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RESUMO

Algumas espécies de bambu tém se destacado como um significativo recurso natural renovavel,
principalmente em paises do oriente médio e africanos. Podem ser utilizados como matéria-prima
para usos domésticos, rurais e industriais. Devido ao aumento da demanda energética no mundo,
pesquisas por fontes renovaveis de energia, principalmente etanol, tém atraido a atencdo de
todos. Por esse motivo, os materiais de origem lignocelulolitica tem sido aproveitados visando a
utilizacdo nos processos para a renovagao energética. Esses materiais sdo ricos em sacarideos,
alguns muito complexos. A conversao dessas moléculas € vista como uma alternativa viavel na
substituicdo dos combustiveis fésseis. No entanto, existem fatores que limitam a extracdo dos
carboidratos que vao dar origem aos biocombustiveis, dentre eles destaca-se a lignina, um
constituinte da parede celular secundaria. Assim, este estudo visa analisar duas espécies de
bambu gigante - Dendrocalamus asper e Bambusa vulgaris - indicando quais delas podem ser
destinadas a producao bioenergética. A metodologia empregada baseou-se no fracionamento da
parede celular com sucessivas extracdes de compostos interferentes, seguida da quantificagéo do
teor de lignina pelo método de brometo de acetila. Os resultados obtidos indicam que a espécie
Bambusa vulgaris com 1 ano de cultivo apresentou menor recalcitrancia da parede celular
avaliada pelo seu menor contetdo de lignina. Isso sugere um possivel potencial para a producao
de fontes renovaveis de energia, entre elas o etanol.

PALAVRAS-CHAVE: Bioenergia; Gramineas; Lignina.

1. INTRODUCAO

O bambu pertence a familia Poaceae, um grupo bem sucedido de
monocotileddéneas que responde a % da cobertura verde do planeta. (Carpita, 1996). Tem
sido destacado a importancia do Bambu como um recurso natural renovavel,
principalmente em paises africanos e do oriente médio. E notavel a utilizacdo de seus
colmos para a geracdo de bioenergia, carvao, na alimentagdo humana e de animais,
briquetes, além de outros (Brito, 1987).

O Brasil utiliza larga escala da biomassa para o atendimento de suas necessidades
energéticas. Os materiais de origem lignocelulésica provenientes de atividades agricolas
como o bagaco da cana-de-acucar, palha, bambu, restos de culturas de graos e frutiferas,
tem sido aproveitados visando a utilizacdo nos processos para a renovagao energética.
Esses materiais sdo ricos em sacarideos, alguns destes muito complexos. A conversao
dessas moléculas é vista como uma alternativa viavel na substituicdo dos combustiveis
fosseis. Devido a isso, intensos estudos estdo sendo realizados para entender o
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complexo processo de degradacéo desses compostos a fim de serem utilizados para fins
praticos. (Aguiar-filho, 2008).

A literatura relata os diversos fatores que limitam a extragdo dos carboidratos que
dao origem aos biocombustiveis. A parede celular das plantas consiste em uma malha
lignocelulésica que varia quanto a sua composicdo em polimeros de acordo com a
espécie analisada, a idade e fase de crescimento (Jeffries, 1994). Quando observa-se a
maior deposicao da lignina na parede celular, nota-se maior dificuldade na extracao e
obtencdo dos carboidratos de interesse, afetando diretamente a produgcdo do
biocombustivel (Deetz, 1993).

Para a producdo do bioetanol de segunda geracdo, 0 processo inicia com a
biomassa sendo submetida a um pré-tratamento para desestruturar o complexo lignina-
carboidratos. Em seguida, séo utilizados coquetéis enzimaticos para hidrolisar a biomassa
lignocelulésica. Esses coquetéis sdo constituidos de hemicelulases, celulases e enzimas
acessorias, que degradam e desestruturam o complexo. Com base no papel estrutural
exercido pela lignina na parede celular, acredita-se que a presenga deste composto é um
dos fatores limitantes para a obtencéo dos carboidratos destinados para a producédo do
bioetanol de segunda geracéo (Chen; Dixon, 2007).

Portanto, neste trabalho foi investigado o contetdo de lignina na parede celular de
duas espécies de bambu gigante Dendrocalamus asper e Bambusa vulgaris, sua
recalcitrancia da parede celular, visando compara-las e definir quais delas podem ser
utilizadas em melhor exceléncia para a geracao de bioenergia, na construcao civil, e até
mesmo nha producao de carvao.

2 MATERIAL E METODOS

Colmos das espécies Dendrocalamus asper e Bambusa vulgaris com um e trés
anos de idade foram fornecidos por um produtor de Bambu da regido de Maringa.

O material biolégico foi dividido em partes menores e mantido em estufa a 60°C
para obtencdo de massa seca. Apds a secagem, os colmos foram triturados e macerados
através de um moinho faca e bola respectivamente, presentes no Laboratério de
Bioquimica Vegetal — BIOPLAN, na Universidade Estadual de Maringa — UEM.

2.1 LAVAGEM DA PAREDE CELULAR PARA A OBTENCAO DA BIOMASSA ISENTA
DE PROTEINAS E RETIRADA DE COMPOSTOS FENOLICOS

Amostras de 0,3g de biomassa seca foram lavadas exaustivamente para a retirada
de interferentes como proteinas soluveis, compostos fendlicos e proteinas hidrofébicas.
A lavagem da parede celular foi realizada 3 vezes com Triton x-100 em tamp&o sédio e
potassio 50 mM pH 7,0 por um minuto, sendo centrifugadas a 3300 RPM por 7 min a cada
lavagem e o sobrenadante foi desprezado.

Sequencialmente realizou-se a extragdo com NaCl 1M em tampao sédio potassio
50 mM pH 7,0 (7mL) e o homegeinizado foi centrifugada a 3300 RPM por 7 min sendo o
sobrenadante descartado. Esse procedimento foi repetido por mais 3 vezes. ApGs a
lavagem com NaCl, 7 mL de agua deionizada foi adicionada na biomassa, homogeinizada
e centrifugada a 3300 RPM por 7 min e o sobrenadante descartado, esse procedimento
foi realizado por mais uma vez.

Por fim, adicionou-se 5 mL da acetona PA nas amostras, homogeinizou-se e
realizou a centrifugacdo por 3300 RPM por 7 min e o sobrenadante foi descartado. Esse
procedimento foi realizado por mais uma vez. Por fim, as amostras foram
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descompactadas a vacuo. Apos esse procedimento as amostras foram colocadas em
estufa a 60 °C por no minimo 24 horas. A biomassa seca obtida foi definida como a fracao
da parede celular livre de proteinas (Ferrarese et al., 2002).

Da parede celular isenta de proteinas pesou-se 100 mg em tubos de centrifuga e
adicionou-se 4 ml de metanol 50 % para a homogeinizacdo. As amostras foram incubadas
em banho seco a 80 °C por 90 min. Apos esse periodo as amostras foram inseridas em
banho de gelo para interromper a extragdo. Posteriormente, foram centrifugadas a 3300
RPM por 7 min e o sobrenadante contendo compostos fendlicos sollveis foi descartado.
Adicionou-se mais 2 ml de metanol 50 %, homogeinizou-se e as amostras foram
centrifugadas novamente a 3300 RPM por 7min, sendo o sobrenadante descartado. As
amostras foram colocadas em estufa a 60 °C por 24 horas. ApGs esse periodo adicionou-
se 5 ml de NaOH 0,5 M e incubou-se as amostras em banho seco a 96 °C por 2 horas
(saponificacdo — hidrélise alcalina). Apds esse periodo as amostras foram inseridas em
banho de gelo, centrifugadas a 3300 RPM por 7 min e o sobrenadante contendo os
compostos fendlicos esterificados na parede celular foi descartado (Ascensdo et al.,
2003).

2.2 QUANTIFICACAO DA LIGNINA PELO METODO DE BROMETO DE ACETILA

Foi pesado 20 mg da fracdo da parede celular livre de proteinas em tubo de vidro
com rosca contendo 0,5 mL de brometo de acetila 25% (v/v em &cido acético) e incubado
a 70 °C e banho maria por 30 min. Apdés completa digestdo, as amostras foram
transferidas para banho de gelo e a reacdo foi interrompida com adicdo de 0,9 mL de
NaOH 2 M. A seguir, foram adicionados 0,1 mL de hidroxilamina-HCI 7,5 M e 6 mL de
acido aceético gelado para a solubilizagdo da lignina. As amostras foram entao
centrifugadas (3300 RPM por 5 min) e o sobrenadante diluido foi utilizado para as leituras
em espectrofotdbmetro (280 nm). A concentracdo de lignina foi por fim determinada de
acordo com uma curva padrédo e os resultados expressos em mg lignina g* de parede
celular isenta de proteinas (Moreira-Vilar et al., 2014).

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Foram feitas 4 repeticdes de cada variavel e os dados foram avaliados por analise
de variancia e as médias entre tratamentos comparadas pelo teste t a 5% de significancia,
utilizando o software Prisma 6.07.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na espécie Dendrocalamus asper ndo mostraram diferencas
estatisticamente significativas quando comparados os teores de lignina entre os colmos
de bambus da mesma espécie com diferentes idades. Em contrapartida, houve diferencas
estatisticamente significativas na espécie de Bambusa vulgaris entre colmos de bambu
com diferentes idades (grafico 1). Em outra visdo, correlacionando esses dados com a
producdo bioenergética, e tendo de informacéo que o resultado obtido foi em miligramas
de lignina, por grama de biomassa, pode-se dizer que a espéecie de Bambusa vulgaris
com idade de 1 ano pode apresentar potencial para a producdo de etanol, visto seu
menor conteudo de lignina quando comparada com a mesma espécie com 3 anos.
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Gréfico 1. Teor de lignina em colmos de 1 e 3 anos das espécies Dendrocalamus asper e Bambusa vulgaris de bambu
gigante. Os dados foram comparados pelo teste t. Letras diferentes indicam diferenca significativa.

A lignina envolve as microfibrilas celulésicas, conferindo protecdo a degradacao
guimica e/ou biologica, e pode formar ligacbes covalentes com hemiceluloses (Chiang,
2006). Portanto, altos teores de lignina podem dificultar a obtencdo de polissacarideos
presentes na parede celular, indicando que, a recalcitrancia desse material lignocelulésico
€ grande, impedindo bons rendimentos na obtencdo de carboidratos, que sdo a matéria
prima para a sintese do etanol (Costa; 2012).

Um agravante para a recalcitrancia dos materiais lignocelulésicos esté relacionado
a diversidade dos tipos de células existentes nestes materiais. A espessura da parede
celular e as dimensdes das células variam significativamente dependendo se sao células
de vasos, fibras ou células do parénquima. (Sanjuan et al.; 2001; Siqueira et al.; 2011).
Com isso, é possivel deduzir que além da idade dos colmos, a regido tecidual de retirada
dos mesmos pode ter contribuido com os resultados obtidos.

4 CONCLUSAO

Os resultados indicam que a espécie Dendrocalamus asper apresenta alta
recalcitrdncia mesmo quando em estadios iniciais de desenvolvimento, pois o teor de
lignina possui relacdo direta com a recalcitrancia da parede celular. No entanto, a espécie
Bambusa vulgaris apresentou resultados interessantes quanto a idade. Estes sugerem
gue a cultivar mais jovem possui menor recalcitrancia por ter menor deposicao de lignina.

Portanto, os dados obtidos apontam que a espécie Bambusa vulgaris pode
apresentar potencial para a producéo de bioenergia. Todavia, para afirmar o real potencial
da espécie estudada, andlises laboratoriais futuras seréo realizadas, como por exemplo,
separacdo e quantificacdo de hemiceluloses por cromatografia de troca ibnica, e
digestibilidade enzimatica.
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