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RESUMO: O experimento avaliou o efeito de diferentes niveis de adubacéo nitrogenada (0, 50, 100
e 150 kg ha?) e idades de corte da planta (100, 130 e 160 dias apds o plantio) sobre a produtividade
do capim-elefante “BRS Canara” e a influéncia de diferentes pré-tratamentos da fragéo fibrosa (um,
utilizando autoclavagem em meio &cido, e o outro, em meio &cido seguido de basico) sobre o
rendimento em etanol estimado pela hidrélise da fibra. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema de parcelas sub subdivididas. A produtividade ndo foi
influenciada pelos diferentes niveis de adubag&o nitrogenada, entretanto, na medida em que as idades
de corte avangaram, foi observado incremento significativo (P<0,05) na produgdo do capim-elefante.
Os fatores experimentais ndo interagiram entre si significativamente (P>0,05), exceto para estimativa
de rendimento de etanol em L.t* de matéria seca original nas variaveis idades de corte da planta e
pré-tratamentos. Os niveis de nitrogénio ndo influenciaram o rendimento em etanol. O corte realizado
aos 100 dias apresentou maior rendimento em L.t* de matéria seca pré-tratada (93,67 litros), ja o
corte aos 160 dias proporcionou o maior rendimento em L ha (426,09 litros). O pré-tratamento
acido/base proporcionou maior rendimento em L.t de matéria seca pré-tratada (114,41 litros), mas
ndo foi observado efeito significativo (P>0,05) entre pré-tratamentos quando o rendimento foi
expresso em L ha™.

Palavras-chave: biomassa, etanol, nitrogénio, corte, pré-tratamentos.

INFLUENCE OF NITROGEN FERTILIZATION, PLANT CUTTING AGES AND FIBER
PRE-TREATMENTS ON THE PRODUCTION OF CAPIM ELEPHANT ETHANOL
CULTIVATED IN CLOSED SOILS

ABSTRACT: The experiment evaluated the effect of different levels of nitrogen fertilization (0, 50,
100 and 150 kg ha-1) and cutting ages (100, 130 and 160 days after planting) on elephant grass “BRS
Canara” productivity and the influence of different pre treatments of fibrous fraction (one, using
autoclaving in a medium acid and the other, in a medium acid followed by basic) on the ethanol yield
estimated by the fiber hydrolysis. The experimental design used was completely randomized in a
subdivided plot scheme. The productivity was not influenced by the different levels of nitrogen
fertilization, however, as the cutting ages advanced, a significant increase (P <0.05) in the production
of elephant grass was observed. The experimental factors did not interact with each other significantly
(P> 0.05), except for estimation of ethanol yield in L.t-1 of original dry matter in the plant cutting
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age and pretreatment variables. Nitrogen levels did not influence ethanol yield. The cut made at 100
days showed the highest yield in L.t-1 of pre-treated dry matter (93.67 liters), while the cut at 160
days provided the highest yield in L ha-1 (426.09 liters). The acid / base pretreatment provided the
highest yield in Lt-1 of pre-treated dry matter (114.41 liters), but no significant effect (P> 0.05) was
observed between pretreatments when the yield was expressed in L ha-1.

Keywords: biomass, ethanol, nitrogen, cutting, pre-treatments.

1 INTRODUGCAO

Sabendo dos beneficios ambientais
ocasionados pela substitui¢do dos combustiveis
fésseis por biocombustiveis como o etanol, um
possivel aumento de producdo para atender a
demanda mundial pelo produto acarretaria na
necessidade de um enorme crescimento de
areas produtivas, além do aumento da eficiéncia
agricola e industrial, o que poderia gerar uma
possivel competicdo entre o0 uso da terra para
producdo de alimentos e ou producdo de
biocombustiveis. Todavia, buscas por fontes
alternativas de producdo de etanol estdo
ocorrendo, como € o caso do etanol de segunda
geracdo obtido através da utilizacdo da
biomassa hidrolisada como fonte de matéria-
prima para a fermentagdo (LEITE, 2016).
Enquanto o etanol de primeira geracéo é obtido
através do aclcar e amido presente em
materiais como cana-de-aclcar e milho, o
etanol de segunda geracao é produzido a partir
da biomassa lignocelul6sica presente nos
residuos culturais, ou seja, qualquer matéria-
prima de origem biolégica que tenha
quantidades significativas de acUcar ou de
materiais possiveis de serem convertidos em
acucares fermentesciveis como é o caso da
celulose, podem ser transformados em etanol de
segunda geracdo (PALACIO et al., 2012).

Em geral, materiais lignocelulésicos
apresentam de 30 a 60% de celulose, 20 a 40%
de hemicelulose e 10 a 20% de lignina. A
celulose e a hemicelulose podem, através da
hidrolise enzimatica, ser convertidas em
acucares fermentesciveis, que entdo podem ser
transformados em etanol (MARTELLI, 2014).

Dentre as biomassas lignoceluldsicas
para producdo de biocombustiveis de segunda
geracdo, o capim-elefante tem mostrado
importantes  vantagens até mesmo se
comparado a outras matérias-primas utilizadas
para producdo de etanol de primeira geracéo

como soja, milho e cana-de-agucar. Ele
apresenta curto periodo de producdo e ndo
interfere significativamente na producdo de
alimentos, entretanto, sua principal vantagem ¢
a grande capacidade de desenvolvimento
mesmo em condigdes adversas de solo e clima
(GRASEL et al., 2016). Além disso, aliado a
esse alto potencial produtivo vem a
possibilidade de realizacdo de multiplos cortes,
tornando essa cultura uma alternativa excelente
para producdo de biomassa lignocelul6sica
objetivando a producdo de etanol celuldsico
(MARAFON et al., 2014).

Sabendo do alto potencial do capim-
elefante para producdo de etanol de segunda
geracdo, sobretudo pelas suas caracteristicas
favoraveis, surge a cultivar BRS Canara como
alternativa a ser pesquisada, objetivando a
producdo desse biocombustivel. Todavia,
mesmo diante de todas as qualidades que
favorecem a cultura, fatores como ganho de
produtividade e composi¢do quimica sofrem
variacOes de acordo com a idade da planta,
porte da planta e fertilidade do solo,
principalmente por influéncia do
macronutriente nitrogénio (ANDRADE et al.,
2003). Nesse contexto, ciente de que esse
material ainda ndo foi amplamente estudado,
explorar  seus  componentes  (celulose,
hemicelulose e lignina) e suas associacdes se
mostra como um obstaculo para difusdo do
processo de producédo de etanol utilizando essa
biomassa.

Contudo, diante  dos  desafios
apresentados, o presente trabalho consistiu em
avaliar o efeito de diferentes niveis de adubagéo
nitrogenada, idades de corte da planta e pré-
tratamentos da fibra, sobre o potencial de
producdo de etanol de segunda geracéo a partir
do capim-elefante “BRS Canara”.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Periodo e local do experimento

O experimento foi instalado no Campus
Experimental da Universidade Federal do
Tocantins - UFT, situado na cidade de Palmas
(TO), a 10°10° de latitude sul, 48°21° de
latitude oeste e 212 metros de altitude, em solo
do tipo latossolo vermelho-amarelo, textura
franco arenosa, no periodo de dezembro de
2015 a maio de 2016. A segunda parte do
estudo foi conduzida no Laboratério de Solos e
Aproveitamento de Residuos Agroindustriais
da Universidade Federal do Tocantins (UFT).
2.2 Tratamentos e delineamento
experimental

Os tratamentos avaliados foram
diferentes doses de adubacdo nitrogenada (0,
50, 100 e 150 kg ha® ano™?), trés idades de
cortes preestabelecidas que ocorreram 100,
130, 160 dias ap0s o plantio, respectivamente,
e dois tipos de pré-tratamento da biomassa, um
utilizando ataque é&cido e outro utilizando
ataque acido seguido de basico. O delineamento
experimental utilizado foi  inteiramente
casualizado em esquema de parcelas sub
subdivididas, sendo as parcelas
correspondentes aos trés niveis de adubacdo
nitrogenada e o tratamento testemunha. As
subparcelas corresponderam as trés idades de
corte e as sub subparcelas aos dois tipos de pré-
tratamento da fibra. Foram realizadas quatro
repeticdes por tratamento, totalizando quarenta
e oito parcelas experimentais em campo, com 6
m? cada, que foram submetidas a avaliacdes
com os dois tipos de pré-tratamento, resultando
em um total de noventa e seis parcelas
experimentais.

2.3 Metodologia utilizada e parametros
avaliados

Inicialmente, foi retirada amostragem
do solo na area do plantio na profundidade de 0
— 20 cm para realizagdo de analise quimica. A
analise apresentou 0s seguintes resultados:
matéria organica - 0,60%; pH (CaCl,) - 5,60;
H+AI*® - 1,60 cmolc/dm™; Ca*? + Mg*? - 3,00

cmolc/dm3; K* - 40 mg/dm3; fésforo trocavel
(Mehlich 1) - 1,8 mg/dm3. Antes da
implantacdo do experimento, ocorreu o preparo
convencional do solo com gradagem. Apds a
abertura dos sulcos, foram aplicados 100 kg ha
lde K;O e de P,0s na forma de cloreto de
potassio e superfosfato simples, aliados ao
plantio que foi feito utilizando a cultivar BRS
Canara do capim-elefante através de
propagacao vegetativa com 0 uso de estacas.
Foi adotado um espacamento de meio metro
entre sulcos na linha e noventa centimetros
entre as linhas. A correcdo do solo ja havia sido
feita antes da data prevista para realizagcdo do
experimento. Apl6s a implantacdo, o0
experimento contou com duas capinas de
manutencdo, uma 30 e outra 60 dias apds o
plantio. A adubacdo nitrogenada foi feita com
sulfato de aménio, aplicado aos 70 dias apds o
plantio.

Nas idades previamente estabelecidas
para o corte, dentro das subparcelas designadas
para tal idade, amostras foram coletadas
aleatoriamente, na altura de aproximadamente
quinze centimetros do solo, e pesadas. O
material colhido foi submetido a secagem em
estufa com circulacdo forcada de ar a 60 °C por
72 horas, ap6s foi feita a pesagem e
posteriormente a determinacdo dos teores de
matéria seca e estimativa do rendimento de
biomassa (t. de MS. hal). A partir desses dados,
estimou-se a producdo de matéria verde e de
matéria seca por hectare.

Apo6s a secagem do material em estufa
ocorreu 0 processo de moagem utilizando
moinho de facas acoplado a peneira de 30 mesh.

Foram determinados os teores de FDN
(fibra em detergente neutro), FDA (fibra em
detergente acido) e Hemicelulose, seguindo o
método de Van Soest, conforme citado por
Silva e Queiroz (2002), que consiste na
separacdo das varias fracGes da biomassa por
meio de reagentes especificos denominados
detergentes. Com referéncia a metodologia para
determinacdo de FDN foi feita adaptacdo
analitica onde, inicialmente, pesou-se 0,5
grama de amostra seca de cada tratamento, que
passou por processo de lavagem em 15 ml de
solucéo de fibra em detergente neutro por 120
minutos a temperatura de 90 °C no
equipamento banho-maria. Ap0s 0 processo, a
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amostra resultante foi filtrada utilizando bomba
a vacuo e, posteriormente, foi submetida a
secagem em estufa de ventilacdo forcada a 60
°C até atingir massa constante.

Para determinacdo de FDA, utilizou-se
a mesma marcha citada anteriormente,
diferenciando apenas na quantidade de amostra
de cada tratamento utilizada no processo, que
passou a ser 0,2 gramas, e a solucdo utilizada
para a lavagem, passando a ser detergente
acido. Para determinacdo da hemicelulose foi
considerada a diferenca entre os teores obtidos
para FDN e FDA.

O coeficiente de hidrolise da fibra
(CHribra) foi determinado pela diferenca do
peso final do material pré-tratado em relacéo ao
inicial, sendo expresso em porcentagem.

Objetivando comparar a eficiéncia na
melhora da capacidade de acesso das enzimas
ao substrato fibroso durante a hidrélise, com a
finalidade de aumentar os rendimentos desse
processo, as amostras foram submetidas a dois
tipos de pré-tratamento: um apenas acido e
outro &cido/basico sequencialmente.

O pré-tratamento acido foi feito com o
objetivo de impulsionar a desorganizacdo da
matriz lignocelulésica e a separacdo da
hemicelulose da fragdo lignocelulose. Para isso,
inicialmente foram pesados 5,0 g do material
lignocelulésico  para cada  tratamento
(totalizando 96 amostras) que posteriormente
foi submetido & hidrolise &cida usando 0 H2SO4
com concentracdo diluida de 1,0% (v/v em
agua) e a razao soélido/liquido de 5/77 (grama
biomassa/mL  solucdo) em autoclave a
temperatura de 120 °C a 125 °C por 60 minutos.
As amostras foram, entdo, lavadas vérias vezes
com &gua destilada quente (90 a 100 °C),
usando uma quantidade préxima a 80 mL e
outras duas vezes com acetona (cerca de 25 mL
por lavagem), até sua clarificacdo. As porcdes
solidas recuperadas a partir de filtracdo a vacuo
foram secas em estufa a 60 °C até terem
atingido massa constante e posteriormente
foram pesadas.

A partir dos resultados do processo
descrito anteriormente, metade das amostras
(48 amostras correspondentes as quatro
repeticbes por cada tratamento) foram
submetidas a segunda etapa de pré-tratamento,
que corresponde a deslignificacdo do material

por meio do método alcalino. Foi usado NaOH
na concentracao de 4,0% (g/v em agua), a razao
de solido/liqguido de =2/77 (grama
biomassa/mL solucdo) e foram mantidas as
mesmas condi¢des em autoclave descritas na
etapa anterior. No fim do processo, as amostras
foram filtradas e as fracGes solidas lavadas com
agua destilada quente (90 a 100 °C), usando
uma quantidade préxima a 80 mL e outras duas
vezes com acetona (cerca de 30 mL por
lavagem), até a clarificacdo das amostras. As
porcdes sdlidas recuperadas a partir de filtracdo
a vacuo foram secas em estufa a 60 °C ateé
atingirem massa constante. Posteriormente, as
amostras foram pesadas e foram feitas entdo as
estimativas dos rendimentos por esse processo
(LIMA, 2013).

Com o objetivo de disponibilizar os
acucares  fermentesciveis, 0s  materiais
lignocelulésicos  obtidos ap6s o0s  pré-
tratamentos foram submetidos a hidrolise
enzimatica utilizando o complexo enzimatico
Cellic CTec2, batelada VCNI0013, da empresa
Novozymes. O complexo citado promove a
conversdo do material de hidratos de carbono
em acgucares simples antes da fermentacéo; ele
€ uma mistura de celulases agressivas, com alto
percentual de B-glucosidase e hemicelulase.

O meio reacional consistiu de 1g do
substrato, 60 pL do complexo enzimatico
diluido em 30 mL do tampdo citrato de
sodio/acido citrico (0,05 M, pH = 4,8) em tubos
de ensaio de 20x200. As reacdes enzimaticas se
deram no equipamento banho-maria a 48 °C,
agitacdo de 180 rpm, durante 72 horas. A dose
de Cellic CTec2 utilizada foi obtida com base
no teor de fibra presente em cada substrato pre-
tratado, sendo usada a dosagem correspondente
a 6,0% da fibra como complexo enzimatico
(NOVOZYMES, 2015).

Através da diferenca do peso final (apds
a hidrélise enzimatica) e o inicial (antes da
hidrolise enzimatica), foi estimada a quantidade
de agUcares fermentesciveis resultantes da
hidrolise da celulose e hemicelulose; entdo
levou-se em consideracdo para efeito de célculo
de rendimento de etanol a equacdo
estequiométrica de Gay-Lussac que estabelece
que, para cada 100 kg de acucares redutores
total, sdo produzidos 46,49 kg de
biocombustivel (FINGUERUT et al., 1985).
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2.4 Analises estatisticas

Os resultados da pesquisa foram
submetidos ao teste Shapiro-Wilk para
verificagdo da normalidade dos dados e,
posteriormente, foram submetidos a anélise de
variancia pelo teste F a 5% de significancia. As

médias dos tratamentos foram comparadas
através do teste Scott-Knott a 5% de
significancia. Os procedimentos estatisticos
foram realizados através do software estatistico
Assistat 7.7, conforme Silva e Azevedo (2016),
conforme Modelo Estatistico (1):

(Yijkh = p+ Nit ga + lj + Nxljj + &p + Pk + NXPik + IXPjk + NXIXPijk + &ijkh) Q)

Onde:

Yijkn: valor observado na hésima repeticao da parcela i, na subparcela j, na sub-subparcela k;

u: média geral

Ni: fator da parcela principal (Dose de Nitrogénio);

€a: erro da parcela principal (Dose de Nitrogénio) — erro a;

lj: Fator da subparcela (Idade de Corte);

Nxlij: Interacdo Nxlij;

&v: erro da subparcela (Idade de Corte) — erro b;
Pk: Fator da sub-subparcela (Pré-tratamento);
NXPik:Interacdo NxPig;

IXPjk: Interagdo IXPjk;

NXIXPijk: Interagdo NXIXPij;

gijkh: Residuo;

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Producdo de matéria seca

De acordo com os resultados obtidos no
experimento, observou-se que ndo houve
interacdo significativa (P>0,05) entre os fatores
experimentais: niveis de nitrogénio e idades de
corte da planta sobre a producao de matéria seca
(t.hal). Nesse contexto, conforme a Tabela 1,
as médias mostram que as aplicacdes de doses
crescentes de nitrogénio ndo incrementaram
significativamente o rendimento de matéria
seca (t.ha), em contrapartida, o fator idade de
corte influenciou de forma significativa na
producdo (P<0,05). Do mesmo modo,
Magalhaes et al. (2006), em seu experimento
avaliando a influéncia da adubacao nitrogenada
e da idade de corte sobre o rendimento
forrageiro do  capim-elefante  também
observaram que nas diferentes doses de
nitrogénio ndo foram detectadas diferencas
significativas a partir da analise de variancia,
fato contrario as idades de corte que
apresentaram efeitos significativos na producao
de matéria seca. Contrariando tais resultados,
Flores et al. (2012), em suas avaliagdes

constataram que a aplicacdo de doses crescentes
de nitrogénio, juntamente com a idade de corte
do capim-elefante, aumentaram
significativamente a producdo de matéria seca
de colmaos, de folhas e da parte aérea.

O rendimento médio de matéria seca da
BRS Canard nas diferentes idades de corte
variou de 4,83 t. de MS ha! (100 dias) até 19,23
t. de MS ha! (160 dias). Esses valores sio
inferiores aos obtidos por Queiroz Filho, Silva
e Nascimento (2000) que, avaliando a cultivar
Roxo em solo classificado como podzoélico
vermelho-amarelo  equivalente  eutrdfico,
textura argilosa, encontraram ganhos de 19,5,
25,7, 25,7, 30,9 t. de MS ha® em cortes
realizados aos 40, 60,80 e 100 dias
respectivamente, e também aos relatados por
Acunha e Coelho (1997) que, estudando a
cultivar Mott em solo tipo planossolos,
obtiveram ganhos médios de 16,6 (28 dias),
18,9 (56 dias), 20,1 (84 dias), 21,3 (112 dias) e
21,3 (140 dias) t. de MS ha™.

A tendéncia do ganho produtivo de
matéria seca com idade de corte da planta mais
avancada, observada neste experimento,
confirma os resultados obtidos por Bhering et
al. (2008), com capim-elefante cultivar Napier
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roxo, Castro et al. (2010), com capim-tanzania
e Magalh&es et al. (2005), com capim-elefante
cultivar Pioneiro. Ainda segundo Magalhdes et
al. (2005), a capacidade de producdo das

gramineas  forrageiras € incrementada
consideravelmente com a idade de corte, com
aumentos expressivos na producdo de matéria
seca.

Tabela 1. Producéo de matéria seca (MS) em toneladas por hectare (t.na™*) do capim-elefante cultivar
BRS Canara em funcéo da idade de corte da planta e das doses de nitrogénio do capim -
elefante cultivar BRS Canaré na regido central do Tocantins.

VARIAVEIS PRODUCAO DE MS
EXPERIMENTAIS (t.ha?)
Niveis de Nitrogénio

0 kg hat 10,3216 A
50 kg ha* 10,8766 A
100 kg hat 12,3825 A
150 kg ha't 13,4616 A

CV (%) 54,65

Idade de Corte da Planta

100 dias 4,8350 C

130 dias 11,2100 B

160 dias 19,2368 A

CV (%) 52,56

*Médias seguidas de mesmas letras na coluna néo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia. Valores

correspondentes a um corte
*CV (%): coeficiente de variacéo

Marafon et al. (2014), em seu
experimento avaliando o potencial produtivo e
qualidade da biomassa de capim-elefante para
fins energéticos, observaram uma producéo de
matéria seca de 72,8 (t.ha) da cultivar BRS
Canara em dois cortes: o primeiro realizado 201
dias apds o plantio e o segundo 178 dias apds o
primeiro corte. Sabendo do alto potencial
produtivo da cultivar BRS Canaré descrito pelo
autor citado, os valores inferiores de producao
de matéria seca obtidos em seu experimento
podem ser justificados pela realizacdo de
apenas um corte nessa pesquisa e pela idade em
que ele ocorreu, ja que se sabe que a maturidade
da planta influencia diretamente sobre a
produtividade.

3.2 Fibra em detergente neutro (fdn), fibra
em detergente acido (fda) e hemicelulose

Os componentes que estruturam a
fracdo fibrosa da biomassa sdo responséveis
pela forma das células e por grande parte das
propriedades quimicas e fisicas da planta. Sdo
classificados como principais constituintes dos
materiais lignoceluldsicos: celulose,
hemicelulose e lignina. A caracterizacdo da
fracdo fibrosa entre tratamentos com doses de
nitrogénio e idades de corte da planta estdo
expressos na Tabela 2. De acordo com a anélise
de variancia, pode-se observar que as variaveis
experimentais ndo interagiram entre si
significativamente (P>0,05), e que 0s niveis de
adubacdo nitrogenada ndo incrementaram de
forma significativa (P>0,05) nos teores de
FDN, FDA e hemicelulose do capim-elefante
cultivar BRS Canaréa. Por outro lado, a idade de
corte da planta influenciou de forma
significativa (P<0,05) nos teores de FDN e
FDA, porém ndo causou influéncia nos teores
de hemicelulose.
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Tabela 2. Teores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e
hemicelulose, expressos em % da MS (matéria seca) original do capim-elefante cultivar
BRS Canara submetido a diferentes doses de adubacéo nitrogenada e diferentes idades de

corte da planta.

VARIAVEIS FDN FDA Hemicelulose
EXPERIMENTAIS (% MS) (% MS) (% MS)
Niveis de Nitrogénio

0 kg hat 73,66 A 4535 A 28,30 A
50 kg ha't 72,24 A 46,90 A 25,33 A
100 kg ha'* 72,29 A 4597 A 26,32 A
150 kg hat 74,29 A 4579 A 28,49 A

CV (%) 3,82 5,29 14,84

Idade de Corte da Planta

100 dias 69,83 C 41,74 C 28,09 A

130 dias 72,41 B 46,55 B 25,85 A

160 dias 77,12 A 49,72 A 27,39 A

CV (%) 4,54 4,46 14,49

*Médias seguidas de mesmas letras na coluna néo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia. Valores

correspondentes a um corte
*CV (%): coeficiente de variacéo

O corte realizado aos 160 dias apos o
plantio gerou a concentragéo
significativamente mais elevada (P<0,05) para
FDN e FDA, o que pode ser atribuido ao
aumento no teor de celulose e lignina com o
avanco da maturidade da planta. Segundo Lima
et al. (2010), com a maturacdo da planta
elevam-se os teores de matéria seca, parede
celular, celulose e lignina enquanto diminuem
os teores de proteina bruta e a digestibilidade.
Os autores justificam que a principal razao
dessa diminuicdo da digestibilidade estd no
decréescimo  da  relacdo  folha/colmo.
Concordando, Cedefio et al. (2003), também
relatam que na medida em que ocorre 0
desenvolvimento da planta, aumentam os teores
de carboidratos estruturais e lignina.

Os resultados da Tabela 2 também
concordam com os encontrados por Costa et al.
(2008) que, avaliando o efeito de diferentes
idades de corte da planta no valor nutritivo do
capim-elefante, observaram que com avanco
das idades aumentaram os teores de FDN e
FDA, atingindo 7885 e 4781%
respectivamente no Gltima corte aos 105 dias
apos o plantio. Queiroz Filho, Silva e
Nascimento (2000), avaliando o mesmo capim
cultivar Roxo em diferentes idades de corte,
relataram o mesmo efeito no incremento dos

teores de FDN e FDA com o avanco da
maturidade da planta, atingindo 77% de FDN e
48,8% de FDA no corte mais tardio (100 dias
ap6s o plantio). As porcentagens médias
obtidas nesse experimento aproximam-se das
citadas.

Os teores de hemicelulose néo
apresentaram diferenca significativa (P>0,05)
para as diferentes doses de adubacdo
nitrogenada e idades de corte da planta. As
médias expressas na Tabela 2 estdo proximas as
encontradas por Santos et al. (2012) que,
observando os efeitos das mesmas variaveis
experimentais na palha de cana-de-agucar,
encontraram uma média geral 31,4% de
hemicelulose.

3.3 Coeficiente de digestibilidade e
rendimento dos pré-tratamentos

Segundo Santos et al. (2012), a
variabilidade de caracteristicas como o grau de
cristalinidade da celulose, éarea superficial
especifica, grau de polimerizagéo, protecdo da
celulose pela lignina e hemicelulose, explicam
0 grau de digestibilidade enziméatica da
biomassa lignocelulésica.

A partir dos resultados obtidos (Tabela
3), observou-se que ndo ocorreu interacao
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significativa (P>0,05) entre variaveis avaliadas
(niveis de adubacgdo nitrogenada, idades de
corte da planta e pré-tratamento), no entanto, as
diferentes idades de corte da planta, assim como
os diferentes tipos de pré-tratamento
influenciaram significativamente (P<0,05) no
coeficiente de hidrolise da fibra (que

corresponde ao percentual da fibra passivel de
digestdo enzimatica) e sobre o rendimento dos
pré-tratamentos (correspondente ao percentual
restante de fibra pré-tratada apds o processo de
pré-tratamento). Os diferentes niveis de
adubacdo nitrogenada ndo influenciaram
(P>0,05) os parametros avaliados.

Tabela 3. Coeficiente de hidrolise da fibra (CHribra) € Rendimento do Pré-Tratamento do capim -
elefante cv BRS Canara na regido central do Tocantins.

VARIAVEIS Rendimento CHribra (%)
EXPERIMENTAIS Pré-Tratamento (%)
Adubacdo Nitrogenada

0 kg hat 37,25 A 60,56 A

50 kg hat 36,52 A 59,45 A

100 kg hat 36,26 A 58,90 A

150 kg ha'* 37,72 A 58,56 A
CV(%) 4,09 4,29

Idades de Corte da Planta

100 dias 35,16 A 68,13 A

130 dias 37,13 B 59,35 B

160 dias 38,52 C 50,61 C
CV(%) 3,54 4,73

Pré-Tratamento

Acido 49,18 A 35,52 B

Acido/Base 24,70 B 83,22 A
CV (%) 4,21 6,28

*Meédias seguidas de mesmas letras na coluna néo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia. Valores

correspondentes a um corte
*CV (%): coeficiente de variacéo

Vale ressaltar que as médias
apresentadas sdo referentes aos teores de
biomassa restantes ap6s cada processo. No
corte realizado aos 100 dias apds o plantio, a
eficiéncia do pré-tratamento foi superior,
apresentando média de 35,16% da matéria seca
original. O corte realizado aos 130 dias
apresentou 37,13% da matéria seca original, ja
0 corte realizado aos 160 dias resultou na menor
eficiéncia do pré-tratamento com média de
38,52% da matéria seca original.

O pré-tratamento acido seguido do
basico garantiu uma maior eficiéncia na
desorganizacdo dos componentes estruturais da
fibra (restando 24,70% de média da matéria
seca original), ja o pré-tratamento com ataque
acido atuou de forma inferior (restando 49,18 %
de média da matéria seca original), fato
intimamente relacionado a diferenca de atuagéo
de cada um sobre a fibra. Segundo Chang

(1999), enquanto o pré-tratamento basico atua
removendo 0s grupos acetis da hemicelulose,
reduzindo os impedimentos contra a agdo das
enzimas hidroliticas, o pré-tratamento acido
atua na solubilizacdo da fracdo hemicelulose da
biomassa com a finalidade de melhorar a
acessibilidade da celulose ao ataque enzimatico
(ALVIRA et al., 2010).

Nas avaliagbes correspondentes ao
efeito das deferentes idades de corte sobre o
coeficiente de hidrdlise da fibra, observou-se
que no corte realizado aos 100 dias ap6s o
plantio, a porcentagem media de fibra
suscetivel a hidrélise enzimatica foi superior as
encontradas nos demais cortes, alcancando
68,13% de hidrdlise da fibra. J& aos 130 e 160
dias, verificou-se 59,35 e 50,61%
respectivamente. O decréscimo da fracdo
passivel de digestdo enzimatica pelo aumento
da idade da planta pode ser explicado de acordo
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com Van Soest (1983), que relata que, na
medida em que ocorre 0 aumento da idade da
planta, consequentemente cresce o teor de
FDN, fato intimamente ligado ao aumento na
porcentagem de lignina que esta associada a
celulose e hemicelulose da parede celular,
resultando na diminuicdo do ataque de enzimas
que atuam na digestdo e por consequéncia
reduzindo o grau de hidroélise da fibra. Segundo
Fernandes et al. (2003), em seu trabalho
avaliando a composicdo  quimica e
bromatoldgica de variedades de cana-de-agucar
com diferentes ciclos de producdo e trés idades
de corte, 0 avancgo da idade de corte da planta
levou a uma diminuicdo da fibra
potencialmente digestivel. Yeo (1977), relata
que o coeficiente de digestibilidade da
biomassa é afetado na medida em que a planta
envelhece; fato que ocorre pelo aumento da
lignina na parede celular que atua como uma
barreira fisica entre a celulose e hemicelulose e
as enzimas celuloliticas. Viera et al. (1980),
comprovaram tal fato em seu experimento
avaliando a producdo, coeficiente de
digestibilidade da matéria seca e concentracao
de nutrientes em Panicum maximum jacq., em
funcéo dos cortes aos 30, 45, 60 e 75 dias de
idade, no qual concluiram que o coeficiente de
digestibilidade diminuia na medida em que a
idade da planta aumentava.

Outro fator que influenciou
significativamente (P<0,05), de acordo com as
avaliac0es, foi o tipo de pré-tratamento da fibra
(&cido e é&cido/base). Observou-se que nas
estimativas de coeficiente de hidrdlise da fibra,
os melhores resultados foram obtidos a partir do
material pré-tratado com éacido/base (83,22%),
fato que mostrou que o pré-tratamento
associado promoveu uma maior
desorganizacao nas estruturas que compdem a
fibra, aumentando seu potencial digestivel e
facilitando a atuacdo das enzimas durante o
processo de hidrélise. Tais  resultados
concordam com 0s encontrados por Souza
Filho (2014), que avaliando diferentes tipos de
pré-tratamento (peroxido alcalino, alcalino e
acido/alcalino) pdde observar que o material
pré-tratado pela rota cida/alcalina apresentou a
maior digestibilidade. Mendes et al. (2012),
avaliando os efeitos de diferentes tipos de pré-
tratamentos sobre a desconstrucdo da biomassa

lignocelulosica, também concluiram que o pré-
tratamento acido seguido do bésico conseguiu
alcancar os melhores resultados dentre os
avaliados.

3.4 Rendimento de etanol

Segundo Van Soest (1994), as
caracteristicas qualitativas das forrageiras
dependem basicamente dos seus componentes
quimicos que, por sua vez, sofrem influéncia,
dentro de uma dada espécie, pela idade da
planta, pelo seu porte, fertilidade do solo,
fertilizag&o utilizada e outros. De acordo com
Fischer (2014), produzir etanol a partir de
materiais lignocelul6sicos compreende alguns
processos principais: um pré-tratamento da
biomassa com a finalidade de tornar acessivel a
celulose e a hemicelulose durante o processo de
hidrolise; hidrolise do material pré-tratado em
hexoses (geradas a partir da hidrolise da
celulose e em menores quantidades da
hemicelulose) e pentoses (oriundas da
hemicelulose);  fermentagdo  etilica do
hidrolisado através da acdo de leveduras;
destilacéo do fermentado. De acordo com Silva
(2012), um dos maiores percalcos ligados a
biomassa lignocelulésica para producdo de
etanol estd em torno da necessidade de se
encontrar um processo de pré-tratamento mais
adequado, que consiga atuar de forma eficaz na
desorganizacdo da estrutura da biomassa
(celulose, hemicelulose e lignina) a fim de
possibilitar de forma efetiva a acdo de acidos ou
enzimas na conversdo de carboidratos em
acucares fermentesciveis.

Sabendo que o potencial de materiais
lignocelulosicos para se converter em etanol
esta intimamente relacionado a quantidade de
acucares presentes em seus componentes
fibrosos apresentados na fragdo celulose e
hemicelulose e que esses componentes podem
ser influenciados pela idade da planta e pela
aplicacdo de nitrogénio e, ainda, que a produgéo
de etanol 2G é fortemente influenciada pelo
tipo de pré-tratamento que a biomassa recebe,
a Tabela 4 mostra a estimativa de rendimento
de etanol pela hidrélise da fibra para o capim-
elefante cultivar BRS Canara submetido a
diferentes idades de corte da planta, niveis de
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adubacao nitrogenada e tipos de pré-tratamento
(&cido e acido/base).

Tabela 4. Rendimento em etanol estimado a partir da fracdo fibrosa hidrolisada do capim - elefante
cultivar BRS Canaréa na regido central do Tocantins. Estimativa em litros por tonelada de
matéria seca com material pré-tratado (ETANOL Hidrolise Pré-Trat L.t! de MS),
estimativa em litros por tonelada de matéria seca com o material original (ETANOL
Hidrolise MS original L.t de MS) e estimativa em litros por hectare com material pré-
tratado (ETANOL Hidrdlise Pré-Trat L hat).

ETANOL ETANOL ETANOL
VARIAVEIS Hidroélise Hidrolise Hidrélise
EXPERIMENTAIS Pré-Trat MS original Pré-Trat
L.t1 de MS L.t de MS L hat
Adubacéo Nitrogenada
0 kg ha* 83,25 A 26,92 A 262,96 A
50 kg ha't 81,73 A 25,55 A 258,55 A
100 kg ha' 80,97 A 25,56 A 316,41 A
150 kg ha't 80,51 A 25,91 A 312,58 A
CV(%) 4,30 6,15 58,65
Idades de Corte da Planta
100 dias 93,67 A - 139,52 C
130 dias 81,59 B - 297,27 B
160 dias 69,58 C - 426,09 A
CV(%) 4,73 - 49,84
Pré-Tratamento
Acido 48,82 B - 282,64 A
Acido/Base 114,41 A - 292,61 A
CV(%) 6,28 - 61,12

*Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia. Valores

correspondentes a um corte
*CV (%): coeficiente de variacdo

*Células assinaladas com traco (-) apresentaram interagdo significativa (P<0,05) entre os fatores

De acordo com os resultados obtidos
para rendimento de etanol (com biomassa pré-
tratada), ndo foi observada interacdo
significativa (P>0,05) entre os fatores
experimentais testados. As diferentes idades de
corte da planta influenciaram de forma
significativa (P<0,05) no rendimento de etanol,
ja os diferentes tipos de pré-tratamento
influenciaram significativamente apenas na
estimativa em L.t de MS. As doses crescentes
de nitrogénio nao incrementaram
significativamente (P>0,05). Observou-se, de
acordo com os dados da Tabela 4, que para o
material pré-tratado, o corte realizado aos 100
dias apds o plantio apresentou as melhores
médias de rendimento de etanol em L.t de MS,
ja o corte realizado aos 160 dias mostrou 0s
piores rendimentos. Esse fato ocorre, segundo

Costa et al. (2008), em consequéncia do avango
da idade da planta acarretar em um maior
espessamento e lignificacdo da parede celular.
Nesse sentido, a digestibilidade declina de
maneira drastica com a maturidade da planta
por ocorrer 0 aumento dos teores de
carboidratos estruturais (VAN SOEST, 1994).
Ciente de que o aumento da idade de
corte da planta afeta negativamente o
rendimento de etanol em L.t! de MS em
biomassa pré-tratada, € que 0s cortes mais
tardios proporcionaram um maior
rendimento de MS em t.ha%, foi observado que,
apesar da queda na digestibilidade em
decorréncia das mudancas estruturais que
ocorrem na fibra com o aumento da idade, o
ganho de producéo de biomassa em cortes mais
tardios proporcionaram um maior rendimento
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médio de etanol em L ha*. Foi observado que o
corte aos 100 dias apresentou o melhor
rendimento médio em L.t* de MS (93,67 litros
com material pré-tratado), ja o corte realizado
aos 160 dias resultou nos piores rendimentos
(69,58 litros com material pré-tratado). A
estimativa da producéo de etanol em L ha™ foi
maior no corte realizado aos 160 dias (426,09
litros com material pré-tratado) e inferior no
corte realizado aos 100 dias (139,52 litros com
material pré-tratado).

Dentre as varidveis avaliadas no
experimento, como citado anteriormente,
verificou-se de modo geral que os melhores
resultados em rendimento de etanol estimado
por tonelada de matéria seca foram os obtidos
no corte realizado aos 100 dias ap0s o plantio a
partir da biomassa pré-tratada. De acordo com
a Tabela 4, os valores obtidos ficaram proximos
aos encontrados por Grasel et al. (2016), que
avaliando a producdo de etanol de segunda
geragdo a partir de capim-elefante e bagago de
cana-de-agucar conseguiram resultados de 79
L.t1 de MS e 96 L.t'* de MS respectivamente.
Siqueira et al. (2016), encontraram valores
superiores estudando a produgdo de etanol
lignocelul6sico a partir de biomassa de capim-
elefante, atingindo 175,9 L.t™* de MS, valor este
préximo ao encontrado por Usberti Filho et al.
(1988), que obtiveram rendimento de 185,3 e
205,5 L.t* de MS para as cultivares Taiwan e
Mineiro de capim-elefante.

Os pré-tratamentos avaliados nao
mostraram diferenca significativa (P>0,05)
para rendimento de etanol em L hal, entretanto,
na estimativa em L.t de MS houve diferenca
significativa (P<0,05). O pré-tratamento
quimico intercalado por ataque &cido e basico
apresentou maior efetividade na
desestruturacdo das moléculas que compdem a
fibra (celulose, hemicelulose e lignina),
melhorando o processo de hidrdlise o que,
consequentemente, resultou em um rendimento
de etanol superior ao encontrado no pré-
tratamento com ataque acido. Esse fato pode
ser justificado de acordo com Silva (2012), que
relata que pré-tratamentos quimicos (&cidos,
alcalinos e oxidativos) diferenciam entre si nos
mecanismos responsaveis pelas transformacoes
estruturais e quimicas da parede celular. O autor
ainda cita que, enquanto nos pre-tratamentos

utilizando ataque é&cido, a fracdo de
hemicelulose é hidrolisada, nos ataques
utilizando bases, parte da lignina é retirada e a
hemicelulose necessita de hemicelulases para
ser hidrolisada. Nesse contexto, intercalar o
pré-tratamento com catalisador acido e basico
proporcionou uma melhora na acessibilidade da
enzima durante a hidrélise, aumentando o0s
rendimentos de etanol.

Concordando com os resultados desta
pesquisa, de acordo com Assumpcdo (2015),
em seu estudo avaliando pré-tratamentos
quimicos na producdo de etanol de segunda
geracdo a partir do bagaco da cana-de-agucar,
foi possivel verificar que apesar do alto teor de
celulose contido no material (38%), o pré-
tratamento com &cido mostrou baixa eficiéncia
na remocdo da lignina (17%), além de
solubilizar mais a fracdo hemicelulose (44%) e
uma parte da fracdo celuldsica. Entretanto, o
pré-tratamento combinado (acido e base) atuou
de forma seletiva na remocdo da lignina e da
hemicelulose  remanescente, tornando a
biomassa susceptivel & hidrolise e garantindo
maiores resultados. Souza Filho (2014) também
observou em sua avaliagdo com duas espécies
de palma forrageira que os testes de hidrdlise
enzimatica resultaram em alta conversdo da
celulose para o material pré-tratado em meio
acido-basico. Vasconcelos (2015), comparando
pré-tratamentos quimicos, um com peroxido de
hidrogénio e outro combinado com &cido/base
no bagaco de cana-de-aclcar, também
observou uma maior quantidade celulose
(62,5%) no material que passou por pré-
tratamento  combinado, melhorando o
rendimento da hidrélise enzimatica.

Além das estimativas de rendimento de
etanol avaliadas a partir de biomassa pré-
tratada, o presente estudo também contou com
a estimativa de etanol pela hidrélise da fibra a
partir da biomassa original, ou seja, levou-se
em consideracdo para estimativa de rendimento
a matéria seca in natura (antes de ser pré-
tratada), isso porque sabe-se que durante o
processo de pré-tratamento quimico parte da
matéria € perdida. Nessas avaliagbes, as
variaveis experimentais idades de corte da
planta e diferentes tipos de pré-tratamento
interagiram  entre  si  significativamente
(P<0,05), ja a variavel correspondente as
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diferentes doses de nitrogénio, além de nao
interagir com as demais também ndo
influenciou significativamente (P>0,05) o

rendimento de etanol. Conforme mostra a
Tabela 5, é possivel observar a interagéo entre
as variaveis citadas.

Tabela 5. Rendimento em etanol em litros por tonelada de matéria seca original (L.t de MS original)
para idade de corte da planta e o tipo de pré-tratamento.

Pré-Tratamento

ETANOL  Idades de , ,
Dig. Corte da Acido Acido/Bésico
MS Planta
original 100 dias 29,51 Aa 28,63 Aa
LtldeMS 130dias 23,66 Bb 28,68 Aa
160 dias 18,31 Cb 27,12 Aa

*Meédias seguidas de mesma letra, miniscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott a 5% de significancia

O corte realizado aos 100 dias apoés
plantio foi mais eficiente com pré-tratamento
por ataque acido para rendimento potencial de
etanol. Com avanco da idade de corte (130 e
160 dias ap6s o plantio), decresceram
significativamente (P<0,05) os rendimentos
utilizando ataque é&cido. Entretanto, o pré-
tratamento com ataque acido/base ndo mostrou
diferenca significativa (P>0,05) com o0s
avancos das idades de corte, porém quando
comparado ao pré-tratamento acido em cortes
realizados aos 130 e 160 dias ap6s o plantio foi
significativamente diferente (P<0,05),
apresentando maior rendimento de etanol.

Com o aumento da idade da planta, a
acessibilidade das enzimas hidroliticas é
comprometida  pelo incremento dos
constituintes da fibra, principalmente a lignina,
resultando numa menor conversao em agucares
e soluveis e, assim, afetando o rendimento de
etanol. Segundo Lima et al. (2010), a
importancia dada ao teor de lignina ndo se
refere apenas a baixa na digestibilidade, mas
principalmente pela sua ligagdo aos demais
componentes da fibra. Por atuar como uma
espécie de cimentante nas ligagdes dos
componentes da parede celular, a lignina se
entrelaga na celulose e hemicelulose
indisponibilizando estas & acdo das enzimas
hidroliticas. Nesse sentido, o fato do
rendimento de etanol estimado pela hidrélise da
fibra decrescer com o avanco das idades de
corte utilizando pré-tratamento com ataque
acido pode ser justificado pelo incremento nos
teores de lignina com o avango da maturidade

da planta e pela baixa eficiéncia do pré-
tratamento &cido na quebra das barreiras desse
componente da fibra e no ndo rompimento da
cristalinidade da celulose para torna-la mais
acessivel a acdo de enzimas.

Como n&do foi observada influéncia
significativa (P>0,05) das idades de corte junto
ao pré-tratamento acido/base no rendimento de
etanol estimado pela hidrélise da fibra,
subentendesse que a associacdo de acido com
base para pré-tratar a biomassa analisada em
diferentes idades de maturacdo gerou uma
maior eficiéncia na reducdo da recalcitrancia do
material lignocelulésico, aumentando sua
digestibilidade e facilitando o acesso das
enzimas sobre a celulose e hemicelulose,
promovendo uma maior conversdo em agucares
fermentesciveis. Esse fato também foi
observado por Mendes et al. (2012), que
avaliando diferentes tipos de pré-tratamentos na
desconstrucdo da biomassa lignocelulésica,
observaram que o acido seguido do alcalino,
além de disponibilizar uma maior quantidade
de celulose, garantiu uma maior velocidade de
conversao da celulose em glicose em razdo da
alteracdo causada na estrutura do material.
Souza Filho (2014), avaliando diferentes pré-
tratamentos aplicados em duas espécies da
palma forrageira, também observou que o
mesmo pre-tratamento foi responsavel pela
maior liberacdo de glicose apos a hidrolise.

Apesar dos resultados desta pesquisa
serem promissores e mostrarem potencial para
producdo de etanol 2G a partir do capim-
elefante cultivar BRS Canarg, o etanol 1G
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obtido a partir de matérias-primas como a cana-
de-acucar e o milho ainda apresenta
superioridade de rendimento por hectare. De
acordo com Peduzzi (2019), a partir da cana-de-
acucar € possivel produzir mais de 6 mil litros
de etanol por hectare, ja a partir do milho €é
possivel produzir cerca de 2,5 mil litros por
hectare. A maior produtividade alcancada nessa
pesquisa com capim-elefante cultivar BRS
Canaré foi de 426,09 litros por hectare, mas
ressalta-se que essa estimativa foi alcancada
com apenas um corte realizado os 160 dias ap6s
o plantio e, como a cultura possibilita
sucessivos cortes, a tendéncia é uma producéo
de etanol mais elevada, diminuindo a diferenca
em relacdo a producdo do etanol 1G de culturas
anuais.

De acordo com Veigas (2010), o custo
da producdo do etanol de cana-de-acucar é de
US$0,22/L, ja o de milho é de US$ 0,35/L. Para
Senna e Ansanelli (2016), as principais
vantagens do etanol 1G em relacdo ao 2G é que
0 primeiro apresenta tecnologia madura e custo
de producdo inferior ao segundo, entretanto,
Pacheco (2011) afirma que matérias-primas
como o capim-elefante, braquidrias, panicuns e
outras  representam  fontes  alternativas
eficientes e competitivas para locais onde néo é
possivel o cultivo da cana-de-aclcar e outras
culturas que visam a producéo de etanol 1G.
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