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RESUMO

Espécies vegetais com bom crescimento, elevada composi¢do em agucares fermentaveis e
baixos teores de lignina e cinzas sdo fontes adequadas para a obtengdo de etanol. As
gramineas forrageiras sdo apropriadas para estes fins, devido a seu rapido crescimento e
elevada producdo de biomassa. Objetivou-se estudar tais caracteristicas nas cultivares
comerciais — Tanzania, Mombaga ¢ Aruana — e nos ecotipos — Assaré, Barbalha e Caririagu —
coletados da regido do Cariri cearense, da graminea capim-guinea. As sementes foram
coletadas, desinfetadas e semeadas em vasos contendo areia de textura média com capacidade
de campo de 80%. A partir do 15.° dia, as plantas foram irrigadas alternadamente com solugao
nutritiva de Hoagland de 1/3 de forca idnica e dgua destilada. Aos 45 e 90 dias de cultivo
foram analisados parametros morfofisioldgicos: comprimento e largura da folha, nimero de
perfilhos, calibre do colmo e transpiracdo. A parte aérea das plantas com 45 dias de cultivo foi
dividida em: limbo primdrio, limbo secundario, colmo primério e colmo secundario e os
tecidos armazenados a -20 °C para analises bioquimicas. Analisou-se os teores de glicose,
frutose, agucares redutores, sacarose, amido, celulose e lignina. A biomassa total ndo
apresentou diferengas entre os materiais estudados aos 45 dias; contudo, a biomassa da
cultivar Aruana foi a menor aos 90 dias de cultivo. Aos 45 dias, os teores de glicose e de
frutose da parte aérea total foram significativamente maiores no ecotipo Assaré. Em relagdo
aos teores de frutose, ainda foram encontradas diferencas significativas nos limbos primarios
e secunddrios entre as cultivares e ecotipos, se destacando, novamente, o alto teor no ecétipo
Assaré. Os teores de sacarose seguiram um padrdo de acumulo bastante heterogéneo em cada
tecido da parte aérea; porém, quando analisados em conjunto se destacaram Assaré, Tanzéania
e Aruana. De modo geral, os teores de celulose nos tecidos analisados foram maiores na
cultivar Mombaga e menores na cultivar Assaré, padrao observado também, quando analisada
toda a parte aérea. Em relacdo a lignina, ndo houve diferencas nos teores em limbos primarios
e colmos secundarios, porém, nas folhas secundaria houve diferencas significativas entre as
cultivares Mombaga e Tanzania e, nos colmos primarios, se destacou Barbalha pelo seu baixo
conteudo. Na parte aérea total, o ecotipo Caririagu apresentou menores teores de lignina. De
uma maneira geral, o teor total de agucares resulta principalmente da contribuigao da celulose.
O ecotipo Assaré destacou-se ao apresentar teores de agucares soluveis e amido duas vezes
superiores aos teores de acucares estruturais. Concluiu-se que as cultivares Mombaca e
Tanzania e o ecdtipo Caririagcu seriam adequadas para a produgdo de etanol, com base na

biomassa e teor de carboidratos soluveis.



Palavras-chave: Megathyrsus maximus. Celulose. Ac¢tcares fermentaveis.



ABSTRACT

Plant species with good growth, high composition in fermentable sugars and low levels of
lignin and ash are suitable sources for ethanol production. Forage grasses are considered
appropriate for these purposes, due to their rapid growth and high biomass production. This
work aims to study such characteristics in commercial cultivars - Tanzania, Mombaca and
Aruana - and ecotypes - Assaré, Barbalha and Caririagu — of guinea grass, collected from the
Cariri region, Ceard. Seeds were collected, disinfected and sown in pots containing medium
texture sand with an 80% field capacity. From the fifteenth day, plants were irrigated
alternately with Hoagland's nutrient solution of 1/3 ionic strength and distilled water. On 45th
and 90th days of cultivation, morphophysiological parameters were analyzed: leaf length and
width, number of tillers, stem caliber and transpiration. Shoots of the plants at 45 days were
collected, divided into: primary blade, secondary blade, primary culm and secondary culm
and the tissues were stored at -20 °© C for biochemical analysis. Levels of glucose, fructose,
reducing sugars, sucrose, starch, cellulose and lignin were analyzed. Total biomass showed no
differences between the materials studied at 45 days. Growth of cultivar Aruana was the
lowest at 90 days of cultivation. At 45 days, the glucose and fructose contents of total shoot
was significantly higher in ecotypes Assaré¢ and Barbalha than in cultivar Mombaga.
Regarding fructose content, significant differences were found in primary and secondary
blades between cultivars and ecotypes, highlighting the high content in Assaré ecotype.
Sucrose levels followed a very heterogeneous accumulation pattern in each tissue shoots,
however, when tissues were analyzed together, Assaré, Tanzania and Aruana stood out. In
general, cellulose contents in tissues were higher in the cultivar Mombaca and lower in
cultivar Assaré, a pattern also observed when shoots were analyzed. Regarding lignin, there
were no differences in levels of primary blades and secondary culms, however, in secondary
blades there were significant differences between the cultivars Mombaga and Tanzania, and in
primary culms Barbalha stood out due to its low content. In shoots, Caririagu ecotype showed
lower levels of lignin. In general, total sugars content results mainly from the contribution of
cellulose. The ecotype Assaré highlighted by presenting levels of soluble sugars and starch
twice as high as the levels of its structural sugars. Based on biomass and sucrose contents it
was concluded that the cultivars Mombaca and Tanzania and the ecotype Caririagu would be

suitable to produce ethanol.



Keywords: Megathyrsus maximus. Cellulose. Fermentable sugars.
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1 INTRODUCAO

A diminui¢ao das emissdes de carbono para a atmosfera exige o emprego de
fontes de energia renovaveis de baixo impacto ambiental e que nos forneca um bom nivel de
segurancga energética (VAN DER WEIIDE et al., 2013). A substituicdo do petréleo como
matéria-prima para fabricag¢do de combustiveis depende de um substituto renovavel que
sustente boa parte da infraestrutura dedicada ao transporte em larga escala, que necessita
principalmente de combustiveis na forma liquida (WYMAN, 2008). Estimativas mostraram
que as emissdes de gases do efeito estufa do etanol produzido a partir da biomassa de uma
graminea (Panicum virgatum L.), quando comparados a gasolina, podem ser até 94% menores
(SCHMER et al., 2014). Nesse sentido, existe um interesse na producdo de etanol produzido a
partir dos polissacarideos da parede celular de plantas, em especial aquelas que apresentem
abundante biomassa e que exijam um custo relativamente baixo para seu cultivo.

Atualmente, a principal rota de produgdo de etanol é a conversdo, mediada por
microrganismos, dos carboidratos armazenados na biomassa das plantas na forma de actcares
soluveis e/ou amido, uma vez que estes sao mais facilmente processados em biocombustivel.
No entanto, desperdica-se a maior fonte de carboidratos na biomassa, constituidos
principalmente pelos polissacarideos estruturais celulose e hemicelulose. Para aproveita-los,
faz-se necessario a conversao destes polimeros em seus monossacarideos constituintes, a qual
¢ dificultada pela propria complexidade bioquimica da matriz lignocelulosica (BALAT, 2011;
SCORDIA et al., 2018).

Desde uma perspectiva econdmica, matérias-primas com alto teor de celulose e
hemicelulose, além de agucares soluveis, sdo preferiveis na industria, uma vez que estudos
mostram que o rendimento de etanol ¢ diretamente proporcional a quantidade destes
constituintes na biomassa (VAN DER WEIIDE et al, 2013). Sob esta Otica, a graminea
capim-guinea (Megathyrsus maximus Jacq., homotipo Panicum maximum Jacq.) presenta
potencial como matéria-prima para a obtencdo de agucares fermentaveis, pois apresentam
teores de agucares comparaveis aos da cana-de-aglcar, a principal matéria-prima para
producdo de etanol no Brasil. Ademais, outras caracteristicas vantajosas tém sido descritas
para o capim guinea, como alta produtividade de biomassa por hectare e possibilidade de
cultivo em terras ndo agriculturdveis, o que contribui para diminuir a competicdo com
alimentos tradicionais (LIMA et al., 2014). Entretanto, as informacdes a respeito destas

caracteristicas t€ém sido obtidas com materiais geneticamente melhorados (cultivares) e pouca
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informacao existe em relagdo a ecotipos, que sdo definidos como materiais que crescem sob
condi¢des climaticas especificas.

No Cariri cearense, o capim guinea distribui-se nos diferentes tipos climaticos da
regido, havendo possibilidade de existir ampla variabilidade entre os ecotipos com reflexos
tanto na composic¢do dos agucares fermentaveis como na biomassa.

Portanto, um estudo com estes ecdtipos caririenses pode ajudar a identificar

matérias-primas ou fontes propicias para sua exploragdo com fins de producao de etanol.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Fixac¢ao de carbono e particionamento de fotossintatos

O processo biologico de fixagdo de carbono, mediado por organismos
fotossintéticos como plantas, algas e cianobactérias, converte gas carbonico atmosférico (CO3)
e agua (H2O) em compostos de carbono (carboidratos) e gas oxigénio (O2) (PIATTONI et al.,
2014). O processo metabolico chamado de fotossintese combina a captura de luz e a sintese
de moléculas organicas reduzidas, principalmente carboidratos (NELSON; COX, 2011).

Nas plantas, sdo encontrados dois tipos de tecidos: os fotossintéticos (ou
autotroficos), onde ocorrem os processos de captura de luz e fixagdo de carbono,
especificamente dentro dos cloroplastos (Figura 1A), e os ndo-fotossintéticos (ou
heterotroficos), que dependem do particionamento de carbono para manutenc¢ao da atividade
celular (Figura 1B) (PIATTONI et al., 2014). Em geral, o particionamento intracelular de
carbono ocorre entre o cloroplasto e o citosol na forma de trioses-fosfato (triose-P), enquanto
a sacarose ¢ o principal metabdlito envolvido no particionamento intercelular de carbono

(IGLESIAS; PODESTA, 2005).

2.1.1 Assimilacgdo fotossintética de carbono

O ciclo de reducao fotossintética do carbono, mais conhecido como ciclo de
Calvin—Benson (CCB), em homenagem aos pesquisadores que primeiramente o desvendou, €
responsavel pela assimilagdo de CO; atmosférico (BENSON; CALVIN, 1950). Este processo
metabolico ocorre em trés etapas (carboxilacdo, reducgdo e regeneragdo), e € representado pela
equagao global (Eq. 1):
6C0O, + 18ATP + 12NADPH + 12H* + 12 H,0 -

C¢Hy206 + 18P, + 18ADP + 12NADP* (1)

Percebe-se claramente a grande quantidade de energia, na forma de ATP e
NADPH, necessaria para a sintese de uma molécula de glicose.

De uma forma simplificada, o CO2 ¢ incorporado por intermédio da enzima
ribulose-1,5-bisfosfato caboxilase/oxigenase (RuBisCO). A eficiéncia da carboxilagdo ¢ baixa,
uma vez que a RuBisCO nao tem especificidade completa pelo CO> e que a concentragdao
atmosférica deste gds ¢ mais baixa do que a requerida para alcangar a metade da atividade

enzimatica maxima (NELSON; COX, 2011; XU, SHEN, 2001). Esta ineficiéncia ¢
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compensada pelas plantas ao sintetizarem a RuBisCO em altas concentragdes, tornando esta

enzima, provavelmente, a proteina mais abundante do planeta (ELLIS, 1979). No entanto, a

RuBisCO também exibe uma atividade de oxigenasse, incorporando O e liberando CO», num

processo conhecido por fotorrespiracao, o que diminui a assimilagdo de carbono (PTATTONI

et al., 2014). Nao obstante, hda um ganho liquido de carbono, permitindo o uso das trioses-

fosfato na sintese dos produtos fotossintéticos finais, sacarose e¢ amido (IGLESIAS;

PODESTA; ANDREO, 1997).

Figura 1 — Representacdo esquemadtica simplificada do particionamento de carbono nas

plantas
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Fonte: adaptado (PIATTONI et al., 2014). Metabolismo de carbono em tecidos fonte durante periodos com

incidéncia de luz (A) e em tecidos dreno (B).
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2.1.2 Adaptacoes do metabolismo de fixacdo de carbono

A atividade oxigenasse da RuBisCO ¢ altamente custosa para as plantas, sendo a
relagdo CO»/O> dentro dos cloroplastos um fator critico na eficiéncia de fixagdo de carbono
(IGLESIAS; PODESTA; ANDREO, 1997; PORTIS, 2001; XU; SHEN, 2001). Outro fator
importante para as plantas ¢ o balango da perda de agua através dos estdmatos durante a
captura de CO, (PORTIS, 2001). Algumas plantas desenvolveram mecanismos adicionais a
fim de aumentar a eficiéncia durante o processo de assimilagdo de carbono. Assim, as plantas
superiores podem ser classificadas em C3, Cs ou aquelas com metabolismo acido das
crassulaceas (CAM), dependendo do processo de fixagdo de carbono. O ciclo de Calvin—
Benson ¢ comum a todas elas, porém outras rotas de fixacao ocorrem separadas espacialmente
ou temporalmente nas plantas C4 e CAM, respectivamente (PIATTONI ef al., 2014).

Para contornar a fotorrespiragdo, as plantas Cs4 capturam o CO2 em um local
diferente daquele onde ocorre o ciclo de Calvin—Benson, o que est4 diretamente relacionado a
anatomia das folhas destas plantas. As plantas C4 sdo caracterizadas por apresentarem dois
tipos distintos de c€lulas fotossintéticas dispostas de forma concéntrica: as células do mesofilo
e as cé¢lulas da bainha dos feixes vasculares (PIATTONI et al., 2014). Durante os periodos
iluminados do dia, a captura de CO: ocorre nas células do mesofilo, que ¢ fixado na forma de
bicarbonato e este sendo posteriormente transportado para as células da bainha, onde ocorre a
descarboxilagdo, gerando CO; em concentragdes mais altas que a atmosférica (HELDT;
PIECHULLA; HELDT, 2005; IGLESIAS; PODESTA; ANDREO, 1997). Como a enzima que
media essa fixagdo de CO> em bicarbonato nao aceita O> como substrato, a fotorrespiragado ¢
bastante diminuida (IGLESIAS; PODESTA; ANDREO, 1997). Ainda, a concentragao de CO»
mais elevada aumenta a eficiéncia de fixacdo de carbono pela RuBisCO, reduzindo em até 50%
o consumo de 4gua no processo, em relacdo ao metabolismo do tipo Cs. Assim, as espécies
que apresentam o metabolismo C4 se adaptam a diferentes ecossistemas, principalmente

aqueles com clima quente e seco (HELDT; PIECHULLA; HELDT, 2005).

2.1.3 Particionamento intra e intercelular de fotossintatos

Nas plantas, a fotossintese ocorre primariamente nas folhas, mais especificamente
nos cloroplastos. E nos cloroplastos que ocorre a sintese das trioses-fosfato, que t€ém como
destino principal a sintese de amido, uma reserva transitoria de carbono e energia.

Alternativamente, as trioses-fosfato podem ser exportadas para o citosol (Figura 1A) e servem
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como fontes para producdo de sacarose ou suprem as demandas energéticas do metabolismo
celular (PTATTONI et al., 2014) Apesar de ser a principal reserva nas plantas, com algumas
excecoes, o0 amido ¢ uma fonte estacionaria de carbono, nao sendo possivel sua mobilizagao
para outros tecidos. Para tanto, estas reservas sdo mobilizadas na forma de sacarose (Figura
1B) (IGLESIAS; PODESTA, 2005).

As folhas s3o responsaveis pela assimilacdo de carbono (fontes) enquanto 6rgaos
nao-fotossintéticos sao especializados em outras fungdes (drenos). De toda forma, ¢
necessario que haja um intercimbio de metabolitos entre estes tecidos, e as plantas
desenvolveram dois tipos de condutores: o xilema, que transporta dguas e minerais das raizes
para outros 6rgdos, ¢ o floema, com fungdo de transporte de metabolitos e nutrientes das
folhas para os tecidos heterotroficos (LALONDE; WIPF; FROMMER, 2004).

Nas fontes, uma vez que as trioses-fosfato sdo exportadas para o citosol, estes
compostos podem ser metabolizados, direta ou indiretamente, em diversas vias bioquimicas
Figura (1A): glicdlise, gliconeogénese, sintese de sacarose (a sacarose em excesso ¢
acumulada nos vacuolos para utilizagdo durante periodos sem luz), ciclo dos acidos
tricarboxilicos (CAT) e via das pentoses fosfato oxidativa (PIATTONI et al, 2014). A
glicolise, entdo, produz as moléculas primordiais para reagcdes anabdlicas como sintese de
acidos organicos, de lipidios, de aminoacidos e proteinas, além de apoiar o fornecimento de
energia e carbono para o crescimento € manutencao (PIATTONI ez al., 2014).

Nos drenos, o carbono € fornecido na forma de sacarose (Figura 1B), que uma vez
no citosol ¢ degradada aos seus constituintes (glicose e frutose). Estes, por sua vez, abastecem

os processos de obtengdo energética e de biossintese (PIATTONI et al., 2014).

2.2 Carboidratos em plantas

2.2.1 Carboidratos soluveis e de reserva

Os carboidratos, mais comumente chamados de ‘“agucares”, sdo os produtos
primarios da atividade fotossintética, e representam a maior propor¢do dos compostos
organicos das plantas. Nelas, os carboidratos desempenham varias fungdes, por exemplo a
formacdo de estruturas (celulose, hemiceluloses, etc.), reserva energética (amido e frutanos),
protecdo contra ressecamento dos tecidos (gomas e mucilagens), sinalizagdo celular
relacionada ao desenvolvimento vegetal, entre outras (KOCH, 2004; THARANATHAN et al.,

1987). Todos os carboidratos das plantas sdo sintetizados a partir de hexoses (carboidratos
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com seis carbonos em sua estrutura molecular), que por sua vez sdo produzidos por reagdes
bioquimicas no ciclo de Calvin—Benson. Nesta rota bioquimica sao utilizados ATP e NADPH
produzidos na fase luminosa da fotossintese, além de gas carbonico (CO) e agua, tendo como
produto final as hexoses e outros produtos (BERG et al., 2015).

Os carboidratos das plantas sdo geralmente divididos em trés grupos principais:
monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Quimicamente, os monossacarideos sao
compostos de carbono com trés ou mais atomos deste elemento, que apresentam varias
unidades do grupo hidroxila (OH") e um grupo aldeido ou cetona, e, portanto, sao poli-
hidroxialdeidos ou poli-hidroxicetonas de formula molecular geral (CH2O)n.

Os monossacarideos, ao se unirem através de uma ligacdo O-glicosidica, originam
os agucares dos outros dois grupos, e esta ligacdo ocorre invariavelmente entre a hidroxila do
carbono 1 (C-1) de um monossacarideo e qualquer outro oxigénio hidroxilico do carboidrato
adjacente (BERG et al., 2015). Ainda, a forma estrutural predominante dos agucares ¢ a de
anéis, podendo apresentar a forma de cadeia aberta em equilibrio com a ciclica (BERG et al.,
2015). Tanto na forma de cadeia aberta quanto na ciclica, os grupos aldeidos e cetonas destes
compostos sdo geralmente os grupos funcionais mais reativos. Estes grupos funcionais,
quando nas cadeias abertas e ndo ligados a nenhum outro atomo, a exce¢ao do carbono da
cadeia principal, podem atuar como agentes redutores em determinadas reagdes quimicas. Os
monossacarideos e oligossacarideos que contém estes grupos reativos livres sdo conhecidos
Como agticares redutores.

Ainda que haja uma grande variedade de aglcares em organismos vegetais,
aqueles mais abundantes sao os monossacarideos glicose e frutose e os dissacarideos sacarose
e maltose (Figura 2). Estes monossacarideos e oligossacarideos sdo bastante soliveis em agua
ou solugdo aquosa de etanol (70-80% em volume), recebendo a denominagdo de agucares
soluveis em decorréncia desta propriedade.

Como as plantas sdo fotoautotrofas obrigatdrias, tendo na luz solar a tnica fonte
de energia para sintese de fotoassimilados, se faz necessario fontes de energia que as
permitam dar continuidade aos processos bioquimicos durante a noite. O amido € o principal
metabolito de reserva em muitas plantas e ¢ acumulado de forma quase linear durante o dia
nas plantas em rapido crescimento, sendo consumido durante a noite de forma similar, sem,
no entanto, ser exaurido completamente antes do amanhecer (SALISBURY; ROSS, 2012;
STITT; ZEEMAN, 2012).
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Figura 2 — Estruturas quimicas de alguns monossacarideos e

dissacarideos
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Fonte: adaptado (HALFORD et al. , 2011). Estruturas da glicose e frutose,
nas formas de anel e de cadeia aberta, e os dissacarideos sacarose, maltose e
trealose. Os grupos carbonila da glicose e frutose estdo destacados em
vermelho.

Quimicamente, o amido ¢ um polissacarideo complexo, depositados na forma de
granulos e constituido de unidades de glicose, podendo ser fracionado em dois tipos de cadeia
polimérica: amilose e amilopectina. A amilose, que corresponde a aproximadamente 30% do
amido total, ¢ constituida predominantemente de cadeias lineares com cerca de 1.000 residuos
de glicose cada, conectados por ligacdes a(1—4). Os outros 70% do amido se apresentam na
forma de amilopectina, cadeias altamente ramificadas com ligacdes intercadeia a(1—6), em
geral a cada 20 residuos. Dentro do granulo de amido, as cadeias de amilopectina sdo
distribuidas radialmente, podendo ocorrer a formac¢do de hélices duplas entre cadeias
adjacentes. Estas hélices, por sua vez, podem ser arranjadas regularmente, conferindo
propriedades cristalinas aos granulos, tornando-os pouco soluveis em dgua. (MARTIN;

SMITH, 1995).
2.2.2 Carboidratos estruturais da parede celular
A parede de células vegetais corresponde a uma matriz extracelular resistente e

complexa (MCFARLANE; DORING; PERSSON, 2014). Existem trés classes principais de

polissacarideos: celulose, hemiceluloses e pectinas (Figura 3). Além dessas macromoléculas,



encontram-se também proteinas com fungdo

polimero de diversos compostos fenélicos.
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estrutural e de defesa, além de lignina, um

Figura 3 — Representacdo da parede celular vegetal e de seus constituintes
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; VANHOLME, 2018). A parede celular vegetal ¢é

composta de microfibrilas de celulose (preto) incorporadas em uma matriz de pectina (azul) ¢ hemicelulose
(vermelho) (A). Representacdo esquematica dos principais polissacarideos encontrados nas plantas,
mostrando a diversidade de arranjos entre os diferentes carboidratos dentro de cada cadeia polissacaridica (B).

A celulose ¢ o principal polissacarideo das paredes de células vegetais e contribui

majoritariamente & biomassa dos tecidos aéreos da planta. A estrutura consiste em um

polimero linear de unidades de D-glicose, unidas por ligagdes glicosidicas B(1—4) (Figura

4A). Cada cadeia ¢ sintetizada individualmente, a partir de unidades de UDP-glicose, que se
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organizam lado-a-lado através de ligagdes de hidrogénio intra e intercadeias e de forcas de
Van der Waals. As cadeias celuldsicas agregam-se formando feixes com cerca de 36 cadeias
individuais (Figura 4B), que recebem o nome de microfibrilas (LI et al., 2014). Essa
organizacao em feixes da origem a regides altamente organizadas (cristalinas), que, de forma
similar aos granulos de amido, sdo insoluveis em agua (VAN DE WOUWER; BOERJAN;
VANHOLME, 2018).

Figura 4 — Representagdo de um oligobmero de glicose,

representativo da celulose, e de sua via de sintese
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Fonte: adaptado (ZHONG; CUI; YE, 2019). Estrutura de um oligémero de
glicose com ligacdes B(1—4), representativo de uma cadeia de celulose (A).
Um modelo do complexo celulose sintase (CSC) na membrana plasmatica e
as vias de sintese de UDP-glicose, o substrato para sintese de celulose (B).
No detalhe ¢ mostrada uma micrografia do CSC, com suas subunidades
interconectadas, que se apresentam na forma de roseta.

Quando as microfibrilas de celulose deixam o complexo celulose sintase (CSC),
interagem com hemiceluloses para formar redes supramoleculares estaveis. Essa interacao

influencia no grau de cristalinidade das microfibrilas de celulose, impedindo-as de formarem
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feixes volumosos, e a manuten¢do da rede de microfibrilas interconectadas (LI et al., 2014;
MCFARLANE; DORING; PERSSON, 2014).

As hemiceluloses sdo um grupo heterogéneo de polissacarideos da parede celular
que sao caracterizados por ndo serem classificados nem como celulose ou pectina, e
possuirem cadeias de principais residuos de glicose, manose ou xilose, unidas com liga¢des
B(1—4). Compreendem de 10-40 % da composi¢do da parede celular, variando entre espécies
e tipo da célula em questdo. Em gramineas, os principais constituintes das hemiceluloses sao
os glicoarabinoxilanos, B-glicanos, xiloglicanos e mananos (SCHELLER; ULVSKOV, 2010).
A representacao das cadeias de hemiceluloses de gramineas e de seus componentes ¢ exibida

na Figura 5.

Figura 5 — Representagdo das cadeias de hemiceluloses de gramineas
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Fonte: Adaptado (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). Representagdo dos
monomeros constituintes das hemiceluloses presentes em gramineas
(esquerda), das cadeias f-glicanas de ligagdes mistas (centro) e
glicuronoarabinoxilano (direita). “Ac” representa grupo acetil (—COCH3),
“Fer” corresponde ao 4cido fertilico, e “Me” representa grupos metila (—~CH3).
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2.3 Lignina

A lignina ¢ um polimero formado de diversos monomeros aromaticos, também
conhecidos por monolignois, sendo os trés principais os alcoois coniferilico, siringilico e p-
cumarilico (Figura 6). Este polimero compreende cerca de 10—30% da biomassa vegetal e ¢
depositado predominantemente nas paredes de células vegetais espessadas, tornando-as
rigidas e impermeaveis. Além dessa deposicao programada de lignina, sua biossintese também
pode ser induzida por diversas condigdes de estresse bidtico e abidtico (VANHOLME et al.,
2010).

A biossintese dos monolignois comeca com a reacdo de desaminagdo da L-
fenilalanina e passa por sucessivas reagoes de hidroxilagdo do anel aromatico, seguido de uma
metilagdo fendlica e oxidagdo da cadeia lateral carboxilica em um grupo alcool. Na sequéncia,
os monoligndis sdo transportados para a parede celular, onde sdo enzimaticamente oxidados e
polimerizados (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003). Uma vez que a lignina atua na
protecdo dos acucares da parede celular contra a degradacdo por micro-organismos, estas
cadeias poliméricas também sdo um fator limitante na obtengdo destes agucares para fins
industriais, incluindo a produgdo de etanol. A remocao de lignina da biomassa vegetal ¢ um
processo caro, logo pesquisadores t€ém feito esfor¢os em buscar plantas que depositem menos
lignina na parede ou que produzam lignina mais predisposta a sofrer degrada¢do quimica

(VANHOLME et al., 2010).

2.4 Carboidratos e producio de etanol

A demanda por combustiveis e energia tem incrementado em decorréncia do
aumento da populagdo mundial e da melhoria nos padrdes e qualidade de vida, o que tem
causado impactos negativos ao meio-ambiente. Em funcdo destes impactos, propostas para a
producdo e consumo de energias menos poluentes e sustentdveis tém recebido bastante
atencdo (AGARWAL et al., 2014). A fabricagdo de biocombustiveis, tais como, etanol,
metanol, biodiesel e hidrogénio, produzidos a partir dos carboidratos da biomassa vegetal, tem
atualmente um papel importante na solugdo desses problemas e vem sendo adotada em muitos

paises (SOLOMON, 2010).
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Figura 6 — Representa¢do simplificada do processo de conversdo de fenilalanina nos

monolignoéis e sua polimerizagdo em lignina
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Fonte: adaptado (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003). O aminoacido L-fenilalanina é o precursor dos
mondmeros que serdo depositados na parede celular.

Atualmente, praticamente todo etanol € produzido via fermentacao, mediada por
microrganismos (com destaque para a levedura Saccharomyces cerevisiae), de carboidratos de
plantas mediada por microrganismos. Nesse processo fermentacdo alcoolica, aglcares
(especialmente glicose e frutose, mas também sacarose, manose, maltose, galactose, xilose e
arabinose) sdo convertidos em etanol, energia, CO>, biomassa celular e outros subprodutos
(GIRIO et al., 2010; LOPES et al, 2016; SCHOLER; SCHULLER, 1994). Ao etanol
produzido a partir de agucares soliveis, principalmente sacarose e amido, bem como ao
processo produtivo, dd-se o nome de primeira geragdo (JONKER et al., 2015).

Nos processos de primeira geragdo, os aglcares sdo primeiramente extraidos
através de processos fisicos; o caldo ¢ tratado e fermentado; a solugdo fermentada ¢ destilada
e o produto tem seu contetdo etandlico ajustado (retificado) antes de ser vendido (Figura 7A).
Matérias-primas como cana-de-agucar, beterraba e sorgo sacarino sdo ricas em agucares
soluveis, requerendo somente um processo de extracdo para obter a solugcdo agucarada; ja
aquelas ricas em amido, por exemplo o milho e graos de sorgo sacarino, necessitam passar
previamente por um processo de hidrdlise para converter o amido em glicose (ZABED et al.,
2017). Os residuos da biomassa, por sua vez, podem ser reaproveitados na forma de

eletricidade e calor, que sdo produzidos em unidades industriais integradas a usina principal,
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que sdo utilizados. A anergia elétrica excedente, por fim, ¢ vendida para as concessiondrias
(JONKER et al., 2015). Nos ultimos anos, no entanto, a producdo de biocombustiveis,
denominados de primeira geragcdo tém sofrido fortes criticas, pois sua obtencdo poderia
colocar em risco a produgdo de alimentos, aumentar os precos das commodities agricolas e ser

ineficaz em relacdo a reducdo da emissao de gases do efeito estufa (EISENTRAUT, 2010).

Figura 7 — Esquema simplificado de rotas de producao de etanol
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Fonte: adaptado (JONKER et al., 2015).Produgéo de etanol de primeira geracdo (A) e de segunda geragio (B).
Algumas unidades industriais podem usar um esquema integrando os dois processos.
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Ainda que alguns dos biocombustiveis produzidos atualmente tenham bom
desempenho no que se refere a sustentabilidade econdmica e ambiental, o foco dos debates
centra-se em torno dos biocombustiveis de segunda geragdo, os quais sdo obtidos a partir da
fermentagdo dos acticares da biomassa lignoceluldsica (JONKER et al., 2015). Nos processos
de segunda geracdo, a biomassa rica em aglcares estruturais ¢ pré-tratada fisico-
quimicamente a fim de modificar os arranjos morfologico e quimico da parede celular do
material vegetal. A etapa de pré-tratamento ¢ a mais cara do processo, € visa remover 0s
polimeros de lignina e hemiceluloses da matriz da parede, diminuir a cristalinidade da
celulose e aumentar a area superficial e porosidade da biomassa (ZABED et al., 2017),
deixando-a mais susceptivel ao ataque de compostos quimicos e/ou de enzimas durante a
etapa de hidrélise. Apos hidrolise, que mais comumente ¢ feita por meio de enzimas
hidroliticas, o caldo ¢ fermentado e o processo entdo segue de forma similar ao de primeira
geracdo (Figura 7B). Estes processos de segunda geragdo tém a vantagem de liberar, em
menor quantidade, substancias poluentes e/ou causadoras do efeito estufa, com impactos
socioecondmicos positivos (EISENTRAUT, 2010).

Com base nas caracteristicas dos processos envolvidos na producdo de etanol de
segunda geragdo, percebe-se que, no que diz respeito as caracteristicas da biomassa, sao
atributos desejaveis para aumentar a eficiéncia nos processos de hidrolise e fermentagdo: alta
biomassa (fornecem mais acglcares fermentaveis); alto contetido de celulose (principal fonte
de agtlicares na biomassa); baixos teores de lignina e hemiceluloses (simplificam o processo de
pré-tratamento e reduzem custos), e reducdo da cristalinidade do polimero de celulose
(aumentar a acessibilidade dos quimicos ou enzimas que promovem a hidrolise deste

polissacarideo).

2.5 O capim-guinea (Megathyrsus maximus Jacq.)

O capim-guinea ¢ uma graminea perene pertencente a familia Poaceae, que
apresenta metabolismo fotossintético do tipo Cis. Suas caracteristicas anatdmicas e
morfoldgicas variam amplamente de acordo com as cultivares ou ecotipos. Os descritores
botanicos para esta espécie sdo: crescimento vegetativo caracterizado por ser ereto e cespitoso;
apresentando folhas lanceoladas, largas e eretas, com pilosidade ou glabras; inflorescéncias
tipo panicula, em formato oblongo ou piramidal, com ramificagdes primarias na base da
inflorescéncia longas, e as secundarias, também longas e bem desenvolvidas, presentes em

todas as ramificacdes primarias; as espiguetas sao oblongas, cegas ou agudas, e arredondadas
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nas costas, com pilosidades e distribuidas uniformemente pelas ramificagdes (MACHADO et
al., 2010).

Devido a variabilidade morfoldgica e agrondmica existente na espécie, o
Australian Center for International Agricultural Research (ACIAR) tem proposto a divisao
desta em duas categorias principais: as de porte alto/médio (maior que 1,5 m de altura),
caracterizadas por serem robustas e perenes, com diametro médio de colmo de 10 mm, folhas
com 40-100 cm de comprimento, € paniculas longas (at¢ 60 cm) e largas (até 30 cm)
produzindo entre 700 mil a 2 milhdes de sementes/kg; e as de porte menor (menor que 1,5 m
de altura), de aparéncia menos robusta, com didmetro de colmo de at¢ 5 mm, com folhas,
paniculas e tamanho de espiguetas menores que as de porte maior.

De acordo com mapas de distribuicdo da espécie fornecidos pela Global
Biodiversity Information Facility (GBIF, 2017), o capim-guinea encontra-se distribuido em
todo o territdrio brasileiro. Estudos que tenham visado realizar um levantamento do
germoplasma desta graminea encontrada na regido do Cariri no Ceara, e sua caracterizacio a
partir de informagdes anatdmicas, morfoldgicas, bioquimicas ou moleculares, sdo ainda
escassos. Entretanto, a possibilidade de existir ampla variabilidade entre esses materiais ¢
bastante alta, se considerarmos os diferentes tipos climaticos que tém sido descritos para a
regido — clima tropical quente subimido, clima tropical quente semidrido brando e clima
tropical quente semidrido (MEDEIROS et al, 2007) — que podem ter influéncia nas
caracteristicas biologicas das plantas presentes na regido.

Virios autores tém salientado o potencial de capim-guinea como matéria-prima
para producao de etanol de segunda-geragcdao, uma vez que tanto a produtividade de biomassa
quanto os teores de acticares fermentaveis obtidos na conversao da biomassa sdo comparaveis

aqueles de cana-de-agucar (JANK et al., 2013; LIMA et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a biomassa e a composicdo em agucares fermentdveis e lignina de
ecotipos e cultivares da graminea Megathyrsus maximus Jacq. para avaliar seu potencial como

matéria-prima para a producao de etanol de segunda geragao.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar parametros morfofisiologicos e de crescimento de capim-guinea, de
cultivares comerciais e ecotipos da regido do Cariri cearense, cultivados em casa
de vegetagdo.

2. Quantificar agucares soliveis e estruturais na biomassa de capim-guinea: frutose,
glicose, sacarose, agticares redutores, amido e celulose.

3. Quantificar a lignina total presente na biomassa.

4. Entender o potencial dos ecdtipos e cultivares na produgdo de etanol.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material biologico

No presente trabalho foram utilizadas sementes de cultivares melhoradas e de
ecOtipos de capim-guinea (Megathyrsus maximus Jacq.). As cultivares usadas foram:
Mombaga (MO), Tanzania (TA) e Aruana (AR), sendo estas doadas pela Embrapa Semiarido
(Petrolina — PE). As sementes dos ecotipos foram obtidas a partir de inflorescéncias coletadas
no Cariri cearense entre maio e julho de 2018 nas cidades de: Assaré, localizada a 6°54'09"S,
39°52'08"W e com clima tropical quente semidrido; Barbalha, localizada a 7°20'04"S,
39°23'39"W e com clima tropical quente subumido; e Caririagu, localizada a 7°03'14"S,
39°17'23"W e com clima tropical quente semiarido brando. As inflorescéncias coletadas
foram secas a sombra, no Laboratorio de Biologia do Centro de Ciéncias Agrarias e da
Biodiversidade (CCAB), no campus Crato da Universidade Federal do Cariri, por um periodo
de dez dias, com posterior limpeza manual para retirada do revestimento das sementes. As
sementes nuas foram acondicionadas em sacos de papel devidamente identificados como
ecOtipos Assaré (AS), Barbalha (BA) e Caririagu (CA). Todos os materiais foram
armazenados em recipientes de vidro contendo silica gel, e mantidos sob refrigeracdo a

temperatura de 10 °C.

4.2 Preparacio do substrato para o cultivo

Foi utilizado como substrato para o crescimento das plantas areia de textura média
coletada em leito de rio. A areia foi peneirada, lavada de seis a sete vezes em bacias com agua
potavel para retirada de impurezas e sais, at¢ que agua de lavagem praticamente ndo
apresentasse turbidez. Foi entdo deixada em ambiente aberto para secagem por cinco a sete
dias. Nao foi1 realizado qualquer tipo de caracterizacao fisico-quimica no substrato lavado. Em
seguida, recipientes plasticos escuros foram preenchidos com 5.180 g de areia e umedecidos
com 820 mL de agua destilada, quantidade estimada para atingir aproximadamente 80% de

capacidade de campo.



35

4.3 Condicoes de cultivo e colheita das plantas

As sementes de cada material foram desinfetadas com solugdo de hipoclorito de
sodio comercial (agua sanitdria, com aproximadamente 2% (m/v) de hipoclorito de sodio)
diluida a 1/4 (v/v) em é4gua destilada durante cinco minutos, ¢ em seguida, lavadas com
abundante 4gua da torneira. As sementes foram plantadas em covas com 1,0 cm de
profundidade, formadas sobre a superficie de areia em cada um dos vasos.

As plantas foram cultivadas sob condigdes de casa de vegetacdo também
localizada no CCAB, no periodo de 14 de setembro a 13 de dezembro de 2018. A irriga¢ao
diaria se deu em trés horarios (08h, 12h30, 17h), com 4gua suficiente para manter a
capacidade de campo determinada. Nos horarios das O8h e das 17h foram medidas a
temperatura ambiente ¢ a umidade relativa do ar. A partir do 12.° dia de cultivo, ¢ em dias
alternados, foi introduzida a irriga¢cdo com solucao nutritiva de Hoagland com 1/3 de forca
ionica (HOAGLAND; ARNON, 1950). No 20.° dia de cultivo, foi realizado o desbaste das
plantas, deixando-se somente trés plantas por vaso. A fim de diminuir possiveis efeitos de
sombreamento, foram realizados a cada 10 dias reposicionamentos de todos os vasos de forma
aleatorizada. No ultimo horério de rega, cada vaso foi pesado para ajustar o valor da massa
total correspondente a capacidade de campo pretendida, de tal forma a manter o nivel de
umidade constante ao longo do experimento. Na Figura 8, observam-se plantas dos diferentes
ecotipos e cultivares de capim-guinea cultivadas em casa de vegetacao.

Plantas de 45 e 90 dias de cultivo tiveram suas partes aéreas removidas e
separadas em colmo primario, colmos secundarios (perfilhos), limbos priméarios (interligadas
ao colmo primario), e limbos secundarios (interligadas aos perfilhos), como mostrado na
Figura 9. Cada tecido foi embrulhado em folha de aluminio, devidamente identificado e
imediatamente armazenados a -20 °C, assim permanecendo at¢ o momento de sua utilizagdo

nas analises.
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Figura 8 — Disposicao dos vasos de cultivo na casa de vegetacao

!

Fonte: autor (2018).

Figura 9 — Imagem de uma planta de capim-

guinea mostrando os tecidos estudados

Limbo primario

Colmo secundario

Fonte: autor (2019). Tecidos primarios (setas vermelhas)
e tecidos secundarios (setas azuis).
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4.4 Obtencao de dados morfofisiologicos

Nos dias imediatamente anteriores as datas de colheita foram medidos os
parametros morfofisiologicos. Para tanto, no intervalo das 8-9 h da manha, todos os vasos
foram regados com agua destilada, retirados da casa de vegetagdo e postos sob incidéncia de
luz solar direta. Apds aclimatagdo por 30 min, foram medidos os seguintes parametros em
uma planta de cada vaso:

e Para o colmo primario: calibre do colmo, utilizando paquimetro, ¢ densidade

populacional de perfilhos (contagem de perfilhos).

e Para o limbo completamente estendido mais proximo ao apice, conectado ao
colmo primdrio: comprimento do limbo largura do limbo, na metade do
comprimento do limbo, todas estas utilizando uma trena métrica; e condutancia
estomatica, com auxilio de pordmetro de folha (modelo SC-1, Decagon

Devices).

4.5 Analise de carboidratos e lignina

Embora tenham sido realizadas coletas em dois tempos, as andlises de

carboidratos e lignina foram realizadas com material coletado aos 45 dias de cultivo.

4.5.1 Preparacgdo dos extratos para determinacgdo de carboidratos

4.5.1.1 Extratos etandlicos

Carboidratos soluveis foram determinados em extratos etanolicos preparados a
partir dos tecidos frescos, previamente descongelados. O almofariz foi aprisionado em gelo,
dentro de um recipiente de poliestireno expandido (isopor), tomando-se o cuidado de deixar
somente o bico do almofariz para fora das paredes do recipiente. Aproximadamente 300 mg
de biomassa foi transferida para o almofariz ¢ homogeneizada com 1,8 mL de etanol 80%. As
amostras foram colocadas sobre mesa agitadora por 1 h, regulada a uma velocidade de 90 rpm,
a 10 °C. Na sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 4.000 x g por 15 min e os
sobrenadantes coletados em tubos de ensaio. Ao precipitado foi adicionado 1,8 mL de etanol
80% e deu-se inicio a mais um ciclo de extracdo. Todo o processo foi repetido trés vezes para

cada amostra de tecido, e ao final os sobrenadantes coletados foram combinados e os volumes
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finais ajustados para 10 mL com 4gua destilada. Os extratos foram armazenados a -20 °C até o

momento de cada analise.

4.5.1.2 Extratos percloricos

O precipitado remanescente da extracdo etanolica foi utilizado para o preparo de
extratos com a finalidade de quantificar o amido. A extracao foi realizada seguindo o método
descrito por ROSE et al. (1991). O precipitado foi suspenso em 2 mL de acido percldrico a
30% (v/v). As amostras foram deixadas sob agitacdo por 1 h em mesa agitadora, regulada a
uma velocidade de 90 rpm. As amostras foram centrifugadas a 4000 x g por 15 min e os
sobrenadantes coletados em tubos de ensaio e estes foram mantidos sob refrigeragao a -20 °C
até o momento de cada analise. O precipitado foi lavado trés vezes com agua destilada e as

amostras centrifugadas entre cada lavagem nas condigdes ja descritas.

4.5.1.3 Extratos acidos

Para quantificar a celulose, foram realizadas a extracdo de lignina e hidrolise da
celulose, utilizando o precipitado da extragdo percldrica e seguindo a metodologia proposta
por UPDEGRAFF (1969). O precipitado foi suspenso em 2 mL de reagente nitrico-acético
[acido nitrico a 1/10 (v/v) em &cido acético 80% (v/v)]. As amostras foram deixadas em
banho-maria a 94 °C por 30 min e em seguida centrifugados a 3000 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado trés vezes com agua destilada, com
centrifugacdo entre cada lavagem nas mesmas condi¢cdes descritas. Ao precipitado
remanescente foi adicionado 2 mL de acido sulfurico 67%, e os tubos deixados em repouso
por 1 h para hidrélise completa do material. Os extratos foram diluidos para a décima parte

com agua destilada, € mantidos sob refrigeragdo a -20 °C até¢ o momento de sua utilizagao.

4.5.2 Quantificagdo de carboidratos soluveis

4.5.2.1 Sacarose

A sacarose foi determinada seguindo o procedimento desenvolvido por VAN

HANDEL (1968). Resumidamente, em tubos de ensaio foram adicionados 50 pL do extrato

etanolico e 50 pL de etanol 80%, deixando-os sobre chapa de aquecimento a 100 °C por 10
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min até reducdo quase completa do volume. Em seguida, adicionou-se 100 pL de hidréxido
de potassio a 30% (m/v) e a amostra foi novamente aquecida a 100 °C por 10 min. Apos
resfriamento, foram adicionados 3 mL de solucdo de antrona a 0,15% (m/v) em dacido
sulfarico 76% (v/v), preparada no dia da anélise, e as amostras foram incubadas em banho-
maria a 40 °C por 15 min. Em seguida, as leituras de absorbancia foram realizadas em

espectrofotometro a 620 nm.

4.5.2.2 Acucares redutores

O teor de agucares redutores foi determinado pelo método de Somogyi-Nelson,
como descrito por MALDONADE ef al. (2013). Foram pipetados 100 pL do extrato etandlico
e adicionado 200 uL do reagente contendo fons Cu®" (solugdo SN-I). As amostras foram
incubadas em banho-maria a 94 °C por 6 min. Apo6s resfriamento, foi adicionado 200 uL do
reagente de arsenomolibdato (solugdo SN-II) e as amostras agitadas e deixadas em repouso
por 5 min. Na sequéncia, foram adicionados 5 mL de agua destilada e feitas as leituras de

absorbancia em espectrofotdometro a 540 nm.

4.5.2.3 Glicose

A quantificacdo de glicose foi realizada pelo método proposto por CHIANG e
JOHNSON (1977). Em tubos de ensaio, foram adicionados 450 pL do reagente de o-toluidina
[tioureia a 1,5% (m/v) e o-toluidina a 6% (v/v) em acido acético glacial] a 50 pL do extrato
etanolico. Em seguida, as amostras foram aquecidas em banho-maria a 94 °C por 10 min.
Ap0s resfriamento, adicionou-se 500 uL de 4cido acético glacial e mediu-se a absorbancia em

espectrofotometro a 630 nm.

4.5.2.4 Frutose

Teores de frutose foram determinados seguindo o método originalmente proposto
por ROE (1934), com pequenas modifica¢des. Em tubos de ensaio, foram adicionados 100 pL
do extrato etandlico, 200 pL do reagente de resorcinol [resorcinol a 0,1% (m/v) em etanol
absoluto] e 700 pL de acido cloridrico a 30% (v/v). As amostras foram incubadas em banho-
maria a 80 °C por 8 min, e ap6s resfriamento a leitura de absorbancia foi realizada em

espectrofotometro a 530 nm.
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4.5.3 Quantificagdo de polissacarideos

4.5.3.1 Amido

Para determinar o amido foi seguida a metodologia de ROSE et al. (1991). Em
tubos de ensaio foram adicionados 100 pL do extrato perclérico e 900 uL do reagente de
antrona preparado no dia [antrona a 0,15% (m/v) em &cido sulftrico a 76% (v/v)]. Os tubos
foram colocados em banho-maria a 94 °C por 12 min e apds resfriamento foi medida a

absorbancia em espectrofotometro a 620 nm.

4.5.3.2 Celulose

Para quantificar a celulose utilizou-se a metodologia proposta por UPDEGRAFF
(1969), a mistura da reagdo consistiu de 30 uL do extrato acido, 370 puL de acido sulfurico a
6,7% (v/v) e 1 mL do reagente de antrona [antrona a 0,2% [m/v] em d&cido sulftrico
concentrado]. As amostras foram agitadas, os tubos tampados e deixadas em banho-maria a 94
°C por 16 min. Apoés resfriamento em banho de gelo por 2 min, foi medida a absorbancia em

espectrofotometro a 620 nm.

4.5.4 Quantificacdo de lignina

A lignina foi quantificada de acordo com o método de MOREIRA-VILAR et al.
(2014), com pequenas modificacdes. Aproximadamente 300 mg de massa seca foram
homogeneizadas com 10 mL de tampao fosfato de sodio a 50 mM pH 7,0 com auxilio de
almofariz e pistilo. Em seguida, as amostras foram transferidas para tubos de ensaio e
centrifugadas a 800 x g por 5 min. O precipitado remanescente foi sequencialmente lavado
duas vezes com 10 ml de tampao fosfato de s6dio a 50 mM pH 7,0; trés vezes com solugdo de
Triton-X100 a 1% (v/v) em tampao fosfato a 50 mM pH 7,0; duas vezes com NaCl a 1,0 M
em tampao fosfato de sddio a 50 mM pH 7,0; duas vezes com dgua destilada; e duas vezes
com acetona. O precipitado final foi seco em estufa a 60 °C por 24 h, e a matéria seca obtida
foi definida como fragdo da parede celular livre de proteinas. Para a quantificagdo de lignina,
aproximadamente 20 mg da fragdo de parede celular livre de proteinas foi colocada em tubo
de reagdo contendo 1 mL de solugdo de brometo de acetila [brometo de acetila a 25% (v/v)

em acido acético glacial]. As amostras foram aquecidas a 70 °C por 30 min, e na sequéncia
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foram rapidamente resfriadas em banho de gelo por 2 min. Foram adicionados 1,8 mL de
hidréxido de sodio a 2,0 M, 0,2 mL de solugdo de hidroxilamina-HCl a 5,0 M ¢ 4 mL de acido
acético glacial. As leituras de absorbancia das amostras foram realizadas em

espectrofotometros a 280 nm.

4.6 Desenho experimental e tratamento estatistico

Adotou-se um desenho experimental com fatorial 6x2, sendo 6 materiais (trés
cultivares e trés ecotipos) e 2 tempos de colheita (aos 45 e 90 dias apos a semeadura). A
disposi¢ao dos vasos dentro da casa de vegetacao foi feita de forma completamente ao acaso.

Os dados morfofisiologicos foram sujeitos a uma andlise de variancia (ANOVA
two-way) sendo os fatores cultivar/ecotipo e tempo de coleta; e as analises bioquimicas foram
sujeitas a uma ANOVA one-way, sendo o fator analisado cultivar/ecétipo. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a um nivel de significancia de 95%. Os dados representam a

média + erro padrao de seis amostras (n = 6).
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5 RESULTADOS

5.1 Dados microclimaticos

Durante o experimento, no periodo diurno, a temperatura variou em média entre
23-42 °C (Figura 10A) e a umidade relativa do ar entre 20-27% (Figura 10B). Ja para o
periodo noturno, a temperatura oscilou entre 23-37 °C (Figura 10C) e a umidade relativa do

ar entre 21-27% (Figura 10D).

Figura 10 — Temperatura e umidade relativa do ar durante o experimento
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Fonte: dados da pesquisa (2018). Dados de temperatura ambiente e umidade relativa do ar durante o dia (A e
B) e durante a noite (C e D). Sdo representados os valores minimos (azul), do momento da leitura (preto) e
maximos (vermelhos).

5.2 Morfofisiologia

Houve interacdo estatistica significante entre os fatores tempo e material vegetal
para a variavel largura foliar (Figura 11A). A excegdo do ecotipo Cariracu, os outros materiais
testados apresentaram diferencgas significativas para os dois tempos de cultivo. Este mesmo

ecotipo apresentou folhas mais estreitas que os demais aos 90 dias de cultivo. O
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comportamento descrito anteriormente se repetiu para a variavel comprimento foliar (Figura

11B). Houve interagdo significante entre os fatores para a contagem de perfilhos; o ecotipo

Caririacu apresentou diferencas entre os tempos de coleta, vindo a se igualar ao nimero de

perfilhos dos outros materiais aos 90 dias (Figura 11C). Para a varidvel calibre do colmo,

também houve interacdo estatistica entre os fatores estudados; diferencas significativas entre

os tempos de coleta foram encontradas para a maioria dos materiais testados, exceto para o

ecotipo Caririacu (Figura 11D). Nao houve diferencas significativas para os dois fatores

testados em relacdo a variavel condutancia estomatica (Figura 11E).

Figura 11 — Pardmetros morfofisioldgicos
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Fonte: dados da pesquisa (2019). Largura de limbos primarios (A), comprimento de limbos primarios (B),
numero de perfilhos (C), calibre do colmo priméario (D), e condutincia estomatica (E) em cultivares (AR,
MO e TA) e ecotipos (AS, BA e CA) de capim-guinea, cultivados sob condig¢do de casa de vegetagdo. Os
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dados foram obtidos de plantas com 45 (cinza claro) e 90 dias (cinza escuro) de cultivo. Letras mintsculas e
maiusculas diferentes indicam diferencas significativas observadas aos 45 e 90 dias, respectivamente. O
simbolo * indica diferencas significativas entre os tempos de cultivo.

5.3 Acaumulo de biomassa

Diferencas significativas entre os tempos de coleta foram encontradas para todos
0os materiais, havendo aumento consideravel na produtividade de biomassa para o maior
tempo de coleta, ainda que a cultivar Aruana apresentasse valor significativamente mais baixo
nos tecidos primarios que os outros materiais. Para a biomassa foliar primaria (Figura 12A),
houve interacdo entre os dois fatores testados. Com excec¢do da cultivar Aruana, todos os
materiais apresentaram biomassa consideravelmente maior para o tempo de 90 dias, com
acimulo semelhante de biomassa entre os materiais vegetais. Para a biomassa de limbos
secundarios (Figura 12B). Nao houve diferengas significativas para as biomassas de colmos
primérios (Figura 12C) em cada tempo de cultivo. As biomassas de colmos secundarios
(Figura 12D) foram significativamente diferentes entre os dois tempos avaliados, porém nao
houve diferencas significativas entre os materiais quando considerados cada tempo de cultivo.
Quando analisado o acimulo de biomassa da parte aérea da planta (Figura 12E), foi verificado
interagdo entre os fatores analisados. Apenas no segundo tempo de coleta observaram-se
diferenca na biomassa total, sendo Assaré e Tanzania os materiais que acumularam maior
biomassa, enquanto Aruana acumula menos. No periodo entre os dois tempos de coleta, o
ecotipo Caririagu aumentou sua biomassa em quase sete vezes, destacando-se dos outros

materiais, com aumento na biomassa entre 3,3 a 3,6 vezes.



Figura 12 — Acumulo de biomassa
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Fonte: dados da pesquisa (2019). Actimulo de biomassa em limbos primarios (A), limbos secundarios (B),
colmos primarios (C), colmos secundarios (D), ¢ na parte aérea total da planta (E) em cultivares (AR, MO e
TA) e ecétipos (AS, BA e CA) de capim-guinea, cultivados sob condigdo de casa de vegetacdo. Os dados
foram obtidos de plantas com 45 (cinza claro) e 90 dias (cinza escuro) de cultivo. Letras mintsculas e
maiutsculas diferentes indicam diferencas significativas observadas aos 45 e 90 dias, respectivamente. O

simbolo * indica diferencas significativas entre os tempos de coleta.

5.4 Carboidratos soluveis

5.4.1 Sacarose

Os teores de sacarose nos limbos primarios (Figura 13A) ndo apresentaram

diferengas significativas entre os materiais analisados. Ja para os limbos secundarios, a
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cultivar Tanzania mostrou o valor mais alto para os teores deste aguicar (Figura 13B). Nos
colmos primérios, a quantidade de sacarose presente foi consideravelmente maior para a
cultivar Tanzania e menor para Assar¢ e Barbalha (Figura 13C). Nos colmos secundarios, os
teores de sacarose da cultivar Aruana foram, em média, duas vezes maiores quando
comparados aos dos outros materiais (Figura 13D). Quando analisada a quantidade total de
sacarose nos tecidos aéreos, estes foram duas vezes maiores em Aruana e Tanzania que em

Barbalha e Assaré (Figura 13E).

Figura 13 — Quantifica¢do de sacarose
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Fonte: dados da pesquisa (2019). Teores de sacarose em limbos primarios (A), limbos secundarios (B),
colmos primarios (C), colmos secundarios (D) parte aérea da planta (E), em cultivares (AR, MO e TA) e
ecotipos (AS, BA e CA) de capim-guinea, cultivados sob condicdo de casa de vegetacdo. Dados obtidos de
plantas com 45 dias de cultivo. Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas.
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5.4.2 Acucares redutores

Para a fragdo de acucares redutores, realizou-se a subtracao dos teores de glicose e
frutose para que ndo houvesse dupla contribuicdo destes carboidratos na contribuigdo para a
biomassa (Se¢do 5.6). Em limbos primarios, os maiores teores foram observados no ecotipo
Assaré, sendo estes superiores a Barbalha, Aruana, Mombaga e Tanzania (Figura 14A). Em
média, o valor para Assaré foi 1,5 vezes superior do que nas cultivares e 1,6 vezes superior ao
do ecotipo Barbalha. Nos limbos secundarios (Figura 14B), destacou-se Caririagu, que
apresentou valores equivalentes aos de Assaré e aproximadamente duas vezes maiores que
nos outros materiais. Nos colmos primarios (Figura 14C), destacaram-se os teores de
Caririagu, Assaré ¢ Mombaga, sendo duas vezes maiores que os demais. Os maiores teores de
acucares redutores nos colmos secundarios (figura 14D) também foram encontrados em
Caririagu, Assaré ¢ Mombaca, sendo 1,8 vezes maiores que nos outros materiais. Quando
analisados todos os tecidos em conjunto (Figura 14E), verificou-se que Assaré e Caririagu

apresentaram valores até 2,3 vezes maiores em comparacao a Barbalha, Aruana e Tanzania.

5.4.3 Glicose

Os teores de glicose em todos os materiais foram estatisticamente semelhantes nos
tecidos de limbos primdrios e secundérios (Figuras 15A e 15B), e colmo primario (Figura
15C). Os colmos secundarios da cultivar Mombaca contiveram os menores teores desse
agucar, sendo maiores em Barbalha (Figura 15D). Quando consideramos todos os tecidos em
conjunto (Figura 15E), o ecotipo Barbalha apresentou os maiores teores de glicose, porém nao
houve diferencas significativas Assar, Caririagu, Aruana e Tanzania. Os menores teores de

glicose foram observados na parte aérea de Mombaga.



Figura 14 — Quantificacdo de agucares redutores

48

64 64
g : Al g .
- T ab B ab T
S 48 | S 48 4 T I
g P | e m
32 .. 35 e
0 32 " i 32
g % | L ¢
- on C T T & =Y T c
g E, | EE, ¢ I I
\= 6 ] \= 6 1 l l
o >3
< <
0 \ r r r T \ 0 \ r r r T \
AS BA CA AR MO TA AS BA CA AR MO TA
64 64
@ Cc| . .
2 2 I
Q 48 a Q 48
ig i s . [l
8—2 abc l ab 8—2 T ab
w IQ;D 32 i " > 'b;D 32 Il be be
2 =y l be 2 o4 & T
= E . = E ¢ i
Q = 16 be I @~ 16 1 "
E—} I _Cr l L1
o T o
< <
0 \ r r r T \ 0 \ r r r T \
AS BA CA AR MO TA AS BA CA AR MO TA
60
w E
2 a
= 45 4 a T
E 1 I
T =
L F ab
- 30 4 ES
e o0 b
=T)]
S b
S é 15 4 + 0 I
=
o
«
0 v r r r - -
AS BA CA AR MO TA

Fonte: dados da pesquisa (2019). Teores de agticares redutores, exceto glicose e frutose, em limbos primarios
(A), limbos secundarios (B), colmos primarios (C), colmos secundarios (D) parte aérea da planta (E), em
cultivares (AR, MO e TA) e ecdtipos (AS, BA ¢ CA) de capim-guinea, cultivados sob condigdo de casa de
vegetacdo. Dados obtidos em plantas colhidas aos 45 dias pds o plantio. Letras mintsculas diferentes indicam
diferengas significativas entre os materiais.



Figura 15 — Quantificacdo de glicose
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Fonte: dados da pesquisa (2019). Teores de glicose circulante em limbos primarios (A), limbos secundarios
(B), colmos primarios (C), colmos secundarios (D) parte aérea da planta (E), em cultivares (AR, MO e TA) e
ecotipos (AS, BA e CA) de capim-guinea, cultivados sob condi¢do de casa de vegetagcdo. Dados obtidos de
plantas com 45 dias de cultivo. Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas.

5.4.4 Frutose

Os resultados obtidos para os teores de frutose nas limbos primarios mostram que

Assaré apresenta os maiores teores deste carboidrato (Figura 16A). O teor de frutose em

Assaré e Mombaga foi em média 0,6 vezes maior que em Barbalha duas vezes maior que

Tanzania. Nos limbos secundarios, os teores de frutose foram novamente maiores em Assaré,

sendo estes duas vezes maiores em em relagdo a cultivar Tanzania e 1,8 vezes maiores que

os do ecotipo Caririacu. (Figura 16B). Nao houve diferengas significativas nos teores deste
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carboidrato nos colmos dos materiais testados (Figuras 16C e 16D). Em toda a parte aérea,

Assaré e Caririagu se diferenciaram estatisticamente em relagdo a Tanzania, com valores até

1,3 vezes maiores, em média (Figura 16E).

Figura 16 — Quantificacdo de frutose
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Fonte: dados da pesquisa (2019). Teores de frutose circulante em limbos primarios (A), limbos secundarios
(B), colmos primarios (C), colmos secundarios (D) parte aérea da planta (E), em cultivares (AR, MO e TA)
e ecotipos (AS, BA e CA) de capim-guinea, cultivados sob condi¢do de casa de vegetagdo. Dados obtidos
em plantas colhidas aos 45 dias pdés o plantio. Letras minusculas diferentes indicam diferengas

significativas entre os materiais.
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5.5 Polissacarideos

5.5.1 Amido

O perfil obtido para os teores de amido mostrou-se bastante heterogéneo. No
entanto, em limbos primarios (Figura 17A) a cultivar Tanzania destacou-se ao apresentar
valores até trés vezes superiores os do ecotipo Barbalha. Nos limbos secundarios (Figura 17B),
os teores encontrados em Barbalha foram em média 3,6 vezes maiores que os de Barbalha,
Caririacu, Aruana ¢ Mombaca. Nos colmos primdrios (Figura 17C), verificou-se os maiores
teores de amido na cultivar Mombaga, que s3o mais de vinte vezes maiores em relacdo ao
ecotipo Caririacu. Nao houve diferengas nos teores para os colmos secundarios (Figura 17D).
A quantificacdo de amido na parte aérea mostrou o desempenho superior do ecotipo Assaré,

em média trés vezes maiores que Barbalha, Caririacu e Aruana (Figura 17E).

5.5.2 Celulose

Em limbos primarios (Figura 18A), Mombaga apresenta teores quatro vezes
maiores que Assaré ¢ Aruana. Para limbos secundarios (Figura 18B), as maiores quantidades
de celulose foram encontradas em Aruana, em até 12,6 vezes maiores que em Assaré. Em
colmos primarios e secundarios (Figuras 18C e 18D), os teores de celulose mostraram o
mesmo padrdo, com o ecotipo AS apresentando contetido de celulose até 3,8 vezes menor em
relagdo aos demais. Estes resultados influenciaram o teor de celulose na parte aérea total
(Figura 18E). Em média o teor de celulose foi em média 1,5 vezes menor em Assaré do que

nos outros materiais.



Figura 17 — Quantificagdo de amido
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Fonte: dados da pesquisa (2019). Teores de amido em limbos primarios (A), limbos secundarios (B), colmos
primarios (C), colmos secundarios (D) parte aérea da planta (E), em cultivares (AR, MO e TA) e ecdétipos
(AS, BA e CA) de capim-guinea, cultivados sob condi¢@o de casa de vegetagdo. Dados obtidos em plantas
colhidas aos 45 dias pos o plantio. Letras mintisculas diferentes indicam diferencgas significativas entre os

materiais.



Figura 18 — Quantificagdo de celulose
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Fonte: dados da pesquisa (2019). Teores de celulose em limbos primarios (A), limbos secundarios (B),
colmos primarios (C), colmos secundarios (D) parte aérea da planta (E), em cultivares (AR, MO ¢ TA) e
ecotipos (AS, BA e CA) de capim-guinea, cultivados sob condi¢do de casa de vegetacdo. Dados obtidos em
plantas colhidas aos 45 dias p6s o plantio. Letras minutsculas diferentes indicam diferengas significativas
entre os materiais.

5.6 Carboidratos soluveis totais e carboidratos totais

Neste trabalho, definiu-se como carboidratos soluveis totais o somatorio dos

teores de sacarose, agtcares redutores, glicose e frutose (Figura 19A). O ec6tipo Assaré e a

cultivar Tanzania apresentaram os maiores teores de carboidratos soluveis, em média duas

vezes superiores os de Barbalha.
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Os carboidratos totais foram definidos como a soma dos carboidratos soluveis,
amido e celulose (Figura 19B). Verificou-se que os maiores valores para carboidratos totais
foram encontrados na cultivar Tanzania. As cultivares Mombaca e Aruana nao diferiram
estatisticamente de Tanzania, como também nao houve diferencas com Caririacu. Por outro
lado, o ecotipo Assaré apresentou os menores valores em agucares totais, sendo estes de

aproximadamente pouco menos da metade dos teores de Tanzania.

Figura 19 — Teores de carboidratos soluveis totais carboidratos totais
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Fonte: dados da pesquisa (2019). Carboidratos totais (somatério) em cultivares (AR, MO e TA) e ecotipos
(AS, BA e CA) de capim-guinea, cultivados sob condi¢do de casa de vegetacdo. Dados obtidos de plantas
com 45 dias de cultivo. Letras mintsculas diferentes indicam diferengas significativas.

5.7 Lignina

Nao foram encontradas diferengas significativas nas fragdes de lignina de limbos
primdrios (Figura 20A). Nos limbos secunddrios (Figura 20B), observou-se diferencas
significativas apenas nas cultivares Mombaca e Tanzania, sendo que a primeira apresentou
teores até 2,8 vezes maiores. O ecotipo Barbalha apresentou a menor quantidade de lignina
nos tecidos de colmos primérios (Figura 20C). No entanto, ndo foram encontradas diferengas
significativas com Caririagu, Aruana e Mombaga. Nos colmos secundarios (Figura 20D) e em
toda parte aérea (Figura 20E) ndo houve diferenciagdo entre os materiais.

Como a analise de lignina foi realizada sobre a massa seca das amostras, foi
possivel calcular os teores também em funcao desta massa seca (MS). Enquanto nos limbos
primdrios (Figura 21A) o ecdtipo Caririagcu apresentou teores até 0,25 vezes menor que a
cultivar Tanzania, nos secunddrios (Figura 21B) ndo houve diferenca significativa entre os
materiais. Nos colmos primarios (Figura 21C), o ecotipo Caririagu mostrou teores até 0,25
vezes menor Mombaga. Em colmos secundarios (Figura 21D), os ecotipos Barbalha e

Caririagu apresentaram teores até 0,23 vezes menor que os demais. Quando considerada toda
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a parte aérea (Figura 21E), os ecotipos Barbalha e Caririagu mostraram os menores valores

para o teor de lignina, em até 0,20 vezes menor que os demais.

Figura 20 — Teores de lignina em fun¢do da massa fresca das amostras
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Fonte: dados da pesquisa (2019). Teores de lignina (massa fresca) em limbos primarios (A), limbos
secundarios (B), colmos primarios (C), colmos secundarios (D) parte aérea da planta (E), em cultivares (AR,
MO e TA) e ecétipos (AS, BA e CA) de capim-guinea, cultivados sob condi¢do de casa de vegetacdo. Dados
obtidos em plantas colhidas aos 45 dias pos o plantio. Letras minusculas diferentes indicam diferengas
significativas entre os materiais.




56

Figura 21 — Teores de lignina em fun¢do da massa seca das amostras
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Fonte: dados da pesquisa (2019). Teores de lignina (massa seca) em limbos primarios (A), limbos secundarios
(B), colmos primarios (C), colmos secundarios (D) parte aérea da planta (E), em cultivares (AR, MO e TA) e
ecotipos (AS, BA e CA) de capim-guinea, cultivados sob condi¢do de casa de vegetacdo. Dados obtidos em
plantas colhidas aos 45 dias pos o plantio. Letras mintsculas diferentes indicam diferencas significativas entre
0s materiais.

5.8 Contribuicao de carboidratos e lignina para a biomassa

Analisou-se as contribui¢des dos agucares e lignina a biomassa da parte aérea
(Figura 22). Foi notado que, a excecdo do ecoOtipo Assaré, a celulose contribuiu
maioritariamente ao teor de carboidratos totais, com média de 11,1% na biomassa fresca.
Contrariamente, a contribui¢do deste polissacarideo na biomassa de Assaré foi apenas de

2,5%. Neste ecotipo, os agucares soluveis e amido foram preponderantes para a biomassa
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fresca total, apresentando contribuigdes de até 9,8%, valor estatisticamente igual aos do
ecotipo Caririagu e das cultivares Mombaca e Tanzania. Comparativamente, os valores das
contribui¢cdes para o ecotipo Barbalha e a cultivar Aruana sdo aproximadamente metade

daquelas do ecotipo Assar€.

Figura 22 — Percentuais de agticares e lignina na biomassa
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Fonte: dados da pesquisa (2020). Contribuicao de agucares e lignina para a biomassa fresca, em cultivares
(AR, MO e TA) e ecotipos (AS, BA e CA) de capim-guinea, cultivados sob condicdo de casa de
vegetacdo. Dados obtidos em plantas colhidas aos 45 dias de cultivo.
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6 DISCUSSAO

O acumulo de biomassa nas plantas segue um padrao sigmoidal, no qual
inicialmente observa-se um crescimento exponencial, seguida por uma fase de acimulo linear
e, por fim, uma fase de incrementos decrescentes (GOMIDE; GOMIDE; ALEXANDRINO,
2003). Diversos fatores ambientais ¢ de manejo definem o acimulo de biomassa (CHAPMAN;
LEMAIRE, 1993),e a analise de crescimento permite quantificar este balango em determinado
momento ou intervalo de tempo de interesse (BEADLE, 1993).

Neste trabalho, a densidade populacional de perfilhos ficou, em média, na faixa de
1,4-3,2 perfilhos-planta para todo o periodo de cultivo. Tem sido encontradas valores para a
densidade populacional de perfilhos em capim-guinea que variam de 5 a 10 perfilhos-planta™
para periodos de cultivo entre 32 e 41 dias (BARBOSA et al., 2002; GOMIDE; GOMIDE;
ALEXANDRINO, 2003; SILVA et al., 2016). Ainda que valores de densidade populacional
de perfilhos dos ecotipos e cultivares aqui estudados foi menor que aqueles encontrados na
literatura, sabe-se que o perfilhamento em gramineas ¢ um processo continuo e amplamente
influenciado por uma combinagdo de fatores nutricionais, de manejo e ambientais (GARCEZ
NETO et al., 2002). Assim, as diferencas nas metodologias adotadas nestes diversos trabalhos
podem contribuir fortemente na determinagao das respostas para este parametro morfoldgico,
ainda que para uma mesma espécie vegetal.

O comprimento médio dos limbos foliares variou entre 38—78 cm, neste trabalho,
dentro da faixa de 30—85 cm de comprimento que tém sido determinados para cultivares de
capim-guinea (GOMIDE; GOMIDE, 1999, 2000; GOMIDE; GOMIDE; ALEXANDRINO,
2003; SILVA et al., 2016). Os valores de largura do limbo foliar aqui encontrados, entre 1,4—
3,3 cm, também se encontram dentro da faixa de valores caracteristicos para a espécie, entre
0,7-4,7 cm (JANK et al., 2008). Embora os parametros morfofisiologicos de laminas foliares
tenham sido usados para distinguir genotipos (GOMES et al., 2011), no presente trabalho,
estes revelaram poucas diferengas entre os materiais analisados. Possivelmente, uma diferenca
mais significativa advenha da densidade de folhas por planta, parametro ndo analisado neste
trabalho, mas muito comum em andlises de crescimento vegetal em estudos ja publicados.
Este raciocinio ajuda a explicar, ao menos parcialmente, por que o ecotipo Caririagu, mesmo
tendo apresentado o menor desempenho morfofisiolégico aos 90 dias de cultivo, obteve
acumulo de biomassa estatisticamente igual & maioria dos materiais estudados.

A biomassa, por sua vez, € o critério primario para a sele¢do de culturas com

potencial na produgdo de etanol. Para este fim, gramineas como milho, capim-elefante e
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Panicum virgatum L. t€m sido as espécies mais empregadas devido a sua alta biomassa
(ZABED et al., 2017). Neste trabalho, diferencas no aciimulo de biomassa total foram
evidenciadas a partir dos 90 dias destacando-se o ecotipo Assaré e a cultivar Tanzania (Figura
12). As biomassas acumuladas nestes materiais foram significativamente maiores do que a
cultivar Aruana, porém estatisticamente iguais aos outros materiais. Estudos mostram que a
biomassa se acumula de forma quase linear em plantas de capim-guinea, no periodo de 30 a
90 dias de cultivo (FRANCA et al., 2007; RODRIGUES et al., 2015; STABILE et al., 2010).
Ainda, mostram que as cultivares Mombaga e Tanzania ndo diferem significativamente quanto
ao acumulo de biomassa, em cada periodo analisado. Os dados, em principio, sugerem que 0s
ecotipos caririenses podem ser matérias-primas promissoras para a produ¢ao de etanol, tendo
em vista que nao diferem estatisticamente das cultivares Mombaga ¢ Tanzania em relagdo ao
acumulo de biomassa e que maior biomassa esta diretamente relacionada com um maior
conteudo de agucares. A cultivar Aruana, por outro lado, ndo seria uma cultivar apropriada
para estes fins, devido também a seu pequeno porte. Estas avaliagdes merecem um tratamento
mais aprofundado para estabelecer diferengas genotipicas entre os materiais estudados.

Os acgticares soluveis aqui analisados sdo de grande importancia como substratos
para o processo fermentativo, embora sua contribui¢do para a producgdo de alcool de segunda
geracdo seja relativamente menor quando comparado a polissacarideos como celulose. No
entanto, estudos de composi¢do quimica da biomassa geralmente reportam teores em fun¢ao
da massa seca, o que dificulta a comparacdo direta com os teores obtidos neste trabalho, que
foram calculados em funcdo da massa fresca. Logo, para possibilitar a comparacdo, foram
realizados ajustes nos teores reportados em outros estudos, baseando-se no percentual médio
de massa seca (21%) das cultivares aqui analisadas na quantificacdo de lignina, seguindo a
formula:

Teor(MF) = Teor(MS) x 0,21 2)

Em gramineas como cana-de-agucar e sorgo sacarino, os aglcares sacarose,
frutose e glicose presentes no suco (uma fragdo diferente da fragdo lignoceluldsica) podem ser
prontamente usados como substratos por Sacharomyces cerevisae ¢ fermentados a etanol
(KIM; DAY, 2011). Segundo estes mesmos autores, o suco deve ter uma proporcao alta de
monossacarideos em relagdo a sacarose para seu uso como matéria-prima de etanol. Neste
trabalho, todas as cultivares apresentaram uma alta propor¢do de monossacarideos para
sacarose quando analisados os contetidos totais na parte aérea, destacando-se o ecotipo Assaré

e a cultivar Tanzania
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Neste trabalho, os teores de agucares redutores se encontraram na faixa de 1541
mg g 'MF, enquanto os reportados variam entre 3,812 mg-g'MF (APROBATO, 2015; LIMA
et al., 2014). E interessante salientar que esta maior propor¢do se deva a outros aglicares
diferentes da glicose e frutose (Figura 14). O incremento na biomassa, € consequentemente
nos componentes da parede celular (Se¢do 2.2.2), necessita de um fornecimento continuo dos
principais monossacarideos constituintes (glicose, xilose, arabinose, galactose). De fato,
analises dos principais constituintes das hemiceluloses do capim-guinea mostraram altas
propor¢des destes monossacarideos (LIMA et al., 2014); outros estudos mostraram teores
aumentados dos acucares redutores arabinose, galactose, inositol, xilitol, treitol, e
especialmente melibiose e xilose, em plantas de capim-guinea cultivadas sob temperatura
ambiente acima de 30 °C (DE ASSIS PRADO et al., 2016; WEDOW et al., 2019). Segundo
0s mesmos autores, os teores elevados de melibiose e xilose, nas plantas expostas a altas
temperaturas, sugerem que estes carboidratos atuam como reguladores osmoticos, em resposta
a ambientes de elevada temperatura e baixa disponibilidade hidrica. Ainda, plantas sob
estresse abidtico fazem uso de moléculas com baixo peso molecular, como os aglcares
redutores, para regular a atividade osmotica (DU et al., 2011; GALL et al., 2015; KAPLAN et
al., 2004; RIZHSKY et al., 2004; WAHID et al., 2007, WEDOW et al., 2019). O ecétipo
Assaré apresentou os maiores teores de agucares soliveis entre os ecotipos estudados (Figura
19A), e foi coletado de uma regido de clima tropical quente semidrido, caracterizado por
baixa disponibilidade hidrica em boa parte do ciclo anual e por temperaturas elevadas,
sugerindo que este ecoOtipo faz uso destes metabdlitos como mecanismo de adaptacdo ao
ambiente. Sabe-se também que glicose e frutose sao utilizadas na manutencao energética das
atividades celulares e metabolicas, necessitando a mobilizagdo de carbono para os tecidos
heterotréficos (Se¢do 2.1), que se da na forma de sacarose, um dissacarideo de glicose e
frutose. Logo, todos estes fatores podem justificar os altos teores transientes de outros
agucares redutores, que ndo glicose e frutose, encontrados neste trabalho.

Os teores de carboidratos soluveis totais encontrados neste estudo se encontram
dentro da faixa que tem sido relatada, entre 4,2-51 mg-g'MF (APROBATO, 2015;
CALDEIRA, 2016; GOMES et al., 2011; LIMA et al., 2014; VELASQUEZ et al., 2010).
Contrariamente, alguns autores consideram que matérias-primas com quantidades
significativamente altas de aclcares soluveis nao significa que sejam adequadas para a
producdo de alcool, pois estes podem ser extraidos durante os pré-tratamentos com acidos
diluidos (DIEN et al., 2006, 2009; JACKSON DE MORAES ROCHA et al., 2011). No

entanto, estes mesmos autores afirmam que a extragdo dos carboidratos soliiveis previamente
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a hidrolise da biomassa, tipica de um processo de produgdo de etanol de primeira geragao
(Figura 7A), pode ser uma alternativa vidvel para o aproveitamento destes carboidratos a
producao deste biocombustivel.

Embora o amido nao seja considerado em analises que visam entender o valor de
culturas ou plantas como fonte de etanol de segunda geracao, este pode ter uma contribui¢ao
significativa ao teor de agucares fermentaveis, porém menor que os agucares soluveis (DIEN
et al., 2009). Nas cultivares e ecotipos de capim-guinea aqui estudados, observou-se que a
maioria seguiu esse padrao; contudo, verificou-se que a cultivar Tanzania apresentou um valor
bastante préximo ao seu teor observado em agucares soliveis, nao sendo desprezivel, portanto,
seu aproveitamento como fonte de etanol.

A celulose ¢ o principal polissacarideo encontrado na fragdo lignoceluldsica que
pode ser usado como fonte de energia renovavel. Estudos que avaliaram a contribuicdo da
celulose para a biomassa de capim-guinea encontraram valores entre 84-210 mg-g'MF
(JANK et al., 2013; LIMA et al., 2014). Verificou-se uma contribui¢do semelhante deste
polissacarideo ao total de aglcares fermentaveis para os materiais estudados neste trabalho,
sendo maior quando comparados com os agucares soluveis. Nossos dados mostram que a
cultivar Assaré apresenta teores relativamente baixos em todos os tecidos aéreos, quando
comparado aos outros materiais testados (Figura 18). De acordo com alguns autores, o
conteudo de celulose pode ser afetado pela idade da planta e condigdes de cultivo como
também pelo estresse hidrico e térmico (GALL et al, 2015; WANG; MCFARLANE;
PERSSON, 2016), o que pode ter determinada a fixacdo desta caracteristica adaptativa no
ecotipo Assaré. Em decorréncia disto, esta cultivar ndo seria uma matéria-prima adequada
para a producdo de etanol de segunda geracdo, ainda que apresente elevados teores de
agucares soluveis.

A lignina ¢ o componente da biomassa que mantém unidos os outros componentes
da parede celular, influenciando no acesso as microfibrilas de celulose pelas enzimas
digestivas. E consenso que matérias-primas lignoceluldsicas para a produgio de etanol devem
ser tratadas para diminuir teores deste polimero (AGBOR et al, 2011; BALAT, 2011,
BERNIER-OVIEDO et al., 2018; DIEN et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2016; HOOD et
al., 2011; IOELOVICH, 2015; JACKSON DE MORAES ROCHA et al., 2011; LI; WENG;
CHAPPLE, 2008; MOHAPATRA et al., 2017, SCORDIA et al., 2018; VERARDI; DE BARI,
2012). Logo, materiais que naturalmente possuam menores teores de lignina se tornam
vantajosos. Estudos mostram que o capim-guinea apresenta teores de lignina na faixa de 290—

350 g-g’'MS (APROBATO, 2015; BRANCIO et al., 2002; GOMES et al., 2011; JANK et al.,
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2013; LIMA et al., 2014; STABILE et al., 2010). No presente trabalho, ndo se encontraram
diferengas entre os materiais estudados a respeito do teor de lignina quando expressados em
funcdo da massa fresca (Figura 20). Contudo, observou-se que estes foram menores nos
ecotipos Barbalha e Caririagu, com teores entre 225 e 236 g-g'MS, em relagdo a Mombaga e
Tanzania, com teores entre 280-284 g-g''MS (Figura 21). Isto sugere que 0s ecotipos
possuem uma caracteristica que pode ser aproveitada em programas de melhoramento que
visam o aumento do rendimento na producao de etanol.

Nossos resultados, portanto, sugerem que todas as cultivares melhoradas
apresentam teores altos de agucares fermentdveis, e apenas o ecotipo Caririagu apresentou
esta caracteristica, o que pode ser de relevancia para a producio de etanol. E importante
salientar que os resultados apresentados foram obtidos em plantas com 45 dias de cultivo,
tempo no qual, ndo houve diferencas de crescimento entre as cultivares analisadas. Se este
padrdo de acumulo de agucares se mantiver em plantas com maior idade (por exemplo, 90
dias de idade), as cultivares Mombaga e Tanzania e o ecdtipo Caririagu podem ser
consideradas boas fontes de matéria-prima para a producdo de etanol, devido a sua alta

producdo de biomassa (Figura 11E).



63

7 CONCLUSOES

1. A cultivar Tanzania destacou-se dentro das cultivares analisadas, tanto na
quantidade de biomassa produzida quanto nos teores de carboidratos.

2. O ecotipo Assaré possui bom acimulo de biomassa, porém os carboidratos
fermentaveis sdo principalmente os soluveis, em detrimento da celulose.

3. Os ecotipos cearense apresentam menores teores de lignina do que nas
cultivares melhoradas, podendo serem utilizadas em programas de melhoramento visando a
producdo de etanol.

4. Dentre os ecotipos, Caririagu caracteriza-se pelo seu alto conteudo em
carboidratos, baixo teor de lignina e adequado crescimento, apresentando potencial como
matéria-prima na producgao de etanol.

5. As cultivares Mombaga e Tanzania também mostraram potencial para producao

de etanol de segunda geracdo ao apresentarem elevados niveis de carboidratos totais
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