrolysis of biomass.

Vi



1- INTRODUCAO

O etanol representa uma importante fonte de energia capaz de substituir oS
combustiveis fosseis (SZAMBELAN et al., 2018 a). Assim, a cana-de-agucar, a sacarose €
o amido destacam-se como matérias-primas na producdo de etanol em todo o planeta
(GUMIENNA et al, 2016; ZHANG et al., 2019). Embora o milho e a cana-de-acucar
correspondam a maior parte da biomassa utilizada mundialmente na producdo de etanol,
pesquisas envolvendo celulose e outras fontes de amido sdo de grande interesse na
expansdo da producdo para atender a demanda total da sociedade (MOREIRA, 2000; DE
ARAUIO et al, 2017; RAMIREZ, FERRARI e LAREO, 2016).

A substituicdo do etanol pelos combustiveis derivados de petrdleo tem-se tornado
de suma importincia em pesquisas, principalmente, pelo aumento da frota de veiculos,
elevacdo dos precos do petrdleo e pela questdo ambiental que visa a necessidade de reduzir
as emissdes de gases na atmosfera. Diante deste cendrio, tem-se a importancia da
diversificacdo da matéria-prima para fins energéticos. Isso significa que a busca de novas
variedades de plantas que possam ser fontes de biomassa para a produgdo de etanol tornou-
se objeto de pesquisa em diversos paises (SZAMBELAN et al,, 2018a).

Dessa forma, a producdo de etanol a partir de sorgo [Sorghum bicolor (L).
Moench] tem-se destacado como uma grande estratégia para utilizar a matéria-prima nao
apenas no setor alimenticio, mas também como suplemento na producdo de energia (LIU
et al,, 2015). Entre as fontes de amido disponiveis no mundo, o grdo de sorgo representa
uma biomassa alternativa ainda pouco explorada que se destaca por ser rica em amido e
apresentar baixo custo de producdo. Atualmente esse grao € amplamente cultivado como o
quinto cereal mais plantado no mundo, atrds do trigo, arroz, miho e cevada (LIU et al.,
2015; MAY etal., 2013).

Popularmente integrado na producdo de ragdo animal, o sorgo passou a ser visto
como um potencial aliado da cana-de-agucar, desde seu plantio até a colheita, podendo
entdo ser cultivado nos periodos de entressafra da cana, promovendo uma continuidade na
operacdo da usina, at¢é mesmo porque 0s maquindrios e equipamentos utilizados sao

semelhantes, necessitando-se apenas de poucas modificagdes (LANDAU et al, 2015).



O sorgo pode ser classificado em cinco variedades: granifero, forrageiro, sacarino,
vassoura e biomassa (SHAKOOR et al, 2014). Napresente dissertacdo foram estudados
cinco diferentes hibridos de sorgo granifero (BRS330, BRS373, 1G100, 1167052,
1167092), que possuem caracteristicas como: resisténcia ao estresse hidrico; porte baixo
(colheita com maquinirios tradicionais); graos densos e tolerantes a deterioracdo;
secagem ripida, entre outras (MAGALHAES; DURAES; SCHAFFERT, 2000;
RODRIGUES, 2010).

O processo de producdo de etanol a partr de sorgo granifero tem-se uma
importante etapa a hidrolise, podendo ser via acida ou enzimdtica. As materias-primas
composta por amido sdo submetidas aos processos de gelatinizacdo e liquefacio do
amido. Isto € seguido pela sacarificacdo de amido a actcares fermentaveis (WANG et al.,
2007). Dentre as alternativas utilizadas na fermentacdo alcodlica destacam-se os métodos
de sacarificacdo e fermentacdo simultineas e hidrolise e fermentacio separadas
(OHGREN et al., 2007; PRAJAPATI et al, 2015). Assim neste trabalho, avaliou-se os
diferentes processos de hisdlise com sorgo granifero, juntamente com a producdo de

etanol e coprodutos.



2-OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

e Avaliar a produgdo de etanol empregando graos de sorgo granifero com diferentes

hibridos, fornecido pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa).

2.2 — Objetivos Especificos

Caracterizar a biomassa, sorgo granifero dos tipos: BRS330, BRS373, 1167052,
1167092 e 1G100;

e Avaliar e otimizar o uso de 4cidos e seus efeitos no processo de hidrolise acida;

e Avaliar e otimizar a hidrélise enzimitica utilizando a enzima amiloglucosidase

no processo de hidrélose enzimitica (AMG 300L);

e FEstudar as melhores condicdes para a producdo de etanol, avaliando: tempo de

hidrélise e fermentacdo; concentracdes de dcido e de enzima necessarios;

e Avaliar arecuperacdo de biomassa como coproduto.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 — Bioenergias

A demanda de energia global vem crescendo continuamente devido a rapida
expansdo da populagdo mundial e do avango industrial principalmente em paises em
desenvolvimento (BOZELL, 2010; KHATIWADA; VENKATA; JOHNSON, 2016). A
principal demanda de energia ainda € suprida atualmente por combustiveis fOsseis
convencionais, incluindo petréleo, carvao e gas natural (ZHU et al., 2017). A utilizacdo
de fontes de combustiveis fosseis em sua grande maioria no futuro apresenta grandes

preocupagdes, pois estes recursos sdao limitados no meio ambiente, aumentando o seu

custo e os problemas associados (SHAFIEE; TOPAL, 2010; KING, 2017).

Dessa forma, tem-se um grande interesse em explorar fontes alternativas de
energias buscando melhorar sua eficiéncia energética para manter um crescimento
sustentdvel. Entre elas destaca-se a produgdo de biocombustiveis derivados de biomassa,

como o etanol ( ZHU et al., 2012).

Os biocombustiveis integram apenas uma parcela das bioenergias que existem na
matriz energética que abrangem ainda o carvao vegetal, o biogas, a lenha, a cogerac¢do da
energia elétrica e o calor a partir das biomassas. Estas bioenergias formam apenas uma

parcela do conjunto das producdes derivadas da exploracdo ecologicamente sustentdvel

do complexo da biodiversidade (SILVA, 2010).

As energias renovaveis ao longo do tempo vem ganhando espago, ampliando cada
vez sua presenca nas matrizes energéticas dos paises. Com base nos dados da Empresa de
Pesquisa Energética — EPE (2017) no Balanco Energético Nacional — BEN de 2018, tem-
se o crescimento na participacdo de energias renovaveis na matriz energética do Brasil,
consequentemente o pais ocupa uma posi¢do entre as mais altas do mundo com 42,9% de
energias renovaveis presente na matriz energética entre elas se destacam a energia
hidraulica com 12%, derivados de biomassa (cana-de-agicar) com 17%, lenha e carvdo

vegetal com 8%.



3.2 — Producao de etanol

O etanol, como fonte de energia renovavel e limpa, € considerado ha muito tempo
uma alternativa adequada para substituir os fontes ndo renovaveis e atualmente é um dos
combustiveis mais utilizados para transporte, sendo responsavel por 90% da producdo
total de biocombustiveis, em diferentes partes do mundo ( ABUBACKAR et al, 2016,
ZAKARIA et al, 2016).

Virios paises t€m dado preferéncia a politicas que beneficiem a producdo e a
utilizacio de biocombustiveis. Caracterizado como combustivel renovavel, que polui
menos em comparagcdo com os derivados de petroleo, o etanol voltou a ocupar um lugar
de destaque no cendrio energético do Brasil e também comecou a ser desejado por varios

paises (VRIES etal., 2010).

O etanol € declarado como uma fonte de energia alternativa que pode ser
produzido apartir de biomassa e produtos agricolas (BALAT e BALAT, 2009; MOJOVI
et al., 2009). Nomundo, o etanol € produzido principalmente a partir de fontes de sacarose
e glicose, como cana-de-acticar e beterraba (agucareira), fontes de amido como miho e
outros cereais, fontes de celulose e hemicelulose como o bagaco de cana-de-aguicar (LIN,

TANAKA, 2006; MUSSATO etal., 2010).

A producdo de etanol no Brasil tem como principal matéria-prima a cana-de-
actcar. Baseado no relatério elaborado pela FAO (2015), o etanol produzido a partir da
cana-de-actcar, deve crescer cerca de 50% nos proximos dez anos para quase 42,5 bilhdes
de litros, sendo que 39 bilhdes seriam apenas consumo interno no pais. Embora, melhores
projecdes sao previstas para 0os proximos anos, devido também ao crescimento do
consumo interno com producdo projetada para 2019 de 58,8 bihdes de litros, sendo
consumo interno 50 bilhdes de litros e as exportagdes em 8,8 bilhdes de litros (MAPA,
2015).

De acordo com dados estabelecidos para o consumo de etanol nos proximos anos,
requer um aumento significativo na producdo do biocombustivel e, nesse contexto,
estimula-se a pesquisa e o desenvolvimento de novas matérias-primas para o etanol

(EMBRAPA, 2009).



3.3 - Matérias-primas amildceas para producao de etanol

As matérias-primas amiliceas possuem em sua composicdo o amido, classificado
como polissacarideo de formula geral (CéHi0Os)n (BARCELOS, 2012). O amido é
composto principalmente por apenas dois tipos de macromoléculas, a amilose e
amilopectina. A amilose é um o polimero linear caracterizado pelas subunidades serem
unidas por ligacOes glicosidicas o-1,4. A amilopectina € um polissacarideo ramificado,
com ligagdes lineares do tipo a-1,4 e as ligacdes das ramificacdes, que ocorrem de 12 em

12 subunidades, sdo do tipo a-1,6 (BULEON et al., 1998).

Como exemplos de matérias-primas amilaceas tem-se o milho, sorgo granifero,
arroz, cevada, trigo, aveia, centeio, mandioca, card, batata-doce, batata-inglesa, araruta,

raiz de girassol, coco de babagu e outros (TESTER, KARKALAS, QI, 2004).

Para que a matéria-prima seja submetida ao processo de fermentacdo alcodlica é
necessario a sacarificacdo, ou seja, hidrolisar o amido em agucares menores, soliveis e
fermentesciveis (glicose e maltose), pois na etapa de fermentagdo alcodlica, a principal
levedura utilizada, ndo possui capacidade de hidrolisar o amido. O processo de
sacarificacdo pode ser quimico ou enzimdtico, cada processo possui suas vantagens e
desvantagens. No caso da fermentacdo alcodlica, as leveduras nio possuem a capacidade

de hidrolisar o amido (HANSEN et al., 2008).

Entre as matérias-primas amildiceas, o miho e a mandioca sdo as mais utilizadas
atualmente para a producdo de etanol a base de amido. Os Estados Unidos s@o os maiores
produtores de etanol a partr do milho e a Tailindia a partir de mandioca (SAXENA,
ADHIKARI, GOYAL, 2009). Os Estados Unidos produzem 58,0% do etanol mundial e
o Brasil 26% (EERE, 2018). A principal matéria-prima usada para producio de etanol
no mundo € o milho (67,0%), o restante é produzido quase que totalmente a partir da

cana-de-actucar (OCDE, 2016).

3.4 — Aspectos gerais da cultura do sorgo

O sorgo (Sorghum bicolor, L. Moench) é uma planta de origem africana que,
possivelmente, foi introduzido na regido nordeste do Brasil, onde se encontra a maior

variabilidade em espécies silvestres e cultivadas (BASSAM, 2010; RIBAS, 2003).
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A cultura de sorgo é uma planta do tipo C4, que detém elevada taxa fotossintética

e para seu bom desenvolvimento necessita de temperaturas superiores a 21°C

(FERNANDES et al., 2014; MAGALHAES, DURAES e SCHAFFERT et al., 2000).

O sorgo possui caracteristicas similares em quantidades de vitaminas presentes na
planta, comparando com o milho e o trigo, apenas tendo diferengcas no menor teor de
riboflavina (vitamina B2). O tanino presente no grio possui relacdo direta com a
constituicdo genética e isso atribui a ele a resisténcia em ataque de passaros, porém, essa
substincia € inbitdria, que acarreta problemas na digestibilidade do graio (FERNANDES,
2014). A planta vem sendo estudada e modificada durante os anos, principalmente por
interesse de sua comercializagdo e producdo de produtos, sendo que a maior parte do

sorgo vendido e plantado no Brasil ndo apresenta tanino na sua composicdo, e apenas 4%
do sorgo semeado apresenta tanino (TSUNECHIRO, MARIANO e MARTINS, 2002).

O sorgo possui ampla variabilidade de aplicagdo e produgdo de distintos produtos,
sendo o quinto cereal mais cultivado em todo o mundo, Figura 3.1, em amplas areas
geograficas da América, Aﬁica, Asia e Oceania (SAKELLARIOU-MAKRANTONAKI
et al,, 2007; FORNASIERI FILHO e FORNASIERI, 2009).
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Figura 3.1 - Produgdo de sorgo no mundo (Fonte: FAOSTAT, 2019)



Segundo FAOSTAT (2019), pode-se observar os mercados global e brasileiro na
producdo de sorgo atingram aproximadamente 62 e 2,2 mihdes de toneladas em 2017,

respectivamente, de acordo com a Figura 3.2 e 3.3.
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Figura 3.2 - Produ¢ao/ Rendimento de sorgo no mundo (Fonte: FAOSTAT, 2019)
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Figura 3.3 - Producdo/ Rendimento de sorgo no Brasil (Fonte: FAOSTAT, 2019)

Dentre as possibilidades de uso do sorgo tem-se a producdo de etanol anidro,
colas, tintas, vassouras, na extracdo de agucar, producdo de amido, na alimentacdo
humana, produgdo de racdo para animais, além de ser utilizado como matéria-prima na
producdo rapadura, dleo comestivel e bebidas alcodlicas (SOUZA et al., 2005; RIBEIRO
FILHO et al., 2008).

O sorgo pode ser classificado em cinco diferentes espécies com caracteristicas

bem distintas: sorgo granifero, de porte baixo e cujo produto principal sdo os gréos,
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utilizados na fabricacdo de ragdes e producdo de etanol; sorgo forrageiro, de alta estatura
cuja biomassa € utilizada na producdo de ensilagem e etanol; sorgo-vassoura, de elevada

estatura e utilizada para confeccio de vassouras e artesanatos; sorgo sacarino, para

producdo de etanol (IEA, 2010).

3.4.1 — Sorgo granifero

O sorgo granifero ¢ cultivado com o objetivo de producdo de graos
(MAGALHAES, DURAES e SCHAFFERT, 2000). E caracterizado por ser uma planta
anual, de porte baixo, com altura entre 0,8 e 1,2 m, resistente a seca, se desenvolve em
solos com baixa fertilidade adaptada a colheita mecanizada, com ciclo de 100 a 120 dias
da semeadura a colheita, que produz na extremidade superior uma panicula (cacho)

compacta de graos (RIBAS, 2003).

O rendimento de graos pode superar 10 ton/ha e 7 ton/ha, respectivamente, em
ambas condigdes adaptiveis como no verdo e em cultivos de sucesso (safrinha). Segundo
Resende et al. (2009), cerca de 90% da producdo de sorgo no Brasil ¢ cultivada na
segunda safra, para obter o aproveitamento das dltimas chuvas e do adubo residual da
cultura anterior. Embora o sorgo nao demonstre todo o seu potencial de colheita devido
as condicdes de solo e clima que € cultivado (FORNASIERI FILHO e FORNASIERI,
2009).

As cultivares de sorgo granifero s3o divididos em taninosas e ndo taninosas,
aquelas que possuem tanino nos graos sdo importantes em regioes que sofrem de ataque
de passaros durante a colheita, podendo ser uma caracteristica favordvel em relacdo a
producdo de grao, mas em relagdo a producdo de ragc@o para animais como aves e suinos,
sua existéncia provoca a dificuldade de digestdo de protefnas na alimentagdo dos animais
(VAN SOEST, 1994). Outra caracteristica da planta € ter aproximadamente 0s mesmos
niveis de proteina, amido, lipideos, entre outros, mas hd a variacdo de compostos

fenélicos em sua composicio (MAGALHAES, DURAES e SCHAFFERT, 2000).

Os graos sdo arredondados (ovais) e relativamente grandes (Figura 3.4). Possuem

diferentes cores, que varia desde o branco a tonalidades escuras de roxo, passando pelo



amarelo até a cor purpura, sendo que 0os mais comuns sdo o branco e o pardo, que

geralmente sdo esféricos, mas variando de forma e tamanho (VIEGAS, 2003).

Podem ser empregados na alimentacdo humana e animal. Os paises desenvolvidos
utilizam a farinha de sorgo como substituto ao milho na producdo de ra¢des balanceadas
para bovinos, suinos e aves. Podem-se usar os graos diretamente na alimentacdo animal,
sob as condicdes de moagem ndo muito fina e a imersdo dos grdos em 4gua, com o
objetivo de facilitar a digestdio e tornd-los mais macios (FORNASIERI FILHO e
FORNASIERI, 2009).

Figura 3.4 - Sorgo Granifero (Fonte: AGRILIFE, 2010)

A cor do amido dos grios de sorgo estd relacionada com a intensidade dos
pigmentos no pericarpo e nas folhas. A Figura 3.5 apresenta as diferentes cores de graos
de sorgo. Normalmente, o amido dos grdos de sorgo é composto principalmente por
amilopectina (75%), mas existem hibridos compostos por 100% de amilopectina e
hibridos com altas taxas de amilose (BARCELOS, 2012, BOYER e LIU, 1983 ).
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Figura 3.5 - Diferentes cores de graos de sorgo granifero

(Fonte: BRANDRAO, 2000)

O sorgo tipo granifero possui maior expressdo econdmica, sua producdo mundial
de graos na safra 2014/15 foi estimada em cerca de 64,1 milhdes de toneladas métricas,
sendo os Estados Unidos e o México os paises de maiores produgdes, empregado
principalmente na producdo de racdo para consumo animal. No Brasi, a producdo de
graos alcancou aproximadamente 1,9 milhdes de toneladas métricas, com destaque para

os estados de Goids e Minas Gerais em producdo e drea cultivada (CONAB, 2014).

3.5 — Enzimas

As enzimas sao proteinas que apresentam atividade catalitica, sua complexa
estrutura molecular enzimitica é principalmente constituida por uma parte proteica, mas
elas podem estar integradas a outras moléculas, como carboidratos e lipideos. As
estruturas das enzimas s3o compostas por heteropolimeros (proteinas) constituidos por

aminodcidos ligados covalentemente por ligacdes peptidicas (SCHMIDELL et al., 2001).

A atividade catalitica, bem como a estabilidade e a especificidade da enzima,
dependem da sua estrutura tridimensional. Condicdes ambientais, tais como, pH,
temperatura, forca idnica do meio afetam a estrutura da enzima e suas propriedades. Outra

caracteristica das enzimas além da agdo catalitica que reduz significativamente a energia
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de ativacdo, a qual aumenta a velocidade de reacdo, elas também apresentam elevada
especificidade, podendo ser tanto pelo tipo de reacdo como substrato (SCHMIDELL et
al., 2001).

As enzimas s@o produzidas em processos industriais fermentativos, utilizando-se
bactérias, leveduras e fungos em crescimento sobre meios nutritivos adequados

(SCIPIONI, 2011).

As condicoes de atividade das enzimas s3o bem sensiveis, em razio de serem
ativas apenas em uma pequena faixa de acidez-alcalinidade e temperatura do meio. As

enzimas apresentam basicamente trés propriedades principais: estabilidade, atividade e

especificidade (BAILY, OLLIS, 1986; GALVAO, 2004).

A estabilidade ¢é a capacidade de uma enzima que depende de sua estrutura
original, mantida por meio de forcas de interagdo. Alteragdes em sua estrutura podem ser
afetadas por variagbes no ambiente reacional como temperatura, pH e presenca de

solventes polares.

A atividade € uma propriedade de uma enzima que atua diretamente na diminui¢ao
da energia de ativacdo necessdria para transformar um substrato em produto, aumentando

a velocidade de reacdo.

Ja a especificidade define a afinidade em que a enzima possui com a estrutura
substrato, como ligagcdes quimicas que podem ser atacadas pelos grupos funcionais do
sitio ativo da enzima e o substrato que possui grupos funcionais unidos a enzima,

permitindo seu correto alinhamento no sitio ativo para que a reacdo possa ocorrer.

3.5.1 - Hidrolise enzimatica do amido

Os granulos de amido sdo formados por amilose e amilopectina, sendo o principal
componente o mondmero glicose. A amilose é um polimero linear da glicose, na qual
estdo presentes cerca de 99% ligagdes o (1-4) e 1% de a (1-6), representando 20 a 26%
da molécula do amido (Figura 3.6) (BERTOFT e BLENNOW, 2009).
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Figura 3.6 - Representacdao da estrutura da amilose [polimero linear composto
por D-glicoses unidas em o-(1-4)]

(Fonte: adaptado de LAJOLO e MENEZES, 2006)

Amilopectina é um polimero ramificado, formado por cadeias de amilose ligados
por pontos de ramificacdo (Figura 3.7), no qual as unidades de glicose estdo ligadas em
sua grande maioria por ligacdes o (1-6) (BOBBIO e BOBBIO, 2001). De acordo com a
origem botinica do amido varia se a relacdo entre os dois polissacarideos e suas

respectivas quantidades dependem da fonte de amido e do cultivar (REGULY, 1996).

OH el H OH
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Figura 3.7 - Representagdo da estrutura da amilopectina [polimero ramificado
composto por D-glicoses unidas em a-(1-4) e a-(1-6)]

(Fonte: adaptado de LAJOLO e MENEZES, 2006)
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O amido necessita de uma hidrdlise prévia de suas cadeias para obter a glicose.
No processo de hidrdlise, além de agua, hi necessidade de agentes quimicos ou

enzimaticos capazes de quebrar as ligacdes glicosidicas (ZANIN et al., 2000).

A hidrélise enzimitica vem se destacando por ser aplicada em processos de
producdo de etanol a partir de biomassas que possuem teores elevados de componentes
amiliceos. As enzimas amiloliticas representam o grupo enzimatico de grande aplicacdo
industrial. A alfa-amilase € uma endoenzima carboidrase com atividade hidrolitica das
ligacdes a-1,4 em polissacarideos dispersos em meio aquoso, contendo, pelo menos, trés
residuos de glicose na cadeia. Algumas alfa-amilases apresentam atividade de hidrdlise
das ligacdes glicosidicas a-1,6, mas com eficiéncia reduzida (LEV]:ZQUE et al., 2000;
SUVD et al, 2001).

A amiloglucosidase, ou glucoamilase, ou glicoamilase, (1,4) (1,6)-a-D-glucan
glucanohidrolase, EC 3.2.1.3, de acordo com a “Enzyme Comission of the International
Union of Biochemistry”) € uma enzima de inducdo, sendo importante a presenca de
maltose (Figura 3.8) ou amido no meio para sua alta producdo, utilizada para produzir
glicose apartir do amido, hidrolisando ligacdes tipo o-1,4 e o -1,6 a partir da extremidade
ndo redutora até glicose (LIN et al, 1993; PANDEY et al, 2005). A atividade da
amiloglucosidase € lenta no ataque micial a amilose, pois, sendo uma exoenzima, so atua

a partir da extremidade ndo-redutora e ndo penetra no interior da estrutura helicoidal da

amilose (OBEL, 2001).

HO
O
HO 0
OH % OH
HO OH

HO HO

Figura 3.8 - Representacdo da estrutura maltose (Fonte: adaptado de BRAS, 2015)

A enzima pode ser encontrada no sangue, em meios de crescimento de bactérias

e no malte de cevada, contudo sao produzidas por fungos dos gé€neros “Aspergillus” e

14



“Rhizopus”, tendo importancia industrial principalmente devido a habilidade de formar
menos produtos de reversdo que a hidrdlise acida (PARK e SANTI, 1977), juntamente
com a sua elevada taxa de conversio do polissacarideo em glicose. Assim, a
amiloglucosidase ¢ usada em amidos liquefeitos com o-amilase para chegar a produtos
que serdo usados como substratos para fermentagdes, ou para a obten¢do biotecnold gica
de glicose e dextrmas. O pH oOtimo da enzima amiloglucosidases produzidos por
diferentes fontes encontra-se na faixa de 3,0 a 5,0 e a temperatura Gtima, entre 50 a 60 °C

(COSTA, 1996; REED, 1975).

O processo de hidrolise enzimitica do amido € realizado em duas etapas: a
liquefacdo e a sacarificagdo. No processo de liquefagdo, os granulos de amido sdo
submetidos ao aquecimento em solucdo aquosa, a temperatura na faixa de 65 a 105°C,
para a gelatinizacdo do amido e hidrolisados parcial e irreversivelmente, com auxilio de

o—amilase (VAN DER MAAREL et al., 2002).

Ap0s a etapa de liquefacdo, a solucdo de maltodextrina ¢ hidrolisada em glicose
por enzima desramificante, podendo ser endoenzima ou uma exoenzima, para atuar na
quebra das ligagdes glicosidicas o-1,6 da amilopectina (VAN DER MAAREL et al,
2002). O resultado dessa segunda etapa é uma solucdo de sacarideos de baixo massa
molecular como glicose e maltose (BAYSAL et al, 2008). A concentracdo de enzimas é

fator essencial na hidrélise de derivados amiliceos e interfere efetivamente no processo.

3.6 — Hidrolise acida

O processo de hidrolise do amido realizado quimicamente, consiste na utilizagdo
de acidos norganicos diluidos, para a liberacdo de acticares fermentdveis presente na
biomassa. Dentre os acidos utilizados nesta etapa estdo os acido cloridrico, acido sulfiirico

e acido fosforico (ZHANG etal., 2011).

A hidrélise 4acida € um dos métodos mais utilizados na producdo de
biocombustiveis de segunda geragdo (VANCOV, MCINTOSH, 2012). O processo
consiste na decomposicdo de ligacbes de hidrogénio principalmente na fracdo
hemicelulésica, bem como em uma pequena fracdo de celulose e lignina solivel (Figura

3.9). Isso libera agucares fermentaveis como C5 (pentose) e C6 (hexose) no hidrolisado.
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Com base nas condi¢des de hidrolise severas, os acticares C5 e C6 liberados podem ser
ainda mais degradados em compostos como furfural e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF).
Os compostos degradados, assim como 4cidos organicos e fendlicos gerados durante o
processo, atuam como inbidores na fermentacdo dos microrganismos e reduz o

rendimento de etanol (KLINKE, THOMSEN, AHRING, 2004).
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Figura 3.9 - Representagao das estruturas parciais dos componentes lignoceluldsicos e

derivados (Fonte: FERREIRA, ROCHA e SILVA, 2009)

As vantagens desse processo sdo: reacOes mais rapidas comparado com outros
métodos, pré-tratamento simples das matérias-primas amiliceas, utilizagdo de um
catalisador 4cido facilmente disponivel e de baixo custo (TELLEZ-LUIS, RAMIREZ,
VAZQUEZ, 2002).

3.7 — Fermentacao alcodlica

7z

A fermentacdo alcodlica € um processo bioldgico por meio da atuagdo de
leveduras sobre agucares fermentesciveis disponiveis realizado usualmente pela levedura
Saccharomyces cerevisiae. Este processo tem se grande importincia em setores da

agroindustria, com énfase para as industrias sucroalcooleiras (BARCELOS, 2012).
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O principal aguicar necessario para a producdo de etanol € a glicose mas também
metaboliza agucares como a sacarose e frutose, sendo que esse processo € bastante
estudado e ndo existe microrganismo mais adequado que a levedura Saccharomyces
cerevisiae, apresentando bons desempenhos em conversio de glicose a etanol,
produtividade, tolerancia alcodlica, resisténcia e robustez a inibidores (MATSUSHIK A

et al., 2009).

A transformacdo do agucar (glicose) em etanol e didxido de carbono, envolve 12
reacOes em sequéncia ordenada, cada qual catalisada por uma enzima especifica. A
levedura Saccharomyces cerevisiae, ¢ um aerdbio facultativo, ou seja, tem a habilidade
de se ajustar metabolicamente, tanto em condicdes de aerobiose como de anaerobiose
(auséncia de oxigénio molecular). Os produtos finais da metabolizacio do agucar irdo
depender das condicdes ambientais em que a levedura se encontra. Desta forma, enquanto
uma por¢ao do acticar € transformado em biomassa, CO2 e H2O em aerobiose, a maior
parte é convertida em etanol e CO2 em anaerobiose (SCHMIDELL et al, 2001).

Conforme a Equacdo 1 de Gay-Lussac que mostra a rea¢do de formacdo de etanol:
CeH1206(ag) ======>2 CH3CH20H(aq) + 2CO2(g) + calor (1)

As condigdes para que as leveduras sejam capazes de produzir etanol a partir de
monossacarideos, sdo entre 26 e 35°C e opH 6timo situa-se, geralmente, na faixa de 4 a
5. Os valores de pH dos mostos industriais geralmente se encontram na faixa de 4,4 a 5,5,
com a capacidade tamponente, especialmente os preparados com melaco (SCHMIDELL
et al., 2001).

O processo de fermentacdo alcodlica pode ser inibido por vérios fatores como os
seus proprios produtos (etanol), alguns minerais (potassio e calcio em excesso), aluminio

(elemento estressante da levedura) e entre outros (SCHMIDELL et al., 2001).

Aproximadamente 5% do actcar metabolizado pela levedura € desviado para
gerar tais produtos secundarios da fermentacdo como glicerol, acidos organicos e outros,
resulta em um rendimento de 95% em etanol em condicdes adequadas de fermentacao.
Em condicdes industriais, nas quais outros fatores interferem tais como quimicos, fisicos
e microbioldgicos, os rendimentos de 90% normalmente sdo obtidos e apenas 10% do

actcar processado formam outros produtos (SCHMIDELL et al., 2001).
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O etanol corresponde o produto principal da fermentacdo alcodlica e o gas
carbonico, segundo produto da fermentagdo alcodlica, tem um rendimento médio de 0,4
a 0,5 gramas de CO: por grama de agicar degradado (MANSURE, SOUZA, PANEK,
1997).

3.8 — Aproveitamento de coprodutos

Do processo de producdo de etanol a partir de cana de agucar tem-se a geracao de
diversos coprodutos, como o bagaco, levedura seca, torta de filtro (etapa filtracao
mecanica do lodo). Dentre os subprodutos e residuos gerados podem ser utilizados na

alimentacdo humana e animal, na fertilizacdo de solos e na cogeracdo de energia
(SANTOS et al., 2020).

Alguns coprodutos de diversos processos tém sido amplamente utilizados na
producdo de racdo para animais, sendo os principais deles: da indudstria agucareira (bagaco
de cana-de-actcar, leveduras); do beneficiamento da mandioca (casca de mandioca,
manipueira); das industrias frutiferas (polpa citrica, residuo de abacaxi, residuo de caju);
e da producdo de biodiesel (beneficiamento da mamona, girassol, pinhdo manso e

amendoim) (FERREIRA e URBANO, 2013).

Outra biomassa utilizada na produ¢@o de etanol € o milho, seus residuos possuem
proteina, lipideos e minerais (VERACINI et al., 2013). O coproduto gerado corresponde
a 30% dos graos utilizados na producio de etanol e pode ser empregado na alimentacado
de animais (FIALHO e BARBOSA, 2008; SPIEHS, WHITNEY e SHURSON, 2002). O
destino mais usual € na bovinocultura, porém ji tem sido incluido como alimento na dieta

de aves e suinos (ABOUSEKKEN, 2014; LI et al., 2012; IEA, 2018).

As usinas obtém renda adicional dos subprodutos gerados na producdo de etanol

a partir do Oleo bruto e dos grdos de destilaria, que possuem alto valor agregado
(ROSSETO et al,, 2017). O rendimento médio ¢ 380 kg de grdo de destilaria seco para
cada tonelada de milho (LEITE, 2018).
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 — Biomassa

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados 3 hibridos comerciais
(BRS330, BRS373 e 1G100) e 2 hibridos experimentais do Programa de Melhorame nto
Genético de sorgo da Embrapa (1167052 e 1167092). (Figura 4.1). A biomassa foi obtida
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuiria (Embrapa) do Estado de Minas Gerais,

Brasil. A cultura foi coletada no primeiro semestre de 2017 e armazenada em ambiente

Seco.
BRS330 BRS373 1167052
1167092 1G100
Figura 4.1 - Graos de sorgo granifero (Fonte: o proprio autor)
4.2 - Moagem

Os graos foram submetidos ao processo de moagem para hidrolise e fermentacao.
A biomassa foi moida cerca de 5 vezes utilizando um moinho simples de disco para
cereais. ApOs a moagem os graos foram peneirados empregando peneiras de até 9 mesh.

As particulas obtidas apresentaram caracteristicas de didmetros inferiores a 2 mm.
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4.3 - Caracterizaciao do grao

Foram feitas as seguintes determinacdes quimicas: teor de amido, umidade/ teor

de 4gua, teor de Oleo, celulose, hemicelulose A e hemicelulose B.

O teor de amido foi descrito como a quantidade de glicose total por cromatografia
a liquido de alto desempenho (HPLC), do ingles (High Performance Liquid
Chromatography). A quantificacdo do teor de 6leo foi através do método de extragdo com
o soxhlet de 20g de sorgo utilizando o solvente n-hexano, o experimento foi realizado
durante 4 h. O 6leo extraido foi determinada a partir da diferenca da medida de massa do

baldo iicial pelo final

Nos ensaios foram utilizados o método usado por Zhang (2010), sendo que 0,03 g
de graos foram hidrolisados com 2,6 mL de HClug) 1,2 M em banho-maria em ebulicdo
por 2 h. Em seguida, ajustando o pH a 7,0 com NaOHqq 1M, acetato de chumbo foi
adicionado para precipitar a proteina e diluindo a solucdo com 4gua deionizada até um
volume final de 10 mL. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas para remog¢ao
da proteina, diluidas (10 vezes) com 4gua ultrapura, filtrada por meio de uma membrana
(tamanho de poro 0,22 um, Millipore) e injetadas no sistema cromatografico da marca
Shimadzu modelo LC-20A Prominence. Utillizou-se uma coluna SUPELCOGEL Ca,
dgua deionizada como fase movel, fluxo de 0,5 mL min'!, temperatura do forno de 80°C
e volume de mje¢do de 20 pl. Todos os ensaios de caracterizacio do caldo foram
conduzidos em triplicata. O teor de amido foi determinado usando o teor total de agucar

(teor de amido = teor de glicose x 0,909).

A umidade foi determinada pelo teor de agua de cada variedade de sorgo,

utilizando o método gravimétrico (AOAC, 2007).

Ja a quantificacdo de celulose foi isolada por uma solu¢do alcalina seguindo o
método YADAV et al, (2007 a-d), onde se teve primeiramente a extracdo do Oleo de 5g
de sorgo utilizando o soxhlet durante 3 h com o solvente n-hexano e apds essa etapa o
sorgo foi suspenso em agua com agitacdo mecanica (85°C por 1 h). Durante a reagdo, a
suspensdo foi mantida em pH 11,5, adicionando NaOHwg a 50% (m/v), conforme

necessario. Depois de esfriar a mistura reacional quente, foi centrifugada a 6000 rpm
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durante 20 min e o sobrenadante foi separado do residuo. O residuo obtido foi extraido

mais duas vezes.

O pH do extrato alcalino (sobrenadante das trés centrifugacdes) foi ajustado para
o pH de 4,0-4,5 por adicao de HCI concentrado. A hemicelulose A ("Hemi. A") foi
coletada por centrifugacdo a 10.000 rpm por 30 min e seca em estufa a vacuo a 50 °C até
a massa estabilizar. Dois volumes de etanol foram gradualmente adicionados ao
sobrenadante com agitacdo para precipitar a fracdo principal de hemicelulose B (Hemi
B). A Hemi B formou um precipitado floculento branco no fundo do erlenmeyer e foi

deixado durante a noite em repouso até total decantacio.

O precipitado floculento branco foi transferido para outro recipiente, agitado em
etanol puro e filtrado sob vacuo. A Hemi B obtida no funil de Buchner foi lavada com
etanol a 100% e seca em estufa a vacuo a 50 °C durante a noite e medida a massa. O
residuo insolivel deixado apds a extracdo alcalina foi suspenso em agua, o pH ajustado
para 5,5-6,0 e agitado por cerca de 15 min. O residuo ndo solubilizado foi coletado por
filtracdo a vacuo, lavado com etanol a 100% e seco em estufa a vacuo e medida a massa.

Esse residuo insoldvel em &dgua final foi chamado fracdo rica em celulose.

4.4 - Microrganismos e enzima

O processo de fermentagdo foi conduzido utilizando a cepa de levedura
Saccharomyces cerevisiae Y904 obtida da AB Brasil (Pederneiras/SP). O processo de
fermentacdo enzimitica foi realizado utilizando amiloglucosidase (AMG 300 L

Novozymes) adquirida pela empresa Empério Lipulo (Araucaria/PR).

4.5 - Hidrélise e fermentacao

Na produgédo de etanol foi utilizado 10% (m v'!) de sorgo moido conforme item
4.2. A fermentacdo foi realizada em um reator conico descontinuo com volume de 250

mL a 25 °C e 120 rpm em uma mesa agitadora, usando Saccharomyces cerevisiae Y904
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a concentracio de 30 g L' em hidrolise e fermentacdo separadas e fermentacio e

sacarificacdo simultineas (Figura 4.3).

A fermentacdo e sacarificagdo simultdneas foi avaliada no processo enzimitico
realizado com AMG 300L e com a gelatinizacio do amido (cozido a 100 °C por 1 h) e no
meio fermentado com o pH 5,2 (tampao acetato — acido acético 0,2 M e acetato de sddio

0,2 M), com dois tempos de fermentagao sendo 80 e 100h.

O processo de hidrolise e fermentagdo separada foi avaliado utilizando o 4cido
sulfirico (H2SO04), acido cloridrico (HCI) e 4cido fosférico (H3zPOas)com 25 e 50 min de
hidrélise a 120 °C  (Figura 4.3). Ap6s a hidrélise foi realizada a neutralizacdo do
hidrolisado com carbonato de célcio (CaCQO3) até o pH atingir aproximadamente 4,5 +
0,2. Posteriormente centrifugou-se a o meio fermentativo a 7000 rpm por 20 minutos para
remover o sOlido e o sobrenadante da centrifuga usados no processo de fermentacdo de

72h. Na Tabela 4.1 e na Figura 4.4 estdo descritos os dois processos estudados.

Figura 4.3 - Processo de hidrdlise e fermentacdo separadas (Fonte: o préprio autor)
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Tabela 4.1 - Condicdes de hidrdlise 4cida e enzimatica realizadas em graos de sorgo

Acdo  Acdo g T Tempo felidiset - Tempo de
HC1 0,5 - 25e50 72
HCI 1 - 25e 50 72
HCI 2 - 25¢e 50 72

H>SO4 0,5 - 25e50 72

H2SO4 1 - 25e 50 72

H2S04 2 - 25¢e 50 72

H3PO4 0,5 - 25e 50 72

H3PO4 1 - 25e50 72

H3PO4 2 - 25e 50 72

- - L5 80 e 100 80 e 100
- - 0,75 80 e 100 80 e 100
- - 0,15 80 e 100 80 e 100

Nota: ® massa / massa

bhidrélise simultaneamente com a fermentagdo no processo enzimitico
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Figura 4.4 — Fluxograma do processo de producdo de etanol (Fonte: o proprio autor)

4.6 - Dosagem de acicar e etanol

O etanol e os acucares totais foram quantificados

cromatografia liquida de alta efici€éncia (HPLC-Shimadzu LC-20A Prominence) com a
coluna SUPELCOGEL CA, agua deionizada como fase mdvel, vazdo de 0,5 mL/min,
temperatura do forno a 80 °C e volume de injecao de 20 mL. As concentracdes de etanol
e actcar foram determinadas a partir das curvas de calibracdo geradas pelo equipamento

e a concentracdo total de acucar (TSC) foi calculada com a soma das concentragdes de

glicose e maltose.

24

usando a técnica de




4.6.1 - Quantificacao de acuicar e etanol

A partir das concentracdes (g L'!) de acticares e etanol determinadas foi possivel
descrever os resultados em massa de acticar ou etanol por massa de grao de sorgo, de

acordo com as Equacdes 1 e 2:

(agucar (kg)) / (grao base seca (100kg)) = @ M
(etanol (L)) / (graos base seca (100 kg)) = —(Eexxn‘l,) )

Em que Ca é a concentra¢do de agucares (g L), v € o volume de fermentagdo (L),
Ce € a concentragdo de etanol (g L'!), p é a densidade de etanol (789 kg m3 a 20 °C) e m

¢ a massa de graos de sorgo em 100 kg em base seca.

4.6.2 — Rendimento pratico e tedrico

Os resultados foram expressos em rendimento pratico (Yp) pela Equacdo 3. Foi
possivel também calcular dois rendimentos teéricos (Yts e Yth), em relacdo ao amido
presente na biomassa determinada pela caracterizacdo do grao e ao acucar hidrolisado, de

acordo com as Equacdes 4 e 5, respectivamente:

etanol (kg)

04 — — = VPSS
Yp (o) = o X 100 3)
vis (%) = —2mx180 e @)
= ——X
> 0 162 ’
Yth (%) = Cgli x 0,51 + Cmal x 0,53 )

Sendo Yp o rendimento pratico, Yts o rendimento tedrico em relacdo ao amido,
Yth o rendimento tedrico do hidrolisado, Cam a concentracdo de amido (kg/100 kg de
grao), Cgli a concentracdo de glicose (kg/100 kg de grao) e Cmal a concentracdo de
maltose (kg/100 kg de grio).
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4.6.3 — Eficiéncia da fermentacao alcodlica

As eficiéncias das fermentacdes alcodlicas pelos processos de hidrolise e
fermentacdo separadas (na) e fermentacdo e sacarificacdo simultineas (ne) foram

determinadas pelas Equagdes 6 e 7, respectivamente:

etanol (kg)
— X

0 =
na (%) Y

100 (6)

etanol (kg)
—x

04) =
ne (%) Yts

100 7)

4.7 - Recuperacao de biomassa

No processo de hidrdlise e fermentagdo separadas foi avaliado o residuo sélido
apods a hidrolise acida de todas as variedades de sorgo, sendo a biomassa recuperada. O
hidrolisado foi centrifugado a 7000 rpm por 15 min, separando a parte solida, lavado com
agua destilada e filtrado para posteriormente secagem na estufa a 37 °C durante 24 h. Ja
no processo de fermentacdo e sacarificagdo simultineas a recuperacdo foi obtida ao final
da fermentacdo. Assim, o fermentado foi centrifugado e o residuo sdlido foi lavado nas
mesmas condigdes anteriores e seco, ambos foram utilizados o mesmo método e pesados

(AOAC, 2007).

26



5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Andlise da caracterizacio

Para o estudo de caracterizagdo das biomassas foi quantificado os teores de amido,
O6leo, umidade, celulose, hemicelulose A e hemicelulose B. Os teores de amido
encontrados no presente trabalho apresentaram valores de 33,87 a 27,35 (g/100g de
sorgo). Silva e colaboradores (2018) encontraram 26,38% de amido para o grao de sorgo
granifero realizando o método de extracdo de amido, valor este, menor do que encontrado
no presente trabalho. Através dosresultados apresentados na Tabela 5.1, pode-se observar
que os diferentes hibridos estudados possuem composicdes semelhantes em termos de
umidade e amido. J4 os teores de celulose (hemicelulose A e hemicelulose B) mostraram
variacdes para cada tipo de sorgo, pois o genétipo de cada sorgo € diferente. Pode-se
observar que o teor de 6leo do sorgo BRS330 se destacou em relacdo aos outros sorgos

estudados que tiveram resultados similares.

Tabela 5.1 - Caracterizagao da biomassa (g/100g de sorgo)

Sorgo BRS 330 BRS373 1G100 1167052 1167092
Oleo 4,96 2,81 3,10 2,73 3,31
Amido 33,78 30,38 33,87 27,35 30,63
Umidade 10,83 10,12 10,25 10,62 10,52
Celulose 27,36 23,34 26,49 37,81 38,52
Hemicelulose A 35,16 48,97 12,13 16,69 37,30
Hemicelulose B 5,93 6,45 4,48 16,78 5,24
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5.2- Condicoes acidas de hidrélise

A Figura 5.1 mostra a avaliacdo da producdo de acticar ( maltose (A) e glicose(B))
dos graos de sorgo 1G100 associada a etapa de hidrdlise usando &cido sulfiirico, acido
cloridrico e acido fosforico. Observa-se que dentre os acidos estudados, o que menos
favoreceu o processo de hidrdlise foi o 4cido fosforico que resultou em 6,27 kg de
acticar/100 kg de grao a 2% em 25 min e 15,09 kg de agicar/100 kg de grao em 50 min.
Em relagc@o ao 4cido cloridrico a 1%, a producdo de etanol foi 65,08 kg de acticar/100 kg
de grao de sorgo (25 min), com um aumento de aproximadamente 90% em relacdo a

producdo de etanol obtida utilizando 4acido fosforico.

Ao avaliar a produgdo de agucares na hidrolise com acido sulfirico, observou-se
que para o tempo de 50 min foi obtido 48,84 kg de acicar/100 kg de grdo com uma
producdo de glicose de aproximadamente 43 kg de glicose/100 kg de grdo. Para o tempo
de 25 min, foi obtido 40,5 kg de agucar/100 kg de grdio com uma producdo de 28 kg de
glicose/100 kg de grao. Foi possivel notar que o tempo de 50 min favoreceu a producdo

de agucares como a glicose.
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Figura 5.1 - Producdo de maltose (A) e glicose (B) (kg/100 kg de grao) no processo de
hidrélise 4cida do sorgo 1G100 (a 120 ° C, 25 e 50 min)

Ananda e colaboradores (2011) estudaram os efeitos do estresse hidrico e da seca
sobre o teor de glicose e a producdo de etanol de grios de sorgo. No seu trabalho
utilizando enzimas a-amilase e B-glucamilase com hidrélise por 75 min (84 °C) e 2h (30
°C), respectivamente, obtiveram 61,49 kg de acucar/100 kg de grdo. Verificou-se que no
presente trabalho, foi obtido resultados compativeis com a literatura (65,08 kg de
acdcar/100 kg de grdo para a hidrélise utilizando HCI) com um aumento de

aproximadamente 5% em relagdo ao encontrado por Ananda e colaboradores (2011).

A Figura 5.2 dispde os dados com relacdo ao uso de dcidos (HCl, H2SO4 e H3PO4)
na hidrdlise e posterior producio de etanol. Observou-se que o 4cido cloridrico favoreceu
a producdo de etanol atingindo 33,86 L de etanol/100 kg de grdo em 50 min de hidrélise.
Ja o acido sulfiirico apresentou uma producdo de etanol de 29,65 kg de etanol/100 kg de
grdo em 50 min de hidrdlise, apresentando uma reducdo de aproximadamente 12% em

relacdo ao acido cloridrico.
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Embora o uso de 4cido cloridrico seja promissor e tenha apresentado melhores
resultados, a utilizacdo do 4cido sulfirico € mais comum na literatura em pesquisas de
hidrélise 4cida diluida para diversas biomassas como a palha de sorgo doce (VAZQUEZ
et al, 2007, HERRARA et al, 2002). Os trabalhos desenvolvidos por Vancov e
MCintosh, 2012 e Mehmood et al, 2009, demonstraram que a hidrélise com éacido
cloridrico resultol na reducdo do tempo de reacdo, mas a maior producdo de acucar foi

obtida com o acido sulfurico.

O é4cido sulfirico € usado na etapa de pré-tratamento da biomassa, ou seja, no
processo de hidrolise do grao de sorgo, para destruir estruturas como a lignina e celulose.
Isso justifica a importincia da etapa da hidrdlise acida no processo de tratamento de
biomassas compostas por lignina e celulose (BEHERA et al, 2014; MENON e RAO,
2012). O é4cido sulfirico também apresenta vantagens nos processos por ser menos
corrosivo e de menor custo, portanto, a condicdo escolhida para otimizar a producdo de
etanol foi a 1% de 4acido sulfirico em 50 minutos de hidrolise (BANERIJI,
BALAKRISHNAN, KISHORE, 2013).
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Figura 5.2 - Producdo de etanol no processo de hidrdlise e fermentacdo separadas com

diferentes tempos de hidrolise do sorgo 1G100 (25 °C; pH 4,5; 72 h)
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5.3 - Producao de etanol com a etapa de hidrélise acida

A Figura 5.3 apresenta os resultados de agucares (glicose, maltose, celobiose e
frutose) obtidos no processo de hidrolise 4cida com 1% de H2SO4 e 50 minutos de
processo. Pdde-se observar que as quantidades de glicose foram similares para as

diferentes espécies de grao de sorgo.

O tipo 1167052 atingiu a maior concentracdo de glicose, com um valor de 47,28
kg/100 kg de grao, sendo 6,6% a mais em relacdo ao hibrido 1167092 que produziu a
menor quantidade de acucares. J4 os actcares maltose, celobiose e frutose foram
produzidos em propor¢des menores e iguais, resultados em valores abaixo de 5kg/100 kg

grao de sorgo.
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Figura 5.3 - Producdo de acticares (kg/100 kg grao) apds a hidrdlise acida com acido
sulfirico (50 min, 120°C % 1°C)

Nota: O actcar redutor frutose foi detectado em quantidades baixas (menores que 1 kg/

100 kg grao de sorgo)
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A Figura 5.4 apresenta os resultados de producdo de glicerol e etanol na
fermentacdo nas condi¢cdes de 1% de H2SO4e 50 min de hidrdlise. Nesse processo, a
producdo atingiu 28,23 L de etanol/100 kg de grao para o hibrido 1G100, sendo 11,51%
amais que os tipos 1167052 e 1167092.

O glicerol apresentou dois tipos de comportamento, para o hibrido BRS330 cerca
de 23,70 kg de glicerol/100kg de grao, BRS373 apresentou valores proximos ao BRS
330. Os demais graos de sorgo 1G100, 1167052 E 1167092 mostraram comportamentos
semelhantes produzindo em torno de 12,41 kg de glicerol/100 kg de grao, uma redugdo

de 47,63% em relacdo a maior produgdo de glicerol.

Na literatura Szambelan (2018a) obteve valores semelhantes para a producdo de
etanol, aproximadamente 29,79 L/ 100 kg grao para o grdo de sorgo cultivado na Poldonia
do tipo GK J-018 utiizando o método de sacarificacio simultinea e fermentacdao
juntamente com a aplicacdo de um novo tipo de enzima, StargenTM 001, que pode
hidrolisar  granulados ou amido ndo cozido a actcares fermentiveis (BIALAS,
SZYMANOWSKA e GRAJEK, 2010; NIKOLIC et al., 2012). Dessa forma, verificou-se
que os resultados encontrados no processo de hidrolise do presente trabalho foram

compativeis com a literatura.

A Tabela 5.2 apresenta os resultados de rendimento pratico e eficiéncia de todas
as variedades de sorgo estudadas. Os hibridos que apresentaram melhores resultados
foram os BRS373 e 1G100 com eficiéncias de 94,41 e 100%, respectivamente.

Comparando a eficiéncia com outra biomassa rica em amido, o milho, por exemplo.

Szambelan et al. (2018b) concluiram que o melhor resultado de eficiéncia da
fermentacdo alcodlica foi 77,51% com de producdo de etanol 33,77 L/100kg de grdo,
apesar que a producdo de etanol ainda pode ser melhorada com a otimizagdo das
condi¢des operacionais. Na presente avaliacdo, a eficiéncia atingiu aproximadamente

20% a mais que o de Szambelan et al., (2018b) para o sorgo 1G100.

Outro aspecto que beneficia o uso de sorgo na producdo de etanol € a possibilidade
de reutilizar a biomassa, pois essa ndo perde o valor nutricional (proteina, lipideos e
minerais). Dessa forma, foi avaliada a recuperacdo da biomassa neste trabalho com os

resultados demonstrados na Tabela 5.2.

32



Os resultados da recuperagdao da biomassa atingiram 28,73% (g/100 gde griao de
sorgo) para a espécie 1160752 e 27,81% (g/100 g de grao de sorgo) para sorgo 1G100.

A relacdo entre a eficiéncia da fermentacdo alcodlica e a recuperacdo ndo é
diretamente proporcional, pois, ndo necessariamente as melhores recuperacdes foram
obtidas para a maiores producdes de etanol. Vale ressaltar que a biomassa recuperada
pode agregar valor nos processos industriais, uma vez que, é utilizada na producdo de

racdo animal (MCCUISTION et al., 2019).
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Figura 5.4 - Produgdo de glicerol (kg/ 100kg graos de sorgo) e etanol (L/ 100kg graos de
sorgo) na fermentacdo (72h, 25°C)
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Tabela 5.2 — Rendimento pratico/ eficiéncia da hidrolise 4cida com &cido sulfirico e

fermentacdo (g/100g de sorgo)

Rendimento

. Rendimento L. c~ Biomassa
Sor Rendimento tebri mido tedrico Eficiéncia R rad
O Ppratico (%) O 2O T hidrolisado (%) ecuperada
(%) o (%)
(%)

BRS330 76,25 21,47 26,18 98,39 23,21
BRS373 85,39 19,15 27,48 94 41 28,56
1G100 83,34 21,38 25,37 100,00 27,81
1160752 91,33 19,75 27,78 89,93 28,63
1160792 81,58 19,40 25,78 96,93 25,62

Nota: ? base seca de amido

5.4 - Efeito da concentracao de enzima e tempo de fermentaciao

Na producdo de etanol, foi avaliada também o processo de hidrdlise enzimatica
utilizando a enzima AMG300L. Dessa forma, a concentracdo enzimatica e o tempo de
fermentacdo foram avaliados utilizando o sorgo 1G100. A Figura 5.5 estdo apresentados
os resultados da concentracdo de glicerol produzido nas condi¢des estudadas. Pdde-se
observar que ndao houve relacdo direta entre a quantidade de glicerol e etanol nas

diferentes condicOes avaliadas.

Para avaliar a melhor condicdo do processo utilizando a enzima AMG 300L foi
escolhido o ensaio em que a produgdo de etanol alcangou o maior valor de 24,29 1/100
kg de grao (100h e 1,5 U/g). NaFigura 5.6, pode-se observar que em 80 horas, a producdo
de etanol foi 29,83% melhor com a concentracdo de 1,5 U/g de enzima em relacdo a

concentracdo 0,75 U/g e 39,67% em relacdo a menor concentracdo de enzima 0,15 U/g..
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Além disso, a producdo de etanol mostrou um comportamento decrescente de
acordo com a quantidade de enzima adicionada. Em 100 h de fermenta¢do, aconcentracao
de etanol teve o maior valor na mesma concentracdo de enzima que 80h e 7,75% a mais
nesse tempo, cerca de 24,89 L/100kg de grdo para etanol. As condicdes avaliadas de
enzima 1,5 e 0,75 U/g obtiveram bons resultados em 100 h de fermentacdo, de modo que
a condicdo escolhida para continuar o estudo foi de 1,5 U/g em 100 h de fermentacdo a

25 °C.
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Figura 5.5 - Producgdo de glicerol (kg/100kg grao) produzido na fermentacio enzimitica
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Figura 5.6 - Producdo de etanol (L/100kg de grdo) produzido na fermentacdo enzimatica
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5.5 - Producio de etanol na melhor condi¢io da enzima

A proxima etapa deste trabalho foi avaliar as condicdes ideais do processo de
fermentacdo enzimitica para todos os tipos de graos de sorgo. A Figura 5.7 mostra que a
quantidade de glicerol produzido foi de 7,78 kg/100 kg de grao para o sorgo BRS373,
resultado inferior ao encontrado no processo de hidrolise acida e fermentacdo. A producdo
de etanol atingiu valores de aproximadamente 28 1/100kg de grao para o sorgos BRS373
e 1167052 no processo de fermentagdo de 100 h.

Esses resultados encontrados foram compativeis com o processo de hidrolise 4cida
e fermentacdo em 72 h do presente trabalho. Szambelan e colaboradores (2018a),
produziu etanol com o processo de hidrolise utilizando a enzima Termamyl SC DS em
20 min de hidrélise e 72 h de fermentacdo obtendo 25,43 (L /100kg de grao). Esses dados
encontrados na literatura, demonstraram um valor de aproximadamente 12 % abaixo ao

comparar com os resultados obtidos neste trabalho.
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Figura 5.7 - Producdo de glicerol(kg/100kg grao de sorgo) e etanol (L/100kg grao de
sorgo) na fermentacao (100h, 25°C)
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A Tabela 5.3 apresenta os resultados de rendimento pratico e eficiéncia de todas
as variedades de grao estudados. O hibrido que apresentou o melhor resultado foi
1167052 com 99,18% de efici€éncia, um aumento de aproximadamente 1,5% na eficiéncia

da fermentacdo alcodlica em relacdo a hidrélise acida e fermentacdo.

Foi possivel observar que a recuperacdo de biomassa no processo de fermentacao
e sacarificacdo simultineas foi mais satisfatéria apresentando 36,65% para o sorgo

BRS330, que no processo de hidrolise e fermentacdo separadas.

Do ponto de vista do uso de coprodutos, a condigdo enzimatica alcangou 13,68%
amais derecuperagdo para o sorgo 1G100 que se destacou no processo de hidrolise 4cida.
Além disso, o0 processo enzimitico apresentou recuperacdes maiores em todos 0s Sorgos

devido ao seu processo ter condicdes de reacdo menos agressivas do que O processo

usando 4cido, que podem degradar a biomassa (MOSHI et al., 2015; TASIC et al., 2009).

Tabela 5.3 — Rendimento prético/eficiéncia da fermentacdo enzimatica(g/100g de sorgo)

. Rendimento .
. Rendimento L. o~ Biomassa
Sorgo Renghmento tebrico amido @ . COMCO Eficiencia Recuperada
Pratico (%) o hidrolisado (%) o
%) o %)
BRS330 82.79 21.47 26.18 97,07 36,65
1160752 100,00 19,75 27.78 99,13 35,59
1160792 86.11 19.40 2578 100,00 29,50

Nota: 2 base seca de amido
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6 — CONCLUSAO

6.1 - Conclusao

Diante dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel verificar as seguintes

conclusdes:

Os graos de sorgo granifero mostrou ter um grande potencial como biomassa
para a producdo de etanol;

O grdo de sorgo granifero possui teores elevados de amido (33,87 a 27,35%
g/100g de sorgo);

Todas as variedades de sorgo estudadas mostraram-se capazes de produzir
etanol, sendo que o hibrido 1G100 no processo hidrdlise 4cida e fermentacao
separados produziu 28,23 L/100kg grao;

No processo de fermentacdo enzimatica a produgdo de etanol se destacou para
o sorgo BRS373 e 1167052 com resultados de 28,59 e 28,51 L/100 kg grdo,
respectivamente;

A producdo de etanol em ambos os processos foram similares;

A recuperagdo de biomassa na fermentacdo enzimitica (36,65% para sorgo

BRS330) foi maior em relagdo a hidrélise acida.

6.2 - Sugestoes para trabalhos futuros

As sugestdes para trabalhos futuros sio:

Caracterizar fisico-quimica de forma mais detalhada dos grios;

Realizar aextracdo de dleo apos a hidrolise acida e a fermentagdo enziméitica;
Avaliar a utilizagdo do acido cloridrico na hidrélise acida para as variedades
de sorgo;

Verificar economicamente a utilizacdo da enzima na hidrélise enzimatica do

SOrgo.
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