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INTRODUCAO GERAL
O interesse acerca dos biocombustiveis aumentou consideravelmente

nos ultimos anos. Nao apenas em virtude do discurso da contencdo dos danos
ambientais; mas também impulsionado pelo aumento da demanda de energia
acompanhada do declinio da oferta de combustiveis fosseis (MENDES et
al.,2012).

Dentre os biocombustiveis mais utilizados, o etanol € o que possui maior
destaque no cenario mundial. O mesmo pode ser obtido a partir de diversas
matérias-primas e o processo de producdo utiliza diferentes tecnologias de
conversao, que podem ser de primeira ou de segunda geracdo (PITARELO et.
al., 2012).

Os processos de obtencado de etanol a partir do caldo de cana-de-agucar
ou do amido do milho ja se encontram estabelecidos hd muitos anos. O
crescente interesse e demanda por etanol tem direcionado as agbes de PD&l
para a viabilizacdo da producéo de etanol a partir de biomassa lignocelulosica,
o denominado etanol de segunda geracdo. Pesquisas tém sido desenvolvidas
visando o aproveitamento de biomassa, residuais ou ndo, como coniferas,
feno, forrageiras,bagaco e palha de cana-de-agucar, palha de trigo, de milho e
de arroz, residuos da industria de papel, entre outros ( MENDES et al.,2012).

Além de que a biomassa lignocelulésica € a fonte de carbono néo-féssil
mais abundante do planeta (SINGH; MISHRA, 1995).A utilizacdo integral desse
residuo mostra-se como uma alternativa para aumentar a producao de etanol
combustivel, menos poluente que os combustiveis fésseis, sem a necessidade
de aumentar a area plantada de cana (MACHADO, 2009).

A viabilizacdo de novas tecnologias que utilizam a biomassa para
producdo de etanol de segunda geracao representa uma das mais importantes
alternativas a consolidacdo de um modelo sustentavel para a producdo de
combustiveis renovaveis. Por esse motivo, € importante estimular o
investimento no desenvolvimento de rotas de producdo de baixo custo que
produzam um combustivel competitivo com o mercado (RAMOS, 2000;
PITARELO et.al., 2012).



Dentre as vantagens, pesquisadores desde o final da década de 1980,
apontam na utilizacdo de forrageiras tropicais como matéria prima para fonte
energética: adaptagcdo e boa amplitude nas condi¢cdes edafocliméticas
nacionais, podendo ser cultivadas em areas marginais onde outras culturas
energéticas ndo sdo recomendadas; ciclo perene, diminuindo o custo de
producdo, uma vez que, ap0s estabelecida, torna-se necesséria apenas a
manutengao do potencial produtivo e, permitirem diversos cortes, necessitando
apenas de pesquisas mais especificas e maiores incentivos para producéo
(USBERTI, 1988).

Nesse sentido executou-se este estudo, onde foi avaliado o potencial de
producdo de Etanol de segunda geracdo a partir de quatro espécies de
braquiarias (Descumbens, Brizantha cv. Marandu, Ruziziensis e Convert
HD364).
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Capitulo I: Fundamentacéo Tedrica
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1.0 Biomassa Lignocelulésica
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, e conversdao em glicose e outros agucares redutores, sendo
considerado como atraente para a producéo de etanol ou de outros produtos
guimicos com valor agregado como exemplo, o acido lactico (GIRISUTA et al.,
2008; HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000).

Surge no cenario mundial o conceito de etanol de segunda geracao,
correspondendo ao etanol de fonte lignocelulésica, que utiliza como matéria-
prima derivados de biomassa vegetal para a sua fabricacdo, principalmente a
celulose. Essas matérias-primas, em suma, sdo provenientes de residuos e
excedentes da producdo agricola, como a palha de milho/palhas, colmos de
diversos vegetais como o0 bagaco da cana-de-acucar, lascas de madeiras,
cascas de sementes e gramineas forrageiras. Estes matérias surgem como
alternativas fundamentais para producdo de etanol de segunda geracéo
(MARTELLI, 2014).

As pesquisas com gramineas como fonte de biomassa na geracdo de
energia se expandem e revelam que o etanol de 2G é uma alternativa viavel e
vantajosa como substitutivo aos combustiveis derivados do petrdleo. Neste
processo, estdo incluidas como as biomassas provenientes de capim-elefante,
capim-mombaca, capim-marandu, “switchgrass”, triticale, sorgo e outras
gramineas forrageiras conhecidas no Brasil e outros paises que comportam tal
adaptacao vegetal ao clima e solo (SOLOMON et al,2006;SOMMA et al,2010).

A composi¢ao quimica dos materiais lignocelulésicos é um fator crucial
que afeta diretamente na producdo de biocombustiveis durante o processo de
conversdo. A composi¢cao quimica e estrutural desses materiais varia bastante
devido a fatores genéticos e influéncias ambientais (BALAT, 2011).

A parede celular possui como prinicipais componentes quimico-

estruturais a celulose, a hemicelulose e a lignina. Tipicamente, a celulose
13



(polimero de glucose) é a maior fragcdo constituinte da parede celular, da ordem
de 35-50%. Seguida da hemicelulose (polimeros predominantemente
constituidos de xilose, mas pode ter arobinose, galactose, glucose, manose e
outros agucares e derivados), na ordem 20-35% e a terceira fracdo, da ordem
de 15 a 55% é de lignina. Além de outros componentes presentes em menor
quantidade, como: pectina, proteinas, extrativos e cinza (WYMAN, 1994).

Figura 1. Composicdo quimica da parede celular

Outros (1 -4%)

Lignina (15 - 55%)

Celulose (35 - 50%)

/

Hemicelulose (20 - 35%)

Fonte: WYMAN, 1994

Grande parte da celulose e da hemicelulose pode ser convertida em
acucares fermentesciveis, durante a hidrélise enzimatica. Os acucares
liberados serdo convertidos em etanol durante a fermentacdo e outros
subprodutos do processo poderédo ser obtidos. (CASTRO E PEREIRA, 2010;
ICIDCA,1990; CARMONA et al 2013).

Hoje, basicamente, o processo de obtencdo de etanol a partir desses
materiais, em geral, consiste em abrir os feixes de lignocelulose, a fim de expor
as cadeias de polimeros de celulose e hemicelulose por meio de pré-
tratamento. Efetuado o pré-tratamento, o passo seguinte consiste em hidrolisar
0s polimeros para conseguir solucbes de acucares fermentaveis. Na
sequéncia, promove-se a fermentagdo desses acucares a etanol pela acéo de
microrganismos, seguido da purificacdo da mistura para reparacao do etanol
por destilacdo/desidratacdo (MARTELLI 2014).
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Portanto, o etanol de 2G, como ja foi citado € um dos subprodutos de
maior interesse para geracdo de energia limpa, e caracterizar algumas

biomassas visando a producao deste combustivel € uma necessidade.

1.1 Estrutura da parede celular vegetal
De acordo com Fengel e Wegener (1989), a parede celular vegetal é

dividida em parede primaria, parede secundaria e parede terciaria. Sendo
composta na maioria por celuloses separadas pela lamela média, camada fina,
composta por alta concentracéo de lignina. A parede primaria € a camada mais
fina da parede celular e a primeira a ser depositada nas células. Celulose e
hemiceluloses sdao predominantes na regido da parede celular e a lignina é
distribuida por toda essa estrutura, apresentando concentracdo maxima na

lamela média (Figura 2).

Figura 2: Esquema morfoldgico da parede da célula vegetal

Fibras celulose
Hemicellose ~

Matnz *
lignina-celdose —— —

A celulose é presente na forma de microfibrilas e os microcapilares
circundantes da armacao da parede celular sdo preenchidos com hemicelulose
e lignina. A hemicelulose liga-se através de ligagbes de hidrogénio as
microfibrilas da celulose, formando uma rede que fornece a espinha dorsal

estrutural da parede celular da planta. Enquanto a lignina em algumas paredes
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celulares conferem forca adicional e resisténcia a pragas e doencas nas

plantas.

1.2 Composicao quimica da biomassa lignoceluldsica

A composicdo quimica das biomassas vegetais tende a apresentar
pequenas variagbes em funcdo do vegetal ao qual origina, bem como
localizac&o dos cultivos, o clima de determinada regido. Em geral € composta
de trés polimeros principais: celulose, hemicelulose e lignina, além de
extrativos como 6leos e cinzas que variam de propor¢do com tipo de material
estudado (ARIN e DEMIRBAS,2004).

A celulose é responsavel pela rigidez e firmeza das plantas, a lignina
associada a celulose na parede celular vegetal, possui a funcdo de conferir
rigidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques microbiol6gicos e mecénicos
aos tecidos vegetais, ja a hemicelulose é parte das paredes celulares dos
tecidos vegetais, possui a funcdo de revestimento da superficie das fibras de
celulose e pectina, presente na parede primaria da célula vegetal permitindo a
ligacdo entre elas e é capaz de se ligar a ramificacBes de celoluse e lignina,
constituindo a parede rigida vegetal e fornecendo certa elasticidade (KEPLER,
et al 2006).

1.2.1 Celulose
A macromolécula mais abundante da crosta terrestre é a celulose. Ela é

0 constituinte basico da biomassa vegetal (GUO et al., 2008). Em geral,
representa cerca de 35 a 50% do peso seco das plantas e € encontrada quase
gue exclusivamente na parede celular, mas pode ser produzida por animais,
algas e algumas bactérias (LYND et al., 2002).

E um polimero linear composto por unidades de B-D-glicopiranosideos
unidos por ligagds glicosidicas do tipo B(1 _ 4) e com férmula molecular
(C6H1005)n (HOWARD et al., 2003; ZHANG, 2008; SANTOS et al., 2012).

16



A unidade estrutural do polimero de celulose é chamada de celobiose e
consiste em duas moléculas de glicose anidras, como produto da hidrélise da

celulose, conforme figura abaixo.

Figura 3: Estrutura da Celulose, parte central da cadeia molecular.

O‘
HO HO7 .‘f
}\\,U cadeia de O ,7L\
ExXOH
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COH ., PE
~ 1 ) HO i~y ~—70H
Lo )\\L
H2COH

0

'
|}

ponta }\onm

celobs 1W05e

nao-redutora redutora

1,03 nm

Fonte: Ramos, 2003.

A celulose é composta por 6 carbonos e é um dos maiores constituintes
em gramineas. Em termos estruturais a celulose € o componente que se
apresenta em maior quantidade na parede celular, devido ao seu aspecto
fibrilar fornece resisténcia a estrutura. Desta, maneira a celulose pode ser
considerada como o “esqueleto” principal da planta, rodeada e incrustrada
pelas fracdes de hemicelulose e de lignina (CURVELO,1992, EK,et al 2009).

1.2.2 Hemicelulose
A hemicelulose é o segundo polimero mais abundante (20-50 %) da

biomassa lignocelulésica. As hemiceluloses sédo heteropolissacarideos cuja
natureza quimica varia de tecido para tecido e de espécie para espécie. Estes
polissacarideos sdo formados por cadeias de pentoses (xilose, arabinose),
hexoses (glicose, manose e galactose) e acidos urbnicos (RAMOS, 2003;
GIRIO et al., 2010; PITARELO, 2012).
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Sua estrutura apresenta ramificacdes que interagem facilmente com a
celulose, dando estabilidade e flexibilidade ao agregado (SANTOS et al., 2012).
A hemicelulose tem baixa massa molecular e menor grau de polimerizacéo e
orientacdo em relacdo a celulose e € mais facilmente hidrolisada (REDDY &
YANG, 2005; AGBOR et al., 2011).

Tabela 1- Diferencas entre celulose e hemicelulose

Celulose Hemicelulose
Unidades de glicose ligadas entre si Unidades variadas de acucares
Grau de polimerizagéo alto Grau de polimerizagao baixo
Forma arranjo fibroso Forma regibes amorfas
Atacada lentamente por acido mineral Atacada rapidamente por acido mineral
diluido a quente diluido a quente
Insoltvel em élcali Soluvel em alcali

FONTE: Adaptada de RODRIGUEZ-ZUNIGA,2010

1.2.3 Lignina
A lignina é uma macromolécula complexa, tridimensional, amorfa,

formada pela polimerizacdo radicular de unidades fenil-propano: alcool p-
cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico, unidos por diferentes ligacdes,
como carbono-carbono, ligacdes éter e ligacdes éster, todas elas covalentes,
sendo que um monémero pode conter um ou Varios tipos de ligacdo (REGULY,
1996; CANILHA et al,. 2010; AGBOR et al., 2011; SANTOS et al., 2012).

A composicdo e a organizacdo dos constituintes da lignina variam de
uma espécie para outra, dependendo da matriz de celulose-hemicelulose
(SANTOS et al., 2012). A lignina das coniferas (madeira mole) s&o polimeros
de residuos derivados do alcool coniferilico, a lignina das angiospermas sao
polimeros de residuos derivados dos alcoois coniferilico e sinapilico, ja a
lignina das gramineas e herbaceas sao formadas pelos trés alcoois
precursores (REGULY, 1996; RAMOS, 2003). As gramineas apresentam 0S
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menores teores de lignina, ja as coniferas sdo as mais ricas (CANILHA et al.,
2010).

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 lignocelulésicos, sua presenca representa o principal interferente
para o processo de conversao da biomassa, ja que é uma substancia que atua
como uma barreira. Dessa forma, estudos da biodegradacéo da lignina sao de
grande importancia para possibilitar aplicacdes biotecnoldgicas, visto que estas
macromoléculas constituem o maior obstaculo para a eficiente utilizacdo de
materiais lignocelulésicos em uma ampla faixa de processos industriais
(VASQUEZ et al., 2007).

1.2.4 Outros componentes

Constituintes ndo-estruturais como extrativos, ndo-extrativos e proteinas
também sdo importantes quando se considera a constituicdo do material
lignoceluldsico. Estdo presentes em menores propor¢cdes e consistem de
graxas, Oleos essenciais, gorduras, gomas, amidos, alcaldides, 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 nédo-extrativos consistem em compostos inorganicos
como silica, carbonatos e oxalatos. Estes componentes geram problemas com

a bioconversdo devido a presenca de inibidores durante o pré-tratamento
(MCMILLAN, 1996).

2.0 Etanol de Material lignocelulésico
O desenvolvimento de alternativas energéticas que visem a producao de

etanol a partir de biomassas lignocelulésicas apresentam inUmeras vantagens,
tanto do ponto de vista energético como ambiental. Os biocombustiveis

produzidos a partir de recursos renovaveis podem ajudar a minimizar a queima
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de combustiveis fosseis e a producéo de gas carbdnico (TURA,2014). A figura

4 traz a producgéo de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica.

Figura 4: Representacdo esquematica da producéo de etanol a partir de

biomassa lignocelulosica.
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Deter uma tecnologia para obtencdo de bioenergia relaciona-se
diretamente com a soberania nacional e, principalmente, torna o pais mais
competitivo no mercado de etanol, além de contribuir com a reducdo de gases
de efeito estufa e ciclagem de carbono no solo (TURA,2014).

Pesquisas mostraram que € possivel obter até 11 mil litros de etanol por
hectare a partir de gramineas, como o capim- elefante e capim-marandu, sendo
estas, fontes competitivas e eficientes para locais onde ndo 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
(MIRANDA,2010).

O etanol de 2G representa para o Brasil mais producdo sem aumento da
area plantada, aumento do percentual de etanol por hectare plantado de

biomassa, utilizacdo de matéria-prima renovavel, sustentabilidade na producéo,
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racionalidade no uso de recursos naturais e mais etanol no mercado interno e
possivelmente externo (MIRANDA,2010).

2.1 Etapas para a producéao de etanol lignocelulésico
A producédo de etanol de segunda geracdo com base na biomassa

lignoceluldsica consiste nas seguintes etapas: pré-tratamento, para desagregar
as fibras da biomassa ou residuo agricola; hidrolise enzimatica/acida da
celulose e hemicelulose para producao de agucares; fermentacdo dos mesmos;
separacao de lignina residual e, finalmente a recuperacdo e purificacdo do
etanol produzido, através de destilacdo (MOSIER et al., 2005).

De acordo com Cardona et al., (2013), caracteristicas intrinsecas aos
materiais lignoceluldsicos causam dificuldade na producéo 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 hidrolitico. No processo enzimatico, a lignina atua como uma barreira
fisica para as enzimas que podem ser irreversivelmente capturadas pela
lignina, assim como dificultar a recuperacédo da enzima apos a hidrdlise e a
natureza cristalina da celulose representa uma limitagdo adicional ao processo.
Por isso, Soccol et al., (2010), salienta a importancia da etapa o pré- tratamento
do material lignocelul6sico, pois 0 mesmo visara a desagregacéo da lignina e
hemicelulose, reducéo 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.

2.1.1 Pré-Tratamento da biomassa lignocelulésica
Segundo Sousa et al, (2009), o pré-tratamento do material

lignoceluldsico é de extrema importancia no processo de obtencéo de agucares
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 quimico/enzimético, aumentando 80%
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ou mais a obtencao de acucares fermentesciveis (HAMELINCK et al.,2009). O

efeito do pré-tratamento é apresentado na Figura 5.

Figura 5- Alteragdes estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina
determinadas pelo pré-tratamento.
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FONTE: Adaptado de Mosier et al., 2005

Um pré-tratamento para ser eficiente deve apresentar as seguintes
caracteristicas: resultar em uma elevada recuperacdo de todos carboidratos;
elevar a digestibilidade da celulose na hidrélise enzimatica; aumentar a
concentracdo de solidos, bem como a concentracdo de acucares livres na
fracdo liquida; requerer baixa demanda de energia; evitar subprodutos; e
requerer baixo investimento e custo operacional (SANTOS et al., 2012).

Para isso, existem diversos tipos de pré-tratamentos definidos na
literatura, podendo os métodos ser biologicos, fisicos, quimicos e fisico-
quimicos (Qiu et al., 2012), proporcionando, diferentes rendimentos e efeitos
sobre a biomassa (BRANT et al., 2011).

2.1.2 Pré-tratamento quimico e fisico
Os pré-tratamentos fisicos podem ser classificados em: reducgdo

mecanica e microondas. O pré-tratamento de reducdo mecanica é baseada na
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reducdo do tamanho das particulas através de moagem, aumentando o
desempenho da enzima pelo aumento da &rea superficial e, em alguns casos,
pela reducao do grau de polimerizacéo e cristalinidade da celulose (OGEDA et.
al., 2010).

O tratamento quimico é o mais usual na inddstria e a aplicado a diversas
materiais lignocelulésicos (AGBOR et al., 2011); pode ser acido, alcalino ou
oxidativo (FENGEL; WEGENER, 1989).

O pré-tratamento acido, consiste no uso de acidos, a exemplo do acido
sulfarico (H2S0a4), &cido cloridrico (HCI), acido fosfoérico (HsPOa) e acido nitrico
(HNO3), tem-se a hidrolise da hemicelulose, expondo assim, a celulose ao
ataque enzimatico pos deslignificacdo (CHENG et al., 2008). O uso dos acidos
apresenta problemas como o0 potencial corrosivo e a necessidade da
recuperacdo do reagente para dar viabilidade econdbmica ao pré-tratamento
(AGBOR et al., 2011).

No pré-tratamento acido com solugbes diluidas de acido sulfarico,
hidroclorico ou acético, promovem a decomposicdo da hemicelulose a
determinadas temperaturas. A hemicelulose é separada da celulose e é
recuperada na forma de xilose, arabinose e outros mondémeros, na fracao
aproximada de 80 a 90%. Desse processo se obtem a celulignina (celulose
mais lignina) (CHENG et al., 2008).

O tratamento alcalino faz uso de NaOH, KOH, Ca(OH)2, hidrazina e
amoniaco anidro. Esse tratamento aumenta a area de superficie interna da
biomassa e diminui tanto o grau de polimerizacdo, como a cristalinidade da
celulose, promove o rompimento da estrutura da lignina que € entdo, removida
(deslignificacéo) e expde a celulose. A remocéo da lignina também pode se dar
pela solubilizacdo deste polimero por meio do uso de solventes orgéanicos,
como o etanol, acetona, etileno e metanol. Livre da lignina, a celulose fica
exposta para as etapas de hidrolise e fermentacdo (AGBOR et al., 2011)

Diversas vantagens e desvantagens sdo apresentadas conforme o tipo
de pré-tratameto estabelecido (GARZON FUENTES, 2009). Por isso, o0

utilizado deve-se adequar a facilidade e as singularidades das condi¢des
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presentes. A tabela 2 apresenta alguns métodos de pré-tratamento da

biomassa lignocelu

l6sica.

Tabela 2. Métodos de pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica

METODO PROCESSO TIPO DE MUDANCA
Diminui o grau de polimerizagéo e a
Fisi Moagem e Trituragéo; cristalinidade da celulose;
isico P . -
Irradiacdo; Alta temperatura. Aumenta a area superficial e o
tamanho dos poros da particula
Aumenta a area superficial; Diminui o
Quimico Bases; Acidos; _ grau de polimerizacdo e a
Gases; Agentes oxidantes e | cristalinidade da celulose;
redutores; Parcial ou quase completa degradacao
Solventes para extragdo da | da hemicelulose e deslignificacdo
lignina

Tratamento alcalino associado a

Degradacdo da  hemicelulose e

. - explosao a vapor; deslignificagdo; Aumenta a area
Fisico-quimico . .
Moagem com tratamento | superficial e os poros da particula.
alcalino ou &cido.
Fungos e actinomicetos. Degradacdo da hemicelulose e
deslignificacdo; Aumenta a éarea

Biologico

Diminui o grau de polimerizacao.

superficial e os poros da particula;

Fonte: MENDES, 2014

2.1.3 Hidrdlise enzimatica
A hidrélise enzimatica € a segunda etapa do processo de producéo de

etanol de materiais lignocelulésicos, envolvendo a decomposi¢édo de polimeros
da celulose e hemicelulose pelo atague enzimatico. A celulose usualmente
contém somente glicanos, enquanto a hemicelulose é formada por varios
polimeros como manano, xilano, glicano, galactano e arabinano. Com isso, 0
produto da hidrélise da celulose serd basicamente a glicose, ao passo que a
hidrolise da hemicelulose produzird varios tipos de pentoses e hexoses
(BINOD, 2009).

Esta hidrolise consiste de trés etapas: adsor¢do da enzima celulase na
superficie da celulose, producédo de agucares fermentesciveis e desercao da
celulase. (TALEBNIA, 2010). O principal grupo de enzimas utilizadas nesta
hidrolise sao as classificadas como celulases. Pela sua capacidade de
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hidrolisar a celulose, a celulase age numa acao sinérgica de trés tipos distintos
de enzimas (Figura 6: endoglucanases (EGs) — que hidrolisam as ligacdes
internas (3-D-1,4-glucosidica formando oligossacarideos; exoglucanases —
hidrolisam as ligacdes de oligossacarideos pela sua extremidade, formando a
celobiose; [B-glucosidases (BG) hidrolisam celobiose produzindo glicose,
também podem romper ligagBes de oligossacarideos (BINOD, 2009).

Figura 6 — Mecanismo de acéo da celulase sobre a celulose
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Fonte: Binod, 2009.

Conforme mostrado na Figura 6, a endo-glucanase ataca a regido de
baixa cristalinidade na fibra de celulose e cria uma cadeia aberta, abrindo
acesso para a exo-glucanase degradar a molécula e produzir celobiose, um
dissacarideo. Assim, a B-glucosidase pode acessar a celobiose e produzir a
glicose (TALEBNIA, 2010).

Muitos fatores podem afetar a hidrélise enzimatica da celulose, como por
exemplo, a concentracdo de substrato, a atividade da celulase e as condi¢des
da reacao (temperatura, pH, bem como outros parametros). Para melhorar o
rendimento e a taxa de hidrolise, € necessario aperfeicoar 0 processo e
reforcar a atividade das celulases (SUN & CHENG, 2002). Nas ultimas 4 a 5

décadas, muitas pesquisas foram realizadas sobre enzimas capazes de
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despolimerizar os componentes dos substratos lignoceluldsicos, em acglcares
fermentdveis. Entretanto, a eficiente, rdpida e completa hidrélise enzimética de
materiais lignocelulésicos a partir de baixas cargas de enzimas, ainda € um dos
principais gargalos técnico e econdmico na bioconversdo de lignocelulésicos a
biocombustiveis. (ARANTES; SADDLER, 2010).

2.1.4 Fermentacdo do material lignoceluldsico
A fermentacdo do material lignocelulésico para conversdo em etanol

pode ser realizada em um sé 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
anico estagio. Isto porque pode-se fazer o controle das condi¢des 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)

Os melhores micro-organismos para fermentacdo de hexoses sdo a
levedura Saccharomyces cerevisiae e a bactéria Zymomonas mobilis, que
podem atingir uma eficiéncia de fermentacéo de 90 a 97% do tedrico (Talebnia,
2010).

3.0 Gramineas como fonte de etanol de segunda geracao
Os principais usos das gramineas como matéria-prima energética

atualmente séo para a producdo de energia térmica como na queima em fornos
de carvdo vegetal e na forma de peletizacdo além do uso tradicional na
nutricdo animal. Entretanto, estudos com diversas gramineas usadas como
culturas energéticas Vvém sendo realizados em alguns paises
(MARTELLI,2014).

No Brasil, o capim-elefante (Pennisetum purpureum), o capim-mombaca
(Panicum maximum), o capim-marandu ou braquiaria (Brachiaria brizantha), o
sorgo-biomassa (Sorghum bicolor), a Brachiaria Convert e a Brachiaria

decumbens tém despertado grandes interesses de estudos, a maior parte deles
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com foco nas potencialidades das biomassas pra a producéo de etanol de 2G e
de pallets para queima em fornos de geracdo de energia. Estas gramineas
apresentam vantagens em relacdo as demais fontes de biomassa como a
madeira, dentre elas: maior produtividade por hectare, menor ciclo produtivo
(45~180 dias), podendo aproveitar a rebrota como ciclo produtivo, menor
manejo, possibilidade de mecanizagdo total do cultivo e fonte de energia
renovavel (AYRES, 2010).

Estudos ja apontam o potencial de utilizacdo de todas as partes das
gramineas para obtencdo de etanol de 2G e, ndo apenas, as palhadas ou os
colmos (MIRANDA, 2010; PARRELLA, 2012).

3.1 Brachiaria Convert HD 364
Convert HD 364 é o nome comercial dado a Brachiaria hibrida cultivar

Mulato Il (CIAT 36087) pela empresa Dow AgroSciences atualmente detentora
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 tabela 3 apresenta a composi¢cao quimica da
Brachiaria Convert.

Tabela 3- Composicéo quimica da Brachiaria Convert

MS % PB% FDA% FDN% Lignina%

20 15 32 62 6,32

. Fonte: adaptada de book convert,2012
Dependendo das caracteristicas de clima e solos, a producdo de

forrageira do CONVERT* HD364 varia entre 10 e 27 t/ha de MS por ano, sendo
que 20% desse rendimento pode ser produzido durante a época seca.
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3.2 Capim Marandu- Brachiaria brizantha cv Marandu
A palavra “marandu” do Tupi-guarani significa “novidade”. Considerada

uma graminea que inovou as pastagens no Brasil, desde 1967, tendo suas
primeiras plantacbes no estado de Sdo Paulo. Conhecido também como
“braquiardo”, teve grande adaptabilidade de clima, solo e regido, além de
resisténcia as pragas como a cigarrinha (OLIVEIRA et al,2006). A tabela 4

apresenta a composi¢ao quimica da Brachiaria Marandu.

Tabela 4- Composic¢ao quimica da Brachiaria Marandu
FDA% FDN% Celulose% Hemicelulose%

34 71 38,2 25,8
FONTE: Adaptado de REIS et al,2013.

Tem sua origem no sul da Africa e na regio tropical, assemelhando seu
clima ao do Brasil. Possui ciclos de cultivos razoavelmente curtos, em torno de
90~180 dias. Pode atingir até 2,5m de altura. Pode produzir de 1- a 12
ton.ha.ano de matéria seca —MS (SOARES FILHO et al, 2002; GIMENES et al,
2011).

3.3 Capim Brachiaria decumbens
Originaria da Africa equatorial, a Brachiaria decumbens pode se

desenvolver em solos férteis, acidos (pH aproximadamente 4,2), assim como
em solos que sdo calcéarios e pedregosos com pH préximo a 8,5. Também se
estabelece em clima moderadamente Umido, porém néo tolera inundacdes
prolongadas (CHAMORRO,1998). A tabela 5 apresenta a composicdo quimica

da Brachiaria decumbes.

Tabela 5-Composic¢ao quimica da Brachiaria decumbes
FDA% FDN% Celulose% Hemicelulose%

33 65 38 29
FONTE: Adptado de Johnson e Pezo, 1975.
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A Brachiaria decumbens € caracterizada como uma graminea perene,

estolonifera, de habito de crescimento de semi-ereto a prostrado. Pode

alcancar de 30 a 100 cm de altura. Suas raizes sdo fortes e duras, com

presenca de pequenos rizomas (OLIVERA et al, 2006).

3.4 Brachiaria Ruzizienses
Originaria da Africa, o Capim Brachiaria Ruziziensis possui boa

palatabilidade e digestabilidade, é bem precoce, com boa velocidade de

rebrota, niveis de proteina entre 11 e 13%.E uma espécie perene, subereta,

com 1-1,5 m de altura. Possui rizomas fortes, em forma de tubérculos
arredondados e com até 15 mm de didmetro (SOUZA SOBRINHO et al 2005).

A tabela 6 apresenta a composi¢céo quimica da Brachiaria ruzizienses.

Tabela 6-Composicao quimica Brachiaria ruzizienses

FDA%

FDN%

Celulose%

Hemicelulose%

26,8

58,9

22,8

32,4

FONTE: Adaptado de Valle et al 1998.

No que diz respeito a qualidade da forragem, Souza Sobrinho et al

(2005), avaliando a qualidade de forragem de diferentes cultivares de

Brachiaria, relatam que cv. Comum ( B.ruzizienses), apresentou 57,82% de

digestibilidade para toda a planta e um valor de 9,47% para PB.
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Capitulo IIl: ESTIMATIVA DA PRODUCAO POTENCIAL DE
ETANOL A PARTIR DE DIFERENTES ESPECIES DE
BRAQUIARIAS
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Resumo

Alternativas energéticas, por meio de fontes renovaveis de energia, tem sido
objeto de pesquisas no mundo inteiro, seja por motivos econdmicos,
geopoliticos ou ambientais. Sendo assim, o material lignocelulésico consiste
em uma alternativa interessante de matéria-prima. Diante disso nesse trabalho
foi estudada a producéo potencial de etanol de quatro espécies de braquiarias.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos (Braquiarias) e quatro repeticbes. Os dados obtidos foram
submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e posteriormente a analise
de variancia pelo teste F. As médias dos tratamentos e dos seus respectivos
desdobramentos foram comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Foram avaliados os teores de fibra em detergente neutro e
acido, digestibilidade e a estimativa de producdo de etanol por estequiometria.
Foi observada diferencas entre a espécies de braquiarias para o potencial de
producdo de Etanol de segunda geracao, em funcéo da quantidade de fibra em
detergente neutro digestivel.As B. decumbens e B. Brizantha cv. Marandu
apresentaram menores potenciais de producdo de Etanol de segunda geracéo

guando comparadas a B. ruziziensis e Convert HD364.

Palavras-chave: digestibilidade, etanol 2G, potencial, hidrélise
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PRODUCTION ESTIMATE OF POTENTIAL Brachiarias SPECIES OF
DIFFERENT ETHANOL

Abstract

Energy alternatives through renewable energy sources, has been the object of
research worldwide, either by economic, geopolitical or environmental reasons.
Therefore, lignocellulosic material consists in an interesting alternative
feedstock. Thus, in this work was studied the potential of ethanol production by
four Brachiaria species using the association of the complex: Cellic® CTec2
and Cellic® HTec2. The experimental design was completely randomized with
four treatments (Brachiaria) and four replications. The data were submitted to
normality Shapiro-Wilk test and subsequently to an analysis of variance by F
test. The averages of the treatments and their outcomes were compared by
Scott-Knott test at 5% probability. Were evaluated the fiber content in a neutral
and acid detergent, digestibility and the estimation of ethanol production by
stoichiometry. It was observed differences between brachiarias species for the
potential of second generation ethanol production depending on the amount of
neutral detergent fiber digestible. B. decumbens and B. brizantha cv. Marandu
had lower potential of second generation ethanol production when compared to

B. ruziziensis and Convert HD364.

Index terms: digestibility, ethanol 2G, potential hydrolysis
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Introducéo
O setor da bioenergia encontra-se diante de um desafio: o de comprovar

e garantir sua sustentabilidade. Alternativas energéticas, por meio de fontes
renovaveis de energia, tem sido objeto de pesquisas no mundo inteiro, seja por
motivos econdmicos, geopoliticos ou ambientais (RABELO,2010).

As Dbiorrefinarias que visam, a producdo de varios produtos e
subprodutos, como os combustiveis liquidos, calor e eletricidade estdo cada
vez mais em foco no mercado da bioenergia (CHEN et al, 2005;ZHANG, 2008).
Em uma biorrefinaria lignocelulosica, a biomassa pode ser convertida em
biomatérias Uteis ou energia de forma integrada, podendo assim maximizar o
valor econémico da biomassa utilizada, reduzindo o desperdicio e se tornando
um importante instrumento de mitigacdo de emissdes de gases de efeito estufa
a partir de fontes combustiveis ndo renovaveis (JUNG e DEETZ, 1993).

Sendo assim, o material lignoceluldsico consiste em uma alternativa
interessante de matéria-prima, pois é abundante, permanente, subutilizado e,
por tanto, tende a custos menores que a biomassa cultivada para o propdsito
de geracdo de etanol convencional; seu aproveitamento diminui a competicédo
pelo uso da terra e se trata de um residuo (ndo alimento) (LYND et al., 2002).
Além disso, é formado principalmente pelos biopolimeros renovéaveis, celulose,
hemicelulose e lignina (SUN et al., 2011).

Nesse sentido o melhoramento das forrageiras do género Brachiaria
visando a producdo de combustiveis pode ser uma alternativa interessante
para a viabilizacdo de um processo competitivo de producdo de etanol
lignocelulésico. Suas caracteristicas vantajosas, como a baixa porcentagem de
lignina em sua composic¢ao e o distanciamento da tradicional disputa alimento-
energia (CARVALHO et al., 2009), vém reforcar a idéia de que o melhoramento
voltado ao desenvolvimento de uma matéria-prima energética pode ser
decisivo na consolidagdo da tecnologia da producéo de etanol de segunda
geracao tanto para o mercado interno (em regides nao produtoras de cana-de-
acucar) quanto para o mercado externo.

Apesar dos pontos favoraveis a utilizacdo da biomassa lignocelulésica, o

potencial dos biopolimeros ainda nédo foi plenamente explorado, pois, as
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biomassas apresentam variagio na composicdo entre 0s materiais
lignocelulésicos e a estreita associacdo entre a celulose, hemicelulose e
lignina, configuram um desafio as possiveis aplicacdes. O desenvolvimento de
processos para a conversdo desse material em combustivel e produtos de
valor agregado, torrnou-se o principal foco e desafio da pesquisa em
andamento no mundo todo. (AGBOR et al., 2011, SUN et al., 2011)

Com isso, o grande desafio da producéo viavel do etanol de segunda
geracdo consiste em determinar a melhor opcéo de disponibilizar a glicose e
outros acglcares a partir da hidrolise da celulose e hemicelulose em termos de
custos totais do processo, rendimento glicosidico e fermentabilidade do
hidrolisado.

Portanto, objetivou-se com esse trabalho avaliar as potencialidades de
producdo de Etanol de segunda geracdo a partir de quatro espécies de
braquiarias (Descumbens, Brizantha cv. Marandu, Ruziziensis e Convert
HD364).

2.0 Material e métodos

2.1 Local, tratamentos e delineamento experimental

O estudo foi conduzido no Laboratério de Solos da Universidade Federal
do Tocantins (UFT). Foram avaliadas quatro fontes de biomassa lignocelulésica
(parte aérea da planta), o capim Brachiaria decumbes, a Brachiaria hibrida
Convert HD 364, Brachiaria brizantha cv. Marandu e Brachiara ruzizienses,
mediante a acdo do emprego de um pré-tratamento promotor de hidrélise,
posteriormente associado a digestdo por complexos enziméticos comerciais
(Celulase e Hemicelulase).

No tratamento enzimatico (hidrélise enzimatica) foi utilizada a
associacdo dos complexos enzimaticos Cellic® HTec2 e Cellic® CTec2,
obtidos a partir de cepas de Trichoderma reesei, da empresa Novozymes.

Ambos complexos enzimaticos promovem a conversdo dos polimeros
em agucares simples antes da fermentacdo. O produto Cellic® CTec2 é uma

mistura de celulases agressivas, com alto percentual de B-glucosidase. O
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Cellic® HTec2 contém endoxilanase que tem alta especificidade para a
hemicelulose soluvel.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos (Braquiarias) e quatro repeticdbes. Os dados obtidos foram
submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e posteriermoente a analise
de variancia pelo teste F. As médias dos tratamentos e dos seus respectivos
desdobramentos foram comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade, utilizando-se o software estatistico "SISVAR". Para analise de

regressao simples foi utilizado o software SAS University Edition.

2.2 Parametros avaliados
Os parametros avaliados foram: fibra em detergente neutro (FDN); fibra

em detergente acido (FDA) através da metodologia descrita por Van Soest
(1979); Hemicelulose obtida pela diferenca FDN - FDA; Digestibilidade da FDN
(CDribra, expressa %FDN); Fibra em detergente neutro digestivel (FDNadigestivel,
expressa %MS), e a estimativa do potencial da producao de etanol, conforme
Finguerut et al. (1985).

2.3- Preparo da biomassa
Foram coletas amostras referentes a cada fonte de biomassa pré-seca,

que foram mantidas em estufa a temperatura de 60 °C até peso constante .
Estas amostras foram moidas em moinho de facas com peneira de 20 “mesh”.
Estas amostras foram caracterizadas quanto aos teores de fibra em detergente

acido (FDA) e fibra em detergente neutro (FDN) e Hemicelulose.

2.4 Determinacdo de componentes pelo método Van Soest
O método proposto por Van Soest (1994) foi utilizado para a

determinacdo da composicdo de forrageiras por permitir um melhor
fracionamento dos diversos componentes da fracao fibrosa. Este método é
baseado na separacdo das diversas fracfes constituintes das forrageiras, por
meio de reagentes especificos denominados detergentes (Embrapa, 2010).

Foram avaliadas as quantidades de fibras em detergente neutro (FDN), que
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sao constituidas basicamente por celulose, hemicelulose, lignina, as fibras em
detergente acido (FDA), constituidas principalmente por celulose e lignina,
assim como a hemicelulose, calculada pela diferenca entre FDN e FDA.

Para a determinacdo do FDN foi realizado o seguinte procedimento: 1,0
g de amostra foi submetida a um processo de lavagem da parede celular onde
0 conteudo celular é retirado do material quando submetido a lavagem por 60
minutos em 100 mL de solucdo de fibra de detergente neutro a quente
(aproximadamente 105 °C).

Para a andlise das fibras em detergente acido pesou-se 1,0 g de
amostra sendo submetida ao mesmo procedimento de lavagem a quente que o
descrito para FDN, porém agora, sendo utilizado o detergente &cido.
Terminado este processo, a amostra foi filtrada com auxilio do uma bomba de
vacuo e lavada primeiramente com agua quente (90 a 100 °C) duas vezes,
utilizando aproximadamente 80 mL no total da lavagem, e apds com acetona
outras duas vezes (utilizando aproximadamente 25 mL por lavagem). A
amostra foi levada a uma estufa para secar a 60 °C. Depois foi esfriada em um

dessecador para que fosse feita a pesagem.

2.5 Pré-tratamento
O material foi submetido a um pré-tratamento intercalado entre ataque

acido (H2S04 a 1% v/v, 3gmaterial/10ml solucéo) e basico (NAOH a 4% v/v, 3g
material/20 ml solucéo) 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 quente (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 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 proporcdo de material insoltvel recuperado
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ap0s esse processo equivale a FB. Esses valores serdo comparados aos
teores de FDN, com finalidade de avaliar o potencial grau de perda de

hemicelulose que ocorrera eventualmente durante o pré-tratamento.

2.6 Hidrolise enziméatica
Com finalidade de digerir a biomassa para liberar os acuUcares

fermentesciveis, as amostras (pré-tratadas) foram submetidas a hidrolise
enzimatica, sendo determinado o rendimento da hidrolise do material atraves
da fibra em detergente neutro digestivel (FDNuigestiver). A tabela a seguir mostra
um comparativo entre ambas as enzimas utilizadas.

Tabela 7: Caracterizacdo das enzimas CTEC e HTEC conforme a

descricdo da empresa fabricante Novozymes.

Produto Cellic CTec2 Cellic HTec2

Especificacdo e |- Complexo de Celulase para degradar Endoxilanase com  alta

Descricdo

celulose em acicar fermentaveis
- Uma mistura de celulases agressivas, alto
percentual de B-glucosidase e hemicelulase

especificidade para hemicelulose
solivel.
- Percentual de Celulase

Caracteristicas

- Alta eficiéncia de conversdo

- Eficiente para alta concentraco de sdlidos
- Tolerante a inibidores

- Compativel com varios tipos de biomassa
e pré-tfratamentos

- Alta concentracdo e estabilidade

- Pode ser combinada com CTec?2

para aumentar hidrélise da

celulose

- Favoravel para substratto com

pré-fratamente acido ou alcalino
Converte hemicelulose em

acucares fermentaveis

Beneficios

- Até 50% menos de dosagem de enzima

- 20% menos enzima requerida

FONTE: (NOVOZYMES, 2015 ).

O meio reacional consistiu de 1,0 g do substrato, 16 mL do tampé&o
citrato de sédio/acido citrico (0,05 M, pH = 4,8) das enzimas diluidas em
frascos erlemneyer de 250 mL. As reacOes enzimaticas se deram em
incubadora “shaker” a 48 °C, agitacdo de 180 rpm, durante 72 horas. A
dosagem dos complexos enzimaticos Cellic CTec2 e HTec2 foi baseada na
proporcao relativa de FDA e hemicelulose (FDN-FDA) em relacdo ao FDN

contido na amostra; foi usado o nivel de dosagem correspondente a 6,0% da
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FDA como complexo enzimatico, que € o nivel indicado pelo fabricante, e a

hidrolise foi realizada em quadruplicata, assim como no pré-tratamento.

2.7 Determinacdo da fracdo fermentescivel da fibra (agUcares soluveis)
Apbés a hidrélise enzimética com a associacdo dos complexos

enzimaticos Cellic Ctec2 e Cellic HTec2, pode-se estimar os acucares
fermentesciveis. Para tanto, a metodologia utilizada tomou por principio a
quantificacdo da fracdo da fibra em detergente neutro que sofreu hidrélise
enzimatica pela diferenca entre o peso inicial da amostra submetida a hidrdlise
e seu peso ao final da hidrélise. Pelo fato de ser um mix de enzimas, a
digestibilidade observada no material se da exclusivamente sobre o substrato
de FDN que gera acucares solluveis e passiveis de serem fermentados. Assim
a fibra em detergente neutro digestivel refere-se a fracdo da FDN que sofreu
hidrolise enzimatica e liberou acucares livres para a potencial fermentacdo
etilica. Temos assim, uma quantificacdo indireta da propor¢cdo de aguUcares
soluveis obtidos a partir da hidrélise enzimatica do material.

2.8 Estimativa da producéao de etanol
Segundo Finguerut e colaboradores (1985), a estimativa do rendimento

de processo fermentativo se deu de forma estequiométrica pela aplicacdo da
equacado de Gay — Lussac que, para efeito de célculo, considera que cada 100
Kg de Acucar Redutor Total (ART) (expressos em glicose e hemicelulose)

fermentado, produz-se 51,1 Kg de etanol.

3.0 Resultados e discussao
3.1 Pré-tratamento

A metodologia utilizada para o pré-tratamento assemelha-se a
determinacao de fibra bruta (FB), descrita por Silva e Queiroz (2012), diferindo
apenas nas concentracdes de acido e base utilizadas, sendo de 1,25% para
ambos os tratamentos. Neste sentido, o presente trabalho apresentara a
proporcdo de material insolivel recuperado apds pré-tratamento (0 que
chamaremos de material pré-tratado e equivaleria a fibra bruta) e faremos o

paralelo com a quantidade de FDN presente no material. Desta forma, pode-se
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avaliar o potencial grau de perda de hemicelulose que eventualmente pode ter
ocorrido durante o pré-tratamento.

Assim, pode-se constatar que o pré-tratamento por hora aplicado resulta
na obtencdo de uma fracdo insoltvel da fracao fibrosa do material, e que pode,
pelo principio do método, subestimar a quantidade de parede celular por
solubilizacdo da hemicelulose.

A partir das consideracdes apresentadas sobre o pré-tratamento, estéo
apresentados na tabela a baixo os resultados observados para o pré-
tratamento. Nesta tabela fica explicito as propor¢cdes de perda da fracéo
hemicelulose solubilizada com o pré-tratamento e a comparacgéo entre a fracao

insoltvel (pré-tratamento) e a concentracdo de FDN observada nas amostras.

Tabela 8 — Material Insovuvel apds pré-tratamento (%0MS), Fibra em detergente neutro
(% MS) e perda por solubilizagao da hemicelulose (% MS) para diferentes espécies de
braquiarias.

Espécies de Pré-Tratamento FDN Hemicelusose
Braquiarias (%MS) (%MS) solubilizada
(%MS)
B. decumbens 339A 76,3 A 42,40 A
B. brizantha cv. 34,6 A 76,0 A 41,40 A
Marandu
B. ruziziensis 341 A 73,3 A 39,20 A
Convert HD364 342 A 76,5 A 42,30 A
CV (%) 4,55 4,05 2,37

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

A partir da andlise dos dados apresentados na tabela 8, constata-se que
a fracdo insolavel apds o pré-tratamento corresponde a fracéo fibrosa (que foi
posteriormente submetida a hidrélise enzimatica) e que deve se aproximar dos
resultados esperados para fibra bruta e néo fibra em detergente neutro (FDN).
Assim subtracéo direta da fracdo Pré-tratamento (conforme descrita na tabela

8) com a fragdo FDN resulta na Perda de hemicelulose por solubilizacdo. Pode-
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se observar também que o grau de solubilizagdo da hemicelulose no pré-
tratamento foi semelhante para todas as espécies de braquiarias ndo sendo
observada diferenca significativa (p>0,05) entre elas.

A partir destas observacgdes, conclui-se que o material pré-tratado que
seguiu para a digestdo enzimatica com CTEC/HTEC constou basicamente das
frac6es menos digestiveis e mais lignificadas da parede celular.

3.1 Fibra em detergente neutro (FDN), Fibra em detergente acido (FDA) e
Hemicelulose

Os teores de FDN e FDA das diferentes espécies de Braquiarias séo
apresentados a seguir, e estdo dentro da faixa dos teores descritos por Book
Convert 2012, VALLE et al 1998, REIS et al 2013, Johnson e Pezo, 1975 que

foram apresentados no capitulo I.

Tabela 9: Teores de fibra em detergente neutro (FDN) , fibora em detergente

acido (FDA) e hemicelulose para as diferentes espécies de braquiarias.

Fragdes B. B. B. Convert
Parede CV | Decumbens brizantha | ruziziensis | HD364
Celular (%) cv. Marandu
FDN(%MS) 3,99 76,50 a 76,00 a 74,00 a 76,75 a
FDA(%MS) 14,06 47,75 a 46,00 a 48.25 a 43,00 a
Hemicelulose | 30,45 28,75 a 30,00 a 25,75 a 33,75 a
(%MS)

Médias seguidas de mesma letra mindscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste Scott-
Knott a 5% de significancia.

Segundo Bianchi et al., (2007), a fibra vegetal € a uma denominacao

geral aplicada a diversos materiais compostos de hidrogénio, oxigénio e

carbono, representados majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina,

constituindo a parede celular dos vegetais. Sendo possivel estimar as fracdes
digestiveis e néo digestiveis através de sua caracterizagao quimica.

O teor de hemicelulose foi determinado pela diferenca entre fibras em

detergente neutro (FDN) e fibras em detergente acido (FDA). O teor de
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hemicelulose das biomassas avaliadas foram correspondentes aos niveis
descritos por Valle et al (1998) para B. ruzizienses, de Johnson e Pezo, 1975
para B. decumbes, de FRANCA et al,2007 para B. brizantha cv. Marandu.

3.2 Coeficiente de Digestibilidade da Fibra (CDribra) € Quantidade de Fibra
em Detergente Neutro digestivel (FDNudigestivel)

Entende-se por coeficiente de digestibilidade da Fibra o percentual de
fibra passivel de digestdo enzimatica, expressa como % Fibra. Ja a fibra em
detergente neutro digestivel representa a quantidade de FDN potencialmente
digestivel na graminea, e esta expressa como % da matéria seca. A diferenca
entre elas é que a primeira (CDribra) Se refere ao coeficiente de digestibilidade
da Fibra, e o segunda (FDNuigestivel), Se refere ao coeficiente de digestibilidade
da fibra (CDribra) multiplicado pelo teor (proporcao relativa) de FDN na amostra,
ou seja, a quantidade de FDN digestivel.

Cabe ressaltar aqui na descricdo desta metodologia que, em fungéo do
pré-tratamento se assemelhar a metodologia de determinacdo da fibra bruta,
optamos por denominar o coeficiente de digestibilidade da fracéo fibrosa como
coeficiente de digestibilidade da fibra (CDribra) apenas, uma vez que foi
observada perda de hemicelulose no pré-taramento, o que sera explicado com
mais detalhe nos resultados e discusséo deste trabalho mais a frente.

Na tabela a seguir estdo apresentados os dados para o coeficiente de
digestibilidade da fibra (CDrira) € fibra em detergente neutro digestivel
(FDNuigestivel) para as diferentes espécies de braquiarias. Foi observado efeito
significativo entre as espécies de braquiarias tanto para o CDribra quanto para a
quantidade de fibra em detergente neutro digestivel (FDNuigestive). Entre as
espécies de braquiarias estudadas, a B. decumbens e a B. brizantha cv.
Marandu foram as que apresentaram menor (p<0,01) coeficiente de
digestibilidade da fibra (CDribra) € consequentemente, menor FDN digestivel
(FDNuigestive). A B. ruziziensis e a Braquiaria hibrida Convert HD364
apresentaram CDrs e FDNuigestivel mais elevados (p<0,05) que as primeiras,

porém nao diferindo entre si (p<0,01).
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Tabela 10: Coeficiente de digestibilidade da fibra (CDribra) , Fibra em detergente
neutro digestivel (FDNuigestive) € Produc@o potencial de Etanol (Etanol
Potencial) a partir das Braquiarias: decumbens, brizantha cv Marandu,

ruziziensis e Convert HD 364.

Gramineas CDribra FDNuigestivel Etanol Potencial
(% Fibra) (% MS) (ml/ kg MSpre-
tratado)
B. decumbens 1791b 13,80 b 89,38 b
B. Brizantha cv 20,09 b 15,25 b 99,68 b
Marandu
B. Ruziziensis 28,22 a 20,70 a 134,06 a
Convert HD364 29,34 a 22,46 a 148,56 a
CV (%) 15,26 16,72 16,35

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Kcnott a
5% de significancia.

Legenda:

CDrivra: coeficiente de digestibilidade da fibra, expressa como percentual da Fibra;
FDNuigestivel: Fibra em detergente neutro digestivel, expressa como porcentagem da matéria
seca;

Etanol: Expresso em (ml/ kg MSprs-tratado ) , COM base no material apds o pré-tratamento;

Segundo JUNG e DEETZ (1993), o limitado acesso das enzimas ao
centro de reacdo do carboidrato parece ser o maior limitante a degradacéo da
parece celular das forrageiras, em decorréncia da lignificacdo. O que explica o
menor coeficiente de digestibilidade apresentado pela B. decumbes, seguida
pela B. brizantha cv. Marandu.

Assim como os valores encontrados por Paciullo et al 2001,entre as
espécies estudadas, o B.decumbes foi a que apresentou mais alto (P<0,05)
teor de lignina (4,0%), sendo que as duas outras espécies ndo diferiram entre
si (3,1%).Por isso a mais baixa digestibilidade em colmo de B.decumbes pode
ser atribuida ao mais alto teor de lignina.

Entretanto, a superioridade da B. ruzisienses para cactéristicas

bromatodlogicas de forragem foi constatada também por Hughes et al (2000),
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Valle at al (1998) resumiram estudos de 36 acessos de Braquiaria e
observaram que a B. ruzizienses se destacou na qualidade, pois apresentou os
menores teores de FDN, FDA, celulose, hemicelulose e cinzas que as demais
espécies, sendo assim um maior grau de digestibilidade.

E a Braquiaria Convert HD364 que € constituida por um hibrido
resultante de trés geracdes de cruzamento, entre Brachiaria ruziziensis clone
44-6 tetraploide sexual e Brachiaria decumbens cv. Basilisk, tetraploide
apomitica (ALMEIDA, 2014), apresentou caracteristicas semelhantes a B.

ruizizienses em relacao a qualidade da fibra.

3.2.1- Rendimento de bioetanol
O rendimento de bioetanol esta diretamente associado a quantidade de

acucares soluveis fermentesciveis presentes no substrato apds digestédo
enzimatica. A digestibilidade da fibra estd ligada a quantidade e qualidade
(grau de lignificacdo) dos carboidratos presentes na fibra, tendo em vista que
durante o processo de hidrélise enzimatica, essas enzimas atuam diretamente
nesses elementos, possibilitando, portanto a sua quantificacdo e
consequentemente avaliacdo de conversdo no biocombustivel.

A B. decumbens e a B. brizantha cv. Marandu foram as que
apresentaram os menores coeficiente de digestibilidade da fibra (CDribra) €
quantidade de fibra digestivel (FDNudigestivel) (p<0,05) entre as espécies de
Braquiarias estudadas. Foram observados para a decumbens e brizantha um
coeficiente de digestibilidade da fibra (CDribra: 17,91 e 20,09 %FDN) e
quantidade de fibra digestivel (FDNuigestivel: 13,80 e 15,25 %MSpre-tratado),
respectivamente. Os potencias de geracdo de etanol observados tiveram o
mesmo agrupamento de médias, sendo para as braquiarias decumbens e a
brizantha de 89,38 ml/kg MSpré-tratado € 99,68 mI/kg MSpre-tratado respectivamente.

Entretanto, a Braquiaria hibrida Convert HD364 e a B. ruzizienses néo
apresentaram diferenca significativa entre si (p>0,05) para CDribra €
FDNuigestivel, resultando em uma producdo potencial de etanol também
semelhante entre ambas, tendo sido observado valores de 148,56 e 134,06
mI/Kg MSpré-tratado , para as braquiarias respectivamente. Uma vez que CDribra €
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a FDNuigestivel tenham sido semelhantes para as duas braquiarias (ruziziensis e
covert HD364), também n&o foi observada diferencga significativa (P>0,05) para
a producéo potencial de etanol entre elas.

Contudo, SANTOS (2016), chegou a um valor superior de 347,13
rendimento de etanol em (mL/Kg MS) para braquiaria CONVERT HD364
devido o material ter recebido adubacao nitrogenada. E Pacheco et al (2012)
obteve, com o completo consumo da glicose, para a B. brizantha, 49,2 g/L de
etanol, correspondente a um rendimento de 96,3% do tedrico e uma
produtividade de 13,1 getanol/L.h. J& o bagaco de cana-de-acucar produziu,
com o processo fermentativo, 46,1 g/L de etanol, ou seja, 90,2% do rendimento

tedrico de uma fermentacao alcodlica, com produtividade de 12,3 getanol/L.h.

3.3- Regresséao Linear
Uma vez que os efeitos entre tratamentos (espécies de braquiarias)

foram demonstrados pelo teste de comparacdo das médias, objetivamos
apresentar através de um ajuste de regresséao linear, um modelo de predicéo
que levasse em conta a quantidade de FDN digestivel (FDNudigestivel) COMO
variavel preditora da producao potencial de Etanol de segunda geracéao.

Os Resultados estatisticos da analise de regressdo linear simples
podem ser observados agrupados no quadro a seguir, onde a estimativa da
producéo de etanol (ml/kg MSpre-tratado) representou a variavel dependente e a
quantidade de fibra em detergente neutro digestivel (%MS) como variavel
preditora.
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Grafico 1: Numero de observacdes, Analise de variancia da regressao,
parametros da regressao e significancia dos parametros de regresséo para a
estimativa da producdo potencial de Etanol a partir da quantidade de FDN

digestivel observada (FDNudigestivel).

Number of Observations Read | 16 ‘

Number of Observations Used | 16

Analysis of Variance
Sum of Mean :
Source DF Squares Square | FValue | Pr>F
Model i 1 13701 13701 ‘ 1315.76 | <.0001
Error 14 | 145,77995 | 10.41285 ‘
Corrected Total | 15 | 13847 | |

Root MSE | 3.22600

Dependent Mean | 117.92250

R-Square | 0.9895 ‘

AdjR-Sq | 0.9887 ‘
+—— ‘

}

}— Coeff Var 2.73645 l ‘ ‘

Parameter Estimates

Parameter | Standard

Label DF Estimate Error | tValue | Pr>|t|

Variable
Intercept ‘ Intercept | 1| -0.39950 | 336023 | -0.12 | 0.9071

FDNd l FDNd 1 6.55389 0.18068 36.27 | <.0001
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Grafico 2: Varidveis observadas e preditas para estimativa de producéo

potencial de Etanol (ml/ kg MSpr¢-tratado), Segundo o modelo de regressao linear

simples.
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Grafico 3: Modelo de Regressao linear simples, curva de regressao, intervalos

de confianca e plotagem dos dados para a estimativa da producéao potencial de

Etanol (variavel dependente) e FDNudigestivel (variavel independente).

160 -

140

120

100

ETANOL ml_kgMS

80 -

60 -

Fit Plot for ETANOL_ml_kgMS

10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0
FDNd
Fit 1 95% Confidence Limits — ~ ~ - 85% Prediction Limits

Observations 16
Parameters 2
Error DF 14
MSE 10.413

R-Square 0.9895
Adj R-Square 0.9887 |

Etanol (ml / Kg MSpré-tratado) =

R? = 0,9895

Equacao de Regressao:

6,55389 X I:DNdigestiveI (%MSpré-tratado) ~ 0139950

O ajuste do modelo de regressdo apresentou elevado coeficiente de

determinacdo (R? = 0,9895) o que representa uma elevada capacidade do

modelo em predizer a producdo potencial de etanol a partir da quantidade de

fibra em detergente neutro digestivel. Além disso, o coeficiente de regressao foi

significativo dentro do modelo (P<0,01). Pode-se dizer assim, a partir da

equacao de regressdo ajustada que para cada incremento de 1% de

FDNuigestivel fOi observado um incremento médio de 6,55 ml de Etanol/ Kg MSprs-

tratado-
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O Modelo de regresséao foi obtido a partir das diferentes espécies de
braquiarias e apresentaram teores semelhantes (P>0,05) de FDN, FDA e
Hemicelulose. A amplitude da quantidade de fibra digestivel (FDNudigestiver)
observada entre as espécies, corrobora com o teste de médias que sugeriu
grupamentos das médias para a mesma variavel (FDNudigestivel), 0 que pode ser
explicado pelo efeito que a qualidade da fibra (estrutura quimica, arranjo
espacial das moléculas de celulose, hemicelulose e lignina) exercem sobre a o
potencial de hidrolise enzimatica dos carboidratos e posterior producdo de

etanol.
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Conclusao

Foi observada diferencas entre as espécies de braquiarias para o potencial de
producdo de Etanol de segunda geracao, em funcdo da quantidade de fibra em

detergente neutro digestivel.

As B. decumbens e B. Brizantha cv. Marandu apresentaram menores
potenciais de producdo de Etanol de segunda geracdo quando comparadas a

B. ruziziensis e Convert HD364.

Foi observada perda de hemicelulose no pré-taramento, sendo necessario um

aprofundamento nessa etapa do processo.
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