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RESUMO

O pré-tratamento da biomassa lignocelulésica é uma etapa essencial para melhorar o
rendimento de agucares obtidos apds a hidrélise enzimatica. Este estudo comparou dois métodos de pré-
tratamento hidrotérmico em capim-elefante, um utilizando agua quente liquida e outro com vapor de
agua saturado. Na hidrolise enzimética foi utilizado o complexo enzimético do Penicillium echinulatum.
Os parametros avaliados foram tempo e temperatura de pré-tratamento em relacdo aos resultados
obtidos de acucares redutores (AR) e o rendimento de glicose apds a hidrdlise enzimatica. Apesar dos
pré-tratamentos com agua quente liquida terem apresentado uma liberacdo de AR ligeiramente maior
que 0s pré-tratamentos com vapor saturado, a utilizacdo de vapor saturado resultou em maior
rendimento de glicose. O rendimento de glicose aumentou com o aumento da severidade do pré-
tratamento, e tanto o tempo quanto a temperatura de pré-tratamento sdo parametros significativos no
processo.

Palavras-chave: pré-tratamento hidrotérmico, hidrolise enzimatica, biomassa lignocelulésica, capim-
elefante.

INTRODUCAO

A celulose é um dos principais constituintes da biomassa lignocelulésica sendo um
polimero composto exclusivamente por unidades de glicose. Para o aproveitamento da celulose
como matéria-prima em bioprocessos é necessdria a reducdo dessa macromolécula ao seu
mondmero, de modo semelhante ao que é feito com o amido. Porém, a celulose natural nunca se
apresenta de forma isolada na natureza, estando sempre associada a lignina e as hemiceluloses,
formando a microfibrila celul6sica, que constitui a parede celular vegetal (Reguly, 1996).

O pré-tratamento da biomassa lignocelulosica é essencial para sua bioconversao, pois a
parede celular vegetal é uma estrutura recalcitrante de dificil desestruturacdo, constituindo
diversas barreiras fisicas e quimicas que dificultam consideravelmente os processos de hidrélise
e fermentacdo (Ramos, 2003).

O pré-tratamento hidrotérmico utiliza como principio a agua em temperaturas e pressoes
elevadas (Laser et al., 2002). Nessas condi¢bes a agua tem suas propriedades quimicas
modificadas, aumentando a dissocia¢do de substancias i6nicas e diminuindo do pH, se tornando
assim capaz de penetrar na estrutura celular da biomassa, hidratar a celulose e clivar as ligacdes
éter e éster favorecendo a hidrdélise da hemicelulose e sua remocédo (Mosier et al., 2005).

Neste contexto, o capim-elefante foi pré-tratado hidrotermicamente com vapor de agua
saturado e com agua quente liquida e submetido a hidrolise enzimética para a comparacdo dos
dois métodos de pré-tratamento e avaliacdo do efeito destes processos no rendimento da hidrélise
enzimatica.

MATERIAL E METODOS
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Para realizagdo deste estudo foi utilizado capim-elefante (Pennisetum purpureum
Schum.) proveniente do municipio de Nova Petrdpolis (RS, Brasil). O tamanho médio de
particula utilizado foi de 1 mm sendo misturado o colmo e as folhas da planta. A composic¢éo do
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capim-elefante utilizado € de 34,5 +2,3 % de celulose, 38,1 4,2 % de hemicelulose, 13,5 £0,8 %
de lignina, 4,9 £0,4 % de cinzas, 9,0 £2,4 % de contetdo celular e 10,2 +0,3% de umidade total.

PRE-TRATAMENTO HIDROTERMICO

Os preé-tratamentos foram realizados com &gua deionizada em reator de aco inoxidavel,
com volume atil de 2,5 L. Os pré-tratamentos foram conduzidos conforme condi¢des
determinadas no planejamento experimental por delineamento composto central rotacional
(DCCR), onde foram variadas as condicGes de tempo e temperatura, ambas variaveis
independentes (Tabela 1). As condi¢cdes estabelecidas foram repetidas utilizando agua quente
liquida e vapor de &gua saturado, representados pelas letras L e V, respectivamente ap0s o
nimero do ensaio. Para avaliar a intensidade do pré-tratamento hidrotérmico foi empregado o
fator de severidade, o qual € definido por Overend e Chornet (1987) e que considera o tempo de
residéncia em minutos e a temperatura em graus Celsius.

Tabela 1 CondicGes experimentais de pré-tratamento hidrotérmico repetidos para agua quente liquida (L) e
vapor saturado (V).

Tempo de Temperatura Severidade

Ensaio  osidencia(min)  (°C) (log R,)
1 3.0 178 2.77
2 10,0 178 330
3 3,0 212 377
4 10,0 212 430
5 6.5 170 287
6 6.5 220 435
7 10 195 280
8 12,0 195 3.88
9 6.5 195 361
10 6.5 195 361
11 6.5 195 361

A avaliacdo dos métodos de pré-tratamento, bem como 0s parametros estudados (tempo
e temperatura) foram avaliados em funcdo dos resultados obtidos apds a hidrélise enzimatica,
considerando como variaveis dependentes a liberacdo de aglcares redutores e 0 rendimento de
glicose obtida.

HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrélise enzimatica do capim-elefante, com e sem pré-tratamento, foi realizada em
triplicata de acordo com Adsul et al. (2005), com modificacGes. A hidrolise foi realizada em
frascos Duran® de 50 mL, utilizando 1 g (em base seca) de matéria-prima, 0,01 % (m/v) de
azida sddica, o volume de caldo enzimatico correspondente a 15 FPA de atividade enzimaética e o
volume foi completado para 50 mL com solucao tampao citrato de sodio (pH 4,8; 50 mmol/L). A
temperatura foi mantida em 50 °C e frequéncia do agitador em 150 rpm. O complexo enzimatico
utilizado foi o do Penicillium echinulatum produzido em cultivo em estado sélido. Amostras de 1
mL foram coletadas a cada 3 h durante as primeiras 12 h de processo, iniciando no tempo zero, e,
posteriormente, as amostras foram coletadas a cada 12 h até completar 72 h.

CARACTERIZACAO

A liberacdo de acgucares redutores (AR) formados durante a hidrdlise enzimatica foi
realizada pelo método DNS (&cido 3,5 di-nitrosalicilico) (Miller, 1959).

As amostras coletadas no tempo de 48 h de hidrolise enzimatica foram avaliadas por
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) para andlise das concentracfes de glicose,
utilizando coluna cromatografica Aminex HPX-87H (Bio-Rad, 300 x 7,8 mm de diametro
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interno), operada a 60 °C e tendo como eluente uma solucéo 5 mmol.L™ de H,SO4 com fluxo de
0,6 mL.min™, e detector de indice de refracéo.

O rendimento da hidrélise foi calculado considerando a concentracdo de glicose obtida
em mg de glicose.g” de capim-elefante in natura e a concentragdo de celulose presente no
capim-elefante in natura, dado em mg de celulose.g™ de capim-elefante in natura.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados estatisticamente por analises de variancias empregando o
software PrismGraphPad 5.01 (Graph Pad, San Diego, CA) e Statistica 8.0 (StatSoft Inc.,USA).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A liberagdo dos acUcares redutores (AR) na hidrélise enzimatica foi avaliada para as
biomassas pré-tratadas com vapor saturado e agua quente liquida bem como para o capim-
elefante sem pré-tratamento. Todas as biomassas pré-tratadas tiveram maior liberagdo de AR
quando comparadas com a hidrolise do capim-elefante in natura. Entre os pré-tratamentos com
vapor de agua saturado o ensaio 6V resultou, na maioria dos tempos de coleta de amostra, no
maior rendimento de AR, sendo que o maior incremento no rendimento foi observado até o
tempo de 48 h de processo. O maximo rendimento de AR foi atingido apo6s 60 h de hidrolise no
ensaio 11V e foi de aproximadamente 576 mg de AR.g™ de capim-elefante in natura. Entre os
pré-tratamentos com agua quente liquida as condi¢cdes do ensaio 8L proporcionaram a maior
liberacdo de AR no meio durante praticamente todo o processo de hidrolise enzimatica,
chegando ao méaximo de liberacdo de AR no tempo de 48 h, liberando aproximadamente 596 mg
de AR.g™ de capim-elefante in natura, sendo esse valor 20 mg superior a0 maximo valor de AR
liberado nas hidrdlises enzimaticas da biomassa pré-tratada com vapor de agua saturado.

O rendimento de glicose, obtido em relacdo a quantidade de glicose que poderia ter sido
obtida se toda a celulose disponivel na biomassa sem pré-tratamento fosse convertida, foi
analisado em relacdo a severidade dos pré-tratamentos (Figura 1). Tanto nos pré-tratamentos
realizados com vapor saturado (Figura 1A), como nos pré-tratamentos com agua quente liquida
(Figura 1B), os rendimentos aumentam com o aumento da severidade. Nos pré-tratamentos com
vapor saturado, pode-se observar que 0s trés ensaios realizados com severidades igual e superior
a 3,88 apresentaram diferencas significativas (p<0,05) de rendimento entre si e dos demais
ensaios. O maior rendimento foi observado na severidade de 4,35 correspondente ao ensaio 6V,
chegando a 60,44 % de conversdo. As severidades 3,88 e 4,30 correspondem respectivamente,
aos ensaios 8V e 4V, e obtiveram como rendimentos 45,42 % e 52,09 %. Nos pré-tratamentos
com agua quente liquida os maiores rendimentos também foram observadas com severidades
iguais e acima de 3,88, porém, as trés condicBes testadas ndo apresentaram diferencas
significativas entre si sendo que no ensaio 8L, que corresponde a severidade de 3,88, o
rendimento foi de 50,73 %.

O menor rendimento, conforme esperado, coube a hidrélise enzimatica do capim-
elefante sem pré-tratamento (severidade igual a zero), alcancando rendimento de 26,53 %. O
rendimento do capim-elefante sem pré-tratamento ndo apresentou diferenca significativa do
rendimento dos ensaios de menor severidade, sendo estas 2,77; 2,80 e 2,87 para agua quente
liquida e para vapor saturado, sendo que para este ultimo a severidade 3,30, referente ao ensaio
2V, também ndo apresentou diferenca significativa para a biomassa ndo tratada (Figura 1).

A concentracdo de glicose nas amostras de 48 h de hidrolise foi analisada
estatisticamente com intervalo de confianca pré-estabelecido de 95 % (p<0,05). Os resultados da
analise de variancia (ANOVA) para a concentracdo de glicose mostraram que, tanto para os pré-
tratamentos com agua quente liquida quanto para vapor saturado, o tempo e a temperatura sao
parametros significativos no processo de pré-tratamento, resultando em incremento da liberagdo
de glicose.
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Figura 1. Rendimento da hidrélise enzimética (glicose liberada.glicose maxima™) apds 48 h de processo em relacéo
a severidade do pré-tratamento hidrotérmico utilizando vapor de dgua saturado (A) e 4gua quente liquida (B).

Laser e colaboradores (2002) compararam 0s pré-tratamentos hidrotérmicos com agua
quente liquida e vapor saturado para o bagaco de cana-de-agucar, e observaram que, mantendo-
se a severidade constante, altas temperaturas em menores tempos de processo sdo favoraveis na
dissolucéo de xilana e na conversdo do processo de simultanea sacarificagdo e fermentacdo para
0 uso de agua quente liquida. Estes resultados estdo de acordo com a andlise estatistica deste
trabalho em que se constatou que a temperatura é mais significativa para o resultado final do que
0 tempo de processo.

CONCLUSOES

No presente trabalho foi constatado que o pré-tratamento hidrotérmico é eficiente como
processo para aumentar o rendimento da hidrolise enzimatica do capim-elefante e que
temperatura e tempo de processo sdo parametros significativos, seja o pre-tratamento realizado
com agua quente liquida ou com vapor saturado. O rendimento do processo aumenta conforme o
aumento da severidade de pre-tratamento, sendo os resultados mais promissores obtidos no
ensaio 6V (6,5 min, 220 °C) e 8L (12 min, 195 °C), para vapor saturado e agua quente liquida,
respectivamente. Além disso, observou-se que 0s pré-tratamentos com vapor de dgua saturado
atingiram rendimentos totais superiores aos atingidos pelos pré-tratamentos com agua quente
liquida, apesar de esses ultimos terem atingido maior concentracdo de AR nos hidrolisados de
massa durante o processo do gque o pré-tratamento com vapor de dgua saturado.
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