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INTRODUCAO GERAL

A instabilidade mercadoldgica do petrdleo, aliada a crescente preocupacao
das emissdes de gases agravantes do efeito estufa, impulsionaram pesquisas de
fontes energéticas alternativas e viabilizacdo de sua utilizacdo. O Brasil tornou-se
lider mundial e pioneiro em pesquisa e producao de biocombustiveis, seja em sua
forma isolada, como no caso do etanol ou através da misturas em combustiveis
fésseis, como na gasolina e no uso de 6leos vegetais/animais no diesel.

Atualmente a principal matéria prima utilizada na producdo do etanol de
primeira geracdo € a cana-de-aclcar, mas seguindo o pioneirismo, e,
acompanhando interesse de paises industrializados como os Estados Unidos e da
Europa, o etanol de segunda geracao - obtido através de fontes lignocelulésicas
gue nao competem com a alimentacdo (MARQUES, 2012) - usando o bagaco e a
palha proveniente do primeiro processo de producdo, € uma realidade nacional,
sendo produzido comercialmente desde 2014 (RAIZEN, 2014). O crescente
interesse de utilizacado dessa tecnologia se justifica pelo fato das incertezas dos
combustiveis fosseis, da crescente demanda e da necessidade de seguranca
energética, assim como utilizacdo mais viavel economicamente de um residuo
nobre com grande potencial.

Entretanto, para obtencdo em larga escala do etanol de segunda geracéao,
alguns entraves sdo observados, destacando o processo tecnolégico envolvido no
pré-tratamento da matéria prima, que requer a utilizacdo de tecnologias
complexas, com rotas acidas e/ou basicas para remocao da lignina, onerando o
processo produtivo. Por outro lado, a grande disponibilidade e diversidade de
biomassa lignocelulésica, principalmente gramineas, torna-se imperativo e
atraente no futuro proximo a sua utilizacdo para fins energéticos, uma vez que
atualmente 11% do consumo global de energia primaria total é proveniente de
biomassa, com perspectivas de acréscimo para os proximos anos (MENDES,
2014).

Dentre as vantagens, pesquisadores desde final da década de 1980,

apontam na utilizacado de gramineas como matéria prima de producao de etanol

11



de segunda geracao: adaptacdo e boa amplitude nas condi¢cdes edafoclimaticas
nacionais, podendo ser cultivadas em areas marginais onde outras culturas
energéticas ndo sdo recomendadas; ciclo perene, diminuindo o custo de
producdo, uma vez que, apds estabelecida, torna-se necessaria apenas a
manutencdo do potencial produtivo e, permitirem diversos cortes, necessitando
apenas de pesquisas mais especificas e maiores incentivos para producdo
(USBERTI FILHO, 1988).

De acordo com Somma et al., (2010), estudos de gramineas como fonte de
biomassa na geracdo de energia expandem-se e revelam o etanol de segunda
geracdo como alternativa viavel e vantajosa em substituicdo dos derivados do
petréleo, além de possuirem distribuicdo em todos os continentes do globo
terrestre (SINGH; MISHRA, 1995). Sabendo que a adubac&o esta intimamente
ligada a producéo foliar das forragens, e que o Nitrogénio € o macronutriente de
maior responsabilidade para esse resultado, torna-se imperativo a pesquisa a
cerca desse tema, visando o aumento dessa possibilidade, fazendo com que essa
fonte seja mais atrativa quanto a sua utilizacdo para fins energéticos.

Diante disso, o capim CONVERT HD364 (nome comercial dado a
braquiaria hibrida cultivar mulato II), pela empresa Dow AgroSiences, detentora
dos direitos de sua comercializacdo, surge como uma possivel alternativa
energética. Possuindo alta eficiéncia fotossintética, alcancando até 100 cm de
altura e boa projecao vertical e horizontal de cobertura vegetal, além de elevado
volume e densidade de folhas (GUIOT e MELENDEZ, 2002). Tornando como
possivel matéria prima lignocelulésica, no contexto da utilizacdo de gramineas

forrageiras na producao de etanol de segunda geracéao.
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CAPITULO I: FUNDAMENTACAO TEORICA



1. BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

De acordo com Aguiar (2010), refere-se a qualquer tipo de matéria
organica oriunda de vegetais, animais, ou ainda de processos de transformacdes,
sejam artificiais ou naturais. Caracterizada como fonte de energia renovavel,
abundante e que pode ser utilizada na producdo de biocombustiveis.
Configurando-se em matéria prima barata de acucares fermentesciveis
considerada atraente para a producdo de etanol ou de outros produtos quimicos
com valor agregado como exemplo, o &cido lactico (GIRISUTA et al., 2008;
HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000).

Frente as matérias primas amplamente utilizadas, como o petréleo e a
cana de acucar, destaca-se por ser a mais abundante, continua e renovavel fonte
de carbono néo-fossil da terra (SINGH; MISHRA, 1995), e com distribuicdo em
todo o globo terrestre, ndo concentrada apenas em algumas regides como o
petroleo, (HAHN-HAGERGAL et al., 2006). Sado exemplos de materiais
lignocelulésicos: o bagaco da cana de agUcar, sabugo de milho, farelo de cevada,
palha de arroz, palha de trigo, casca de aveia, palha de sorgo, palha de milho,
semente de algoddo, jornal, residuos urbanos, casca de soja, residuos da
industria do suco, como casa, sementes (AGUIAR, 2010; BIOFUELS, 2012;
MENDES, 2014).

Biomassas forrageiras sdo consideradas materiais lignocelulésicas,
constituidas de fibras de celulose envolvidas em uma matriz amorfa de polioses e
lignina, tendo em sua composi¢cdo quimica: celulose, hemicelulose, cinzas e
extrativos (SANTOS et al., 2012), formada por tecidos constituidos por células
com parede celular, cujas formas e tamanhos sao variaveis conforme a espécie
vegetal e tecido histoldgico inserido. A integridade destes tecidos depende da
parede celular que em termos de estrutura, é formada pelas diversas camadas
compostas por microfibrilas celulésicas orientadas no espaco de forma definida.

A parede celular possui como principais componentes quimico-estruturais a
celulose, a hemicelulose e a lignina. Tipicamente, a celulose (polimero de glicose)

€ a maior fracdo constituinte da parede celular, da ordem de 35-50%. Seguida da
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hemicelulose (polimeros predominantemente constituidos de xilose, mas pode ter
arobinose, galactose, glucose, manose e outros acucares e derivados), na ordem
20-35% e a terceira fracdo, da ordem de 15 a 55% é de lignina (polimero de
fenilpropeno que ndo pode ser decomposto a acucar). Além de outros
componentes presentes em menor quantidade, como: pectina, proteinas,
extrativos e cinza (WYMAN, 1994). Tais distribuicdes de fragbes sdo mostradas
na Figura 1.

Figura 1. Composicao tipica da parede celular

-
Outros (1-4%)

Celulose (35 - 50%)

\

Fonte: Adaptagdo de WYMAN (1994).

Os trés principais componentes da parede celular representam substratos
gue podem ser convertidos em produtos com potencial biotecnolégico e
energético e, fornece beneficios ambientais, econémicos e estratégicos em
grande escala. Internamente as cadeias de celulose e hemicelulose séo fixadas
pela lignina e compactadas por ligagcbes de hidrogénio, promovendo rigidez a
planta, a lignina atua unindo esses componentes e agindo como barreira fisica ao
ataque de microrganismos e agua. A hemicelulose, proporciona a ligacédo entre a

celulose e a lignina formando a rede fibrosa. Portanto, os dois maiores obstaculos
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gue impedem a hidrdlise da celulose de materiais lignocelulosicos sao:
recalcitrancia da prépria celulose cristalina, proveniente da estrutura linear das
cadeias de celulose compactadas e microfibrilas, e a alta protecdo que a lignina
garante a estrutura celuldsica, atuando como uma barreira fisica contra o ataque
enzimatico (RABELO, 2010).

Sendo assim, devido essa estreita associacdo entre a celulose,
hemicelulose e lignina, torna-se necessario submeter este material a um pré-
tratamento para alteracdo dessa estrutura, permitindo que a lignocelulose fique
mais acessivel as enzimas que convertem o0s polissacarideos a acucares
fermentesciveis. Essa sistematica configura como um dos principais desafios para
producdo em maior escala de biocombustiveis a partir de materiais
lignocelulésicos. (RAMOS, 2003; TURA, 2014).

2. COMPOSIC;AO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Segundo Tura (2014), os materiais lignocelulésicos sdo compostos de
biopolimeros de carboidratos (celulose e hemicelulose), lignina, extrativos e
minerais em uma estrutura em menor quantidade. A celulose e a hemicelulose
compreendem a maioria do material lignocelulésico e sdo os substratos que
potencialmente seréo utilizados para a producdo de etanol de segunda geracéo
(GIRIO, 2010).

Os trés maiores componentes poliméricos (celulose, hemicelulose e
lignina) constituem 97-99% da massa seca dos lignocelulésicos, podendo possuir
quantidades distintas em diferentes fontes lignocelul6sicas (MOSIER et al., 2005).

2.1 Celulose

A celulose € o principal componente da parede celular vegetal, considerada
um glucano, ou seja, um polissacarideo formado por unidades de glicoses unidas
por ligacdes do tipo B (1-4) e cuja unidade repetitiva € a celobiose que é formada
por anéis de B-D-glicopiranos e unidas por ligagdes do tipo B-D (1—4) glicosidicas
(Figura 2). As moléculas de celulose séo unidas por um complexo cristalino
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denominado microfibrila, dispostas em relacdo a molécula adjacente de forma
antiparalelas (FENGEL e WEGENER, 1989; GALDEANO, 2001).

Figura 2. Estrutura da Celulose, parte central da cadeia molecular.

OH
o HO e o HO o
gs © 2 % £ OF
HO o o HO oH 0
OH OH

Celobiose Glicose

Fonte: Rabelo, 2010.

A ligacdo de varias celobioses constituem a cadeia linear de celulose, que
ligam-se fortemente por ligacdes de hidrogénio formando fibrilas elementares,
contendo tanto em regides cristalinas como amorfas (LYND et al., 2002; RAMOS,
2003). A regido cristalina é altamente ordenada, devido as numerosas ligacdes de
ponte de hidrogénio intra e intermolecular. Ja a regido amorfa € menos ordenada
apresentando orientacdo randomizada (Figura 3). A degradagcdo da celulose
cristalina é muito lenta quando comparada a porcdo amorfa, por isto, a
degradacdo € iniciada nas partes amorfas, mais susceptiveis de serem
hidrolisadas (GALDEANO, 2001; GARCIA, 2009).
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Figura 3. Vis@es das diferentes distribui¢cdes cristalinas e amorfas na microfribila
de celulose.

Regidao amorfa

Regiéo cristalina

Regiao cristalina

Regiao amorfa

Fonte: Rabelo, 2010.

A proporcao entre as areas cristalinas e amorfas variam de uma celulose
para outra e sdo expressas em indice de cristalinidade (percentagem da éarea
cristalina) (RAMOS, 2003). Estas caracteristicas, juntamente com o envoltorio de
lignina, conferem a macromolécula de celulose grande resisténcia a hidrolise,
representando desafio para a utilizacdo desses materiais em aplicacbes
biotecnolédgicas, como a producdo de etanol de segunda geracdo (ARANTES e
SADDLER, 2010).

2.2 Hemicelulose

A hemicelulose € um heteropolimero curto, formado por -cadeias
ramificadas de acucares, que incluem principalmente aldopentoses, como xilose e
arabinose, e aldohexoses, como glicose, manose e galactose, contendo ainda
acidos hexurénicos, como os acidos B-D-glucurdnico, D-4 Ometilglucurénico e B-
D-galacturanico, e deoxiexoses (MENDES, 2014). Diferentemente da celulose,
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apresenta baixa massa molecular (100-200 unidades glicosidicas) e ndo contém
regides cristalinas, sendo, portanto, mais suscetivel a hidrélise quimica sob
condi¢Bes mais brandas (SUN e CHENG, 2005).

Estruturalmente sdo mais parecidas com a celulose do que com a lignina,
sendo depositadas na parede celular em um estagio anterior a lignificacdo e sua
estrutura apresenta ramificacées e cadeias laterais que interagem facilmente com
a celulose, dando estabilidade e flexibilidade ao agregado (RAMOS, 2003).
Entretanto algumas diferencas podem ser observadas conforme apresentado na

tabela le

Tabela 1. Diferencas entre celulose e hemicelulose

Celulose Hemicelulose
Unidades de glicose ligadas entre si Unidades variadas de agucares
Grau de polimerizacdo alto Grau de polimerizacéo baixo
Forma arranjo fibroso Forma regifes amorfas
Atacada lentamente por acido mineral Atacada rapidamente por acido
diluido a quente mineral diluido a quente
Insoltvel em élcali Soluvel em alcali

Fonte: Bianchi (1995).

Apesar de constituidas por acucares, existem diferencas reacionais entre a
hemiceluloces e a celulose, devido a estrutura fisica de cada. Hemiceluloses sé&o
totalmente amorfas e menos resistentes ao ataque de agentes quimicos, e,
embora ndo haja evidencias que a celulose e a hemicelulose estejam unidas
guimicamente, as ligacfes de hidrogénio e a interpenetracao fisica existente entre
elas resulta em importantes propriedades para as fibras, contribuindo para o
intumescimento, a mobilidade interna e o aumento da flexibilidade das fibras
(BIANCHI, 1995).
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2.3 Lighina

De acordo com Tura (2014), é uma macromolécula tridimensional
encontrada na parede celular vegetal, formada pela polimerizacdo dos alcoois
cumarilico, coniferilico e sinapilico, hidrofébica e extremamente resistente a
decomposicéo.

Junto a cadeia de hemicelulose e pectina, a lignina preenche os espacos
entre as fibrilas de celulose, atuando como material de ligacdo entre componentes
da parede celular, responsavel pela rigidez e baixa reatividade dos materiais
lignoceluldsicos, sua presenca representa o principal interferente para o processo
de conversdo da biomassa, jA que € uma substancia que atua como barreira.
Dessa forma, estudos da biodegradacédo da lignina sdo de grande importancia
para possibilitar aplicagbes biotecnoldgicas, visto que estas macromoléculas
constituem o maior obstaculo para a eficiente utlizacdo de materiais
lignoceluldsicos em uma ampla faixa de processos industriais (VASQUEZ et al.,
2007).

Além de lignina, celulose e hemicelulose, outros compostos minoritarios

estdo presentes nos materiais lignocelulésicos (FENGEL & WEGENER, 1989).

2.4 Outros componentes

Constituintes nao-estruturais como extrativos, néo-extrativos e proteinas
também sdo importantes quando se considera a constituicAio do material
lignocelulésico. Estdo presentes em menores propor¢des e consistem de graxas,
Oleos essenciais, gorduras, gomas, amidos, alcalbéides, resinas e demais
constituintes citoplasmaticos (FENGEL e WEGENER, 1989).

Os extrativos podem ser extraidos com solventes organicos ou aquosos e
determinam algumas caracteristicas da planta como cor, cheiro, resisténcia
natural ao apodrecimento, sabor e propriedades abrasivas (FENGEL e
WEGENER, 1989). Os nao-extrativos consistem em compostos inorganicos como

silica, carbonatos e oxalatos. Estes componentes podem gerar problemas na
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bioconversao devido a presenca de inibidores durante o pré-tratamento do
material (McMILLAN, 1996).

3. ESTRUTURA DA PAREDE CELULAR VEGETAL

De acordo com Fengel e Wegener (1989), a parede celular vegetal é
dividida em parede priméaria, parede secundaria e parede terciaria. Sendo
composta na maioria por celuloses separadas pela lamela média, camada fina,
composta por alta concentracdo de lignina.

A parede priméria € a camada mais fina da parede celular e a primeira a
ser depositada nas células. Celulose e hemicelulose sdo predominantes na regiao
da parede celular e a lignina € distribuida por toda essa estrutura, apresentando

concentracdo maxima na lamela média (Figura 4).

Figura 4. Esquema morfoldgico da parede da célula vegetal.
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Fonte: Mendes, 2014.

A celulose é presente na forma de microfibrilas e os microcapilares
circundantes da armacao da parede celular sdo preenchidos com hemicelulose e

lignina (Figura 5). A hemicelulose liga-se através de ligacfes de hidrogénio as
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microfibrilas da celulose, formando uma rede que fornece a espinha dorsal
estrutural da parede celular da planta. Enquanto a lignina em algumas paredes
celulares conferem forca adicional e resisténcia a pragas e doencas nas plantas.

Figura 5. Esquema da associacdo celulose - hemicelulose - lignina na célula

vegetal.

Lignina

Hemicelulose
Celulose

Microfibrila celuldsica

Fonte: Santos et. al., 2012.

4. ETANOL DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Segundo Martelli (2014), o crescente interesse no desenvolvimento de
fontes alternativas de energia, como a utilizacdo de material lignoceluldsico para
producdo de etanol de segunda geracdo, foi impulsionado pelas quebras de
safras agricolas mundiais, que afetam diretamente a producdo do etanol de
primeira geragdo e também a crise economia culminada em 2010, que assola
diversos paises até hoje.

Surgindo entdo uma nova perspectiva para o cenario energético mundial,

com vasta possibilidade de utilizac&do de diversos materiais como fonte
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energética, uma vez que utiliza-se como matéria prima a biomassa vegetal, com
destaque para a celulose, presente nesse material. O esquema de producao do
etanol a partir de biomassa lignoceluldsica é apresentado na Figura 6.

Figura 6. Esquema de producdo de bioetanol a partir de biomassa

lignocelulésica.
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Fonte: MARTELLI, 2014.

Nos Estados Unidos a utilizagdo do sorgo para essa finalidade apresenta-
se em grande expans&o, assim como na india e nas Filipinas, com presenca de
plantas piloto, para producdo a partir das palhas de milho, colmo e folhas de
sorgo e da cana de acucar. No Brasil, estima-se que até o meados da década de
2010, usinas pilotos estejam sendo operadas em parceria com industrias
internacionais (FAO, 2011; PETROBRAS, 2012).

De acordo com Carmona et al., (2014), grande parte da celulose e
hemicelulose encontrada no material lignocelulésico pode ser convertido em
acucares fermentesciveis, através da hidrolise enzimatica/acida. E outros
subprodutos do processo poderdo ser obtidos durante a fermentacdo desses

acucares, sendo o etanol, o de maior interesse, por se tratar de um combustivel.
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Segundo Miranda (2010), é possivel obter até 11 mil litros desse biocombustivel
por hectare a partir de gramineas forrageiras — como o capim elefante e capim
marandu- sendo estas fontes competitivas e eficientes para locais onde nao se
pode cultivar cana, tanto em areas de pastagens quanto em areas marginais,
como solos mais pobres em nutrientes e que necessitem de pouco manejo para
cultivo.

O etanol de segunda geracéo representa para o Brasil: maior producdo
sem aumento da area cultivada, aumento do percentual de producéo por hectare
plantado da biomassa, utilizagdo de matéria prima renovavel, sustentabilidade na
producgéo, racionalidade no uso dos recursos naturais e mais etanol no mercado
interno e possivelmente externo (PETROBRAS, 2012).

O estudo da utilizagdo de gramineas como fonte dessa biomassa,
apresenta-se como uma alternativa viavel e vantajosa a ser empregada junto ou
como substitutivo as empregadas e disponiveis atualmente (SOMMA et al., 2010).
E além de contribuir para reducdo da emissdo de gases de efeito estufa e
ciclagem de carbono no solo, o controle de uma tecnologia para producdo de
bioenergia, relaciona-se diretamente com a soberania nacional, tornando o pais

mais competitivo a nivel internacional (MARTELLI, 2014).

4.1 Etapas para producédo do etanol lignocelulésico

A producdo de etanol de segunda geracdo com base na biomassa
lignocelulésica consiste nas seguintes etapas: pré-tratamento, para desagregar as
fibras da biomassa ou residuo agricola; hidrolise enzimatica/acida da celulose e
hemicelulose para producdo de acgucares; fermentacdo dos mesmos; separacao
de lignina residual e, finalmente a recuperacéo e purificacdo do etanol produzido,
através de destilacdo (MOSIER et al., 2005).

De acordo com Cardona et al., (2010), caracteristicas intrinsecas aos
materiais lignocelulésicos causam dificuldade na producdo do etanol. Nesse
sentido, destacam-se a ligacdo quimica entre a celulose e hemicelulose e a

ligacdo entre a lignina e hemicelulose, constituindo persistente barreira ao ataque
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hidrolitico. No processo enzimatico, a lignina atua como uma barreira fisica para
as enzimas que podem ser irreversivelmente capturadas pela lignina e a natureza
cristalina da celulose representa uma limitagéo adicional ao processo.

Por isso, Sarkar et al.,, (2012), salienta a importancia da etapa do pré-
tratamento do material lignocelulésico, pois 0 mesmo visara a desagregacao da
lignina e hemicelulose, reducdo do carater cristalino da celulose e um incremento
a porosidade do material, configurando maior susceptibilidade a hidrolise
enzimatica/acida e consequentemente possivel maior conversdo em acucares

fermentesciveis.

4.1.1 Pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica

Segundo Santos et al., (2012), o pré-tratamento do material lignocelulésico
€ de extrema importancia no processo de obtencédo de acucares fermentesciveis,
consistindo no rompimento da barreira protetora da lignina e conversdo da
estrutura recalcitrante da biomassa a fim de tornar os carboidratos mais
acessiveis ao ataque guimico/enzimatico, aumentando 80% ou mais a obtencao
de acucares fermentesciveis (HAMELINCK et al.,2005).

O pré-tratamento influencia diretamente no custo das demais etapas da
producdo (RABELO, 2010). Sendo imprescindivel portanto que seja eficiente em
termos de rendimento, seletividade, funcionalidade, simplicidade operacional,
seguranca, higiene industrial e utilizacao reduzida de insumos quimicos e energia

(BAUDEL, 2006). O efeito do pré-tratamento € apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento no material lignoceluldsico
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Fonte: WOLF, 2011.

E pode ser agrupado em quatro categorias: fisico, quimico, biolégico ou
uma combinacao de todos esses.

O pré-tratamento fisico € baseado na reducdo mecanica das particulas da
biomassa para aumentar a area de superficie e em alguns casos, pela reducéo do
grau de polimerizacdo e cristalinidade da celulose e promovendo a acéo
enzimatica (OGEDA et al., 2010).

O tratamento quimico é o mais utilizado na industria e pode ser &cido,
alcalino ou oxidativo. No pré-tratamento acido, utiliza-se solugbes de reagentes
acidos diluidas de acido sulfurico (H2SO4), acido cloridrico (HCI), acido nitrico

(NHO3) e acido fosforico (HsPOa4), entretanto devido ao poder corrosivo e a
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necessidade de recuperacdo desses reagentes para viabilizacdo econdmica,
apresentam-se dificuldades em sua utilizagédo (AGBOR et. al., 2011).

A Tabela 2 resume algumas técnicas de pré-tratamentos avaliadas para o0s
materiais lignocelulésicos com o objetivo de facilitar a hidrélise enzimatica
(RABELO, 2007).

Tabela 2. Métodos de pré-tratamento da biomassa lignocelulésica.
METODO PROCESSO TIPO DE MUDANCA

Diminui o grau de polimerizacao e
Moagem e Trituracao; a cristalinidade da celulose;

Fisico Irradiagéo; Alta temperatura.  Aumenta a area superficial e o
tamanho dos poros da particula
Aumenta a area superficial;
Quimico Bases; Acidos; _ Dim.inui 0 grau de polimerizagao e
Gases; Agentes oxidantes e a cristalinidade da celulose;
redutores; Parcial ou quase completa
Solventes para extracdo da degradacao da hemicelulose e
lignina deslignificacéo
Tratamento alcalino Degradacdo da hemicelulose e
Eisico- associado a explosdo a desligr_lificagéo; Aumenta a area
vapor; superficial e os poros da

quimico Moagem com tratamento particula.

alcalino ou acido.

Fungos e actinomicetes. Degradacdo da hemicelulose e
deslignificacdo; Aumenta a éarea
superficial e o0s poros da
particula;

Diminui o grau de polimerizacao.

Bioldgico

Fonte: MENDES, 2014.

Diversas vantagens e desvantagens sédo apresentadas conforme o tipo de
pré-tratamento estabelecido (GARZON FUENTES, 2009). Por isso, o utilizado
deve-se adequar a facilidade e as singularidades das condi¢cbes presentes e
apresentar eficiéncia quanto a sua finalidade, que consiste na reducdo do grau de
cristalinidade da celulose, dissociacdo do complexo lignina - celulose, aumento da

area superficial da biomassa e maximizac¢do do rendimento em agucares.
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4.1.2 Hidrélise da biomassa

De acordo com Rabelo (2010), existem trés técnicas basicamente para
hidrolise de materiais lignocelulésicos, sendo elas através de: &acidos
concentrados, acidos diluidos ou por enzimas, apresentando cada uma vantagens
e desvantagens.

Na utilizacdo de acidos concentrados, a celulose e hemicelulose séo
degradas por solugbes aquosas de &cidos minerais, tais como o sulftrico,
cloridrico e fosférico, em baixas temperaturas (abaixo de 100°C). Entretanto, a
utilizacdo desse método requer equipamentos resistentes a corrosédo, devido a
utilizacdo desses &acidos, além de, tipicamente a hemicelulose ser hidrolisada
mais rapidamente comparada a fracdo de celulose, ficando portanto o0s
monossacarideos da hemicelulose expostos por maior tempo no meio reacional,
levando a degradacéao e perca de acucares. Outra peculiaridade dessa técnica € a
necessidade de recuperacdo do &cido utilizado, por razbes econdémicas e
ambientais (SZENGYEL, 2000).

Segundo Wyman (1994), no processo de utilizacdo de acidos diluidos, as
condicBes de hidrolise da hemicelulose e celulose podem ser otimizadas, pois
parte de cada uma delas s&o hidrolisadas separadamente, podendo a
hemicelulose ser removida ap6s o primeiro passo da hidrolise. Contudo, altas
temperaturas aplicadas na segunda parte (200°C aproximadamente), provoca
degradacdo de acucares e de lignina soluvel, causando inibicdo durante o
processo de fermentacdo (CLARK e MACKEI, 1984; LARSSON et al., 1998).

No processo de hidrolise enzimética, a biomassa primeiramente é
submetida ao pré-tratamento, com finalidade de aumentar acdo das enzimas.
Durante esse processo a hemicelulose € hidrolisada e na hidrolise propriamente
dita, através de enzimas celulases a celulose é quebrada do material
lignoceluldsico, esse método origina uma menor quantidade de subprodutos, e
também resulta em alto rendimento de acgUcares fermentesciveis. Apresentando

vantagens importantes quando comparado a utilizagdo dos 4cidos, no contexto de

28



producédo de etanol de material lignoceluldsico, atingindo altos rendimentos apos
a conversao (RABELO, 2010).
A tabela 3 apresenta caracteristicas de cada método de hidrolise do

material lignoceluldsico apresentado.

Tabela 3. Comparacgéo das caracteristicas dos métodos de hidrodlise.

Tipo de hidrdlise Consumo Temperatura Tempo Rendimento
°O de Glicose
Acido 30-70% H2S04 40 2-6 horas 90%
concentrado
Acido diluido < 1% H2S04 aprox. 200 3 minutos 50-70%
Enziméatica Celulase 50 1,5 dias 75-95%

Fonte: Adaptacao de Hamelinck et al., 2005.

Todavia, torna-se necessario a viabilizagdo do uso das enzimas,
considerando o elevado custo das mesmas, para que o processo de produgéo de
possa ser mais competitivo em relacdo as demais rotas de producdo de

biocombustiveis de larga escala.

4.1.3 Fermentacdo do material lignocelulésico

A fermentacdo do material lignocelulésico para conversao em etanol pode
ser realizada em um sO estagio ou sequencialmente em duas etapas
(DOMINGUEZ, 2003). De acordo com Rabelo (2010), o processo que ocorre
separadamente apresenta melhores resultados quando comparado ao de um
Unico estagio. Isto porque pode-se fazer o controle das condi¢cdes operacionais
ideais para a hidrélise, assim como para a fermentacdo, tendo em vista que
durante a hidrélise enzimatica a temperatura ideal é a da enzima (em torno de
50°C), enquanto que para a fermentacdo a temperatura ideal se da pelo

microrganismo produtor de etanol (em torno de 30-34°C).
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5. GRAMINEAS FORRAGEIRAS PARA PRODUCAO DE ETANOL

Os principais usos das gramineas como insumo energético atualmente sao
para a producdo de energia térmica como na queima em fornos de carvéo vegetal
na forma de peletizagdo além do uso tradicional na nutricdo animal. No entanto,
estudos com diversas gramineas usadas como culturas energéticas vém
crescendo nos Estados Unidos e na Europa (MARTELLI, 2014).

Contudo, desde o final da década de 1980, observa-se interesse no estudo
de gramineas forrageiras como matéria prima na producao de etanol de segunda
geracdo. Usberti Filho et al., (1988), aponta uma série de variaveis favoraveis a
essa utilizacdo, tais como: facilidade de plantio e cultivo; boa amplitude de
adaptacao a grande parte das condi¢cdes ambientais; possibilidade do cultivo em
areas marginais; baixo investimento, frente a outras culturas bioenergéticas e
possibilidade de diversas colheitas, uma vez que na maioria s&o plantas perenes.

No cenéario nacional os capins do género Brachiaria estdo entre as
gramineas mais amplamente utilizadas. Caracteristicas intrinsecas desses
matérias, como a facilidade de estabelecimento e boa produtividade, tolerancia ao
ataque de pragas e a solos de baixa a média fertilidade, e ao manejo inadequado,
assim como sua versatilidade as tornaram muito popular e utilizadas (ALMEIDA,
2014).

Em pesquisas por materiais com maior producéao forrageira, valor nutritivo e
caracterizas mais favoraveis a utilizacdo, foi langado em 2005 pelo CIAT um
hibrido de Brachiaria spp., denominado capim Mulato Il (CIAT 36087), conhecido
comercialmente como CONVERT HD364, o qual tem despertado grande interesse
aos produtores pecuaristas devido seu potencial produtivo, e consequentemente
também na area de pesquisas para sua utilizacdo para fins energéticos, como

producédo de etanol de segunda geracédo (ARGEL et al., 2007)

5.1 Braquiaria CONVERT HD364
CONVERT HD364 é o nome comercial dado a Braquiaria hibrida cultivar

Mulato Il (CIAT 36087) pela empresa Dow AgroSciences atualmente detentora
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dos direitos de comercializacdo desse material. Esse capim é resultado de 20
anos de pesquisa genética em braquiarias realizadas pelo programa de forragens
tropicais do CIAT em colaboragdo com outras instituicdes de pesquisa, como a
Embrapa. Constitui em um hibrido resultante de trés geracdes de cruzamento,
iniciados em 1989 entre Brachiaria ruziziensis clone 44-6 tetraploide sexual e
Brachiaria decumbens cv. Basilisk, tetraploide apomitica (ALMEIDA, 2014).

A CONVERT HD364 é uma graminea perene e vigorosa, de crescimento
semi-ereto, que pode alcancar até 1 m de altura sem incluir a inflorescéncia. Seus
talos séo cilindricos, pubescentes e vigorosos de coloragédo verde intenso com 55
a 80 cm de comprimento, podendo apresentar hébito semi-decumbente com
capacidade de enraizamento quando em estreito contato com o solo (como, por
exemplo, por pisoteio dos animais). Com numero de folhas variando de 9 a 10 por
talo, que se projeta vertical e horizontalmente até a cobertura vegetal, compondo
elevada densidade e volume, s&o lineo-triangulares (lanceoladas) de
aproximadamente 3,8 cm de largura com coloracdo verde intenso e abundante
pubescéncia em ambos os lados da lamina. A ligula é curta e membranosa e a
inflorescéncia é uma panicula com 4 a 6 racimos, com fileira dupla de espiguetas,
gue tem aproximadamente 5 mm de comprimento e 2 mm de largura. Estas
apresentam, durante a antese, estigmas de cor creme, contrastando com todas as
demais cultivares comerciais do género Brachiaria, que apresentam estigmas de
cor alaranjada e o sistema radicular é profundo e ramificado.

Possuindo, segundo Argel (2007), boa adaptacdo a uma ampla faixa de
localidades, incluindo aquelas com solos acidos e de baixa fertilidade,
caracteristicos de regides tropicais, e com moderada umidade. Com necessidade
de precipitacdes pluviométricas anuas minimas de 600 mm, nao tolerando solos
encharcados e com producao de 25 a 35 toneladas de matéria seca por ano, e
apresentando ainda, média a alta exigéncia em fertilidade de solo (PIRES, 2006).

Pequeno (2014), trabalhando com trés capins: Brachiaria brizanta cv.
Marandu, Tifton 86 (Cynodon spp.) e CONVERT HD364, irrigados e néo irrigados

sob diferentes niveis de adubacao, concluiu ser a CONVERT HD 364, uma boa
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opcao de diversificacdo e intensificacdo de producéo, apresentando alta producao
de forragem e valor nutritivo superior a outros capins, quando bem adubado,
manejado e irrigado. As caracteristicas bromatologicas da CONVERT HD364 séo

apresentadas na tabela 4.

Tabela 4. Composicao bromatoldgica da braquiaria CONVERT HD364.
MS % PB% FDA% FDN% Lignina%

20 15 32 62 6,32

Fonte: adaptada de book CONVERT, 2012.

Teodoro (2011), em estudo de suas caracteristicas produtivas sem
adubacéo e colhido com diferentes alturas de residuo, concluiu que o CONVERT
HD364 apresenta boa producdo de forragem, assim como maior teor de proteina
bruta, quando comparado ao Marandu (DEMSKI, 2013). Os teores de fibra em
detergente neutro, fibra em deter

Sendo intrinseco assim a importancia do efeito da adubacdo na producao
de forragem desse material, principalmente da nitrogenada, que concerne um dos
objetivos desse trabalho. Considerando que maior a quantidade produzida,
consequentemente mais provavel a viabilidade dessa planta como fonte

lignocelulésica para producao de bioetanol de segunda geracao.

6. EFEITO DO NITROGENIO NAS GRAMINEAS E NA PRODUCAO DE
ETANOL

Segundo Horchani et al., (2011), o nitrogénio é o principal nutriente para
manutencado da produtividade das gramineas, estando relacionado ao seu ciclo de
desenvolvimento, presente como constituinte de proteinas, acidos nucléicos,
coenzimas e interferindo diretamente no processo fotossintético, por ser um
constituindo da molécula de clorofila.

Esse nutriente promove a ativacdo de tecidos meristematicos da planta,

aumentando o indice de area foliar e producdo de matéria seca. Estando
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relacionado ainda tanto ao aparecimento quanto a mortalidade de perfilhos e seu
déficit aumenta a quantidade de gemas dormentes, configurando menor
desenvolvimento da planta (ADESE, 2006; MOREIRA et al., 2006). Plantas com
suprimento tém rapida recuperacao do tecido foliar, a partir das gemas aéreas,
enquanto que as com menor suprimento, tém baixa recuperacdo (ALEXANDRINO
et al., 2005).

Segundo Souza (2014), o nitrogénio influéncia grande parte das
caracteristicas morfogénicas do hibrido CONVERT HD 364, tais como: a taxa de
aparecimento, alongamento e comprimento das folhas, numero de perfilho,
alongamento do pseudocolmo e senescéncia de folhas.

Por estar relacionado a todo processo de desenvolvimento da planta e
consequentemente da parede celular vegetal, representado pela celulose,
hemicelulose e lignina, esse nutriente relaciona-se a capacidade produtiva do
etanol, uma vez que o processo produtivo se d& pela hidrolise desses
componentes objetivando tornar os acguUcares ali presentes passiveis a
fermentacdo (CASTAGNARA et al., 2011).
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CAPITULO lI: ESTIMATIVA DA PRODUCAO POTENCIAL DE ETANOL DA
BRAQUIARIA HIBRIDA CONVERT HD364 SUBMETIDA A DOSES
CRESCENTES DE ADUBACAO NITROGENADA



RESUMO
A crescente demanda energética mundial atrelada a preocupagdo quanto a

emissdo de gases agravantes do aquecimento global, tornam imprescindiveis
desenvolvimento de sistemas energéticos mais sustentaveis. Dentro desse
contexto, a utilizacdo de biomassa vegetal para producdo de biocombustiveis
como o etanol, se apresenta como grande atrativo para pesquisas. Diante disso,
nesse trabalho foi estudado o efeito da adubacdo nitrogenada na producdo de
biomassa da braquiaria hibrida CONVERT HD364, submetida a hidrélise por dois
complexos enzimaticos estimando a capacidade produtiva de etanol a partir desse
material. Os niveis de adubacéo nitrogenada foram: 0, 100, 200 e 300 Kg N.ha' e
os complexos utilizados: Cellic CTec2 e Cellic HTec2. O delineamento
experimental, inteiramente casualizado em Esquema Fatorial 4x2, com quatro
repeticdes. A dose de 300 Kg N.ha? com utilizacdo do complexo Cellic HTec2
apresentou maior producédo de etanol (351,66 mL/Kg MS), e embora pequeno,
houve efeito da adubacéo na producdo como um todo desse biocombustivel para

0 material estudado.

Palavras-chave: sustentaveis, etanol, doses de nitrogénio, biomassa
lignocelul6sica.
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ABSTRACT

Growing global energy demand linked to concerns about the issue of aggravating
gases of global warning, make it essential development of more sustainable
energy systems. Within this context, the use of plant biomass for biofuels such as
ethanol is presented as a major attraction for research. Thus, this work was
studied the effect of nitrogen fertilization on biomass production of hybrid
braquidria CONVERT HD364, comparing the hydrolysis of two enzyme complexes
and the production capacity of ethanol from this material. The nitrogen fertilizer
levels were 0, 100, 200 and 300 kg N.ha-1 and used complex: Cellic CTec2 and
Cellic HTec2. The experimental design was completely randomized in factorial
scheme 4x2, with four replications. The dose of 300 kg N.ha-1 with use of Cellic
HTec2 complex showed higher ethanol production (351, 66 mL / Kg / MS), and
although small, was no effect of fertilization on production as a whole this biofuel
to the material studied

Key-words: Sustainable, ethanol, nitrogen, lignocellulosic biomass.
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INTRODUCAO

A necessidade de ampliacdo da matriz energética, aliada a demanda
crescente por combustiveis e preocupacdo quanto a emissdao de gases
agravadores do efeito estufa, impulsionaram o desenvolvimento de sistemas
energéticos mais sustentaveis que utilizam matérias primas renovaveis, como a
biomassa vegetal na producéo de etanol de segunda geracao.

Tradicionalmente, da fermentacdo e destilacdo de acglUcares provenientes
de materiais como a cana-de-acucar e amido de milho, obtém-se o etanol
combustivel de primeira geracao, entretanto, esse modelo produtivo necessita de
grandes quantidades de insumos e areas, causando impactos na biodiversidade,
no solo e 4gua. Logo, a viabilidade desse modelo torna-se questionavel, dada a
ocupacdo de areas agricultaveis e ao duplo proposito do uso dos graos
(MAIRESSE, 2015).

A utilizacdo da biomassa lignoceluldsica torna-se uma fonte de matéria
prima atraente a ser utilizada, pois € abundante, permanente, subutilizada e
possui custos menores que a biomassa cultivada com propésito de geracdo do
etanol convencional, e seu aproveitamento diminui a competicdo do uso da terra,
pois trata-se de um residuo e ndo um alimento (LYND et al., 2002; FAO, 2014).

Segundo Carvalho (2009), o distanciamento da disputa alimento-energia,
guando utilizado matérias primas lignocelulésicas, reforcam a ideia de que o
desenvolvimento de uma fonte energética eficiente pode ter efeito decisivo na
consolidacéo da tecnologia de segunda geracéo tanto para o mercado interno (em
regides nao produtoras de cana-de-agucar) quanto para o mercado externo.

Nesse contexto, a utilizacdo de braquiarias, como material lignocelulésico,
apresenta caracteristicas favoraveis para producdo do etanol combustivel,
destacando a adaptabilidade & condi¢des climaticas variadas, boa produtividade e
capacidade hidrolitica, somado ao fato do melhoramento genético ser voltado
para obtencdo de cultivares ainda mais produtivas e consequentemente mais
viaveis para o emprego energético (BATISTA, 2016).
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Diante do potencial da biomassa lignocelulosica, sobretudo pelas
caracteristicas favoraveis, surge a braquiaria hibrida CONVERT HD364, como
uma opcéo a ser pesquisada visando a producéo de etanol de segunda geracao,
uma vez que esse material foi desenvolvido geneticamente para regides tropicais
e para variedade de condi¢Bes edafoclimaticas encontradas (ARGEL, 2007).

Contudo, mesmo com diversos pontos favoraveis, o potencial dos
biopolimeros presentes nesses materiais ainda ndo foi plenamente explorado e a
estreita associacdo entre a celulose, hemicelulose e lignina, configuram um
desafio a popularizacdo desse bioprocesso, além de que a quantidade desses
constituintes podem ser influenciados por diversos fatores, como fertilidade do
solo, especialmente pelo macronutriente nitrogénio (AGBOR et al., 2011, SUN et
al., 2010).

Diante de todos os desafios, o presente trabalho tem como objetivo avaliar
o efeito de doses crescentes de adubacé&o nitrogenada no potencial de producéo
de etanol da braquiaria hibrida CONVERT HD364, apés hidrolise por dois

complexos enzimaticos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Local e tratamentos
O estudo foi conduzido no laboratorio de solos e aproveitamento de
residuos da Universidade Federal do Tocantins (UFT). A biomassa estudada foi a
braquiaria hibrida cultivar Mulato 1l (CIAT 36087) CONVERT HD364, submetida a
quatro diferentes niveis de adubacdo nitrogenada, oriundas da ureia, sendo
constituidos por: 0, 100, 200 e 300 kg.ha' e o emprego de dois complexos
enzimaticos: Cellic CTec2 e Cellic HTec2, com finalidade de producédo de etanol.
Para o primeiro tratamento empregou-se o complexo enzimatico Cellic
CTec2 batelada VCNIO013 e, no segundo utilizou-se o complexo Cellic HTec2
batelada VHNOOOO3, da empresa Novozymes. Ambos complexos, promovem a

conversdo do material de hidratos de carbono em acgucares simples antes da
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fermentacdo. O produto Cellic CTec2 € uma mistura de celulases agressivas, com
alto percentual de B-glucosidase e hemicelulase. O Cellic HTec2 contém
endoxilanase que tem alta especificidade para a hemicelulose soltvel.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em Esquema

Fatorial 4x2, com quatro repeti¢cdes, resultando em 32 parcelas.

2.2 Preparo da biomassa

Foram coletas amostras referentes a cada nivel de adubacéo nitrogenada e
secas em estufa de ventilacdo forcada a 65°C até obterem peso constante. Em
seguida essas amostras foram moidas em moinho de facas com peneira de 20

mesh.

2.3 Pré-tratamento do material

O material foi submetido a um pré-tratamento intercalado entre hidrolise
acida (H2S0O4 a 1% vlv, 3g material/10ml solucdo) e basica (NaOH a 4% plv, 3g
material/20 ml solugdo) da fibra por 60 min a temperatura de 120 °C a 125 °C em
autoclave em cada etapa do processo. Terminado o pré-tratamento, a amostra foi
filtrada utilizando uma bomba de vacuo e lavou-se por duas vezes com agua
guente (90 a 100 °C), aproximadamente 80 mL no total, e outras duas vezes com
acetona (aproximadamente 25 mL por lavagem), até que as fibras se tornem
incolor em toda a amostra. A amostra foi seca em estufa overnight a 60 °C e
esfriada em dessecador por 1 h antes de ser pesada.

A metodologia utilizada para o pré-tratamento assemelha-se a
determinacao de fibra bruta (FB), descrita por Silva e Queiroz (2012), diferindo
nas concentracdes do acido e da base que sdo 1,25% para ambos. Nesse
sentindo no presente trabalho, a proporcao de material pré-tratado (residuo obtido
ap0s o pré-tratamento) equivale a FB. Esses valores foram comparados aos
teores de FDN, com finalidade de avaliar o potencial grau de perda de

hemicelulose que ocorrera eventualmente durante o pré-tratamento
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2.4 Parametros avaliados

Os parametros avaliados foram: fibra em detergente neutro (FDN); fibra em
detergente acido (FDA); hemicelulose; coeficiente de digestibilidade do material
(CDrpny; quantidade de FDN digestivel e a estimativa de producgéo de etanol.

Os teores de FDN e FDA foram determinados pela metodologia descrita
por Van Soeste (1979). Pesou-se 1,0 grama de amostra seca que passou por
processo de hidrélise em solucéo de fibra em detergente neutro por 60 minutos a
temperatura de 120 a 125 °C no equipamento banho metabdlico. Apos findando
esse tempo a amostra passou por filtragdo a vacuo, sendo lavada com &agua
guente em abundéancia e acetona por duas vezes, até clarificacdo da amostra. Em
seguida a amostra resultante do processo da hidrdlise basica, foi filtrada a vacuo
e submetida a secagem em estufa de ventilacdo forcada até peso constante.

Para determinacdo de FDA, seguiu-se a mesma marcha descrita para
FDN, diferindo-se apenas a solucdo utilizada para a hidrélise, passando a ser
detergente acido. Para determinacéo da hemicelulose, foi considerado a diferenca
entre os teores obtidos para FDN e FDA.

O coeficiente de digestibilidade da fibra em detergente neutro (CDrbn) foi
determinado pela diferenca do peso final do material pré-tratado hidrolisado
(acido/base) em relagcédo ao inicial, ndo hidrolisado (equivalente ao teor de FDN),
sendo expresso em porcentagem de FDN (% FDN).

A quantidade de FDN digestivel, por sua vez, verificado a partir do
conhecimento do grau de hidrélise enziméatica do material pré-tratado (CDron ),
multiplicado pelo teor de FDN (% MS) da amostra, resultando em uma quantidade
de fibra em detergente neutro digestivel, expresso em porcentagem de matéria
seca (% MS).

Estimada a quantidade de aclcares fermentesciveis, presentes na celulose
e hemicelulose, obtida pela diferenca do peso final (apds hidrolise enzimatica) e
inicial (antes da hidrélise enzimatica), considerou-se para efeito de célculo de

rendimento de etanol a equacédo estequiométrica de Gay-Lussac, que estabelece
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gque cada 100 Kg de acucares redutores total, produz-se 51,1 kg do
biocombustivel (FINGUERUT et al., 1985).

2.5 Hidrolise enzimatica

Com finalidade de liberar os acucares fermentaveis, as amostras foram
sujeitas a hidrdlise enzimatica, por meio dos complexos Cellic CTec2 e Cellic
HTec2. O meio reacional consistiu de 1 g do substrato, 26 pL do complexo
enzimético diluido em 16 mL de solucdo tampao citrato de sédio/4cido citrico
(0,05 M, pH = 4,8) em frascos erlemneyer de 125 mL. As reacfes enzimaticas se
deram em incubadora shaker a 48°C com agitacéo de 180 rpm, durante 72 horas.

A dosagem de Cellic CTec2 foi baseada no teor de celulose contido em
cada substrato; foi usado o nivel de dosagem correspondente a 6,0% do
complexo enzimético por grama de celulose do substrato. A dosagem do
tratamento que associou os complexos enziméaticos foi de 6% de Cellic CTec2 e
6% de Cellic HTec2 por grama de celulose (NOVOZYMES, 2015).

2.6 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e as
meédias dos tratamentos e dos seus respectivos desdobramentos foram
comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o
software estatistico "SISVAR".

A normalidade de distribuicdo dos erros foi verificada pelo teste de Shapiro-
Wilk e para as analises de regressao foi utilizado o software SAS University
Edition.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacdo do material pré-tratado para hidrélise enzimatica

A metodologia empregada na realizacdo do pré-tratamento da graminea
CONVERT HD364 assemelha-se a descrita por Silva e Queiroz (2012), para
determinacao de fibra bruta (FB) e uma das grandes criticas a esta metodologia
séo as perdas de parte da hemicelulose apds a filtragem (BATISTA, 2016). Este
fato inclusive levou a substituicdo da avaliacdo da fragdo fibrosa, que era feita
pela determinacdo da FB, pelo método de Weende e passou a adotar as fracdes
FDN e FDA (método de Van Soest), como sendo mais representativa da fracao
fibrosa em materiais lignocelulésicos. Na tabela 5 sdo apresentados os teores de
fibra, proporcéo relativa de material recuperado no pré-tratamento (equivalente a

FB), e a diferenca entre fibora em detergente neutro (FDN) do material estudado.

Tabela 5. Fracgéao fibrosa (%FB) obtida apos pré-tratamento (pré hidrolise) e
diferenca para FDN como porcentagem da matéria seca.

Fracdo Fibrosa (%FB) equiv. FB

Pré hidrélise/ niveis de 0 100 200 300
adubacéo
Cellic CTec2 0,69 Aa 0,65 Aa 0,60 Ab 0,66 Aa
Cellic HTec2 0,69 Aa 0,65 Aa 0,66 Ba 0,67 Aa
CVv 5,91%

Diferenca para FDN (%MS)
Complexos enzimaticos/

niveis de adubacéo 0 100 200 300
Cellic CTec2 0,058 Aa 0,004 Aa -0,084 Ab -0,044 Ab
Cellic HTec2 0,057 Aa -0,004 Ab -0,025Ab -0,030 Ab
Ccv 11,61 %

Médias seguidas de mesma letra (mailscula nas colunas e minusculas nas linhas) néo
diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.

A partir da comparagdo dos resultados apresentados observa-se que a

porcentagem de diferenca para FDN em relagdo ao pré-tratamento foi muito
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baixa, proxima a zero, podendo inferir portanto, que néo ocorreu grande perda de
hemicelulose durante esse processo.

Através da analise de variancia do pré-tratamento, pdde-se constatar efeito
casual e significativamente maior de perda de hemicelulose (p<0,05) no
tratamento 200 e 300 Kg de N.ha' submetido ao complexo enzimaticos Cellic
CTec2. Cabendo ressaltar que a fracdo fibrosa recuperada no pré tratamento
diferiu no nivel 200 Kg de N.ha! entre os complexos, sendo menos para o Cellic
CTec2 que atua diretamente na celulose, porém esta perda tem

representatividade de 0,12% comparado a FDN original do material em estudo.

3.2 Fibra em Detergente Neutro (FDN), Fibra em Detergente Acido (FDA) e
Hemicelulose
Os principais componentes da fracéo fibrosa nos vegetais sdo a celulose,

hemicelulose e lignina. Segundo Bianchi et al., (2007), fibra corresponde a uma
denominagéo geral aplicada a diversos materiais compostos de hidrogénio e
carbono, representados especialmente por celulose, hemicelulose e lignina,
constituindo a parede celular dos vegetais. Sendo possivel estimar as fracfes
digestiveis, ndo digestiveis e pouco digestiveis através de analise da fibra
presente na matéria prima.

A fibra em detergente neutro (FDN) é a fracdo bromatolégica que agrupa
os trés componentes da parede celular (celulose, hemicelulose e lignina). A fibra
em detergente &cido (FDA) corresponde a celulose e lignina, uma vez que a
hemicelulose é solubilizada em meio acido. E a hemicelulose pode ser estimada
pela diferenca entre FDN e FDA (VAN SOEST, 1994). A caracterizagao da fracao

fibrosa entre os tratamentos sdo apresentados na tabela 6.
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Tabela 6. Teores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA) e hemicelulose, expressos em % da MS original da forrageira submetidas a
doses crescentes de adubacao nitrogenada.

Fracdo Fibrosa CV (%) 0 100 200 300 Média
FDN 1,52 63,75b 6525b 69,00a 7050a 67,12
FDA 5,41 43,25a 42,00a 4250a 43,00a 42,87

Hemicelulose 8,79 2050b 23,00b 26,75a 26,75a 24,25

Médias seguidas de mesma letra mindscula (na linha) ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

Pode-se observar que houve incremento nos teores de FDN por meio da
adubacéo nitrogenada na graminea CONVERT HD364, sendo que para os niveis
de 200 e 300 Kg de N.ha' ocorreram concentracdes significativamente mais
elevadas (p<0,05) quando comparado aos demais niveis. Entretanto, esse
incremento ndo se apresentou proporcional entre os demais componentes da
parede celular vegetal, considerando auséncia de diferenca significativa para os
teores de fibra em detergente acido (FDA), sendo portanto atribuido ao aumento
no teor de celulose.

Em trabalho realizado por Alves (2016), foi reportado teor médio de FDN de
60,0 % (base seca) para a braquiaria hibrida CONVERT HD364, estando portanto
os valores obtidos préximos ao relatado. Ja os teores de FDA observados no
presente estudo na ordem de 42% (base seca), corroboram com os resultados
obtidos por Teodoro et. al., (2012) e Faria Filho (2012), que observaram valores
entre 38,0 e 43,0% respectivamente, sendo porém, superiores ao valor de 26,0%
observado por Alves (2016) para a mesma graminea.

Em relacdo a hemicelulose, componente presente na fibra juntamente com
a celulose e lignina, observou-se incremento significativo (p<0,05) nos
tratamentos com niveis de adubacdo nitrogenada maiores, sendo observado
teores entre 20,5% e 24,25% (base seca), estando entre aqueles verificados por
Bianchini et al., (2007), que relata de 10% a 25% para a mesma graminea. O
acréscimo de hemicelulose, pode ser justificado pelo comportamento dos teores

de FDN e FDA a adubacé&o do material estudado.
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3.3 Coeficiente de digestibilidade da fibra detergente neutro (CDron) € FDN
digestivel
Entende-se por coeficiente de digestibilidade da fibra em detergente neutro

o percentual de fibra passivel de digestdo enziméatica, expressa como % FDN. J&
a fibra em detergente neutro digestivel (FDN digestivel) representa a quantidade
de FDN potencialmente digestivel na graminea e estd expressa como
porcentagem da matéria seca (% MS). A diferenca entre ambos é que CDrpn se
refere ao coeficiente de digestibilidade do FDN do material, e o segundo (FDN
digestivel), ao coeficiente de digestibilidade(CDron) multiplicado pelo teor
(proporcao relativa) de FDN na amostra.

Apos essas consideracdes o CDrpn € 0 FDN digestivel serdo apresentados

a sequir.

3.3.1 Coeficiente de digestibilidade da fibra em detergente neutro (CDrpn)

E importante salientar que o coeficiente de digestibilidade da fibra em
detergente neutro (CDrpn) € influenciado pela natureza quimica e arranjo dos
componentes presentes da parede celular, diferentemente do FDN digestivel, que
reflete a magnitude de digestdo da fracéo fiborosa como um todo em porcentagem
de matéria seca pré-tratada. Os dados observados para (CDrpn), Séo
apresentados na tabela 7.

Tabela 7. Coeficiente de digestibilidade (CDrpn) da braquiaria CONVERT HD364
submetida a doses crescentes de adubacdo nitrogenada e hidrolisada com
diferentes complexos enzimaticos.

Doses de N/complexos enzimatico 0 100 200 300
Cellic CTec2 0,74Aa 0,59Bb 0,51Bb 0,76 Aa
Cellic HTec2 0,77 Aa 0,68 Aa 0,73 Aa 0,77 Aa

Médias seguidas de mesma letra (mailscula nas colunas e minldsculas nas linhas) néo
diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia. Coeficiente de Variacéo (CV)
= 8,96%.
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Observa-se que ocorreu interacdo significativa (p<0,05) entre os complexos
enziméticos e adubacdo nitrogenada, com diminui¢do significativa para os niveis
de 100 e 200 Kg N.ha: para o complexo Cellic CTec2. E possivel que com
aumento da adubacdo nitrogenada e incremento do FDN pelo aumento da
hemicelulose, conforme vista na tabela 5, tenha ocorrido diluicdo da concentracao
de celulose, influenciando negativamente a acdo do complexo Cellic CTec2, que é
mais especifico para esse componente.

Entretanto esperava-se que o mesmo comportamento fosse apresentado
para o tratamento de 300 Kg N.hal, o que por sua vez ndo foi observado. E
provavel que grandes quantidades de adubacgédo tenha favorecido o crescimento
da touceira e consequentemente o dossel da planta, aumentando a quantidade de
folhnas sombreadas na parte inferior da planta. De acordo com Buxton (1996), a
guantidade e intensidade luminosa podem afetar a lignificacéo e digestibilidade da
fibra, sendo que, quanto menor a quantidade de luz, menor a lignificacdo do
material, justificando o valor apresentado.

O nivel zero de adubacao também resultou em valores significativamente
maiores (p<0,05) para o CDrpn. A fertilidade do solo menor decorrente da nao
aplicagdo de adubacao influenciou o crescimento das plantas desse tratamento,
consequentemente menor producao foliar e formacéo de dossel. Segundo Jung e
Moore (2001), partes vegetativas mais expostas a luminosidade, assim como
maior temperatura do solo préximo a planta, causada pela falta de sombreamento
de sua parte superior, diminuem a producéo de lignina, resultando em maior
digestibilidade da parte fibrosa, justificando o resultado observado.

Hatfiel et al., (1999) e Moore e Hatfiel (2001), relatam também que a
fertilidade do solo influenciam os constituintes da parede celular vegetal,
representados pela celulose, hemicelulose e lignina, principalmente, e, salientam
também que baixa fertilidade associada a alta luminosidade, umidade do solo e
temperatura, colaboram para menor lignificagdo das plantas.

Para os niveis intermediarios de adubacdo 100 Kg N.ha* e 200 Kg N.ha,

nao foi observado interacdo significativa. Pode-se deduzir que esses teores néao
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atuaram de forma tdo expressiva nos fatores que podem alterar a constituicdo da
parede celular, tendo em vista que a lignificacdo e digestibilidade da fibra estao
relacionados as respostas fisioldgicas a diversos fatores ambientais que a planta
€ submetida e ndo somente a fertilidade do solo (JUNG e MOORE, 2001).

3.3.2 FDN digestivel
Os dados para FDN digestivel em relacdo aos complexos enzimaticos e

niveis de adubacéo nitrogenada estdo apresentados nas tabelas 7.

Tabela 8. FDN digestivel da braquiaria CONVERT HD364 submetida doses
crescentes de adubacdo nitrogenada e hidrolisada com diferentes complexos
enziméaticos em porcentagem (%)
FDN digestivel/ niveis de adubacédo(Kg.ha) 0 100 200 300
Cellic CTec2 47 Ab 38Ac 35Ac 53 Aa
Cellic HTec2 49 Aa 44 Aa 50Ba 54 Aa
Médias seguidas de mesma letra (mailscula nas colunas e minusculas nas linhas) nao

diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia. Coeficiente de Variagéo (CV)
= 8,89%.

Foi observada interacdo significativa (p<0,05) entre os complexos
enziméticos e adubacao nitrogenada para o parametro avaliado, apresentando
efeito negativo em relagcdo aos niveis intermediarios de adubacgédo (100 e 200 Kg
N.hal) quando utilizado o complexo Cellic CTec2. Este efeito pode ter ocorrido
devido ao incremento significativo da FDN e da hemicelulose (tabela 5) sem
alteracdo do teor de FDA para os niveis de adubacéo.

De acordo com Novozymes (2015), o complexo enzimatico Cellic CTec2
atua mais especificamente na celulose, e devido a adubacao nitrogenada nao ter
favorecido o aumento desse componente, a hidrolise por esse complexo foi
atuante em uma menor concentracao relativa de celulose dos niveis de adubacéo
nitrogenada maiores.

No entanto, com o aumento na hemicelulose, favorecido pela adubagéao, a
atuacao da Cellic HTec2 foi mais eficiente, pois trata-se de um composto
enzimatico com maior potencial de atuacdo na hemicelulose da parede vegetal
(NOVOZYMES, 2015).
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Observado o FDN digestivel, o rendimento de etanol por nivel de adubacé&o
nitrogenada em relacdo aos complexos enziméticos Cellic CTec2 e Cellic HTec2,
sera apresentado.

3.4 Rendimento de etanol

De acordo com Castagnara et al., (2011), a adubacéo nitrogenada promove
aumento nas taxas de reacfes enzimdticas e quimicas na planta, afetando a
oferta de fotoassimilados, influenciando as caracteristicas morfogénicas e
estruturais da fibra, tais como celulose, hemicelulose e lignina que estao
diretamente ligadas ao rendimento de etanol.

A capacidade de conversdo em etanol do material lignocelulésico esta
diretamente associado a quantidade de acucares presentes na fibra do matéria,
encontrados da fragdo de celulose e hemicelulose. O rendimento de etanol para a
braquidria CONVERT HD364 é representado na tabela 6.

Tabela 9. Rendimento de etanol em (mL/Kg MS) para braquiaria CONVERT
HD364, submetida a doses crescentes de adubacao nitrogenada e hidrolisada por
diferentes complexos enzimaticos.

Etanol 0 100 200 300

Cellic CTec2 307,11 Ab 249,64 Ac 229,76 Bc 347,13 Aa

Cellic HTec2 319,54 Aa 288,31 Ab 326,82 Aa 351,66 Aa

Médias seguidas de mesma letra (mailscula nas colunas e minusculas nas linhas) néo
diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia. Coeficiente de Variacéo (CV)
= 8,88%.

Pode-se observar que para o complexo enzimatico Cellic CTec2 houve
interacdo significativa quanto ao rendimento de etanol em relacdo aos diferentes
niveis de adubacao, diferentemente do observado em relagdo ao Cellic HTec2,
gue nao apresentou interacdo significativa. Entretanto, comparando os dois
complexos enzimaticos o Cellic HTec2, mostrou-se mais eficiente na converséao

dos acucares presentes no material estudado.
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O complexo enziméatico Cellic CTec2, seguindo a digestibilidade da fibra,
apresentou-se mais eficiente para os niveis de 300 Kg N.ha! e 0 Kg N.ha?
respectivamente, ocorrendo menor produgéo potencial de etanol para 100 e 200
Kg N.hal. Devido a maior atuacdo do complexo Cellic CTec2 na celulose, pode-
se inferir que a menor proporcionalidade desse componente no material estudado,
observado sobretudo pelos teores de FDN, justifica o baixo rendimento de etanol
observado para os niveis intermediarios de adubacéo.

O complexo Cellic HTec2 mostrou-se pouco variavel quanto ao potencial
rendimento de etanol, possuindo apenas para o nivel de 100 Kg N.ha' menor
valor em relagdo aos demais, mostrando maior eficiéncia comparado ao outro
complexo. Essa ocorréncia pode ser atribuida a especificidade de atuacdo do
complexo a hemicelulose e ao seu alto teor na braquiaria CONVERT HD364
analisada (NOVOZYMES, 2015).

Contudo, Batista (2016), relata rendimentos de etanol para braquiéria
hibrida CONVERT HD364 de 148,56 mL/Kg/MS, estando portanto os valores
apresentados nesse presente estudo muito superiores, comprovando o efeito da
adubacao nitrogenada na producdo desse biocombustivel.

Ainda segundo o mesmo autor a B. decumbens, ruzzizienses e brizantha
possuem rendimento de 89,38; 134,06 e 99,68 mL/Kg/MS respectivamente, tendo
portanto a braquiaria hibrida avaliada, mesmo sem adubacéo nitrogenada (0 Kg
N.hal) apresentado rendimentos mais vantajosas para utilizacdo como matéria

prima lignoceluldsica na producao de etanol de segunda geracao.

3.5 Regressao linear

Na estimativa de producédo potencial de etanol de etanol a partir de uma
fonte lignoceluldsica, a quantidade de fibra digestivel, apresenta-se como variavel
determinante de produtividade. Por isso, os ajustes de regressao realizados
tiveram como objetivo, investigacdo dos efeitos de interagéo significativa (p<0,05)

observadas na analise de variancia dos dados.
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No ajuste da curva de regressao utilizando como parametro o coeficiente
de digestibilidade (CDrpn), expresso em porcentagem de FDN, ndo foi possivel
explicar os efeitos observados na producéo de etanol (mL/Kg/MS pré-tratada), por
meio do modelo simples de regressdo, mostrando que houve atuacdo de outra
variavel nessa predicéo, surgindo necessidade de inclusédo do efeito da adubacéo
nitrogenada, resultando portanto em uma regressao multivariada.

O fato da adubacéao nitrogenada ter exercido influéncia na composicao da
fibra, tanto em quantidade como natureza quimica, mostra-se como possivel
explicagéo pela falta de robustez, justificando a necessidade de sua incluséo no
modelo.

Quando utilizado o FDN digestivel como variavel preditora para estimar a
producédo potencial de etanol, 0 modelo de regressao linear simples foi capaz de
predizer com bastante acuracia os efeitos observados, ndo exigindo portanto, a
inclusdo do efeito da adubac&o nitrogenada no modelo. Uma vez que esse
parametro representa efetivamente a quantidade de fibra hidrolisada em acgulcares
simples, que sdo prontamente utilizaveis para fermentacéo e producdo do etanol.

Sao apresentados nos anexos desse trabalho as andlises de variancias
das regressodes linear simples e multivariada, assim como o nivel de significancia
de seus parametros.

Na tabela 10 sdo apresentadas as equacdes de regressdo. Utilizando o
CDrpbn como parametro, determinou-se trés modelos (ajustes), sendo considerado
individualmente o complexo Cellic CTec2, Cellic HTec2 e ambos conjuntamente.

Para variavel FDN digestivel, apenas um modelo considerando todos os dados.
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Tabela 10. Ajustes de regressdo linear simples e mdultipla para estimativa do
potencial de producdo de etanol (mML/Kg MSpré-tratada) para 0S complexos
enziméticos Cellic CTec2 e Cellic HTec2 analisadas conjuntamente e separadas.

Enzimas Equacéo R?

Regresséo Linear Mdltipla - CDrpn

Cellic Etanol = 440,10825* x CDrpn + 0,10749* X N - 19,30194* | 0,99
CTec2

Cellic

HTec2 Etanol = 424,62081* x CDrpn + 0,11789* x N - 10,05895NS | 0,97
CTec2 e

HTec2 Etanol = 436,03433* x CDrpn + 0,11243* x N - 10,05895NS | 0,99

Regresséo Linear Simples — FDNd

CTec2 e
HTec2 Etanol = 647,3887* x FDNd- 10,05895NS 0,99

Legenda:

CDron: coeficiente de digestibilidade da fibra em detergente neutro, %MS prs-wratada;
FDNd: FDN digestivel, %MS;

N: adubacédo nitrogenada, kg de nitrogénio/ha/ano;

Simbolo *: significativo (p<0,05), nivel de significancia do pardmetro na regressao;
Simbolo NS: n&o significativo (p>0,05), nivel de significancia do parametro na regressao;
R?: coeficiente de determinacgédo do ajuste de regressao;

Conforme apresentado na tabela acima, os coeficientes que multiplicam o
CDrpon € FDN digestivel (termo “b” da equagdo) em cada ajuste, mostraram-se
significativos (p<0,05), evidenciando a importancia da variavel independente na

estimativa de produgao do bioetanol. Ja o termo “a” (ponto tedrico de interseccao
da curva com o0 eixo Y), mostrou-se apenas significante para o complexo
enzimatico Cellic CTec2 para variavel CDrpn, sugerindo sua importancia na
estimativa de producao do etanol, confirmada pela interacéo observada na analise

de variancia.
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Para os demais ajustes das curvas de regressao, o termo “a” da equacéo,
mostraram-se como componente necessario para minimizar soma dos desvios da
regressao, sendo o efeito captados entre as variaveis eficientemente pelo termo
‘b” da equacgao. Podendo portanto inferir que a adubacgao nitrogenada exerceu
efeito positivo, embora que pequeno na producdo potencial de etanol da
braquiaria CONVERT HD364, por meio do aumento da fibra (FDN), evidenciado

pelo incremento da hemicelulose.
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4. CONCLUSAO

Para producéo de etanol a partir do material lignoceluldsico proveniente da
braquiaria. CONVERT HD364, foi observada diferenca na efetividade dos
complexos enziméticos analisados Cellic CTec2 e Cellic HTec2, sendo o ultimo
mais eficiente para a matéria prima estudada.

As doses crescentes de adubacdo nitrogenada geraram efeito positivo,
embora pequeno na produgéo potencial do etanol em fungcdo da composigcéao de
fibra produzida em sua decorréncia e do complexo enzimatico utilizado.

A dose de 300 Kg.ha'! de nitrogénio foi a que proporcionou maior
estimativa de rendimento de etanol (351,66 mL/Kg MS), seguida por 200, 0 e 100
kg.ha! respectivamente (326; 319,54 e 288,31 mL/Kg MS).
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Anexos

Quadro 1. Analise de Variancia da Regresséo linear multipla e parametros da
regressao da estimativa da producéo potencial de bioetanol a partir das variaveis
CDrpn (coeficiente de digestibilidade da fibra em detergente neutro - %FDN) e N
(nitrogénio, Kg N/ha/ano) para o complexo enzimatico Cellic CTec2.

’ Number of Observations Read | 16‘

l Number of Observations Used i 16‘

Analysis of Variance
Sum of Mean
Source DF Squares Square | FValue | Pr>F
Model 2.4 744153. 22077 4 1203.007 .<.OOO1
Error 13 | 238.56718 | 18.35132
[ Corrected Total | 15 44392 |
Root MSE 428384 | R-Square | 0.9946
Dependent Mean | 283.41478 | AdjR-Sq | 0.9938
Coeff Var 1.51151 ‘
Parameter Estimates
Parameter | Standard
Variable Label DF | Estimate Error | tValue  Pr> [t|
Intercept | Intercept 1| -19.30194 | 6.26492 -3.08 | 0.0088
FDND FDND 1| 440.10825 | 09.18364 | 47.92 | <.0001
Nitrogenio | Nitrogenio 1 0.10749 0.00958 11.22 | <.0001
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Quadro 2. Andlise de Variancia da Regressdo linear mdltipla e parametros de

regressao da estimativa da producéo potencial de bioetanol a partir das variaveis

CDrpn (coeficiente de digestibilidade da fibra em detergente neutro - %FDN) e N
(nitrogénio, Kg N/ha/ano) para o complexo enzimatico Cellic HTec2.
| Number of Observations Read \ 15
Number of Observations Used ‘ 16
Analysis of Variance
| Sum of Mean
Source DF | Squares Square FValue | Pr>F
Model 2 15308 | 7653.86495 | 279.78 | <.0001
Error | 13 r.355.63677- | 27.35667. |
Corrected Total | 15 ? 15663
Root MSE i 5.23036; R:Squaro A0.9773 |
Dependent Mean | 32158901 | AdjR-Sq | 0.9738
Coeff Var 162641 |
Parameter Estimnu
\ Parameter Standard
Variable Label ' DF | Estimate Error | tValue | Pr> |t|
Intercept ‘ Intercept ‘ 1| -10,05895 | 1523545 . -0.66 | 0.5206
FDND FDND “ 1| 42462081 | 20.55818 ‘ 20.65 | <.0001
Nltrogenio— Nitrogenio 1& 1-- 0.11789“ 0.011724 10.06 »<.0001
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Quadro 3. Andlise de Variancia da Regresséo linear multipla e parametros de
regressao da estimativa da producéo potencial de bioetanol a partir das variaveis
CDrpn (coeficiente de digestibilidade da fibra em detergente neutro - %FDN) e N
(nitrogénio, Kg N/ha/ano) para os complexos enzimaticos Cellic CTec2 e Cellic

CHtec2 conjuntamente.

Number of Observations Read | 32

Number of Observations Used | 32 |
|
Analysis of Variance |
Sum of Mean \
Source DF | Squares | Square FValue Pr>F
Model 2| 71007 | 35548 | 1671.00 | <0001 |
Error 29 | 616.93561 | 21.27364 |

Corrected Total | 31 | 71714
Root MSE [ 461234 | R-Square | 0.9914

Dependent Mean | 302.50189 | AdjR-Sq | 0.9908

Coeff Var ] 1.52473

Parameter Estimates

Parameter = Standard
Variable Label DF Estimate Error  tValue | Pr> |t}

Intercept Intercept 1] -17.53431 5.61523 -3.12 | 0.0040

—

FDND FDND 436.03433 | 7.85383 | 55.52 | <.0001

Nitrogenio | Nitrogenio 0.11243 | 0.00729 15.42 | <.0001 |

—
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Quadro 4. Andlise de Variancia da Regressao linear simples e parametros de

regressao da estimativa da producéo potencial de bioetanol a partir das variaveis

FDNd (fibra em detergente neutro digestivel, %MS pré-tratada) para 0S complexos

enzimaticos Cellic CTec2 e Cellic HTec2 conjuntamente.

r

Number of Observations Read

32

l Number of Observations Used | 32 |
Analysis of Variance
Sumof | Mean
Source DF | Squares Square FValue Pr>F
Model 1 71697 71697 | 131744 | <.0001
Error 30 | 16.32651 | 0.54422
Corrected Total | 31 71714 I
Root MSE 0.73771 | R-Square | 0.9998
Dependent Mean .302.50189 Adj R-Sq | 0.9998
Coeff Var 0.24387' |
Parameter Estimates
Parameter = Standard '
Variable @ Label DF Estimate Error | t Value  Pr> |t|
Intercept | Intercept 1 0.26361 0.84284 . 0.31 . 0.7566
FONd | FONG 1| 647.38887 | 1.78361 | 362.97 | <.0001
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