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Resumo — Entre as novas fontes de biomassa com caracteristicas ideais para
atender os desafios de sustentabilidade e utilizagéo alternativa aos recursos
fésseis, encontra-se o sorgo biomassa como uma fonte promissora para a
obtencao do etanol de segunda geragéo. Neste processo de bioconversao da
biomassa lignocelulésica em etanol, a principal etapa consiste em estabelecer
um pré-tratamento adequado para remover lignina, hemicelulose e reduzir a
cristalinidade, bem como o grau de polimerizacéo da celulose, para torna-la
mais susceptivel a hidrélise enzimatica e, consequentemente, a produgao
de acgucares. O objetivo do trabalho foi analisar a composi¢cdo quimica
e o potencial de sacarificagdo de cinco gendtipos de sorgo desenvolvidos
pela Embrapa e com caracteristicas bioenergéticas diferentes, sendo dois
genotipos de sorgo biomassa tipo bmr (201552B003 e 201552B18), um hibrido
biomassa comercial (BRS716), uma linhagem comercial de sorgo sacarino
(BRS511) e um gendtipo experimental biomassa-sacarino (20164 1B-138). Os
gendtipos foram caracterizados quanto aos teores de celulose, hemicelulose,
lignina, cinzas e rendimento de glicose apds hidrélise enzimatica da biomassa
(sacarificagdo). Os dois genotipos de sorgo biomassa bmr e a linhagem
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comercial de sorgo sacarino (BRS511) apresentaram os menores teores de
lignina, porém os gendtipos de sorgo bmr apresentaram os maiores teores
de hemicelulose. A conversao da biomassa pré-tratada em glicose foi mais
eficiente para os gendtipos 201552B003, 201552B18 e BRS511, sendo que
0 gendtipo 201552B003 destacou-se por apresentar o maior teor de glicose
apos 72 horas de sacarificagcdo (0,166 g.g'). Esses resultados contribuem
com informagdes para a utilizagdo do sorgo biomassa como fonte de matéria-
prima para a obtengdo de agucares fermentesciveis para produgao de
bioetanol.

Termos para indexagédo: etanol de segunda geracao, pré-tratamento acido,
hidrolise enzimatica, brown midrib, agucares.
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Sorghum Genotypes with Potential
for Saccharification

Abstract — Among new biomass sources presenting ideal traits for cellulosic
ethanol production, high biomass sorghum is considered a promising alterna-
tive to meet the challenges of sustainability and fossil fuel decline. Conversion
of lignocellulosic biomass into ethanol requires a pretreatment step to remove
lignin, hemicellulose and to reduce cellulose crystallinity. The pretreatment
makes cellulose more available to enzymatic hydrolysis (saccharification), in-
creasing glucose content, which will be used in the next fermentation step.
This work aimed to analyze the chemical composition and saccharification
potential of five sorghum genotypes developed by Embrapa, differing on
bioenergy related traits: two high biomass brown midrib (bmr) mutant lines
(201552B03 and 201552B18), a high biomass hybrid (BR716), a commercial
sweet sorghum line (BRS511) and an experimental biomass-sweet sorghum
genotype (201641B-138). Cellulose, hemicellulose, lignin and ashes content,
as well as glucose yield after enzymatic hydrolysis were evaluated for all
genotypes. While brown midrib lines presented the highest levels of hemicel-
lulose, they also showed the lowest levels of lignin content, as did BRS511.
Consequently, saccharification efficiency was higher in these genotypes and
201552B003 yielded the highest glucose content after 72 hours of sacchari-
fication (0.166 g.g ). These results contribute to the current knowledge on
biomass sorghum, as a suitable biomass source for fermentable sugars pro-
duction and ethanol generation.

Index terms: cellulosic ethanol, acid pretreatment, enzymatic hydrolysis,
brown midrib, sugars.
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Introducao

O Brasil, referéncia internacional na geracado e na utilizagdo de fontes
renovaveisdeenergia,apresentaumagrandeoportunidadededesenvolvimento
econdmico e social, por meio da producédo de biocombustiveis. Atualmente,
a producao de etanol no Pais constitui um mercado em ascensao para a
geracao de combustivel renovavel e para o estabelecimento de uma industria
quimica de base, sustentada na utilizagdo de biomassa de origem vegetal e
renovavel.

A tecnologia de conversdao de biomassa lignocelulésica em acgucares
fermentesciveis para a producdo de etanol é uma alternativa promissora
para atender a demanda mundial por combustiveis. Apesar de ja existirem
tecnologias disponiveis para o processamento da celulose, a maioria esbarra
em dificuldades técnicas ou econémicas (Zheng et. al., 2009; Hendriks;
Zeeman, 2009).

Nesse sentido, um dos principais problemas que envolvem a produgao
de etanol celulésico consiste na disrupgdo da parede celular, liberando os
polissacarideos como fonte de aglcares fermentesciveis de forma eficiente
e economicamente viavel. Os acgucares presentes na biomassa vegetal
encontram-se na forma de polimeros (celulose e hemicelulose), os quais
estdo organizados em uma matriz juntamente com a lignina, um polimero
heterogéneo. As propriedades fisico-quimicas da celulose, hemicelulose,
lignina e as limitagbes que estes constituintes podem causar no processo
de conversdao da biomassa em acgucares fermentesciveis fazem da
caracterizacgao fisico-quimica um ponto chave de controle para a obtencao de
materiais com maior eficiéncia para produc¢ado de biocombustiveis (Hendriks;
Zeeman, 2009).

Neste processo de bioconversdo da biomassa lignocelulésica em etanol,
a principal etapa consiste em estabelecer um pré-tratamento adequado para
remover lignina, hemicelulose e reduzir a cristalinidade, bem como o grau
de polimerizagédo da celulose, para torna-la mais susceptivel a hidrélise
enzimatica (sacarificagdo) e, consequentemente, a producédo de acgucares
para a fermentagéo e obtengao do etanol (Alvira et al., 2010; Wu et al., 2013).
A sacarificacao € o processo de hidrélise no qual a celulose é convertida em
agucares fermentaveis. Essa hidrdlise é realizada pela adi¢ao de enzimas e
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pode ocorrer em separado ou simultaneamente ao processo de fermentagao.
Dessa forma, a eficiéncia do pré-tratamento interfere diretamente no
rendimento dos monossacarideos e nos custos do processo (Jonsson; Martin,
2016). Diferentes métodos de pré-tratamentos sdo usados (Anwar et al.,
2012), mas o tratamento com acido diluido é considerado eficaz porque pode
ser utilizado para diferentes matérias-primas (Lloyd; Wyman, 2005; Mosier
et al., 2005). Entretanto, alguns dos monossacarideos produzidos durante
o pré-tratamento, como as hexoses e pentoses, podem ser convertidos,
dependendo das condicdes do pré-tratamento, a 5-hidroximetilfurfural
(HMF) e furfural, respectivamente. Estes compostos atuam como inibidores
e modulam a atividade das enzimas durante o processo de fermentagao
(Chandra et al.,, 2007). Portanto, as condigbes ideais de pré-tratamento
devem ser aquelas que produzem o maximo teor de agucares com menor
teor de compostos inibidores (Choudhary et al., 2013).

Entre as novas fontes de biomassa com caracteristicas ideais para atender
os desafios de sustentabilidade e utilizacado alternativa aos recursos fosseis,
encontra-se o sorgo biomassa, matéria-prima promissora para a obtengao
do etanol de segunda geracao (Zhao et al., 2009; Cardoso et al., 2013). O
sorgo biomassa é caracterizado como uma planta C4, apresentando alta
eficiéncia fotossintética e um grande acumulo de biomassa seca (30 t.ha
'em escala comercial) quando comparado com outras culturas (Parrella et
al., 2018). Apresenta uma composi¢ado quimica diversificada em relagao aos
constituintes da parede celular e alguns gendtipos de sorgo tipo brown midrib
(bmr) possuem baixos teores de lignina em sua composi¢do, reduzindo os
custos do processamento da produgéo de etanol de biomassa (Reddy et al.,
2008) Ja o sorgo sacarino apresenta caldo rico em sacarose, o qual pode ser
fermentado para a obtencédo de etanol de primeira geracéo e o bagago ser
utilizado para a obtencdo de etanol de segunda geragdo. Nesse contexto,
torna-se necessario caracterizar diferentes genoétipos de sorgo quanto ao
perfil dos constituintes da parede celular, uma vez que eles podem causar
limitagdes no processo de conversao da biomassa em energia (Singh et al.,
2015).

Assim, o objetivo do trabalho foi analisar a composi¢cdo quimica e o
potencial de sacarificagao de cinco gendtipos de sorgo com caracteristicas
bioenergéticas diferentes, sendo dois gendtipos de sorgo biomassa tipo bmr
(201552B003 e 201552B18), um hibrido biomassa comercial (BRS716), uma
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linhagem comercial de sorgo sacarino (BRS511) e um gendtipo experimental
biomassa-sacarino (20164 1B-138).

Material e Métodos

Amostras

As amostras de biomassa de sorgo foram obtidas de experimentos
conduzidos pelo programa de melhoramento de sorgo da Embrapa Milho e
Sorgo no ano agricola 2015/2016, em Sete Lagoas, Minas Gerais. As parcelas
experimentais de dois gendtipos tipo bmr (201552B003 e 201552B18),
um hibrido biomassa comercial (BRS716), uma linhagem comercial de
sorgo sacarino (BRS511) e um gendtipo experimental biomassa-sacarino
(201641B-138) foram constituidas por quatro fileiras de 5 m de comprimento
e espacgadas por 0,70 m, em delineamento em blocos ao acaso com trés
repeticoes.

Os colmos de cada gendtipo foram colhidos manualmente (10 colmos),
nas duas fileiras centrais de cada parcela e triturados em picador. Depois, 0
material foi seco em estufa de circulagao de ar a 65 °C até peso constante.
Em seguida, as amostras foram trituradas em moinho de facas tipo Willey na
granulometria de 1 mm.

Caracterizagao fisico-quimica

Na caracterizagéo fisico-quimica das amostras de sorgo energia (sacarino,
biomassa e bmr), os teores de fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente
acido (FDA), e lignina detergente acida foram obtidos conforme o método
descrito por Van Soest (1994).

A quantidade de celulose foi determinada pela diferenga entre FDA e
lignina, e o teor de hemicelulose foi encontrado como a diferenca entre FDN
e FDA. A biomassa foi submetida a ignicéo a 500 °C em mufla por 4 h para a
determinacgao do teor de cinzas. O teor de matéria seca foi obtido em estufa,
a 105 °C, conforme Nogueira e Souza (2005).
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Hidrolise enzimatica

As amostras de biomassa foram moidas a 1 mm e submetidas a pré-
tratamento com solugéo de acido sulfurico 0,5% sob pressao por 30 minutos.
Posteriormente, o residuo sdlido foi lavado trés vezes com agua deionizada,
seguido de secagem em placa de Petri aberta em estufa a 50 °C por 24 horas.

A fragao solida obtida apds o pré-tratamento acido foi utilizada como
substrato para os experimentos de sacarificacdo. A hidrélise foi realizada
em uma incubadora, com agitacao orbital por 72 horas utilizando-se enzima
comercial Celluclast (Sigma), e as definigdes de unidades de atividade
enzimatica e temperatura foram padronizadas conforme relatado pelo
fabricante. Foram coletadas aliquotas para analise do teor de glicose nos
tempos 0 (zero), 12, 24, 36,48 e 72 h.

Quantificagcao do teor de glicose

A quantificagdo do teor de glicose obtida apos a sacarificagéo (hidrolise
enzimatica) foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
utilizando uma coluna de troca i6nica Aminex HPX-87H, marca Bio-Rad,
mantida a 45 °C e um detector de indice de refragdo. A fase moével utilizada
foi uma solugdo de acido sulfurico 5 mMol.L", a uma vazéo de 0,7 mL.min".
Para a construgdo da curva analitica foi utilizada sacarose da marca Sigma
com grau de pureza de 99,5% (m/m). A detecgéo da sacarose nas amostras
foi realizada pela comparagdo com o tempo de retencéo do padrao.

A quantidade de glicose liberada para cada grama de amostra pré-tratada
foi calculada a partir da equacéo 1.

Rendimento de Glicose (g.g™') = glicose (g.L™") x volume (L) / biomassa
pré-tratada (g) eq.01

Analise estatistica

As andlises para a caracterizagéo fisico-quimica, hidrolise enzimatica e
quantificagao do teor de glicose foram realizadas em triplicatas, e os resultados
foram analisados utilizando o software SISVAR (Ferreira, 2014). As médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel 5% de probabilidade.
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Resultados e Discussao

Na Tabela 1, tem-se a composi¢ao quimica da biomassa nao tratada
para os genotipos de sorgo energia avaliados. Os dois genoétipos de sorgo
biomassa bmr (201552B003 e 201552B18) diferiram significativamente do
genotipo biomassa comercial BRS 716 nos valores de hemicelulose, lignina
e cinzas, sendo que os dois gendtipos bmr apresentaram os menores teores
de lignina e maiores teores de hemicelulose. O teor de cinzas foi menor para
os gendtipos BRS 716 e 201641B-138. O gendtipo BRS 511 apresentou
o menor teor de celulose entre os avaliados. O gendtipo experimental
biomassa-sacarino (201641B-138) apresentou teor de celulose comparavel
ao genodtipo 201552B18 e os outros constituintes (hemicelulose, lignina e
cinzas) comparavel ao genétipo BRS 716.

Tabela 1. Comparagéo de médias de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas, obti-
das para a caracterizagao dos genotipos de sorgo energial.

Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
(%) (%) (%) (%)

201552B003 (bmr) 36,38+2,61b 27,87+1,21b 4,02:¢0,51a 3,53x0,45b

Genoétipo

201552B18 (bmr) 38,33#0,63c  27,92+1,84b 5,74+0,10b  5,70+0,63 c
201641B-138

(biomassa- 41,13t1,24¢c  24,59+1,36a  6,4410,2c 2,43+0,2 a
sacarino)

BRS ?11 27,1342,53 a 24,60+1,4a 5,81+0,44b 5,08+0,56 c
(sacarino)

B.RS 716 33,26£3,49b 24,43+1,28a 7,05£0,24c  2,34%0,26 a
(biomassa)

'Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nédo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott ao
nivel 5% de probabilidade.

A composigado quimica dos cinco genoétipos de sorgo energia apresentou
resultados bem distintos em relagdo aos constituintes, sendo que os teores
de carboidratos (celulose e hemicelulose), lignina e cinzas foram semelhantes
com os relatados por Li et al. (2010) e Saini et al. (2013) e inferiores aos de
madeiras tipicas como o eucalipto (Yang et al., 2002). O menor teor de cinzas
dos gendtipos 201641B-138 (biomassa-sacarino) e BRS716 (biomassa),
respectivamente, 2,43 e 2,34 %) em comparagdo com outros residuos
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agricolas, como palha de trigo, pode ser potencialmente benéfico para a
hidrélise enzimatica, como sugerido por Yu e Chen (2010).

O aumento do rendimento da sacarificagdo da biomassa é obtido apds
a realizagéo de pré-tratamentos na biomassa antes da etapa de hidrélise
enzimatica, uma vez que os pré-tratamentos diminuem a cristalinidade da
celulose e quebram as interagbes entre lignina e hemicelulose (Wright,
1988). Existem varios métodos de pré-tratamento da biomassa, incluindo
procedimentos fisicos e quimicos, entretanto, os pré-tratamentos quimicos
séo considerados relativamente os mais eficazes (Varga et al., 2002). Dentre
esses, 0 pré-tratamento com acido sulfurico tem sido a escolha de varios
autores para a remocgao de hemicelulose e lignina (Vancov; Mcintosh, 2012;
Deshavath et al., 2017). Em razéo disso, o pré-tratamento realizado neste
trabalho foi com solugéo diluida de acido sulfurico, conforme Choudhary et
al. (2013). De acordo com Vancov e Mclintosh (2012), os pré-tratamentos
com acidos mais concentrados, por um tempo maior que 30 minutos e a
uma temperatura maior que 121 °C proporcionam resultados de rendimentos
de glicose também maiores, porém a proporgado de compostos inibidores do
processo de fermentacdo também é maior.

A conversao da biomassa pré-tratada dos diferentes gendtipos de sorgo
energia avaliados (Tabela 2) forneceu de 5,346 a 13,217 g.L' de glicose,
sendo que o gendtipo 201552B0003 (bmr) foi o que mais se destacou e
apresentou 13,217 g.L' de glicose ao final de 72 h. E interessante notar que
0 gendtipo BRS 511 (sacarino) apresentou comportamento muito semelhante
ao genodtipo 201552B18 (bmr) e também ao 201552B18 (bmr).

Os gendtipos que apresentaram maiores teores de lignina na composicao
quimica, BRS716 (biomassa) e 201641B-138 (biomassa-sacarino), também
apresentaram as menores taxas de hidrélise enzimatica (5,35 e 7,37 g.L " de
glicose ao final de 72 h, respectivamente), como esperado.

O gendtipo com menor teor de lignina, 201552B030 (bmr) apresentou
o melhor resultado para a sacarificagdo enzimatica da biomassa de sorgo,
produzindo 0,166 g de glicose g' de biomassa pré-tratada. Os gendtipos
201552B18 (bmr) e BRS 511 (sacarino) também apresentaram valores
elevados, respectivamente, 0,15 e 0,148 g de glicose g' de biomassa
pré-tratada.
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Tabela 2. Concentragado de glicose obtida apds 72 horas de hidrélise enzimatica
para a biomassa de sorgo pré-tratada.

Glicose (g.g"' de bio-
massa pré-tratada)’

Genétipo Glicose (g.L")

201552B003

13,217+0,651 0,1660,008 d
(bmr)
AR 12,001+0,854 ¢ 0,150£0,011 ¢
(bmr)
201641B-138 Sblo- 7.367+0,748 b 0,092+0,009 b
massa-sacarino)
SRS I 11,812£0,773 ¢ 0,148£0,010 ¢
(sacarino)
Al 5,346+1,128 0,0670,014
(biomassa)

'Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nédo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott ao
nivel 5% de probabilidade.

De acordo com a Figura 1, podemos observar que apés 12 h o aumento do
tempo de sacarificagdo tem um efeito moderado na concentragéo de glicose.
Esses resultados estdo em concordéncia com outros descritos na literatura,
em que a concentracéo de glicose também foi maior no inicio do periodo de
incubagéo (Eklund et al., 1990; Sreenath et al., 1999). Este comportamento
pode ser explicado em funcdo de alguns fatores que acontecem nesse
processo, como a diminuicdo da quantidade da enzima adsorvida, a
transformacao da estrutura da celulose em forma menos suscetivel a hidrolise
e a inibicdo da acdo da enzima pelos produtos da hidrélise acumulada (Lee;
Fan, 1982).



14 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 182

—8—201641B-138
——201552B03
201552818
—8—BRS511
—8—BRS716

Concentragao de glicose (g/L)

0 12 24 36 48 60 72 84

Tempo de sacarificagao (h)

Figura 1. Concentragéo de glicose (g.L-1) em diferentes tempos de sacarificagao da
biomassa de sorgo.

Em condigbes similares de pré-tratamento, Vancov e Mcintosh (2012)
obtiveram 0,155 g de glicose por grama de palha de sorgo. Li et al. (2016)
obtiveram apods pré-tratamento acido nestas mesmas condigbes 0,14 g
de glicose por g de biomassa de sorgo sacarino. Choudhary et al. (2013)
obtiveram 0,25 g de glicose por grama de biomassa seca, porém utilizando
condi¢des mais severas de pré-tratamento, com maior porcentagem de acido
sulfarico e temperatura mais elevada, o que ocasionou também a formacao
de compostos inibidores do processo de hidrolise enzimatica.

Resultados similares também foram obtidos utilizando processamento
hidrotérmico na preparagdo de palha de trigo para hidrolise enzimatica
(Thomsen et al., 2006). ChongKhong e Tongurai (2018) obtiveram 0,098
g.g”" de glicose para a hidrélise de sabugo de milho utilizando micro-ondas
como pré-tratamento (0,5% de H,SO,, 11 min, 900W de poténcia). Dessa
forma, verifica-se que a temperatura de realizagao do pré-tratamento tem um
grande impacto sobre a sacarificagdo enzimatica, seguida pela concentragao
do acido e tempo reacional.

Na Figura 2, observa-se que a reducao da lignina teve um efeito altamente
benéfico para o aumento da sacarificagdo enzimatica da biomassa. O
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rendimento de glicose obtido para os cinco gendtipos de sorgo energia
avaliados foram negativamente correlacionados com o teor de lignina (R? =
-0,877).

0,2
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2 .
o 01
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3 4 5 6 ’ e
Teor de lignina (%)

e

Figura 2. Rendimento de glicose para gendétipos de sorgo energia com diferentes
teores de lignina.

A lignina € a principal barreira que dificulta a hidrdlise enzimatica, o
que pode ser observado pelo aumento no rendimento de glicose para os
genotipos com menores teores de lignina. Quanto menos lignina presente
na biomassa, maior eficiéncia de desestruturagao da lignocelulose pelo pré-
tratamento, menor adsor¢ado de enzimas pela lignina e menor produgao de
componentes inibidores enzimaticos oriundos da sua degradagéao (Yu et al.,
2011). Entretanto, outras propriedades baseadas na formagéo da parede
celular e na bioconversao podem contribuir para a recalcitrancia da biomassa
e devem ser estudadas (Gilna et al., 2017).

Conclusoes

A composi¢do quimica do sorgo biomassa variou entre os gendtipos
avaliados, destacando-se os dois gendtipos de sorgo biomassa bmre sacarino
(201552B003, 201552B1 e BRS 511, respectivamente) que apresentaram os
menores teores de lignina, porém os gendtipos bmr apresentaram maiores
teores de hemicelulose. A conversdo da biomassa pré-tratada em glicose foi
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eficiente para os gendtipos 201552B003 (bmr), 201552B18(bmr) e BRS511
(sacarino), sendo que o genotipo 201552B003 (bmr) destacou-se por
apresentar o maior teor de glicose apds 72 h de sacarificagéo (0,166 g.g™" de
biomassa).

Esses resultados contribuem com informagdes importantes que poderao
ser utilizadas para um aproveitamento maximo da eficiéncia de conversao
da biomassa de sorgo como fonte de matéria-prima para a obtencao de
acgucares fermentesciveis e na selecdo de gendtipos com caracteristicas
mais adequadas para a obtencao de etanol de segunda geracgao.
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