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RESUMO

Em um contexto de mudancas climaticas, alinhado com a necessidade de reduzir as emissoes
de gases de efeito estufa, os biocombustiveis integram a diversificacdo da matriz de transporte,
contribuindo para o suprimento de energia de forma segura, acessivel e ambientalmente
responsavel. Apesar de o Brasil ser o segundo maior produtor global de etanol, ainda requer a
diversificacdo de culturas bioenergéticas. Além disso, a composicdo lignocelul6sica da
biomassa e a capacidade de desconstrucédo da parede celular vegetal, também sdo extremamente
importantes para indicar uma cultura potencial para 0 mercado de bioenergia. Esta composicéo
fisico-quimica pode ser diferenciada entre espécies, manejo cultural e até mesmo em diferentes
partes da mesma planta. Nesse cenario, o sorgo biomassa (Sorghum bicolor (L.) Moench)
apresenta-se como potencial matéria prima para a producdo do etanol de segunda geragdo. O
sorgo é uma planta C4, de dias curtos e com altas taxas fotossintéticas, além de ter a vantagem
de adaptacéo a diversos ambientes, permitindo o desenvolvimento e expansdo da cultura em
regides de cultivo com distribuicdo irregular de chuvas. Dessa forma, objetivou-se com este
estudo identificar gendtipos de sorgo biomassa com potencial agronbmico e composi¢do
lignocelul6sica favoravel ao desenvolvimento do etanol de segunda geragdo. Foram cultivados
cinco hibridos de sorgo biomassa, nos municipios de Sete Lagoas e Couto de Magalhées de
Minas, nas safras 2015/2016 e 2016/2017. A composicao lignoceluldsica da biomassa in natura
de cada material, e ap6s os pré-tratamentos, foram determinadas para verificacdo futuras de
melhores rendimentos de etanol. O pré-tratamento acido foi realizado com acido sulfurico
(H2S04), enquanto para o pré-tratamento alcalino foi utilizado solugdo de hidréxido de sodio
(NaOH). Dentre os materiais avaliados, dois hibridos mutantes de sorgo biomassa de nervura
marrom “bmr” foram testados comparativamente a trés hibridos de sorgo biomassa
convencionais. Entre os caracteres agrondmicos, constatou-se diferenca na produtividade,
sendo o hibrido BRS716 o mais produtivo, com producdo de massa verde (PMV) de 98,41 t ha”
! ¢ producdo de massa seca (PMS) de 33t ha™. O hibrido de sorgo biomassa de nervura marrom
bmr 2015B002 também apresentou valores considerados altos, com um PMV de 81,03 t ha™.
Em relacdo a composicéo lignoceluldsica da biomassa in natura, os hibridos de nervura marrom
bmr 2015B002 e 2015B003 se destacaram, apresentando teores de lignina significativamente
menores (4,63%) em relacdo aos hibridos convencionais (7,15%). Verificou-se que 0s pré-
tratamentos foram eficientes na remocéo de lignina, constatando teores proximo de zero para
0s gendtipos 2015B002 e 2015B003. A lignina é um composto polifendlico que interfere de

maneira negativa no processo de sacarificacdo, uma vez que dificulta a agdo das enzimas ao



complexo celulésico. Os resultados demonstraram que o tratamento &cido seguido por base
apresentou o melhor rendimento ap6s a hidrolise enzimatica, corroborado pelas anélises de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Andlise de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR), Analise de indice de cristalinidade (DRX) e Analise Térmica (TG), que
demonstraram a modificacdo estrutural desejavel. Os melhores rendimentos de hidroélise foram
obtidos a partir dos materiais pré-tratados, sendo o tratamento &cido seguido de base o que
obteve os melhores resultados. Os genoétipos avaliados nos dois ambientes apresentaram
desempenho semelhante, podendo ser recomendado para as duas regides. Ndo houve interacdo
entre hibridos e ambiente, para todos os caracteres avaliados. A producdo de bioetanol de
segunda geracdo para os hibridos avaliados variou entre 6.612 a 11.838 litros por hectare, por
ciclo de 180 dias. O sorgo biomassa bmr 201556B002 apresentou melhor rendimento de
hidrolise, para os dois tipos de sacarificacdo utilizados, quando comparados aos genotipos

convencionais.

Palavras chave: Etanol celulésico, lignocelulose, parede celular, biocombustiveis, cultura

bioenergética, gendtipos de sorgo.



ABSTRACT

In a context of climate change, in line with the need to reduce greenhouse gas emissions,
biofuels integrate the diversification of the transport matrix, contributing to secure, affordable
and environmentally responsible energy supply. Brazil is the second largest global producer of
ethanol, but it needs diversification of bioenergy crops to boost agricultural production and
technological development. The lignocellulosic composition of the biomass and the
deconstruction capacity of the plant cell wall, are extremely important to indicate a culture as a
potential biomass supply chain for bioenergy market. This physicochemical composition can
be differentiated between species, cultural management and even in different parts of the same
plant. Sorghum bicolor (L.) (Moench), which stands out for its dry matter yield per hectare, has
been considered as potential raw material for biofuels. Sorghum is a C4 plant, photoperiod
sensitive; these are characteristics of short-day plants with high photosynthetic rates. Sorghum
genotypes were evaluated for agronomic potential and chemical composition favorable to the
production of cellulosic ethanol. Five biomass sorghum hybrids were grown, in the city Sete
Lagoas and Couto de Magalhdes de Minas, in the agricultural year 2015/2016 and
2016/2017.The lignocellulosic composition of the raw biomass of each genotype, and after acid
and alkaline pretreatments was determined for future investigations of improved ethanol yields.
Among the evaluated materials, two hybrid brown midrib (bmr) sorghum biomass were tested
and compared to three conventional sorghum biomass hybrids. Among the agronomic
characters, there was a difference in productivity. The hybrid BRS716 being the most
productive, with a fresh biomass yield (FBY) of 98,41 t ha™ and dry biomass yield (DBY) of
33 t hal. The hybrid sorghum brown midrib bmr 2015B002 also presented values considered
high, with FBY of 81,03 t ha. The lignocellulosic composition of the biomass of the bmr
hybrid 2015B002 and 2015B003 stood out, presenting significantly lower lignin contents
(4.63%) than the conventional hybrids (7.15%). The results showed that the acid treatment
followed by the alkaline treatment showed the best performance after the enzymatic hydrolysis,
supported by the Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared Analysis
(FTIR), Thermal analysis (TG) and crystallinity index analysis, that demonstrated the desired
structural modification. Cellulosic ethanol production for the evaluated hybrids ranged from
6,612 to 11,838 liters per hectare per cycle of 180 days. Biomass sorghum bmr 201556B002
presented better hydrolysis yield for the two types of saccharification used when compared to

conventional genotypes.



Key words: Cellulosic ethanol, lignocellulosic, cell wall, biofuels, bioenergetic crop, sorghum

genotypes.
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1 INTRODUCAO

Conforme a perspectiva historica, o paradigma da dependéncia dos recursos nao
renovaveis € evidente, principalmente pelo fato de a sociedade atual ter evoluido sob um
consumo ilimitado do petroleo e seus derivados. A partir da revolugédo industrial, observa-se
que o crescimento populacional ocasionou o aumento do consumo dos combustiveis fésseis.
No entanto, a expectativa de produgéo desse recurso torna-se cada vez menor, originando crises
econémicas e geopoliticas.

Diante deste contexto, faz-se necessario a busca por alternativas e solucdes com
base em fontes de energias renovaveis. Embora 80% da energia consumida mundialmente seja
representativa dos combustiveis fdsseis, e apenas 13,7% sob a perspectiva das energias
renovaveis (EPE, 2018), no setor de transporte essa realidade comeca a sofrer significativa
mudanca. Atualmente, os biocombustiveis assumem um importante papel como alternativa dos
combustiveis fosseis liquidos, sendo o biodiesel e o bioetanol os principais produtos (REN21,
2017). De acordo com a ANP (2018), em 2018 o Brasil produziu 122.709.819 barris
equivalentes de petréleo (bep) de etanol, enquanto o biodiesel alcangou uma producdo de
33.940.631 bep.

Observa-se que, nos ultimos dez anos, houve grande crescimento da producao
global dos biocombustiveis, tendo hoje os EUA como o maior produtor, e o Brasil o0 maior
produtor de etanol na América do Sul (CONAB, 2015; BP, 2015; REN21, 2017). Até 2006 o
Brasil era o maior produtor mundial de etanol, perdendo a partir de entdo a posi¢do para 0s
EUA, que chegou a produzir duas vezes mais que o Brasil, embora o etanol produzido por eles
seja de milho, que apresenta um balanco energético menos eficiente e com maior custo.
Considera-se, também, que a partir de 2013 a producdo global de biodiesel tornou-se
significativa, pois somente era relatada na Europa (BP, 2015).

De modo geral, 0 mercado de biocombustiveis apresenta-se com uma expectativa
de incremento para os proximos anos (OECD-FAO, 2015), estimulado principalmente por
politicas de estado, que atuam com regras mandatérias (REN21, 2017) e determinam a mistura
de biocombustiveis aos combustiveis fosseis ou até mesmo o uso de biocombustiveis puros em
motores de ciclo otto (IEA, 2011). O Brasil, referéncia na utilizagdo de recursos renovaveis em
sua matriz energética, embora tenha uma expressiva capacidade de producdo de etanol,
apresenta-se com o desafio de diversificar as matérias-primas para a producdo de
biocombustiveis, que ainda dependente da soja e da cana-de-aglcar. Além disso, a

diversificacdo poderd promover a descentralizacdo da producdo, que também é um grave
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problema, pois as regides produtoras do pais encontram-se distantes das regides consumidoras,
0 que afeta a logistica e consequentemente o preco.

Além do cenario exposto, referente a limitacdo de oferta e as altas de precos dos
recursos nao renovaveis, existem fortes debates sobre possiveis e necessarias alternativas que
minimizem impactos ambientais de emissdo de gases de efeito estufa e que em consequéncia,
ndo prejudiquem a producdo e oferta de alimentos. Com isso, a busca do etanol extraido de
celulose esta mobilizando um nimero crescente de pesquisadores voltados para ampliacdo da
produtividade do etanol brasileiro.

O Brasil, considerado o maior produtor agricola de cana-de-agucar e também maior
produtor de etanol originado dessa cultura (CONAB, 2017), destaca-se com o desafio de
aproveitar o bagaco e a palha, fontes de celulose que respondem por dois tercos da energia da
planta, na conversdo de biocombustivel (MARQUES, 2009). Entretanto, percebe-se que
existem outras biomassas que poderiam ser exploradas para a producdo de etanol de segunda
geracdo, devido as suas caracteristicas de grandes quantidades de celulose.

O sorgo biomassa (Sorghum bicolor (L.) Moench), portanto, é uma planta
promissora para a producdo de etanol celul6sico. Além de proporcionar uma maior oferta de
etanol, existe a vantagem de ser uma cultura menos exigente em &gua e nutrientes comparada
a cana-de-acgucar, tolerante ao estresse hidrico, além de ndo atuar na competi¢do de produtos
para a alimentagdo humana.

A relevancia deste projeto baseou-se na possibilidade de aproveitamento de uma
cultura energética para a producéo de etanol celul6sico, podendo ser cultivada na entressafra da
cana-de-agUcar, otimizando assim a infraestrutura j& existente para a obtencdo do etanol de
primeira geracao.

Sendo assim, pretendeu-se com este estudo avaliar a potencialidade comparativa de

diferentes genotipos de sorgo biomassa para a producédo de etanol de segunda geracao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Selecdo de gendtipos e producdo de sorgo biomassa com alta produtividade,
cultivados nas regides de Sete Lagoas e do Alto Vale do Jequitinhonha, no Estado de Minas

Gerais, como potenciais matérias primas para a indudstria de etanol de segunda geracéo.

2.2 Objetivos especificos

)} Cultivar diferentes gendtipos de sorgo biomassa nas cidades de Sete Lagoas e Couto de
Magalhaes de Minas;

i) Avaliar a produtividade em massa seca de cada genotipo em relacdo as diferentes
condigdes edafoclimaticas;

iii) Comparar a produtividade e qualidade da matéria prima dos hibridos de sorgo biomassa
de nervura marrom bmr, em relacdo aos hibridos de sorgo biomassa convencionais;

iv) Analisar a composicao lignocelul6sica da matéria prima bruta e apds os tratamentos;

V) Obter andlises fisico-quimicas das biomassas in natura e apés os tratamentos;

Vi) Analisar o rendimento de sacarificacdo e do etanol produzido comparativamente aos

gendtipos testados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Biocombustiveis

A necessidade de diversificar a matriz energética mundial, predominante dos
combustiveis fosseis, ocasionou a busca por tecnologias ambientalmente e economicamente
sustentaveis. Desde a década de 70, com a crise do petroleo, os biocombustiveis ganharam
destague como fontes alternativas de energia. A partir de entdo, o bioetanol e o biodiesel
mostraram-se potenciais substitutos dos combustiveis liquidos ndo renovaveis, ajudando a
mitigar os impactos ambientais associados as mudangas climaticas (JAISWAL et al., 2017).

O Brasil, apesar de ser referéncia na producao do etanol a partir da cana-de-agtcar
(DE SOUZA et al., 2014) e do biodiesel a partir da soja, tem grande potencialidade de ampliar
a oferta de energia a partir da diversificacdo do material vegetal utilizado, fato que é fomentado
pela rica biodiversidade intrinseca do pais.

Ressalta-se que além dos dois principais biocombustiveis liquidos comerciais, 0
etanol e o biodiesel, as pesquisas avancaram muito em relacdo a fontes energéticas, podendo
ser tomado como exemplo o biocombustivel de aviacdo, o chamado QAV, e 0 biometano que
é um biocombustivel gasoso (ANP, 2017a). Como o bioetanol ¢ alvo deste estudo, na Figura 1
pode-se observar a producao desse biocombustivel em barris equivalentes de petréleo no Brasil,
no periodo de 2012 a margo de 2019.

Figura 1 — Producao de etanol no Brasil em barris equivalentes de petréleo, no periodo
de 2012 a 2019.
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Fonte: ANP (2018).
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Os veiculos leves de ciclo otto utilizam duas categorias de etanol: (i) o etanol
hidratado, composto por 95% a 96% de etanol e o restante de agua, usado diretamente nos
modelos flex full, e (ii) o etanol anidro, composto por 99,6% de etanol absoluto, usado na
composicao da gasolina na proporcao de 27%, como mistura obrigatoria. De acordo com o
Boletim do Etanol n° 09, publicado em fevereiro de 2017 (ANP, 2017b), existem 384 plantas
de etanol autorizadas no Brasil, tendo como capacidade o total de 333.919 m3/dia de producao;
desse total, 216.883 m® sdo de etanol hidratado e 117.036 m® de etanol anidro.

Apesar dos numeros positivos, e de a safra 2017/2018 alcancar um acumulado total
de 27,78 bilhdes de litros de etanol (Figura 2) (MAPA, 2018), o pais tem que conviver com
importacdes do biocombustivel para atender o mercado interno, e nos primeiros seis meses do
ano de 2017 o pais importou quase o dobro de 2016 (UNICA, 2017).

Figura 2 - Producéo brasileira de etanol (m?) entre as safras 2013/2014 e 2018/2019.
Valores atualizados em 23/04/2019.
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Fonte: MAPA (2019).

Apesar do cenario em que se encontra o sistema produtivo do etanol nacional, o
governo brasileiro vem trabalhando para tentar recuperar a competitividade da producéo, por
meio de programas como o RenovaBio lancado pelo Ministério de Minas e Energia, que visa
contribuir para minimizar os desafios enfrentados pelo setor de bioenergia (EPE, 2017), como
também por meio de politicas de atualizacdo tarifarias (OECD/FAOQ, 2016), para a importacdo
de biocombustiveis concorrentes aos nacionais. Portanto, além do desafio de matérias primas
que atendam o requisito energético, de melhores politicas publicas que visem fomentar e
estimular a producdo nacional, ha também a necessidade de correlacionar uma eficiente
tecnologia no processamento dessa nova biomassa, o que se pode utilizar para diferenciar as

possiveis geracdes de biocombustiveis.
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3.1.1 Biocombustivel de primeira geracéo

As geracOes de biocombustiveis podem assim serem classificadas de acordo com a
tecnologia empregada para a sua obtencdo. Pode-se considerar que toda a producdo de
biocombustiveis comercialmente explorada no mundo advém das tecnologias denominadas de
primeira geracdo (BHATIA et al., 2017). Dessa maneira, de acordo com a Comissao Europeia
(2015), o Parlamento Europeu classificou os biocombustiveis de primeira geracdo basicamente
pelo fato de serem produzidos por matérias primas cultivadas, além de ja possuirem uma
tecnologia de processamento bem definida, e, contudo, denominou os biocombustiveis de
segunda geragdo, como 0s obtidos principalmente a partir de biomassa lignocelulésica e os de
terceira geracdo sendo os derivados de algas.

Destaca-se também a possibilidade dos biocombustiveis de quarta geracédo, que se
referem a organismos de engenharia genética, otimizados para melhorar o desempenho de
armazenamento de carbono (GAMBELLI et al., 2017). Assim como afirma Aro (2016), a
quarta geracdo de biocombustiveis ainda pode ser considerada prematura, mas esse combustivel
microbiano metabolicamente modificado podera ser uma poderosa tecnologia para producao
eficiente de combustiveis liquidos.

Os biocombustiveis de primeira geracdo ainda sdo os protagonistas, e o bioetanol
sendo o combustivel renovéavel mais utilizado mundialmente (GHOSH, 2016), tem-se como
exemplo dessa tecnologia o bioetanol de fontes sacarineas, como a cana-de-agUcar, a beterraba
acucareira e o sorgo sacarino (CASTANEDA-AYARZA e CORTEZ, 2017), as quais fornecem
a sacarose prontamente disponivel na planta para posterior fermentacdo e obtencédo do etanol
(KAZAMIA E SMITH, 2014). Nessas culturas o carboidrato esta presente na forma simples,
monodmeros de glicose (REIS et al., 2016)

A cultura do milho também é fortemente utilizada para a producdo de etanol de
primeira geracdo, principalmente explorado nos Estados Unidos, onde foi responsavel por 98%
do etanol produzido no pais em 2015 (RFA, 2016). Por ser uma fonte amilacea, assim como a
batata, a mandioca e os grdos de sorgo, fornece o amido que é fonte de glicose para a
fermentagdo. No entanto, quando comparado ao etanol de cana-de-agucar, o etanol produzido
a partir de milho apresenta um custo final mais elevado, devido ao fato de exigir uma etapa
adicional, o qual o amido que € um polissacarideo, é hidrolisado por meio de enzimas amilases
em mondmeros de glicose (CHEROENNET e SUWANMANEE, 2017; MONOCHIO et al.,
2017). Na Figura 3 pode-se observar um fluxograma da producdo de etanol, no qual diferentes

rotas séo empregadas.
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Figura 3 - Fluxograma da producéo de etanol a partir de diferentes rotas.
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Fonte: PEREIRA Jr., (1991).

H& uma forte pressdo da comunidade internacional em relacdo a producdo de
biocombustiveis, pois alega-se que os cultivos comerciais visando a producdo de energia
exigem grandes areas agricolas, o que poderia resultar em uma concorréncia com a producéo
de alimentos, aumento do desmatamento e poluicdo associada a producdo agricola (CORREA
et al., 2017). Na Tabela 1, observa-se o ranking da produ¢do mundial de etanol e as principais

fontes de biomassa utilizadas por cada pais no ano de 2015.

Tabela 1 - Ranking de producdo mundial de etanol e as principais fontes de biomassa
utilizadas no ano de 2015.

Pais Produgéq d(i etanol em % de aumento (2009- Principa?s matérias

2015 (milhdes de m?) 2015 primas

EUA 56.05 35% Milho

Brasil 26,85 8% Cana-de-agUcar

Unido Europeia 5.25 33% Beterraba agucareira

China 3.08 50% Milho / trigo

Canadé 1,65 50% Milho / trigo

Tailandia 1.26 25% Cana-de-cana / mandioca

Argentina 0,80 35% Cana-de-agucar

india 0,80 8% Cana-de-agtcar

Fonte: MONOCHIO et al., (2017), adaptado RFA (2015).
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3.1.2 Biocombustivel de segunda geracao

Atender as demandas futuras de energia e combustiveis, aliado a tentativa de
minimizar o aumento da temperatura global ocasionado pela elevada emissdo de CO2, requer
acOes conjuntas da populacdo em geral e principalmente da comunidade académica, a qual tem
se esforcado para otimizar produtos e processos para conversdo energética. Por isso, as
tecnologias de producdo de biocombustiveis de segunda geracdo sdo consideradas aliadas no
processo de garantir a seguranca energética, mitigar impactos ambientais e promover a
seguranca alimentar (CANABARRO et al.,, 2017; CAVALETT et al.,, 2017), pois essas
tecnologias baseiam-se na utilizacdo de culturas ndo alimentares que podem ser cultivadas em
areas marginais, além de exigirem menores concentragdes de insumos.

O etanol de segunda geracdo, ou etanol 2G como estd sendo denominado segundo
Sil e Neto (2013), tem sido amplamente estudado em varios paises, principalmente utilizando
0 bagaco de cana-de-aglicar como matéria-prima lignocelulésica (ALBARELLI et al., 2014;
BAZOTl et al., 2017; CARPIO e SOUZA, 2017). Até o momento ha mais de trinta projetos de
producdo de etanol celuldsico em escala comercial, dos quais doze estdo nos Estados Unidos e
apenas dois no Brasil (SALLES-FILHO et al., 2017).

Contrariamente as tecnologias de primeira geracdo, as matérias primas utilizadas
na produgéo do etanol 2G séo complexas, constituindo-se de um material fibroso, as quais néo
podem ser digeridas diretamente pelas leveduras tradicionais (MONOCHIO et al., 2017).
Entretanto, a tecnologia promissora de segunda geracao torna-se possivel por meio de processos
de hidrolise enzimética da biomassa (RAELE et al., 2014; REIS et al., 2016), para produzir
mondmeros de aglcares fermentesciveis.

A biomassa lignocelulésica permitira a ampliacdo da producdo de etanol, sem
aumento da area cultivada, que, ademais, podera tornar o etanol competitivo em custos (SILVA
et al., 2013). Biomassa pode ser considerada qualquer matéria organica passivel de ser
transformada em energia (ANEEL, 2008), incluindo culturas energéticas, gramineas, residuos
de madeira e residuos florestais (SINGH; MAHANTA; BORA, 2017), mas 0s rejeitos e
residuos agricolas em sua maioria contendo materiais lignocelul6sicos ocupam lugar de
destaque (SOUZA et al., 2012).

A composicgdo lignocelulosica pode variar de acordo com a especie vegetal e
condicGes edafoclimaticas (KANG e TAN, 2016), sendo composta basicamente por 40 a 60%
de celulose, 20 a 40% de hemicelulose e 15 a 25% de lignina (MOREIRA, 2005; SINGH,;
MAHANTA; BORA, 2017). A caracterizacdo da biomassa utilizada, portanto, determinara as
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etapas futuras de pré-tratamento, os quais promoverdo a desconstrucdo dessa matéria-prima
(REIS et al., 2016).

A partir do referenciado torna-se perceptivel que o desenvolvimento de processos
para a producdo de etanol a partir das biomassas disponiveis depende de otimizacgdes, de forma
integrada, de diversas etapas: pré-tratamento, hidrélise e fermentacdo dos hidrolisados
(GOUVEIA et al., 2009). A valorizacdo dos materiais lignocelulésicos na cadeia de
bicombustiveis impulsionara cada vez mais o pais ao lugar de destaque em energias limpas,
além de promover um desenvolvimento paralelo de coprodutos e processos (FAVARO e
MIRANDA, 2013).

Nessa mesma dire¢do, segundo Chaves e Gomes (2014), os biocombustiveis podem
desempenhar um importante papel no fomento da economia verde. Por questfes de seguranca,
diversidade e sustentabilidade, como também para mitigacdo do efeito estufa, todos os paises
devem investir em pesquisas, tecnologias e inovacdo na busca de combustiveis a partir de fontes
renovaveis (GUEDES et al., 2010).

3.2 Parede celular vegetal

A biomassa vegetal, fonte de carbono orgénico, compreende uma complexa
estrutura formada por diversas macromoléculas, tendo a parede celular como maior percentual
dessa biomassa, a qual é constituida principalmente por microfibrilas de celulose embutidas em
uma matriz de polissacarideos (Figura 4), além de proteinas e substancias fenolicas (SANDHU,;
RANDHAWA; DHUGGA, 2009; DOMINGUEZ et al., 2017).

Devido a sua especificidade e a alta recalcitrancia é que permitiu o sucesso e o
estabelecimento das plantas no sistema terrestre (JOHNSON, 2018), proporcionando protecdo
contra estresses, suporte fisico, e resisténcia das células vegetais contra a expansdo pela
absorcdo de agua (MARTINEZ-SANZ et al., 2017). No entanto, essa complexidade também se
apresenta como um aspecto desafiador da ciéncia, pois recai na busca de inimeros processos
para a desagregacdo desses polimeros de forma eficiente e econémica.

Ha também que se considerar que a parede celular vegetal € um recurso
significativo para a nutricdo humana e animal, além de ser fonte primordial de fibras para as
industrias téxteis e de celulose (FARINAS, 2011). Contudo, também denominada de biomassa
lignocelulosica, a parede vegetal caracteriza-se por sua eficiente participagdo nas fontes de

energia renovaveis sob o0 aspecto de matéria prima para a combustdo, assimilacdo de carbono



33

e, portanto, minimizacgdo do efeito estufa, quanto na producéo dos chamados biocombustiveis
de segunda geragdo (JOHNSON et al., 2018).

Figura 4 - Em azul esta representado a celulose, em verde as hemiceluloses e em amarelo
a pectina.

Fonte: JOHNSON et al., (2018).

A morfologia da parede celular pode ser dividida em trés regides (Figura 5): lamela
média, parede primaria e parede secundaria (RAVEN, EVERT, EICHHORN, 2007).
Quimicamente e estruturalmente, a proporcéo dos componentes da parede celular vegetal pode
variar de acordo com diversos fatores (PATTATHIL et al., 2015): a espécie, idade e nutrigdo
da planta, como também manejos culturais. Além disso, na familia Poaceae, na qual pertence
as gramineas, a parede celular se caracteriza por possuir arabinoxilanos como principal
hemicelulose, expressiva quantidade de celulose e reduzido contetdo de pectinas e proteinas
(GRANDIS et al., 2014).
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Figura 5 - Esquema ilustrativo da estrutura da parede celular vegetal.
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Fonte: MENON e RAO (2012).

As paredes primarias em gramineas sdo caracterizadas pela abundancia
significativa de polissacarideos hemiceluldsicos, glucuronoarabinoxilanos e glucanos de
ligacdo mista, com proporc¢des relativamente pequenas de xiloglucanos e proteinas estruturais,
como proteinas de arabinogalactano (PATTATHIL et al., 2015). No entanto, as paredes
secundarias caracterizam-se por possuir expressiva quantidade de celulose. Nas gramineas
tropicais, o elevado conteudo de parede celular esta associado a aspectos de natureza anatdmica
das espécies, em razdo da alta proporc¢éo de tecido vascular caracteristico das plantas C4 (VAN
SOEST, 1994).

3.2.1 Componentes da parede celular vegetal

3.2.1.1 Celulose

Estruturalmente, a celulose € um homopolissacarideo de glicose, onde as unidades
monossacarideas sdo unidas por ligagdes de hidrogénio em ligacdes B-1,4 (NAGARAJAN et
al., 2017). Sendo um polimero linear, € considerado o polimero mais abundante na Terra e
principal componente da parede célula vegetal, e estruturalmente as microfibrilas sdo revestidas
por hemiceluloses e lignina (KANNAM et al., 2017).

Por apresentar ligacfes de hidrogénio intermoleculares, e uma forte tendéncia em
formar ligagcdes de hidrogénio intramoleculares, a celulose caracteriza-se por possuir alta

rigidez, ser altamente insollvel e resistente a maior parte dos solventes organicos (TEIXEIRA;
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SIQUEIRA; RYHARA, 2016). Além disso, as microfibrilas de celulose podem apresentar
diferentes graus de cristalinidade e polimeriza¢do, o que pode ser determinante para muitas
aplicacdes futuras, como a reducao da recalcitrancia da biomassa para hidrolise na producéo de
biocombustiveis celulosicos (CARROLL e SOMERVILLE, 2009).

A disposicao estrutural da celulose (Figura 6), com a presenca de grupos hidroxila
na superficie das microfibrilas (MARTINEZ-SANZ et al., 2017), garante a estabilidade da
molécula (SUN et al., 2011).

Figura 6 - Moléculas de glicose unidas entre si por ligacdes glicosidicas do tipo p-1,4.
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Fonte: TAIZ e ZEIGER (2002).

3.2.1.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses caracterizam-se por serem um heteropolissacarideo (Figura 7),
constituido de polimeros de pentoses e hexoses (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014), os
quais podem conter D-glicose, D-galactose, D-manose, D-xilose, L-arabinose, acido D-
glucurdnico e acido 4-O-metil-glucurdnico, que se ligam a superficie das microfibrilas de
celulose através das ligacbes de hidrogénio, e a lignina através de ligacGes covalentes
(RAVINDRAN e JAISWAL, 2016).

Sendo um polimero heterogéneo e ramificado (FARHAT et al., 2017a), a
hemicelulose pode apresentar-se com diferentes estruturas e composicdo entre diferentes
biomassas, e é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza (PENG e WU, 2010).
Dessa forma, a hemicelulose tem sido considerada um substituto verde para os polidis derivados
de petroleo (FARHAT et al.,, 2017b), principalmente por suas caracteristicas como a
bioatividade, a biocompatibilidade e a biodegradabilidade (LI et al., 2018).
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Figura 7 - Estrutura tipica da hemicelulose mostrando as diferentes liga¢cdes e compostos

encontrados nas ramificagdes
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Fonte: Adaptado de DODD e CANN (2009).

Devido as interagdes com outros componentes da parede celular, é necessario
processos de pré-tratamento para a remocdo da hemicelulose (FARHAT et al., 2017a; L1 et al.,
2018). A configuragdo ramificada torna a estrutura das hemiceluloses irregular, conferindo
auséncia de cristalinidade e sua natureza hidrofilica, aumentando a flexibilidade do agregado e
podendo diminuir a recalcitrancia do polimero (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014,
(FARHAT et al., 2017b).

Considerando as diferentes unidades monoméricas que compdem as hemiceluloses,
a xilose é a que se destaca, classificando, dessa forma, a hemicelulose como xilana, assim como
as galactanas e arabinanas com predominio de galactose e arabinose, respectivamente
(GANDINI e BELGACEM, 2008).

3.2.1.3 Lignina

A lignina é o terceiro polimero mais importante na composicao da parede celular
vegetal, e, depois da celulose, € a substancia organica mais abundante nas plantas (TAIZ e
ZEIGER, 2004). Concentra-se em tecidos relacionados com conducdo de solutos e suporte
mecanico (FARINAS, 2011), e seu arranjo estrutural e sua hidrofobicidade protege 0s

carboidratos da degradagdo por microorganismos ou enzimas (GORDOBIL et al., 2016). Sua
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resisténcia estrutural inibe seu consumo pelos herbivoros e sua estabilidade quimica torna-a
indigerivel por esses animais (TAIZ E ZEIGER, 2004).

Diferentemente dos polissacarideos, a lignina representa um conjunto de polimeros
amorfos, de alto peso molecular, com natureza fendlica e altamente recalcitrante (SHAHZADI
et al., 2014). Constituida por grupos aromaéticos e alifaticos, possui em suas unidades
monomeéricas trés precursores primarios, sendo o alcool p-cumarilico; o alcool coniferilico e o
alcool sinapilico, cuja a representacdo quimica € a da Figura 8 (ANWARA; GULFRAZ,;
IRSHAD, 2014; CHEN e WAN, 2017).

Figura 8 - Mondmeros precursores da lignina (a) &lcool trans-para-cumarico, (b) alcool
trans-coniferilico e (c) alcool trans-sinapilico.
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Fonte: FARINAS (2011).

3.3 Pré-tratamento

A producdo de etanol de segunda geracdo caracteriza-se por multiprocessos que sao
fundamentais para disponibilizar os acUcares presentes na celulose e hemicelulose, os quais séo
hexoses e pentoses, respectivamente. A recalcitrancia lignoceluldsica ainda representa um
gargalo na bioconversdo enzimatica, sendo necessario, portanto, etapas para remover as
barreiras fisicas e quimicas e, consequentemente, aumentar a digestibilidade enzimatica da
celulose (YAN et al., 2015).

Assim sendo, o pré-tratamento € o primeiro passo para a produgdo do
biocombustivel de segunda geracdo. Alem disso, essa etapa eleva a area superficial da
biomassa, a porosidade do material e promove a hidrolise da hemicelulose (ROSSI et al., 2014).
Entretanto, existem diversos pré-tratamentos fisicos, quimicos e ou enzimaticos que podem ser

empregados, a fim de aumentar a conversao enzimatica, a eficiéncia de fermentacéo e, contudo,
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até mesmo a producédo de coprodutos indesejaveis (MUPONDWA et al., 2017a). Na Tabela 2

observa-se alguns pre-tratamentos usados em materiais lignocelulésicos, bem como suas

vantagens e desvantagens de aplicacéo.

No processamento da biomassa, portanto, os pré-tratamentos resumem-se em
romper a estrutura lignocelulésica (Figura 9), aumentando o acesso das enzimas aos
polissacarideos que posteriormente serdo fragmentados em monémeros fermentesciveis (L1U

et al, 2017). A quantificacdo desses acglcares na biomassa € extremamente importante, pois

determina o rendimento tedrico de etanol (SINGH; MAHANTA; BORA, 2017).

Figura 9 - Alteracdes do complexo lignoceluldsico apos pré-tratamento.
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Fonte: SANTOS et al., (2012).
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Tabela 2 - Efeito de diferentes pré-tratamentos, suas vantagens e desvantagens, usados em materiais lignocelul6sicos.

Caracteristicas composicionais

Pré-tratamento Vantagens Desvantagens
Celulose Hemicelulose Lignina
Fisico Moinho Intensiva reducdo do  N&o remove N&o remove Aumento da area Né&o altera a
grau de cristalinidade superficial especifica  polimerizacéo
Acido diluido Pouca 80 —100% de Pouca remocdo, mas  CondicGes médias, e Dificil recuperacéo
despolimerizacdo remocao ocorre mudanca na altas producdes de do éacido. Corrosivo e
estrutura xilose. relativamente
Custoso.
Hidréxido de sddio Inchagdo significativa Consideravel Remocao eficiente de  Remocdo efetiva de Reagente caro;
solubilidade toda a lignina. ésteres recuperagdo alcalina.
Hidroxido de calcio Pouca Significativa Solubilizacdo parcial:  Efetiva remocédo de Menor efetividade
o despolimerizacdo solubilizacdo ~40% lignina e acetil, baixo  devido a pouca
Quimico e
custo solubilidade da cal.
Ozondlise Né&o foi observada Pequena solubilizacdo  Solublizagéo acima Efetiva Altamente caro
despolimerizacédo de 70% deslignificacdo em devido a exigéncia de
condicBes suaves grande quantidade de
ozonio.
Organosolv Consideravel Significativo, quase Significativo, pode Alta producdo de O custo do solvente e
inchacéo completa ser quase completa xilose, efetiva os catalisadores séo
deslignificacdo elevados.
Biologico 20 — 30% de Acima de 80% de ~40% de Baixo requerimento Perda de celulose,
Bioldgico despolimerizado solubilizacdo deslignificacdo de energia, efetiva baixa taxa de
deslignificacdo hidrdlise
Explosdo a vapor Pouca 80 — 100% de Pouca remogdo, mas  Energia eficiente, Degradacédo da xilana
Combinado despolimerizacdo remocao ocorre mudanca na nenhum custo de como produto

estrutura.

reciclagem

inibitério

Fonte: SANTOS et al., (2012).
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Ao desestruturar a parede celular vegetal, o pré-tratamento também permite a
extracdo da lignina, fato que é essencial para otimizar a obtencdo do biocombustivel liquido.
Entre os componentes da biomassa, a lignina atua negativamente na hidrolise enzimatica por
trés principais fatores: a adsor¢do competitiva, a inibicdo quimica e o impedimento estérico
(KE e CHEN, 2013). Dessa forma, a deslignificacdo e exposi¢do das fibras celul6sicas
dependeré da escolha adequada do pré-tratamento dependendo da biomassa utilizada (REIS et
al., 2016).

A sacarificacdo da biomassa lignocelul6sica sem qualquer pré-tratamento, portanto,
pode render menos de 20% dos agUcares totais, enquanto que apds o pré-tratamento, chega a
atingir até 90% (SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016). O desafio de manipular matérias primas
heterogéneas a fim de converté-las em componentes uniforme permanece na busca de condi¢oes
ideais adaptadas a cada tipo de biomassa (MUPONDWA et al., 2017a). O pré-tratamento,
portanto, remove as estruturas ligadas a celulose e modifica a estrutura cristalina desse
polissacarideo, aumentando assim o0 acesso as enzimas celuloliticas (PHITSUWAN; SAKKA;
RATANAKHANOKCHAI, 2016).

3.3.1 Hidrélise acida

A hidrolise acida proporcionada pelo pré-tratamento com &cidos, principalmente
utilizando o &cido sulfdrico (H2SOs4), ainda se destaca no uso para a despolimerizacdo de
polissacarideos (NEGAHDAR; DELIDOVICH; PALKOVITS, 2016). Notadamente a
utilizacdo de acido altamente diluido (pH 1,5-2,5), a altas temperaturas de operagdo (200-230
°C) é mais favoravel e mais frequentemente aplicado (RASTOGI e SHRIVASTAVA, 2017).

A maioria dos estudos considera a hidrdlise acida, principalmente a partir de um
ponto de vista préatico, visando reduzir os custos do processo e obter altos rendimentos dos
produtos (CHEN, YE e SHEEN, 2012). Portanto, é comprovado que a acessibilidade da
celulose pode ser aumentada pelo tratamento com &cidos diluidos (SAHA et al., 2005), pois a
fibra vegetal diminui o grau de polimerizacdo em um curto espaco de tempo (FUNAHASHI et
al., 2017).

A remocado eficiente da fracdo hemicelulosica, catalisada por acidos (HOSSEINI et
al., 2010), antes da fermentacé&o € crucial, porque a enzima celulase € significativamente inibida
por xilose, e especialmente Xxiloligbmero. O processo de hidrélise &cida resulta em um
hidrolisado rico em agUcares de pentose, com xilose como o principal componente, mas também
pode conter glicose e arabinose (TIZAZU e MOHOLKAR, 2017). Do ponto de vista da
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biossintese, a xilose € molécula seminal e pode ser convertida através da via fermentativa para
inimeros produtos de valor agregado, como o xilitol (TRAN et al., 2004; ARRIZON et al.,
2012).

A hidrdlise acida da celulose e da hemicelulose além de obter xilose, gera também
mondmeros sollveis em &gua, como glicose, &cido acético, furfural e hidroximetilfurfural
(HMF) (LAVARACK, GRIFFIN e RODMAN, 2002; TIZAZU e MOHOLKAR, 2017) que,
por sua vez, pode ser convertido a acido formico e sdo quantificados por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia. O tratamento com &cido diluido, portanto, diminui quase 100% a
fragdo de hemicelulose, permitindo o aumento na concentracdo de celulose na biomassa. No
entanto, o pré-tratamento acido ndo é eficaz para dissolver a lignina, mas pode desorganizar e

aumentar a susceptibilidade da celulose a hidrdlise enzimatica.

3.3.2 Hidrélise bésica

Nos processos de obtencdo do etanol celulésico, um grande obstaculo é a remocéo
da lignina, por ser altamente resistente a solubilizacdo e também um inibidor importante para
hidrélise de celulose e hemicelulose (KUMAR e SHARMA, 2017). Portanto, o principal efeito
do pré-tratamento alcalino constitui-se na dissolugdo da lignina e desconstrucdo parcial da
hemicelulose, promovendo maior reatividade da fibra (NEGAHDAR; DELIDOVICH,;
PALKOVITS, 2016).

O pré-tratamento quimico com hidroxido de sédio (NaOH) pode eliminar ou
modificar a lignina através da quebra de ligacBes e afrouxamento de liga¢fes cruzadas entre
hemicelulose e lignina, resultando em maior porosidade (UMAGILIYAGE et al., 2015). Além
do hidroxido de sédio, também sdo usados como catalizadores alcalinos o hidroxido de
potassio, o hidréxido de calcio e 0 amoniaco, pois sdo operados a temperaturas mais baixas e
ndo necessitam de reatores complexos, apesar de requerer um tempo longo de acéo (de horas
para dias) (WAN; ZHOU; LI, 2011).

O hidroxido de sodio é considerado um catalisador basico mais forte, e a eficiéncia
no pré-tratamento é evidenciada por uma maior producgdo de agucares fermentéveis através da
hidrolise enzimatica, ao compararmos a outros pré-tratamentos alcalinos (KIM; LEE; KIM,
2015). O hidroxido de sodio ataca as ligagdes entre a lignina e hemicelulose do complexo

lignina-carboidrato (CLC), levando a ruptura das ligacOes éter e éster desta estrutura.
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3.3.3 Formagcao de inibidores

As etapas de pré-tratamentos sao determinantes para a eficiéncia e otimizacdo das
etapas futuras de sacarificacdo e fermentacdo. No entanto as etapas de pré-tratamentos com
hidrélise de polissacarideos também conduzem a formagdo de produtos de degradacdo do
acucar (Figura 10), nomeadamente inibidores, tais como furfural e 5-hidroximetilfurfural
(HMF) (NEUREITER et al., 2002), como também aldeidos fenolicos e &cidos organicos fracos
(BALAN, 2014).

A hidrolise &cida diluida resulta em subprodutos que atuam como inibidores do
crescimento microbiano (WALTON; VAN HEININGEN; VAN WALSUM, 2010). Os
subprodutos principais sdo: &cido acético que resulta da hidrdlise de grupos acetil ligados aos
mondmeros hemicelulésicos, e furfural, que é gerado como produtos de degradacdo oxidativa
de acucares de pentose como xilose (JONSSON e MARTIN, 2016). Alguns produtos fenolicos
solveis também sdo gerados a partir de oxidacdo catalisada por acido de acUcares de pentose
(TIZAZU e MOHOLKAR, 2017).

Os produtos de degradacdo ndo sé reduzem os rendimentos de mondmeros de
acucar, mas também atuam como inibidores de fermentacdo. Para produzir hidrolisados
fermentaveis e evitar uma alta perda de rendimento de agucar, é necessario escolher condicdes
de reacdo que mantenham a geracdo de inibidores em um nivel mais baixo (CHEN, YE e
SHEEN, 2012).

Figura 10 - Esquema geral dos principias inibidores gerados a partir do material

lignocelulésico durante o pré-tratamento acido.
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A existéncia de compostos inibidores leva a reducéo da atividade da celulase e ao
baixo crescimento e/ou metabolismo celular de fermentacdo (KOPPRAM et al., 2014).
Derivados de furanos, tais como o furfural e o 5-hidroximetilfurfural podem diminuir o
crescimento e a produtividade da célula por afetar a glicdlise pela inibicdo de enzimas
desidrogenases, bem como, em alguns casos, alterar a acdo das enzimas alcool, aldeido e
piruvato desidrogenase (VAN DER POL, 2014).

3.4 Sacarificacdo (hidrolise enzimatica)

O processo de producdo do etanol 2G comega com o pré-tratamento quimico da
biomassa, no qual os componentes lignoceluldsicos sdo separados. Posteriormente, a celulose
é encaminhada para a segunda etapa, a hidrélise enzimatica, momento em que um coquetel de
enzimas é utilizado para obter a glicose. O uso de celulases para obtencdo de acucares
fermentesciveis originados de materiais lignocelulésicos tem sido amplamente explorado em
diversos estudos (FALKOSKI et al, 2013; ANNAMALAI et al, 2014,
LAOTHANACHAREON et al., 2015; SAINI et al., 2015).

A sacarificagdo compreende, portanto, a decomposic¢édo da celulose em glicose, e
exige uma combinacdo de complexos enzimaticos de celulases, as quais podem ser classificadas
em trés grupos: endoglucanases, exoglucanases e B-glucosidases (SANTOS et al., 2017). Essas
enzimas sdo produzidas principalmente por microorganismos, como fungos e bactérias, e atuam
sinergicamente para clivagem de ligagdes B-1,4-glicosidicas em cadeias de celulose em
condigdes suaves e com alta especificidade (BINOD et al., 2011; SAINI et al., 2015). A maioria
das celulases comercialmente utilizadas sdo produzida pelas espécies Trichoderma e
Aspergillus.

As celulases sdo classificadas, portanto, de acordo com seu local de atuacdo no
substrato celulésico (CASTRO e PEREIRA JR., 2010). As endoglucanases sdo enzimas do
complexo celulolitico responsavel por iniciar a hidrdlise, e agem na regido interna da fibra de
celulose (Figura 11), liberando compostos menores formados por poucas unidades de glicose,
os chamados oligossacarideos. As exoglucanases agem nas extremidades das fibras de celulose,
as quais promovem quebras gerando a celobiose (SRIVASTAVA et al., 2017). A celobiose
contém duas moléculas de glicose ligadas, e as B-glucosidases por sua vez agem separando
estas ligacOes, gerando, portanto, o agucar disponivel para fermentagdo (XUE, WANG, YAO,
2015).
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A sacarificacdo enzimética da biomassa lignocelulosica é, portanto, 0 método mais
eficiente para a obtencdo dos aglcares. Contudo, o processo de sacarificagdo ainda é oneroso,
sendo considerado um dos maiores desafios na obtencdo do etanol celuldsico (IDRIS,
PANDEY, RAO, 2017).

Figura 11 - A¢do das celulases sobre a molécula de celulose.
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Fonte: DU et al. (2013).

3.5 Fermentacéo

Ap0s as etapas de pré-tatamento que aumentam a digestibilidade da celulose, e da
sacarificacdo que visa recuperar os agucares fermentaveis do material pré-tratado, ocorre a
fermentacdo, na qual os acucares serdo convertidos em etanol (REVIN, ATYKYAN,
ZAKHARKIN, 2016) usando uma variedade de microrganismos (SAKIMOTO, KANNA,
MATSUMURA, 2017).

A biomassa lignocelulésica é composta tanto de hexoses, agucares de seis carbonos
(Ces) como a glicose, a manose e a galactose, quanto de pentoses, aglcares de cinco carbonos
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(Cs) como a xilose e arabinose, e o processo de fermentacdo envolve a converséo destes
acucares em etanol (MUPONDWA et al., 2017b).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € utilizada na maioria das fermentacOes
industriais (KUILA e SHARMA, 2016), devido principalmente a sua capacidade de gerar altas
taxas de fermentacdo com etanol; resisténcia a alta pressd@o osmatica, baixa tolerancia ao pH e
tolerancia a produtos inibitérios (MUPONDWA et al., 2017b). No entanto a S. cerevisiae é
incapaz de metabolizar naturalmente pentoses, sendo esses agucares fermentados a etanol por
relativamente poucas linhagens nativas e geralmente com baixos rendimentos (BERLOWSKA
etal., 2016).

Em relacdo a fermentagdo de pentoses, as espécies de leveduras mais promissoras
identificadas até o momento sdo Candida shehatae, Scheffersomyces (Pichia) stipitis e
Pachysolen tannophilus (BIDEAUX et al., 2016; FARIAS; ATALA; MAUGERI FILHO,
2017; KUHAD et al., 2011). Os baixos rendimentos de conversao de pentoses em etanol podem
ser devido a presenca de hexoses, que competem ou inibem a utilizacéo da xilose, além do fato
das leveduras fermentadoras de pentose ndo serem suficientemente tolerantes ao etanol
originado dos agucares de seis carbonos (HARNER et al., 2015).

A conversdo da biomassa lignocelulésica em etanol requer, portanto,
microrganismos que realizem de forma eficiente a fermentacdo dos diversos acgucares, pois
assim seria possivel otimizar a biorrefinaria celulésica. O esquema resumido da producéo de

etanol a partir da biomassa lignoceluldsica € representado na Figura 12.
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Figura 12 - Representacdo esquematica da producdo de etanol a partir da

biomassa lignocelulésica.
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3.6 Sorgo (Sorghum bicolor L. Moench)

A cultura do sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) pode ser considerada
recentemente introduzida no pais quando comparada a outras culturas, como a cana-de-agucar,
pois a partir de esforcos de institutos de pesquisa e universidades, sobretudo a partir da década
de 1950 é que essa espécie ganhou alguma expressao. Com isso, a Embrapa iniciou um
programa de melhoramento de sorgo em meados da década de 1970, acreditando no potencial
da cultura no pais (PURCINO, 2011). Hoje de acordo com a estimativa da CONAB (2018), a
area plantada de sorgo no Brasil € de aproximadamente 782,2 mil hectares, com produtividade
de 2.731 Kg ha*de gréos.

Destaca-se que a darea cultivada com sorgo no Brasil ainda tem baixa
representatividade, principalmente pelo baixo investimento financeiro e baixa tecnologia
empregada no seu cultivo (CONAB, 2018), embora o potencial genético e o nivel de
conhecimento tecnologico sobre a cultura sejam altos e disponibilizado por parte das entidades

de pesquisa.
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3.6.1 Origem e classificagio botanica

Pertencente a familia Poaceae, género Sorghum, espécie cultivada Sorghum bicolor
(L.) Moench, o sorgo provavelmente tem origem na Africa, embora algumas evidéncias
indiquem que possa ter havido duas regides de dispersao independentes: Africa e india (RIBAS,
2007). De acordo com BNDES (2011), por ser uma cultura tolerante & baixa umidade, o sorgo
vem sendo utilizado como segunda safra, onde o clima é mais seco, existindo ainda a
possibilidade de outra safra anual. No Brasil, o sorgo tem sido usado na safrinha, na regido
Centro-Oeste. Por ser o quinto cereal mais produzido no mundo, atras apenas do arroz, trigo,
milho e cevada, sua maior area de cultivo localiza-se na Africa, enquanto a maior produco esta
na América do Norte (México e EUA) (CONAB, 2016).

3.6.2 Ecofisiologia e descricdo morfolégica

O sorgo é uma planta autdgama, com baixa taxa de fecundacdo cruzada. E uma
espécie diploide com 10 pares de cromossomos (2n=2x=20) no seu genoma (SANTOS et al.,
2005). A taxa de polinizagdo cruzada na cultura é pequena e variavel, conforme o genétipo e o
ambiente (em torno de 2% a 10%, podendo atingir 60% em paniculas abertas) e, quando ocorre,
é realizada pelo vento (SMITH e FREDERIKSEN, 2000). A planta do sorgo é formada por:

Sistema Radicular: Os tipos de raizes encontrados no sorgo sdo: primarias ou
seminais, secundarias e adventicias (MAGALHAES, SOUZA, SCHAFFERT, 2015). Sua
profundidade pode alcancar até 1,5 m (sendo 80% até 30 cm de profundidade no solo), e em
extensdo lateral até 2,0 m. O crescimento das raizes em geral termina antes do florescimento,
pois nessa fase a planta passa a priorizar as partes reprodutivas (paniculas), as quais apresentam
grande demanda por fotoassimilados. O sistema radicular do sorgo é mais extenso, fibroso e
possui maior nimero de pelos absorventes do que o milho. Comparando-se as raizes primarias
dessas duas culturas, ambas apresentam basicamente a mesma quantidade de massa radicular,
no entanto, as raizes secundarias do sorgo sdo, no minimo, o dobro daquelas encontradas no
milho (PEREIRA FILHO E RODRIGUES, 2015).

Um sistema radicular eficiente, como é o caso do sorgo, permite que as plantas
respondam rapidamente ao ambiente em que elas vivem, tornando-as mais adaptaveis as
mudancas ambientais, principalmente em relacdo ao estresse hidrico e a disponibilidade de
nutrientes do solo (MAGALHAES, NEGRI, SOUSA, 2013).
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A toleréncia a seca € uma caracteristica complexa, a qual envolve morfologia,
fisiologia e bioquimica. Trés mecanismos sdo relacionados a seca: resisténcia, tolerancia e
escape. A cultura do sorgo apresenta o escape e a tolerancia. O escape através de um sistema
radicular profundo e ramificado o qual € eficiente na extracdo de agua do solo. Ja a tolerancia
esta relacionada ao nivel bioquimico (MAGALHAES, SOUZA, SCHAFFERT, 2015). A
caracteristica bioquimica permite a planta desacelerar seu metabolismo fisioldgico (hibernar),
durante o periodo com déficit hidrico (MAGALHAES et al., 2010), e tem um poder
extraordinario de recuperacdo quando o estresse é interrompido (MAGALHAES, SOUZA,
SCHAFFERT, 2015).

Caule: O caule do sorgo é um colmo, dividido em nos e entre nds. Normalmente a
planta de sorgo apresenta apenas um colmo, porém, a depender do tipo de sorgo, da variedade
e das condi¢cBes ambientais, esta planta pode apresentar perfilhos ou afilhos. O diametro do
colmo varia nos mais diversos tipos de sorgo de 5 a 30 mm na sua base. Sdo colmos cheios,
mais ou menos duros e se apresentam bastante adocicados no tipo sacarino. A altura do caule
até o extremo da panicula varia segundo o nimero e a distancia dos entrenés e também segundo
0 pedunculo e a panicula. A quantidade de nos esta determinada pelos genes da maturacdo e
por sua reagdo ao fotoperiodo e a temperatura (MAGALHAES, SOUZA, SCHAFFERT, 2015).

Folhas: As folhas sdo eretas quando novas, tendendo para horizontalidade quando
amadurecem. S&o alternadas, lanceoladas, com bordos serrilhados, apresentando-se lisas e com
uma camada de cerosidade. Os estdmatos se localizam em ambos os lados da folha. A nervura
central é saliente, convexa no lado de baixo e concava no lado de cima da folha. A Gltima folha
é chamada de bandeira e sua bainha protege a inflorescéncia que estd emergindo. A folha se
divide em duas partes: a bainha e o limbo foliar (MAGALHAES, SOUZA, SCHAFFERT,
2015). Os fatores que determinam o numero de folhas no sorgo séo: cultivar, fotoperiodo e
temperatura (CLERGET et al., 2008).

Inflorescéncia: A inflorescéncia do sorgo é uma panicula, com flores andréginas.
As flores na panicula desenvolvem-se sucessivamente do topo para a base (demora de 4 a 5
dias) (MAGALHAES, SOUZA, SCHAFFERT, 2015). Como nem todas as plantas num campo
de sorgo florescem ao mesmo tempo, a duragéo do florescimento no campo pode variar de 6 a
15 dias. Existem mais de 5000 gréos de polen por antera na maioria dos hibridos e variedades,
0 que equivale dizer que ha mais de 20 milhdes de graos de polen por panicula.

O ciclo fenolégico do sorgo pode ser dividido em trés fases (MAGALHAES,
DURAES, RODRIGUES, 2010): i) vegetativa (EC1), primeira fase de crescimento da cultura,

que vai do plantio até a iniciacdo da panicula; ii) reprodutiva (EC2), compreende a iniciacédo da
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panicula até o florescimento; iii) maturacdo dos grdos (EC3), vai da floragdo a maturacédo
fisiologica, englobando a polinizagdo, fertilizagdo, desenvolvimento e maturacdo do gréo
(MAGALHAES, SOUZA, SCHAFFERT, 2015).

O sorgo é uma planta C4, sensivel ao fotoperiodo, de dia curto e com altas taxas
fotossintéticas (CARRILLO et al., 2014). Para que a cultura alcance um bom desenvolvimento,
a maioria das cultivares necessitam de temperaturas superiores a 21°C. A planta de sorgo
apresenta uma maior tolerancia ao déficit de dgua e ao excesso de umidade no solo do que a
maioria dos outros cereais, e pode ser cultivada numa ampla faixa de condi¢Ges de solo
(MAGALHAES et al., 2010).

Em relacdo a demanda nutricional, o sorgo apresenta um alto rendimento mesmo
com baixo fornecimento de adubacéo e, quando comparado ao milho, pode requerer até 30%
menos fertilizantes nitrogenados para produzir a mesma quantidade de etanol por hectare em
condigdes ndo irrigadas (DAMASCENO et al., 2014). Além da grande adaptabilidade
edafoclimatica apresentada pela planta do sorgo, as diversas cultivares dessa planta podem ser

utilizadas nas diferentes cadeias produtivas.

3.6.3 Tipos de sorgo

Existem cinco tipos comerciais de sorgo, sendo eles o granifero, o forrageiro, o
sacarino, 0 vassoura e 0 biomassa. Os tipos granifero e forrageiro sdo empregados
principalmente na alimentacdo animal. O sorgo granifero é uma planta de porte baixo a médio
(entre 1,20 m e 1,50 m), onde o principal produto de exploracdo sdo os gréos que ficam na
panicula ou cacho, os quais sdo colhidos quando estdo secos ou duros (PEREIRA FILHO E
RODRIGUES, 2015). De acordo com Silva et al. (2015), em termos mercadolégicos, o cultivo
de sorgo granifero em safrinha, principalmente em sucesséo a cultura da soja, tem contribuido
para a oferta sustentavel de graos de baixo custo para a agroindustria de ragdes.

O sorgo forrageiro é uma planta de porte médio a alto (entre 2,0 m e 3,0 m), podendo
ser utilizado como o sorgo forrageiro silageiro e/ou sorgo forrageiro para corte e/ou pastejo
(PEREIRA FILHO E RODRIGUES, 2015). A possibilidade de oferta de silagem de alta
qualidade por meio do cultivo de sorgo forrageiro contribui para um programa sustentavel da
pecuaria nacional (PARRELLA et al., 2014).

O sorgo vassoura apresenta como caracteristica principal a panicula laxa de raquis
curta e longas ramificagdes (FARIAS, 1989), o que a torna propicia para a fabricagdo de
vassouras e também como produto artesanal (PEREIRA FILHO E RODRIGUES, 2015). O uso
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do sorgo vassoura € indicado como uma atividade alternativa para gerar renda voltada para a
agricultura familiar, produzindo as vassouras conhecidas popularmente, em algumas regifes do
Brasil, como vassoura de melga (FAVARATO et al., 2011).

No entanto, dois tipos tém-se destacado no cenario das culturas energéticas, sendo
eles o0 sacarino e 0 biomassa. Esses sorgos apresentam grande potencial para a producdo de
biocombustiveis, em especial na cadeia produtiva do etanol, contribuindo para o crescimento
da agricultura de energia do pais.

O tipo de sorgo sacarino assemelha-se a cana-de-agUcar por apresentar colmos
suculentos com acUcares diretamente fermentesciveis, produzindo assim o etanol de primeira
geracdo (PARRELLA et al., 2010a), podendo, portanto, utilizar da mesma infraestrutura de
processamento da cana-de-acUcar. Tem também como vantagem a possibilidade de ser
cultivado na entressafra da cana, ampliando o nimero de dias trabalhados por ano nas
destilarias, principalmente com o fornecimento de matéria-prima nos meses de marco e abril,
aumentando a viabilidade econdmica de producgéo do etanol (PARRELLA et al., 2014).

Por fim, o0 sorgo biomassa é uma alternativa para o fornecimento de matéria-prima
para 0 mercado de bioenergia, tanto na forma de biocombustivel liquido com a producéo de
etanol de segunda geracdo, quanto na cogeracédo de energia (SIMEONE et al., 2017) por meio
da queima direta de biomassa. Esse tipo apresenta grande porte, podendo chegar a 6 metros
(EMBRAPA, 2014). E uma cultura totalmente mecanizavel (do plantio a colheita), estabelecida
por sementes, alem de haver sistemas de producdo agricola bem conhecidos (PARRELLA et
al., 2011).

Como caracteristica principal desse tipo de sorgo tem-se a alta producdo de
biomassa, o qual de acordo com Parrella et al. (2010b) corresponde ao potencial de produzir
mais de 50 t ha de matéria seca por ciclo (seis meses). Isso é possivel pelo fato de o sorgo
biomassa ser um tipo mais sensivel ao fotoperiodo, florescendo apenas quando os dias possuem
menos de 12 horas e 20 minutos. Portanto, quando semeado nos meses de outubro a dezembro,
época em que o fotoperiodo é maior que 12 horas e 20 minutos, ele apenas iniciara o
desenvolvimento da gema floral a partir de 21 de mar¢o do ano seguinte, ampliando o ciclo
vegetativo, e, simultaneamente, possibilitando maior producdo de biomassa por hectare/ciclo,
em comparacao a cultivares insensiveis ao fotoperiodo (PARRELLA et al., 2014).

Além das vantagens supracitadas, o sorgo biomassa também apresenta uma
composicdo quimica considerada inicialmente adequada, pois, objetivando a producdo do
etanol de segunda geragdo, além da necessidade de uma alta produtividade de biomassa seca, a

matéria-prima utilizada deve apresentar composi¢do centesimal favoravel aos processos
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quimicos posteriormente empregados na obtencao do bioetanol. De acordo com Damasceno et
al. (2010), as caracteristicas quimicas da biomassa tém influéncia direta no processo de
conversdo de energia, sendo que a producdo de biocombustiveis lignoceluldsicos envolve a
despolimerizacdo dos polissacarideos da parede celular (celulose e hemicelulose) em acUcares
simples e fermentaveis, pelos processos de pré-tratamento e sacarificacdo, e conversdo de
acucares simples em biocombustiveis pela fermentacdo (REIS et al., 2016).

Dessa forma, a biomassa do sorgo, de elevada adaptabilidade, apresenta elevado
teor de fibras, alem de quantidades significativas de acUcares fermentesciveis, que pode ser
explorada em larga escala (SANTOS et al., 2014). Todavia, 0s genétipos de sorgo tém uma
grande variacao, em relacdo ao contetido da parede celular, principalmente em relacdo a lignina
(DAMASCENO et al., 2016). Alelos denominados bmr “Brown midrib”, que conferem o
fenotipo de nervura marrom a planta, sdo 0s responsaveis por expressar 0s baixos teores de
lignina (PEDERSEN et al., 2005).

Em sorgo, plantas mutantes “Brown midrib” (bmr) foram obtidas através de inducéo
quimica com dietil sulfato (PORTER et al., 1978), mas também, em 1989, foram identificados
quatro mutantes “Brown midrib” de sorgo de ocorréncia natural na Malasia (GUPTA, 1990).
Portanto, os materiais de sorgo biomassa de nervura marrom bmr apresentam essa
caracteristica, que difere em qualidade e quantidade, em relacdo a composicéo da parede celular
e digestibilidade da fibra vegetal, quando comparada aos materiais normais (SATTLER et al.,
2010; CHERNEY et al., 1991).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aquisicdo da matéria prima

Os hibridos avaliados foram desenvolvidos pelo programa de melhoramento
genético da Embrapa Milho e Sorgo, localizada na cidade de Sete Lagoas, Minas Gerais.

Foram avaliados cinco hibridos de sorgo biomassa, todos sensiveis ao fotoperiodo,
sendo quatro experimentais (201556B002, 201556B003, CMSXS7027 e CMSXS7016), e um
comercial (BRS 716), dos quais os dois primeiros sdo hibridos experimentais de nervura

marrom bmr.

4.2 Instalacdo e conducdo do experimento

Os trabalhos foram executados em duas etapas, sendo a primeira em campo e a
segunda em laboratdrio.

Os campos experimentais foram conduzidos em duas regides distintas do Estado de
Minas Gerais, Brasil. Uma das regides foi o municipio de Sete Lagoas, na area experimental da
Embrapa Milho e Sorgo (-19°28°57°" S e 44°15°08°> W), a 732 m de altitude. O Alto Vale do
Jequitinhonha foi a outra regido, com ensaios conduzidos na Fazenda Experimental Rio Manso
da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (18°04’S e 43°28°W), localizada
no municipio de Couto de Magalhdes de Minas, a 733 m de altitude.

O clima das duas regides, segundo classificacdo de Koppen, é do tipo Aw, com
estacdo seca de maio a outubro e imida de novembro a abril. Em Sete Lagoas a temperatura
média anual é de 23 °C, com periodo chuvoso de outubro a mar¢o, com indice pluviométrico
médio anual de 1403 mm (INMET, 2018). No municipio de Couto de Magalhédes de Minas, a
precipitacdo maxima ocorre de novembro a janeiro, com temperatura média anual de 19,4 °C,
e com indice pluviométrico médio anual de 1269 mm (CPRM, 2004). O solo das duas areas
experimentais foi classificado como Latossolo Vermelho Amarelo (Embrapa, 2006).

O preparo do solo da area experimental em cada local foi feito mediante aragéo e
gradagem de um a dois dias antes da semeadura. Logo apds, foram feitos os sulcos de plantio
para posterior adubacdo de plantio e semeadura manual. Os experimentos foram conduzidos
em condigdes de sequeiro. O controle das plantas daninhas foi efetuado mediante aplicacdo do

herbicida Atrazina® com a complementagéo via capina manual. Os demais tratos culturais
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relacionados com o controle de pragas e doengas foram realizados seguindo o recomendado

para a cultura na regido.

Para efeito de comparacédo de dados agronémicos, foram conduzidos plantios em
dois anos agricolas. Na safra 2015/2016, em Sete Lagoas, o cultivo do sorgo ocorreu no periodo
de 26/11/2015 a 17/05/2016. Em Couto de Magalhdes de Minas, o plantio foi realizado no dia
10/12/2015 e a ultima colheita ocorreu no dia 09/05/2016. Na safra 2016/2017, em Sete Lagoas,
0 periodo de cultivo foi de 20/12/2016 a 10/05/2017, enquanto em Couto de Magalhdes de

Minas o cultivo ocorreu no periodo de 29/11/2016 a 04/05/2017.

Em ambos os ambientes, foi adotado um delineamento em blocos ao acaso (DBC),

consistindo de cinco parcelas com duas linhas de cinco metros cada, espacadas em 0,7 m

(Figura 13). Trés repeticdes foram usadas para cada parcela. O material foi semeado de forma

manual ao longo da linha, e, aos 21 dias, ap6s a emergéncia, realizou-se o desbaste, deixando

aproximadamente 40 plantas por fileira, prevendo um estande de 140.000 plantas por hectare

aproximadamente (8 plantas por metro linear). Procedeu-se a adubacéo de plantio na dose de
400 kg ha* de NPK (08-28-16) e adubagéo de cobertura com 80 kg ha* de N, quando as plantas

estavam com 4-6 folhas definitivas.

Figura 13 — Croqui experimental de campo.
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Fonte: Proprio autor, 2019.
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Os materiais apés a colheita foram encaminhados para o Laboratério de
Bioprocessos e Biotransformacéo, localizado no Campus JK da UFVJM, e aos laboratérios de

Composicdo Centesimal da Embrapa Milho e Sorgo, onde foram conduzidas as analises.

4.3 Caracteres avaliados na colheita

Por ocasido da colheita, foram avaliadas as seguintes caracteristicas agronémicas:

1. Estande final — nimero de plantas na area Util de cada parcela.

2. Florescimento — observado o numero de dias decorridos do plantio até o ponto
em que 50% das plantas da parcela se apresentaram em florescimento.

3. Altura de planta — obtida a partir da altura média (m) de dez plantas tomadas
aleatoriamente da area util da parcela (Figura 14, letra b). A afericdo foi feita com régua
medindo-se da superficie do solo ao apice da panicula.

4. Peso de massa verde total (PMV) — Foram cortadas as plantas da area util da
parcela a 10,0 cm da superficie do solo. Logo apds realizou-se a pesagem (kg) dos colmos mais
folhas com auxilio de balanca digital de suspensdo (capacidade 200 kg) (Figura 14, letra c).

5. Peso de matéria seca total (PMS) — Foram utilizadas plantas inteiras selecionadas
ao acaso, com paniculas, para determinar a matéria seca. Esse material ap6s ser processado e
picado em um desintegrador (Figura 14, letra d) foi colocado em sacos de papel previamente
pesados, em porcBes variadas e pesadas, constituindo, assim uma amostragem. Em seguida, o
material foi seco em estufa de circulacdo de ar forcada a 65 °C até peso constante (Figura 14,
letra €). O resultado obtido foi utilizado para a determinagdo da producdo de matéria seca/ha.
Posteriormente, esse material foi moido em moinho de faca (Figura 14, letra f), em peneira de
2,0 mm, e armazenado em sacos plasticos para serem destinados as futuras analises (Figura 14,

letra g).
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Figura 14- Colheita e processamento do sorgo biomassa na safra 2015/2016.

a= observagao da altura das plantas de sorgo biomassa em campo; b= medicéo das plantas; c= pesagem das plantas
inteiras, massa verde, em campo; d= desintegrador; e= secagem das plantas para posterior obtencéo do peso de
massa seca; f= moagem do sorgo; g= biomassa de sorgo moida. Fonte: Prdprio autor, 2017.

4.4 Caracterizagao fisico-quimica da biomassa do sorgo — analise centesimal
A biomassa do sorgo, previamente moida, foi submetida as seguintes analises:
4.4.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado de acordo com as normas analiticas do Instituto
Adolph Lutz (IAL, 2008). Foram pesados 3,0 g de amostra em placas de vidro, previamente
desumidificadas em estufa a 105 °C. As amostras foram mantidas em estufa a 105 °C, até peso
constante. O resultado foi calculado segundo a formula abaixo e expresso em porcentagem de
umidade. Os ensaios foram realizados em triplicatas.
U = (Pmi — Pmf)
Pmi x
U = teor de umidade, em porcentagem

100

Pmi = massa (g) do vidro com amostra inicial
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Pmf = massa (g) do vidro com massa final (massa seca)
4.4.2 Cinzas

O teor de cinzas foi determinado a partir de 0,5 g de amostra contida em cadinho
de porcelana, previamente calcinado em mufla a 550 °C e com peso conhecido. As amostras
foram previamente carbonizadas e em seguida incineradas em mulfa a 550 °C. Ap6s completa
incineracdo, os cadinhos contendo as amostras foram resfriados em dessecador e pesados. Os
resultados s&o expressos em g/100g de matéria integral. A determinac&o foi calculada de acordo
com a seguinte formula (IAL, 2008):

C=(M-P)
- a4
C =teor de cinzas em porcentagem

100

M = massa do cadinho com cinzas ()
P = massa do cadinho vazio (g)
A = massa da amostra (g)

4.4.3 Fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA)

As anéalises de fibra em detergente neutro e fibra em detergente &cido foram
determinadas segundo método Ankon (2006).

Identificou-se os saquinhos Filter bag F57 com o nimero da amostra utilizando
lapis 6B, e posteriormente obteve-se o peso de cada saquinho (TFDN). Cerca de 0,450 g a 0,550
g de amostra foi transferido para o saquinho, registrando-se o peso total (PamFDN). Fechou-se
0 saquinho em selador. A distancia da borda recomendada é de 4 mm. Incluiu-se um saquinho
vazio como amostra branco para determinacdo do fator de correcdo (C1). Colocou-se 0s
saquinhos no suporte alternadamente, com no maximo de 24 saquinhos. Adicionou-se 1900 mL
a 2000 mL da solucdo de detergente neutro a temperatura ambiente no extrator de fibras. A
temperatura de extracdo foi de 95 °C. No equipamento EQ LCC 07 foi selecionado a agitagéo
4. O tempo de extracdo foi de 75 min ap0s atingir a temperatura desejada. Ao final da extracgéo,
drenou-se a solugéo de detergente neutro diretamente na pia, e adicionou-se 1900 mL a 2000mL
de agua deionizada, a 95 °C e agitou-se por 5 min. Repetiu-se a etapa de lavagem mais duas
vezes, totalizando 3 enxagues. Em seguida as amostras foram removidas do extrator de fibras

retirando-se 0 excesso de agua pressionando os saquinhos. Posteriormente as amostras foram
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colocadas em béquer e adicionou-se acetona, deixando-as imersas por 5 min para remover o
excesso de &gua. O béquer utilizado nesta etapa acomodou adequadamente as amostras e a
acetona. Apos retirar a acetona, as amostras foram secas na capela de exaustdo de gases até
remocao completa da acetona, no tempo minimo de 20 minutos. Finalmente as amostras foram
secas em estufa a 102 °C £ 2 °C por 4 h ou pernoite, e posteriormente colocadas no dessecador,
deixando-as esfriar até temperatura ambiente. Ao final pesou-se as amostras (PFDN).

O teor de fibras em detergente neutro foi expresso em % de FDN/g de torta integra,

calculada usando a férmula a seguir:

100 x (PFDN - TFDN)
FDN (%) = D X 100

FDN = teor de fibra em detergente neutro, em porcentagem.
PFDN = peso do saquinho com residuo depois de lavado e seco (Q)
TFDN = peso do saquinho vazio (g)

PamFDN = peso da amostra mais peso do saquinho (g)

Para obter a fibra em detergente acido repete-se todo o processo descrito para a fibra

em detergente neutro, utilizando-se, contudo, a solucéo de detergente acido.

4.4.4 Celulose, hemicelulose e lignina

Assim como citado por Silva e Queiroz (2002), a metodologia utilizada para
determinar as fracGes de celulose, hemicelulose e lignina foi 0 método proposto por Van Soest
(1965). Apds determinacdo da FDN, constituida por celulose, hemicelulose e lignina, e
determinacdo da FDA composta por lignina e celulose, a hemicelulose foi obtida apenas pela
diferenca entre as duas fracGes. Por fim, a celulose foi determinada pela diferenca entre as
fracdes de FDA e lignina écida.

Procedimento para a extracdo da lignina: Os saquinhos Filter bag F57 foram
identificados com o numero da amostra resultante da determinacdo de FDA. Apds a
determinacdo da FDA, colocou-se os saquinhos secos contendo a amostra em béquer e
adicionou 10 mL/saquinho de H2SO4 72 %. O béquer deve ser de tamanho suficiente para o
acido cobrir as amostras. Colocou-se um bequer menor dentro do outro bequer para agitar e

assegurar que as amostras ficassem submersas no &cido. As amostras ficaram submersas no
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acido por 3 h, agitando-se no inicio e a cada 30 min. Cada agitacéo é feita subindo e descendo
0 béquer por 30 vezes. Apds as 3 h lavou-se as amostras com agua deionizada, repetindo-se as
lavagens até pH neutro (pH = 7). Apds escorrer a agua de lavagem, pressionando os saquinhos,
colocou-se as amostras em um béquer seco e adicionou acetona suficiente para cobrir as
amostras (cerca de 250 mL) e deixou-as imersas por 5 min para remover 0 excesso de agua. O
béquer utilizado nesta etapa acomodou adequadamente as amostras e a acetona. As amostras
foram colocadas para secar na capela de exaustdo de gases até remoc¢do completa da acetona,
no minimo por 20 minutos. Em seguida as amostras foram colocadas em estufa a 102 °C + 2 °C
por 4 h. As amostras retiradas da estufa foram colocadas no dessecador para esfriar até
temperatura ambiente, prosseguindo-se com a pesagem (PLIG). Posteriormente as amostras
foram colcadas em cadinhos previamente tarados (TCZLIG), e levados para mufla a 525 °C por
3 h. Apds retirar os cadinhos da mufla contendo as cinzas (PCZLIG), realizou-se a pesagem,
(ANKON, 2006).

o 100 x (CADResiduo - FDA)
Lignina(%) = PamFDA x 100

CADResiduo = PLIG — (PCZLIG — TCZLIG)

Lignina (%) = teor de lignina, em porcentagem.

FDA = teor de fibra em detergente neutro

PamFDA = peso da amostra mais peso do saquinho (g) de FDA
PLIG = peso da amostra apds extracdo com H2SO4

PCZLIG = peso dos cadinhos com as cinzas

TCZLIG = peso dos cadinhos tarados

Somente a composicdo lignocelulosica foi avaliada nas duas safras, sendo o restante

das anélises realizadas com a biomassa obtida na safra 2015/2016.

4.5 Pré-tratamentos e Sacarificacédo

Os pré-tratamentos e sacarificacdo foram realizados com a biomassa obtida na safra
2015/2016. Foram utilizadas condic¢des otimizadas por LANGBEHN et al., 2013, 2014.
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As condices utilizadas nas etapas de pré-tratamento &cido, para 75,0 g de amostra
foram com raz&o sélido/ liquido (S/L) de 20%, concentracdo de acido sulfurico (H2SO4) de 4%
e mantida em autoclave a 121°C e pressdo de 1 atm por 30 minutos. Nessa etapa extrai-se a
hemicelulose da biomassa. Ao final da hidrélise com &cido sulfarico, o residuo solido foi
recuperado por filtracdo a vacuo e lavado com &gua destilada até atingir pH neutro. O residuo
pré-tratado foi entdo seco em estufa a 65°C por 48 horas, pesado e armazenado. A fracéo soltvel
recuperada ap6s a hidrolise acida foi analisada quanto ao teor de acucares redutores L-
arabinose, D-xilose, D-glicose, acido acetico, furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF) e glicerol
também foram determinados no hidrolisado. Esta quantificacdo foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, (HPLC - High Performance Liquid Chromatography), com uso do
sistema Shimadzu Prominence UFLC 20A, equipado com coluna Rezex ROA-Shodex® (300
X 7.5 mm) mantida a 60 °C e uso de H2S04 0,0025 mol L como eluente a 0,6 mL min. As
amostras foram injetadas de forma automatizada em volumes de 5 pL. A detec¢do por indice
de refracdo foi usada para a determinacdo dos monossacarideos, glicerol e acido acético. A
deteccdo espectrofotométrica foi usada para as determinagfes do furfural e HMF a 254 nm.
Padrdes externos foram usados para as determinac@es qualitativas e quantitativas.

Para o pré-tratamento alcalino, com o objetivo de extrair a lignina, foi utilizado
solucdo de hidréxido de sddio (NaOH) a 7,0% e temperatura a 85,2 °C, sob um tempo de reagédo
de 12 horas para cada 28,0 g de amostra previamente tratada com &cido. Apos o pré-tratamento
o hidrolisado foi filtrado sob vacuo. O residuo soélido foi lavado com &gua destilada até atingir
pH neutro, seco em estufa a 65°C por 48 horas, pesado e armazenado.

Para a sacarificagdo foram usados FPU 150 pL de celulase comercial (Celluclaste-
Novozymes ®) por grama de biomassa vegetal, na razdo solido-liquido de 10%. O meio

reacional foi mantido em incubadora Shaker a 50°C com agitacdo de 150 rpm por 72 h.

4.6 Fermentacao

O microrganismo utilizado para a fermentacdo foi a Saccharomyces cerevisiae,
(FLEISCHMANN®) levedura comercialmente disponivel, na forma desidratada, para a
fermentacdo de hexose, na concentracdo de 2%. O processo fermentativo ocorreu em frascos
com tampa de rosca com capacidade de 50 mL a 30 ° C, em condi¢ao estatica até 24 h. Realizou-
se duas etapas distintas de fermentacdo, sendo a primeira com a biomassa tratada com acido
seguido de base, e a segunda com a biomassa tratada somente com acido. Foram utilizados

fermentdmetros para 0 acompanhamento do desprendimento de CO, por gravimetria. Foi
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analisado o consumo dos agUcares (glicose, agucar redutor (AR)) e quantificado o etanol
produzido.

4.7 Variaveis de resposta do processo fermentativo

4.7.1 Quantificacdo de acUcares redutores (AR)

Os teores de acucares (AR) foram determinados pelo método do &cido
dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959). A quantificacdo foi realizada em microtubo
tipo Eppendorf de 2 mL, pela adi¢ao de 100 puLL da amostra e 100 pL. do reagente DNS, seguidos
de incubacédo a 100 °C por 5 minutos e adicdo de 1,0 mL de agua. Apds homogeneizacéo foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro a 540 nm.

A curva analitica foi preparada utilizando D-glicose como padrdo nas
concentracdes de 0 a 0,1 mg/mL, sendo esta prepara de acordo com o procedimento empregado

para amostra.

4.7.2 Quantificacéo de glicose

A metodologia utilizada para a dosagem de glicose foi 0 método enzimético descrita
por Lloyd e Whelan (1969). Por acdo das enzimas glicose oxidase (GOD) e peroxidase (POD),
na presenca dos reativos, fenol e 4-aminofenazona, a glicose é oxidada, produzindo um
composto de coloracdo rosa. O teor de glicose foi determinado pelo Kit enzimatico de
GLICOSE PAP (Liquiforme da empresa LABTEST) a partir de 0,01 mL da solugdo analitica
proveniente do Kit. A leitura da absorbancia da amostra foi realizada por espectrofotometria a
505 nm. Para quantificacdo da amostra foi utilizado o mesmo volume da solucdo do padréo,
0,01 mL, acrescida de 1 mL do reagente analitico originario do Kit. Ap0s esta etapa a mistura
foi submetida a vigorosa homogeneizacao e incubacdo a 37 °C durante 15 minutos seguidos de

leitura em espectrofotémetro.
4.7.3 Quantificacdo do etanol
A determinacéo do teor de etanol (EtOH) no meio de fermentacéo foi realizada no

final do processo, por meio do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - High

Performance Liquid Chromatography). Esta quantificacdo foi realizada com uso do sistema
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Shimadzu Prominence UFLC 20A, equipado com coluna Rezex ROA-Shodex® (300 x 7.5 mm)
mantida a 60 °C e uso de H2SO4 0,0025 mol L como eluente a 0,6 mL min™. As amostras

foram injetadas de forma automatizada em volumes de 5 uL.
4.7.4 Fator de rendimento de producéo (Yp/s)

O fator de rendimento em etanol foi calculado pela relacdo massa de etanol (Q)
produzida e massa (g) de agucares totais consumidos. Os resultados foram expressos em gproduto/
Osubstrato, Daseado na seguinte equagao:

Yp AP P-Pi P
s AS Si—S Si—S
P = concentragéo de produto final (g/L)

Pi = concentracdo de produto inicial (g/L)
S = concentracdo de substrato final (g/L)

Si = concentragdo de substrato inicial (g/L)

4.7.5 Eficiéncia fermentativa (Ef)

Célculo a partir da relagdo entre rendimento do produto no processo e o rendimento
tedrico, dado pela seguinte formula:

Ef = x 100

Ef = eficiéncia fermentativa em %

Yp/s
0,511
Yp/s = fator de rendimento de producgéo

0,511 = fator de conversdo maximo tedrico de glicose em etanol
4.7.6 Rendimento de hidrdlise

Considerando o total de celulose na amostra e sua massa inicial, é possivel calcular o
rendimento das reacGes de hidrdlise. Para isso, tomaram-se os valores maximos obtidos na
concentracdo de glicose (aglcar redutor ao final da sacarificagdo em g L), e o fator de
conversao de glicose em celulose (Lu et al., 2013). Os calculos do rendimento da hidrdlise

foram realizados pela seguinte equagéo:
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. . arsfs
Rendimento de hidrolise = —— x 100

(£2)x09
v

arsfs = acucar redutor ao final da sacarificacao

gcel = gramas de celulose na biomassa

v = volume utilizado na sacarificagéo

0,9 = fator de conversdo de celulose
4.8 Analise estrutural da biomassa

A microscopia eletrénica de varredura (MEV), e a espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) foram utilizadas para analisar qualitativamente a estrutura
lignocelulésica da biomassa in natura e ap6s os pré tratamentos, da biomassa
comparativamente entre os gendtipos avaliados. Também foram realizadas as andlises de
difratometria de raio x (DRX), para conhecimento da cristalinidade da biomassa, e analise

térmica TG.
4.8.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de FOURIER- FTIR

Os espectros de infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR) séo
frequentemente usados para investigar a estrutura de constituicbes e mudangas quimicas na
biomassa lignocelulésica. A obtencdo dos espectros de FTIR foram realizadas utilizando um
espectrofotdbmetro Shimadzu IRTracer-100 equipado com um acessorio de reflectancia difusa.
Todos os espectros foram registrados no modo de absorbancia no intervalo de nimeros de onda
de 550-4000 cm™ com uma resolucéo de detecgdo de 4 cm™ e 32 varreduras por amostra.
Utilizou-se o software Unscrambler 10.3 (Camo) para determinar as posi¢des e intensidades
dos picos.

4.8.2 Microscopia eletrdnica de varredura - MEV (SEM - scanning electron microscopy)

A morfologia das particulas das amostras, antes e ap0s 0s pré-tratamentos acido e
0 &cido seguido de basico, foi observada por varredura microscopia eletrénica (TESCAN
modelo VEGA3 LMH, Republica Checa) e foi operado a 30 kVV com magnificacdo média de
5000x* (*nas imagens h& a magnificacdo e voltagem referente a cada foto). As amostras

estavam presas em uma fita de dupla face sobre um stub (porta amostra) com um diametro de



64

1 cm e uma altura de 1 cm. Este sistema descrito acima foi revestido com ouro utilizando um
metalizador (modelo Q150RS QUORUM Quorum Technologies Ltda., Reino Unido).

4.8.3 Difracéo de Raios-X e cristalinidade - DRX

Para avaliar a cristalinidade das biomassas in natura e ap6s os pré-tratamentos, foi
realizada a andlise de difracdo de raios-X. A determinacdo da cristalinidade da celulose foi
realizada no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais - DEMAT/ CEFET-MG. O
equipamento utilizado foi o difratbmetro de Raios-X XDR-7000 da SHIMADZU. A
configuracdo adotada para a analise foi o monocromador com fendas (divergéncia: 0,5;
convergéncia: S1 e 0,3), operado a 40 kV com uma corrente de 20 mA. A velocidade adotada
foi de 1° min, usando uma radiacdo de Cu-Ka com comprimento de onda de 0,15418 nm

(1,541838A). O indice de cristalinidade (IC) das fibras foi calculado de acordo com a Equag&o:

Ic =@x 100

c

Onde:
Ic = intensidade correspondente ao pico do material cristalino

lam = intensidade da banda referente ao material amorfo
4.8.4 Analises Térmicas: Termogravimetria / Termogravimetria Derivada - (TG / DTG)

A anélise térmica foi avaliada por meio das técnicas de andlise de TG e DTG. A
termogravimetria foi realizada em um equipamento modelo Instruments TGA-Q50, na faixa de
temperatura de 20 °C a 800 °C, em atmosfera de nitrogénio, sob fluxo de 100 mL min e taxa
de aquecimento de 10 °C min™. As amostras utilizadas para a analise termogravimétrica foram
4 a 6 mg de biomassa na forma de pd, sendo o didametro de particula menor que 0,15 mm. As
perdas de massa associadas com certos intervalos de temperatura sdo consideradas um

indicativo da quantidade de componentes quimicos diferentes presentes na biomassa.

4.9 Analises estatisticas
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Foi realizada a anélise de variancia para cada ambiente isoladamente, para verificar
a existéncia de variancias residuais iguais pela relagdo entre 0 maior e 0 menor quadrado medio
do residuo dos ambientes em todas as caracteristicas (GOMES e GARCIA, 2002).

Posteriormente, realizaram-se as analises de variancia conjunta de acordo com o
modelo estatistico:

Yijk =m + (B/L)/Ajkm + Gi + Aj + Lk + GAjj + GLik + ALjx + GALijk + Eijk

em que:

Yij= observacdo do gendtipo i no ano j e no local k;

m= média geral;

Gi= efeito do i-ésimo genotipo;

Aj= efeito do j-ésimo ano;

L«= efeito do k-ésimo local

GAij= efeito da interacdo i-ésimo gendtipo no j-ésimo ano;

GLik= efeito da interacédo i-ésimo gendtipo no k-ésimo local,

ALi«= efeito da interacdo j-ésimo ano no k-ésimo local

GALij = efeito do i-esimo genotipo no j-ésimo ano dentro do k-ésimo local;

Eijxm= erro aleatorio experimental médio associado a observacgdo Yijlm.

Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata, e as analises de variancia e
0 agrupamento das médias pelo teste Schott-Knott adotando-se o nivel de 5% de significancia
(p < 0,05), foram feitos pelo software estatistico GENES (CRUZ, 2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi obtida a anélise de variancia individual de cada ambiente e,
constatada a homogeneidade das variancias residuais em todos os caracteres. A razao entre o
maior e menor quadrado médio do residuo obtido nos dois ambientes foi inferior a 7, o que
possibilitou a analise conjunta (GOMES e GARCIA, 2002).

O coeficiente de variacdo, utilizado para verificar a precisao do experimento,
apresentou valores considerados baixos a médios (Anexo A), tendo os caracteres FDN e PMS
os valores de 3,66 e 17,36, respectivamente. Pimentel-Gomes (1985), analisando os
coeficientes de variacdo obtidos em ensaios agricolas, classifica-os da seguinte maneira: baixos:
CV < 10%; meédios: 10% < CV < 20%; altos: 20% < CV< 30%; muito alto: CV > 30%.

Observa-se na analise de variancia conjunta efeito significativo (p < 0,05) para os
caracteres altura (ALT), PMV, PMS, FDN, FDA, e lignina para a fonte de variacdo Hibridos.
Esse efeito significativo detectado mostra existéncia de variabilidade genética entre os
gendtipos avaliados, que possibilitara a selecdo de materiais superiores a fim de obter éxito nos
progressos com a selecdo (RAMALHO et al., 2012).

Verifica-se também efeito significativo (p < 0,05) entre ambientes para 0s
caracteres ALT, FDN, FDA, celulose e lignina. A diferenca entre os ambientes esta relacionada
aos aspectos microambientais, especialmente climéaticos, como pluviosidade. Na figura 15
pode-se observar o desenvolvimento do sorgo na safra 2015/2016 no ambiente de Couto de
Magalhaes de Minas.

Verificou-se também que para todos os caracteres avaliados as interacGes entre
Hibrido e Ano, Hibrido e Ambiente, Anos e Ambiente, e Hibrido x Anos x Ambiente nao foram
significativas, (p > 0,05), ou seja, os diferentes gendtipos apresentaram comportamento
coincidente nos locais e safras avaliados, respondendo da mesma maneira as diferentes
variagOes ambientais, indicando a estabilidade. Destaca-se que ndo houve acamamento em

todos os hibridos avaliados.
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Figura 15 — Cultivo e desenvolvimento do sorgo biomassa na safra 2015/2016.

DAP=dias apds plantio, a= 11 DAP; b= 27 DAP; c= 49 DAP; d, e =75 DAP; f= 12 DAP. Fonte: Prdprio autor,
2017.

5.1 Produtividade

Os valores médios das caracteristicas avaliadas dos cinco gendtipos de sorgo
biomassa, agrupados pelo teste Scott e Knott a 5% de probabilidade, podem ser observados na
tabela 3. Através das médias verifica-se a superioridade do genétipo bmr de nervura marrom
201556B002, e dos gendtipos convencionais CMSXS7016 e BRS 716 para o caractere PMV,
obtendo 81,03 t hal, 90,23 t ha e 98,41 t ha™l, respectivamente. Esse resultado corrobora com
o estudo realizado por Castro et al. (2015), ao avaliar 16 gendtipos de sorgo biomassa, no qual
obteve médias variando de 124,28 t ha! a 69,19 t ha™. Dados obtidos por Parrella (2013)
revelam que o sorgo biomassa possui o potencial de produzir até 102,22 t ha™* de PMV. O maior
acumulo de biomassa em hibridos de sorgo, de acordo com Olson et al., (2012), pode ser
explicado pelo maior periodo vegetativo (sensibilidade ao fotoperiodo), maior indice de area
foliar, maior interceptacéo e aproveitamento eficiente de radiacdo (planta C4).

Em relagdo a producdo de massa seca (PMS) os valores médios variaram de 21,14
tha1a33,28 t ha . Os hibridos que se destacaram com maiores produtividades em massa seca
foram os CMSXS7016 e BRS 716, com valores de 30,74 t ha™ e 33,28 t hal, respectivamente.
Castro et al. (2015) obteve resultados semelhantes para os mesmos materiais, encontrando 37 t

ha! e 36 t hat, respectivamente. Esses resultados corroboram com o encontrado por Souza et
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al. (2016), onde obtiveram médias de 37,95 t ha® a 27,95 t ha, ao realizar o cultivo nos
municipios de Janauba e Sete Lagoas, respectivamente.

A producdo de matéria seca de sorgo biomassa em média pode chegar a mais de 30
t hal, sendo que alguns materiais experimentais do programa de melhoramento da Embrapa
Milho e Sorgo ja apresentam produtividade acima de 50 t ha* de matéria seca (PARRELLA et
al., 2011). A caracteristica PMS é uma das mais importantes, pois reflete a produtividade
alcancada, e seu efeito significativo permite selecionar o melhor material para alcancar maiores

ganhos em biomassa.

5.2 Composigdo quimica das biomassas in natura

Os valores obtidos para FDN, FDA, celulose, hemicelulose e lignina estdo
expressos como porcentagem (%) em relacdo a massa seca a 105 °C (Tabela 3). Os valores
médios de FDN e FDA variaram de 66,43% a 71,48%, e 39,45% a 43,98%, respectivamente.
Esses resultados corroboram com o encontrado por Castro et al., (2015), onde obteve média de
71% para FDN e valores médios de FDA variando de 38,7% a 51,9%.

Em relagdo a composicéo lignoceluldsica dos hibridos de sorgo biomassa avaliados,
obteve-se valores médios de 34,65% a 36,82% de celulose; 25,26% a 27,86% de hemicelulose
e, 4,63% a 7,15% de lignina, respectivamente (Tabela 3). Oliveira et al., (2015), ao avaliar
perfil de fibras e minerais de cultivares de sorgo biomassa, encontrou entre 40,0 a 44,4% de
celulose, 26,6 a 29,4% de hemicelulose, e 7,7% a 8,9% de lignina.

O efeito significativo para os caracteres hemicelulose e lignina para a fonte de
variacgdo hibridos é importante para a tomada de decisdo na escolha do material a ser utilizado
nos processos de sacarificacdo e fermentacdo, com o objetivo de producéo de etanol de segunda
geracdo, pois esses caracteres podem influenciar no rendimento final do biocombustivel.

A celulose e a hemicelulose sdo os principais polissacarideos da biomassa, e seus
percentuais impactam no rendimento da hidrdlise enzimatica e consequentemente na
quantidade do etanol obtido. Assim sendo, para a obtencdo do etanol de segunda geracéo,
primeiramente ha a necessidade da desconstrugdo da biomassa, com a deslignificacdo e
exposicdo das fibras celulosicas para que ocorra eficientemente a sacarificacdo (REIS et al.,
2016). Contudo, a lignina que é um composto polifendlico, interfere de maneira negativa no
processo de sacarificacdo (VAN DER WEIJDE et al., 2016), uma vez que dificulta a agéo das
enzimas ao complexo celulésico, além de ser um meio potencial de liberacdo de inibidores ao
processo fermentativo (KE & CHEN, 2013).
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Em relacdo ao caractere lignina, portanto, os gendtipos mutantes bmr (2015568002,
201556B003) diferiram significativamente dos genotipos convencionais, apresentando
menores percentuais. Os baixos teores de lignina nos hibridos 201556B002 e 201556B003,
(Tabela 3), sugerem que a presenca do alelo bmr nesses materiais, confere a biomassa
diferengas significativas na composicdo da parede celular vegetal, alem de promover uma
melhor digestibilidade da fibra. Resultado semelhante foi relatado por Simeone et al. (2018).

Ao comparar a biomassa do sorgo ao bagaco de cana-de-agucar, residuo
lignocelulésico mais amplamente estudado para a producdo de etanol de segunda geracéo,
observa-se uma grande vantagem, pois em média a composicao do bagaco de cana-de aglcar é
de 35-45% de celulose, 26,2-35,8% de hemicelulose e 11,4-25,2% de lignina (ZHAO et al.,
2009; CANILHA et al., 2011; SAINI et al., 2015; ZHOU et al., 2017). Reis et al., (2016)
também obteve menores teores de lignina em bagaco de sorgo frente ao de cana-de-agUcar.
Portanto, altos teores de lignina nos materiais lignocelul6sicos aumentam o custo de todo o
processo, pois além da lignina adsorver de forma irreversivel enzimas e inibir sua acdo nas
cadeias de celulose, sdo necessarios pré-tratamentos mais severos com a finalidade de diminuir
a recalcitrancia da biomassa vegetal (KAPOOR et al., 2017; RASTOGI e SHRIVASTAVA,
2017). A viabilidade econémica da producéo de bioetanol em escala industrial tem como fator
determinante a eficiéncia do pré-tratamento e da hidrolise da biomassa lignoceluldsica (PATEL
etal., 2017).

O teor de hemicelulose ndo apresentou diferenca significativa entre os ambientes,
e pelo teste de média nédo foi possivel observar a diferenca entre os materiais. Sob a perspectiva
de utilizagé@o de hemicelulose, os valores significativos podem representar um importante fator
no aumento da producdo de etanol a partir da cofermentacao de pentoses (C5) e hexoses (C6)
(RASTOGI & SHRIVASTAVA, 2017).
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1 Tabela 3 - Valores médios de caracteres agrondémicos e composic¢do lignocelulésica do sorgo biomassa cultivado em Sete Lagoas e Couto

2 de Magalhaes de Minas, nas safras 2015/2016 e 2016/2017.
Hibridos PMV PMS ALT FDA FDN Celulose  Hemicelulose Lignina
201556(B)002 81,03 a 22.46 b 3.88a 39,62 a 66,43 a 34,98 a 26,80 a 463D
201556(B)003 74,83 b 21,14 b 3,88a 39,45 a 67,32 a 34,65 a 27,86 a 480D
CMSXS7027 76,72 b 25,46 b 443 a 43,98 a 71,48 a 36,82 a 27,50 a 7,15a
CMSXS7016 90,23 a 30,74 a 4.25a 41,66 a 67,99 a 35,19 a 26,32 a 6,47 a
BRS716 98,41 a 33,28 a 431a 41,87 a 67,13 a 35,05 a 25,26 a 6,81 a
Sete Lagoas 1 84,69 a 29,46 a 457 a 45,56 a 72,65a 38,46 a 27,08 a 7,10 a
Couto 1 76,50 a 23,66 a 3,78 b 41,23 b 68,25 b 35,76 a 2701 a 5,46 Db
Sete Lagoas 2 83,61 a 24,89 a 448 a 41,21 a 68,43 a 34,64 a 27,21 a 6,57 a
Couto 2 86,75 a 26,08 a 3,64b 37,47 a 63,91 b 3295a 26,43 a 451D

3 Médias seguidas pela mesma letra minascula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste “Scott Knott”, em nivel de 5% de probabilidade. ALT= altura de plantas (m); PMV=

4 producéo de massa verde (t hal); PMS= producdo massa seca (t hat); FDA= fibra detergente acido; FDN= fibra detergente neutron; Sete Lagoas 1= Safra 2015/2016 em Sete

5 Lagoas; Couto 1 = Safra 2015/2016 em Couto de Magalh&es de Minas; Sete Lagoas 2= Safra 2016/2017 em Sete Lagoas; Couto 2 = Safra 2016/2017 em Couto de Magalhdes

6  de Minas.
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Como os hibridos convencionais apresentaram maiores teores de lignina e, 0s
percentuais de celulose ndo diferiram estatisticamente entre os materiais, assume-se, portanto,
que os hibridos de nervura marrom bmr de sorgo biomassa sdo matérias primas mais
promissoras para a obtencdo do etanol de segunda geracdo. Estes genotipos agregam alta
producdo de biomassa com baixos teores de lignina, caracteristicas ideais para a producgdo de
etanol 2G.

5.3 Concentracdo de acUcares e inibidores no hidrolisado acido

O objetivo principal do pré-tratamento &cido foi solubilizar a fracdo hemicelul6sica
da biomassa e tornar a celulose mais acessivel a sacarificacdo enzimética para a liberacéo
seletiva de hexoses no passo subsequente. Contudo apesar da fermentagdo de agucares de cinco
carbonos ndo ser o foco desse trabalho, o hidrolisado acido obtido ap6s o pré-tratamento com
H>SO4 da biomassa in natura do sorgo, foi analisado por HPLC para quantificagdo do teor de
acucares e possiveis inibidores presentes, pois a fragdo desse hidrolisado hemicelulésico tem o
potencial para ser utilizado na obtencéo de etanol a partir de pentoses. Portanto, o conhecimento
dos teores de inibidores é fundamental para a tomada de decisdo em relacdo ao uso de
determinado pré-tratamento. O pré-tratamento da biomassa com acido diluido também
proporciona a recuperagdo de um hidrolisado rico em pentoses, principalmente D-xilose
(GOTO e KAMIYA, 2016; TIZAZU & MOHOLKAR, 2017), além de conter glicose e
arabinose (Tabela 5). Também ha a producdo de furfural, que é o produto de degradacdo das
pentoses, enquanto a glicose pode ser degradada em 5- hidroximetilfurfural (HMF). Estes
compostos atuam como inibidores e modulam a atividade das enzimas durante o processo de
fermentacdo (CHANDRA et al., 2007).

Os valores médios em gramas por litro (g L) de HMF, furfural, acido acético e
glicerol podem ser observados na Tabela 4. Considerando que os furanos sao 0s compostos que
mais afetam negativamente os microrganismos no processo da fermentagcdo (VAN DER POL,
2014), observa-se, portanto, que os teores variaram de 0,0021(2,1 x 10®) g/L a 3,0 x 10 g/L
de HMF, e de 3,6 x 10#a 4,3 x 10**g/L de Furfural.
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Tabela 4 - Teores médios de HMF g L, Furfural g L, &c. acético g L e glicerol g L"*do
hidrolisado acido do sorgo biomassa cultivado em Sete Lagoas e Couto de Magalhaes de
Minas na safra 2015/2016.

Hibridos HMF (g LY Furfural (LY Ac.Acético(g L")  Glicerol (g LY
201556(B)002 0,0030 a 0,00043 a 520a 1,08 b
201556(B)003 0,0021 a 0,00039 a 537a 1,27b
CMSXS7027 0,0028 a 0,00036 a 5,58a 1,00 b
CMSXS7016 0,0022 a 0,00041 a 544 a 1,04 b
BRS716 0,0027 a 0,00042 a 538a 161la
Sete Lagoas 0,0020 b 0,00039 b 5,55 a 1,04 b
Couto 0,0029 a 0,00045 a 530a 139a

Médias seguidas pela mesma letra mintiscula nas colunas nio diferem entre si pelo teste “Scott Knott”, em nivel
de 5% de probabilidade para cada local.

Verificou-se que o tratamento com acido diluido proporcionou altos rendimentos
de acucares redutores (Tabela 5), tendo o hibrido de nervura marrom bmr 201556B002
alcancado um total de 65,79 g L. Patel et al., (2017), estudando o hidrolisado do bagaco de
cana-de-aguicar, obtiveram 41,19 g L™ de aclcares redutores. Contudo Aguilar et al., (2002),
também utilizando o bagaco de cana-de-acucar, obtiveram valores bem inferiores aos

encontrados para o sorgo biomassa, sendo 24 g L.

Tabela 5 - Valores médios de glicose, xilose e arabinose (g L) do hidrolisado acido do
sorgo biomassa cultivado em Sete Lagoas e Couto de Magalh&es de Minas na safra

2015/2016.
Hibridos Glicose (g L) Xilose (g LY Arabinose (g L)
201556(B)002 20,64 a 39,86 a 529a
201556(B)003 16,72 b 39,48 a 5,69a
CMSXS7027 19,82 a 38,25 a 4,34 a
CMSXS7016 17,99 b 38,74 a 4,88 a
BRS716 19,80 a 38,58 a 4,62 a
Sete Lagoas 1484 b 38,54 a 4,95a
Couto 22,09 a 39,83 a 5,18a

Meédias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste “Scott Knott”, em nivel
de 5% de probabilidade para cada local
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5.4 Composigéo lignoceluldsica das biomassas ap0ds pré-tratamentos

Os resultados da caracterizacao lignoceluldsica da biomassa de sorgo, ap0s os pré-
tratamentos quimicos por acido diluido e apds tratamento alcalino, estdo apresentados nas
Tabela 6. A producéo de celulose eficiente e econdmica é conseguida extraindo a quantidade
maxima de fibras de celulose das culturas através da deslignificacdo. Portanto, os pré-
tratamentos sdo fundamentais para a remocao da hemicelulose e da lignina, diminuicdo da
cristalinidade da celulose e aumento da area superficial dos materiais, facilitando assim a
subsequente hidrolise enzimatica.

Os valores médios de celulose, hemicelulose e lignina variaram de 63,55% a
69,97%, 2,68% a 4,12 %, e 24,20% a 16,72%, respectivamente, ap0s o tratamento com H2SO4

das biomassas in natura (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores médios de celulose, hemicelulose, lignina (%) do sorgo biomassa in
natura, apos tratamento acido, e apds tratamento acido seguido por alcalino, cultivado
em Sete Lagoas e Couto de Magalhdes de Minas nas safras 2015/2016 e 2016/2017.

Biomassa in natura Apbs trat. c Apbs trat. &c + bs
Hibridos Celulose Hemicel Lignina | Celulose Hemicel Lignina | Celulose Hemicel Lignina
201556(B)002  3498a 26802  463b | g9974  306a  1672c | 97.02a 297a 02b
201556(B)003 34652 27,862 480D | g7411  268a  17,97c | 9499a 352a 1,15b
cmsxs7oz7  3682a  2750a 7154 | gg35c  412a  21,71b | 91,14b  291a 533a
cmsxs7o16  3919a  2632a 6474 | g537c  390a  22,02b | 91,45b  2,68a 455a
BRS716 3505a  2526a 68la | g355¢c 300a  2420a|8913b  423a  646a
Setelagoas 38462 2708a  710a | 6541b 36la 1992a|937la 366a 282a
Couto de
Magalhdesde  35,76a 27,0la 546b | 67,91a 2,72b 19,99a | 93,06 a 282a 3,07a
Minas

Médias seguidas pela mesma letra minascula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste “Scott Knott”, em nivel
de 5% de probabilidade para cada local. Hemicel = Hemicelulose; trat. 4&c = tratamento &cido; trat. ac+bs =
tratamento acido seguido de alcalino.

Os valores médios de celulose, hemicelulose e lignina variaram de 89,13% a
97,02%, 2,68% a 4,23 %, e 0,2% a 6,46%, respectivamente, apds o tratamento com NaOH das
biomassas pre-tratadas com 4&cido. Verificou-se que o percentual de celulose aumentou
continuamente apds cada pré-tratamento com acido ou base, obtendo diferenca significativa,

comparado a biomassa in natura. A quantidade de celulose variou desde um teor inicial de 35%
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até cerca de 90% aproximadamente (Figura 16), sob pré-tratamento utilizando NaOH a 7%.
Observou-se tambem que o pré-tratamento foi eficiente na remocdao da lignina, principalmente
para os hibridos bmr.

Figura 16 - Composicéo (%) lignocelulésica das biomassas de sorgo.
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(A) biomassa apds tratamento com H,SO4, (AB) biomassa ap6s tratamento com HSO,4 + NaOH.
(B) Fonte: Proprio autor, 2018.

Na grande maioria dos processos de pre tratamento ndo ocorre a remocao total ou
eficiente da lignina (TALEBNIA et al., 2010), e por isso em alguns casos é necessario outro
processo de deslignificacdo. Portanto, verificou-se que os hibridos de nervura marrom bmr
apresentaram diferenca significativa na remog&o da lignina, resultando em valores préximos de
zero (Tabela 6).

Apos o tratamento com NaOH, a cor das fibras foi alterada de marrom escuro para
amarelo, sugerindo a quantidade reduzida de lignina (Figura 17). Na Figura 18, observa-se a
biomassa in natura (a), apés o pré-tratamento com acido (b), e apds o pré-tratamento acido
seguido de alcalino (c).
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Figura 17 - Biomassa de sorgo apos o tratamento com NaOH.

(a) cadinho com a biomassa de sorgo deslignificada, ap6s neutralizacdo e filtracdo a vacuo, (b) cadinho com a
biomassa deslignificada antes da neutralizacdo e filtragem. Fonte: Proprio autor, 2018.

Figura 18 - Biomassa de sorgo in natura e apés os tratamentos.

Sngpbi,
by 1 5’

-

(a)biomassa in natura, (b) biomassa apds tratamento com H,SO4, (c) biomassa ap0s tratamento com H,SO4 +
NaOH. Fonte: Préprio autor, 2018.

5.5 Analise MEV

A Microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada para avaliar as
modificacOes estruturais morfoldgicas da biomassa do sorgo. Imagens da MEV com ampliacdo
de 1000x explicaram as mudancas ocorridas durante os pré-tratamentos (Figuras 19 e 20). No
caso da biomassa in natura, ndo tratada (Figuras 19a e 20a), a estrutura observada era rigida,
altamente conservada, compacta e ndo porosa. Verificou-se que as amostras pré-tratadas
estavam fragmentadas, o que pode ser devido a quebra da rede de celulose-hemiceluloses-
lignina, levando a remocao das fracdes hemiceluldsica (Figuras 19b e 20b) e lignina (Figuras
19b e 20c).
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Figura 19 - MEV 1000x hibrido bmr.

SEMHV: 5.0 kV WD: 15.24 mm
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE
View field: 190 ym _ Date(m/dly): 04/12/18

SEM HV: 5.0 kV WD: 15.07 mm VEGA3 TESCANl  SEM HV: 5.0kV WD: 15.01 mm
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE SEM MAG: 1.00 kx Det: SE
View field: 190 ym _ Date(m/dly): 04/12/18 View field: 190 um _ Date(midly): 04/12/18.

(a) (b)

(a)biomassa in natura, (b) biomassa apos tratamento com H2SO4, (c) biomassa ap6s tratamento com H,SO4 +
NaOH. Fonte: Proprio autor, 2018.

Figura 20 - MEV 1000x hibrido convencional.

WD: 15.32 mm L1 VEGA3 TESCAN|

SEM MAG: 1,00 kx Det: SE 50 pm
View field: 190 ym  Date(midly): 04/12/18

SEM HV: 5.0 kV WD: 1511 mm L1 111 VEGA3 TESCAN  SEM HV: 5.0 kV WD: 15.22 mm
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE SEM MAG: 1.00 kx Det: SE
View fleid: 190 pm  Date(m/dly): 04/12118 View field: 190 ym  Date(midly): 04/12/18

(a) (b)

(a)biomassa in natura, (b) biomassa apds tratamento com H,SO4, (c) biomassa ap6s tratamento com H,SO4 +
NaOH. Fonte: Proprio autor, 2018.

Durante o pré-tratamento &cido, ligacbes de hidrogénio intermoleculares da
celulose podem ficar parcialmente interrompidas e, assim, resultar na estrutura porosa com alta
area superficial (LINDMAN et al., 2017). Isto é benéfico para as enzimas penetrarem,
adsorverem e facilmente hidrolisarem a biomassa durante a hidrélise. Observacdes idénticas
foram relatadas anteriormente para topos de cana- de- agucar pré-tratados com acido (SINDHU

etal., 2011).
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5.6 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR),
utilizados para investigar a presenca de grupos funcionais e as mudancas quimicas na biomassa
lignocelulosica, apresentam vantagens sobre os métodos quimicos convencionais que
consomem tempo, reagentes e podem resultar na degradacgdo dos polimeros naturais (XU et al.,
2013). Os espectros de FTIR para o sorgo in natura e pré-tratados foram diferentes, explicando
as mudancas estruturais na biomassa que ocorreram durante os pré-tratamentos.

A Figura 21 mostra os espectros de FTIR de amostras néo tratadas, tratadas com
acido (A) e tratadas com &cido seguido de base (B), no gen6tipo mutante bmr 201556(B)002 e
no convencional BRS 716, na regido do comprimento de onda de 4.000 a 800 cm™.

Os espectros de FTIR do sorgo biomassa mostram varias bandas de absorcdo que
podem ser atribuidas aos principais componentes estruturais: celulose, hemicelulose e lignina.
A regido de 4.000 a 1800 cm dos espectros de transmitancia apresenta poucas bandas, que s&o
atribuidas ao grupo O-H (em torno de 3.340 cm™) e ao grupo C-H (2.927 cm™). A regido entre
1.800 a 900 cm* apresenta bandas mais complexas, em funcdo de varios modos de vibragdo
dos carboidratos e lignina (GILBERT et al., 1993; PANDEY, 1999).

Embora todos os espectros do sorgo biomassa apresentem caracteristicas
semelhantes, pequenas mudancas foram observadas entre os espectros. Por exemplo, ndo houve
picos em 1.714 — 1.642 cm™ para a biomassa n&o tratada. A banda de hemicelulose apareceu a
1.730 cm! (Figura 19) para todas as amostras sem tratamento, assim como observado por GUO
et al., 2008; KUMAR et al., 2009; PANDEY, 1999; SUN e TOMKINSON, 2005). De acordo
Liu et al., (2005), nas paredes celulares este pico tem sido relacionado com ésteres alquilicos

saturados a partir da hemicelulose.
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Figura 21 - Espectros de FTIR do sorgo biomassa in natura e pré-tratados, na regiao do
comprimento de onda de 4.000 a 800 cm. 102 = Hibrido bmr; 106 = Hibrido
convencional.
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102 = Hibrido bmr 201556B002 in natura; 102A = Hibrido bmr 201556B002 tratado com &cido; 102B = Hibrido
bmr 201556B002 tratado com &cido seguido por base; 106 = Hibrido convencional BRS716 in natura; 106A =

Hibrido convencional BRS716 tratado com acido; 106B = Hibrido convencional BRS716 tratado com &cido
seguido por base. Fonte: Prdprio autor, 2018.

Figura 22 - Espectros de FTIR do sorgo biomassa in natura e pré-tratados, na regiao do
comprimento de onda de 1.900 a 1.300 cm-2. 102 = Hibrido bmr; 106 = Hibrido
convencional.
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102 = Hibrido bmr 201556B002 in natura; 102A = Hibrido bmr 201556B002 tratado com &cido; 102B = Hibrido
bmr 201556B002 tratado com &cido seguido por base; 106 = Hibrido convencional BRS716 in natura; 106A =

Hibrido convencional BRS716 tratado com &cido; 106B = Hibrido convencional BRS716 tratado com é&cido
seguido por base. Fonte: Prdprio autor, 2018.
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Figura 23 -. Espectros de FTIR do sorgo biomassa in natura e pré-tratados, na regido do
comprimento de onda de 1.300 a 800 cm™. 102 = Hibrido bmr; 106 = Hibrido
convencional.
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102 = Hibrido bmr 201556B002 in natura; 102A = Hibrido bmr 201556B002 tratado com acido; 102B = Hibrido
bmr 201556B002 tratado com &cido seguido por base; 106 = Hibrido convencional BRS716 in natura; 106A =
Hibrido convencional BRS716 tratado com acido; 106B = Hibrido convencional BRS716 tratado com acido
seguido por base. Fonte: Proprio autor, 2018.

Observou-se também que nenhuma banda acentuada de hemicelulose foi detectada
apos os pré-tratamentos (Figura 22), indicando que a hemicelulose foi grandemente hidrolisada.
No material bmr, 102A, a banda de hemicelulose 1730 aparece suavemente quando comparada
ao material sem tratamento. A andlise da composicdo lignocelulésica do sorgo biomassa
(Tabela 6) corrobora com as observacdes do FTIR, de que o teor de hemicelulose da biomassa
diminui significativamente ap6s os pré-tratamentos.

Bandas relacionadas a lignina nos espectros de FTIR podem ser observadas em
torno de 1.268, 1.329, 1.610 e 1.715 cm™ (KUMAR et al., 2009; PANDEY, 1999). A banda
em 1.511 cm™, atribuida a ligagdo C = C de lignina foi observada para todas as biomassas néo
tratadas (Figura 22), e foi de grande intensidade para as biomassas apds o tratamento &cido.
Esta banda néo foi observada apds o pré-tratamento béasico, indicando a remocdo eficiente desse
polimero, assim como pode ser observado na Tabela 6.

Detecgdo de uma banda de absorgdo em 1.715 cm™ (Figura 22), devido ao
estiramento de C = O das cadeias laterais do grupo fenil éster da estrutura da lignina, em
residuos sélidos pré-tratados mostraram que algumas hemiceluloses ndo foram clivadas apés o

pré-tratamento com &cido diluido. Este resultado confirma o resultado anterior para analise de
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composi¢do quimica de amostras de biomassa, no qual o pré-tratamento 4cido diluido pode
remover a maior parte da hemicelulose da biomassa, enquanto a maior parte da celulose e
lignina permanece nos residuos sélidos.

A banda de 1.606-1610 cm™ est4 associada & dupla ligacdo presente na cadeia
lateral em estruturas semelhantes a lignina (CORREDOR et al., 2009; KUMAR et al., 2009;
PANDEY, 1999). Para todas as amostras, esta banda foi bem definida ap6s o preé-tratamento
acido (Figura 22).

O sorgo biomassa possui dois tipos principais de lignina: anéis de guaiacil e siringil.
A banda a 1508-1511 cm™ esta associada ao anel guaiacil na lignina (CORREDOR et al., 2009;
PANDEY, 1999). Esta banda foi observada (Figura 22) em todas as amostras de biomassa nao
tratada, e ap0s o pré-tratamento basico ndo foi observada.

A faixa em torno de 1456 cm™ deve-se a absorgdo de anéis de siringil na lignina
(CORREDOR et al., 2009; PANDEY, 1999, GASTALDI et al., 1998). Esta banda foi
observada em todas as amostras nao tratadas (Figura 22) e ap6s o tratamento acido.

Bandas relacionadas a celulose nos espectros de FTIR foram observadas em torno
de 898, 1320 cm™ (Figura 23), 1423, 2920 e, 3340 cm™ (Figura 22), assim como observado por
GASTALDI etal., 1998; KUMAR et al., 2009; PANDEY, 1999; GILBERT et al., 1993, sendo
mais acentuadas para o material bmr ap6s o tratamento basico, evidenciando a maior proporcéo

de celulose nesse material.

Tabela 7 - Atribuicdo das principais bandas observadas nos espectros de FTIR para
sorgo biomassa.

Numero de o )

onda (cm) Amostras Atribuicao Referéncia

3300 Todas Estiramento O-H Pandey (1999).

2900 Todas Estiramento assimétrico  Pandey (1999).
dos grupos C-H

2840 Estiramento simétrico Pandey (1999).
dos grupos C-H

1730 Amostras ndo tratadas C=0 dos ésteres de Pandey (1999).

alquila da hemicelulose Corredor et al.,
(2009); Liu et al.,
(2005).
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1715 Bem definido apds o C=0 dos ésteres de fenila Corredor (2009);
tratamento acido da lignina
1606 Bem definido apos o Vibracdo dos anéis Pandey (1999)
tratamento acido aromaticos da lignina
1511 Bem definido apds o Estiramento C-O do anel  Corredor et al.,
tratamento acido guaiacyl da lignina (2009).
1456 Bem definido apos o Deformacdo C-H anéis Corredor et al.,
tratamento acido siringyl da lignina (2009).
1381 Todas Deformacdo simétricade  Gastaldi et al.,
grupos C-H da celulose ~ (1998); Gilbert et al.
(1993).
1240 Amostras ndo tratadas Deformagédo C-O-H e
estiramento C-O de
grupos fenolicos
1159 Todas Estiramento Gilbert et al., (1993);
antissimétrico C-O-C da  Corredor et al.,
ligacdo glicosidica da (2009).
celulose
1100 Definido apos 0s Estiramento C-O dos Pandey (1999);
tratamentos alcoois secundarios da Corredor et al.,
glicose (2009).
1030 Todas Vibracdes C-O da Corredor et al.,
celulose (2009).
898 Todas Estiramento do anel de Kumar et al., (2009);

glicose

Corredor et al.,
(2009).

5.7 Rendimentos de etanol por gendtipo (Sacarificacdo e Fermentacao)

Os resultados (Tabela 8) demonstraram que o tratamento &cido seguido por base

apresentou o melhor rendimento apds a hidrélise enzimatica do que utilizando apenas acido

como pré-tratamento, corroborado pelas analises de Microscopia Eletrénica de Varredura
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(MEV) e Anadlise de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) que demonstraram a
modificacdo estrutural desejavel.

Observa-se que os hibridos bmr 201556B002 e 201556B003 resultaram em maiores
rendimentos de hidrdlise nos dois testes de sacarificacdo. A eficiéncia de amostras pré-tratadas
para produzir agucares fermentéaveis, (Figura 24), foi avaliada medindo a quantidade total de
acucar redutor liberada das amostras apds 48 horas e 72 horas de hidrélise enzimatica. Esse
resultado reafirmou a vantagem do hibrido bmr. Destaca-se também que, quando avaliado o
fator de rendimento de producédo (Yp/s) e a eficiéncia fermentativa (Tabela 8), o hibrido bmr
mais uma vez demonstra vantagem sobre 0s convencionais, pois observa-se que sdo necessarias

menores quantidades de biomassa desse hibrido para obter a mesma quantidade de etanol.

Figura 24 - Quantidade em gramas por litro de agucar redutor liberado, ap6s
sacarificacéo e fermentacgéo separado.
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Esse resultado corrobora que as mudancas na estrutura e na composicao quimica do
sorgo mutante sdo mais favorecidas do que em relacéo aos hibridos convencionais, 0s quais
naturalmente apresentam maiores teores de lignina. Verificou-se que na cidade de Sete Lagoas
0 hibrido mutante 201556B002 e o hibrido convencional BRS 716 apresentaram valores de
etanol por hectare significativamente superior aos demais, obtendo valores de 11567,86 L ha
e 10587,97 L ha'?, respectivamente. Na cidade de Couto de Magalhaes de Minas o hibrido BRS

716 apresentou a melhor produtividade de etanol, alcangando 11838,46 L ha™.



Tabela 8 - VValores médios de rendimento de producao (Yp/s), hidrélise e eficiéncia

fermentativa (Ef).
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Rendimento de hidrélise Rendimento de hidrdlise

oo 0
Hibridos Ypls (9/9) SFS 4c. (%) SFS 4c.+bs (%) Ef (%)
Couto M. Couto M. Couto M. Couto M.
Sete Lagoas Minas | Sete Lagoas Minas Sete Lagoas Minas Sete Lagoas Minas

201556(B)002 0,42 Aa 0,33Ba| 33,16Ba 39,52 Aa 74,66 Aa 72,15 Aa | 87,98 Aa 71,47 Ba
201556(B)003 0,26 Ab 0,31 Aa 25,41Bb 39,86 Aa 77,51 Aa 76,43 Aa | 53,00 Ac 64,36 Aa
CMSXS7027 0,23 Bc 0,29 Aa 15,77Bc 24,89 Ab 62,68 Ab 67,19 Aa | 55,76 Ac 67,11 Aa
CMSXS7016 0,20 Bc 0,26 Aa 18,23Bc 26,89 Ab 62,60 Ab 63,11 Aa | 49,70 Ac 65,27 Aa
BRS716 0,28 Ab 0,31 Aa 13,12Bc 20,52 Ac 63,39 Ab 71,78 Aa | 69,29 Ab 68,32 Aa

L ha' = litros por hectare; SFS = sacarificacdo e fermentacéo separado; SSF = sacarificacio e fermentacdo
simultanea; Médias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas e maidscula nas linhas nao diferem entre si
pelo teste “Scott Knott”, em nivel de 5% de probabilidade para cada local.

Os valores de etanol para os hibridos de sorgo biomassa aqui avaliados (Tabela 9)
foram superiores aos ja registrados para a cana-de-agucar, a principal matéria prima sacarina
utilizada para a producéo do etanol de primeira geracdo, com valores de produtividade de 4.508
L ha!a 7.167 L ha! (MENDES et al., 2017). Essa vantagem potencial do sorgo se mantém
mesmo se considerada a quantidade de etanol que se pode obter do bagaco da cana-de-agucar,
através da tecnologia de 22 geracdo, aproximadamente 3.000 L ha* (BENJAMIN et al., 2014).
A producdo de etanol obtida nesse estudo também se posiciona em vantagem quando
comparado ao milho, principal matéria prima utilizada nos Estados Unidos da América.
Duvernay et al. (2013), relataram produtividade entre 2.800 e 3.800 L ha de etanol de milho,
ou seja, valores inferiores ao hibrido de sorgo biomassa com a menor produtividade nesse
estudo (201556B003 = 6.612,57 L ha™).

As produtividades de etanol a partir do sorgo biomassa, com resultados elevados e
satisfatorios, reafirmam a potencialidade dessa cultura para o fornecimento de biocombustiveis,
além de possibilitar a oferta de matéria prima em um periodo maximo de seis meses, sendo,
portanto, muito mais eficiente que a cana-de-agucar a qual apresenta um ciclo de doze a dezoito

meses.
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Tabela 9 - Valores médios etanol L ha da biomassa de sorgo apés tratamento acido e
acido seguido por alcalino.

Hibridos L EtOH/ L EtOH/ L EtOH/
ha SFS ac. ha SFS ac.+bs ha SSF
Couto M. Couto M. Couto M.
Sete Lagoas Minas Sete Lagoas Minas Sete Lagoas Minas
201556(B)002 | 3821,21 Aa  4220,28 Aa | 11567,86 Aa  9232,21Bb | 9288,38 Aa  8286,97 Bb
201556(B)003 | 3715,52 Aa  4196,27 Aa | 6612,57 Ab  8080,50 Ab | 7767,84 Ab  8511,44 Ab
CMSXS7027 | 2806,64 Bb  3577,77 Ab | 6671,33Bb  8459,30 Ab | 7423,88 Ab  7369,04 Ac
CMSXS7016 | 3788,22Ba  4520,18 Aa | 7256,25Bb  9316,34 Ab | 9323,90 Ba  10330,07 Aa
BRS716 3976,62 Aa  4401,47 Aa | 10587,97 Aa 11838,46 Aa | 8166,88 Bb  10820,36 Aa

SFS = sacarificacdo e fermentacdo separado; SSF = sacarificacdo e fermentacdo simultanea; Médias seguidas
pela mesma letra minuscula nas colunas e maitiscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste “Scott Knott”, em

nivel de 5% de probabilidade para cada.

5.8 Difracdo de Raios X

Os diferentes tratamentos aplicados nas biomassas do sorgo, proporcionaram uma
variacdo no indice de cristalinidade (IC), Tabela 10, em relacdo a celulose comercial, que
apresentou um IC de 79,9 %. As intensidades dos picos cristalinos e do halo amorfo foram
obtidas através dos graficos das Figuras 25, 26 e 27. O indice de cristalinidade corresponde a
proporcao entre a regido cristalina (1200) e amorfa (lam) (LENGOWSKI et al., 2013).

Observa-se na Tabela 10 um aumento do IC nas amostras tratadas, corroborando
com o encontrado por MIRANDA et al., (2015), o qual detectou IC crescente proporcional a
concentracdo da solucédo alcalina utilizada para tratar fibras de piacava. O aumento do indice
por PHITSUWAN, SAKKA e
RATANAKHANOKCHAI (2016) ao aplicar, dentre outras bases, hidroxido de sddio no pré-
tratamento alcalino do capim-elefante (Pennisetum purpureum), em que houve um aumento de
46,0% do material in natura para 49,8% (pré-tratado com NaOH 2%).

de cristalinidade também foi  observado

Tabela 10 - Indice de cristalinidade das biomassas do sorgo ap6s diferentes tratamentos.

Amostra 1200 lam IC
Celulose 2670 536 79,9
201556B002 1510 496 67,2
201556B002A 1510 496 67,2
201556B002B 3460 744 78,5
201556B003 1016 542 46,7
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201556B003A 1420 502 64,6
201556B003B 2648 622 76,5
CMSXS7027 1108 558 49,6
CMSXS7027A 1720 610 64,5
CMSXS7027B 2886 726 74,8
CMSXS7016 1154 592 48,7
CMSXS7016A 1666 590 64,6
CMSXS7016B 3272 762 76,7
BRS 716 1058 594 43,9
BRS 716A 1762 622 64,7
BRS 716B 3154 726 77,0

Os tratamentos com H>SO4 e com NaOH utilizados nas biomassas de sorgo,
demostraram eficiéncia na remoc¢do da fase amorfa (hemicelulose e lignina), aumentando,
portanto, os dominios cristalinos.

Observa-se um aumento no IC consideravel ap6s a realizacdo do pré-tratamento
acido seguido de base (Figura 27). Isso pode ser justificado pela alteracdo da cristalinidade,
associada primeiramente a remocdo da hemicelulose pelo H2SO4 e, posteriormente, da lignina
amorfa pelo NaOH, e consequentemente, pelo aumento no teor de celulose cristalina, e ndo

necessariamente a mudanca estrutural da celulose (KIM; LEE; KIM, 2015).

Figura 25 - Difratograma da biomassa de sorgo in natura.
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Figura 26 - Difratograma da biomassa de sorgo apds pré-tratamento com é&cido.
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Ha vérios relatos na literatura que a reducdo da cristalinidade da celulose, ou "baixa
cristalinidade", resultou em uma maior taxa de bioconversao para as biomassas lignocelulésicas
(GOSHADROU et al., 2011; OSTOVAREH et al., 2015). No entanto, isso nem sempre
acontece, pois, varios trabalhos mostraram que uma maior digestibilidade é obtida com
amostras apresentando uma maior cristalinidade. Nos casos em que uma maior cristalinidade
resultou numa digestibilidade mais elevada, outros fatores, por exemplo, &rea superficial
acessivel, porosidade, teor de lignina, hemicelulose e tamanho de particula, foram os que mais
influenciaram (PARK et al., 2010). Como exemplo, no pré-tratamento de palha de milho, as
partes amorfas sdo removidas, resultando em um residuo altamente cristalino, que é passivel de
hidrélise enzimaética, pois possui uma estrutura altamente porosa (KIM e HOLTZAPPLE,
2006). Portanto, a cristalinidade é uma caracteristica importante das biomassas lignoceluldsicas
para a digestibilidade, mas ndo o unico fator efetivo em todos os casos (KARIMI et al., 2013;
SHAFIEI et al., 2015).
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Figura 27 - Difratograma da biomassa de sorgo apés pré-tratamento com acido seguido
de base.

© celulose comercial ¥
S

[} A

3 ‘ 2015568002

S T W s A
)

GC) 201556B003

= |

... CMSXs7027 |

CMSXS7016 A

,‘v,“E’RSﬂ 6

10 20 30 40 50 60 70
20 / Graus

5.9 Analises Térmicas: Termogravimetria / Termogravimetria Derivada - (TG / DTG)

A analise do comportamento térmico de biomassas lignocelulésicas utilizando a
termogravimetria (TG) e a termogravimetria derivada (DTG) sdo importantes, pois relatam a
presenca de constituintes quimicos, tais como hemicelulose, celulose e lignina
(PARTHASARATHY et al., 2013). As Figuras 28, 29 e 30 mostram as curvas de TG e DTG

para as biomassas de sorgo in natura e ap0s 0s tratamentos.
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Figura 28 -. Curvas TG (a) e DTG (b) das biomassas in natura de sorgo.
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Observa-se que as curvas apresentam um comportamento tipico de degradacéo
térmica para biomassas lignocelulésicas, com trés etapas bem definidas: liberacdo de umidade
na faixa de 50 a 100 °C, decomposicdo de carboidratos (hemicelulose e celulose) no intervalo
de 250 a 400 °C, acima de 400 °C uma degradacdo continua e lenta associada a lignina, e ao
final do processo ocorre a formacéo de carvao e cinzas (RAMBO et al., 2015). A degradacéo
da hemicelulose é evidenciada somente na Figura 28, pois a partir do tratamento acido ocorre
a remocao desse polissacarideo, o que pode ser confirmado pela auséncia de degradacao nas

faixas anteriores a 290 °C nas figuras 29 e 30, além confirmar os resultados j& discutidos a partir
das analises de composicédo e de DRX.

Figura 29 - Curvas TG (a) e DTG (b) das biomassas de sorgo apdés tratamento &cido.
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O pico maximo de degradacdo pode ser observado na Figura 29, correspondendo a
340 °C, referente a decomposicao da celulose, corroborando com o encontrado por Rambo et

al., (2015), ao estudarem a termogravimetria de diferentes biomassas.

Figura 30 - Curvas TG (a) e DTG (b) das biomassas de sorgo apds tratamento acido
seguido de base.
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6 CONCLUSAO

O sorgo apresenta potencial para producdo de biocombustiveis, uma vez que sua
biomassa apresenta caracteristicas favoraveis a conversdo energética.

N&o houve interacdo entre 0os ambientes e 0s gendtipos, para todos os caracteres
avaliados, inferindo que ndo houve influéncia do meio ambiente sobre o gendtipo.

Considerando a possibilidade de duas safras anuais, os 5 hibridos avaliados podem
ser qualificados como biomassas promissoras para a inddstria de etanol de segunda geracgéo, e
capazes de propiciar volumes de alcool superiores aos obtidos com as culturas da cana-de-
acucar e milho por hectare.

A hidrolise catalisada por acido sulfarico diluido em condi¢Bes otimizadas
mostrou-se eficaz para a remocdo da hemicelulose, assim como a hidrolise acida seguida por
alcalina na remocdo de lignina. Portanto, os melhores rendimentos de hidrdlise foram obtidos
a partir dos matérias tratados, embora tenham apresentado indice de cristalinidade (CI) maior
do que o material in natura. A acessibilidade da celulose deve ser afetada pela cristalinidade,
mas também é provavel que seja afetada por varios outros parametros, como conteudo e
distribuicéo de lignina / hemicelulose, porosidade e tamanho de particula.

Os dois gendtipos de sorgo biomassa mutantes bmr 201556B002 e 201556B003
apresentaram 0s menores teores de lignina. Contudo, 0 sorgo biomassa mutante bmr
201556B002 apresentou melhor rendimento de hidrélise. O rendimento de etanol utilizando
esse hibrido mutante alcancou 11.567,86 L ha™, demonstrando que sdo necessarias menores
quantidades de biomassa desse material para obter a mesma quantidade de etanol utilizando

outros hibridos.
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ANEXO A - Analise de variancia conjunta de cinco hibridos de sorgo biomassa nos dois anos de cultivo. Sete Lagoas e Couto de
Magalhées de Minas, MG, safras 2015/2016 e 2016/2017.

Modelo: Yijk = m + (B/L)/Ajkm + Gi + Aj + Lk + GAij + GLik + ALjk + GALIijk + Eijk

Quadrado médio

FV Gl ALT PMV PMS FDN FDA Celulose Hemicelulose Lignina  Lipideo  Cinzas

Bloco/Amb/
Ano

Hibridos

8 0,31 340,13 36,81 6,79 9,41 5,35 7,48 1,10 0,53 0,17

4 0,77 1176,34** 329,88** 47,33**  41,55** 8,69 NS 12,60* 16,58** 0,71 1,56**

1 0,47NS 52,75NS 76,68NS  216,96%* 234,12**  142,92** 0,32 11,19* 38,51 28,14**

1 9,39*%* 37,86 NS 58,43NS  358,82** 28504**  87,72%* 4,13NS 56,91** 65,27 0,59NS
Hib.x Anos 4 0,73%S  44439NS 51 14NS 1,81 NS 6,07 NS 3,73NS 7,93NS 0,36NS 0,69 0,16 NS

4

1

4

AnNoSs
Ambientes

Hib.x Amb. 0,15NS  488,18NS  4481NS  1136NS  7,29NS  3.98NS 4,80NS 0,97 NS 0,79 0,24 NS
Ar{osxAmb- 0,03%  33650NS  150,16NS 206N 577N 792N 0,03 NS 0,17 NS 20,85  41,35**
H'bAXn/?QOSX 0,25 44479NS 2348NS  1513NS 437NS 1 39NS 4,41N8 1,26 NS 0,72 0,08 NS
Residuo 32 013 18439  21,37MS 6,22 6,88 5,13 3,25 0,56 0,18 0,11
Média 4,15 84,24 26,62 68,07 41,32 35,34 26,75 5,97 2,52 2,90
CcV 8,93 16,11 17,36 3,66 6,35 6,41 6,74 12,55 17,14 11,63

Hib. x Anos= interagdo genotipo anos; Hib.x Amb.= interacdo gendtipo ambiente; Anos x Amb.= intera¢do anos com ambientes; Hib.x Anos x Amb= intera¢éo hibrido com
anos e ambientes; ALT= altura de plantas (m); PMV= producéo de massa verde (t ha); PMS= producido massa seca (t ha*); FDN= fibra em detergente neutro; FDA= fibra
em detergente 4cido; celulose, hemicelulose e lignina (%)

ms ™" = ndo significativo, significativo p<0,01 e p<0,05, respectivamente pelo teste F.

11
12
13
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14 ANEXO B - Analise de variancia conjunta da composicéo lignocelulésica dos cinco hibridos de sorgo biomassa apos o pré-tratamento
15 acido.

16
17 Modelo: Yijk = m + B/Ajk + Gi + Aj + GAij + Eijk
18

Quadrado médio

FV Gl FDN FDA Celulose Hemicelulose Lignina
Bloco/Amb 4 1,20 3,02 2,95 0,11 0,39
Hibridos 4 22,98NS 12,54NS 27,96NS 2,62NS 57,53**
Ambiente 1 35,80* 59,03* 55,95* 7,15NS 0,04NS
Hib./Amb. 4 4,74NS 5,42NS 6,06* 1,53NS 0,93NS
Residuo 16 5,23 3,81 1,84 0,30 1,42
Média 89,86 86,62 66,66 3,16 19,95
CVv 2,54 2,25 2,03 17,35 5,97

19 Hib./Amb.= interagdo gendtipo ambiente; celulose, hemicelulose e lignina (%). "™ ™" = ndo significativo, significativo p<0,01 e p<0,05, respectivamente pelo teste F.
20
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21 ANEXO C - Anélise de variancia conjunta da composic¢ao lignoceluldsica dos cinco hibridos de sorgo biomassa apds o tratamento acido
22 seguido por basico.
23

Quadrado médio

FV Gl FDN FDA Celulose Hemicelulose Lignina
Bloco/Amb 4 2,71 2,09 1,12 0,05 0,84
Hibridos 4 2,07NS 1,85NS 63,45* 2,17NS 48,08*
Ambiente 1 13,64NS 1,46NS 3,80NS 6,46NS 0,54NS
Hib./Amb. 4 1,93NS 1,58NS 3,52NS 3,67NS 4,92NS
Residuo 16 1,88 1,43NS 3,87 0,20 2,66
Média 99,68 96,34 93,38 3,24 2,95
(Y 1,37 1,24 2,10 13,78 55,29

24 Hib./Amb. = interacdo genotipo ambiente; celulose, hemicelulose e lignina (%). " ™ ™ = n&o significativo, significativo p<0,01 e p<0,05, respectivamente pelo teste F.
25
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26 ANEXO D - Anélise de variancia conjunta do rendimento de hidrolise e etanol (L ha') da biomassa de sorgo apds tratamento acido e

27
28

&cido seguido por base, dos cinco hibridos de sorgo biomassa.

Quadrado médio

Rendimento de

g Etanol/ Rendimento de hidrolise SFS L EtOH/ L EtOH/ L EtOH/
FV Gl g Celulose hidrdlise SFS &c. ac.+bs ha SFS 4c. ha SFS &c.+bs ha SSF

Bloco/Amb 4 623246,5
Hibridos 4 0,01766 NS 208,66* 418,42** 1000218,32** 18229387,56NS 5874994,7 NS
Ambiente 1 0,00432 NS 28,94 NS 634,8** 2365066,09NS  5369976,74NS  3360682,5 NS
Hib./Amb. 4 0,00594* 29,66 NS 14,68 NS 46718,10NS 4887998,39**  2764369,2**
Residuo 16 0,00095 53,54 6,20 119756,25 933751,86 268032,6
Meédia 0,29 69,14 25,73 3902,42 8962,28 8728,87
CVv 10,60 10,58 9,67 8,86 10,78 5,93

29 Hib./Amb. = interacdo genotipo ambiente; L ha = litros por hectare; SFS = sacarificacdo e fermentacéo separado; SSF = sacarificacdo e fermentacdo simultanea;
30 ns, **, * = ndo significativo, significativo p<0,01 e p<0,05, respectivamente pelo teste F.
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ANEXO E - Analise de variancia de glicerol, &cido acético, hidroximetilfurfural e

furfural (g L) no hidrolisado &cido obtido da biomassa cultivada na safra 2015/2016.

Quadrados médios

FV Gl Glicerol Acido Acético HMF Furfural
Bloco/Amb 4 0,11 0,17 861910,64 3600,85
Hibridos 4 0,31NS 0,11 NS 1151240,12NS 4096,02NS
Ambiente 1 1,11* 0,56 NS 7602767,62* 62339,27*
Hib./Amb. 4 0,54** 0,14NS 806009,92NS 2159,90NS
Residuo 16 0,04 0,10 988892,45 1810,90
Média 1,21 5,42 0,0024 0,00041
CVv 18,07 6,00 40,04 10,35

HMF= hidroximetilfurfural
F.

; ns, **, * = ndo significativo, significativo p<0,01 e p<0,05, respectivamente pelo teste



