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RESUMO

A busca da sociedade por fontes alternativas de energia faz com que cada vez mais as
instituicbes de pesquisa busquem formas eficazes de atender a esta demanda crescente. Os
biocombustiveis mostram-se como 0s principais atenuadores dos impactos causados pela
queima dos combustiveis fosseis. Com alta capacidade de producdo de cana-de-agucar, 0
Brasil € hoje o principal produtor mundial de cana. O objetivo geral deste trabalho foi avaliar
0 potencial de producéo de etanol de primeira e de segunda geragdo em dois ciclos de cultivo
de variedades de cana-de-acucar em Pernambuco. De forma especifica objetivou-se avaliar o
efeito da adubacédo nitrogenada sobre a produtividade e varidveis agroindustriais da cultura,
caracterizar quimicamente a biomassa lignoceluldsica em diferentes partes da planta, estimar
0 potencial de producdo de etanol de primeira e segunda geragéo e verificar a eficiéncia de
ensaios de deslignificacdo e hidrolise enziméatica. Um experimento em campo foi conduzido
na estacao experimental do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) em Itambé, PE, desde
2012, com delineamento experimental em blocos casualizados em arranjo fatorial,
representados por cinco variedades de cana-de-acucar (RB863129, RB92579, RB867515,
RB931011 e RB962962) e trés niveis de adubagéo nitrogenada (testemunha, 40 e 80 kg.ha!
de N na forma de ureia), com 4 blocos. As parcelas foram compostas por sete fileiras com 14
metros de comprimento e 1 m entre fileiras (98m?). Foram utilizados os dados referentes aos
ciclos de 2014 e 2015 (12 e 22 socas). Na colheita, a biomassa das plantas foi separada em
colmo, folhas e ponteiro e subamostras foram coletadas para caracterizacdo quimica quanto
aos componentes da parede celular. Foi medida a produtividade para cada uma das variedades
e feitas analises tecnoldgicas (°brix, fibra, pol do caldo extraido e agucar total recuperavel). A
producdo de etanol de primeira geracdo, foi estimada em 7739 a 12312 L.ha! para as
variedades RB962962 e RB867515, respectivamente. A variedade RB962962 apresentou
melhores resultados (10446,99 L.ha) de produtividade de etanol de segunda geragdo. Em
funcdo de seu desempenho na etapa anterior foram realizados ensaios de deslignificacdo do
bagaco da variedade RB962962 com H>O> alcalino, verificando-se perda de massa de 40,4%
(£1,88; n=5), e ap0s este processo de pré-tratamento uma redugdo de 23,6% nos teores de
lignina detergente acido (LDA) e incremento de 47,95% nos teores de celulose. Verificaram-
se as maiores eficiéncias de hidrolise de 34,84% e 35,12% independentemente da carga
enzimética (5 FPU.g?) para as cargas de solidos de 5 e 10 % (m/v), respectivamente.

Palavras-chave: Fontes renovaveis. Etanol. Biomassa lignocelulosica.
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ABSTRACT

Society’s search for alternative energy sources promotes research institutions to seek for
effective ways to meet this growing demand. Biofuels are the main mitigators of the impacts
caused by the burning of fossil fuels. With high production capacity of sugarcane, Brazil is
now the world's leading producer of sugarcane. The general objective of this work was to
evaluate the potential of first and second generation ethanol production in two crop cycles for
sugarcane varieties in Pernambuco state. Specifically aimed to evaluate the effect of nitrogen
fertilization (control, 40 and 80 kg.(hm?)! of N) on the productivity and agroindustrial
variables of the crop, to chemically characterize the lignocellulosic biomass in different parts
of the plant, to estimate the potential production of the first and second generation ethanol and
to verify the efficiency of the delignification and enzymatic hydrolysis tests studied. The field
experiment was conducted at the experimental station of the Agronomic Institute of
Pernambuco (IPA) in Itambé, PE, since 2012, with a randomized block design in a factorial
arrangement, represented by five varieties of sugarcane (RB863129, RB92579, RB867515,
RB931011 e RB962962) and three levels of nitrogen fertilization (control, 40 and 80
kg.(hm2) of N in the form of urea) with 4 blocks. The plots were composed of seven rows
with 14 meters in length and 1 m between rows (98m?). It was using in this work the data
referring to the cycles of the years 2014 and 2015 (2nd and 3rd crops). At harvest, the
biomass of the plants was separated into stem, leaves (dried and greens) and subsamples were
collected for chemical characterization of the components of the cell wall. The productivity
for each one of the varieties in each fertilization was verified and was made the technological
analysis of the sugarcane cultivars (°brix, fiber, sucrose in the extracted broth and total
recovered sugar). From these data it was possible to estimate the production of first-
generation ethanol, with values varying from 7738.70 to 12311.76 L.(hm2)* for the varieties
RB962962 and RB867515, respectively. The variety RB962962 presented better results
(10446.99 L.(hm?)1) of second generation ethanol productivity. Due to its performance in the
previous stage it was made the trials of delignification of bagasse of variety RB962962 with
alkaline H202, where was observed weight loss of 40.4% (+1,88; n=5), and a reduction of
23.62% in acid detergent lignin (ADL) and a 47.95% increase in cellulose contents were
observed after this pretreatment process. The highest hydrolysis efficiencies of 34.84% and
35.12%, independently of the enzymatic charge (5 FPU.g™), were found for solid loads of 5
and 10% (w/v), respectively.

Keywords: Renewable sources. Ethanol. Lignocellulosic biomass.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com a emissao de gases do efeito estufa (GEE), vem tornando a
sociedade alerta para a utilizacdo de formas alternativas de energia que possam reduzir seus
impactos. O uso de biocombustiveis, como o etanol, representa uma das formas mais efetivas
de reduzir as emissdes de GEE associadas ao consumo energético no setor de transporte
(MACEDO, 2006).

Ja utilizado em larga escala no Brasil, o etanol mostra-se como um forte atenuante dos
impactos ambientais causados pelos GEE, provenientes da queima de combustiveis de origem
fossil. Dados apontam que seu consumo reduz em 70% a emissdo de CO2 na atmosfera em
relacdo a gasolina (SEABRA, 2008). A producdo e o uso do etanol no Brasil sdo hoje o
melhor exemplo da introducdo de energia renovavel com uma grande escala de producéo,
partindo-se da producdo estabelecida de agucar.

Por sua alta capacidade de producdo de cana-de-agUcar, o Brasil é hoje o principal
produtor mundial de etanol de cana. Pernambuco € o sétimo maior produtor de cana-de-agUcar
do pais, uma produgdo que representa 2,9% do total nacional, tendo na Ultima safra
(2014/2015) plantado 284,6 mil ha, com uma produtividade média de 50,6 Mg. ha*
(CONAB, 2016).

O melhoramento genético tem proporcionado a obtencdo de novas variedades, que
serdo responsaveis por atender as mais diversas areas de producdo no territério nacional.
Técnicas agrondmicas (preparo, adubacdo do solo, entre outras) que proporcionem o manejo
adequado do ecossistema canavieiro tém dado suporte para que as variedades expressem 0 seu
méaximo em produtividade de cana e seus derivados.

Estima-se que a palha, mantida sobre o solo ap6s a colheita mecanizada, representa
aproximadamente 1/3 do potencial energético da cana-de-acUcar e na medida em que as
tecnologias para a sua utilizagcdo em cogeragéo e producgédo de etanol de segunda geracdo
estejam maduras, sera necessario ter uma fundamentacdo bastante clara dos beneficios da
palha no campo que permita decidir sobre a relagdo palha no solo/palha removida de forma a
melhor contribuir com a sustentabilidade do sistema canavieiro (CARVALHO, 2012).

O bagaco da cana-de-aglcar € em sua grande maioria, quando para obtencdo de
energia, queimado em caldeiras para geracdo de calor e geracdo de eletricidade. O
aproveitamento de seus componentes estruturais (celulose e hemicelulose) possibilitara a

obtencdo de maiores volumes de etanol, produzindo-se o etanol celulésico (etanol de segunda
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geragdo), quando somados a produgdo ja convencionalmente obtida de etanol proveniente do
caldo (etanol de primeira geracao).

Um dos principais gargalos que envolvem a producdo de etanol celuldsico €
desconstruir a parede celular liberando os polissacarideos como fonte de acUcares
fermentesciveis de forma eficiente e economicamente viavel. Com a possibilidade de dobrar o
potencial energético da cana de cana-de-agUcar, a utilizacdo do material lignocelulésico
remanescente da colheita e moagem para obtencdo de etanol enfrentam alguns entraves de
natureza técnica e econdmica (SANTOS et al., 2012).

Para disponibilizacdo dos agUcares presentes na palhada e no bagago, antes da
fermentacdo deste material, é necessaria a utilizacdo de técnicas de pré-tratamento e hidrélise
(enzimatica ou acida), que oneram a producdo. Em geral, os materiais lignoceluldsicos séo
resistentes a bioconversdo e requerem um pré-tratamento para aumentar sua digestibilidade e
tornar os materiais presentes em sua estrutura, que sao passiveis de serem convertidos em
acucares fermentesciveis, mais acessiveis a acdo das enzimas no processo subsequente de
hidrolise enzimatica.

O pré-tratamento € visto como uma das etapas do processo mais caras na conversao da
biomassa em acUcares fermentesciveis e por isso, esta etapa apresenta um grande potencial
para melhorar a eficiéncia e baixar o custo no processo de pesquisa e desenvolvimento.
(RABELO, 2007).

Dentre as diversas técnicas utilizadas para o pré-tratamento, o uso do peroxido de
hidrogénio alcalino (H202) tem despertado grande interesse (ARAUJO, 2016), pois apresenta
uma boa recuperacédo de polissacarideos na forma de monossacarideos fermentesciveis apds o
processo de hidrolise. Sabe-se também que o H20: praticamente ndo forma produtos
secundarios que venham a inibir os processos subsequentes, apresentando ainda baixa
toxicidade e impacto ambiental (BANERJEE et al., 2012).

A hidrélise enzimatica, que ocorre apds o pré-tratamento, aumenta a acessibilidade ao
ataque enzimatico (RABELO, 2007). Nesta etapa, celulose e hemicelulose sdo convertidas em
acucares fermentesciveis por meio de enzimas capazes de degradar o complexo celuldsico.
Devido a condi¢des mais suaves aplicadas durante o processo, uma menor quantidade de
subprodutos é liberada, resultando em um alto rendimento de acglcares fermentesciveis,
quando comparada a hidrdlises de natureza acida (SZCZODRAK E FIEDUREK, 1996;
WYMAN, 1999; RILEY, 2002; LEATHERS, 2003). Apesar do alto custo das enzimas, que,

na atualidade, torna o processo inviavel do ponto de vista econdmico, espera-se uma redugdo
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dos custos a longo prazo, em funcdo da possibilidade de obtencdo de rendimentos muito
préximos dos estequiométricos (RABELO, 2010).

Em Pernambuco, das dezoito unidades de producéo de etanol de cana-de-agucar, ndo
se tem dados aprofundados sobre o potencial de producdo de etanol de segunda geracéo.
Apesar do aumento da destinagdo da cana para producéo de etanol hidratado (CONAB, 2016),
ndo se pode afirmar que a procedéncia deste seja, mesmo que em pequeno percentual,
proveniente de materiais lignocelulésicos. Em funcdo disto, estudos acerca do potencial
bioenergético da cana-de-agucar sdo necessarios para a caracterizacdo das novas variedades
como promissoras ou ndo para a obtencéo de etanol de primeira e segunda geracéo.

Neste contexto, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar o potencial de
producdo de etanol de primeira e de segunda geracdo em primeira e segunda socas para
variedades de cana-de-acUcar em Pernambuco. Especificamente, objetivou-se avaliar o efeito
da aducéo nitrogenada de 0, 40 e 80 Kg. ha de N, sobre o desempenho agroindustrial de
cinco variedades de cana; caracterizar quimicamente a biomassa lignoceluldsica; estimar o
potencial de producdo de etanol de primeira e segunda geracdo e verificar a eficiéncia de

processos de conversao da biomassa lignoceluldsica em acgucares fermentesciveis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PANORAMA DA PRODUCAO CANAVIEIRA NO BRASIL E EM
PERNAMBUCO

O Brasil é hoje o principal produtor mundial de cana-de-acucar, e este setor de
producdo responde por cerca de um milh&o de empregos, que representam 6% dos empregos
na agroinddstria nacional (CIB, 2015. Ndmero consideravel de 70 mil fornecedores
independentes de cana gque junto com a agroindustria geram 13 bilhGes de reais em impostos e
taxas (NEVES E CONEJERO, 2010).

O cultivo da cana-de-acucar estabeleceu-se sobre os mais diferentes tipos de solos no
territorio nacional, desde solos de textura arenosa a muito argilosos, assim como em solos
com altos teores de matéria organica. A cultura é bem tolerante a acidez e a alcalinidade,
desenvolvendo-se em solo com pH desde 4,0 até 8,3 (BASANTA, 2004). Devido a grande
importancia que assumiu para a economia nacional através da producdo de alcool etilico
impulsionado em meados da década de 1970 pelo Programa Nacional do Alcool (Proéalcool), a
cultura de cana-de-agucar expandiu-se por muitos dos estados brasileiros.

A regido Sudeste é responsavel pela producdo de 62% de toda cana produzida a nivel
nacional. Sdo Paulo, maior produtor, possui 52% (4.678,7 mil hectares), seguido por Goias
com 10,1% (908 mil hectares), Minas Gerais com 9% (811,2 mil hectares), Mato Grosso do
Sul com 7,5% (677,9 mil hectares), Parana com 6,6% (596 mil hectares), Alagoas com 3,8%
(338,3 mil hectares), Pernambuco com 2,9% (264 mil hectares). Esses estados sao
responsaveis por mais de 90% da producdo nacional de cana-de-agtcar (CONAB, 2015).

Pernambuco possui, atualmente (safra 2015/2016), 273 mil hectares de cana-de-
acucar, resultando numa producédo de 15.464 mil toneladas. Hoje, é o segundo maior produtor
de cana-de-acucar no Nordeste do Brasil. Na safra 2014/2015 foram plantados 284 mil ha,
com uma produtividade média de 51 Mg. ha' (CONAB, 2015), valor muito abaixo dos 82
Mg. ha! obtidos na mesma safra em S&o Paulo.

Vérios fatores interferem na producdo e maturacdo da cultura da cana-de-agucar,
sendo os principais a interacdo edafocliméatica, 0 manejo da cultura e a cultivar escolhida

(CESAR et al., 1987). Em funcéo da alta abrangéncia da cultura a nivel nacional, de modo
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geral, o pais tem dois calendarios de colheita, um para a Regido Nordeste, que vai de

setembro a abril e outro para o restante do pais, de maio a novembro.

2.2 NITROGENIO NO CULTIVO DA CANA-DE-ACUCAR

O nitrogénio é um dos elementos que mais limitam o crescimento da vegetagdo e a
producdo agricola. No solo, o N encontra-se distribuido em varios compartimentos como Na,
N-organico, N-NH4* e N-NOs. Cerca de 50% de N do solo encontra-se em formas
quimicamente estaveis, com 0s maiores reservatorios muito pouco reativos, com tempo médio
de residéncia estimado em 175 anos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Em associagdo com
os fertilizantes nitrogenados aumenta-se a disponibilidade desses ions no solo e tem-se o
contato ion-raiz e a absorcao do nutriente pela planta. Para aumentar o nitrogénio disponivel
pelas plantas e consequentemente a produtividade da cana-de-acucar é importante favorecer a
mineralizacdo do N-orgénico e diminuir as perdas do nutriente, seja por volatilizacao,
desnitrificacdo ou lixiviacdo (VALE, 2009).

De acordo com Sampaio et al. (1984), a contribui¢do do N proveniente do fertilizante
para a cultura em cana-planta pode ser pequena, indo de 10%, até cerca de 15% (SALCEDO
& SAMPAIQ, 1987) do total de N absorvido pela planta. Ao passo que Trivelin et al. (2002),
estudaram o acimulo de N na parte aérea da cultura, tendo obtido valores da ordem de 200
kg. hal, sendo 20% desse valor derivado do fertilizante.

O ciclo da cana de acUcar (cana-planta ou socarias) condicionara o potencial de
absorcdo de N pelas plantas. Sendo este potencial reduzido consideravelmente nas socarias
que seguem. No Brasil, sdo depositados em média por meio do processo de fertilizacdo
nitrogenada cerca de 80 kg.hal, tendo sido observado absor¢do de 120 kg do elemento por
hectare (BASANTA, 2004).

Em cana-de-agUcar, as formas de N absorvidas pelas raizes podem ser usadas pelas
proprias células radiculares para sintetizarem compostos organicos, ou podem ser diretamente
transportadas, por fluxo de massa das raizes a parte aérea, onde ocorre a sua assimilacdo
(SILVA E CASAGRANDE, 1983). Sabe-se que o fluxo de N é dirigido aos locais de
demanda metabolica e ndo aos locais de déficits nutricionais (BURR E TAKAHASHI, 1955).

Normalmente a sintese protéica ocorre nos tecidos foliares, meristemas e raizes e 0s
excessos de N muito provavelmente seriam armazenados nas juntas basais na forma de
amonio, aminoacidos e peptideos, que estariam disponiveis a planta, quando e onde fossem

necessarios. Assim sendo, a condicdo da planta, deficiente ou ndo, determinaria a eficiéncia
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de absorcéo do nitrogénio. Todavia, existem evidencias que a maior parte do N absorvido seja
acumulada nos colmos na fase jovem da planta (VALE, 2009).

Gomes (2003) avaliou a absorcao e o acimulo de macronutrientes em doze variedades
de cana-de-acucar (terceiro corte) em dois tipos de solos verificou que a concentracdo de N
variou de 0,70 kg. t* (RB 845257) até 0,99 kg. t (SP 801842) e média de 0,84 kg t em
Latosso Vermelho Amarelo Distrofico psamitico. Em Nitossolo Vermelho Eutroférrico
Latossdlico, o teor de N variou de 0,54 kg. t* (RB835089) até 0,98 kg. t* (RB825336) e
média de 0,68 kg. t*, o que evidenciou que o acumulo de N pelas plantas depende do material

varietal bem como ambiente de produgéo.

2.3 MANEJO DA PALHADA NO CULTIVO DA CANA-DE-ACUCAR

Para garantia de altas produtividades, o cultivo da cana-de-agUcar precisa ser
manejado adequadamente, sendo fornecidos ao sistema todos os tratos possiveis que
assegurarem a sustentabilidade do canavial. Durante muitos anos, foi pratica usual nas
diversas regides canavieiras do Brasil e do mundo, queimar a cana-de-acUcar (Saccharum
officinarum) antes da colheita (WOOD, 1991; TRIVELIN et al.,1997). Entretanto, nos
ultimos anos, a &rea total de cana colhida mecanicamente, sem a prévia despalha a fogo, tem
crescido em S&o Paulo e em outros estados produtores de cana, exceto em Pernambuco, onde
a grande maioria das areas produtoras tem relevo acidentado, tornando invidvel a entrada de
colheitadeiras (SEABRA, 2008).

No sistema de colheita de cana sem a prévia despalha a fogo, as folhas secas, verdes e
0s ponteiros sdo cortados e deixados sobre a superficie do solo, formando uma cobertura
morta denominada palhada. Essa camada de material vegetal remanescente sobre a superficie
apresenta inimeras vantagens: aumenta a infiltracdo de &gua no solo, diminui a erosdo e a
evaporacéo edafica, melhora a estrutura do solo e aumenta a sua capacidade de troca catidnica
(CTC), além de servir como fonte de nutrientes para a macro e a microflora do solo e para a
propria cultura da cana-de-agtcar (WOOD, 1991).

Na colheita de cana-de-acucar com despalha a fogo, quantidades importantes de
elementos essenciais sdo perdidas para a atmosfera, dentre eles o nitrogénio, na forma de
oxidos. A colheita de cana crua permite, portanto, que os nutrientes contidos na palhada
permanegam no campo e sejam reciclados no sistema. Assim, a maior parte do N contido nos
residuos passa a formar parte da matéria organica do solo. Com o tempo, um equilibrio pode

ser alcancado quando a taxa de incorporacdo do nitrogénio dos residuos na matéria organica
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do solo for similar a taxa de mineralizacdo do nitrogénio orgéanico, mantendo estavel o
contetdo de N no sistema (BASANTA, 2004).

2.4 VARIAVEIS AGROINDUSTRIAIS DA CANA-DE-ACUCAR PARA PRODUCAO
BIOENERGETICA

O manejo adequado no cultivo da cana, associado as caracteristicas proprias da
variedade, permite a obtencdo de um melhor material para ser processado na industria, onde,
serdo consequentemente obtidos produtos de qualidade. A forma de avaliar a qualidade dessa
matéria-prima deve, portanto, ser adequada a tais caracteristicas, bem como atender as
necessidades requeridas pelo produtor, que permitam o cultivo econdmico da cana-de-acucar
e atendam as necessidades da industria.

A qualidade da cana-de-aglcar como matéria-prima pode ser definida como uma série
de caracteristicas intrinsecas da propria planta alteradas pelo manejo agricola e industrial, as
quais definem seu potencial para obtencdo de seus principais produtos e subprodutos
(FERNANDES, 2000). A principio, esta definicdo compreendia os colmos industrializaveis e
as impurezas presentes no material, geralmente composta por pequena parte da palhada e
plantas daninhas carreadas durante o processo de transporte. Atualmente, o termo ‘impureza’
ndo deve ser considerado para descrever quaisquer resquicios da palha, uma vez que esta
apresenta enorme potencial bioenergético e deve ser considerada no processo agroindustrial.

De acordo com Waldemar (2007), a cana é composta por fibra e caldo, sendo as fibras
consideradas os sélidos insollveis e o caldo composto por agua e por sélidos soltveis, que
sd0 acgucares e nao acUcares. Tal composicdo € apresentada em valores percentuais estimados

na figura 2.

Figura 1 — Composicao da cana-de-agucar. Adaptado de Waldemar (2007).
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O teor de fibras € um importante pardmetro a ser considerado em sistemas de
aproveitamento parcial e/ou integral da palhada para obtencéo de etanol de segunda geracao,
bem como no aproveitamento do material remanescente da moagem (bagago) com esta
mesma finalidade ou para geragéo de eletricidade.

A fibra constitui-se ainda em matéria de grande importancia do ponto de vista
agricola. As variedades mais ricas em fibras tém maior resisténcia ao tombamento, mesmo
qguando submetidas a despalha a fogo, e geralmente sdao mais resistentes ao ataque das pragas
do colmo, como € o caso da broca Diatraea saccharalis (LAVANHOLI, 2008).

Outro parametro agroindustrial a ser considerado é a pol (pol%caldo), que representa a
porcentagem aparente de sacarose contida numa solucdo de acUcares (caldo da cana). A
sacarose € o principal acUcar constituinte do caldo da cana e o seu teor esta relacionado com o
ponto da maturagédo da cultura.

O fator produtividade é considerado desde a escolha das variedades e o seu valor €
estimado em toneladas de cana por hectare (TCH). Um TCH alto é indicativo de que
determinada variedade produzirad grande quantidade de colmos atendendo satisfatoriamente as
expectativas de producdo do setor.

Maule et al. (2001) estudaram diferentes variedades de cana-de-aglcar em dois tipos
de solos tendo obtido os valores de TCH (grafico 1) médios para trés ciclos de cultivo (cana-

planta, primeira e segunda socas).

Figura 2 — Producéo agricola média das cultivares em Planossolo mesotrofico textura
arenosa/média (PL) e Podzélico Vermelho Amarelo mesotréfico textura arenosa/média (PV).
Fonte: Maule et al. (2001).
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As variedades de cana-de-agUcar estudadas neste trabalho apresentaram
comportamentos de produtividade agricola diferentes nos dois solos. A produtividade média
da cana-planta no PV (175 mg.ha') foi 28% maior que a obtida no PL (137 mg.ha?)
ressaltando a existéncia de uma variagdo no potencial de produtividade de colmos entre os
solos, o que enfatiza o papel do ambiente e manejo adequado na produtividade de colmos de
cultivares da cana-de-acucar.

Outra variavel utilizada na industria sucroenergética, o brix (brix%caldo), expressa a
porcentagem (peso/peso) dos sélidos soltveis contidos em uma solugdo pura de sacarose, ou
seja, mede o teor de sacarose da solucdo. Segundo Lavanholi (2008), admite-se entdo que o
brix € a porcentagem aparente dos solidos sollveis contidos em uma solugdo agucarada
impura, como € o caso do caldo da cana.

O teor dos acUcares totais recuperaveis (ATR) é uma das variaveis do sistema de
pagamento da cana e representa a quantidade de agUcares redutores totais (ART) recuperados
da cana até o xarope. Os acucares redutores totais sdo, portanto, a somatdria dos agucares
redutores (glicose e frutose) ja presentes no caldo e a glicose e frutose formados a partir do
processo de hidrélise da sacarose. De acordo com Fernandes (2000) sdo representados por
todos os agUcares do material na forma de agUcar invertido.

As variaveis agroindustriais da cana-de-agUcar refletem o real potencial produtivo de
seus principais subprodutos, devendo-se atentar para a qualidade da matéria-prima nas
diferentes etapas do processo de obtencdo de seus derivados. O conhecimento de tais
parametros garante o aproveitamento integral da cana-de-acucar como provedora de energia,
garantindo a sustentabilidade nas etapas agricola e industrial, de forma a contribuir para que o

balanco energético seja positivo no sistema de producdo canavieiro.

2.5 PRODUCAO DE ETANOL NO BRASIL

A iminente escassez das reservas de petréleo, principal fonte energética mundial,
juntamente com as preocupag0es da sociedade com a preservagao ambiental, sdo os principais
motivos que levaram 0s governos a buscarem estratégias para uma maior producdo e maior
consumo de combustiveis que sejam renovaveis e sustentaveis. De acordo com Andreoli e
Souza (2007), os biocombustiveis devem apresentar ganho de energia liquida, beneficios
ecoldgicos, serem economicamente competitivos e produzirem sem competir com o0

abastecimento de alimentos.
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O etanol é o alcool etilico (CHsCH20H) produzido pela fermentacdo dos agucares
encontrados no caldo da cana (etanol de primeira geragdo) ou por meio da biomassa
lignoceluldsica (etanol de segunda geracdo) apOs sua conversdo em acUcares fermentaveis,
podendo independentemente de sua forma de obtencdo, ser classificado em anidro e
hidratado, com teores alcodlicos minimo de 99,3° e 92,6°, respectivamente (CHIEPPE JR.,
2012). O etanol anidro tem teor de agua em torno de 0,5% em volume e é utilizado em
mistura com a gasolina, ao passo que o etanol hidratado € utilizado diretamente como
combustivel e possui cerca de 5% de 4gua em volume.

De acordo com o Conselho dos Produtores de Cana-de-agticar, Actcar e Alcool do
Estado de Sao Paulo — CONSECANA (2006), os valores relativos totais de ATR sao também
responsaveis pela prévia determinacdo do potencial de producéo dos subprodutos da cana. Em
termos gerais, para a producdo de um litro de alcool anidro e hidratado, ha necessidade de
1,7651 e 1,6913 kg de ATR, respectivamente.

O etanol produzido da cana-de-agUcar produz 9.3 unidades de energia renovavel para
cada unidade de combustivel féssil utilizado para sua producdo. Outras fontes (milho,
beterraba e grdos) geralmente utilizadas em outros paises raramente ultrapassam duas
unidades (ABRAMOVAY, 2009). Com isso, a cana-de-aclcar apresenta-se como a melhor
alternativa da atualidade para a producdo de etanol, além de contribuir para a diversificacdo
da matriz energética, oferecendo ainda a eletricidade proveniente do bagaco.

O Programa Nacional do Alcool (Proalcool) foi criado em meados da década de 1970
a fim de desenvolver técnicas e aperfeicoar os insumos para a producdo de alcool etilico
(ANDRADE et al., 2009). O auge do Proéalcool foi alcangado na década de 1980, quando a
politica de precos tornou o alcool bem mais barato do que a gasolina, levando a producédo de
etanol a mais do que triplicar entre 1979 e 1985 (em 1984, os carros a alcool respondiam por
94,5% da produgdo das montadoras). A inddstria do &lcool substituiu, desde 1976, mais de
1,44 bilh&o de barris de petroleo e a economia de divisas com a substituicdo do petrdleo foi de
cerca de US$ 120 bilhdes, entre 1979 e 2004 (BASTOS, 2007). Esta evolugdo no uso do
etanol como combustivel veicular, principalmente apds o advento dos veiculos
bicombustiveis no inicio dos anos 2000, transformou a cana-de-agUcar na segunda mais
importante fonte priméaria e na principal forma de energia renovavel da matriz energeética
brasileira. Constitui um mercado em ascensdo para um combustivel obtido de maneira
renovavel e para o estabelecimento de uma industria sustentada na utilizagdo de biomassa de

origem agricola e renovavel.
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De acordo com a Companhia Nacional do Abastecimento (CONAB, 2015) na safra
2014/2015, o Brasil produziu 28,66 bilhdes de litros de etanol, sendo 41% desse total anidro e
59% hidratado (Figura 3). Pernambuco destinou para o mesmo periodo, cerca de 34% de sua
producdo total de cana para obtencdo de etanol, tendo produzido cerca de 342 milhdes de

litros entre anidro e hidratado, o que representou 1,2% da producéo nacional.

Figura 3 — (a) Producdo total de cana-de-agucar e destinacdo a producdo de agucar e etanol, (b)
producdo de cana total destinada a producéo de etanol e a producéo de etanol anidro e
hidratado, (c) producdo total de etanol, etanol anidro e hidratado, a nivel nacional. Fonte:
CONAB (2015).
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Os dados do ultimo levantamento da CONAB demonstram ainda que houve migragao
do ATR total da industria para a produgdo de etanol. De acordo com a companhia, nesta safra
(2015/2016), a tendéncia é que ocorra uma reducdo significativa na destinacdo da cana-de-
acucar a ser esmagada para a producédo de acucar (5,3%) e um aumento significativo (24,8%)
para a producéo de etanol em face da conjuntura dos pregos. O etanol anidro deve sofrer nesta
safra uma reducdo de 8,5% na producdo, enquanto o hidratado deve sofrer aumento de 73,3%.
Esse aumento se deve principalmente ao preco mais compensador do produto, que
impulsionou as empresas a direcionarem parte ou toda a producgédo de cana-de-agucar para sua

fabricacéo.



27

2.6 OBTENCAO DE ETANOL DE PRIMEIRA GERACAO A PARTIR DO CALDO
DA CANA-DE-ACUCAR

O etanol obtido do caldo de cana-de-acucar (etanol de primeira geracdo) é, até o
momento, o Unico combustivel com capacidade de atender a crescente demanda por energia
renovavel de baixo custo e de baixo poder poluente. Deve-se considerar que as emissdes
gasosas com a queima do etanol sdo da ordem de 70% menores que as emissdes da queima da
gasolina, sendo ainda que o CO» emitido é reabsorvido pela propria cana (SEABRA, 2008).

O caldo da cana depois de extraido passa por processo de clarificacdo, que consiste na
remocdo de impurezas grossas. Para isso, 0 material é previamente peneirado e
posteriormente tratado com agentes quimicos para coagular parte da matéria coloidal (ceras,
graxas, proteinas, gomas, pectinas, corantes), precipitar certas impurezas (silicatos, sulfatos,
acidos organicos, Ca, Mg, K, Na) e modificar o pH (ANDRADE E CASTRO, 2006).
Meneguetti et al. (2010) descreveram cinco processos de clarificagdo do caldo de cana:
caleagdo (CaO), sulfitagdo (SO.), fosfatacdo (P20Os), carbonatagdo (CO2) e uso de dOxido de
magnésio.

Apoés a obtengdo do mosto nas destilarias, este € enviado as dornas de fermentacéo
onde serdo adicionados microrganismos (Saccharomyces cereviseae) responsaveis por
transformar o mosto em géas carb6nico e alcool. Tais microrganismos desempenham melhor
sua atividade a temperatura de 32 a 34° C (ALCARDE, 2007). O vinho que vem da
fermentacdo possui, em sua composicao, 7° a 10°GL (% em volume) de alcool, além de
outros componentes de natureza liquida, sélida e gasosa. Dentro dos liquidos, além do alcool,
encontra-se a agua com teores de 89% a 93%, glicerol, alcoois homdélogos superiores,
furfural, aldeido acético, acidos succinico e acético entre outros, em quantidades bem
menores. J& os sélidos séo representados por bagacilhos, leveduras e bactérias, agucares ndo
fermentesciveis, sais minerais, matérias albumindides entre outros, e 0S gasosos,
principalmente pelo CO2 e SO2 (PAYNE, 1989).

O alcool presente no vinho é recuperado por destilagdo. Nesse processo sdo utilizadas
as diferencas de ponto de ebulicdo das diversas substancias volateis presentes, separando-as.
A operagdo e realizada a nivel industrial com auxilio de sete colunas distribuidas em quatro
troncos (MENEGUETTI et al. 2010). O alcool resultante desse processo é uma mistura
binaria alcool-agua (hidratado) que atinge um teor da ordem de 96°GL, podendo ser

comercializado desta forma ou passar por desidratacdo (anidro).
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De maneira geral, o fluxograma da producdo de etanol de primeira geragdo €

apresentado na figura 4.

Figura 4 — Fluxograma da producéo de etanol. Fonte: Chieppe Jr. (2012).
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2.7 OBTENCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO A PARTIR DA
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA DA CANA-DE-ACUCAR

Atualmente, o etanol é produzido praticamente a partir de matérias-primas sacarinas
ou amiléceas, cana-de-acucar e milho, respectivamente (SANTOS et al., 2012). Porém, o
recurso bioldgico mais abundante do planeta é a biomassa lignocelulésica, que em cana-de-
acucar representa 1/3 do potencial bioenergético (CARVALHO, 2012), podendo ser
aproveitada para producdo de etanol (etanol de segunda geracdo). Em funcdo disso, muitos
sdo os esforcos da comunidade cientifica para desenvolvimento de tecnologias capazes de
tornar este material passivel de utilizacdo para obtencdo do combustivel.

A tecnologia da producdo de etanol de segunda geracdo baseia-se na conversdo da
biomassa lignoceluldsica em agucares fermentesciveis. Para que isso ocorra, 0 material deve
passar por pré-tratamentos de natureza quimica (liquidos ibnicos, agentes oxidantes, acidos,
alcoois, solventes organicos), fisica (tratamento mecanico por trituragdo, moagem, ultrassons e
micro-ondas), bioldgica (acdo de micro-organismos) e/ou a combinacdo (explosdo a vapor
d’agua, fluidos supercriticos e a auto hidrélise com agua liquida quente) de mais de um destes.
Tais pré-tratamentos sdo responsaveis em disponibilizar os carboidratos que apds processo de
hidrolise serdo convertidos em agUcares passiveis de serem fermentados. Esta tecnologia vem
sendo considerada como uma alternativa promissora para atender a demanda mundial por
combustiveis de origem renovavel, apesar de serem encontradas dificuldades técnicas ou
econémicas (SANTOS et al., 2012).
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O processo de obtencdo de etanol de segunda geracdo envolve quatro etapas: (i) pré-
tratamento, para romper a estrutura cristalina da celulose (ii) hidrélise enzimatica, para
hidrolisar os polissacarideos em acgUcares fermentesciveis; (iii) fermentacéo, para converter 0s
acucares em etanol e a (iv) destilacdo, que visa a separacdo de componentes de uma mistura,
de acordo com a volatilidade relativa dos componentes (SANTOS et al., 2014).

De acordo com Zhang (2008), uma tonelada de matéria seca produz entre 80 e 130
galdes de etanol celulésico. Ja Ripoli (2000) estimou que uma tonelada de palha de cana de
acucar fosse responsavel por produzir algo em torno de 50,4 a 117,6 galGes de etanol de
segunda geracdo, sendo, desperdicio energético sua ndo utilizacao.

Segundo Santos et al. (2012), em termos gerais, o rendimento tedrico da producéo de
etanol proveniente da palhada em cana-de-agUcar considerando apenas a conversdo da
celulose é de 3444 litros. ha, o mesmo valor observado para o bagago, ocorrendo portanto,
em sistemas de aproveitamento total da biomassa lignocelulésica a duplicagdo do rendimento
total em etanol, quando somados aos 7000 litros.ha® do produto de primeira geracéo, ja
convencionalmente produzidos em sistemas comuns.

As tendéncias atuais sinalizam como tecnologia emergente a producdo de etanol
combustivel a partir de materiais lignocelulésicos como matéria-prima. Neste caso, 0
processo apresenta vantagens e desvantagens. As principais vantagens sdo: o baixo custo da
matéria-prima (geralmente residuo da agroindustria); a disponibilidade do material; a nédo
dependéncia ao aumento das areas de cultivo e o alto contetido de acUcares na estrutura do
material. Como desvantagens encontram-se, principalmente: a necessidade de pré-tratamentos
do material como etapa crucial para a disponibilizacdo dos aclcares; a presenca de
carboidratos ndo fermentéaveis por microrganismos comumente utilizados, como S. cerevisiae,
por exemplo, e, em alguns casos, a necessidade de processos de destoxificacdo dos meios
segundo as condi¢des do pré-tratamento e 0 microrganismo a ser empregado. Por apresentar
tamanha complexidade, tal processo requer maiores investimentos, tanto de capital quanto de
pesquisa (PHILIPPIDIS & HATZIS, 1997).

2.6.1 Composicéo lignocelulosica

Os acucares presentes na palha de cana-de-aglcar encontram-se na forma de

polimeros (celulose e hemicelulose) e sdo recobertos por uma macromolécula (lignina),

formando a microfibrila celulésica. Devido a sua interacdo intermolecular e completa
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auséncia de &gua na estrutura da microfibrila, a celulose apresenta estrutura bastante
recalcitrante, dificil de ser desestruturada e convertida em monossacarideos fermentesciveis
(SANTOS et al., 2012).

A celulose e a hemicelulose sdo polissacarideos, estando a celulose geralmente
presente na forma cristalina e uma pequena quantidade amorfa, que sdo cadeias de celulose
ndo organizadas, sendo, nesta ultima formacdo, mais suscetivel a degradacdo enzimatica. A
celulose aparece associada a outros compostos na planta e essa associacdo pode afetar a sua
biodegradagio (PEREZ et al., 2002). A hemicelulose apresenta massa molecular menor que a
celulose e a principal diferenga entre ambas € que a hemicelulose tem bandas com curtas
cadeias laterais constituidas de diferentes aglcares e a celulose consiste de oligbmeros
facilmente hidrolisaveis (PITARELO, 2007).

A lignina é ligada tanto a celulose quanto a hemicelulose formando uma barreira fisica
impenetravel, estd presente na parede celular vegetal e é responsavel por dar suporte
estrutural, garantir impermeabilidade e resisténcia ao ataque microbiano e estresse oxidativo
(SANCHEZ, 2009).

Em termos gerais, a biomassa lignocelulésica é composta de 10-25%, de lignina, 35-
50% de celulose e 20-35% de hemicelulose, sendo seus demais componentes uma pequena
fragdo de cinzas e extrativos (SANTOS et al., 2012). Gomez at al. (2010) estudaram tal
composicdo para cana-de-agUcar, ocorrendo de 40-44% de celulose, 30-32% de hemicelulose
e 20-25% de lignina para palhada e 32-48% de celulose, 19-24% de hemicelulose e 23-32%
de lignina para o bagaco.

Zhao et al. (2008), estudando diferentes variedades de sorgo sacarino, propuseram que
partindo-se dos teores de celulose e hemicelulose é possivel estimar o potencial de producgédo

de etanol de segunda geracdo de acordo com a equacao 1.

(celulose +hemicelulose)x MSx 1,11 x 0,85 x 0,51 x 0,85
Etanol (2G) = 79 x 1000 Eqg. (1)

Onde: Etanol (2G) é a produtividade de etanol de segunda geragdo em L.ha, celulose
+ hemicelulose sdo os teores percentuais dos carboidratos na matéria seca da cana, MS € o
teor de matéria seca por hectare, 1,11 o fator de conversdo de acucar a partir de celulose e
hemicelulose, 0,51 o fator de conversdo de etanol a partir do agucar, 0,85 no primeiro caso

trata-se da eficiéncia do processo para obtengdo de acUcar a partir celulose e hemicelulose,
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trantando-se no segundo caso da eficiéncia do processo da obtencdo de etanol a partir do
acucar e 0,79 ¢ a densidade especifica do etanol em g. mL™,

2.6.2 Pré-tratamento da biomassa lignocelulosica

No processo de pré-tratamento, a lignina e a hemicelulose sdo alteradas ou removidas,
visando aumentar a area superficial e diminuir o grau de polimerizacdo e cristalinidade da
celulose, o que acarreta em um aumento na digestibilidade do complexo enzimatico e,
consequentemente, em elevados rendimentos em actcar (WOOLEY et al., 1999; ZHANG &
LYND, 2004; CANILHA et al., 2010).

Segundo Morais (2010), sem o pré-tratamento, a acdo das enzimas € lenta e com
rendimentos inferiores a 20%. A utilizacdo desta etapa resulta em rendimentos superiores a
80%. Dentre os diferentes pré-tratamentos existentes (tabela 1), Moiser et al. (2005)
destacaram a exploséo a vapor, AFEX e a utilizacdo de acido diluido como os métodos mais
eficazes na obtencdo de etanol de segunda geracdo. Ja Dutra (2014) obteve resultados
satisfatorios em rendimento e produtividade de etanol utilizando peréxido de hidrogénio
alcalino (H205).

O H.0; é um forte agente oxidante e atua tanto em solucdes basicas quanto acidas, é
muito versatil por apresentar seletividade diferenciada quando submetido em condigdes
especificas, ou seja, a variagdo de temperatura, concentracao, tempo reacional e a adi¢édo ou
ndo de catalisadores pode tornar o peroxido de hidrogénio um forte agente redutor, capaz de
oxidar diferentes espécies. O perdxido de hidrogénio tem grande aplicagdo nas industrias
quimicas em reacOes de oxidacdo e industrias de papel e celulose como agente branqueador,
por permitir a retirada da lignina que possui uma tonalidade escura (ASSUMPCAO, 2015) e
ainda se dissocia em espécies altamente reativas de oxigéncio, que sdo 0s superoxidos e 0s
radicais hidroxila. Os radicais que sdo derivados de H>O, exigem uma agdo oxidativa que
promove a despolimerizacdo da lignina e a fragmentacdo da macroestrutura desta pelo ataque
as ligacoes carbono — carbono (SELIG et al, 2009).

De acordo com Gould e Freer (1984) o pré-tratamento de biomassas com solucéo
diluida de perdxido de hidrogénio é capaz de remover cerca de 50% da lignina tornando a
celulose mais disponivel. Dawson e Boopathy (2008) encontraram valores de reducdo de
lignina acima de 60%, j& Reis et al. (2016) observaram valores de deslignificacdo em torno de

45% para bagaco de cana-de-agucar e 78% para sorgo.
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A escolha de um pre-tratamento efetivo depende do fato deste necessitar obedecer a
uma série de caracteristicas: resultar em uma elevada recuperacdo de todos os carboidratos;
em uma elevada digestibilidade da celulose na hidrélise enzimatica subsequente; em uma
elevada concentracdo de soélidos, alem de uma elevada concentracdo de acucares livres na
fracdo liquida (ZHENG et al., 2009); requerer uma baixa demanda energética (GALBE &
ZACHI, 2011); evitar a formacao de subprodutos (TAHERZADEH & KARIMI, 2008); além

de requerer baixo investimento e custo operacional.
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Tabela 1 — Efeitos de diferentes pré-tratamentos nos materiais lignocelulésicos. Fonte:

Adaptado de Santos et al. (2012).

Caracteristicas composicionais

Pré-tratamento Celulose Hemicelulose Lignina Vantagens Desvantagens
Moinho de Intensiva Né&o remove Né&o remove Reducéo de Alto consumo de
Eisico bolas diminu_i(;éq d_o grau cristalinidade energia
de cristalinidade
Acido Pouca 80-100% de Pouca remogao, Condigoes médias, Dificil recuperacéo
diluido despolimerizagéo remocéo mas ocorre altas producdo de  do &cido, corrosivo e
mudanca da xilose relativamente
estrutura custoso
Hidréxido de Inchagéo Consideravel Consideravel Remocao efetiva Reagente caro,
sédio significativa solubilidade solubilizacéo, de ésteres recuperacdo alcalina
>50%
ARP Menor que 5% de ~50% de ~70% de Efetiva Recuperacéo
despolimerizagéo solubilidade solubilizagéo deslignificacdo alcalina,
Quimico relativamente caro
Hidréxido de Pouca Significativa Solubilizacéo Efetiva remocao Menor efetividade
célcio despolimerizagéo solubilizagéo parcial (~40%) de lignina e acetil, devido a pouca
baixo custo solubilidade da cal
Ozonolise Néo foi observada Pequena Solubiliza¢do Efetiva Caro, necessidade de
despolimerizagéo solubilizagéo acima de 70% deslignificacdo em mais 0zonio
condigdes suaves
Organosolve Consideravel Significativo, Significativo, Alta producéo de Recuperacéo de
inchacéo quase completa pode ser quase xilose, efetiva solvente cara
completa deslignificagéo
H,0, Maior Né&o remove Consideraveis Alta solubilizagéo Necessidade de
disponibilizagéo solubilizagéo e da lignina grande quantidade de
remocéo agua para remogdo
de compostos
residuais
Bioldgico Bioldgico 20-30% de Acima de 80% ~40% de Baixo Perda de celulose,
despolimerizacéo de deslignificacdo requerimento baixa taxa de
solubilizagéo (energia), boa hidrélise
deslignificacdo
Exploséo a Pouca 80-100% de Pouca remogao, Energia eficiente, Degradacéo da
vapor despolimerizacéo remocao mas ocorre nenhum custo de xilana como produto
mudanca da reciclagem inibitorio
estrutura
Combinado
AFEX Diminuicéo do grau  Acima de 60% 10-20% de Menor perda de Recuperagéo de
de cristalinidade de solubilidade solubilizagéo xilanas, nao amonia, ndo é
formacéo de efetivo para alta
inibidores concentracéo de

lignina
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2.6.3 Hidrdlise de materiais lignocelul6sicos

Ap0s o pré-tratamento, o material € submetido a hidrolise enzimatica ou &cida, onde
serdo disponibilizados os aclcares que passardo por processo de fermentacdo, sendo obtido
assim o etanol de segunda geracao apds a destilacéo.

O processo de hidrolise enzimatica configura-se como o método mais eficaz para os
processos fermentativos, pois ndo gera produtos que inibam o metabolismo das leveduras e
produz eficientemente uma mistura de acglcares passiveis de fermentacdo (DUTRA et al.,
2014). A utilizagdo de enzimas configura-se como um método mais eficaz de hidrolise que a
utilizacdo de acidos (ARAUJO, 2016), pois estas apresentam propriedades para atuagdo como
catalisadores, por serem bastante ativas, versateis e executar uma variedade de transformacoes
de modo seletivo e rapido e em condi¢bes brandas de reacdo, ou seja, ndo requerem altas
temperaturas e valores extremos de pH (BORTOLAZZO, 2011). No entanto, 0 custo
econdmico da utilizagdo de enzimas pode variar de 25% a 50 % do custo de producéo total de
etanol de segunda geracdo (ZHANG, 2008).

De acordo com Araljo (2016), o rendimento da hidrélise enzimatica depende de
muitos fatores: tipo de pré-tratamento do substrato, inibicdo da atividade enzimaética pelos
produtos finais da deslignificacdo, termoestabilidade das enzimas, concentragéo e adsor¢éo do
substrato, tempo de duracgdo da hidrélise, pH do meio, concentracdo do substrato no meio e
agitacdo. A hidrdlise enzimatica conduz a rendimentos mais elevados de monossacarideos do
que a hidrolise &cida, porque as enzimas celulases catalisam somente as reacdes de hidrolise e

ndo as reacdes da degradacdo do acucar (PARISI,1989).

2.6.3.1. Enzimas celulases

Durante o processo de hidrolise, enzimas celulases séo responsaveis por hidrolisar a
celulose e em alguns casos, a depender da especificidade da enzima, a hemicelusose. Porem,
para garantia de conversdo dos polissacarideos, necessitam-se altas concentracdes de enzima,
0 que aumenta o custo de producdo (RABELO, 2010).

A hidrdlise da celulose e hemicelulose por celulases resulta na producdo final de
glicose (THIEMANN et al., 1980). A hidrdlise enzimatica é uma reacdo heterogénea
catalisada pelas celulases, sendo caracterizada por um substrato insolivel (celulose e
hemicelulose) e um catalisador soltvel (enzimas). Assim, as caracteristicas estruturais da

celulose e hemicelulose e 0 modo de acdo das enzimas influenciam na taxa de reacdo. A
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susceptibilidade destes componentes ao ataque enzimatico é determinada pela acessibilidade
dos sitios de ligagdo para a celulose e hemicelulose, 0 que determina a subsequente adsorcéao
da enzima no substrato solido (RABELO, 2007).

E reconhecida a existéncia de trés tipos de celulases: endoglicanases, exoglicanases ou
celobiohidrolases e B-glicosidase ou celobiase (BHAT e BHAT, 1997; MANI et al., 2002;
GAN et al., 2003). As moléculas de celulose sdo organizadas em forma de feixes fibrosos e
estes feixes apresentas duas regides bastante distintas (Figura 5). Cada tipo de celulase

atacard, entdo, uma regido especifica (RABELO, 2007).

Figura 5 — RegiGes especificas da celulose. Fonte: Rabelo, 2007.
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As endoglicanases hidrolisam preferencialmente as ligaces internas no polimero da
celulose (regido amorfa), produzindo oligossacarideos de menor peso molecular, chamados de
celodextrinas, além de celobiose, resultando em uma répida diminuicdo da viscosidade e
aumento relativamente pequeno do poder redutor (WOOD, 1988; HEIKINHEIMO, 2002).
Assim, as endoglicanases atacam de forma mais ou menos aleatoria as ligagdes B-(1-4)-
glicosidicas em regides amorfas da celulose ou na superficie das microfibrilas.

As exoglicanases iniciam a hidrélise nas extremidades da cadeia, e ndo produzem uma
quantidade significativa de novas cadeias terminais na superficie da celulose (IRWIN et al.,
1993; HEIKINHEIMO, 2002). Sao estas as reponsaveis por liberar a celobiose rompendo as
ligagdes B-(1-4)-glicosidicas. As celobiases, por sua vez, completam a hidrolise catalisando a
hidrolise da celobiose a glicose. Portanto, as celobiases hidrolisam a celobiose e as

celodextrinas soltveis em agua a glicose (RABELO, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 DESCRICAO DO EXPERIMENTO EM CAMPO

Foi realizado um experimento em campo na estacdo experimental do Instituto
Agrondmico de Pernambuco-IPA, no municipio de Itambé, PE. A estacdo experimental ocupa
uma area de 240 ha, esta localizada na Zona da Mata Norte de Pernambuco (area de transi¢do
entre a zona da mata seca e agreste de Pernambuco). O clima nessa area é classificado como
As’ (Koppen) - tropical chuvoso (quente e umido) com verdo seco, pluviosidadede de 927,7
mm acumulados na primeira soca (2014) e 879,6 mm na segunda (2015), temperatura média
anual de 24,8°C, com méxima de 30°C e minima de 20°C e umidade relativa do ar media de
80% (ENCARNACAO, 1980). O solo predominante na estacdo é o Argissolo Vermelho-
Amarelo distréfico (FERREIRA et al., 2007).

Figura 6 — Precipitacdo no periodo experimental (2014 e 2015) e média de 25 anos, na estagéo

experimental do Instituto Agrondmico de Pernambuco em Itambé - PE. Fonte: APAC (2017).
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O delineamento experimental utilizado em campo foi em blocos casualizados em
arranjo fatorial (5 x 3) representados pelas cultivares de cana-de-agcucar RB863129, RB92579,
RB867515, RB962962 e RB931011 e os niveis de adubagdo nitrogenada testemunha (0 kg.
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ha! de N), 40 e 80 kg.ha! de N na forma de ureia, com quatro repeticdes. As parcelas foram
compostas de sete fileiras com 10 metros de comprimento e 1 m entre fileiras, totalizando
70m2, area (til de 5 fileiras de 8m num total de 40m2.

Em junho de 2012 foi realizado o plantio com rebolos, obedecendo a um padrao de 18
gemas por metro. A adubacdo foi realizada em fungdo dos resultados de anélise de solo
(tabela 2), tendo sido aplicado fosforo na forma de supersimples (120 kg. ha'de P.Os) e
potassio na forma de cloreto de potassio (80 kg.ha™* de K20), conforme recomendagio (IPA,
2008). Foi realizada a calagem com 1 Mg. ha' de calcario dolomitico, 20 dias antes do

plantio de acordo com a andlise do solo.

Tabela 2 — Analises quimicas do solo do campo experimental em profundidade coletado antes da
calagem e adubagdo do experimento com cana-de-agucar, no ano de 2012, na estacéo
experimental do Instituto Agronémico de Pernambuco em Itambé — PE. Fonte: Carvalho (2014).

Camada pH P Ca Mg Na K Al H S CTCt vV m* N
(H20) mg/dm? cmol. dm™ %
0-20% 5.3 3 0,18 0,60 007 0,18 020 580 36 94 38 11 036
20-40 4.6 2 1.50 0.55 0,02 0.09 0.5 735 22 104 21 29 0.31
40-60 4.7 1 0,80 045 002 005 125 172 1,3 43 31 49 0,28

60-80 4,7 1 0,70 0,70 002 0,04 130 686 1,5 9.6 15 47 0.16

' Capacidade de troca de cétions; 2 saturacdo de bases; 3 Saturagdo por aluminio.

*Textura franco arenosa e densidade aparente 1,37 g cm-3. (64% areia; 15% silte; 21%argila)

O experimento foi conduzido em condi¢Ges de sequeiro, por trés ciclos. Foram
utilizados neste trabalho apenas os dados referentes as primeira e segunda socarias (ciclos de
2014 e 2015). A primeira colheita foi realizada aos 16 meses apds o plantio (outubro/2013) e
a colheita da primeira soca 12 meses apés a colheita da cana-planta (outubro/2014), tendo
sido o0 mesmo seguido para a socaria seguinte (outubro/2015). Todas as colheitas foram
realizadas sem despalha a fogo, tendo-se obtido o peso total da biomassa aérea de cada

parcela ao final de cada ciclo.
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3.2 VARIAVEIS AGROINDUSTRIAIS

Uma amostra de dez plantas foi retirada das trés linhas centrais, pesadas inteiras e,
posteriormente, separadas em folhas, colmos e ponteiros. As partes das plantas foram pesadas
ainda Umidas e subamostras foram retiradas e secas em estufa de circulacdo forcada a 65°C
até obter peso constante. As variaveis agroindustriais teor de fibra, pol do caldo extraido
(PCE), brix, e acucar total recuperavel (ATR) foram obtidos conforme metodologia proposta
pelo CONSECANA (2006) nas instalacdes da Usina Central Olho D’agua S/A.

A determinacdo do brix foi feita em refratbmetro digital, com resolugdo maxima de
0,1° Brix (um décimo de grau brix), sendo o valor final expresso a 20°C.

A pol do caldo extraido foi determinada em sacarimetro digital, calibrado a 20°C, em
comprimento de onda de 587 e 589,4 nm, apds clarificacdo do caldo com mistura clarificante
a base de aluminio. A pol do caldo (teor de sacarose aparente por cento, em peso, de caldo) é

calculada pela equacéo 2.

Pol do caldo extraido = LPb (0,2605 - 0,0009882 x B) Eq. (2)

Onde: LPb ¢ a leitura sacarimétrica equivalente a de subacetato de chumbo e B é o
brix do caldo.

A fibra da cana (F) foi calculada pela equacéo 3.

F =0,08 x PBU + 0,876 Eq. (3)

Onde: PBU é o peso do bagaco imido da prensa, em gramas.
O acUcar total recuperavel (ATR) foi obtido apds o conhecimento dos valores de pol
da cana e agUcares redutores da cana de acordo com a equacao 4.

ATR =10 x PC x 1,05263 x 0,905 + 10 x ARC x 0,905 Eq. (4)

Onde: (10 x PC) é o pol por tonelada de cana; 1,05263 € o coeficiente estequiométrico
para a conversdo da sacarose em acucares redutores; 0,905 é o coeficiente de recuperacéo,
para uma perda industrial de 9,5% e (10 x ARC) s&o acucares redutores por tonelada de cana.

A producdo de colmos foi quantificada por meio da pesagem dos colmos da area Util

de cada parcela acrescida do peso dos dez colmos retirados por ocasido da amostragem. Dessa
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forma, considerando esses resultados e a rea (til de cada parcela, calculou-se a produtividade
de colmos, expressa em Mg. ha ™.

3.3 CARACTERIZACAO LIGNOCELULOSICA DA BIOMASSA

Para obtencdo do bagaco a ser caracterizado quimicamente, utilizou-se parte dos
colmos da amostragem aludida. Os colmos tiveram seu caldo extraido em moenda tipo
engenho de cana com motor e rolos em ago inox e posterior moagem em moinho tipo Wiley,
sendo recuperado o material que ficou retido na malha de 2 mm. A caracterizagdo das
amostras desse bagaco foi realizada de acordo com a metodologia de Van Soest (1963), para
quantificacdo dos teores de fribra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA),
carboidratos (celulose e hemicelulose) e lignina detergente acido (LDA).

Tal caracterizacdo ocorreu antes e ap0s a etapa de pré-tratamento a fim de se ter
conhecimento da mudanca composicional do material pos-processo de pré-tratamento do

material lignoceluldsico.

3.4 ESTIMATIVAS DA PRODUCAO DE ETANOL DE PRIMEIRA E SEGUNDA
GERACAO

A estimativa de etanol de primeira geracdo foi obtida por meio da equacdo 5
(FERNANDES, 2011).

Etanol (1G) = PCE x 0,6821 Eq. (5)

Sendo: Etanol (1G) a produtividade tedrica de etanol de primeira geragdo em L. ha?,
PCE a pol do caldo extraido que representa o teor de sacarose contido no caldo da cana em
quilogramas por hectare e 0,6821 o fator de conversao estequiométrico de sacarose em etanol.

A produtividade de etanol de segunda geracao foi estimada pela equacdo 6 (ZHAO et
al., 2008).

(celulose +hemicelulose)x MSx 1,11 x 0,85 x 0,51 x 0,85
Etanol (2G) = 79 x 1000 Eqg. (6)
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Onde: Etanol (2G) é a produtividade de etanol de segunda geracdo em L.ha, celulose
+ hemicelulose séo os teores percentuais dos carboidratos na matéria seca da cana, MS ¢
produtividade de matéria seca por hectare em Mg. ha, 1,11 o fator de conversdo de aglcar a
partir de celulose e hemicelulose, 0,51 o fator de converséo de etanol a partir do acucar, 0,85
no primeiro caso trata-se da eficiéncia do processo para obtencdo de agucar a partir celulose e
hemicelulose, trantando-se no segundo caso da eficiéncia do processo da obtencdo de etanol a

partir do actcar e 0,79 é a densidade especifica do etanol em g. mL™.

3.5 EFICIENCIA DOS PROCESSOS PARA ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

Com base na caracterizacao lignocelulosica, e considerando que, comercialmente, de
uma maneira geral, apenas o bagaco é utilizado com a finalidade de obter etanol de segunda
geragdo, apenas este material da variedade mais promissora de acordo com os teores de fibra e
estimativas de etanol de segunda geracdo foi submetida aos procedimentos descritos a seguir

a fim de verificar a eficiéncia dos processos na obtencdo do combustivel.
3.5.1 Pré-tratamento

O bagaco da variedade que se mostrou mais promissora de acordo como os métodos
anteriormente descritos foi submetido ao pré-tratamento em erlenmeyers de 500mL, com
peroxido de hidrogénio alcalino (H202) nas seguintes condi¢fes: 10% (m/v) do substrato, 7,5
% H202 (m/v) e incubacdo por 1h, rotacdo de 0,094g a temperatura ambiente, registrada em
30°C no momento do ensaio. O pH da solucdo de H20> foi previamente ajustado para 11,5
utilizando-se solucdo de NaOH a 5M. Apds o término da reacdo, a fracdo solida foi
recuperada por filtracdo e lavada com 500 mL de agua destilada com o objetivo de remocéo
dos compostos residuais, especialmente a lignina. Apés a lavagem o material pre-tratado foi
seco em estufa a 65°C por 48h, conforme proposto por Dutra (2014). Nesta etapa foi possivel

determinar a perda de massa apds o pré-tratamento de acordo com a equacao 7.

PM (%)= =L x 100 Eq. (7)

&
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Onde PM: perda de massa (%); Mi: massa inicial do material lignocelulésico (g) e Mf: massa
final do material lignoceluldsico (g).

Foi possivel ainda quantificar os aglUcares perdidos durante o pré-tratamento pelo
método do reagente acido dinitro-3,5-salicilico (DNS), descrito por Miller (1959). O DNS
permitiu quantificar os acUcares redutores liberados a partir da curva padrdo de glicose

(concentracéo de glicose versus absorbancia a 540nm).

3.5.2 Preparo da curva padréo de glicose

Preparou-se, a partir de uma solucdo estoque de glicose 1,0 mg/mL, solucBes de
glicose de 0; 1,0; 1,65; 2,5; 3,35; 5,0 mg/mL, que ap6s reacbes com DNS (método descrito a
seqguir), foram lidas no espectrofotometro a 540nm. Com os dados obtidos tragou-se um
gréfico linear da concentracdo de glicose (agucar redutor) em funcgédo da absorbancia, e assim,

determinar uma equacao que relaciona as duas grandezas.

3.5.3 Quantificacdo dos agucares redutores pelo método DNS

As concentracGes dos acUlcares totais (AT) foram determinadas de acordo com o
método do &cido dinitro-3,5-salicilico (DNS) (MILLER, 1959).

Adicionaram-se 0,5 mL das amostras a serem quantificadas em cada tubo de ensaio e
1 mL de DNS. Os tubos foram mantidos em um banho (marca TECNAL; modelo TE-056) a
95°C por 5 minutos para desenvolvimento da coloracdo avermelhada. Apds este tempo
reacional, as amostras foram resfriadas imediatamente pela imersédo dos tubos em um banho
de gelo fundente, adicionando em seguida 20 mL de agua.

Os tubos foram agitados para homogeneizar a solugdo e as leituras da absorbancia,
efetuadas em espectrofotdometro (marca FEMTO; modelo 600s) a comprimento de onda em
540 nm. Para zerar o espectrofotdmetro, preparou-se um tubo onde o volume da amostra foi
substituido por agua destilada, sendo chamado de tubo branco da reagéo.

A determinacgdo da concentracdo dos AT em cada uma das amostras analisadas foi
feita de acordo com a curva-padrdo de glicose. Sempre que necessario, foram efetuadas
diluicbes das amostras de modo que a absorbancia resultante estivesse contida no intervalo da

curva-padréo.
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3.5.4 Determinacéo da atividade enzimatica

A hidrolise enzimatica foi conduzida utilizando enzima comercial Celluclast® 1,5L,
gentilmente cedida pela LNF Latino América S/A. Sua atividade foi determinada como
atividade de filtro de papel (FPA) e expressa em unidades de papel de filtro (FPU — Filter
Paper Units) por volume de enzima original, como recomendado pela IUPAC (GHOSE,
1987; WOOD & BHAT, 1988; ADNEY & BAKER, 1996).

Para a determinacdo da atividade enzimatica, partiu-se de uma solucdo de celulase de
diluicdo de 1:20. De posse dessa solucdo, efetuaram-se cinco novas dilui¢cdes de 0,12; 0,13;
0,20; 0,25 e 0,33 mg/mL em tampéo citrato (0,05 mol/L pH 4,8). Em cada tubo de ensaio
adicionou-se 1,0 mL de tampéo citrato e em seguida, 50 mg de filtro de papel enrolado,
tomando o devido cuidado para que este ficasse saturado pelo tampdo. Os tubos foram
colocados em um banho termostatico a 50°C para que a temperatura se equilibrasse. Apés 10
minutos, adicionaram-se 0,5 mL da enzima previamente diluidos em tampé&o citrato e os tubos
foram encubados por exatamente 60 minutos.

Ao final deste periodo, os tubos foram removidos e a reacdo enzimatica parada
imediatamente com a adicdo de 1,5 mL do reagente DNS. Os tubos foram fervidos por 5
minutos a 95°C e posteriormente transferidos para um banho de gelo fundente. Ao final,
adicionaram-se 20mL de agua e os tubos foram invertidos para a homogeneizagdo da solucao.
Quando a polpa de papel restante da reacdo de hidrolise foi assentada, a cor formada foi
medida no espectrofotbmetro a 540nm.

Para o preparo do tubo do branco reacional, adicionaram-se 1,5 mL do tampéo citrato
e apds os 60 minutos de reacdo aplicou-se 0 método DNS como descrito anteriormente. Para o
preparo dos tubos controle da enzima, adicionou-se 1,0 mL do tampéo citrato e 0,5 mL de
cada uma das diluicbes da enzima, que ao final do tempo reacional, tiveram suas reag0es
paradas com a adicdo do DNS. O tubo controle do substrato foi preparado adicionando 1,5
mL do tampao citrato e 50 mg de filtro de papel enrolado, que ao final de 60 minutos, também
foi analisado pelo método DNS.

De posse das leituras das absorbancias, tragou-se uma reta relacionando o logaritmo
da concentracdo da enzima em cada uma das diluicdes em funcdo da massa de glicose
liberada por 0,5 mL dessa enzima diluida, determinando assim a atividade enzimatica da

enzima comercial de acordo com a equacéo 8.
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FPU/mL = 24 pwmol . mint, mL*? Eq. (8)

(0,18016 x 0,5 x 60 x [enzima diluidal)

Onde, para a referida enzima, uma unidade da atividade (FPU) é baseada na liberacao
de exatamente 2,0 mg de glicose equivalente, isto ¢, 2,0/0,18016 umol de 50 mg de papel
filtro por 0,5 mL de enzima diluida em 60 minutos de reacdo (GHOSE, 1987).

3.5.5 Hidrolise enzimatica

Foi utilizado nesta etapa um delineamento experimental 22 com triplicata no ponto
central, conforme desenho esquematico apresentado na tabela 3.

A hidrolise enzimatica foi conduzida utilizando enzima comercial Celluclast® 1,5L,
gentilmente cedida pela LNF Latino América S/A. O material pré-tratado foi suspenso em
tampado citrato de sddio a 0,05 M e pH 4,8 para as cargas de solidos (%om/v) de 5 e 10% e
tratado sob agitacdo de 0,094g a 50°C, por 48h, com a enzima comercial nas proporcdes de 5
e 10 FPU. g de biomassa seca. As hidrolises foram conduzidas em erlenmeyers com volume
de 125 mL. Apo6s o término do tempo da acdo enzimatica os hidrolisados foram aquecidas a
76°C para desnaturacdo das enzimas e centrifugados a 0,226g durante 10 minutos, com a
finalidade de coleta do liquido sobrenadante, que foi recolhido e congelado (0°C) para

posteriores analises dos teores de aclcares.
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Tabela 3: Condic¢bes experimentais para a hidrélise enzimatica

Erlenmeyers  Cargaenzimatica  Carga de solidos

(FPU/g) (Yom/v)
1 5 5

2 10 5

3 5 10

4 10 10

5 75 75

6 75 75

7 75 75

3.5.6 Quantificacdo dos agucares por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os acgUcares glicose, celobiose e xilose presentes no hidrolisado enzimatico obtido
tiveram seus teores determinados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
Amostras de 2 mL foram filtradas em um cartucho poros de 0,22um da marca Whatman
acoplados a uma seringa. As amostras filtradas foram injetadas em uma coluna Hi-plex do
tipo exclusdo molecular e modelo “PL Hi-Plex H 8um (Agilent Technologies)” utilizando
como fase mével agua (100%), com vazdo de 0,6 ml/min. A temperatura do forno foi de 35°C
e 0 tempo de corrida de 15 minutos, para um volume de injecdo de 20 uL. As concentracfes
dos aclcares foram obtidas pela correlacdo entre as areas dos cromatogramas e suas
respectivas curvas- padrdo. As curvas-padréo foram previamente determinadas com amostras
de concentracdes conhecidas de D-glicose e D-(+) celobiose.

Com a determinacgdo dos agucares foi calculada a eficiéncia da hidrdlise enzimética

em relacédo a conversao de celulose em glicose + celobiose, conforme a equacao 9.

EH (%) = —— _ x 100 Eq. (9)

wx fxldl

Onde, EH é a eficiéncia de hidrdlise enzimatica; C1 a concentracdo de glicose no
hidrolisado (g); C2 a concentragcdo de celobiose no hidrolisado (g); w a concentragéo de
substrato (g); f o teor de celulose no material pré-tratado; e 1,11 é o fator de conversdo de

celulose em glicose.
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3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados das diferentes adubaces e das cinco variedades foram a anéalise de variancia
(ANOVA) em arranjo fatorial, considerando-se como fator “A” as variedades RB92579 (Al),
RB867515 (A2), RB863129 (A3), RB962962 (A4) e RB931011 (A5) e como fator “B” as
adubacbes 0 (B1), 40 (B2) e 80 kg.ha' de N (B3) . As andlises foram realizadas
separadamente para cada um dos dois ciclos de cultivo, exceto para os dados referentea a
etanol de segunda geracdo e caracterizacdo lignocelulésica, onde, mesmo seguindo-se 0
mesmo arranjondo foi possivel a amostragem para a primeira soca (2014), que foram
avaliados apenas para o ciclo de cultivo de 2015 (22 soca).

Foi utilizado o software ASSISTAT (SILVA E AZEVEDO, 2006) e as medias
comparadas pelo teste de Tukey a nivel de significancia de p < 0,05. Os resultados da
hidrélise enzimatica foram analisados em arranjo experimental com planejamento fatorial 22

com triplicata no ponto central por meio do software STATISTICA versao 7.0.
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Tabela 4: Produtividade de cinco variedades de cana-de-acUcar, em trés niveis de adubagéo

nitrogenada, nas duas primeiras socarias (2014 e 2015), em experimento de campo, em Itambé,

PE.
12 Soca
OkgN.ha' 40kgN.ha' 80kgN.ha!  Média (Variedades)
----------------------------------- Mg . hat
RB92579 105,83 110,83 95,83 104,16 a*
RB867515 99,17 111,67 106,67 105,83 a
RB863129 105,42 92,50 99,17 99,02 a
RB962962 111,25 117,08 96,25 108,19 a
BR931011 90,00 101,25 96,67 95,97 a
Média (Adubacdes) 102,33 A 106,66 A 98,91 A
Teste F
Variedades (V) 2,33™
Adubacéo (A) 2,32™
Interacdo (V X A) 1,63™
Média Geral 102,64
CV (%) 11,10
22 Soca
OkgN.ha' 40kgN.ha' 80kgN.ha!  Média (Variedades)
e -- Mg . ha' e
RB92579 65,18 63,21 69,12 65,83 a
RB867515 63,04 75,71 74,29 71,01 a
RB863129 63,21 67,14 71,79 67,38 a
RB962962 71,43 70,54 70,54 70,83 a
BR931011 57,50 66,96 73,75 66,07 a
Média (Adubacdes) 64,07 B 68,71 AB 71,89 A
Teste F
Variedades (V) 1,36
Adubacéo (A) 5,47**
Interacdo (V x A) 1,15
Média Geral 68,23
CV (%) 11,03

*Meédias seguidas por letras mindsculas iguais nas colunas e maiusculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey. (p < 0,05). ** Significativo a 1% de probabilidade (p < 0,01). ns N&o significativo.

Em realcdo a produtividade de colmos, as interagdes para ambas as socas ndo foram

significativas entre os fatores variedades e adubacdo. Sendo assim, o comportamento das

variedades, com relacdo a produtividade, independeu do nivel de adubagdo nitrogenada. Na
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segunda soca, o fator adubacédo foi significativo, e a producgédo de colmos das variedades foi
maior quando adubadas com 80 Kg.ha® de N. Isso indica que deve haver adubagdo
nitrogenada na segunda soca para aumento da produtividade de colmos, fato facilmente
associado a diminuicao das reservas de N no solo ao longo dos ciclos de cultivo (CHAPMAN
etal., 1983).

Orlando Filho et al. (1999) constataram que a resposta da cana-planta ao N se refletiu
no maior vigor das soqueiras, aumentando a producao nos cortes subsequentes. Alvarez et al.
(1963) verificaram que a adubacao nitrogenada em cobertura de cana-soca com a aplicacédo de
75 kg. ha de N, proporcionou 10% de aumento na producdo da cana-de-agticar comparado a
testemunha.

Entretanto, outros trabalhos (ANJOS et al., 1998; OLIVEIRA et al.,1998) ndo
indicaram efeitos expressivos do nitrogénio no rendimento da soqueira de cana-de-acUcar.
Oiticica et al. (1999) observaram auséncia de resposta na producao da cana-de-agUcar com a
aplicagdo de nitrogénio (até 60 Kg.hat) em um Argissolo Vermelho-Amarelo de acordo com
0 que se observa no presente trabalho, em funcdo da ndo significancia da interacdo entre os

fatores estudados em ambas as socas.

4.2 VARIAVEIS AGROINDUSTRIAIS

O Pol do caldo extraido (PCE) para a interacdo dos ndo diferiu significativamente em
ambas as socas, fato também observado para Brix e Aclcar Total Recuperdvel (ATR) na
segunda soca (Tabela 5). Deve-se atentar ao fato de que o coeficiente de variacdo foi abaixo
de 10% em todos os casos, sendo considerado como baixo por GOMES (1970), o que indica
bom controle sobre as variacdes do acaso.

Os valores de brix (Tabela 6) variaram de 16,2% a 24,6%, estando a maioria das
médias acima do valor de 18% considerado por Marques et al. (2001) como o valor minimo
necessario para que a cana apresente condigcdes de ser amostrada para uma anélise detalhada
das variaveis tecnoldgicas, indicando que a sua colheita ocorreu no periodo correto, sem
comprometer a quantidade de agUcares presentes na sua estrutura e, consequentemente, sua

qualidade tecnoldgica.
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Tabela 5: Resumo da analise de variancia (Teste F e significancia) para as variaveis Brix, fibra, PCE e ATR, em arranjo fatorial entre as variedades
e adubac0es para dois ciclos de cultivo em Itambé-PE.

Brix Fibra PCE ATR
GL 1% soca 2% soca 1% soca 2% soca 1% soca 2% soca 1% soca 2% soca
Variedades (V) 4 5,15** 9,76** 0,38™ 4,35** 3,97** 8,55** 4,48** 10,43**
Adubacéo (A) 2 0,01* 1,84 2,07 0,39™ 0,39™ 0,41 0,04 0,59™
Interacéo (V x A) 8 2,98** 1,62ns 3,30** 2,79% 2,12" 1,99 2,22* 1,82"
Tratamentos 14 1,17** 3,97** 2,29* 2,89** 2,40* 3,64** 2,55** 4,10**
Blocos 3 0,44 0,60™ 0,54"™ 2,21™ 0,24" 0,70™ 0,15™ 1,09™
CV(%) 5,70 4,65 4,61 5,61 8,38 8,40 6,33 6,08

** Sifgnificativo ao nivel de 1% de propabilidade (p < 0,01).* Sifgnificativo ao nivel de 5% de propabilidade (0,01 <p < 0,05). ns Nio significativo (p > 0,05).
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Tabela 6: Variaveis agroindustriais (Brix, fibra, PCE e ATR) para cinco variedades de cana-de-acucar e trés niveis de adubacéo nitrogenada nas

duas primeiras socarias (2014 e 2015) em experimento de campo, em Itambé, PE.

Brix Fibra
12 SOCA
NO N40 N80 Médias NO N40 N80 Médias
—————— °BriX =====m==mmmmmmmmmm - %
RB92579 18,70 aA* 17,90 aA 18,52 aA 18,37 a 13,77 aA 13,58 aA 14,58 abA 13,98 a
RB867515 18,85 aA 19,00 aA 18,95 aA 18,93 a 14,07 aA 13,67 aA 13,82 abA 13,85a
RB863129 19,02 aA 17,82 aA 18,50 aA 18,45 a 14,29 aA 13,60 aA 13,34 bA 13,74 a
RB962962 17,87 abA 17,30 aA 16,25 bA 17,14 b 13,02 aB 14,20 aA 13,88 abAB 13,70 a
BR931011 16,27 bB 18,87 aA 18,50 aA 17,88 ab 13,10 aB 13,95 aAB 14,66 aA 13,90 a
Meédias 18,14 A 18,18 A 18,14 A 13,65 A 13,80 A 14,06 A
22 SOCA
NO N40 N80 Médias NO N40 N80 Médias
----°Brix ----%
RB92579 23,75 24,62 22,82 23,73 a 14,07 aA** 13,92 abA 13,51 abA 13,83 ab
RB867515 22,37 22,95 23,82 23,05 ab 13,64 aA 13,34 bA 14,67 aA 13,88 ab
RB863129 22,20 21,85 22,20 22,08 bc 14,44 aA 13,46 bAB 12,61 bB 13,50 b
RB962962 21,45 22,32 20,50 2142 ¢c 14,09 aA 15,14 aA 14,48 aA 14,57 a
BR931011 23,27 23,72 23,10 23,36 a 14,29 aA 14,97 abA 14,47 aA 14,56 a
Médias 22,61 A 23,09 A 22,49 A 14,11 A 14,16 A 13,95 A

*Médias seguidas por letras minusculas iguais nas colunas e maitsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para cada uma das socas
dentro de cada variavel. **Letras minusculas iguais nas colunas e maidsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade para cada uma das
socas dentro de cada variavel. Médias ndo seguidas por letras apresentaram interacdo ndo significativa de acordo com a analise de variancia.
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Tabela 6 (continuagéo): Variaveis agroindustriais (Brix, fibra, PCE e ATR) para cinco variedades de cana-de-agucar e trés niveis de adubacao

nitrogenada nas duas primeiras socarias (2014 e 2015) em experimento de campo, em Itambé, PE.

PCE ATR
12 SOCA
NO N40 N80 Médias NO N40 N80 Médias
R — S —— Kg.Mg!
RB92579 16,23 15,97 17,11 16,44 a 131,01 abA 127,56 aA 131,32 aA 129,96 a
RB867515 16,70 16,15 16,71 16,52 a 132,58 aA 131,99 aA 133,51 aA 132,69 a
RB863129 16,34 15,17 16,19 15,91 ab 131,31 abA 124,66 aA 131,28aA 129,08 ab
RB962962 15,76 14,57 13,68 14,67 b 127,77 abA 119,22 aAB 113,14 bB 120,04 b
BR931011 13,86 16,28 16,28 15,47 ab 115,49 bB 131,36 aA 128,32 abAB 125,05 ab
Médias 1578 A 1563 A 16,00 A 127,63 A 126,96 A 12751 A
22 SOCA
NO N40 N80 Meédias NO N40 N80 Médias
A —— S — Kg.Mg!
RB92579 20,64 22,12 19,72 20,83 a 163,94 173,44 159,07 165,49 a
RB867515 18,72 18,74 20,94 19,47 ab 153,17 155,39 163,75 157,44 ab
RB863129 18,06 17,88 19,60 18,51 bc 147,56 148,23 158,95 151,58 be
RB962962 17,54 18,49 16,06 17,36 ¢ 144,09 148,04 134,42 142,18 ¢
BR931011 20,17 20,23 20,05 20,15 ab 159,89 159,57 158,30 159,25 ab
Médias 1903A 1949 A 19,48 A 153,73 A 156,93 A 154,90 A

*Médias seguidas por letras minusculas iguais nas colunas e maitsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para cada uma das socas
dentro de cada variavel. **Letras minusculas iguais nas colunas e mailsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade para cada uma das
socas dentro de cada variavel. Médias ndo seguidas por letras apresentaram interacdo ndo significativa de acordo com a analise de variancia.
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Apenas a variedade RB931011, quando ndo adubada, apresentou teor de brix inferior
as demais. Todas as outras variedades ndo diferiram significativamente para as diferentes
adubacdes. Com isso, de maneira geral, os dados corroboram os resultados obtidos por
Marques (1996), nas quais o acréscimo da quantidade de N na forma de lodo de esgoto nao
afetou os teores de brix, ndo se tendo observado alteracOes significativas em relacdo ao
tratamento testemunha. Todavia, outros trabalhos (FRANCO et al., 2008; MEGDA et al.,
2012) mostram reducdo nos teores de sélidos soltveis em fungdo da adubacdo, como foi o
caso do estudo realizado por Rhein et al. (2016), com reducdo quando utilizadas doses
superiores a 100 Kg. ha de N.

Com relacdo aos teores de fibra (tabela 8), as variedades RB92579, RB867515 e
RB863129 ndo apresentaram alteracdes significativas em funcdo da adubacdo na primeira
soca, verificando-se 0 mesmo para todas as variedades, com excecdo da RB863129, na
segunda soca. As variedades apresentaram comportamento similar, ndo diferindo entre si
quanto aos teores de fibra quando ndo adubadas, em ambas as socarias, e quando adubadas
com 40 Kg.ha' de N na primeira soca. Quando adubadas (40 e 80 Kg. ha' de N), as
variedades RB962962 e RB931011 apresentaram teores de fibra superiores as demais assim
como a variedade RB867515 com adubagio de 80 Kg.ha™* de N na segunda soca.

Vale (2009), ndo encontrou diferencas significativas para os teores de fibra em
diferentes doses de adubacéo nitrogenada, fato corroborado por Rhein et al (2016). Meade
(1963) estipulou o intervalo 11 - 16%, como o ideal para teores de fibra para a cultura da
cana-de-actcar. Como os valores variaram de 13% a 15%, os resultados atendem as
expectativas de acordo com este autor.

Os valores médios das variedades cultivadas no Brasil correspondem a 12,5%, de
acordo com Marques (2007) e a 12,0%, segundo Ripoli e Ripoli (2004). Os valores
observados encontram-se acima da média nacional pelo fato das variedades serem adaptadas
ao meio de cultivo da Zona da Mata pernambucana, onde as condi¢des edafoclimaticas,
principalmente de alta evapotranspiracéo, tornam necessarios maiores teores de fibra. Amaral
e Tavares (2013), comparando a quantidade de fibra de variedades utilizadas em S&o Paulo e
em condi¢bes semiaridas (sertdo pernambucano/baiano), encontraram valores 39,5%
superiores nas condicdes semiaridas.

Outro fator importante a ser considerado para esta variavel é o conceito de “cana-
fibra”, em que hd uma tendéncia para que tais teores sejam aumentados via melhoramento,
atentando-se ao fato de aproveitamento da biomassa lignoceluldsica para fins energéticos.

Este maior teor de fibra observado nos resultados até entdo percebido como desvantajoso ja
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que diminui o teor de sacarose, pode na verdade constituir vantagem competitiva quando se
trata do aproveitamento deste material para fins energéticos.

A producdo de sacarose presente no caldo extraido (PCE) variou de 13% a 22%
(Tabela 6: continuacdo). De acordo com Ferreira (2013), a pol do caldo extraido deve ser
superior a 15%, sendo um indicativo do inicio da época do corte de variedades de cana-de-
acucar; enquanto Para Ripoli e Ripoli (2004), deve ser superior a 14%, j& para Deuber (1988),
0 teor minimo deve ser de 13%. As variedades apresentaram valores superiores a 15%, na
maioria dos casos, com excecao das variedades BR931011 quando ndo adubada (13,86%) e
RB962962, adubadas com 40 e 80 kg N.ha (14,58% e 13,69%, respectivamente), sendo
assim, todas as variedades nos diferentes niveis de adubacdo nitrogenada satisfizeram esta
condicéo.

Malavolta (2006) relatou que o uso de fertilizantes nitrogenados em cana-de-acuUcar
promove menor armazenamento de agucar visto que os esqueletos carbdnicos sdo consumidos
para vegetar mais. Silveira e Crocomo (1990) observaram decréscimos no teor de sacarose em
plantas que se desenvolveram com a aplicacdo de altas doses de N, diferindo dos resultados
obtidos por Vale (2009), nas quais mesmo com o aumento da dose para 200 Kg. ha de N a
quantidade de sacarose do caldo permaneceu inalterada quando comparada a dose
testemunha.

De acordo com Stupiello et al. (1977) e Sobral et al. (1981), areas fertilizadas e com
aumento de matéria organica podem ter atraso no processo de maturacdo da cana. Segundo
Tasso Junior et al. (2007), a qualidade tecnoldgica do caldo varia de forma inversamente
proporcional aos indices de precipitacdo pluviométricos, ou seja, nos periodos de menor
indice pluviométrico ocorrem os maiores acimulos de sacarose no caldo, como ocorre no
local do experimento durante a época de colheita.

O acucar total recuperavel (ATR) representa todos os acUcares da cana, na forma de
acucares invertidos, embora outras substancias redutoras, possam estar incluidas. Na planta, o
desdobramento da sacarose em glicose e frutose € uma reacdo de inversdo, assim como a
combinacdo, durante o metabolismo da fotossintese e respiracdo da planta; dai a importancia
do conhecimento do teor de ATR, para avaliacdo da qualidade da matéria-prima
(FERNANDES, 2011). O ATR agrega valor ao produto colhido, sendo o padrdo para
Pernambuco de 119 kg .t!, baseado na convencio dos Orgios de classe do setor
sucroalcooleiro (SIMOES NETO et al., 2012).

Os valores de ATR expressam o potencial da inddstria em recuperar o aglcar contido

na cana, na forma de acucar cristal ou de etanol. Observam-se valores médios que variam de
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115,49 a 173,44 kg. t* (Tabela 6: continuagdo). Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos
por Carvalho (2014), para o0 mesmo grupo de variedades tendo encontrado valores entre
107,04 e 149,63 kg.t*, com adubagdes de 0, 12 e 40 kg N ha?, para cana-planta.

As variedades RB92579, RB867515 e RB863129 ndo tiveram seus valores de ATR
alterados na primeira soca em funcdo da adubacdo. Na segunda soca ndo se observam
diferencas significativas para nenhuma das variedades nas diferentes adubagdes, o que vai de
encontro aos resultados obtidos por Vale (2009), nos quais a variacdo das doses de N nao
alterou o ATR, o que ndo se observou em estudo realizado por Rhein et al. (2016), no qual
doses acima de 100 kg.ha? de N foram responsaveis por diminuicdo nos valores desta
variavel. Alguns autores (MUCHOW et al., 1996; FRANCO et al., 2008) afirmam que doses
superiores a 100 kg.ha! de N promovem significativas reducdes no ATR, comprometendo a
rentabilidade do sistema de pagamento. Como no presente trabalho ndo foram utilizadas doses
de adubacdo nitrogenada desta magnitude, na grande maioria dos casos ndo houve variagao
dos valores de ATR.

4.3 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

As interacdes ndo foram significativas entres os fatores variedades e adubacgéo para
todos os componentes da parede celular no bagaco da cana-de-aguUcar. Para os teores de
celulose e hemicelulose o fator variedades foi significativo (Tabela 7) tendo o bagaco
variedade RB962962 apresentado maiores percentuais destes componentes.

Para bagaco, a literatura cita que devem ocorrer teores de celulose entre 32 e 48%
(GOMEZ et al., 2010), superiores aos do presente trabalho, estdo entre 23,9 e 30,8%. Santos
et al. (2012) encontraram teores de hemicelulose variando de 19 a 24%. Portanto, os valores
observados estdo de acordo com o que foi proposto em literatura. Os teores de LDA
encontram-se muito inferiores aos jd& mencionados por outros autores. Fengel et al. (1989)
descreveram valores variando entre 20 e 30%.

No presente estudo ocorrem valores discordantes aos mencionados em literatura. Tal
fato pode ser justificado pelo método de caracterizacdo em questdo (VAN SOEST, 1963) ser
comumente utilizado para avaliacdo da digestibilidade de alimentos para ruminantes
domeésticos (SALMAN et al., 2010) discriminando entre teores de fibra detergente neutro
(FDN), fibra detergente acido (FDA) e LDA.
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Tabela 7: Teores (%) de celulose, hemicelulose e LDA no bagago de variedades de cana-de-
acgucar cultivadas com (N40) e sem (NO) adubacao nitrogenada em cana-soca.

Celulose
NO N40 Meédias
- % -
RB92579 25,05 25,81 25,43 Db
RB867515 23,94 28,83 26,38 ab
RB863129 28,71 26,49 27,60 ab
RB962962 30,87 30,03 30,45 a
BR931011 27,95 25,59 26,77 ab
Médias 27,30 A 27,35 A
Teste F
Variedades (V) 2,73*
Partes da planta (PP) 0,002
Interagéo (V x PP) 1,67™
CV (%) 11,97
Hemicelulose
NO N40 Meédias
e mm———————— % ———
RB92579 19,22 19,45 19,34 b
RB867515 20,92 21,22 21,07 ab
RB863129 22,78 21,94 22,36 ab
RB962962 24,01 23,71 23,86 a
BR931011 21,43 22,69 21,85 ab
Médias 21,67 A 21,72 A
Teste F
Variedades (V) 3,36*
Partes da planta (PP) 0,003™
Interacéo (V x PP) 0,12
CV (%) 11,84
LDA
NO N40 Médias
________________________________________ % ———
RB92579 6,70 6,04 6,37 a
RB867515 7,06 7,78 7,42 a
RB863129 6,85 7,15 7,01a
RB962962 8,60 8,30 8,45 a
BR931011 7,82 7,43 7,63a
Médias 741 A 7,34 A
Teste F
Variedades (V) 2,58™
Partes da planta (PP) 0,02m
Interacéo (V x PP) 0,34™
CV (%) 18,34

*Sifgnificativo ao nivel de 5% de propabilidade (0,01 < p < 0,05); ns: ndo significativo (p > 0,05). Médias
seguidas por letras mindsculas iguais nas colunas e mailsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.

A FDN inclui celulose, hemicelulose e lignina e a FDA inclui celulose e lignina como

componentes primarios, apds as lavagens com o0s respectivos detergentes, além de
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quantidades varidveis de cinzas e compostos azotados. (SANTOS et al., 2014). Os
componentes da parede celular sdo entdo determinados por diferenca entre esses teores, o0 que
pode vir a caracterizar 0 método como indireto quando da discriminacdo entre celulose,
hemicelulose e lignina. Outros inconvenientes do método utilizado € mensurar cutina como
sendo lignina (GOERING E VAN SOEST, 1970); amostras de LDA podem estar
contaminadas com artefatos de Maillard (JOHNSON, 1963); parte da lignina é
potencialmente solivel na solucdo de acido sulfurico a 72% (II'YAMA E WALLIS,1990;
HATFIELD et al., 1994) e assume-se ainda que 0s componentes possam ser subestimados em
funcdo da migracdo destes para outros compartimentos em funcdo da possivel néo
seletividade dos detergentes, como é o caso dos teores de hemicelulose mais elevados em

detrimento da diminuicao dos valores para LDA.

4.4 ESTIMATIVAS DA PRODUCAO DE ETANOL DE PRIMEIRA E SEGUNDA
GERACAO

Por meio dos parametros tecnologicos da cana foi possivel, com base em valores
estequiométricos, fazer uma estimativa de produtividade de etanol de primeira geragéo.
Convertendo-se os valores de PCE apresentados em porcentagem para quilogramas de acordo
com a produtividade, multiplicando tais resultados pelo coeficiente estequiométrico proposto
por Fernandes (2011), tém-se os resultados estimados de produtividade de etanol de primeira
geracdo em L. ha! (Tabela 8)

Na primeira soca, a interacdo entre os fatores variedades e adubacéo foi significativa,
ndo tendo ocorrido diferenca entre as variedades quando adubadas com 40 Kg. ha® de N, e
nem entre os niveis de adubacdo para as variedades RB92579, RB867515 e RB863129. Na
segunda soca, a interacdo ndo foi significativa, e, de maneira geral, para o conjunto de
variedades a adubacéo de 80 Kg. ha! de N apresentou melhor desempenho (9458 L.ha). Tal
resultado é justificado pelo fato de que, na cana-soca, o potencial de resposta a fertilizacéo
com N é superior, devendo a adubacdo nitrogenada ser mais frequente e em doses mais

elevadas que as da cana-planta (MEGDA et al., 2012).
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Tabela 8: Produtividade de etanol de primeira geracao nas duas primeiras socarias (2014 e
2015) de cinco variedades de cana-de-acUcar, com trés niveis de adubacao nitrogenada, em

experimento de campo, em Itambé, PE.

12 Soca
NO N40 N80
———————— L.hat
RB92579 11699,98 aA 12076,64 Aa 11097,49 abA
RB867515 11319,01 abA 12311,76 Aa 12191,21 aA
RB863129 11718,33 aA 9693,06 Aa 11016,42 abA
RB962962 11979,04 aA 11618,96 Aa 8932,39 bB
BR931011 8445,41 hB 11229,07 Aa 10736,47 abAB
QM
Variedades (V) 6166663,90*
Adubacéo (A) 1769420,43™
Interacdo (V x A) 6130938,26*
MG 11071,02
CV (%) 13,43
2% Soca
NO N40 N80
————————— L.hat
RB92579 9207,53 9523,85 9886,45
RB867515 8018,21 9717,79 10620,23
RB863129 7836,28 8190,47 9597,38
RB962962 8533,29 8949,14 7738,70
BR931011 7926,41 9204,36 10048,02
Média (Adubacoes) 8304,35B 9117,13 AB 9458,16 A
QM
Variedades (V) 2630742,04™
Adubacéo (A) 7027298,87*
Interacdo (V x A) 2402840,33"™
MG 8959,87
CV (%) 14,57

*Sifgnificativo ao nivel de 5% de propabilidade (0,01 < p < 0,05); ns: ndo significativo (p > 0,05). Médias
seguidas por letras mindsculas iguais nas colunas e maitsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey.

Os valores de produtividade de etanol obtidos variaram de 7738,70 a 12311,76 L. ha.
Vale (2009) obteve valores de 9450 a 15730 L. ha, nio observando variagBes entre
diferentes doses de adubacdo nitrogenada, conforme ocorreu na segunda soca neste trabalho.
Outros autores (AZEREDO, 2002; SILVA, 2003) obtiveram produtividades da ordem de
10000 L. ha' e Carvalho et al. (2009), aplicando 112 Kg. ha™* de N obtiveram 9800 L. ha* de
etanol. Em contrapartida Santos et al. (2012), consideram que em termos médios gerais um
hectare de cana-de-acucar seja responsavel por produzir em torno de 7000 L do combustivel.
A divergéncia entre os autores ocorre possivelmente pelas diferengas entre ambientes de

cultivo, variedades e condi¢des de manejo.
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Com relacdo a produtividade de etanol de segunda geracéo, a variedade RB962962
apresenta melhores resultados em relagdo as demais. Em média seriam produzidos 13094 L.
ha! de etanol de segunda geracéo proveniente do bagaco para as condicdes estudadas (Tabela
9).

Tabela 9: Produtividade de etanol de segunda geracéo a partir do bagaco de variedades de cana-
de-aclcar com (N40) e sem (NO) adubacéo nitrogenada na cana-soca.

NO N40 Médias
L. ha' e
RB92579 8585,76 CA 8427,28 bA 8506,52 ¢
RB867515 7327,00 cA 8794,45 bA 8060,73 ¢
RB863129 6974,73 cB 9630,72 abA 8302,74 ¢
RB962962 14781,24 aA 11408,60 aB 13094,92 a
BR931011 11003,95 bA 9573,15 abA 10288,55 b
Médias 9734,54 A 9566,84 A
Teste F
Variedades (V) 28,08**
Partes da planta (PP) 0,22ns
Interacéo (V x PP) 8,82**
CV (%) 11,71

** Sifgnificativo ao nivel de 1% de propabilidade (p < 0,01); ns: nao significativo (p > 0,05). Médias seguidas
por letras mindsculas iguais nas colunas e maitsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.

Santos et al. (2012) consideraram que é possivel produzir cerca de 3500 L. ha™ de
etanol celuldsico, considerando que apenas a celulose seja convertida em acUcares
fermentesciveis. A equacdo proposta por Zhao et al. (2008), utilizada neste trabalho, estima
que o etanol é produzido a partir dos aclcares provenientes das fracGes celulose e
hemicelulose do material lignocelulésico, além de considerar eficiéncias de conversdo dos
acucares e de etanol de 85% cada, o que nédo ¢é observado na pratica.

A escolha do bagaco para as caracterizacdes deu-se, pois, a nivel industrial, quando se
planeja obter etanol celulésico, as empresas optam pelo bagacgo por ser o principal residuo do
setor sucroenergético, e ter um baixo teor de cinzas, oferecendo maiores vantagens em
processos de bioconversdo se comparado a palhada (PANDEY et al., 2000). Além do que
estudos que permitam decidir entre manutencdo ou remocdo do material remanescente da
colheita e em quais proporcdes ndo estdo suficientemente maduros (SEABRA, 2008),
podendo comprometer a viabilidade do processo de producéo do combustivel.
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4.5 EFICIENCIA DOS PROCESSOS PARA ETANOL DE SEGUNDA GERAQAO
45.1 Pré-tratamento

Em funcédo dos resultados previamente observados, o bagaco da variedade RB962962
foi considerado para as analises subsequentes. A perda de massa durante o processo de pré-
tratamento, foi de 40,4% (+1,88; n=5). Dutra (2014) estudou a eficiéncia do pré-tratamento
com H20> alcalino e obteve uma perda de massa média de 35,8%, para 0 bagacgo de cana-de-
acucar, nao muito distante do valor observado no presente estudo. O pré-tratamento é um
processo de deslignificacdo da biomassa que permite alcancar maior eficiéncia na recuperacédo
de acUcares na etapa de hidrélise enzimética, estando a perda de massa relacionada com a
solubilizacédo de parte da lignina, extrativos, cinzas e pequenas fragdes de carboidratos para a
fase liquida da reacdo (KARAGOZ et al., 2012).

Comparando-se os teores de celulose do bagaco da variedade RB962962 antes e
depois do pré-tratamento observa-se considerdvel aumento em detrimento da redugdo dos
teores de LDA (Figura 7) em virtude da remocdo de parte da lignina do complexo
lignocelulésico para o meio liquido, disponibilizando a parte fermentescivel do material
(celulose e hemicelulose) antes pouco disponivel na microfibrila celul6sica em funcéo do alto

grau de recalcitrancia de seus componentes (SANTOS et al., 2012).

Figura 7: Composic¢éo lignoceluldsica do bagaco da variedade de cana-de-aglcar RB962962,

antes e depois do pré-tratamento com H.O; alcalino.

70
58,51

(%)

30,45

30 23.86 26.45

11,32 8.65

Celulose Hemicelulose LDA

m Antes  Depois
*Letras mailsculas iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Houve aumento de 47,9% nos teores de celulose e reducdo de 23,6% nos teores de
LDA. Dutra (2014) obteve incremento de 30,4% nos teores de celulose e 40,3% de reducéo de
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LDA, e Reis et al. (2016) aumento de 37,9% de celulose e reducdo de 44,3% nos teores de
LDA, apos pré-tratamento, também utilizando H20: alcalino.

As diferencas composicionais antes e depois do pré-tratamento ocorrem, pela
solubilizacdo e até mesmo hidrélise parcial dos carboidratos durante o processo de pré-
tratamento, sendo a lignina redistribuida e até certo ponto removida do material pré-tratado
(PAN et al., 2005). No presente trabalho, houve perda média 4,25 g. L (+0,27; n=5) de
acucares totais, evidenciando a existéncia de hidrolise parcial dos carboidratos, conforme
proposto por Pan et al. (2005).

Segundo Fengel et al. (1989), o processo de deslignificacdo alcalina ndo é seletivo
apenas para a lignina, podendo degradar também os carboidratos, incluindo a celulose. Neste
caso, apesar do incremento nos teores de celulose, ndo € possivel afirmar que ndo houve

degradacéo desta por meio das andlises efetuadas.

4.5.2 Atividade enzimatica

De acordo com Ghose (1987), uma unidade da atividade (FPU) é baseada na liberacéo
de exatamente 2,0 mg de glicose equivalente, isto é, 2,0/0,18016 umol de 50 mg de papel
filtro por 0,5 mL de enzima diluida em 60 minutos de reacdo. A atividade encontrada para a
enzima utilizada foi 2,92 FPU. mL?. Tal valor deve ser considerado baixissimo quando
comparados aos resultados obtidos por Dutra (2014), que utilizando o0 mesmo complexo
enzimatico comercial verificou uma atividade de 45 FPU.mL™. O valor encontrado para o
presente estudo pode ser justificado pelos processos de purificacdo que tenham sido
realizados ainda a nivel industrial que possam vir ter causado diluigdes no complexo

enzimatico.

4.5.3 Hidrolise enzimatica

O delineamento fatorial 22 com triplicata no ponto central ndo foi significativo para
nenhuma das varidveis analisadas, além de apresentar baixo coeficiente de determinacéo (R2 =
0,6) e ndo ter os testes de F satisfeitos. Sendo assim o modelo ndo deve ser considerado para
fins preditivos, ndo sendo apresentado no presente estudo.

Uma justificativa para a falta de ajuste do modelo e consequente néao
representatividade s&o as variacOes entre as eficiéncias de hidrolise das triplicatas (tabela 12),

ocasionadas possivelmente, por erros experimentais.
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Os agUcares totais (AT), teores de glicose e eficiéncias de hidrdlise (EH) para as
condigdes de estudo sdo apresentadas na tabela 10.

Tabela 10: Condigdes experimentais para a hidrolise enzimatica, teores de glicose e eficiéncia de
hidrolise (EH) para bagaco da variedade de cana-de-aglicar RB962962 pré-tratado com H,O;

alcalino.
Condigdes Cargaenzimatica  Carga de solidos Glicose EH
(FPU.gY) (Yom/v) (g.L?Y) (%)
1 5 5 11,32 34,84
2 10 5 4,21 24,07
3 5 10 13,13 35,12
4 10 10 2,68 6,07
5 7,5 7,5 3,32 8,66
6 7,5 75 3,58 11,91
7 7,5 7,5 4,98 21,57

A eficiéncia de hidrolise enzimética, relacdo entre os teores de glicose e celobiose
liberados no hidrolisado em funcédo da carga de s6lidos, foi maior nas condicdes 1 e 3 (34,8 e
35,1%; respectivamente) com carga enzimatica de 5 FPU.g ! de biomassa seca e de sélidos de
5 e 10%, respectivamente. Reis et al (2016) obtiveram eficiéncia de 84,3% tendo utilizado 20
FPU. g e uma carga de sdlidos de 10%, um valor proximo do observado por Rabelo (2007)
que obteve um rendimento de 84,1% quando a hidrélise foi realizada com 0.33% de sélidos e
carga enzimatica de 3,47 FPU/g bagaco de celulase, porém com complementacdo de p-
glicosidase. Em contrapartida, Carly (2011) obteve eficiéncia de 21% quando utilizou 33
FPU. g, porém tendo empregado NHsOH como pré-tratamento. As baixas eficiéncias de
hidrélise encontradas no presente estudo podem ser justificadas pelo teor de solubilizacdo de
LDA ser considerado baixo (23,6%), quando comparado, por exemplo, aos resultados obtidos
por Reis et al. (2016), com reducgdes nos teores de lignina de 44,3%.

Nas condicdes 2 e 4, com 10 FPU.g* de carga enzimatica, a eficiéncia de hidrolise foi
maior quando a carga de solidos foi de 5%, o que é justificado por alguns trabalhos
(RABELO, 2007; GARCIA, 2009) que atestaram que quanto mais baixa a carga de solidos,
maior sera a eficiéncia de hidrolise.

O emprego de cargas enzimaticas consideradas baixas foi pautado na busca pela

viabilidade econdmica do processo de obtengéo de etanol de segunda geracdo. Partindo-se de
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menores quantidades de enzima utilizada, esperava-se encontar rendimentos iguais aos ja
mencionados na literatura, 0 que ndo ocorreu.

O rendimento da hidrélise é governado por muitos fatores: tipo de prétratamento do
substrato, inibicdo da atividade enzimatica pelos produtos finais da biodegradacéo,
termoestabilidade das enzimas, concentragdo e adsorcdo do substrato, tempo de duracéo da
hidrélise, pH do meio, concentracdo de substrato no meio e taxa de agitacdo (RABELO,
2010). Consequentemente, € necessario otimizar as condigdes de hidrdlise para conseguir o
funcionamento  satisfatério dos processos de sacarificacio (VALLANDER e
ERIKSSON,1985).
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. CONCLUSOES

e As variedades apresentaram comportamento similar em relagcdo produtividade de
colmos ndo tendo seu desempenho afetado pelas diferentes doses de N utilizadas na
primeira soca. Na segunda soca maiores produtividades foram obtidas quando
utilizada a dose de 80 Kg. ha™ de N.

e Os teores de acucares (Pol do caldo extraido) ndo foram afetados pelas doses de N.

e Maior produtividade de etanol de primeira geracdo foi obtida quando a dose de 80 Kg.
ha* de N foi aplicada, independendo da variedade, na segunda soca.

e Os teores de celulose, hemicelulose e LDA ndo foram afetados pela adubacéo
nitrogenada.

e A variedade RB962962 mostrou-se produziu mais etanol de segunda geracdo em
funcdo dos teores mais elevados de celulose e hemicelulose em sua biomassa.

e O emprego do H20- alcalino como pré-tratamento do material lignocelulésico garantiu
o0 incremento de 48% nos teores de celulose e reducdo de 24% de LDA.

e As maiores eficiéncias de hidrdlise encontradas (34,8% e 35,1%), foram obtidas com a
menor carga enzimatica utilizada (5 FPU.g?), independendo, neste caso, da carga de

s6lidos empregada.
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