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Resumo:

Os combustiveis fosseis representam uma das principais causas de problemas
ambientais, além da exploracdo de recursos naturais e dos conflitos geopoliticos.
Uma alternativa é a producdo de biocombustiveis, tanto o etanol de primeira geracao
quanto o etanol celulésico. O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acgucar,
movimentando uma grande producao de etanol, e gerando uma grande quantidade
de bagaco. Porém para a producdo do etanol de segunda geracdo temos que
hidrolisar os carboidratos estruturais presentes na parede, e para isSso temos que
lidar com a lignina que atua como uma barreira a acao das glicosidades. Aplicamos
uma nova abordagem, considerada um pré-tratamento in vivo, utilizando inibidores
enzimaticos da via da lignina, em plantas de cana-de-acUcar cultivadas em
condi¢cbes de campo, a fim de obter uma biomassa menos recalcitrante a digestao.
Obervamos resultados interessantes em curtos periodos de sacarificacdo, sendo
que os tratamentos chegaram a liberar, em média 100% mais acglUcares quando
comparados ao controle, em 4 horas de reacao.

Introducao

Os combustiveis fosseis ganharam for¢a apos a revolugdo industrial e ainda suprem
boa parte e nossa demanda é a fonte de energia mais utilizada. Porém, como tal
combustivel vem sendo usado em larga escala, a sua obtencdo é demorada e suas
reservas limitadas, e representa uma causa de grave impacto ambiental (RAUPACH
2007). A producéo do bioetanol, um combustivel ambientalmente seguro, renovavel,
surge como uma alternativa interessante.

O Brasil se destaca tanto na producdo de cana-de-acucar, sendo o maior produtor
mundial (USDA 2019), quanto em producédo de etanol. Esta gera grande quantidade
de residuo, esse bagagco pode ser utilizado para a segunda geracdo de
biocombustiveis, o chamado etanol celuldsico. Para isso é necessario uma hidrolise
dos polissacarideos da parede celular, ou seja, a quebra de ligagBes glicosidicas
presentes na celulose e hemicelulose, que resulta em acucares soluveis que serao
utilizados para a producgéo do bioetanol (BUCKERIDGE, et al.,2010).

Todavia para a obtencédo do etanol celuldsico, temos que lidar com a lignina, que
fornece sustentacdo estrutural e também protecdo a célula vegetal, porém este
componente que as plantas produzem e atua como uma barreira a acdo enzimatica
no processo de hidrélise da biomassa, e necessita de abordagens que viabilizem o
processo, como pré-tratamentos (FOLKEDAHL, 2016).
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Materiais e métodos

As plantas de cana-de-acgucar foram cultivadas na fazenda experimental de Iguatemi
(FEI) da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Foram aplicadas drogas
inibidoras enzimaticas que atuam na via de sintese de lignina, estas foram aplicadas
por uma aspersao foliar em dois momentos, 60 dias apos o plantio (DAP) e 90 DAP.
Foram coletados colmos da porcéo intermediaria das plantas, aos sete e aos doze
meses. As amostras foram secas e trituradas, e posteriormente depositadas em um
compartimento de lavagem pelo método refluxo, a fim de remover acucares sollveis
(FREITAS, 2018). Ap0s esse processo foi realizado um teste de fenol-sulfarico para
confirmar a eficiéncia da lavagem. Apds a ndo deteccdo de acgUcares sollveis, 0s
extratos de parede celular foram lavados com agua para remover o etanol. Apos
eles serem secos, foram pesados 15mg da biomassa resultante livre de aclUcares
soliveis em microtubos e suspendidos em tampao acetato, juntamente com
xilanase. As amostras junto com o controle foram encubadas a 50° por 24 horas,
sendo feita as analises ap6s 4 e 24 horas de digestdo. Os acUcares serdo entdo
quantificados pelo DNS em espectrofotometro a 540 nm (MILLER 1959).

Resultados e Discusséo

A Figura 1 mostra a digestibilidade expressa em funcdo da producdo de agucares
redutores apos 4 e 24 h de digestdo enzimatica do bagaco das plantas pulverizadas
com os diferentes tratamentos aos 60 DAP e coletadas aos 7 meses.
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Figura 1: Digestibilidade do bagaco de plantas tratadas 60 DAP e coletadas a 7 meses. A digestéo
foi determinada apés 4 h de incubag&o com coquetel enzimatico. As barras demonstram valores médios +
EPM (n=5) em mg de aglcar por g de biomassa. Asteriscos duplos (**) apontam que o tratamento foi
significativamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,01).

Observa-se aumento na digestibilidade do bagaco, em praticamente todos os
tratamentos, especialmente com MDCA e DZN nas menores concentracdes. Ambos
estatisticamente significativos nos ensaios de 4 h de digestdo (92% e 115%
respectivamente). Nas analises em 24 h nenhum resultado sendo significativo, porém
as médias das plantas tratadas se mantém superiores ao controle. A Figura 2 mostra os
resultados de sacarificacéo de plantas tratadas aos 90 DAP e coletadas aos 7 meses.
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Figura 2: Digestibilidade do bagaco de plantas tratadas 90 DAP e coletadas a 7 meses. A digestdo foi
determinada apdés 24 h de incubagdo com coquetel enzimatico. As barras demonstram valores médios +
EPM (n=5) em mg de aglcar por g de biomassa. Asteriscos duplos (**) apontam que o tratamento foi
significativamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,01).

Os tratamentos com DZN 0,5 mM mostraram os melhores resultados sobre a
digestibilidade (97% de aumento em 24 h). De modo geral os efeitos dos
tratamentos foram menores quando os tratamentos sao realizados aos 90 DAP.
Quando colhidas aos 12 meses, os soélidos soluveis totais das plantas foram
determinados com auxilio de um refratbmetro (Atago Pal-1), ndo foram encontradas
variacfes significativas, demonstrando que os inibidores nado interferiram neste
importante parametro de venda da cana.

Nas plantas tratadas 60 DAP e cultivadas por 12 meses, observamos aumento na
digestibilidade, naquelas pulverizadas com PIP e DZN 0,5 mM, para um tempo de 4
h de digestao (até 120% maior). Nos ensaios conduzidos por 24 h, a digestibilidade
média foi até 61% maior que o controle (Fig. 3), porém nenhuma variacao
significativa.
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Figura 3 —Digestibilidade do bagaco de plantas de cana-de-acUcar tratadas 60 DAG ecoletadas
aos 12 meses de idade. A digestao foi determinada apos 4 h e 24 h de incubagdo com coquetel
enzimatico. As barras indicam valores médios + EPM (n=5) em mg de acucar por g de biomassa.
Asterisco (*) indica que o tratamento foi significativamente diferente do controle pelo teste de Dunnett
(P<0,05). Asteriscos triplos (***) indicam que o tratamento foi significativamente diferente do controle
pelo teste de Dunnett (P<0,001).
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Nas plantas cuja pulverizacdo foi realizada 90 DAP e coletadas aos 12 meses,
apenas o tratamento com DZN 0,5 mM resultou em um aumento significativo (de
97%) na liberacdo de acucares (Fig. 4). Na digestdo por 24 h, nenhum tratamento
demostrou resultados significativos.
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Figura 4 — Digestibilidade do bagaco das plantas tratadas 90 DAG e coletadas aos 12 meses de
idade. A digestéo foi determinada apds 4 h e 24 h de incubacdo com coquetel enzimatico. As barras
indicam valores médios + EPM (n=5) em mg de aclcar por g de biomassa. Asteriscos duplos (**)
indicam que o tratamento foi significativamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,01).

Conclusoes

Esta abordagem, €& considerada um pré-tratamento fisiologico e se demonstrou
interessante, com bons resultados de sacarificagdo, sem alterar de forma
significativa a estrutura da lignina (dados relativos a lignina ndo mostrados).
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