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RESUMO: Alternativas energéticas, por meio de fontes renovaveis de energia, tem sido objeto de pesquisas no mundo
inteiro. Sendo assim, o material lignoceluldsico consiste em uma alternativa interessante de matéria-prima. Diante disso
nesse trabalho foi estudada a producdo potencial de etanol de quatro espécies de braquidrias. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (Braquiarias) e quatro repeticdes. 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. Foram observadas diferencas entre as espécies de braquiarias para o potencial de
producdo de etanol de segunda geracdo, em funcdo da quantidade de fibra em detergente neutro digestivel. As espécies
B. decumbens e B. Brizantha cv. Marandu apresentaram menores potenciais de producéo de etanol de segunda geragédo
guando comparadas a B. ruziziensis e Convert HD364.

Palavras-chave: Digestibilidade, etanol 2G, potencial, hidrolise

POTENTIAL ETHANOL PRODUCTION FROM DIFFERENT BRACHIARIA SPECIES

ABSTRACT: Energy alternatives, through renewable energy sources, have been the subject of worldwide researches.
Thus, the lignocellulosic material consists of an interesting alternative of raw material. In this work, the potential
ethanol production of four Brachiaria species was studied. The experimental design was completely randomized, with
four treatments (Brachiaria) and four replications. The data obtained were submitted to the Shapiro-Wilk normality test
and later to the analysis of variance by the test F. The means of the treatments and their respective unfolding were
compared by the Scott-Knott test at 5% probability. The levels of neutral and acid detergent fiber and digestibility were
experimentally assayed and ethanol production was estimated by stoichiometry. Differences were observed between the
brachiaria species for the potential of second generation ethanol production, as a function of the amount of digestible
neutral detergent fiber. B. decumbens and B. brizantha cv. Marandu presented lower potential of second generation
ethanol production when compared to B. ruziziensis and Convert HD364.

KEYWORDS: Digestibility, 2G ethanol, potential, hydrolysis.

2002). Além disso, ¢ formado principalmente pelos
1|NTRODUQAO biopolimeros renovaveis, celulose, hemicelulose e
lignina (SUN et al., 2011).

Alternativas energéticas, por meio de fontes renovaveis Nesse sentido, 0 melhoramento das forrageiras do género

de energia, tem sido objeto de pesquisas no mundo Brachiaria visando a produgdo de combustiveis pode ser
inteiro, seja por motivos econdmicos, geopoliticos ou uma alternativa mt_eressante para a V|a~b|I|zagéo de um
ambientais (RABELO,2010).Sendo assim, o material Ip_rocesslor g:om;l):’eu:lvctn ?ﬁ ’ producdo  de . egalnr:)l
lignocelulésico consiste em uma alternativa interessante Ignocelulosico. Fortanto, ObJEtIVoU-se com €sse trabafno
de matéria-prima, pois é abundante, permanente avaliar as potenualldades_de producdo de Eta_nol de
subutilizado e, por tanto, tende a custos menores que a Zegunq,a- gerag)ao a bpartlr Bd(_a qtl?]atro esp,e\;lnes dde
biomassa cultivada para o propoésito de geracgéo de etanol Rraq_u!arla_s (C eSCUTHeSZ’G 4 rizantha - cv. arandu,
convencional, diminui a competicio pelo uso da terra e uziziensis € Lonver )-

se trata de um residuo (ndo alimento) (LYND et al .
2.MATERIAL E METODOS

2.1 Local, tratamentos e delineamento experimental

O estudo foi conduzido no Laboratério de Solos da

1 23 4,5 e H H . . .

-, & Emails: itananeiva@gmail.com Universidade Federal do Tocantins (UFT). Foram
;walysonbernardo@gmail.com; liad ’ de bi li ulbsi
flaviatonani@mail.uft.edu.b; guibenko@uft.edu.br; avalia a§ quatro fontes e_ IomaSS_a _'gnoce ulosica
pauloricardouft@live.com (parte aérea da planta), o capim Brachiaria decumbes, a
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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 enzimaticos comerciais. Todas
as espécies de brachiarias foram semeadas a0 mesmo
tempo e colhidas com 60 dias de crescimento, contados
apos corte de uniformizacdo dos stands. No tratamento
enzimatico (hidrolise enzimética) foi utilizada a
associacdo dos complexos enzimaticos Cellic® HTec2 e
Cellic® CTec2, obtidos a partir de  cepas de
Trichodermareesei, da empresa Novozymes.

2.2 O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos (Braquiarias) e
quatro repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos ao
teste de normalidade Shapiro-Wilk e quando necessarios
foram normalizados. Posteriormente foi realizada a
analise de variancia pelo teste F a 5% de significancia.
As médias dos tratamentos e dos seus respectivos
desdobramentos foram comparadas pelo teste Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Os procedimentos
estatisticos serdo realizados através do programa
estatistico Assistat 7.7 conforme Silva e, Azevedo
(2016). Para analise de regressdo simples foi utilizado o
programa SAS 9.2 (SCHLOTZHAUER., 2009). 2.2
Pardmetros 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 diferenga FDN - FDA,;
Digestibilidade da FDN (CDgipy,, €xpressa %FDN); Fibra
em detergente neutro digestivel (FDNgigestivel, €XPressa
%MS), e a estimativa do potencial da producdo de
etanol, conforme Finguerut et al. (1985).

2.3 Preparo da biomassa

Foram coletadas 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” e mantidas em dessecador.

2.4 Determinacao 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 fracdo fibrosa. 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 o contelddo 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 &cido pesou-se
1,0 g de amostra sendo submetida ao mesmo
procedimento de lavagem a quente que o descrito para
FDN. Terminado este processo, a amostra foi filtrada

com auxilio de uma bomba de vacuo e lavada
primeiramente com 4gua quente (90 a 100 °C) duas
vezes, e em seguida com acetona outras duas vezes. 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 &cido (H2SO4 a 1% vl/v, 3¢
material/10 ml solucéo) e basico (NaOH a 4% v/v, 3g
material/20 ml solucdo) 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 vécuo e
lavou-se por duas vezes com agua quente (90 a 100 °C),
e outras duas vezes com acetona, até que as fibras se
tornem incolor em toda a amostra. A amostra foi seca em
estufa a 60 °C .

A metodologia utilizada para o pré-tratamento
assemelha-se a determinacdo de fibra bruta (FB),
descrita por Silva e Queiroz (2012), diferindo nas
concentragfes do acido e da base que sdo 1,25% para
ambos. Nesse sentido, no presente trabalho, a proporcéao
de material insolUvel recuperado apds esse processo
equivale a FB. Esses valores serdo comparados aos
teores de FDN, com a finalidade de avaliar o potencial
grau de perda de hemicelulose que ocorrera
eventualmente durante o pré-tratamento.

2.6 Hidrdélise enzimatica

O meio reacional consistiu de 1,0 g do substrato, 16 mL
do tampdo citrato de sodio/acido citrico (0,05 M, pH =
4,8) das enzimas diluidas em frascos erlemneyer de 250
mL. As reacBes enzimaticas se deram em incubadora
“shaker” a 48 °C, agitagdo de 180 rpm, durante 72 horas.
A dosagem dos complexos enzimaticos CellicCTec2 e
HTec2 foi baseada na proporcdo 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 FDA como complexo enzimatico, que é o
nivel indicado pelo fabricante, e a hidrdlise foi realizada
em quadruplicata, assim como no pré-tratamento.

2.7 Determinacéo da fragdo fermentescivel da fibra
(acucares soluveis)

Apo6s a hidrélise enzimética com a associacdo dos
complexos enzimaticos Cellic Ctec2 e CellicHTec2,
pode-se estimar 0s agUcares fermentesciveis. Para tanto,
a metodologia utilizada tomou por principio a
quantificacdo da fragdo da fibra em detergente neutro
que sofreu hidrdlise enzimatica pela diferenca entre o
peso inicial da amostra submetida a hidrdlise e seu peso
ao final da hidrolise. Pelo fato de ser um mix de
enzimas, a digestibilidade observada no material se da
exclusivamente sobre o substrato de FDN que gera
acucares soluveis e passiveis de serem fermentados.
Assim a fibra em detergente neutro digestivel refere-se a
fracdo da FDN que sofreu hidrolise enzimatica e liberou
aclcares livres para a potencial fermentagdo etilica.

Energ. Agric., Botucatu, vol. 32, n.2, p.178-183, abril-junho, 2017.

179



Batista et al.

Estimativa Da Producéo Potencial De Etanaol..

Temos assim, uma quantificacdo indireta da proporcéo
de aclcares solluveis obtidos a partir da hidrolise
enzimatica do material.

2.8 Estimativa da producéo de etanol

Segundo Finguerut et al. (1985), a estimativa do
rendimento do processo fermentativo se deu de forma
estequiométrica pela aplicacdo da equacdo de Gay —
Lussac que, para efeito de calculo, considera que cada
100 Kg de Acucar Redutor Total (ART) (expressos em
glicose e hemicelulose) fermentado, produzem-se 51,1
Kg de etanol. Porém segundo os mesmos autores valores
mais aproximados para o calculo do rendimento de
etanol, despresando-se as massas de fontes nitrogenadas,
sais e admitindo-se que a producdo de CO, (em massa)
iguala-se a producdo etanol, reportaram eficiéncia de
rendimento de 46,49 kg etanol/100 agucares totais. Com
base neste parametro o rendimento de etanol foi
calculado neste trabalho.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Pré-tratamento

O presente trabalho apresenta a propor¢do de material
insolivel recuperado apOs 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 avaliar o grau
de perda da fracdo fibrosa (majoritariamente composta
por Hemicelulose) que pode ter ocorrido durante o pré-
tratamento para as diferentes espécies de braquidrias.

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

A partir das consideragfes apresentadas sobre o pré-
tratamento, estdo apresentados na tabela 1 a seguir, 0s
resultados observados para o pré-tratamento. Nesta
tabela ficam explicitas as propor¢des de perda da fragdo
fibrosa solubilizada com o pré-tratamento e a
comparacao entre a fracdo insolivel (pré-tratamento) e a
concentracdo de FDN observada nas amostras.

Tabela 1 — Material Insolavel apds pré-tratamento (%MS), Fibra em detergente neutro (% MS) e perda por
solubilizagdo da hemicelulose (% MS) para diferentes espécies de braquiarias.

'spécies de Braquiarias Pré-Tratamento

(%MS)

B. decumbens 339A

brizantha cv. Marandu 34,6 A

B. ruziziensis 341A

Convert HD364 34,2 A
CV (%) 4,55

FDN ¢éo Fibrosa solubilizada
(%MS) (%MS)
76,3 A 42,4 A
76,0 A 414 A
733A 39,2A
76,5 A 42,3 A
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 analise dos dados apresentados na Tabela 1,
constata-se que a fragdo insollvel apés o pré-tratamento
corresponde a fracdo fibrosa (que foi posteriormente
submetida a hidrolise enzimatica) e que deve se
aproximar dos resultados esperados para fibra bruta e
ndo fibra em detergente neutro (FDN). Assim, a
subtracdo direta da fracdo Pré-tratamento (conforme
descrita na Tabela 1) com a fragdo FDN resulta na perda
de parte da fibra por solubilizagdo. Pode-se observar
também que o grau de solubilizacdo da fibra no pré-
tratamento foi semelhante para todas as espécies de
braquiérias ndo sendo observada diferenca significativa
(p>0,05) entre elas.

A partir destas observagdes, conclui-se que o material
pré-tratado que seguiu para a digestdo

enzimética com CTEC/HTEC consiste basicamente nas
fracdes menos digestiveis e mais lignificadas da parede
celular.

3.2Fibra em detergente neutro (FDN), Fibra em
detergente acido (FDA) e Hemicelulose

Os teores de FDN e FDA das diferentes espécies de
Braquiarias sdo apresentados na Tabela 2.0 teor de
hemicelulose foi determinado pela diferenca entre fibras
em detergente neutro (FDN) e fibras em detergente &cido
(FDA).
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Tabela - Teores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e hemicelulose
para as diferentes espécies de braquiéarias.

Fracoes Parede B. B. B. Convert
Celular cv Decumbens brizantha cv. ruziziensis HD364
(%) 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
(%6MS)

Médias seguidas de mesma letra (maitscula nas linhas) ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%

de significancia

3.2.1 Coeficiente de Digestibilidade da Fibra (CDgjpa)
e Quantidade de Fibra em Detergente Neutro
digeStivel (FDNdigestivel)

Entende-se por coeficiente de digestibilidade da Fibra o
percentual de fibra passivel de digestdo enzimaética,
expressa como % Fibra. Ja a fibra em detergente neutro
digestivel  representa a quantidade de FDN
potencialmente digestivel na graminea, e estd expressa
como % da matéria seca. A diferenca entre elas é que a
primeira (CDgipa) Se refere ao coeficiente de
digestibilidade da Fibra, e a segunda (FDNgigestivel), S€
refere ao coeficiente de digestibilidade da fibra (CDgiyra)
multiplicado pelo teor (proporcéo relativa) de FDN na
amostra, ou seja, a quantidade de FDN digestivel. Cabe
ressaltar aqui na descricdo desta metodologia que, em
funcdo do pré-tratamento se assemelhar a metodologia
de determinacdo da fibra bruta, optamos por denominar
o coeficiente de digestibilidade da fracdo fibrosa como
coeficiente de digestibilidade da fibra (CDgiy,) apenas

uma vez que foi observada perda de hemicelulose no
pré-tratamento.

Na Tabela 3 estdo apresentados os dados para o0
coeficiente de digestibilidade da fibra (CDgjy,) € fibra
em detergente neutro digestivel (FDNgigestiver) Para as
diferentes espécies de braquiarias. Foi observado efeito
significativo entre as espécies de braquiarias tanto para o
CDripras quanto para a quantidade de fibra em detergente
neutro digestivel (FDNgigestiver). Entre as espécies de
braquidrias estudadas, a B. decumbense a B. brizantha
cv. Marandu foram as que apresentaram menor (p<0,01)
coeficiente de digestibilidade da fibra (CDgjya) €
consequentemente, menor FDN digestivel (FDN gigestiver)-
A B. ruziziensis e a Braquiaria hibrida Convert HD364
apresentaram teores de CDgg € FDNgigestives Mais elevados
(p<0,05) que as primeiras, porém ndo diferindo entre
si(p<0,01).

Tabela 3 - Coeficiente de digestibilidade da fibra (CDgipra), Fibra em detergente neutro digestivel (FDNgigestivel) ©
Produgdo potencial de Etanol (Etanol Potencial) a partir das Braquiarias: decumbens, brizantha cv

Marandu, ruziziensis e Convert HD 364.

Gramineas CDripra FDNuigestivel Etanol Potencial
(% Fibra) (% MS) (ml/ kg MSpré-tratado)
B. decumbens 1791 B 13,80 B 81,31B
B. BrizanthacvMarandu 20,09B 15,25 B 90,68 B
B.Ruziziensis 28,22 A 20,70 A 121,96 A
Convert HD364 29,34 A 22,46 A 135,15 A
CV (%) 15,26 16,72 16,35

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.
Legenda: CDrjyyq: coeficiente de digestibilidade da fibra, expressa como percentual da Fibra;

FDNigestiver- Fibra em detergente neutro digestivel, expressa como porcentagem da matéria seca,

Etanol: Expresso em (ml/ kg MSprs.trado ) - COM base no material apés o pré-tratamento;

Segundo Jung e Deetz (1993), o acesso limitado das
enzimas ao centro de reacdo do carboidrato parece ser o
maior fator restritivo a degradagdo da parede celular das
forrageiras, em decorréncia da lignificacdo. Isto explica
0 menor coeficiente de digestibilidade apresentado pela
B. decumbes, seguida pela B. brizantha cv. Marandu.
Assim, em acordo com os valores encontrados por
Paciullo et al (2001), entre as espécies estudadas, o

B.decumbes foi a que apresentou teor mais elevado 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 teor elevado de lignina.

Entretanto, a superioridade da B. ruzisienses para
caracteristicas  bromatdlogicas de forragem foi
constatada também por Hughes et al (2000). E a
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Braquiaria Convert HD364 apresentou caracteristicas
semelhantes a B. ruizizienses em relacdo a qualidade da
fibra.

3.2.2- Rendimento de bioetanol

O rendimento de bioetanol esta diretamente associado a
guantidade de acUcares solGveis fermentesciveis
presentes no substrato ap6s digestdo enzimatica. A
digestibilidade da fibra est4d ligada a quantidade e
qualidade (grau de lignificacdo) dos carboidratos
presentes na fibra, tendo em vista que, durante o
processo de hidrdlise 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
gue apresentaram 0s menores coeficiente de
digestibilidade da fibra (CDgiyrs) € quantidade de fibra
digestivel (FDNgigesiver) (P<0,05) entre as especies de
Braquiarias estudadas. Foram observados para a
decumbens e brizantha um coeficiente de digestibilidade
da fibra (CDrgjprs: 17,91 e 20,09 %FDN) e quantidade de
fibra digestivel (FDNgigestiver: 13,80 € 15,25 %MSg.
wratado): Fespectivamente. Os potencias de geracdo de
etanol observados tiveram o mesmo agrupamento de
médias, sendo para as braquiarias decumbens e
brizantha de 81,31 ml/kg MSyx.irataso € 90,68 ml/kg
MSps-ratado r€SPECtivamente.

Entretanto, a Braquiéria hibrida Convert HD364 e a B.
ruzizienses ndo apresentaram diferenca significativa
entre si (p>0,05) para CDgipra € FDNyigesiivel, resultando
em uma producdo potencial de etanol também
semelhante entre ambas, tendo sido observado valores de
135,15 e 121,96 ml/Kg MS¢.ramdo, reSpectivamente.
Uma vez que CDgipa € @ FDNgigesiiver tenham sido
semelhantes para as duas braquiarias (ruziziensis e
covert HD364), também ndo foi observada diferenca
significativa (P>0,05) para a producdo potencial de
etanol entre elas.

Contudo, Santos (2016), chegou a um valor superior de
347,13 rendimento de etanol em (mL/Kg MS) para
braquidria. CONVERT HD364 devido o material ter
recebido adubac&o nitrogenada. J& o bagago de cana-de-
acUcar produziu, com o processo fermentativo, 46,1 g/L
de etanol, ou seja, 90,2% do rendimento teérico de uma
fermentagdo alcodlica, com produtividade de 12,3 g
etanol/L.h.

3.3- Regressdo Linear

Uma vez que os efeitos entre tratamentos (espécies de
braquidrias) foram demonstrados pelo teste de
comparacao das médias, objetivamos apresentar através
de um ajuste de regressdo linear, um modelo de predigéo
que levasse em conta a quantidade de FDN digestivel
(FDNgigestivet) como variavel preditora da produgéo
potencial de Etanol de segunda geracao.

O ajuste do modelo de regressdo apresentou elevado
coeficiente de determinagdo (R?> = 0,9804) o que
representa uma elevada capacidade do modelo em
predizer a producdo potencial de etanol a partir da
guantidade de fibra em detergente neutro digestivel.

Além disso, o coeficiente de regressdo foi significativo
dentro do modelo (P<0,01).

A amplitude da quantidade de fibra digestivel
(FDNgigestiver) Observada entre as espécies, corrobora com
0 teste de médias que sugeriu grupamentos das médias
para a mesma variavel (FDNggesiver), O que pode ser
explicado pelo efeito que a qualidade da fibra (estrutura
quimica, arranjo espacial das moléculas de celulose,
hemicelulose e lignina) exercem sobre o potencial de
hidrolise enziméatica dos carboidratos e posterior
producéo de etanol.

4 CONCLUSAO

Foram observadas diferencas entre as espécies de
braquiérias para o potencial de producdo de Etanol de
segunda geracdo, em funcdo da quantidade de fibra em
detergente neutro digestivel.

As B. ruziziensis e Convert HD364 apresentaram
maiores potenciais de producdo de Etanol de segunda
geracao quando comparadas & decumbense B. Brizantha
cv. Marandu.
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