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RESUMO

Devido a busca por biomassas alternativas, de facil acesso, baixo custo e com
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Emerson Adriano Guarda® * lignoceluldsico — realizou-se este estudo com o Pennisetum purpureum,
conhecido como capim elefante. O estudo foi conduzido com objetivo de
Patricia Martins Guarda® determinar a composi¢do quimica da forragem do capim elefante para avaliar

seu uso na producdo de etanol lignoceluldsico. As hastes de capim elefante
) foram colhidas em darea experimental da Feira Agrotecnoldgica de Palmas —
Silva® AGROTINS, no més de agosto de 2015. Os resultados observados mostraram
que o capim elefante apresentou aproximadamente 60% de celulose,
demonstrando o potencial de utilizagdo desta biomassa para obtencdo de
acucares redutores. A biomassa passou por pré-tratamento quimico antes da
etapa de hidrdlise enzimatica, utilizando-se enzima comercial celulase Cellic
CTEC2. Apds a hidrdlise, obteve-se um rendimento de 54% em agucares
redutores, obtendo-se rendimento na hidrdlise de 53,9%. O rendimento da
producdao de etanol foi de 87,8%. A partir disso, pode-se afirmar que a
biomassa capim elefante possui grande potencial como fonte de celulose,
podendo ser uma alternativa barata e de grande disponibilidade para producdo
de etanol lignocelulésico.
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INTRODUGAO

A agricultura no Brasil tem passado por muitas
mudangas devido as constantes discussdes ligadas a
questGes ecoldgicas, econdmicas e sociais. Sendo assim, a
modernizacdo da agricultura foi impulsionada pelo rapido
crescimento da populagdo, demanda alimentar e energética
para garantir a sobrevivéncia. Neste cenario, houve, nos
ultimos 30 anos, expressivo aumento do uso de insumos
quimicos na agricultura pela expansdo da produtividade e
pelo uso de estratégias no processo de comercializacdo.!

A produgdo de biocombustiveis esta diretamente
relacionada a modernizacdo da agricultura e, segundo® a
utilizagdo dos biocombustiveis ou matrizes energéticas
renovdveis, vem ocupando muita atencdo de investidores
internacionais, devido aos resultados experimentais que
propbem queda nas emissGes de CO, e,
consequentemente, reducdo do efeito estufa pelo uso
destas fontes e pelo cendrio de constantes variagdes no
preco do petrdleo.

Os biocombustiveis podem ser produzidos a partir
de matérias primas de origem vegetal, como plantas de
origem animal, como o sebo bovino, que é utilizado na
producdo de biodiesel; além de outras fontes residuais da
industria, da agropecuaria ou florestal. A exemplo, a
produgio de dlcool combustivel da cana-de-agticar no Brasil?
—na Europa, é produzido pelo processamento da beterraba
—oudo amido (milho, trigo, raizes e tubérculos).?

Segundo Nunes et.al.%, para a producdo do etanol de
segunda geragdo, utilizam-se materiais lignoceluldsicos,
assim, podem-se utilizar diversos residuos agricolas ou
excedentes de atividades agricolas, em que, por meio de
tratamentos  quimicos, termoquimicos ou  rotas
bioquimicas, obtém-se o produto-alvo, aperfeicoando o
processo de eficiéncia e reduzindo impactos ambientais,
como a poluicdo do ar atmosférico pela eliminagdo de CO,
por veiculos automotores.

O biopolimero que mais estd presente na parede
celular das células vegetais é a celulose®> Muitos
pesquisadores estudam sobre os meios para obtencdo de
etanol, a partir da celulose, o qual demanda varios
processos, a citar: pré-tratamento da biomassa, que pode
incluir quebra da parede celular (para um melhor
aproveitamento da celulose disponivel), isolamento dos
acucares e lignina e, posteriormente, ocorre o processo de
fermentacdo.

O capim elefante (Pennisetum purpureum) tem sido
objeto de varios tipos de estudos, sendo amplamente
utilizado para producdo de energia, a exemplo, ha a
utilizacdo de pellets para geracao de bioeletricidade, a partir
da queima em caldeiras.’

O uso dos biocombustiveis de segunda geragdo
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pode ndo substituir totalmente o uso de energia
proveniente de fontes ndo renovaveis, mas pode contribuir
social e economicamente para o pais e evitar o esgotamento
destas fontes de energia. O presente trabalho tem por
objetivo determinar a composicdo quimica da forragem do
capim elefante, para avaliar seu uso na producdo de etanol
lignoceluldsico. Esse vegetal pode ser encontrado no estado
de Tocantins.

MATERIAL E METODOS

As hastes de capim elefante foram colhidas em area
experimental da Feira Agrotecnolégica de Palmas —
AGROTINS, no més de agosto de 2015. O clima
predominante é o tropical, com dominio morfoclimatico do
cerrado, sendo que, o indice pluviométrico é de 1300
milimetros anuais. O més mais chuvoso é Janeiro, quando
chove 246 mm, enquanto o més mais seco € julho, quando
achuva é quase nula.

O capim elefante, Cultivar Napier, teve os cortes
realizados a 15cm do solo, sendo que, as hastes escolhidas
foram de perfihos jovens e velhos, pois ndo havia
informacGes acerca da gquantidade de cortes ou mesmo
gueimas, uma vez que a area ja havia sido submetida a essa
acdo natural, j& que existe uma tendéncia de queima de
pastagens no Estado do Tocantins, que, em sua maioria,
torna-se descontrolada e invade plantagbes e dreas de
consevagao.

A) Determinagdo do Teor de Lignina

O teor de Lignina foi determinado de acordo com
metodologias realizadas pelo Centro Nacional de Pesquisa
do Algoddo, Campina Grande, PB.2 Tomou-se 1,0 g da
amostra seca em estufa a aproximadamente 60°C e moida
em moinho de facas tipo Willye. Em seguida, o material foi
colocado em um almofariz e adicionado de 17,0 ml de &cido
sulfirico 72,0% (m/m), resfriado em geladeira de 10a 15°C,
antes do uso. Agitou-se vigorosamente o material com o
pistilo, até total homogeneizagao, formando-se uma pasta.
A digestao da amostra ocorreu por 24 horas.

Apds a digestao, o acido sulfurico foi diluido a 4,0%, e
todo o contetido foi transferido para um baldo de 1.000 ml.
A amostra foi mantida sob refluxo por 4 horas.

Todo o contetdo do baldo foi filtrado e levado a
estufa a 105+29C até massa constante. Apds secagem em
estufa o material foi levado a mufla para determinagdo do
teor de cinzas.

O teor de Lignina foi calculado utilizando-se as
seguintes equagdes:

Teor de Cinza % = S2¢ ~MF v 100
eor ae Linza O—T

(Eg. 1)
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MFL — MF

X100)-TC
MA )

Teor de Lignina % = (

(Eq. 2)
Onde:
MF: massa do funil limpo e seco (g);

MA: massa da amostra (g);
MFL: massa do funil + lignina apds secagem em estufa (g);
MFC: massa do funil + cinzas apds calcinagdo em mufla (g);

TC: teor de cinzas (%).
B) Determinagdo do Teor de Celulose

O teor de celulose foi determinado, segundo
metodologia utilizada pela Embrapa, Clima Temperado,
Pelotas, RS.° Pesou-se em tubo de ensaio 1,0 g da amostra
seca em estufa a aproximadamente 60°C e moida em
moinho de facas tipo Willye, em seguida, foi adicionado 16,5
ml de reagente acido, previamente preparado com dacido
acético glacial (72,73%), 4gua destilada (18,18%) e acido
nitrico (9,09%).

Para a etapa de digestao das proteinas a amostra foi
colocada em banho-maria, em ebuli¢ao, por trinta minutos.
Apds a digestdo, foram adicionados 20 ml de alcool etilico,
em seguida, todo o material foi fittrado e lavado com 20 ml
de etanol quente, adicionou-se na filtracdo 20 ml de
benzeno quente e, finalmente, 20 ml de éter sulfurico, a
65°C.

O conteudo filtrado foi levado a estufa a 105+2°C até
peso constante e a mufla, para determinagdo do teor de
cinzas.

O teor de Celulose foi calculado utilizando-se a
seguinte equagao:

M; — MP — M

0fy =
Teor de Celulose % ( VA

)x 100

(Eq. 3)
Onde:
MA: Massa da amostra (g);

Mi: Massa do cadinho + amostra apds secagem (g);
MP: Massa do papel filtro (g);

Mf: Massa do cadinho + cinzas (g).
C) Pré-tratamento

O material passou por pré-tratamento, segundo
metodologia de Menezes e Hennies,® no qual se utilizou
uma solugdo de hidréxido de sddio 4,0% , que foi adicionada
a 100g de biomassa de capim elefante (base seca—b.s.), na
condicdo de 1:20 (m/v), que foi submetido, por 15 minutos,
ao autoclave a 121°C. O material obtido foi levado a um
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agitador magnético e adicionou-se acido fosfdrico (p.a) até
gue se obteve um pH 2,0 (dois), dessa forma, a mistura ficou
em reacdo por 30 minutos, passado este tempo, o contetido
foi neutralizado com hidréxido de sédio (p.a).

O material foi filtrado, e em seguida um volume
proporcional de dgua destilada foi adicionado ao volume do
material e essa mistura foi novamente autoclavada a 121°C
por 15 minutos. A suspensdo foi filtrada e o material foi
desidratado na estufa a 65°C até massa constante, obtendo
assim 68,0965 g da biomassa seca pré-tratada (rendimento
de 68,09%). A biomassa foi desidratada pela facilidade de
armazenamento, nestas condicGes, em dessecador
contendo silica gel.

D) Hidrdlise Enzimdtica

Visando a avaliar o potencial para producdo de
etanol de uma maneira mais simples e de baixo valor, deu-
se inicio ao processo de hidrdlise enzimdtica celulolitica
adicionando-se 1,0000 g de biomassa seca a 50 ml de 4gua
destilada em um baldo volumétrico, sob agitacdo durante
1hora.

Em seguida, corrigiu-se o pH para 5 (cinco) e
adicionou-se, entdo, a enzima comercial Cellic Htec2
(Novozymes) a temperatura de 50-55°C, sob agitagdo
constante por 72 horas.

E) Fermentagdo

Apds a hidrdlise enzimética, a fase liquida foi
fermentada com a levedura comercial Saccharomyces
cerevisiae (Fleischmann®), para tanto, ajustou-se o pH das
amostras e adicionou-se aproximadamente 0,09 g da
levedura, em 20 ml de amostra hidrolisada, permanecendo
em reagao a aproximadamente 30°C por 24 horas.

Nenhuma alteragdo foi feita para o processo
fermentativo, como utilizagdo de sais e nutrientes para
enriquecimento do meio.

F) Andlise por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia - CLAE

A andlise cromatografica das  substancias
(carboidratos e etanol) foi realizada em um cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia, marca Shimadzu (LC-10 Series Avp;
desgaseificador: DGU-14A, integrador: CLASS LC-10), com
eluicdo isocratica pelo bombeamento (LC-10AD) de uma
fase mével, composta de 5 mM de acido sulfirico em dgua
ultrapura. A vazido do eluente foi de 0,6 ml/min, a 35°C
(forno de coluna CTO-10A), com corrida de tempo total de
25 minutos. A deteccdo se deu em detector de indice de
refracdo (Shimadzu, modelo RID-10A).

Uma aliquota de 20,0 pl da amostra foi injetada
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manualmente (injetor Rheodyne - iL malha 20) e permeada
por uma coluna de exclus3o idnica da marca Phenomenex
Rezex ROA-Organic Acid H+ (300 x 7,8 mm) com conexao
direta a Cartucho de seguranca Phenomenex Carbo-H
(4x3mm) preenchida com material semelhante ao da
coluna principal. Padrdes de cada substancia foram
utilizados para construgdo da curva de calibragdo, utilizada
para calcular a concentragdo de carboidratos e etanol.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A biomassa de capim elefante avaliada apresentou
59,3% + 0,6% b.s. de celulose e 8,8% + 0,3% b.s. de lignina,
estes percentuais sdo bastante promissores, visto que a
celulose se encontra acima dos valores médios de outras
biomassas residuais comuns, como se pode observar na
Tabela 1 exposta. Cabe ressaltar que foram realizados testes
desta biomassa, sem a premissa de um pré-tratamento
quimico e os resultados encontrados foram 40,4% de
celulose e 16,6% de lignina, respectivamente.

A palha de Cana de aglcar ja vem sendo utilizada
para producdo de etanol e também para cogeracao de
energia. Logo, os valores obtidos em experimentos, no que
tange a producdo de etanol, a partir da palha da cana de
agucar, ja sao considerados como promissores, ja que para
1 tonelada de palha de cana de agucar, estima-se uma
producdo de 287 litros de etanol.™*

Tabela 1. Composi¢do quimica de biomassas lignoceluldsicas com
potencial para produgdo de etanol de segunda geragao.

Table 1. Chemical composition of lignocellulosic biomass with
potential for second generation ethanol.

. Blomaslsa' % Celulose % Lignina

lignoceluldsica
Palha de Cana 40-44 22-25
Bagaco de Cana 32-49 23-33
Talo de Milho 35 35
Espiga de Milho 45 15
Algodao 95 0,3
Palha de Trigo 30 15
Palha de Arroz 43,3 16,3
Forragem de Milho 38-40 7-21
Fibra de Coco 36-43 41-45

Fonte: SANTOS!!
Source: SANTOS™

No Estado do Tocantins, hd uma producdo
expressiva de Arroz (489.577 Ton.), logo o volume de palha
desta biomassa é bastante elevado, assim como ha uma boa
e expressiva producdo de milho (350669 ton.).2
Observando a Tabela 1 pode-se inferir que os residuos: talo
de milho, espiga de milho, palha de arroz e forragem de

%
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milho, que sdo encontrados de maneira abundante no
Estado, possuem valores percentuais de celulose abaixo dos
valores encontrados para o capim elefante.

O CQBAL — Tabelas Brasileiras de Composicdo de
Alimentos para Ruminantes - traz estudos determinantes do
valor nutritivo e acerca da composicdo quimica dos
alimentos. S3o estudos da composicdo quimico-
bromatoldgica dos principais alimentos utilizados em dietas
para ruminantes no Brasil. Os valores obtidos para a celulose
nas analises laboratoriais no Estado do Tocantins, quando se
avalia a biomassa de capim elefante, ndo tratada
guimicamente, estdo préximos aos valores encontrados na
pagina do software CQBAL 3.0, que apresenta, para o capim
elefante (Pennisetum purpureum), 41,9% de celulose e 6,8%
de lignina.B®

Possivelmente, o pré-tratamento utilizado neste es-
tudo determinou um rompimento da macromolécula de
lignina e hemicelulose na parte interna da biomassa, o que
liberou mais celulose. De acordo com Hamelinck, Van
Hooijdonk e Faai**, os pré-tratamentos alcalinos sdo geral-
mente mais eficazes na solubilizagdo de uma maior fracdo
da lignina, deixando parte da hemicelulose insoltvel.

Apds o pré-tratamento quimico, a reacdo de
hidrélise enzimatica foi realizada, visando a obtencdo de
acucares fermentesciveis para posterior producdo de etanol
2G. As concentragBes de glicose foram quantificadas a partir
da curva padrdo de glicose por cromatografia liquida de alta
eficiéncia - CLAE, apds 72 horas de hidrdlise enzimatica da
biomassa. Foi considerada nos calculos a diluicdo efetuada
na amostra, em 1,000 g de capim elefante homogeneizado
e diluido para 50 ml com agua destilada, a concentragdo de
glicose obtida foi de 7,11+1,25 g/l (valor médio * desvio
médio - 3 repeticdes) representando um rendimento na
hidrolise de 22 a 25%.

Considerando o total de celulose na amostra e sua
massa inicial, é possivel calcular o rendimento das reagdes
de hidrdlise. Para isso, tomaram-se os valores maximos
obtidos na concentragdo de glicose e o fator de conversdo de
glicose em celulose, tal Lu et al.® Os célculos do rendimento
da hidrdlise foram realizados pela seguinte equagdo:

[GLi]
RH (%) = <W x 0,9) x 100

(Eqg. 4)

Sendo:
RH%: rendimento da hidrdlise em porcentagem;

[Gli.]: concentrag&o de glicose da biomassa (g/1);
[Cel.): concentragdo de celulose da biomassa (g/1);

0,9: fator de conversdo da celulose.
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0O rendimento médio da hidrdlise foi de 53,9%, este
valor esta dentro do padrao apresentado na literatura para
outras biomassas lignoceluldsicas que visam a producdo de
etanol, no qual se encontram percentuais de rendimento de
hidrélise para a palha de arroz de 52,0%.%° e para o bagaco
de cana-de-aglicar, em torno de 62,0%.Y Estes resultados
demonstram o bom potencial do capim elefante, quando
pré-tratado quimicamente na producdo de aclcares
fermentesciveis.

A fermentacdo e posterior quantificacdo do alcool
foram um passo adicional a fim de se verificar a capacidade
de producio de etanol da biomassa avaliada. A
quantificagdo do 4lcool se deu através de leituras realizadas
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em que
a concentracdo média de etanol foi de 3,19 + 0,48 g/I (valor
médio + desvio médio - 3 repetigdes), com rendimento de
conversdao de glicose em etanol de aproximadamente
87,8%, valor que pode ser visto como acima da média,
guando comparado com o percentual obtido para outras
biomassas, como a palha de arroz, com rendimentos em
torno de 40,0-74,0%.18

Considerando a concentracdo de alcool obtida apds
a fermentacdo, podemos sugerir uma producdo de até
175,9 |/ton de biomassa seca para o Capim elefante, valor
significativo, quando comparado a outras biomassas como a
palha de cana-de-agicar e palha de arroz, com produgdo de
alcool de 287 I/ton e 389 I/ton, respectivamente.*

CONCLUSOES

O capim Elefante torna-se uma boa alternativa para
produgdo de etanol no Estado do Tocantins e no Brasil, pois
toda a planta pode ser aproveitada e, além disso, a drea
plantada para fim de alimentagdo animal, ainda é pequena
no Estado, ficando mais resguardada aos produtores com
pouca alternativa para alimentacdo no periodo de seca.

Frente a outras biomassas, esse vegetal é de facil
producdo, ndo compete com culturas alimentares e, como
fora evidenciado neste trabalho, possui elevado rendimento
de hidrdlise, superior a 53,0%, bem como de producdo de
etanol de 87,0%. Logo, esta biomassa demonstra elevado
potencial, carecendo de estudos mais aprofundados quanto
a0 seu aproveitamento energético em escalas maiores.
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