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RESUMO

Considerando a reducao da disponibilidade de petrélas mudancas climaticas causadas,
entre outras razdes, pelas emissfes resultantassalade combustiveis fosseis, torna-se
indispensavel a busca por novas fontes de endfgietanol, obtido a partir de materiais
lignocelul@sicos, € uma das principais promesses @aubstituicdo dos combustiveis fosseis
utilizados para os meios de transporte, porém nors® necessarias etapas de pré-tratamento
e hidrélise do material antes da fermentacdo. @d4rptamentos hidrotérmicos utilizam agua
quente liquida ou vapor e se apresentam como UgEDD pré-tratamento acido, por nao
necessitarem de reatores resistentes a corrosaomarém menos produtos inibidores da
fermentacdo. Dentre os materiais lignocelulésians;apim-elefante se destaca pelo seu
elevado potencial produtivo e caracteristicas coqualidade, vigor e persisténcia,
apresentando, em sua estrutura morfoldgica, tebbides favoravel ao estudo da producéo de
etanol. Neste contexto, o presente trabalho estadafeitos do pré-tratamento hidrotérmico
(agua quente na forma liquida e gasosa) sobre eslpfante e o seu efeito no rendimento da
hidrélise enzimatica da biomassa. Como resultadosrdhlises das amostras de hidrolise
enzimatica, os pré-tratamentos utilizando aguastade gasoso, durante 6,5 min a 220°C,
levaram a obtencéo de liberacdo no meio de atéri2zBde glicose§ de capim-elefante. Ja
para os pré-tratamentos utilizando agua no estqdmd, durante 6,5 min a 220 °C e 12 min
a 195 °C, a maxima liberacéo foi de 198 mg de gtiagl de capim-elefante, sendo esses
valores significativamente (p<0,05) maiores québarhcédo de glicose na auséncia de pre-
tratamento, na qual foi observada uma liberacab0demg de glicoseyde capim-elefante.
Foi detectada reduzida formag&o de compostos dnibit como furfural, hidroximetilfurfural
durante os pré-tratamentos hidrotérmicos. Entretaguando a glicose, liberada das
biomassas pré-tratadas hidrotermicamente e hiddas enzimaticamente, foi fermentada a
etanol porSaccharomyces cerevisiae, ocorreu diferenca entre os rendimentos, sugergueo
houve inibicdo da fermentacdo pelos compostos miesenos hidrolisados. Estes dados
indicam que os pré-tratamentos hidrotérmicos aptase potencial de uso como pré-

tratamentos de biomassa de capim-elefante.

Palavras-chave: etanol, material lignocelulosico, capim-elefantepré-tratamento

hidrotérmico.



ABSTRACT

The reduction of oil resources and the expansiorcliofiate change negative effects, a
consequence of fossil fuel consumption, have prethghe search for alternative energy
sources. Ethanol from lignocellulosic material&ipromising alternative to fossil fuels, but
its production requires pretreatment and hydrolyfighe material prior to fermentation.
Unlike acid pretreatments, hydrothermal pretreatsiese hot water or steam, do not require
corrosion resistant reactors and generate lesbiiots. Among the lignocellulosic materials,
elephant grass stands out for its high yield anarastteristics such as quality, vigor and
persistence, as well as a fiber content that isrible to ethanol production. In this context,
the present study shows the effects of hydrothepratreatment (hot water and steam) on
elephant grass and its effect on the yield of eraigrhydrolysis. For the analysis of high
performance liquid chromatography on enzymatic blysis samples, pretreatments using
steam for 6.5 min at 220 °C released up to 232 tagoge/ g of elephant grass. The
pretreatments with hot water carried out for 6.5 @i 220 °C and 12 min at 195 °C released
up to 198 mg glucose/ g of elephant grass, suadleviaéing significantly (p < 0.05) higher
than that related to the untreated elephant gk fng of glucose/ g of elephant grass). A
reduced production of fermentation inhibitory compds, such as furfural and
hydroxymethylfurfural, was observed during the logdermal pretreatment. However, when
glucose released, biomasses hydrothermally pretteand enzymatically hydrolyzed, was
fermented to ethanol by Saccharomyces cerevisifferehce was observed between the
yields, suggesting inhibition of fermentation. T@edata indicate that the hydrothermal

pretreatments can be potentially used to elephassgiomass for bioethanol production.

Key words: ethanol, lignocellulosic materials, elephant grdsglrothermal pretreatment.



1 INTRODUCAO

Desde a década de 70, quando houve um aumentov@lalasipreco do petréleo, o
mundo despertou para a necessidade de cada paBsutessuficiente na producdo de
combustiveis. O etanol, desde entdo, é considesatlodos combustiveis liquidos mais
promissores, tendo em vista sua producao utilizandterias-primas renovaveis. O etanol
contribui para o aumento da octanagem da gasalielhjorando o desempenho dos motores,
além de possibilitar uma combustdo mais limpa, e contribui para reduzir as emissdes
poluidoras, mesmo quando misturado a gasolina. KsilB onde juntamente a crise do
petréleo, vivenciou-se um colapso dos precos da@amcio mercado mundial, houve um
incentivo a utilizacdo do excedente de cana-deaamcpara a producdo de etanol, pelo

Programa Nacional do Alcool, o Proalcool (décadZ@)e

Nos ultimos anos, esta em discussado os problembemriais causados pelo uso de
combustiveis de fontes fosseis, entre eles o ageetd global. Além disso, discute-se a
concorréncia da producdo de combustiveis utilizamddérias-primas que poderiam ser

utilizadas para a alimentacdo humana como € odmsalho nos EUA.

Considerando os problemas expostos, e ainda osspfara 0 esgotamento das
fontes fésseis de combustiveis, que estdo cadamesmres, a utilizacdo de biomassa
lignoceluldsica para a producdo de combustiveiacipalmente o etanol, ganha espaco nas
pesquisas mundiais. Os materiais lignoceluldsiéosdomo compostos principais a celulose,
a hemicelulose e a lignina em diferentes proporcBssas substancias estdo presentes nas
plantas, em subprodutos de processamento de \v&getaialgas marinhas, em excrementos

de ruminantes, em residuos municipais e industeaise outros.

Entre as biomassas lignoceluldsicas, o capim-dkefgAennisetum purpureum
Schum.) tem sido destaque como combustivel sélata p producdo de bioeletricidade.
Estudos recentes tém mostrado que essa biomaseaisgpra também para a producédo de
etanol de segunda geracao, principalmente devisloaaalta produtividade, baixo custo de
producdo e a menor exigéncia de clima e solo, meer cultivado em locais que nao
seriam propicios para a produgédo de cana-de-agarag € o caso do estado do Rio Grande
do Sul.



A parede celular vegetal da biomassa lignoceludsiaima estrutura recalcitrante
dificil de ser desestruturada, onde a lignina etraese ligada a celulose e a hemicelulose,
protegendo a parede celular da degradacéao quinbicddgica, inviabilizando a realizacéo de
hidrolise enziméatica da biomagsenatura. A necessidade de realizacdo de um pré-tratamento
para a desestruturagdo da macrofibrila lignoceltddsdeixando assim a celulose mais
acessivel as enzimas durante a hidrélise enzimaiitda € um dos principais gargalos para a
producao de etanol lignocelulésico ou de segundacge. Os estudos para tornar a producéo
desse biocombustivel economicamente viavel devear forincipalmente a otimizacdo dos
pré-tratamentos e da hidrélise enzimatica e a éalde custos de ambos os processos. Uma
vez que cada biomassa possui uma composicao ddereriundamental estudar qual pré-

tratamento seria mais adequado para cada biomassa.

O pré-tratamento deve ser eficiente para o aungogaendimentos da liberacdo de
acucares no meio, para a posterior fermentacédo memmo tempo em que nao produza
substancias que possam inibir as etapas seguinid®lice enzimatica e fermentacao).
Também se deve considerar que o pré-tratamentatiize grandes quantidades de insumos
guimicos, uma vez que esses, além de aumentaranstss do processo, podem causar

danos aos equipamentos e ao meio ambiente.

O pré-tratamento hidrotérmico € um processo pramigse tem sido alvo de um
namero cada vez maior de estudos, por se tratamdeétodo onde apenas se utiliza a agua
como agente a promover a desestruturacdo da biantigescelulésica. A agua pode ser
utilizada na sua forma liquida ou como vapor e,adt@s temperaturas, assume um carater
acido, ajudando a promover a quebra das ligacdstertes na macrofibrila lignoceluldsica,
principalmente na hidrolise da hemicelulose. Aléssa, o pré-tratamento hidrotérmico tem a
vantagem de gerar pouco ou nenhum composto qua poss inibir as etapas seguintes do
processo de produgéo de etanol.

Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivaliar o pré-tratamento
hidrotérmico como alternativa tecnolégica para risticar a liberacdo de acucares
fermentesciveis na hidrdlise enzimatica do capiefaete, visando a producéo de etanol. Para

alcancar esse objetivo 0s seguintes objetivos @gpmecforam propostos:

» avaliar os métodos de caracterizacdo da composigarapim-elefantén natura e
pré-tratado, propostos pelo “National Renewabler@ggnéaboratory” (NREL) e por
Van Soest (1968);



otimizar as condicbes de temperatura e tempo ddrg@Emento hidrotérmico no
capim-elefante, utilizando agua quente no estapudd e gasoso;

avaliar a digestibilidade enzimatica do capim-el&dan natura e pré-tratado;
determinar as condi¢cdes operacionais mais apr@wide pré-tratamento hidrotérmico
do capim-elefante com base nos resultados da iselyol

avaliar o efeito de possiveis inibidores na ferragdd alcodlica corBaccharomyces
cerevisiae, com base no fator de converséao de produto, rdupvadade volumétrica e

no rendimento global do processo.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Historico de utilizacdo de combustiveis

Um pré-requisito fundamental para a seguranca dce nagao € a autossuficiéncia
energética. A década de 70, quando os modelos senwdvimento econdmico ja eram
baseados na dependéncia do petréleo, foi marcad&rgjuizos a economia mundial devido a
formacdo de cartéis entre os paises do Oriente dyléfie sdo até hoje os principais
exportadores de petroleo do globo, concentrandseenterritorio, cerca de 48% das reservas
mundiais (BP, 2013). Desde entdo, diversas nag@esndinicio a programas de pesquisa e
desenvolvimento com o objetivo de se tornarem ieddentes de importacdo de fontes de
energia (Canilhat al., 2010).

O consumo de energia em todo o mundo aumentou dgeaiénte vezes no século
passado e, atualmente, a maior parte dessas mckssienergéticas continua sendo suprida
pela utilizacdo de fontes petroquimicas, carvdoemaine gas natural (Jegannatheiral.,
2009). Porém esses combustiveis fosseis estdo regimpndo da exaustdo e isso tem
contribuido para o aumento dos seus precos. Nodmesntre 2004 e 2008, o preco mundial

do petroleo aumentou da faixa dos 25 para maigldeldlares por barril (Azadi al., 2012).

Com o aumento da demanda energética, os problembgrdais associados a
gqueima dos combustiveis fosseis também aumentamemiissdes de GO SG e NQ
provenientes da combustdo desses combustiveis sdprirecipais causas da poluicao
atmosférica (Jegannathahal., 2009). Um dos problemas mais criticos certamérnteefeito
estufa, causado pelo acumulo de alguns gases mafatay sendo esses chamados de gases
do efeito estufa. Esse acumulo faz com que partakdo vindo do sol, que seria devolvido ao

espaco, permaneca na Terra provocando o aquecigiebtd (Limaet al., 2006).

O setor de transportes é responsavel por mais #e & consumo mundial de
petroleo (IEA, 2012). Além disso, esse setor éars@vel por mais de 70% das emissdes
globais de mondéxido de carbono (CO) e 19% das émssde dioxido de carbono (€O
(Balat & Balat, 2009; Balat, 2011). Em todo o munkavia cerca de 806 milhdes de carros e
caminhdes leves em 2007. Esses numeros devem aumpeand 1,3 bilhdes de veiculos em
2030 e para mais de 2 bilhdes até 2050 (Balat,)2&E%e crescimento vai afetar ainda mais a



estabilidade dos ecossistemas e do clima glotsmasomo as reservas mundiais de petréleo.
Essa realidade torna fundamental a busca de novdssfde energia para alimentar os
veiculos movidos a motor de combustdao. Um combeiséiNernativo deve ser tecnicamente

viavel, economicamente competitivo, ambientalmesteitavel e prontamente disponivel

(Balat, 2011).

2.2Biocombustiveis e biomassa

Combustiveis produzidos a base de biomassa ofereugitas vantagens sobre os
combustiveis derivados do petroleo, pois podenfasm@imente obtidos a partir de fontes de
biomassa abundantes, considerados ambientalmangé¢aso podendo trazer beneficios para a
economia, aos consumidores e, como sdo biodegiadéwatribuem para a sustentabilidade
(Balat, 2011). O vocabulo biocombustivel se refare&combustiveis liquidos e gasosos
predominantemente produzidos da biomassa (Jegamithl., 2009), mas que podem ter
qualquer origem biolégica que seja diferente dayeoni féssil (Arredondo, 2009). Os
principais combustiveis que podem ser produzidgarér desses recursos naturais Sdo o

etanol e biodiesel (combustiveis liquidos) e oduénio e o metano (combustiveis gasosos).

A biomassa pode ser definida como "qualquer méatericluindo o combustivel
fossil, que era um organismo vivo e que pode si&zado como um combustivel, diretamente
ou apdés um processo de conversao” (Agbai., 2011). A biomassa € produzida através da
fotossintese, que converte energia luminosa engienguimica e armazena, principalmente,
como carboidratos (Zhang, 2008). Uma grande valedde recursos de biomassa esta
disponivel no planeta para conversdo nao sO enomiogstiveis mas também em diversos
bioprodutos. Entre esses recursos, incluem-se taslgdantas e suas partes e constituintes
(por exemplo, caule, sementes, amido, lipidios,tefmas e fibras), subprodutos de
processamento (graos de destilaria, solUveis dtolilmateriais de origem marinha e
subprodutos de origem animal, residuos municipaiadestriais, que muitas vezes sao
considerados lixo (Galbe & Zacchi, 2002; Zaldieaal., 2001; Howarcet al., 2003; Reddy
& Yang, 2005; Zhengt al., 2009).

A biomassa pode ser convertida em biocombustive#dae Util através de processos
termoquimicos e bioquimicos. Entre os processosoiguimicos estdo inclusos a combustéo,

a pirolise e a gaseificacéo, ja entre os bioquisnésiao a digestdo e a fermentacao, sendo que



desse ultimo se obtém o etanol. Tem-se ainda catzo tecnologica para conversdo da
biomassa a operacdo de extracdo, da qual é obtidnd@sel (BNDES & CGEE, 2008). A

Figura 1 apresenta as rotas de conversao e sallg@saoesultantes.

V(  Conversio bioquimica

PFirdlise s
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Figura 1. Rotas tecnoldgicas para conversao da biassa (BNDES & CGEE, 2008).

|

2.3Etanol: caracteristicas e producédo

O etanol, ou alcool etilico, € um combustivel ltgpucom formula molecular O,
gue pode ser utilizado em motores de combustamat®m igni¢cédo por centelha (ciclo Otto)
de duas maneiras, basicamente: 1) em misturassoérgae etanol anidro; ou 2) como etanol
puro, geralmente hidratado (BNDES & CGEE, 2008aBetl al., 2008). O etanol aumenta a
octanagem da gasolina melhorando o desempenho aloses) e possibilita uma combustao
mais limpa, o que contribui para reduzir as emsg@aduidoras, mesmo quando misturado a
gasolina. Nesses casos, comporta-se como um vinaaddivo para o combustivel normal,
melhorando suas propriedades (Galbe & Zacchi, 2BBIDES & CGEE, 2008; Sukumaran
et al., 2009).

O uso de etanol como combustivel comecou com angége dos motores de

combustao interna, por Nikolas Otto, em 1897 (Betlat., 2008) e, tem sido utilizado desde



o inicio da industria do automovel. As misturastinol combustivel sdo usadas com sucesso

em todos os tipos de veiculos e motores que exjgsulina (Balagt al., 2008).

No Brasil a utilizacdo em larga escala do etanol@eombustivel para os meios de
transporte foi uma resposta a crise do petrolec@apso dos precos do acucar no mercado
mundial (Lehtonen, 2011). Em 1975, foi criado nadfiro Proalcool (Programa Nacional do
Alcool), que fomentou o uso de etanol produzido atip de cana-de-aglicar como
combustivel veicular (Balat & Balat, 2009; Caniktal., 2010). Desde os anos 1980, além
do Brasil, o etanol tem sido considerado uma petsiternativa de combustivel em diversos
paises (Balatt al., 2008).

Com a intensa utilizacdo da eletronica embarcadaigiemas avancados de controle
de mistura e de ignicao, a partir de 2003, foramgddos comercialmente, no Brasil, veiculos
com os motores flexiveisfl§x-fuel), capazes de utilizar, sem qualquer interferéma
motorista, gasolina (com 20% a 25% de etanol),céthidratado puro ou ainda misturas
desses dois combustiveis em qualquer proporcédacatelo com os requisitos de eficiéncia e
dirigibilidade e atendendo aos limites legais déssdes de gases de escapamento (BNDES &
CGEE, 2008). Este tipo de veiculo levou a um ragicdscimento na producdo de cana-de-
acucar e de etanol (Balat & Balat, 2009). Mais @&&la atual producédo de automéveis do
Brasil € do tipo flexivel, enquanto que em 2004nage30% tinham essa capacidade (Balat &
Balat, 2009; ANFAVEA, 2013). Com o etanol disporigen praticamente todos os mais de
32.000 postos de combustivel do Brasil, o consuntidsileiro pode escolher entre abastecer
com 100% etanol hidratado ou com uma mistura deligascontendo 20% a 25% de etanol
(BNDES & CGEE,2008; Balat & Balat, 2009).

A via de obtencédo do etanol mais conhecida € adfetativa, que devido a extensao
de terras para cultivo da cana-de-acucar (maténzap no Brasil € a mais importante e
viavel economicamente, porém existe ainda a vidilaEsia e a via sintética, sendo essa
Gltima através de hidrocarbonetos e gases de eetr(bilva, 2009). Mediante rotas
bioldgicas, o etanol pode ser produzido com baseqaaiquer biomassa que contenha
quantidades significativas de agucar ou outro d¢dratm (Figura 2). O etanol produzido com
biomassas acucaradas ou amilaceas € conhecidoetanm@ de primeira geracdo e tem seus
processos de producao definidos e sendo utilizandogrande escala. Os materiais amilaceos
precisam, apds a moagem, ser convertidos a acymareseio de um processo enzimatico a

altas temperaturas. Ja a conversdo de produtosbesm acucarada, como por exemplo, a



cana-de-agucar e a beterraba, a fermentacdo ocwmdéatamente apds a moagem ou difusdo
(BNDES & CGEE, 2008).

Biomassa agucarada Biomassa amilacea Biomassa lignoceluldsica
{cana-de-acucar, beterraba) {milho, trigo, mandioca) (em desenvolvimento)
| Trituragdo | I Pré-tratamento |
Extrag3o por pressdo ou
difusido
T b g Hidrdlise acida ou
Hidralise enzimatica T
enzimatica
y v v
Solugdo agucarada fermentavel
| Fermentagdo |
| Separacio |

| Etanol |

Figura 2. Vias de producéo de etanol de primeira segunda geracdo (BNDES & CGEE, 2008).

No cenario mundial, Brasil e Estados Unidos (EUA)sstacam como 0s maiores
produtores de etanol, sendo que no Brasil o e@pobduzido fundamentalmente a partir da
fermentacdo da sacarose da cana-de-aclUcar, enqggaetmos EUA a producdo se da
principalmente pela fermentacao da glicose libedamamido do milho (Baladt al., 2008). O
milho é um produto alimenticio, 0 que acaba geramda competicdo entre a producao de
alimentos e a de combustiveis. Desde 2005 os EUA s@perando quantitativamente a

producao de etanol do Brasil (Tabela 1).

Tabela 1. Producéo de etanol do Brasil e EUA (billes de litros) (RFA, 2013).

Pais 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Brasil 15,10 16,01 16,99 19,00 24,49 2490 26,19 21,08 21,12
EUA 13,40 16,12 18,36 24,60 34,06 40,12 50,34 52,80 50,34

O novo conceito de etanol esta ligado a sua pradugllizando materiais
lignoceluldsicos (Figura 2), sendo este conhecidma etanol de segunda geragdo. Essa
tecnologia esta emergindo como uma das mais impgedapara o desenvolvimento
sustentavel da producdo de combustiveis renovdpaes o transporte (Sukumarahal.,
2009).



10

Para a producdo de etanol a partir de materiai@digjulosicos precisa-se reduzir a
celulose contida nesses materiais a sua unidadeaflmra, a glicose, que entdo pode ser
fermentada a etanol. Porém, a bioconversdo da bgamlignoceluldsica a etanol é dificil
devido principalmente a natureza da biomassa gasigtente ao desarranjo de sua estrutura,
a variedade de agucares que séo liberados quanmibimeros de hemicelulose e celulose sédo
guebrados, a necessidade de identificar organigmosticamente eficientes para fermentar
esses acucares, e, finalmente, aos custos dataoth@rmazenamento das matérias-primas
lignocelulosicas que na maioria das vezes possuexra llensidade (Zaldivast al., 2001,
Balat & Balat, 2009). Para tornar possivel a wig&o da biomassa lignoceluldsica para
producdo de etanol sdo necessérias quatro operpgdegpais, sendo a primeira 0 pré-
tratamento que visa atuar na estrutura da biomfasfdando o acesso de enzimas para a
hidrolise da celulose, que é a segunda etapa. Aggsfcucares hidrolisados devem ser
fermentados, e por Ultimo é realizada a separagsiiatdo dos produtos (Mosier al.,
2005; Balatt al., 2008; Balat & Balat, 2009).

2.4Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelulésica é o recurso biologicmr&vel mais abundante na Terra
(Zhang, 2008; Alviraet al., 2010). Celulose, hemicelulose e lignina sdorés principais
constituintes de qualquer material lignocelulésidoproporcdo destes componentes numa
fibra depende do tempo de cultivo e da origem lola fé das condi¢gBes de extragdo utilizadas
para a obtencédo das fibras (Reddy & Yang, 2005tBaBalat, 2009).

7

A celulose isolada é composta apenas de unidadeglichse, e naturalmente,
procura-se reduzir essa macromolécula ao seu moopip&a aproveita-lo como matéria-
prima, de modo semelhante ao que é feito com oa(®dguly, 1996). A hemicelulose € um
heteropolissacarideo complexo composto por difesemarboidratos como a glicose, a
galactose, a manose, acidos urbénicos e no casgralasneas, composto principalmente pela
xilose e a arabinose (Zhespal., 2009; Cassales al., 2011). Do ponto de vista tecnoldgico,
0s acucares contidos nas fracdes celulésica e bkmdisica representam os substratos que
podem ser utilizados para a producéo de etanolipofermentativa (Canilhat al., 2010).
Porém, a celulose natural nunca se apresenta o fieolada na natureza, estando sempre

associada a lignina, as hemiceluloses e, em alguipstratos, as pectinas (Reguly, 1996),
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formando a microfibrila celuldsica, que por sua,wa@nstitui a parede celular vegetal (Figura
3). A parede celular vegetal é uma estrutura racahte dificil de ser desestruturada e

convertida em monossacarideos fermentesciveis|f@ahal., 2010).

Parede celular

Microfibrila

Lignina

Celulose

\_;’/GHCDSS

Figura 3. Estrutura da parede celular vegetal (Carha et al., 2010).

Biomassas lignocelulésicas possuem diversas apbsagtais como materiais de
construcdo, painéis de isolamento, alimentagcéo anioosméticos, medicamentos e para
outros biopolimeros e quimica fina. Produtos quisiidais como 0 amoniaco, o carbono,
metanol, etanol, carvao vegetal, acido acéticdpaeee 6leos de hidrocarbonetos também séo
produzidos a partir de lignocelulose, por hidrélssdermentacdo (Reddy & Yang, 2005).
Esses materiais sdo particularmente atraentes coatérias-primas para a producdo de
biocombustiveis devido ao seu custo relativamemi@ob grande abundancia e a oferta
sustentavel (Agboet al., 2011; Diaset al., 2012). Além das caracteristicas citadas, a
producdo de energia a partir de materiais lignd@gitos tem concorréncia limitada com a
producao de alimentos, assim, ndo comprometemusissegh alimentar (Diagt al., 2012).
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2.4.1 Celulose

A celulose € um polimero linear composto por urgédadep-D-glicopiranosideos
unidos por ligacbes glicosidicas do tipgl — 4) (Figura 4) e com formula molecular
(CeH1005)n (Howard et al., 2003; Zhang, 2008; Santag al., 2012). A celulose é a
biomolécula organica mais abundante na naturezprcipal constituinte da parede celular
vegetal, tendo como caracteristicas a rigidez ael@vesisténcia a tenséo e insolubilidade em
agua e em um grande numero de outros solventesd@do, 2009; Agboet al., 2011;
Santost al., 2012).

CH,OH

Figura 4. Representacéo da molécula de celulose égdado de Santost al., 2012).

O tamanho da molécula de celulose é normalmente dadtermos de grau de
polimerizacao, isto €, o niumero de unidades deraglidose presentes numa uUnica cadeia
(Ramos, 2003). O grau de polimerizacdo médio dalase € de cerca de 10.000 unidades,
porém pode ser de apenas 15 unidades (Hostatd 2003).

As cadeias de celulose sédo agrupadas em formaaiefilmiilas, que se ligam entre

si formando fibras (macrofibrilas). A estrutura fileras da celulose € mantida devido a
presenca de ligacdes covalentes, ligacbes de K@img forcas de Van der Waals (Aglabr
al., 2011; Hamelinclet al, 2005). As ligacdes de hidrogénio (Figura 5) easenicrofibrilas

de celulose determina a linearidade da cadeiss BgtagOes inter e intramoleculares também
sao responsaveis pela cristalinidade e tornamudosel altamente resistente a hidrélise acida,
alcalina ou enzimatica (Agbat al., 2011; Santost al., 2012). A cristalinidade da celulose
diminui a acessibilidade da enzima dificultandadadilise da cadeia (Zhang, 2008). De modo
geral, 60 a 70% da estrutura da celulose € cnstai 30 a 40% se encontra sob a forma

amorfa (Reguly, 1996).
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Ligagdes de hidrogénio
intermoleculeres

Ligagdes de hidrogénio
itramoleculares

Figura 5. Liga¢Oes de hidrogénio inter e intramolaedlares da celulose (Santoat al., 2012).

A glicose obtida através da hidrélise da celulasdepser fermentada a etanol, o qual
pode ser transformado em diversos insumos quimiasscomo: etileno, buteno, propileno,
butadieno, acido acrilico, etc. A hidrdlise da gte leva ainda a formacdo de 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF), que pode ser clivadem acido levulinico e acido formico
(Schuchardtt al., 2001). A Figura 6 representa, de forma esqueméiiguns produtos que

podem ser obtidos a partir da celulose.

hidrélise b -
Celulose p Glicose SRR | Bimal

4 . . - H20] cat.
H fermentacéo
‘ T —— ‘ Acido Léctico ’ Etileno I_’.‘ Buteno |
z CH;CHOHCOOH
Oz \ cat.
- - -H:O| cat. v A 4
£ - 4cido férmico
H HCOOH A 4 ‘ Acetaldeido | Propileno |
v Acido Acrilico
Acido Levulinico OH v

CHa2COCH>CH2COOH
Butadieno

Ha polim.
h 4

Poliésteres

Figura 6. Produtos obtidos a partir da celulose (Swchardt et al., 2001).
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2.4.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sédo heteropolissacarideos cujgezat quimica varia de tecido
para tecido e de espécie para espécie. Estesgualitdeos sdo formados por cadeias de
pentoses (xilose, arabinose), hexoses (glicosepsead galactose) e acidos urbnicos (Figura
7) (Ramos, 2003; Giriet al., 2010; Pitarelo, 2013). Sua estrutura apresentdicaces que
interagem facilmente com a celulose, dando estiaioié e flexibilidade ao agregado (Santos
et al., 2012). A hemicelulose tem baixa massa moleceilarenor grau de polimerizacéo e
orientacdo em relacdo a celulose e é mais faciembitrolisada (Reddy & Yang, 2005;
Agboret al., 2011).

OH

OH

(4) (3) (6)

Figura 7. Monossacarideos constituintes da hemicébse: (1) glicose, (2) galactose, (3) arabinose) (4

xilose, (5) manose, (6) 4-O-metil-D-glucurénico, J#amnose (Pitarelo, 2013).

A hemicelulose esta situada entre a lignina elaadide celulose (Reddy & Yang,
2005; Zhang, 2008). Possui estrutura quimica ctame com grupos de substituicao laterais,
tendo xilanas ndo so intercaladas entre os teodfmsmando ligacdes éster em varios pontos
com a lignina, mas também formando um revestimestdibras de celulose por meio de
ligacoes de hidrogénio (Zhang, 2008; Mosetral, 2005). A xilana, com suas ligacoes
covalentes com a lignina e a suas interacdes néaerdes com a celulose, é importante na
manutenc¢do da integridade da parede celular daaplasitu, ajudando a proteger as fibras
contra a degradagcdo por enzimas (Zhang, 2008).dDew esse revestimento que a
hemicelulose proporciona as fibras de celulose, d&lo proposto que pelo menos 50% da
hemicelulose deve ser removida para aumentar atiidelade de celulose (Agbat al.,
2011).
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Em condigcbes amenas, a hemicelulose pode ser ibaltal em seus acgucares
constituintes, sendo que esses podem ser fermangaetanol. No entanto, a severidade dos
parametros devem ser cuidadosamente otimizadosevitea a formacdo de produtos de
degradacéo, tais como acido acetico, furfural eMI~Hjue sao inibidores do processo de
fermentacao (Petersesh al., 2009; Kumatret al., 2011; Agboret al., 2011). Alguns desses
acucares, além de poderem ser convertidos a efaoddm ser fontes de outras matérias-
primas, como, por exemplo, a conversdao da xilosdital (Schuchardtet al., 2001). Os

produtos que podem ser obtidos da hemicelulose ept&sentados na Figura 8.

Hemiceluloses

explosao a
vapor

hidrolise hidrolise

h 4

Agucares Furfural hidrolise y, Acido Xilose e
Maleico Manose
fermentagdo ” 2
+ fenol ou uréia cat. Ha
h 4
Y

Etanol 3 Xilitol e

Resinas Manitol

Figura 8. Produtos que podem ser obtidos da hemiagbse (Schuchardtet al., 2001).

2.4.3 5-hidroximetilfurfural e furfural

O 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) é um furaldeido igmado de reacdes de
desidratacdo de hexoses (Figura 9) (Larssaal., 1999; Liuet al., 2004; Sehnenet al.,
2013). A toxicidade do 5-HMF esta associada a damscélulas de leveduras, ja que a
presenca do grupo hidroximetil confere ao compastaracteristica de baixa hidrofobicidade
e de permeabilidade a membrana, que acarreta exasbaelocidades de conversao do
composto (Sehneswt al., 2013).

Segundo Girieet al. (2010) o aumento do tempo e da temperatura denteatto da
biomassa aumenta a quantidade de monémeros hidlodise também acelera o processo de
degradacdo dos acucares de modo significativo.dBmperaturas elevadas, a molécula de 5-
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HMF pode se decompor em acido levulinico e &cidoniido (Larssonet al., 1999;
Schuchardget al., 2001).

H—C=0 (]? CHy
OH—C—H —H
| oH H =0
PO s |
OH—C—H ’ ~ CH2 + HCOOH
H—C—OH H—C—-H {|3H2
OH—C—H l
| OH COOCH
H
B-D-Glicose 5-hidroximetilfurfural ~ Acido levulinico Acido férmico

Figura 9. Formacao de 5-HMF e dos acidos levulinioe formico (Larssonet al., 1999)

O furfural é formado a partir de pentoses e acigidsicos. Nos tratamentos de
hidrélise da hemicelulose, o furfural se forma aipaa desidratacdo da xilose presente na
hemicelulose, como apresentado na Figura 10. Aadegéo do 5-HMF também pode
originar furfural, porém a quantidade de furfuraes formada € muito pequena em relacdo a

guantidade formada pela xilose (Gandini & Belgacta97).

OH / \
HO OH - 3 H0 O\ Produtos de
HO o 5 CHO degradacgéo

Xilose Furfural

Figura 10. Formacé&o do furfural a partir da xilose(Marabezi, 2009).

O furfural causa efeitos imediatos sobre o cresgimde microrganismos. A adicao
desse composto a um cultivo de leveduras tem uito efeediato sobre o comportamento
fisiologico dessas, pois na tentativa de diminwsr edeitos toxicos do furfural ocorre a

diminuicdo da producdo de biomassa, do consumolidesg e da producdo de etanol e

glicerol (Sehnem, 2013).
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2.4.4 Lignina

A lignina € uma macromolécula complexa, tridimenalp amorfa, formada pela
polimerizacdo radicalar de unidades fenil-proparocool p-cumarilico, alcool coniferilico e
alcool sinapilico (Figura 11), unidos por diferenligactes, como carbono-carbono, ligacdes
éter e ligacOes éster, todas elas covalentes, sgmdom mondmero pode conter um ou varios
tipos de ligacdo (Reguly, 1996; Canilétaal,. 2010; Agboret al., 2011; Santost al., 2012).

A composicao e a organizagdo dos constituinteggdané variam de uma espécie para outra,
dependendo da matriz de celulose-hemicelulose ¢Seinal., 2012). A lignina das coniferas
(madeira mole) sdo polimeros de residuos derivadogalcool coniferilico, a lignina das
angiospermas sdo polimeros de residuos derivadoaldmois coniferilico e sinapilico, ja a
lignina das gramineas e herbaceas sao formadastp&doalcoois precursores (Reguly, 1996;
Ramos, 2003). As gramineas apresentam os menores te lignina, ja as coniferas sédo as
mais ricas (Canilhat al., 2010).

CH,OH CH,OH CH,OH
iTH Tl'l—l (|i[—l
CH H CH
0O-CH;, H;C-0 0O-CH,
OH OH OH
Alcool Alcool Alcool
p-cumarilico coniferilico sinapilico
(H) (G) (S)

Figura 11. Alcoois precursores da lignina (Tookt al., 2011).

A lignina, nas paredes celulares das plantas, eavas microfibrilas celuldsicas,
ligando-se a hemicelulose e celulose, protegendtedeadacao quimica e bioldgica, devido a
impermeabilidade ao ataque microbiano e ao estwsdativo. Também confere rigidez e
resisténcia (Canilhaet al., 2010; Agboret al., 2011). Devido a sua associacdo com
microfibrilas de celulose, a lignina foi identifita como a principal barreira a hidrolise
enzimética e microbiana da biomassa lignoceluldgighoret al., 2011).
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Quanto as ligacbes da lignina, Reguly (1996) relqiee “a biossintese dos
precursores da lignina e dos proprios carboidrdto®rigem a associacdo entre eles”. As
ligacOes responsaveis pela associacdo sao deiplmésdistintos: a) de natureza covalente,
quando a lignina atua como elemento de ligagiiosgink) entre cadeias de carboidrato,
sendo predominantemente glicosidicas, as quaisteexigambém entre a lignina e
hemiceluloses; b) de natureza adsortiva, quan@gdes de hidrogénio e forcas de Van der

Waals atuam como ligacdes entre a lignina e osaagsic

2.5Capim-elefante: propriedades e potencial como fontede energia

alternativa

Estudos com diversas gramineas perenes usadas @dtumas energéticas vém
sendo realizados em diversos paises, sendo queléaitas diferem quanto ao potencial
produtivo, as propriedades fisico-quimicas da bgsaa as demandas ambientais e as
necessidades de manejo. Dentre as mais estudasldsstamlos Unidos e na Europa tém-se
Panicum virgatum (“Switchgrass”),Miscanthus spp.,Phalarisarun dinacea (capim-amarelo)

e Arundo donax (cana-do-reino). No Brasil, o capim-elefant@ernisetum purpureum
Schum.) tem sido alvo deste tipo de estudo (Marefah., 2012). Devido a quantidade de
lignina presente na composicdo do capim-elefanteiar parte desses estudos tem foco na
sua utilizacdo como combustivel sélido, principaitee para producdo de pellets e
bioeletricidade (Xieet al., 2011). A Figura 12 mostra o potencial do capiefagite para a
producdo de energia elétrica quando comparado cqutencial da cana-de-acucar e do
eucalipto. No entanto, estudos laboratoriais e soala piloto também tém constatado as
potencialidades da biomassa de capim-elefantegppraducao de etanol de segunda geracéo
(Toscan, 2010; Soares al., 2011; Maraforet al., 2012). Estas plantas sdo culturas perenes
consideradas adequadas como matéria-prima paradagdo de etanol lignocelulésico por
causa de seus altos rendimentos, baixo custo, pseensultivadas em terras inférteis, e
causam menores impactos ambientais. As gramineagpsé@itadas como culturas energéticas
em potencial por causa da alta produtividade potane, abundancia, disponibilidade e a

possibilidade de utilizacédo de toda a planta (Watgnapaiboost al., 2012).
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Figura 12. Potencial do capim-elefante para a prodifio de energia elétrica quando comparado com o

potencial da cana-de-acglcar e do eucalipto (Salgad2010).

O capim-elefanteR. purpureum Schum.) (Figura 13) é uma das gramineas mais
importantes e mais difundidas nas regibes tropieaisbtropicais do mundo. E originaria da
Africa, onde ocorre naturalmente em varios paispés seu reconhecimento como forrageira
de alto valor para a alimentacdo animal, princigait@ bovinos, o capim-elefante foi
introduzido em varios paises, sendo atualmente néracid em regides tropicais e
subtropicais, em altitudes que variam do nivel do até 2200 metros (Quesada, 2005). A
cultura chegou ao Brasil nos anos de 1920 e sentrachoje adaptada as cinco regibes do
pais (Quéno, 2009).
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Figura 13. Plantas de capim-elefante (Ferreira, 2@).

Entre as biomassas lignoceluldsicas, o capim-dkef@h purpureum Schum.) se
destaca pelo seu elevado potencial produtivo etafsticas como resisténcia consideravel a
seca e ao frio. O capim-elefante pode ser descoito uma graminea perene, de habito de
crescimento cespitoso, atingindo de 3 a 5 m deaalitom colmos eretos, dispostos em
touceiras abertas ou n&do. Desenvolve-se bem enetatapas entre 18 e 30 °C e vivendo em
areas com precipitagdo de 800 a 4000 mm, entretanteelhor desenvolvimento se da em
altitudes de até 1500 m e com temperaturas de 2Me@sada, 2005; Morais, 2008). Sua
estrutura morfolégica é semelhante a do bagacoada-de-aclcar, apresentando em sua
composicéo 65 % de fibras e 35 % de material né&odo (Azevedo, 2003; Morais, 2008),
sendo que plantas que apresentam teor de fibramat® 30 % podem ser adaptadas para
producao de energia (Morais, 2008).

Sendo o capim-elefante uma espécie de alta efieiatossintética (metabolismo
C,4), ou seja, com maior eficiéncia no aproveitameta#duz e altamente eficiente na fixacéo
de CQ atmosférico, tem-se como resultado uma maior éd@ade de producdo de matéria
seca (Quesada, 2005; Morais, 2008; &ial., 2011). Esta caracteristica esta ligada ao rapido
crescimento da massa vegetal em um curto periodentigo das gramineas forrageiras, que
também otimizam o uso da agua do solo e da ensslzia O ganho primario da utilizacao do
capim-elefante e de outras gramineas como fonteerdgia alternativa € a propria

potencialidade de acumulag&o de biomassa queesgiésies apresentam (Morais, 2008).

Outros fatores favoraveis ao cultivo de graminesrenes, como o capim-elefante,
sdo que a necessidade de preparo de solo estadémaip ano em que essas culturas sdo
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plantadas e propiciam menor risco de erosao do Edioalmente, uma vez que essas plantas
possuem poucas pragas naturais, elas podem serztasi com pouca ou nenhuma utilizagéo
de pesticidas (Xiet al., 2011).

A caracterizacdo da biomassa é uma etapa funddnpmaria sua utilizacdo nos
diferentes processos de conversdo em energia enfostiveis, pois possibilita detectar
variabilidade na matéria-prima, estabelecer pan@see qualidade, otimizar processos, entre
outras vantagens (Chies, 2013). Apesar de inumeatmlhos utilizarem a metodologia
NREL/TP-510-42618 (Sluiteet al., 2008a), proposta pelo “National Renewable Energy
Laboratory”, para determinacdo de monossacaridezslgnina de Klason (Gouvee al.,
2009; Pitarelo, 2013), a maior parte dos trabalpos estudam a composicdo do capim-
elefante realiza a analise pelo método descritovlaor Soest & Wine (1968), como pode ser

observado na Tabela 2.

Em seu trabalho Quesada (2005) avalia diferenteétiges de capim-elefante e ao
avaliar sua composicao pelo método de Van Soesingoa valores de fibra em detergente
acido (FDA), parte essa composta pela celuloseinige cinzas do capim, que variam de
45% a 58%. Ainda segundo Quesada (2005) a quastaadelulose variou entre 41% e 45%
e para a lignina de 9% a 13%. Na Tabela 2 (A, B s80 apresentadas as composi¢des de

capim-elefante descritas por diversos autores.

Da analise dos dados apresentados na Tabela 2€AZ)Bverifica-se que a celulose
determinada pelo método de Van Soest varia de %9a850,5 %, porém a maior parte dos
resultados tem valores de celulose superior a 30,0Ainda pelo mesmo método a
hemicelulose varia de 20,7 % a 39,9 %, a lignin&,8¢% a 12,9 % e as cinzas de 0,1 % a 9,3
%. Para as normas NREL/TP-510-42618 os poucogsadssl apresentados indicam a lignina
variando de 8,8 % a 20,8 %. Para os demais compmenaliados por esta metodologia,
apenas os resultados de Menegol (2012) sdo apdesnfpresentando cerca de 36,0 % de

celulose, 20,5 % de hemicelulose e 8,5 % de cinzas.
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Genotipos Capim- F(I?/N F(?/A Celulose Hemicelulose Lignina Ci?;as Método Utilizado Autor
elefante M s°) iy S°) (% MS) (%MS)  (%Ms) ;)

P.purpureum, Schum. 75,3 46,2 36,5 29,1 9,1 - Van Soest Sladden et al., 1991
Cv. Napier (N-51)
P. purpureum, 74,6 46,2 36,7 28,4 9,1 - Van Soest Sladden et al., 1991
Schum. Cv. Napier (PI
300086)
P. purpureum, 71,1 - - - 13,7 - Van Soest e Lignina de Deschamps, 1999
Schum. Cv. Texto Klason (NREL/TP-510-
(folha) 42618)
P. purpureum, 64,6 - - - 9,3 - Van Soest e Lignina de Deschamps, 1999
Schum. Cv. Texto Klason (NREL/TP-510-
(colmo) 42618)
P.purpureum, Schum. 58,6 - - - 11,9 - Van Soest e Lignina de Deschamps, 1999
Cv. Areia (folha) Klason (NREL/TP-510-

42618)
P. purpureum, 58,4 - - - 8,8 - Van Soest e Lignina de Deschamps, 1999
Schum. Cv. Areia Klason (NREL/TP-510-
(colmo) 42618)
P.purpureum, Schum. 60,3 - - - 13,8 - Van Soest e Lignina de Deschamps, 1999
Cv. Roxo (folha) Klason (NREL/TP-510-

42618)
P. purpureum, 59,9 - - - 10,2 - Van Soest e Lignina de Deschamps, 1999
Schum. Cv. Roxo Klason (NREL/TP-510-
(colmo) 42618)
P. purpureum, 87,1 47,1 40,7 39,9 6,4 - Van Soest Almeida et al., 1999
Schum. Cv. Napier
P.purpureum, Schum. 72,3 41,9 30,9 30,7 8,5 2,7 Van Soest Santos et al.,2001
Cv. Roxo
P. purpureum, - 45,9 31,5 - 10,0 4,5 Van Soest Quesada et al., 2004
Schum. Cv.
Gramafante+N (folha)
P.purpureum, Schum. - 52,9 39,3 - 11,6 2,0 Van Soest Quesada et al., 2004
Cv. Gramafante+N
(colmo)
P. purpureum, - 52,6 38,5 - 12,0 2,3 Van Soest Quesada et al., 2004
Schum. Cv.
Gramafante+leg
(colmo)
P.purpureum, Schum. - 43,3 27,2 - 8,0 8,0 Van Soest Quesada et al., 2004
Cv. Gramafante
(folha)
P.purpureum, Schum. - 53,2 39,2 - 12,1 1,8 Van Soest Quesada et al., 2004

Cv. Gramafante
(colmo)
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Tabela 2B. Composicao do capim-elefante descrita tigeratura.

FDN FDA Cinzas

(% (% if/lul::ss)e Her(r:/lceMIL;I)ose (L‘:/gr:\:;a) (% Método Utilizado Referéncia
Ms) w™ms) ? ? MS)

Genotipos Capim-
elefante

P. purpureum, - 42,2 27,6 - 6,5 8,1 Van Soest Quesada et al., 2004
Schum. Cv.

Gramafante+leg

(folha)

P.purpureum, Schum. - 45,0 31,2 - 8,6 5,3 Van Soest Quesada et al., 2004
Cv. Camerron+N

(folha)

P. purpureum, - 53,1 39,0 - 12,8 1,2 Van Soest Quesada et al., 2004
Schum. Cv.

Camerron+N (colmo)

P. purpureum, - 43,1 30,1 - 8,5 4,6 Van Soest Quesada et al., 2004
Schum. Cv.

Camerron+leg (folha)

P.purpureum, Schum. - 53,5 41,2 - 11,3 1,0 Van Soest Quesada et al., 2004
Cv. Camerron+leg

(colmo)

P.purpureum, Schum. - 46,3 30,2 - 8,7 3,2 Van Soest Quesada et al., 2004
Cv. Camerron (folha)

P. purpureum, - 52,9 40,1 - 10,7 0,9 Van Soest Quesada et al., 2004
Schum. Cv. Camerron

(colmo)

P.purpureum, Schum. - 41,9 27,5 - 8,9 5,5 Van Soest Quesada et al., 2004
Cv. BAG 02+N (folha)

P. purpureum, - 53,6 41,1 - 10,9 1,6 Van Soest Quesada et al., 2004
Schum. Cv. BAG 02+N

(colmo)

P. purpureum, - 45,9 29,5 - 9,6 6,8 Van Soest Quesada et al., 2004
Schum. Cv. BAG

02+leg (folha)

P.purpureum, Schum. - 55,5 39,7 - 12,9 3,0 Van Soest Quesada et al., 2004
Cv. BAG 02+leg

(colmo)

P.purpureum, Schum. - 53,1 40,6 - 10,9 1,6 Van Soest Quesada et al., 2004
Cv. BAG 02 (colmo)

P. purpureum, - 43,3 27,8 - 8,3 7,1 Van Soest Quesada et al., 2004
Schum. Cv. Roxo

(folha)

P. purpureum, - 54,0 38,9 - 12,8 2,3 Van Soest Quesada et al., 2004
Schum. Cv. Roxo

(colmo)

P. purpureum, - 43,9 29,4 - 8,8 5,8 Van Soest Quesada et al., 2004
Schum. Cv. BAG 02

(folha)

P. purpureum, 61,6 32,6 19,8 28,9 3,6 9,3 Van Soest Tessema & Baars, 2004
Schum. Cv. Napier
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Tabela 2C. Composicdo do capim-elefante descrita fiteratura.

Genotipos Capim- FON  FDA Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
(% (% (% Método Utilizado Referéncia
lefant %M % MS % MS
elefante MS)  MS) (% MS) (% MS) (% MS) MS)

P. purpureum, 76,9 56,2 47,3 20,7 7,6 - Van Soest Benedetti et al., 2008
Schum. Cv. Napier
P. purpureum, 84,8 62,7 50,5 22,1 10,7 5,2 Van Soest Lopes et al., 2009
Schum. Cv. Napier
P. purpureum, 69,7 38,0 35,0 31,7 3,0 - Van Soest Brandon et al., 2011
Schum. Cv. Bermuda
P. purpureum, 67,4 41,6 39,2 25,8 2,4 - Van Soest Brandon et al., 2011
Schum. Cv. Napier
P. purpureum, - - 36,0 20,5 20,8 8,5 Lignina de Klason Menegol, 2012
Schum. (NREL/TP-510-42618)
P. purpureum, 64,7 39,0 34,4 25,7 4,6 - Van Soest Chenetal., 2012
Schum. Cv. Napier
P.purpureum, Schum. 73,6 40,6 33,1 - 3,1 - Van Soest Singh et al., 2012
Cv. Napier
P. purpureum, - - 32,9 36,5 3,6 0,3 Van Soest Wongwatanapaiboon
Schum. Cv. Napier etal., 2012
P. purpureum, - - 35,6 34,2 3,7 0,1 Van Soest Wongwatanapaiboon
Schum. Cv. Mott etal., 2012
P. purpureum, - - 32,0 31,1 3,1 1,7 Van Soest Wongwatanapaiboon
Schum. Cv. King etal., 2012
Napier
P. purpureum X P. - - 33,9 35,1 3,6 0,2 Van Soest Wongwatanapaiboon
americanum etal., 2012

A elevada quantidade de celulose apresentada pglonelefante aparece como
fator primordial para o incentivo a producdo denetautilizando essa matéria-prima como
fonte de biomassa. Outra caracteristica importénte fato do capim-elefante poder ser
cultivado em areas que nao seriam propicias ppradacao de cana-de-acucar, assim como a
boa integracdo com a producédo de alimentos e altuarodutividade quando comparada a
cana-de-agucar, sendo que enquanto a cana-de-daedtarma produtividade de 27 ton de
massa seca por hectare em um ano, o capim-elefaatm a produzir acima de 40 ton de
massa seca por hectare, o que corresponde tambéwnbem da biomassa produzida pelo
eucalipto (Maraforet al., 2012).
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2.6Pré-tratamento da biomassa lignocelulédsica

O pré-tratamento dos materiais lignocelulosicossemcial para a bioconverséao, pois
esses materiais apresentam diversas barreirasasfisie quimicas que inibem
consideravelmente os processos de hidrélise e feag@&o (Ramos, 2003). Considerando
essas barreiras, os pré-tratamentos objetivam damen area superficial, reduzir a
polimerizagao e cristalizagdo da celulose, modifma remover a hemicelulose e lignina,
facilitando assim a atividade quimica das enzimas@dos na hidrdlise, resultando em um
maior rendimento da conversdo de acuUcares fernvévees (Figura 14) (Cassales, 2010;
Kumaret al., 2011).

Lignina
/Celulose - ,\' .
| e o
"j%\ // ,L;:?.
Pré-tratamento ;(\' -;g \
—_— /.\.),

=e .

X §

e
N
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Figura 14. Alteracdes estruturais na microfibrila @lulésica ocasionadas pelo pré-tratamento, seguidas
pela hidrélise enzimatica (Canilhaet al., 2009).

Tendo em vista que as concentracoes de hemicelaltgaina variam conforme a
fonte de origem da biomassa e os diversos outtosefaque contribuem para isso, torna-se
dificil obter um método de pré-tratamento que as€dgquado para todos os tipos de materiais
lignocelulosicos (Hamelinclet al., 2005; Silva, 2009; Alvirat al., 2010; Menon & Rao,
2012). O pré-tratamento consiste numa das etap#@s nelavantes em termos de custos
diretos, influenciando consideravelmente tambémcustos das etapas que precedem e
sucedem o processo, bem como o0s custos de maténza-@ de capital (Mosieat al, 2005;
Balat et al., 2008). Deste modo, o pré-tratamento deve senit@seficiente em termos de

rendimento, seletividade, funcionalidade, simphdd operacional, seguranca e higiene
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industrial e atributos ambientais, ter um reduzidasumo de insumos quimicos, energia e
utilidades, evitar a formacao de subprodutos, nexjusixo investimento e custo operacional
(Alvira et al., 2010; Santost al., 2012; Menon & Rao, 2012).

Durante as Uultimas décadas, varias abordagens iém dilizadas para o
desenvolvimento de pré-tratamentos de baixo cumt® @ liberacdo dos acucares da celulose
e hemicelulose. Estudos de diferentes pré-tratamagmiblicados na literatura sdo descritos
em termos dos mecanismos envolvidos, vantagenswamagens (Quadro 1) e avaliagéo
econdmica (Menon & Rao, 2012).

Quadro 1. Vantagens e desvantagens de diferentes égratamentos em biomassa lignocelul6sica
(adaptada de Mosieret al., 2005; Balat, 2011; Menon & Rao, 2012; Sant@sal., 2012).

Pré-tratamento | Classificacdg Vantagens Desvantagens

Mecéanico Fisico Reducdo de cristalinidade gdalto consumo de energia

(moinho) celulose

Acido Diluido Quimico Hidrdlise da hemicelulose a xilogPificil recuperacdo do &cidp,
e outros acucares, alteracdo|darrosivo, alto custo, formac#o
estrutura da lignina de substancias toxicas

(inibidores)

Alcalino Quimico Remocdo da hemicelulose |leongos tempos de residéndgia,
lignina, aumento da 4&reado se pode recuperar 0s sais
superficial

Ozondlise Quimico Reducdo do teor de lignina, n&dto custo, necessidade (e
produz substancias toxicas grande quantidade de 0z6nio

Organosolv Quimico Hidrolise da hemicelulose |&lto custo, necessidade (e
xilose, efetiva deslignificacdo |recuperacdo do solvente

Bioldgico Bioldgico Baixo consumo de energi{®@erda de celulose, baixa
efetiva deslignificacdo velocidade de hidrélise

Exploséo aFisico- Aumento da é&rea superficiagRerda de parte da xilose,

Vapor Quimico degradacdo da hemicelulosmmpimento incompleto da
alteracdo da estrutura da ligninaatriz carboidrato-ligning,
custo-beneficio geracdo de compostos toxi¢os

(inibidores)

AFEX (ammonig Fisico- Aumento da area superficiaRecuperacdo da amoénia, nd¢ é

fibre explosion) |Quimico remocdo parcial de lignina |efetivo para biomassas com 4lta
hemicelulose, nao produzoncentracdo de lignina
compostos inibidores

Hidrotérmico Fisico- Remocdo da  hemicelulog®&Jenor remocao de lignina

(dgua) Quimico aumento da area superficial

Em geral, os pré-tratamentos podem ser divididospeonessos quimicos, fisicos,
bioldgicos e ainda uma combinacdo desses procé8gher et al., 2011; Menon & Rao,
2012). Entre os pré-tratamentos fisicos pode-g& aitmoagem, a variacdo de temperatura
(altas temperaturas, congelamento, descongelameat@cao de presséo, extrusao, secagem

e a irradiacdo (raios gama, feixe de elétrons,ovodas, etc.) sendo que para cada um deve-
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se avaliar sua real efetividade (Knauf & Moniruzaam2004; Menon & Rao, 2012). Os pré-
tratamentos fisicos aumentam a area superficiadcffspa e diminuem tanto o grau de
polimerizacdo quanto a cristalinidade da celulosgb6r et al., 2011). Porém estes pré-
tratamentos exigem, normalmente, grande quantidadenergia, sdo de elevado custo e
empregam meios puramente mecanicos para reduzimanho das particulas da matéria-

prima, aumentando assim sua area superficial (lehser 2002).

Os pré-tratamentos biolégicos resultam em umagteitiacdo parcial da biomassa
lignocelulésica usando microrganismos especific@sa pa degradacdo da lignina e
hemicelulose, tais como fungos e bactérias (Ra@@83; Alviraet al., 2010). Esses séo
vantajosos por ndo necessitarem de adicdo de psodutimicos poluentes, ndo gerarem
residuos causadores de poluicdo ambiental e denemmdaaixas quantidades de energia
(Camassola, 2007). A degradacado da lignina pordsime podriddo branca é a mais eficaz
para o pré-tratamento bioldégico de materiais lighddésicos e ocorre através da acéo de
enzimas que degradam a lignina como as peroxidasesses (Pagt al., 2005; Okanet al.,
2005; Camassola & Dillon, 2009; Alviet al., 2010). Resultados promissores da reduc¢ao do
teor de lignina ja foram relatados, porém a bioaégcdo da lignina € um processo muito
lento, sendo considerado viavel apenas se foraaiem conjunto com outros metodos

fisicos e quimicos (Ramos, 2003).

Os pré-tratamentos quimicos tem se baseado em oségoe tém sido amplamente
utilizados na industria do papel para a desligagdm de materiais lignocelulésicos para
produzir produtos de papel de alta qualidade (Me&oRao, 2012). Os pré-tratamentos
quimicos utilizando acidos, peréxidos, solventgganicos, liquido iénicos, etc., atuam no
material lignocelulésico possibilitando o aumento tdmanho dos poros, solubilizando a
lignina, a hemicelulose e também a celulose, e atando a area superficial (Wel al.,
1994; Menon & Rao, 2012). A base e o acido maizatios em pré-tratamentos séo
hidroxido de sédio (NaOH) e o acido sulfarico,84y), respectivamente (Mosiest al.,
2005).

De modo geral, a combinacdo dos processos fisicpsneicos geram os resultados
mais promissores (Ramos, 2003). Para Carlhal. (2009) o pré-tratamento ideal deveria
maximizar a digestibilidade enzimatica, gerar uneada de acgucares minima, otimizar a
producdo de subprodutos, ndo necessitar da adeaeadentes que pudessem inibir as

enzimas e microrganismos na hidrélise e fermentagipectivamente, minimizar o uso de
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energia, reagentes e equipamentos, e por fim, wsnpdotos mais importantes, permitir a
transposicao para a escala industrial. Entre osepsos de pré-tratamento, cabe destacar a
utilizacdo de &cidos diluidos, a explosédo a vaggplosdo da fibra com amonia (AFEX) e 0

hidrotérmico.

O pré-tratamento utilizando acidos muitas vezeha@nado apenas de tratamento
uma vez que ja realiza também a hidrélise do natéBalbe & Zacchi, 2002). O pré-
tratamento com acidos pode ser feito utilizandal@iconcentrados ou diluidos, sendo
conduzido a elevadas temperaturas quando o acdimido e em baixas temperaturas em
processo com acidos concentrados (Balat, 2011gnPoacidos concentrados séo toxicos,
perigosos, corrosivos, requerendo assim reatosestartes a corrosao. Além disso, apos a
hidrdlise, os acidos concentrados devem ser readpsra fim de tornar o processo viavel
economicamente. Sendo largamente utilizado pafdu@s agricolas, este tratamento faz uso
de &cidos diluidos como o cloridrico, nitrico, fogfo e principalmente o sulfurico (Ramos,
2003; Mosieret al., 2005; Agboret al., 2011). No pré-tratamento o acido diluido € mesdor
ou posto em contato com a biomassa e a misturanédaa temperatura de 140-220 °C por
periodos que variam de segundos a minutos (Meisétr, 2005; Agboet al., 2011).

O pré-tratamento com acido diluido libera oligbnseeomonossacarideos afetando a
reatividade dos polimeros de carboidratos da bisan@slosieret al., 2005; Agboret al.,
2011). Dependendo da severidade do pré-tratamestagicares podem ser convertidos em
aldeidos, tais como furfural e 5-HMF (Agber al., 2011). Entre as vantagens do uso de
acidos diluidos em pré-tratamentos podem-se c#aelevadas velocidades de reagcédo e a
melhora significativa da hidrolise da hemicelulesda celulose, em funcdo da variacdo da
severidade do pré-tratamento (Aglebal., 2011). Entre as desvantagens, estdo os problemas
da fermentagcdo devido a presenca de inibidores,cakto em relacdo a outros métodos de
pré-tratamento fisico-quimicos, tais como explasdapor e AFEX, a corrosdo causada pelo
acido sendo necessaria a utilizacdo de materids nesistentes, que também sdo mais caros,
na construcdo dos equipamentos (Mosteal., 2005; Agboret al., 2011; Banerjeet al.,
2011).

A explosao a vapor € um dos pré-tratamentos maisiados (Ramost al., 1992;
Galbe & Zacchi, 2002) e, em seu principio, € umoahétde pré-tratamento que pode causar
desintegracdo do material, criando assim uma grauogerficie em que o complexo de

enzimas que hidrolisam a celulose pode agir. Sanaimente, a hemicelulose € separada
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durante o processo de explosdo a vapor, facilitemdacessibilidade para as enzimas e
valorizando a degradacdo da lignocelulose (Sieghl., 2009). Nesse pré-tratamento, a
biomassa fica exposta ao vapor de agua pressure&dmpidamente despressurizado. Essa
rapida despressurizacdo rompe a estrutura da Bamashidrolisa os grupos acetil da
hemicelulose, solubilizando a hemicelulose (El-Zawat al., 2011). A biomassa é tratada
com vapor saturado com temperatura entre 140 °@0e°@ e pressao de 5,9 a 33,6 atm
durante um periodo que varia de 1 a 15 min. Nessagdicoes fibras reativas sdo obtidas,
podendo chegar a 90 % de conversdo, havendo, pbeéra recuperacdo de pentosanas e
producdo de componentes que inibem os processbsdddise enzimética e fermentagéo
(como furfural e 5-HMF), sendo necesséria uma fdegicacdo” para aumentar a
fermentabilidade dos hidrolisados lignocelulosioa® combustiveis e outros produtos
quimicos (Laseet al., 2002; Ramos, 2003).

O pré-tratamento de explosdo a vapor pode serzaealicom ou sem adicdo de um
catalisador acido. Se nenhum catalisador acido emag@ adicionado a biomassa, o preé-
tratamento com vapor é conhecido como auto-hidr@is catalisador acido responsavel pela
quebra das ligacoes glicosidicas depende princgrabrdos 4cidos que sédo formados a partir
da propria biomassa. Embora o acido acético formagatartir de hemiceluloses acetiladas tem
sido considerado o catalisador acido da auto-hg#rdloutros acidos, tais como o acido
formico e &cido levulinico também sdo produzidosgpaem desempenhar um papel
importante na eficacia do pré-tratamento (Ramo33R0

A explosdo da fibra com aménia (AFEX) é um préamanto que envolve a
utilizacdo de amonia liquida e a exploséao a vadamelincket al, 2005; Balagt al., 2008),
onde o material lignocelulésico € submetido aoairento com amoénia liquida em alta
temperatura (entre 70 °C e 200 °C) e pressao (éh)Beatm e 27,2 atm), com uma
subsequente descompressao rapida, semelhanteoddxple vapor, 0 que causa uma rapida
sacarificacdo do material (Bakt al., 2010; Balat, 2011). Este processo descristaliza a
celulose, hidrolisa a hemicelulose, remove e dasgoiza a lignina, e aumenta o tamanho e o
namero de microporos na parede celular, aumentaigioficativamente a velocidade da
hidrolise enziméatica (Bal al., 2010). Entre as principais desvantagens do AFEX @ alto
custo associado, a formacdo de compostos de iaibjcdmo furfural e 5-HMF) pela
degradacdo dos carboidratos, a baixa eficiéncidbiemassas com altas concentracdes de
lignina e as preocupacfes ambientais com a evamrdg amonia (Mosiegt al., 2005;

Agboret al., 2011).
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2.6.1 Pré-tratamento hidrotérmico

O método hidrotérmico utiliza como principio o w® agua, no estado liquido ou
gasoso ou ambos (Lasaral., 2002), em temperaturas e pressoes elevadas. NesshsOes
a agua tem suas propriedades quimicas modificaasr pK, da agua é afetado pela
temperatura de modo que o pH da agua pura a 209 ¢&ca de 5,0; b) a agua tem uma
constante dielétrica anormalmente elevada que peguie as substancias idnicas dissociem
(Mosieret al., 2005). Com essas alteragdes, a agua € capanekegoana estrutura celular da
biomassa, hidratar a celulose e clivar as ligagiies e éster favorecendo a hidrolise da
hemicelulose e sua remocéo (Silva, 2009; Demirb&ugta, 2011; Silva, 2012).

A &gua remove a hemicelulose do material lignodslub através de uma
combinacdo de dissolu¢do e auto-hidrolise em temyras variando de 120 °C a 200 °C
(Weill et al., 1994), sendo que essa remog¢ao de hemicelulose ghejar a ser de 100 %
(Mosier et al., 2005). Nas temperaturas na faixa de 180 a 22CefCgcurtos periodos de
reacao, além da dissolucédo da hemicelulose em dgeientes quantidades de lignina podem
ser extraidas (de 35 a 60 % do total de lignina)gisret al., 2005; Silva, 2009). Em meio
aquoso, a lignina sofre tanto degradacédo quantimegrizacéo, sendo a fracao de lignina
solubilizada dependente das condi¢cdes operaciends matéria-prima. Esta solubilizacéo
envolve tanto a quebra da ligacdo lignina-carbtodcaianto a reacédo de despolimerizacéo
(Garroteet al., 1999; Wormeyeet al., 2011; Silva, 2012). Ainda, com o0 aumento do tempo
da temperatura de reacao, o grau de polimerizag@eldlose pode diminuir, podendo-se ter
uma perda de até 22 % do total de celulose prefdotgeret al., 2005; Silva, 2009).

Os pré-tratamentos hidrotérmicos sdo tanto favdosciquanto prejudicados pela
clivagem das ligacoe®-acetil e de acido urbnico da hemicelulose geraasiim acido
acético e outros acidos organicos. A liberacdo edesicidos contribui para catalisar a
formacdo e a remocao de oligossacarideos. No en@asipolissacarideos e especialmente a
hemicelulose podem ser hidrolisados a acuUcares mménmps, que apds sdo parcialmente
degradados a aldeidos pela acdo desses acidos.al@los, principalmente furfural e o 5-

HMF, séo inibitorios para a fermentacédo microbi@viasieret al., 2005).

Este pré-tratamento € considerado por alguns autoreprocesso puramente fisico
por ndo ser adicionado nenhum tipo de reagenteicuiaém da propria agua (Hamelinetk
al., 2005; Mosieret al., 2005), enquanto que outros autores, consideraadmracteristicas
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alteradas da prépria agua assim como os produtoméioms durante o processo, classificam
esse processo como fisico-quimico (Balat, 2011;dviéh Rao, 2012).

Esse processo mostra ter potencial para prodimzasfireativas, recuperar boa parte
das pentosanas e ainda produz pouco ou nenhum nentpajue possa Vvir a inibir as etapas
seguintes (Silva, 2009; Agbetal., 2011). Para Homrict al. (2010), que iniciaram estudos
sobre o pré-tratamento hidrotérmico no capim-etefasutra vantagem deste pré-tratamento é
que ndo h4 a necessidade de separagdo postereagdmtes, 0 que ocorre em outros tipos de
pré-tratamento. A ndo utilizacdo de reagentes aaidicalcalinos implica ainda em nao haver
necessidade de trabalhar com reatores altameigterntges a corroséo e elimina a necessidade
de lavar ou neutralizar a biomassa pré-trataddptem vista a utilizacdo exclusiva de agua, o

gue diminui os custos do processo como um tododAglal., 2011; Santost al., 2012).

Em seu trabalho Homriclet al. (2010) estudaram os efeitos da variacdo de
temperatura, tempo, granulometria e meio de ptérranto, variando cada um em dois
niveis. Entre as conclusdes observaram que a grastria da biomassa € o fator que menos

interfere em sua conversao a etanol.

Toscan (2010) realizou testes em duas condicOdendpo e temperatura de pre-
tratamento hidrotérmicos no capim-elefante, sensktase5 e 30 min e 120 e 220 °C,
respectivamente. Verificou-se que o0s resultadoss n@bmissores foram obtidos na

temperatura maxima e no menor periodo de tempo.

Kuhnel et al. (2011) testaram o pré-tratamento hidrotérmicoizatido como
biomassa a polpa de beterraba. Os testes foraimadad nas temperaturas de 120 °C, 140 °C
e 170 °C. Paralelamente aos pré-tratamentos hidrizi@s, a polpa de beterraba foi
submetida a pré-tratamentos utilizando acido dobfudiluido nas mesmas temperaturas de
operagdo do hidrotérmico. Foi concluido a partgseés testes que a 140 °C o pré-tratamento
hidrotérmico seguido de digestdo enzimatica pemmitna hidrolise rapida e eficiente da
polpa de beterraba, onde mais de 90 % da celutogedrolisa em 24 h, mesmo utilizando
menores concentracdes de enzimas que outros toabehnesentam. Verificou-se ainda que o
processo nao resultou em perda de biomassa e ngodatao de compostos inibidores.

Uma pesquisa de otimizagdo do pré-tratamento léidrmto em palha de trigo para
uma planta piloto foi realizado por Petergeal. (2009). Os autores testaram as temperaturas

de 185, 195 e 205 °C em tempos variados de 6 aifi2armpara a comparacdo entre as
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diferentes condicbes de pré-tratamento utilizaranseseridade, conforme descrita por
Overend e Chornet (1987), como parametro. Levamdocensideracdo a recuperagdo da
hemicelulose, da celulose nas fibras, e a convas@anol e comparando os resultados de
cada pré-tratamentos, os autores relatam que ampaps 6timos de pré-tratamento para este
conjunto foram a 195 °C por 6 e 12 min. Nessas i¢oed, aproximadamente 70% das
hemiceluloses foram recuperadas, 93-94 % da celufos recuperada nas fibras e
aproximadamente 89 % da celulose nas fibras paodeoswertida em etanol por misturas
comerciais de celulases - aumentando para aproamate 92 % quando foi feita a adicao

de uma xilanase comercial (Peterseal., 2009).

Laseret al. (2002) realizaram um estudo comparando o préntietéo hidrotérmico
em bagaco de cana-de-acUcar utilizando vapor da sgwrado e agua no estado liquido
também saturada. Os pré-tratamentos foram reakzehoreator de batelada de 25 litros, em
temperaturas variando de 170 a 230 °C e temposald6Lmin. A concentracdo de solidos
durante o pré-tratamento variou de 1 a 8 % pan@oepso com agua no estado liquido e foi
maior de 50 % nos pré-tratamentos com vapor da. #&pés o pré-tratamento foi realizado
sacarificagdo e fermentacdo simultanea (SSF)zanidlo celulases dérichiderma reesel
suplementado comfrglucosidade &accharomyces cerevisiae. Foi observado que a conversao
do SSF, a dissolucdo da xilana, a concentracdouderdl e a inibicdo do hidrolisado
aumentam, enquanto a recuperagao de xilana e arpidugm, em funcdo do aumento da
concentracdo de solidos na utilizacdo de 4guaaskturo estado liquido. Observou-se ainda
que a inibicdo da fermentacdo aumenta com o aundentoncentracdo de furfural tanto para
a utilizacdo de agua no estado liquido quanto temlesyasoso, sendo a inibicdo maior de 89
% quando a concentrac&o de furfural é maior que @/1'. Os autores relatam que utilizacao
de 4gua saturada no estado liquido foi pré-trattormaais promissor, isso porque, ambos 0S
meétodos apresentaram potencial para produzir filgasvas, mas a utilizacdo de agua no

estado liquido proporcionou uma melhor recuperdgfxilana.

Xu et al. (2010) investigaram o pré-tratamento hidrotérngoopalha de milho em
um reator de circulacdo na temperatura de 195 °@empos variando de 10 a 30 min. Apés
0 pré-tratamento, a fase sdlida insoluvel foi sagarda fase liquida, sendo que glucana e
xilana foram encontradas em ambas as fases. Alé&yHMF e furfural, cidos acético, latico
e férmico também foram encontrados na fase ligypdeém os compostos detectados néo
apresentaram efeito inibidor na atividade da lexee@accharomyces cerevisiae. A melhor

condicdo de pré-tratamento foi determinada em C9pct 15 min.
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2.7Hidrélise

A reacdo de hidrolise pode ser catalisada por ac{g@ quimica), diluido ou
concentrado, e por enzimas (via bioquimica) (Belat., 2008). A variacdo de eficiéncias
desses dois métodos depende das condi¢cdes de emddano tipo de biomassa e as
propriedades dos agentes hidroliticos (Sukumataal., 2009). A Figura 15 representa a
reacdo de hidrolise em um polissacarideo.

meio dcido ou enzimdatico

(CsH 19O5 Jn+nH >0 nCsH ;504

Figura 15. Reacao de hidrdlise de polissacarideodBt et al., 2008; Arredondo, 2009).

A hidrélise acida é uma das tecnologias mais amtigamais aplicada para a
conversdo de lignocelulose em acucares fermenesciMa hidrélise &cida, o acido mais
utilizado é o acido sulfarico @$0,) devido ao seu baixo custo e grande disponibiédad
(Arredondo, 2009), porém a mesma pode ser realicaniaoutros acidos como o cloridrico,
sulfuroso, fluoridrico e nitrico. Existem dois t§pbasicos dos processos de hidrélise acida
comumente utilizados, a hidrélise com acido diluédmom acido concentrado (Balat & Balat,
2009). As temperaturas do processo variam, sentiadas temperaturas baixas para os
acidos concentrados e temperaturas altas (200 2@4Para os acidos diluidos (El-Zawawy
et al., 2011). A conversao da hidrélise acida varia ebB@ree 90 % (Jones & Semrau, 1984;
Wyman, 1996).

Em muitos processos as enzimas séo preferiveisdeidss, uma vez que sao
biocatalisadores especificos, podem operar sobigieslde reacdo muito mais suave, nao
exigindo equipamentos resistentes a corrosédo; nddupem produtos indesejaveis, como
furfural e 5-HMF, que inibem a fermentacédo e sadiantalmente corretas (Howaetlal.,
2003; Camassola, 2007).

No processo enziméatico a hidrélise da celulosetadlisada por enzimas especificas
denominadas enzimas celuloliticas ou celulasesaSR009; El-Zawawyet al., 2011). A
hidrolise enzimética aparece como uma opc¢ao promaisprincipalmente em termos de
diminuicdo dos custos totais devido as condi¢coeded®eratura (entre 45 e 50 °C) do
processo, economizando assim energia para o acgmone, também por ndo haver
problemas com corrosao (Bakital., 2008). O principal custo da hidrélise enzimaadada
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sao as enzimas. Para resolver este problema dévessiados estdo sendo realizados buscando
o entendimento de enzimas e proporcdes de apliqgeepy@oo desenvolvimento de coquetéis
enzimaticos eficientes e econdmicos. A solucacedaesiblema torna-se ainda mais dificil ao
se considerar a grande variacdo de composicao ifererdes materiais lignoceluldsicos
existentes e que cada um desses responde de famteulpr a utilizagcdo de cada pré-
tratamento, sendo entdo necesséarias enzimas caoggaem as diferencas (Banergeal.,
2010). Uma solucéo possivel, proposta por Banetjed. (2010), € o desenvolvimento de
coquetéis enzimaticos de aplicacdo a uma determinadmbinacdo de pré-
tratamento/biomassa e para isso, estudam o desangaoto de um processo capaz de
otimizar rapidamente a obtencdo de coquetéis denaazanulticomponentes para liberagédo de
glicose e xilose de uma variedade de diferentesdo@mndes pré-tratamento/biomassa. Outro
fator que afeta a produtividade e a velocidaddahae hidrolise enzimatica da celulose é a
concentracdo do substrato. Aumento na concent@g&ubstrato, normalmente resulta em
aumento do rendimento e da velocidade de reacabidialise. No entanto, uma alta
concentracdo de substrato pode causar a inibigdozindo substancialmente a velocidade de
hidrolise. A dimensé&o da inibicdo do substrato ddpeda relacédo do total de substrato e do
total de enzima. Um aumento na concentragcdo demeszno processo resolveria este
problema, porém isto aumentaria significativamersteustos do processo (Gregg & Saddler,
1996).

2.7.1 Hidrélise enziméatica: celulases

As celulases sdo enzimas que constituem um compiey@az de atuar sobre
materiais celuldsicos, promovendo sua hidréliséec®nsideradas como uma ferramenta em
potencial para sacarificacdo industrial de biom#Ssaghet al., 2009; Castro, 2010). Essas
enzimas sdo biocatalisadores altamente espectfimatuam em sinergia para a liberacdo de
acucares, dos quais glicose € o que desperta mtogsse industrial, devido a possibilidade
de sua conversdao em etanol (Castro, 2010). As aszido complexo celulolitico séo
hidrolases que clivam ligacdes glicosidicas. Dewddmia acdo hidrolitica, as celulases atacam
diretamente a estrutura da celulose, causando mkydamassa e diminuindo seu grau de
polimerizacdo. As celulases sédo proteinas sens&eisidancas de pH e de temperatura.

Especialmente em pH alcalino e a temperaturas adar&0° C, elas desnaturam e perdem a
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sua atividade catalitica (Andreaus, 2001).

A classificacdo das celulases, de acordo com seal ke atuacdo no substrato
celulésico, as divide em trés grandes grupos: @atig-glucanases (EC 3.2.1.4); ekd-4-
glucanases (EC 3.2.1.91); fel,4-glucosidases (EC 3.2.1.21) (Figura 16) (Medi@97;
Dillon et al., 2008; Castro, 2010). As endoglucanases sédo pegp@sara iniciar o ataque
aleatoriamente em varios locais internos nas regiieorfas da fibra de celulose abrindo
esses locais para o ataque subsequente pelas exmages. As exoglucanases sao o principal
componente do sistema de celulases de fungos dargatio de 40-70 % das proteinas totais
capazes de hidrolisar a celulose altamente cnstalAs exoglucanases removem o0s
monossacarideos e dissacarideos do final da cddeggicose. AB-glucosidase hidrolisa a

celobiose e oligossacarideos soluveis a glicosev@rtbet al., 2003).
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Figura 16. Atuagdo das enzimas celulases sobre atnmceluldsica (Silva, 2012).
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Quando atuam conjuntamente, as enzimas do compkutolitico apresentam um
rendimento melhor do que a soma dos rendimentosidodis, ou seja, quando atuam

isoladamente umas das outras. Tal efeito € defeodwo sinergia.

As celulases sdo encontradas em secrecdes de gaitisimos, como fungos e
bactérias, e estdo presentes também no sistensdligale algumas espécies de gastropodes
(Kubiceket al., 1993; Rolle, 1998). Ja em 1976 uma colecéo ds dwil4 000 fungos, que
foram ativos contra a celulose e outras fibras lingis, foram coletados. Apesar da
impressionante cole¢cdo de microrganismos lignockfigos apenas alguns foram estudados e
principalmente oTrichoderma reesei e seus mutantes sdo amplamente utilizados para a
producdo comercial de celulases e hemicelulasiessésda, em parte porqueloreese foi
um dos primeiros organismos celuloliticos isoladmsgda na década de 1950, e que serviu de
organismo modelo para os estudos de celulasesertdeforma influenciou que os processos
de producéo industrial de celulase tenham sidondesgdos com este organismo ao longo
dos anos em varios paises (Howetrdl., 2003). Este sistema contém grande quantidade de
endoglucanases e exoglucanases que correspondgroxanmadamente 80% do total de
proteina secretada, porém sua atividadeB-gdgucosidase € muito baixa. No entanto, 0s
complexos de celulases secretadas por fungos deraBenicillium sdo conhecidos por

exibir as atividades relativamente elevadaB-giicosidase (Martinet al., 2008).

Singhet al. (2009), apo0s a triagem para um grande numero lteras; selecionou
uma linhagenPenicillium como uma fonte de celulases com alta atividadé glacosidase.
Os autores relatam uma comparacdo do desempenhddrmddise utilizando celulases de
Penicillium e uma celulase comercial (AccelleraseTM 1000®audimpdo Trichoderma reesel
geneticamente modificado. Em virtude da atividade-@jlucosidase alta no complexo de
celulases déPenicillium, a hidrélise rendeu maior propor¢do de glicose camprincipal
produto final.

No géneroPenicillium, o P. echinulatum tem sido identificado como um candidato
em potencial para a producdo de celulase porqueaacapacidade secretora € quase
equivalente as melhores estirpes de fungos remstaal literatura (Dilloret al., 1992; Dillon
et al., 2006; Camassola & Dillon, 2010; Dilla@ al., 2011; Pereirat al., 2013). O complexo
enzimético celulases apresenta maior atividade ein apido, estabilidade de 50°C
(Camassola&t al., 2004), maior proporgédo deglucosidase e FPA queToreesa (Martinset

al., 2008); aléem dissd;. echinulatum apresenta producédo simultanea de celulases easdan
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(Camassola & Dillon, 2010) - condi¢cdes que favemeca hidrélise enzimatica de

lignoceluldsicos.

2.8Fermentacéo alcodlica

Uma grande variedade de microrganismos como bastériungos, podem fermentar
carboidratos a etanol em condi¢cbes anaerdbias.f&em isso para obter energia e crescer
(Hamelincket al., 2005).

Métodos para fermentacdo de hexoses ja sdo cookebd mais de 6000 anos,
quando os sumérios, babilénios e egipcios comecaraperfeicoar e descrever o processo de
producdo de cerveja a partir de grédos (amido). iNal flo século XIX tornou-se possivel
liberar os agucares dos materiais lignocelulosieps, partir disso, a conversédo das pentoses
também passou a ser alvo de pesquisa, pois ele@eseapam uma percentagem elevada dos
acucares disponiveis nesse material. Assim sendapacidade de recuperar e fermentar as
pentoses a etanol € importante para a eficiéneeoaomia do processo (Hamelinekal,
2005). De acordo com as reacodes (Figura 17), ommarendimento teorico é de 0,51 kg de
etanol e de 0,49 kg de diéxido de carbono por kgglear (Hamelinckt al, 2005, Balatt
al., 2008).

CsH 20O — 2C>,HsOH + 2CO» (a)
3CsH;00O5 — 5C,H5;0H + 5CO» (b)

Figura 17. Reacado de fermentacdo de hexoses (a)eagdo de fermentacdo de pentoses (b) (Hamelinek
al., 2005; Balatet al., 2008).

Os parametros importantes para uma fermentagdoas@amperatura, o pH, a
tolerancia ao produto (etanol), velocidade de amesato, produtividade, tolerancia osmotica,

especificidade, rendimento, estabilidade genéticdeeancia ao inibidor (Balat, 2011).

O microrganismo mais utilizado para a fermentac@&o ethnol em processos
industriais é a levedur@accharomyces cerevisiae, que provou ser muito robusta e adequada
também para a fermentagdo dos hidrolisados ligotisetos. As fermentagcbes cof
cerevisiae sao normalmente realizadas a pH 5,0 e a 30 °di(&alkt al., 2001).S cerevisiae

pode facilmente fermentar hexoses, mas € incapaterdeentar xilose, pois ndo possui
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enzimas que convertem xilose em xilulose. Levedoadsralmente fermentadoras de xilose
tais comaPichia stipitis, Candida shehatae e Candida parapsilosis, podem metabolizar xilose
através da acao da xilose redutase que conveotexa@m xilitol, e a xilitol desidrogenase que
converte o xilitol a xilulose (Zaldivat al., 2001; Balat, 2011).

Bactérias tal com@ymomonas mobilis, Escherichia coli e Klebsiella oxytoca, tém
atraido particular interesse devido a sua rapidaeetacdo, que pode ser de minutos em
comparacao com horas para leveduras e fungos (keket al, 2005; Balat, 2011)Z.
mobilis, uma bactéria Gram-negativa, € bem conhecida quelacapacidade de produzir de
forma eficiente altas taxas de etanol a partirld®se, frutose e sacarose. Quaadonobilis
e S cerevisiae sdo comparadas em termos de eficiéncia para agiodie etanol a partir de
glicose e amido hidrolisado, um maior rendimentabgéervado pard. mobilis, que tem um
rendimento tedrico de 97% (Zaldivatral., 2001; Balat, 2011).

Os microrganismos responsaveis pela fermentacanpsdr inibidos por compostos
derivados do hidrolisado como o furfural e 5-HMFgmados da degradacdo dos agucares,
pentoses e hexoses, respectivamente; acido aeééicmlo formico que séo liberados durante
0 pré-tratamento; alcodis fendlicos, acidos e diueiiberados pela degradagdo da lignina;
compostos inorganicos, originados a partir de bgsadenhosa e do préprio reator de pré-
tratamento. Esses inibidores afetam a fisiologial@aeem geral e, muitas vezes, resultam na
diminuicao da viabilidade, produtividade e renditoetle etanol. Ens. cerevisiae, a inibicao
da fermentacgéo por furanos, acidos alifaticos epomtos aroméaticos ja foi estudada (Larsson
et al., 1999; Zaldivaret al., 2001; Sehnenat al., 2013), enquanto que e mobilis varios

compostos alifaticos e aromaticos foram estudadaisliaret al., 2001).

Os mecanismos de inibicdo séo diferentes conforesratura quimica do inibidor
(Zaldivaret al., 2001). Por exemplo, em leveduras, a toxicidadefdmldeidos € detectada
sobre o metabolismo, aumentando a fase lag deiroeso, e também sobre a producédo de
metabdlitos. Esses efeitos aumentam de acordo caumento da concentracdo do furaldeido
(Sehnenet al., 2013). As maiores concentracdes de furaldeidobgérvadas sdo de 5 g.L
de furfural na hidrolise de bagaco de cana-de-acéicatrabalho de Aguilaet al.(2002),
enquanto que 5-HMF pode ser acumulado em até &api_hidrolisados de madeira lascada
dePicea abies (Larssoret al., 1999).

Em curto prazo a fermentacdo utilizando fungos @ctdyias geneticamente
modificados pode vir a utilizar todos os cinco pifrais acucares da biomassa, a glicose,
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xilose, manose, galactose e arabinose. Em médiolergjo prazo, espera-se que a tecnologia
melhore a eficiéncia da fermentacdo dos organisfppsiuzindo mais etanol em menos

tempo), bem como a sua resisténcia, necessitanadmsmaesintoxicacdo do hidrolisado
(Hamelincket al, 2005; Menon & Rao, 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1Matéria-prima

Para fins experimentais foi utilizado capim-eleéan. purpureum Schum.)
proveniente do Municipio de Nova Petropolis no &stdo Rio Grande do Sul. O corte da
planta foi realizado 6 meses ap0s o plantio. Ap@srte o material foi previamente seco e
triturado, acondicionado em sacas onde foram naidas o colmo e as folhas. Antes de ser
utilizado, o capim-elefante foi moido novamente,reoinho de facas, e apés foi separado por
granulometria com a utilizacdo de peneiras da adodér. O tamanho da particula de capim-
elefante utilizado foi o retido pela peneira de matle 20mesh, que corresponde a um
tamanho médio de 1 mm. O capim-elefante foi estoead sacos plasticos, em temperatura

ambiente, até a conducéo dos testes de pre-trammimentérmico.

3.2Pré-tratamento do capim-elefante

Os pré-tratamentos hidrotérmicos foram conduzidoseator de ago inoxidavel 316
(Figura 18) com volume util de 2,5 L, no qual oioaelefante foi tratado com agua quente,
no estado liquido e gasoso. O reator esta acoplado tanque de aquecimento também de
aco inoxidavel 316 com volume util de aproximadai@éhlL onde a agua foi aquecida até a
temperatura desejada. Tanto o reator como 0 tadguaguecimento possuem sensores de
temperatura Resistec e transmissor de pressdo M@ImTRP-42. O equipamento de preé-
tratamento hidrotérmico foi desenvolvido em pagecéia Universidade de Caxias do Sul com
a empresa UpControl. No processo, utilizou-se ageianizada a fim de minimizar a
interferéncia de outros compostos presentes nadaytaneira.

A otimizacao do pré-tratamento hidrotérmico foilizsada variando dois parametros, a
temperatura (°C) e o tempo de residéncia (min) €EalB), conforme planejamento
experimental por delineamento composto centraciatal (DCCR), apresentado na Tabela
4. A escolha das temperaturas e tempos levou esidavacéo principalmente os trabalhos
realizados por Silva (2009), Peterstal. (2009) e Toscan (2010).
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1 - Reator batelada

2 - Tanque de aguecimento
3 - Camisa de aguecimento
4 - Sensor de temperatura
5 - Sensor de pressao

6 - Sensor de nivel

7 -Valvula

& - Alimentacao de agua

9 - Corrente liguida

10 - Corrente gasosa

Figura 18. Detalhamento da unidade de pré-tratameit hidrotérmico (Silva, 2012).

Tabela 3. Parametros do pré-tratamento hidrotérmico

~ . Niveis
Parametro Unidades 141 2 0 1 141
Temperatura °C 170 178 195 212 220
Tempode . 1 3 65 10 12
Residéncia

Tabela 4. Planejamento experimental para o pré-tratmento hidrotérmico repetidos para agua quente

liquida e como vapor.

Tempo de Residéncia Temperatura

Ensaio (min) (°C)
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 0 -1,41
6 0 1,41
7 -1,41 0
8 1,41 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0
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Os ensaios descritos na Tabela 4 foram variadas ¢h@is tipos de pré-tratamento
hidrotérmico, um utilizando agua no estado liquédoutro utilizando vapor d’agua (estado
gasoso), diferenciados, no decorrer do trabalhda pdilizacdo das letras L e V

respectivamente, totalizando 22 ensaios.

Para avaliar a intensidade do pré-tratamento Rdroto foi empregado o fator de

severidade, o qual é definido por Overend e Chdfr$&7) pela Equacéo 1:

T-100
log(r,) = log[t x e(m)] Equagcao 1

onde t é o tempo de residéncia em minutos (min¥eaTftemperatura em graus Celsius (°C).
Os resultados sao apresentados como uma funcaog(tg (Tabela 5), sendo os valores
obtidos indiferentes a utilizacdo de agua no edfigd@do ou gasoso. Uma vez que o fator de
severidade (log{)) depende da temperatura e do tempo, esse falergay usado para medir
o efeito combinado de ambas as variaveis do ptértento e tem sido utilizado por diversos
pesquisadores (Larssenal., 1999; Silva, 2009; Petersenal., 2009)

Tabela 5. Severidade de cada pré-tratamento realida.

Ensaio Lir%%%gg Tempoeratura Severidade

i) cc) | (ogro)

1 3 178 2,77
2 10 178 3,30
3 3 212 3,77
4 10 212 4,30
5 6,5 170 2,87
6 6,5 220 4,35
7 1 195 2,80
8 12 195 3,88
9 6,5 195 3,61
10 6,5 195 3,61
11 6,5 195 3,61

O procedimento para a realizacdo do pré-tratamfeniaiciado com a adicédo de 6
litros de agua deionizada (pH 5) ao tanque de ameato, sendo precedido pelo fechamento
de todas as valvulas e acionamento do sistema deciagento tanto do tanque de
aguecimento quanto do reator, para que ambos sdemgi a temperatura desejada. O

aguecimento do reator de pré-tratamento da bionfasszalizado sem o capim-elefante estar
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presente dentro deste, por esse motivo a rampqueeianento do reator nao foi considerada.
Somente apOs estabilizada a temperatura do reatortanque de aquecimento, foi feita a
pesagem da matéria-prima a ser tratada (60 g den-@efantein natura) em um cesto feito
de tela de aco inoxidavel 304 com tampa. Anteseddesado ao reator, o cesto contendo o
capim-elefante a ser tratado foi imerso por 5 mim d&ua deionizada e apds deixou-se
escorrer 0 excesso de agua por outros 5 min. Camastra devidamente acomodada e
fechada dentro do reator, foi aberta a valvulalskrdcdo da agua em estado liquido (valvula
inferior) ou a valvula de liberacdo da agua emdestgasoso (valvula superior), e a partir de
entdo contado o tempo de residéncia desejado. d@assadempo, a valvula aberta foi
completamente fechada e lentamente foi feita ardesprizacéo do reator, sendo coletado o
efluente resultante do pré-tratamento. Foram abbstacerca de 2 mL do liquido efluente
resultante de cada pré-tratamento para postednmi@ses de glicose, xilose, arabinose, acido
acético, 5-HMF e furfural. Ap6s a completa despresacao, o reator foi aberto e o cesto
com a amostra foi retirado para armazenamento tenmes analises. As amostras pré-
tratadas foram armazenadas em sacos plasticos ecnmaniento hermético por ziper e
mantidas a -20 °C até o0 momento das analises. &ggtamentos foram realizados de modo
aleatdrio proposto pelo programa Statistica 8.@debendo a seguinte ordem de ensaio: 3; 2;
6;9; 7; 4; 1, 5; 11; 8 e 10. Essa ordem aleafoiiastabelecida a fim de serem minimizadas
possiveis interferéncias do meio externo nos @$odt. Inicialmente foram realizados todos
0s pré-tratamentos utilizando vapor d’agua e, eguida, todos os com agua no estado

liquido.

3.3Hidroélise enzimatica

A hidrolise enzimatica do capim-elefanta, natura e pré-tratado, foi realizada de
acordo com Adsukt al. (2005), com modificacdes. A hidrélise foi realiaadm frascos
Durarf® de 50 mL. Para cada hidrélise foi utilizado 1 m (ease seca) de matéria-prima, pré-
tratada ein natura, 0,01 % (m/v) de azida sodica, o volume de caldaineatico
correspondente a 15 FPA de atividade enzimatiaGargletou-se o volume para 50 mL com
solucdo tampao citrato de sédio (pH 4,8; 50 mMuti#izacdo de 2 % de concentracdo de
sélidos na hidroélise enzimatica foi feita devidomecessidade de avaliar o potencial do pré-

tratamento hidrotérmico em produzir fibras reativdas hidroélises realizadas para posterior
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fermentacdo ndo foi acrescentado azida sodica am méemperatura foi mantida em 3G
e frequéncia do agitador em 150 rpm. A hidrolise realizada em triplicata para cada
condicdo de pré-tratamento e também para a maténin natura, pelo periodo de 72 h. O

complexo enzimatico utilizado foi o dRenicillium echinulatum.

Foram coletadas amostras de 1 mL no inicio da lsér@tempo zero), de 3 em 3 h
durante as primeiras 12 h de processo e, posteenas amostras foram coletadas de 12
em 12 h até 72 h. As amostras foram coletadaspuatarior analise de acUcares redutores,

glicose, xilose, arabinose, acido acético, furferatHMF.

3.4Fermentacédo do hidrolisado enzimatico

Para a fermentacgé&o foi utilizada uma cepa comede&accharomyces cerevisae,
da marca FleischmafinA fermentacdo de todos os hidrolisados foi feita placas de 96
pocos, em volumes de 2 mL, com concentracdo ddasélgual a 10 células.ml*, em
condi¢cdes de anaerobiose. A temperatura da fergénfai mantida em 28 °C pelo periodo
de 48 h. Amostras de 100 pL foram coletadas nopdeir 6, 12 e 24 h de fermentacao, para
avaliacdo de acucares redutores. Ao término de 4% hprocesso, as amostras foram
congeladas para analises de acucares redutoresngeido de DNS (Miller, 1959), e glicose,
xilose, arabinose e etanol por cromatografia ligwd alta eficiéncia (CLAE) sendo utilizada
uma coluna cromatografica Aminex HPX-87H (Bio-Rad) x 7,8 mm de diametro interno),
operada a 60 °C e tendo como eluente uma solugamd.L™* de &cido sulfarico com fluxo
de 0,6 mL.miff. Os acucares eluidos foram quantificados utilivanth detector modelo
RID10A para indice de refracdo. O fator de conweds# produto, sendo o produto etanol, a
produtividade volumétrica e o rendimento total docpsso de fermentacao foram calculados
pelas Equaglbes 2, 3 e 4, respectivamente.

Ypjs =—— Equag&o 2

Onde Y5 é o fator de conversdo de substrato em produto e® etanol.g de substrato
consumido, Mr é a massa (g) de etanol no final da fermentacaeéM massa (g) de etanol
no inicio da fermentacédo edwns€ a massa (g) de glicose (substrato) consumidaniduea

fermentacdao.
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Pp— Py

" Equacgéo 3

PV:

Onde R é a produtividade volumética de etanol em g deobta®.h™, P-é a concentracao de
etanol (g.[%) no final da fermentacéo,g a concentracdo de etanol (§.lno inicio da
fermentacdo e t é o tempo de processo em horas.

Y
p = PT/S X 100 Equacéo 4

Ondep é o rendimento total do processo de fermentacapY#me o fator de converséo de

produto em g de etanol'gle substrato consumido,fe o fator estequiométrico, que nesse

caso é igual a 0,511 g de etandldg glicose.

3.5Métodos analiticos

3.5.1 Matéria seca

A analise do teor de matéria seca foi realizadaapm-elefantan natura e pre-
tratado segundo metodologia proposta por EmbrapE0§2 em triplicata para cada amostra.
Inicialmente realizou-se uma pré-secagem do matemaestufa a 60 °C (£ 5 °C) por 48 h.
Transcorrido esse tempo o material foi deixadoilasém temperatura ambiente por 1 h e
pesado para a determinacdo da amostra seca a®AJ. (@ teor de ASA foi calculado pela
Equacao 5.

Massadomaterialpréseco

%ASA = X 100 Equacéo 5

Massadomaterialinnatura

O material obtido apds a pré-secagem foi utilizpda a determinacdo da matéria
seca definitiva (matéria seca 105 °C), para istba umassa conhecida desse material foi
levada a estufa, em cadinhos de porcelana tarademperatura de 105 °C pelo periodo de 4
h. Os cadinhos contendo a amostra foram entd@desrda estufa e acomodados em um
dessecador para esfriar durante 1 h e apds forammemte pesados. A matéria seca
definitiva (MSg4f) foi calculada utilizando a massa de amostra sgEs 0 processo de
secagem a 105 °C (Equacdo 6). A matéria seca (di®l,;) foi calculada levando em

consideracao o teor de ASA (Equacéo 7).
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Massa(amostraseca) N
0, — X
/OMSdef Massa(amostrasecaaoar) 100 Equagdo 6
%ASAX %MS ~
%MS,op = ——————def Equagso 7

100

3.5.2 Perda de massa

O percentual de perda de massa foi calculado anifia os dados de matéria seca
total da amostra, sendo calculado pela Equacéao 8:

(MsprXMSTcEIN)—(MAPTXMST 4)
0 —
PM (%) (MspTXMSTCEIN) x 100

Equacéo 8

Onde Mspr corresponde a massa de amostra submetida aoafménto, M&en € a
matéria seca total do capim-elefamenatura, Mapt € @ massa total de amostra apés o pré-

tratamento e M corresponde a matéria seca total da amostra gpéstoatamento.

3.5.3 Caracterizacao da composicédo do capim-elefante

A caracterizacdo da composi¢cao do capim-elefanteefdizada com a utilizagdo de
dois métodos, que foram comparados. Um dos méfodasde Van Soest (1968), adaptado
do documento de referéncia da Embrapa (2010),detando-se as quantidades de fibras em
detergente neutro (FDN) e &cido (FDA) e de celylbeenicelulose, lignina e cinza. Ja a outra
metodologia seguiu as normas do NREL (National Rebé Energy Laboratory), sendo
NREL/TP-510-42618 (Sluiteet al., 2008a) para a determinacdo de lignina de Klason,
NREL/TP-510-42622 (Sluiteat al., 2008b) para a determinacéo das cinzas e NRELIDP-5
42619 (Sluiteret al., 2008c) para a determinacdo dos extrativos. Todosxperimentos de
caracterizagdo do capim-elefante foram realizadas teiplicata e estdo descritos

detalhadamente a seguir.
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3.5.3.1Determinacdo de componentes pelo método Van Soest

O método proposto por Van Soest (1968) foi utilzgmhra a determinacdo da
composicdo do capim-elefante por permitir um melliacionamento dos diversos
componentes da fracdo fibrosa. Este método é basemdeparacdo das diversas fracdes
constituintes das forrageiras, por meio de reageaspecificos denominados detergentes
(Embrapa, 2010). Foram avaliadas as quantidadébrds em detergente neutro (FDN), que
sdo constituidas basicamente por celulose, hertuselulignina, as fibras em detergente
acido (FDA), constituidas principalmente por ligmi@ celulose, assim como 0s componentes

em separado: celulose, hemicelulose, lignina énaas.

Para a determinacdo das FDN 0,300 g de amostrpagsaram por um processo de
digestdo em contato com 35 mL de solugcao de fibraletergente neutro (preparada com
EDTA, 18,61 g.[*; borato de sédio, 6,81 g'tlauril sulfato de sédio, 30 g fosfato acido
de sodio, 4,56 gt; e éter monometilico do etilenoglicol, 10 mt:;). Para que ndo haja a
formacdo de espuma durante a digestao foi adicmfadl de decalina — antiespumante. O
processo de digestdo teve duracdo de 60 min a tatapede 120 °C a 125 °C. Terminada a
digestéo, a amostra foi filtrada utilizando uma barde vacuo e lavou-se por duas vezes com
agua quente (90 a 100 °C), aproximadamente 80 mbtah e outras duas vezes com acetona
(aproximadamente 25 mL por lavagem), até que asmdfilse tornem incolor em toda a
amostra. A amostra foi seca em esmfernight a 105 °C e esfriada em dessecador por 1 h
antes de ser pesada. O teor de FDN foi determipaldoEquacéo 9.

%FDN = Massa de amostra tratada % 100 Equaco 9

Massa de amostra inicial

Um esquema resumido da determinacdo de FDN pelodméie Van Soest €

apresentado na Figura 19:

DIGESTAQ COM
PESAR 0,300 g DE CAPIN- . SOLUCAD o  SECAGEM »| PESAGEM 2
ELEFANTE (PESAGEM 1) DETERGENTE NEUTRO

E ANTIESPUMANTE
3

%FDN= [PESAGEM 2/PESAGEM 1).100

Figura 19. Esquema do método de determinagdo de FDid capim-elefante.
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Para a anadlise das fibras em detergente acido #i® amostra de capim-elefante
passou pelo processo de digestao por 60 min, aemaeratura entre 120 e 125 °C, em 100
mL de solucédo de detergente acido (preparada cognd@brometo de cetil trimetilamonio
em volume suficiente para completar 1 litro de gé&tude acido sulfurico com concentracao
de 0,5 mol.[) e 2 mL de antiespumante. Terminado este procassamostra foi filtrada com
auxilio do uma bomba de vacuo e lavada primeiraeenin 4gua quente (90 a 100 °C) duas
vezes, utilizando aproximadamente 80 mL no totaladagem, e apds com acetona outras
duas vezes (utilizando aproximadamente 25 mL pagem). A amostra foi levada a uma
estufa para secawernight a 105 °C. Depois foi esfriada em um dessecador gpaeafosse
feita a pesagem. O teor de FDA da amostra foi ahétedo pela Equacao 10.

% FDA = Massa de amostra tratada % 100 Equaco 10

Massa de amostrainicial

A quantidade de hemicelulose existente no matéritdterminada pela diferenca dos
valores obtidos para FDN e FDA (Saito, 2005), contva Equacéo 11.

%Hemicelulose = %FDN — %FDA Equacdo 11

A lignina foi determinada pelo método do permangmmaoposto por Van Soest.
Para este método utilizou-se a quantidade reseltalet fiboras em detergente acido,
devidamente pesadas, do processo anteriormenteitdesom a adicdo 30 mL de uma
solucéo combinada composta por permanganato despotsolucado tampéao (preparada com
nitrato férrico, 6,0 g.I'; nitrato de prata, 0,15 ¢t acetato de potassio, 5,0 g;LAcido
acético glacial, 500 mL:t; e &lcool butilico terciario, 400 mLY). As fibras ficaram
inicialmente em contato com essa solucao por 15enfiamam filtradas. A solugdo combinada
de permanganato foi renovada e deixada em cordatas fibras por mais 90 min. Decorrido
este tempo, as fibras foram novamente filtradasseuradas com cerca de 30 mL de solugéo
de desmineralizacéo (preparada com Aacido oxdlicvattido, 50 g.l'; etanol 95 %, 700
mL.L™; &cido cloridrico, 250 mL.t; e 4gua destilada, 250 mL%Le deixadas em contato por
10 min, quando foram filtradas e colocadas comatontom 30 mL de uma nova solucéao,
por mais 10 min. Passado o tempo da desmineratizasafibras foram filtradas e lavadas
com etanol 80 % por duas vezes (aproximadamental§Ce depois com acetona por mais
duas vezes (aproximadamente 25 mL cada lavagemya@ishos contendo as amostras
foram entéo levados a estufa a 1000f& night. Apos os cadinhos foram deixados esfriar em

dessecador e apos foram pesados. O teor de lifpiicalculado pela Equacao 12.
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Massa de amostra FDA— Massa de amostra pos mét.perm. -
cmoT P P X 100 Equacéo 12
Massa de amostrainicial

%Lignina =

A amostra, apos passar pelo processo de deterroidacignina, foi levada a mufla
por 2 h a temperatura de 500 °C e depois deixadtiaresm dessecador antes da pesagem.

Apols esta etapa pode-se entdo determinar os tdere®lulose e de cinzas, calculados,
respectivamente, pelas Equacgdes 13 e 14.

Massa de amostra pés mét.perm.—Massa de cinzas -
%Celulose = P P X 100 Equacéo 13
Massa de amostrainicial
. Massa de cinzas .
%Cinzas = —— X 100 Equacso 14
Massa de amostrainicial

Um esquema resumido da determinagdo de FDA, ligrualulose e cinzas pelo
método de Van Soest é apresentado na Figura 20.

%FDA= [PESAGEM 2/PESAGEM 1).100

DIGESTAQ COM
PESAR 1 g DE CAPIM-ELEFANTE SOLUCAD
5 »| SECAGEM + PESAGEM 2
{PESAGEM 1) DETERGENTE ACIDAE
ANTIESPUMANTE
L
SOLUBILIZACAD COM
TOTAL DE LIGNINA ., SECAGEM PERMANGANATO DE
(PESAGEM 2 - PESAGEM 3} POTASSIOE
DESMINERALIZACAD
TOTAL DE CELULOSE
(PESAGEM 3 - PESAGEM 4)
3
h 4
INCINERACAO EM MUFLA A RESFRIAMENTQ NATURAL EM
e » | PESAGEM 4
500 °C POR 2 HORAS DESSECADOR

TOTAL DE CINZAS (MASSA FINAL
DE CAPIM)

Figura 20. Método de determinacdo de FDA, ligninacelulose e cinzas do capim-elefante, segundo Van
Soest.
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3.5.3.2Metodologia NREL

A composi¢cdo quimica do capim-elefante também fudlisada pelas normas
NREL/TP-510-42618 (Sluiteet al., 2008a), que determina a lignina de Klason, sendo
determinado com emprego desse método a ligninaedadlinsolivel, e os monossacarideos

presentes.

Uma massa de cerca de 100 mg de amostra secarad@itfoi tratada com acido
sulfarico 72% (v/v) a 25°C por um periodo de 1 h agitacdo constante. ApGs este tempo, a
mistura foi diluida até uma concentracdo de 3%)(ew acido sulfurico e a suspensao
aquecida em autoclave, a temperatura de 118°C] popara promover a hidrolise total de
oligossacarideos e polissacarideos. Depois, fidola mistura em cadinho de Gooch
porosidade 2 (30 mL) previamente tarado. O resfdutavado com agua quente, seco em
estufa até massa constante e a percentagem dwaligsblivel em acido foi determinada em
relacdo a massa seca de amostra. O filtrado foihido e aferido com agua destilada em
baldo volumétrico de 100 mL para determinacdo dmirla soluvel em &cido por
espectrofotometria no ultravioleta, com empreg&gaacao 15:

4,53 X(Al-Ac
C (%) = # Equacso 15

onde Al e Ac corresponde a absorbancia em 210 en280espectivamente (Menegol, 2012).
Os resultados de lignina foram expressos na forenéigdina total, sendo esta a soma da
lignina soltvel e da lignina insolavel.

Para o conhecimento da composi¢cdo dos monossazandesentes, amostras dos
hidrolisados foram filtradas em filtros de membgame 0,2um e analisadas em CLAE,
utilizando coluna cromatografica Aminex HPX-87H ¢BRad, 300 x 7,8 mm de diametro
interno), operada a 60 °C e tendo como eluentesaiugdo 5 mmol/L de acido sulfurico com
fluxo de 0,6 mL.miff, com detector modelo RID10A para indice de refrag&quantificacdo
foi efetuada por padronizacdo externa, com basewwas de calibragdo construidas para
cada componente monitorado — celobiose, glicosiysesi arabinose, acido acético,
hidroximetilfurfural e furfural — levando-se em ¢anseus respectivos fatores de hidrélise
acida. Estes fatores, que foram de 0,95 para hiosk 0,90 para a glicose, 0,88 para xilose e
arabinose e 0,72 para o acido acético, servirarm panverter cada componente nos seus

respectivos derivados anidro. Os fatores refereatedidroximetilfurfural e furfural, que
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foram de 0,70 e 0,64, respectivamente, servirara panverter estes compostos em seus
respectivos carboidratos de origem (glicose e giles arabinose, respectivamente). Os
resultados obtidos para anidroglicose (computadiossg, celobiose e hidroximetilfurfural
nesta operacéo), anidroxilose, anidroarabinose fatados 50% do valor correspondente ao
furfural para cada anidroagucar) e grupo acetérfgrentdo, expressos em relagdo ao peso
seco do material original (Menegol, 2012), e apresis como anidroglicose sendo
equivalente ao percentual presente de celulose,p@&sentuais de anidroxilose e
anidroarabinose somados representando o totalndiedlalose presente.

Para a determinacéo das cinzas, segundo a norm&/lNRE10-42622 (Sluiteet
al., 2008b), 300 mg de amostra foi acondicionada encaminho de porcelana, previamente
calcinado e tarado, sendo entéo calcinada em rauflaa temperatura de 575 °C por 2 h. O
teor de cinzas foi obtido pela diferenca de masgee e cadinho com cinzas e o cadinho
vazio, que foi expressa em relacdo a quantidadendstra inicial.

A determinacéo dos extrativos foi realizada no roagiefantan natura. Para tal, foi
adaptada a norma NREL/TP-510-42619 (Slweted., 2008c), onde uma massa conhecida, de
cerca de 1,0 grama de amostraatura foi submetida a um processo de extracao em aparelh
Soxhlet, utilizando como solvente etanol 95%. Apodextracdo, o0 recipiente, previamente
seco e tarado, contendo a amostra foi levado daeptua secar por 48 horas e apos foi
pesado. Por diferenca de massas, pode-se obtecenp&l do extrato em relacdo a massa

seca do material originalmente empregado no eijstoegol, 2012).

3.5.4 Caracterizacao dos efluentes de pré-tratamento

A cada pré-tratamento hidrotérmico, parte dos patiarideos presentes foram
hidrolisados e solubilizados na corrente de aggaida/vapor utilizada durante o pré-
tratamento (Toscan, 2010). Com base nessa infoonag@ds o término de cada pré-
tratamento foi coletado uma amostra do efluentecatia ensaio. Esses efluentes do pré-
tratamento foram analisados por CLAE para avaliagdopresenca de glicose, xilose,
arabinose, acido acético, furfural e hidroximetiifwal (5-HMF). Para essas andlises foi
utilizada uma coluna cromatografica Aminex HPX-8Btb-Rad, 300 x 7,8 mm de diametro

interno), operada a 60 °C e tendo como eluente sohgdo 5 mmol.Et de acido sulfirico
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com fluxo de 0,6 mL.min. Os aclcares eluidos foram quantificados utilivameh detector
modelo RID10A para indice de refragéo.

3.5.5 Caracterizacao dos hidrolisados enzimaticos do capielefante

A avaliacdo da concentracdo de acUcares redutd®3 formados durante a
hidrolise enzimatica foi realizada pelo método D{8ido 3,5 di-nitrosalicilico) (Miller,
1959).

A cinética da glicose liberada durante a hidroligeanalisada utilizando kit de
glicose PAP Liquiform, Labte8t com 2uL de amostra e 20QL de reagente (Menegol,
2012). Foi construida uma curva padrdo com solu@f€s25; 0,5; 1,0; 1,5 e 2 mg.flde

glicose para a quantificacao dos agucares liberados

As amostras coletadas no tempo de 48 h de hidetizenatica foram avaliadas por
CLAE para analise das concentracdes de glicosesesirabinose, acido acético, furfural e 5-
HMF. As concentracbes de acucares obtidas por CIgkBm corrigidas por um fator
correspondente a labilidade acida de cada um dbsideatos quantificados. Para a analise
cromatografica isocratica dos acucares liberado$ipoolise acida, foi utilizada uma coluna
cromatografica Aminex HPX-87H (Bio-Rad, 300 x 7,8wnde diametro interno), operada a
60 °C e tendo como eluente uma solucdo 5 mritatlie Acido sulfirico com fluxo de 0,6
mL.min™. Os aclcares eluidos foram quantificados utilivanch detector modelo RID10A

para indice de refracéo.

Os rendimentos de AR e glicose foram calculadosfocoe apresentado nas
Equacdes 16, 17 e 18.

. c
Rendimento de AR = ARD Equacéo 16
bh x Pmp)

Mpr+ (—5;
Onde o rendimento de AR é dado em mg de ARlg capim-elefantén natura, Cags € a
concentracdo de AR na biomassa submetida a higlrélis base seca (mg de AR.de
biomassa), M, € a massa de biomassa (em base seca) submeiittélizdr (g), R, € a perda
de massa durante o pré-tratamento (%).
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Cep
100

Rendimento de Glicose = Equagéo 17

Mpp+ (
Onde o rendimento de glicose é dado em mg de gligbde capim-elefant natura, Cgp €
a concentracdo de glicose na biomassa submetiiédide em base seca (mg de glico3e.g

de biomassa).

. Rendimento de Glicose
Rendimento (%) = - X 90 Equacio 18
cc

Onde G € a concentracao de celulose presente no capiemten natura, dado em mg de

celulose.g de capim-elefant natura.

3.6Analise estatistica

Os resultados foram estatisticamente avaliados @odélises de variancias
empregando o software PrismGraphPad 5.01 (Graph $&ad Diego, CA) e Statistica 8.0
(StatSoft Inc.,USA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Comparacdo de metodos de caracterizacdo da compdsic do capim-

elefante

Dois diferentes métodos foram avaliados e comparadara determinar a
composicdo do capim-elefanie natura (Tabela 6) e pré-tratado. A metodologia NREL
(Sluiter et al., 2008a), descrita na secao 3.5.3.2, € um conjdatonormas largamente
utilizadas em trabalhos para a caracterizacao uigasicdo de biomassas e 0 método de Van
Soest (1968) , descrito na secdo 3.5.3.1, é o mtiizado para avaliacdo da composi¢ao de

gramineas forrageiras, como € o caso do capimpgéefa

Tabela 6. Composicdo de polissacarideos, ligninacizas de capim-elefantén natura pelas metodologias
de Van Soest e NREL.

Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Cinza (%) Total (%)
Van Soest  34,54+2,26 38,06 +4,15 13,55 +0,82 4,88 +0,36 91,03
NREL* 37,82 £0,53 20,94 +0,56 23,06 £3,44 9,76 £0,96 B1,5

*Pelo método NREL o percentual de extrativos presees foi de 9,40% +1,45 e pode estar

contabilizado no percentual de lignina, visto que &o houve extracdo prévia.

Tanto os dados obtidos pelo método de Van Soeahtouos obtidos seguindo as
normas NREL estdo de acordo com a literatura eggedie cada metodologia para o capim-
elefante (Sladded al., 1991; Almeidaet al., 1999; Santost al., 2001; Quesadet al., 2004;
Tessema & Baars, 2004; Benedetial., 2008; Lopet al., 2009; Brandomt al., 2011; Chen
et al., 2012; Singhet al., 2012; Wongwatanapaibooet al., 2012; Deschamps, 1999;
Menegol, 2012). Apenas os valores encontrados figrana estdo superiores, mas
considerando o desvio padrdo apresentado, esteags®dram aos valores anteriormente
verificados. Pode-se observar que as diferencas significativas entre os dois métodos
encontram-se nas quantidades de hemiceluloseiedijggendo que a hemicelulose no método
Van Soest é praticamente o dobro a encontradamétodo NREL, enquanto que para a
lignina € observado o inverso. Com relacdo a hdulose, a diferenca pode ser explicada
pela metodologia NREL estar considerando como haolase apenas a soma de

anidroxilose e anidroarabinose, por serem seusipéis constituintes, sendo assim glicose,
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demais carboidratos e constituintes foram descermids. A diferenca nos valores da
lignina, avaliada pelos métodos de NREL e Van Sqestie ser explicada pelo valor de
extrativos identificados pelo método do NREL. Unez que para a avaliacdo da lignina de
Klason foi utilizado o capim-elefantan natura, sem a extracdo prévia dos compostos
solaveis, os extrativos da amostra podem ter Sichbabilizados pelo método como lignina.
Na metodologia NREL ainda, foi considerado que t@danidroglicose encontrada é
constituinte da celulose. A soma total dos corstiés apresentados na Tabela 6 para cada
método indica que, em geral, as diferencas entremg&todo e outro se compensam,

resultando num total de compostos sollveis e prageiariando de 8,43 % a 8,97 %.

A diferenca da composicdo de cada biomassa pedragm ambos os métodos é

observada nas Figuras 21 e 22 para celulose, 23ar2 hemicelulose e 25 e 26 para lignina.
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Figura 21. Diferencas entre os métodos de Van SoestNREL na quantificagdo de celulose de cada
biomassa pré-tratada com agua no estado gasoso. dals com asterisco em um mesmo ensaio diferem a
0,05 pelo testé. 1V (3 min, 178 °C); 2V (10 min, 178 °C); 3V (3 mj 212 °C); 4V (10 min, 212 °C); 5V (6,5
min, 170 °C); 6V (6,5 min, 220 °C); 7V (1 min, 198C); 8V (12 min, 195 °C); 9V (6,5 min, 195 °C); 10V
(6,5 min, 195 °C); 11V (6,5 min, 195 °C).
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Figura 22. Diferencas entre os métodos de Van SoestNREL na quantificagdo de celulose de cada
biomassa pré-tratada com agua no estado liquido. Waes com asterisco em um mesmo ensaio diferem a
0,05 pelo testa. 1L (3 min, 178 °C); 2L (10 min, 178 °C); 3L (3 nm, 212 °C); 4L (10 min, 212 °C); 5L (6,5
min, 170 °C); 6L (6,5 min, 220 °C); 7L (1 min, 198C); 8L (12 min, 195 °C); 9L (6,5 min, 195 °C); 10L(6,5
min, 195 °C); 11L (6,5 min, 195 °C).

Para a porcentagem de celulose pode-se observarexjse pouca diferenca
significativa entre os resultados de cada métoelods que diferencas foram observadas em
alguns pré-tratamentos de maior fator de severidabserva-se ainda que os pré-tratamentos
conduzidos com vapor d’agua resultaram em difesesggnificativas nas porcentagens de
celulose em 5 dos 11 pré-tratamentos, enquantmaguegilizacdo da agua em estado liquido
para o pré-tratamento apenas 1 dos 11 pré-tratameriste diferenca significativa em seus

resultados. Essas diferencas apresentadas naseanddis pré-tratamentos conduzidos com
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vapor d’dgua e com liquido podem estar associaddifeeenca de acdo de cada pré-
tratamento sobre a biomassa. Assim sendo, poderstut que para a avaliacdo da celulose
0s métodos sdo similares quanto aos resultadosempaelos. Esse resultado pode ser atil a
pequenas usinas e laboratorios que ndo dispdeqdgmenentos necessarios para a realizacao
do método proposto pelo NREL, como € o caso do at@gnafo liquido de alta eficiéncia,
uma vez que, em termos de aparelhagem, o métodManlé&Soest faz uso de equipamentos

mais usuais e baratos.

A porcentagem de hemicelulose avaliada pelo méteddan Soest apresentou uma
variacdo uniforme conforme a severidade do présranto. Para os pré-tratamentos
utilizando vapor d’agua (Figura 23) a porcentag&rhémicelulose encontrada pelo método
de Van Soest foi menor do que pelo método NRELemssios 8V, 4V e 6V, sendo estes 0s
ensaios de maior severidade, respectivamente 3.3®, e 4,35. Para os ensaios com
severidade variando de 3,30 até 3,77 (ensaios V9%, 10V e 11V), ndo houve diferenca
significativa (>0,05) entre as porcentagens de belibse encontradas. Ja para os ensaios de
severidade igual e menor que 2,87 (ensaios 1V, 3V)ea porcentagem de hemicelulose é
significativamente maior nas andlises pelo métavyah Soest. As mesmas observacdes sdo
feitas para os pré-tratamentos hidrotérmicos caddeazcom agua no estado liquido (Figura
24), apenas diferindo que severidades iguais e megnle 3,30 (ensaios 1L, 2L, 5L e 7L) tém
as porcentagens de hemicelulose significativammiaieres nas andlises pelo método de Van
Soest. De modo geral, observa-se que pelo métoddadeSoest h4 maior variacdo da
porcentagem de hemicelulose na biomassa, sendopessantagem menor conforme o
aumento da severidade. Esse resultado do métofard&oest corresponde a um resultado
esperado, uma vez que a principal acdo do prévtesii®m hidrotérmico € a remocdo da
hemicelulose, espera-se que com 0 aumento de tertgraperatura de processo haja maior

perda de hemicelulose.
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Figura 23. Diferencas entre os métodos de Van SoestNREL na quantificacdo de hemicelulose de cada
biomassa pré-tratada com agua no estado gasoso. ®as com asterisco em um mesmo ensaio diferem a
0,05 pelo testd. 1V (3 min, 178 °C); 2V (10 min, 178 °C); 3V (3 mj 212 °C); 4V (10 min, 212 °C); 5V (6,5
min, 170 °C); 6V (6,5 min, 220 °C); 7V (1 min, 198C); 8V (12 min, 195 °C); 9V (6,5 min, 195 °C); 10V
(6,5 min, 195 °C); 11V (6,5 min, 195 °C).
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Figura 24. Diferencas entre os métodos de Van SoestNREL na quantificacdo de hemicelulose de cada
biomassa pré-tratada com agua no estado liquido. Waes com asterisco em um mesmo ensaio diferem a
0,05 pelo testa. 1L (3 min, 178 °C); 2L (10 min, 178 °C); 3L (3 nm, 212 °C); 4L (10 min, 212 °C); 5L (6,5
min, 170 °C); 6L (6,5 min, 220 °C); 7L (1 min, 1958C); 8L (12 min, 195 °C); 9L (6,5 min, 195 °C); 10l(6,5
min, 195 °C); 11L (6,5 min, 195 °C).
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A porcentagem de lignina teve diferenca signifiaat(>0,05) em todos os casos,
sendo esta sempre menor na analise pelo métodarm&aest (Figuras 25 e 26). Os maiores
valores de lignina, observados pelo método do NRitldem estar associados a possivel

quantificacdo de parte dos estraiveis da amosita gom a lignina.
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Figura 25. Diferencas entre os métodos de Van SoestNREL na quantificagdo de lignina de cada
biomassa pré-tratada com agua no estado gasoso. dals com asterisco em um mesmo ensaio diferem a
0,05 pelo testé. 1V (3 min, 178 °C); 2V (10 min, 178 °C); 3V (3 mj 212 °C); 4V (10 min, 212 °C); 5V (6,5
min, 170 °C); 6V (6,5 min, 220 °C); 7V (1 min, 198C); 8V (12 min, 195 °C); 9V (6,5 min, 195 °C); 10V
(6,5 min, 195 °C); 11V (6,5 min, 195 °C).



62

e
=]
y
e
=]
y

1L 2L

]

o
=1
n
o
=1
n

EZ Van Soest
E& MREL/TP-510-42618

N
o
n

Porcentagem (%)
W
i

Porcentagem (%)

-
=]
-
=]
n

o

=)
y

o

=)
y

3L

o
<
J

4L

5L

i

»

S
1
*

_|

«
S
1
«
S
1
I
=1
1

[
(=1
1
[
(=1
1

Porcentagem (%)
o
i

Porcentagem (%)

-
=)
N
-
=)
N

Porcentagem (%)
3

Lig;lina

o

o
y

o

=]
]

7L 504 8L
— — — *
é 404 §. 40 * é 404 —_—
—

E’, 304 E:, 30+ £ 301
3 g g
£ 20- £ 20 T 20
2 2 2
& 10 o 10 £ 104

04 0- 0- T

Lignina
50 oL 50 10L * 50 1L ¥
—_

g 40 * g 40 E 404
E a0 £ 301 £ 301
o o o
i ] o
£ 20- £ 20 £ 20-
2 2 2
& 10- o 10 £ 104

0 0 04

Lig;ﬂna Ligr‘1ina Ligrllina

Figura 26. Diferencas entre os métodos de Van SoestNREL na quantificagdo de lignina de cada
biomassa pré-tratada com agua no estado liquido. aes com asterisco em um mesmo ensaio diferem a
0,05 pelo testa. 1L (3 min, 178 °C); 2L (10 min, 178 °C); 3L (3 nm, 212 °C); 4L (10 min, 212 °C); 5L (6,5
min, 170 °C); 6L (6,5 min, 220 °C); 7L (1 min, 1958C); 8L (12 min, 195 °C); 9L (6,5 min, 195 °C); 10l(6,5
min, 195 °C); 11L (6,5 min, 195 °C).

Com relacdo ao balanco de massa e o célculo ddaspdos trés componentes de
maior interesse, celulose, hemicelulose e lignpea 0 método de Van Soest 0 erro se
apresenta de forma clara para as perdas de ce(ulrs€abela 13, secéo 4.3.2, e Tabela 21,
secdo 4.4.2), indicando que ao invés de perdasaegso estaria formando celulose, o que na
pratica ndo acontece. Ja na metodologia NREL essese estendem para a lignina também,
como pode ser observado nas Tabelas 7 e 8. Asspdedaelulose, hemicelulose e lignina
foram calculadas considerando a quantidade masleiceaada componente antes do pré-
tratamento, na massa de capim-elefante introdumdeeator, e a quantidade méssica desse
mesmo componente apds o pré-tratamento, na biometgsala do reator.
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Novamente, os erros observados em relacdo aossalarperda de lignina podem
ter sido ocasionados pela possivel identificacd@atte dos extrativos da amostra como
lignina. Para solucdo de tal problema, sugere-g aymétodo proposto pelo NREL seja
adaptado, realizando a extracdo dos extrativosnistaa, antes que essa seja utilizada para a

quantificacao de lignina.

Tabela 7. Perdas de hemicelulose, lignina e celutpsprovenientes do balanco de massa, utilizando o
método NREL, nas biomassas pré-tratadas com agua mstado gasoso. 1V (3 min, 178 °C); 2V (10 min,
178 °C); 3V (3 min, 212 °C); 4V (10 min, 212 °C);\56 (6,5 min, 170 °C); 6V (6,5 min, 220 °C); 7V (1 mi
195 °C); 8V (12 min, 195 °C); 9V (6,5 min, 195 °CEO0V (6,5 min, 195 °C); 11V (6,5 min, 195 °C).

Ensaio Severidade Perda Perda Perda
(log ro) Hemicelulose (%) Lignina (%) Celulose (%)
v 2,77 13,22 -9,67 -6,08
2V 3,30 4,07 -28,30 -2,28
3V 3,77 3,14 -63,60 -5,42
4V 4,30 28,74 -43,98 6,36
5V 2,87 1,47 -34,91 -3,01
6V 4,35 60,29 7,49 9,77
1A% 2,80 -0,41 -42,26 -3,36
8V 3,88 15,03 -43,70 -4,57
oV 3,61 5,42 -26,97 -3,12
10V 3,61 5,33 -60,18 -1,74
11V 3,61 4,35 -53,27 3,70

Tabela 8. Perdas de hemicelulose, lignina e celutpsprovenientes do balanco de massa, utilizando o
método NREL, nas biomassas pré-tratadas com agua mstado liquido. 1L (3 min, 178 °C); 2L (10 min,
178 °C); 3L (3 min, 212 °C); 4L (10 min, 212 °C);5(6,5 min, 170 °C); 6L (6,5 min, 220 °C); 7L (1 nm,
195 °C); 8L (12 min, 195 °C); 9L (6,5 min, 195 °CY10OL (6,5 min, 195 °C); 11L (6,5 min, 195 °C).

Ensaio Severidade Perda Perda Perda
(logr,)  Hemicelulose (%) Lignina (%) Celulose (%)
1L 2,77 5,72 -38,60 -0,31
2L 3,30 12,94 -19,76 0,54
3L 3,77 18,98 -20,55 1,39
4L 4,30 49,32 -13,05 10,05
5L 2,87 2,97 -36,87 -0,84
6L 4,35 55,20 6,57 7,38
7L 2,80 0,08 -21,68 -3,45
8L 3,88 44,86 -9,18 3,69
oL 3,61 13,66 -23,18 -0,40
10L 3,61 19,94 -47,70 4,81

11L 3,61 16,17 -50,76 0,32
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Uma avaliagdo estatistica mais detalhada da peeaddheamnicelulose foi feita,
considerando ser esse o principal efeito do ptafranto hidrotérmico. Com auxilio do
software Statistica 8.0, realizou-se a analise pela ANO\&#apo planejamento experimental
apresentado na secao 3.2 considerando como vadépehdente a perda de hemicelulose
calculada pelos resultados de caracterizacdo tdmtonétodo de Van Soest como pelo
proposto pelo NREL. Considerando apenas os par@snggnificativos para cada caso, para
0 método de Van Soest a avaliacao estatisticarda pe hemicelulose gerou uma equacao da
curva, onde os ajustes depara a utilizacdo de agua no estado gasoso etadoesquido
foram respectivamente 96,7 e 93,6 %, e os r ajostadssa mesma ordem foram 95,3 e 92,0
%. Estes valores sédo considerados bons ajuste®delarmatematico. Ja para a metodologia
NREL os valores dos ajustes encontrados foram rasnprincipalmente no ajuste do modelo
matematico para utilizacdo de 4gua no estado ga®ssbencontrados para os dados obtidos
pelas normas NREL foram 37,6 e 86,4% e os valoees djustado foram 30,7 e 83,0%
respectivamente para pré-tratamento hidrotérmicos égua no estado gasoso e agua no

estado liquido.

Considerando que, pelos valores obtidos para caggmwslo capim-elefante, na
realizacdo da metodologia proposta por Van SoéXi8)] foi possivel fazer uma melhor
avaliacdo dos resultados, o capim-elefant@atura e pré-tratado sera analisado com esta

metodologia.

4.2 Caracterizacao do capim-elefantén natura

O capim-elefantén natura foi caracterizado quanto sua composi¢ao quimicees
do método de Van Soest (1968), descrito na se&8.B, e a determinacdo da matéria seca
por método Embrapa (2010), descrito na secdo 3% Iesultados obtidos para matéria seca

estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Determinacéo da matéria seca do capim-&ate in natura.

Matéria Seca Quantitativo (%)
Amostra Seca ao Ar (ASA) 93,22 +0,56
Matéria Seca Definitiva (M) 96,30 +0,27
Matéria Seca Total (MS) 89,77 +0,33
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A composicao quimica foi avaliada em base seca api@sentada na Tabela 6 da
secdo 4.1 para o0 método de Van Soest (1968), amteh,54 % de celulose, 38,06 % de
hemicelulose, 13,55 % de lignina, 8,97 % de cordedelular e 4,88 % de cinzas. A
composicdo quimica estd de acordo com a literata@ntrada que também utilizou o
método de Van Soest (1968) (Embrapa, 2010). A magpéima utilizada nos pré-tratamentos
apresentava no inicio de cada processo umidadeal&oi®,23 %.

4.3Pré-tratamento hidrotérmico utilizando agua no estdo gasoso

Os pré-tratamentos utilizando agua no estado gafwam realizados conforme
descrito na Secdo 3.2, obedecendo o planejamenterieental DCCR. A primeira
observacéo feita, imediatamente apds a secagerartdedo capim-elefante pré-tratado para

posteriores analises, foi a do escurecimento dastad amostras quando comparadas com o

capim-elefantén natura seco (Figura 27). Esse escurecimento ja havia aidervado por
Toscan (2010) e também por Silva (2009).

F"‘r"f“\

h /FL JFL > L JL)‘

EL_/LJM J\ ,.J‘L 2

Figura 27. Aparéncia das biomassas apés pré-tratam® com agua no estado gasoso, sendo A (1V), B
(2V), C (3V), D (4V), E (5V), F (6V), G (7V), H (8Y, | (9V), J (10V), K (11V) e L do capim-elefantan

natura.

Conforme relatado por Toscan (2010) e Silva (20883¢ escurecimento se deve a
catalise acida das ligacdes lignina-carboidratocerre com maior intensidade nos pré-
tratamentos realizados em temperaturas mais @ltas.o aumento da temperatura da agua ha
a diminuicdo do pH com geracdo de uma forca aéidameio acido podem ocorrer reacdes

de caramelizacdo (Haminiudt al., 2005) onde inicialmente o acucar redutor isonaegz
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enoliza, passando apds por uma etapa de desidratag@ formacdo de 5-HMF e, em uma
dltima etapa, formam-se polimeros que sdo as midiaas, compostos de coloracdo marrom
e alta massa molecular. As reacdes de caramelizdgdautocatalizadas pelo desprendimento
de agua, aceleradas pelo calor e umidade. Outsabgimade é a ocorréncia de reacdes de
Maillard. Nas reag¢Oes de Maillard, inicialmentepwe a condensacgéo da carbonila de um
acucar redutor, por exemplo, com um grupamento amiaveniente de amino&cidos livres
ou de proteinas, levando a formacéo de glicodit/éilaminas N-substituidas (produto de
Amadori). Na etapa seguinte, prolongando-se o amesto ou armazenamento, 0s produtos
de Amadori ddo origem a uma série de reacgfes,taadol em compostos dicarbonilicos,
redutonas e derivados do furfural, ou ainda emyiosdda degradacao de Strecker. No ultimo
estagio das reacoes de Maillard, os produtos iet@idrios (dicarbonilicos), muito reativos,
podem reagir com, por exemplo, residuos de lisinaainina em proteinas, formando
composto estaveis. Nessa fase ocorrem reacbesagmdntacdo e polimerizagdo, com
geracdo de melanoidinas e de compostos fluorescésitéao & Bastos, 2011).

O método de Van Soest (1968) foi utilizado pardiava composi¢do quimica de
cada amostra de capim-elefante pré-tratado. Oftades obtidos sdo apresentados na Tabela
10.

Tabela 10. Composicdo quimica da biomassa pré-trata hidrotermicamente com agua em estado gasoso.
1V (3 min, 178 °C); 2V (10 min, 178 °C); 3V (3 min212 °C); 4V (10 min, 212 °C); 5V (6,5 min, 170 °C)

6V (6,5 min, 220 °C); 7V (1 min, 195 °C); 8V (12 mj 195 °C); 9V (6,5 min, 195 °C); 10V (6,5 min, 195
°C); 11V (6,5 min, 195 °C).

. Severidade oy Hemicelulose . . , 0 Contetdo Total

Ensaio (log o) Celulose (%) (%) Lignina (%) Cinza (%) C?(!/L:;ar (%)
v 2,77 40,68 +0,77  31,40+1,11 12,67 +0,82 5,77 +0,10 <429 100,00
2V 3,30 40,58 +2,08  25,00+2,04 11,60 +1,54 6,04 +0,41 16287 100,00
3V 3,77 39,11 #1,57  22,54+3,49 12,92 +2,39 5,42 +0,05 2@337 100,00
VAV, 4,30 38,81+0,53  3,76x1,75  12,78+0,44 5,99 +0,33 3&®64 100,00
5V 2,87 40,95 +1,14  33,10+4,18 12,82+1,20 5,11+0,26 84271 100,00
6V 4,35 40,26 +1,57 2,05+1,77 13,24 £0,25 5,74 +0,14 3&7Y0 100,00
v 2,80 40,21 +1,29  32,95+#3,15 11,38+0,99 5,08 +0,61 1&B80 100,00
8V 3,88 38,50 +0,55 8,85+2,46 12,73 +£0,24 5,82 +0,45 341,69 100,00
oV 3,61 39,55+0,54 20,00+2,31 12,82 +1,60 5,89 +0,43 2%*7FZ1 100,00
10V 3,61 40,01 +0,55 20,42+0,61 12,81+2,08 5,88 +0,37 2&B83 100,00
11V 3,61 40,20 +0,35 19,86+4,07 12,26 +1,83 5,75+0,23 23386 100,00
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Comparando os resultados apresentados na TabetarlOs resultados da Tabela 6
para o capim-elefantén natura pelo método de Van Soest (1968) pode-se observar
principalmente um consideravel incremento no cafdetelular presente nas amostras. Esse
incremento se deve a hidrolise de parte dos cadiol presentes principalmente na
hemicelulose da amostia natura durante os pré-tratamentos, deixando-os na forema d
carboidratos sollveis (despolimerizados) no detgegeeutro. A maior reducao percentual na
composicao de hemicelulose ocorreu no ensaio 6¥ tgmbém foi 0 ensaio que apresentou
maior porcentagem de contetdo celular. A celul@sab&m apresentou incremento na
porcentagem, o que se deve principalmente a sighifa perda de hemicelulose ocasionada

pelo processo.

4.3.1 Perda de massa do pré-tratamento hidrotérmico utiiando 4gua no estado

gasoso

A perda de massa das amostras submetidas ao far@drdo hidrotérmico utilizando
agua no estado gasoso, foi determinado em pertertuam base seca, através da
determinacdo de matéria seca total, conforme mkigids descritas nas se¢des 3.5.2 e 3.5.3.
Considerando que as amostras foram utilizadas comidade natural proporcionada pelo
pré-tratamento nas etapas seguintes, como a Bigr@iimportante conhecer a umidade da
amostra para que seja utilizada uma mesma quaatidadsica de amostra em base seca para
cada processo. O percentual de perda de massaldolazio pela equacédo 8 e é apresentado

na Tabela 11, juntamente com seu desvio padrao.

Os valores de perda de massa sao significativosuranprocesso e foram mais
acentuados nos pré-tratamentos com maior severitadgo o ensaio 6V chegado a uma

perda de massa de 26,46 %.
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Tabela 11. Perda de massa das biomassas pré-tratadatilizando agua no estado gasoso. Composigdo
quimica da biomassa pré-tratada hidrotermicamente @m agua em estado gasoso. 1V (3 min, 178 °C); 2V
(10 min, 178 °C); 3V (3 min, 212 °C); 4V (10 min,22 °C); 5V (6,5 min, 170 °C); 6V (6,5 min, 220 °C)}V

(1 min, 195 °C); 8V (12 min, 195 °C); 9V (6,5 mirt.95 °C); 10V (6,5 min, 195 °C); 11V (6,5 min, 195).

Ensaio  Severidade (logd) Perda de Massa (%)

1v 2,77 9,03 +1,13
2V 3,30 9,49 +1,04
3V 3,77 8,30 +0,76
4V 4,30 17,15 +0,47
5V 2,87 9,25 +1,03
6V 4,35 26,46 +1,36
1A% 2,80 9,02 +2,26
8V 3,88 13,43 +0,89
)\ 3,61 11,63 +3,28
10V 3,61 10,78 £1,34
11V 3,61 10,67 +0,20

Os dados percentuais de perda de massa do pradratautilizando agua no estado
gasoso foram avaliados pefoftware Statistica 8.0, conforme planejamento experimental
proposto, considerando os tempos e temperaturasdie pré-tratamento e gerando dados
estatisticos com intervalo de confianca pré-estaim® de 95 % (p<0,05).

O resultado da analise de variancia (ANOVA) pargpada de massa esta
apresentado na Tabela 12. Entre os fatores eswidgoenas a temperatura (°C) linear

apresentou efeito significativo estatisticament(p5).

Tabela 12. Andlise de variancia (ANOVA) para perdade massa dos pré-tratamentos utilizando agua no
estado gasoso.

Soma de Graus de Quadrados

Fontes de Variagao Quadrados Liberdade Médios

(1) Tempo de residéncia (min) (L) 29,524 1 29,524 0,183
Tempo de residéncia (min) (Q) 1,201 1 1,201 0,768
(2) Temperatura (°C) (L) 124,913 1 124,913 0,025
Temperatura (°C) (Q) 39,331 1 39,331 0,134
1L por 2L 17,610 1 17,610 0,286
Erro 61,777 5 12,355

Total 285,407 10
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Considerando apenas o0 parametro estisiticameméicagivo, a temperatura linear
(T), a andlise de variancia (ANOVA) foi refeita pap equacionamento do modelo
matematico e a construcdo da superficie de resgostarvas de contorno. O modelo
matematico proposto para a perda de massa é aadsea Equacdo 19 e tem como ajustes
r’ igual a 43,8 % e r ajustado igual a 37,5 %, quecsdsiderados valores baixos de ajustes.
A temperatura linear (°C) (T) apresenta efeito fpasina perda de massa, ou seja, quanto

maior a temperatura dos pré-tratamentos hidrot&smeom agua no estado gasoso maior a
perda de massa de capim-elefante.

PM(%) = —32,14 + 0,23T Equacéo 19

A superficie de resposta e a curva de contornoiderasdo apenas o parametro

estatisticamente significativo, a temperatura lir{e@), sdo apresentadas na Figura 28.
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Figura 28. Superficie de resposta (a) e curva demorno (b) para perda de massa nos pré-tratamentos
utilizando agua no estado gasoso.

Considerando que a perda de massa nao é um eds#fado, ou seja, quanto menor
a perda de massa melhor, os melhores resultadasbs@ovados nas menores temperaturas.

Temperaturas de pré-tratamento abaixo de 185 @tass em perdas de massa menores de
10 % da massa total.



70

4.3.2 Perda dos principais constituintes do capim-elefast durante o pré-
tratamento hidrotérmico utilizando agua no estado gsoso

O pré-tratamento hidrotérmico em seu processo destleituracdo do material
lignocelulésico promove a remocdo da hemicelulgsene menor quantidade, da lignina.
Porém, conforme a severidade do processo, parteldmse também pode ser perdida. Para
os calculos de perda de cada constituinte, a qlatgimassica introduzida no reator em base
seca foi comparada a quantidade massica retirada@alor, em base seca, levando-se em
conta as percentagens de cada componente obtidas@®do de Van Soest, para o capim-
elefantein natura e para as amostras pré-tratadas. A Tabela 13empaess resultados para as
perdas dos principais constituintes da biomasszodigjuldsica: celulose, hemicelulose e

lignina.

Tabela 13. Perda de hemicelulose, lignina e celuéoros pré-tratamentos hidrotérmicos utilizando aguao
estado gasoso. 1V (3 min, 178 °C); 2V (10 min, 178); 3V (3 min, 212 °C); 4V (10 min, 212 °C); 5V (6
min, 170 °C); 6V (6,5 min, 220 °C); 7V (1 min, 195C); 8V (12 min, 195 °C); 9V (6,5 min, 195 °C); 10V
(6,5 min, 195 °C); 11V (6,5 min, 195 °C).

Perda Perda Perda

Ensaio Severidade Hemicelulose Lignina Celulose
(log ro) (%) ) (%)
v 2,77 24,96 14,92  -7,13
2V 3,30 40,56 22,48  -6,34
3V 3,77 45,70 12,56  -3,82
4V 4,30 91,81 21,86 6,92
5V 2,87 21,09 14,14  -7,59
6V 4,35 96,04 28,13 14,28
7V 2,80 21,25 2358 -592
8V 3,88 79,86 18,66 3,52
9V 3,61 53,57 16,42  -1,18
10V 3,61 52,13 15,65 -3,34
11V 3,61 53,38 19,18  -3,96

Observa-se que, conforme j4 era esperado, a palneigdo do pré-tratamento
hidrotérmico € a remocdo da hemicelulose, sendo rmpse pré-tratamentos de maior
severidade (6V e 4V) a perda de hemicelulose sexepa de 100 %. O pré-tratamento de
menor remocédo de hemicelulose foi o correspondanteensaio 5V, onde a perda de
hemicelulose foi de apenas 21,09%. Também ocoemogdo da lignina, mas em menor
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proporcao, sendo maxima no ensaio 6V onde a peqgera 28 % e minima no ensaio 3V
onde a perda ndo atinge 13 %. Quanto as perdaslulese, é possivel observar um valor
significativo apenas nos ensaios 4V, 6V e 8V, sesgles 0s ensaios de maior severidade.
Nos demais ensaios o0s valores negativos representarm ganho massico de celulose
durante o processo, 0 que nao ocorre na praticelosassim apenas representam erro

experimental.

Para a remocao de lignina durante o pré-tratantadtotérmico utilizando agua no
estado gasoso, um estudo estatistico dos dadoan@@ise da variancia (ANOVA) néao gerou

nenhum resultado significativo (p<0,05) dos fataegolvidos (Tabela 14).

Tabela 14. Analise de variancia (ANOVA) para perdale lignina dos pré-tratamentos utilizando agua no

estado gasoso.

Soma de Graus de Quadrados

Fontes de Variagdo Quadrados Liberdade Médios

(1) Tempo de residéncia (min) (L) 9,308 1 9,308 0,612
Tempo de residéncia (min) (Q) 12,344 1 12,344 0,561
(2) Temperatura (°C) (L) 37,135 1 37,135 0,330
Temperatura (°C) (Q) 11,491 1 11,491 0,574
1L por 2L 0,753 1 0,753 0,884
Erro 159,284 5 31,857

Total 224,163 10

A perda de hemicelulose foi analisada estatisticéneom intervalo de confianga
pré-estabelecido de 95 % (p<0,05). Os resultadeandldse de variancia (ANOVA) para a

perda de hemicelulose estdo apresentados na Tldbela

Tabela 15. Andlise de variancia (ANOVA) para perdade hemicelulose dos pré-tratamentos utilizando

agua no estado gasoso.

Soma de Graus de Quadrados

Fontes de Variagao Quadrados Liberdade Médios

(1) Tempo de residéncia (min) (L) 2646,6727 1 2646,67270,0003
Tempo de residéncia (min) (Q) 18,8906 1 18,8906  0,4939
(2) Temperatura (°C) (L) 3987,9271 1 3987,92710,0001
Temperatura (°C) (Q) 20,4409 1 20,4409 0,4776
1L por 2L 232,6906 1 232,6906 0,0489
Erro 173,6145 5 34,7229

Total 7101,2538 10
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Entre os fatores estudados a temperatura lineg; ¢Gempo linear (min) e a

interacdo entre tempo e temperatura apresentaramo efignificativo estatisticamente
(p<0,05).

Considerando apenas 0s parametros estatisticans@n#icativos, a analise de
variancia (ANOVA) foi refeita para o equacionamedtomodelo matematico e a construcao
da superficie de resposta e curvas de contornoo@®lm matematico proposto para a perda
de hemicelulose é apresentado na Equacédo 20 (sendd a tempo de residénciaem mine T

temperatura em graus Celsius) e tem como ajustgeal a 96,7 % e r ajustado igual a 95,3
%, que sao considerados bons ajustes.

PH(%) = —67,77 — 20,08t + 0,45T + 0,13tT Equacéo 20

A superficie de resposta e a curva de contornoider@do apenas 0s parametros
estisiticamente significativos sao apresentaddaquaa 29.
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Figura 29. Superficie de resposta (a) e curva de mtorno (b) para perda de hemicelulose nos pré-
tratamentos utilizando dgua no estado gasoso.

Considerando que a perda de hemicelulose é uno efsjiterado como resposta da
acdo do pré-tratamento hidrotérmico, pode-se ohsaque tanto temperatura de operacao
guanto tempo de processo, sdo importantes parseongenho do pré-tratamento. Observa-se

ainda pela curva de contorno que os resultados pnamsissores sdo obtidos em temperatura
superiores a 195 °C em tempos de residéncia sugead,5 min.
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4.3.3 Composicdo dos efluentes resultantes do pré-tratam@ hidrotérmico
utilizando agua no estado gasoso

Apos o término de cada pré-tratamento, durante sprdssurizacdo do reator, o
fluido de pré-tratamento foi coletado em vidros ampara analise de sua composi¢ao por
CLAE. A composicdo desses efluentes resultantes pléstratamentos hidrotérmicos
utilizando agua no estado gasoso € apresentadabedall6.

Tabela 16. Composicao dos efluentes dos pré-tratantes hidrotérmicos utilizando agua no estado gasoso
1V (3 min, 178 °C); 2V (10 min, 178 °C); 3V (3 min212 °C); 4V (10 min, 212 °C); 5V (6,5 min, 170 °C)
6V (6,5 min, 220 °C); 7V (1 min, 195 °C); 8V (12 mi 195 °C); 9V (6,5 min, 195 °C); 10V (6,5 min, 195
°C); 11V (6,5 min, 195 °C).

Severidade Volume Celobiose Glicose Xilose Arabinose Acido 5-HMF Furfural

Ensaio 5919 (ML)  (mg/ml) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (fn‘;e/?:f) (mg/mL) (mg/mL)
v 2,77 192 00416 0,1655 0,1640 0,0355 < 0,0008 - i
Y 3,30 260 0,428 0,853 0,1663 00485 <0,0008-  0,0093
3V 3,77 280  0,0423 0,1644 0,1694 00521 <0,0008-  0,0127
av 4,30 310 00381 01230 0,961 01380 03009 - 104
5V 2,87 200 00420 0,564 0,1556 0,0299 <0,0008-  0,0089
6V 4,35 360 00367 00978 02845 01391 0,3726 3BOL 0,0629
7V 2,80 166 00454 02039 02072 00317 < 0,0008 - i
8V 3,88 295 00380 0,1347 0,1859 0,1087 00842 - 0462
oV 3,61 232 00416 01702 0,786 00655 00067 - O19E
0V 361 225 00412 0,708 0,1879 00798 < 0,0008- i
11V 361 230 0,395 0,335 0,1414 0,0575 < 0,0008 - i

Conforme j& era esperado, o principal constituddeefluente dos pré-tratamentos
foi a xilose, que é o principal constituinte da fetulose, componente que sofre maior agédo
do pré-tratamento hidrotérmico. O ensaio 6V, queofgue apresentou maiores perdas de
hemicelulose, também apresentou maior concentideg&dose, arabinose e acido acético em
seu hidrolisado. O ensaio 6V foi ainda o Unico engae apresentou o produto de degradacao
da glicose, o 5-HMF, o que explica porque apesap msaio com maior perda de celulose o
seu efluente apresentou a menor concentracaoaseliO furfural foi detectado em sete dos
onze ensaios, indicando que nesses ensaios as gerddose e arabinose foram superiores
ao que é apresentado na composicdo do efluentes&oe4V foi 0 ensaio que apresentou
maior concentracéo de furfural. Apesar do aparedintanto de furfural quanto de 5-HMF
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nos efluentes do pré-tratamento hidrotérmico watildo agua em estado gasoso, a
concentracdo detectada ainda € mais de quarente® \ve®zes menor que a detectada por
Aguilar et al. (2002) para furfural no tratamento com acido sid@ipara o bagaco de cana-
de-acucar, e mais de trezentas vezes menor quacanttacdo de 5-HMF detectada por
Larssonet al. (1999) em hidrolisados de madeira lascad®idea abies, tratados com vapor
saturado com adicao de acido sulfurico. Aléem diasa;oncentracdes de furfural descritas séo
comparaveis e, em sua maioria, menores que asraoag@es obtidas por Laseral. (2002),

que pré-tratou hidrotermicamente o bagaco de carezdcar.

4.3.4 Hidrolise enzimatica da biomassa pré-tratada hidroérmicamente utilizando

agua no estado gasoso

A hidrélise enzimatica com uma carga de 15 FPAigdalizada conforme descrito

na secao 3.3.

Inicialmente foram avaliados os acucares redut@R3, determinados pelo método
de DNS conforme descrito na sec¢édo 3.5.5, e a gliabsterminada por kit de glicose PAP

Liquiform, Labtes? conforme também descrito na secdo 3.5.5, liberapds a hidrélise

enzimdtica, para avaliacdo da cinética do processosua reprodutibilidade nos pontos

centrais.

A cinética de liberacédo dos acgucares redutoresesampada na Figura 30. De modo
geral, todas as biomassas pré-tratadas tiveramr nilagracdo de AR quando comparadas
com a hidrélise do capim-elefantenatura. O ensaio 6V resultou, na maioria dos tempos de
coleta de amostra, no maior rendimento de AR, sgnéoo maior incremento no rendimento
foi observado até o tempo de 48 h de processo. Xinmmaendimento de AR foi atingido
apés 60 h de hidrélise do ensaio 11V e foi de dprasamente 576 mg de AR gle capim-

elefanten natura.

As reducdes de rendimento para AR podem ser egplicgela existéncia de
contaminagfes, visto que a azida sodica tem poteito eem bactérias Gram positivas
(Winteret al., 2012).
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Figura 30. Rendimento de AR (mg de AR. §de capim-elefantein natura) variando conforme o tempo de
hidrélise enzimatica para o capim-elefantén natura e as biomassas pré-tratadas com vapor d'agua. 19 (
min, 178 °C); 2V (10 min, 178 °C); 3V (3 min, 212C); 4V (10 min, 212 °C); 5V (6,5 min, 170 °C); 6V§,5
min, 220 °C); 7V (1 min, 195 °C); 8V (12 min, 195C); 9V (6,5 min, 195 °C); 10V (6,5 min, 195 °C); M
(6,5 min, 195 °C).

A Figura 31 apresenta o comportamento dos pontograte do planejamento
experimental para a concentracdo de AR. A anakseeddimento de AR por grama de
capim-elefante nos pontos centrais permite afirgae ha reprodutibilidade dos pré-
tratamentos hidrotérmicos utilizando agua no estedmso. Para 0s pontos centrais o pico de
concentracdo de AR foi observado em 60 h de process
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Figura 31. Concentracdo de AR (mg de AR.fde capim-elefantein natura) variando conforme o tempo
de hidrélise enzimética para as biomassas pré-tratias com vapor d'agua nos pontos centrais do
planejamento experimental. 9V (6,5 min, 195 °C); M (6,5 min, 195 °C); 11V (6,5 min, 195 °C).

A cinética da hidrélise enziméatica para a liberag&oglicose (utilizando kit de

glicose PAP Liquiform, Labte®} é apresentada na Figura 32.

Quanto a liberacdo de glicose no decorrer da hgdr@nzimatica, como para AR, 0
ensaio 6V manteve o rendimento de glicose libeazttaa dos demais ensaios, sendo seguido
pelo ensaio 4V. Porém em alguns tempos o ensaisel\\nostrou menos eficiente na
liberacdo de glicose do que o proprio capim-elefaminatura. O maximo rendimento de
glicose no meio se deu no ensaio 6V no tempo de 86ndo esse rendimento de 341 mg de
glicose.g' de capim-elefantin natura. Apesar de o ensaio 6V ter seu pico de rendimgato
glicose em 60 h de hidrélise, ensaios como o 4We dlle também proporcionaram a
obtencéo de altos rendimentos de glicose libetagaam seus picos de liberacdo em 48 h de
processo, o que representa 12 h a menos de prod&msesse motivo o tempo ideal de
processo foi estabelecido em 48 h e as amostrasidiatisados nesse tempo foram avaliadas
por CLAE.
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Figura 32. Rendimento de glicose (mg de glicosé.gle capim-elefantein natura) variando conforme o
tempo de hidrélise enzimatica para o capim-elefanten natura e as biomassas pré-tratadas com vapor
d'agua. 1V (3 min, 178 °C); 2V (10 min, 178 °C); 3\(3 min, 212 °C); 4V (10 min, 212 °C); 5V (6,5 min,
170 °C); 6V (6,5 min, 220 °C); 7V (1 min, 195 °CBV (12 min, 195 °C); 9V (6,5 min, 195 °C); 10V (6,5
min, 195 °C); 11V (6,5 min, 195 °C).

O emprego de CLAE proporcionou a determinacdo daartdracao de glicose e das
concentracdes de outros compostos, como xiloseinase, acido acético, 5-HMF e furfural.
Para melhor comparacéo dos dados o rendimentoiczselliberada em 48 h de hidrélise
enzimatica é apresentado na Figura 33, onde osmrentbs de glicose foram calculados

utilizando os dados obtidos através de CLAE.
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Figura 33. Rendimento de glicose (mg de glicose® ge capim-elefantein natura) apés 48 h de hidrdlise
enzimatica para o capim-elefanten natura e as biomassas pré-tratadas com vapor d'agua. 18 (nin, 178
°C); 2V (10 min, 178 °C); 3V (3 min, 212 °C); 4V (@ min, 212 °C); 5V (6,5 min, 170 °C); 6V (6,5 mir220

°C); 7V (1 min, 195 °C); 8V (12 min, 195 °C); 9V (& min, 195 °C); 10V (6,5 min, 195 °C); 11V (6,5 mj

195 °C).

Pela Figura 33 é possivel observar que os melmesedtados foram obtidos com o
ensaio 6V, com cerca de 232 mg de glicoSedg capim-elefanten natura e apresentando
diferencas significativas de todos os demais. Tambh@resentaram alta concentracdo de
glicose liberada os ensaios 4V e 8V, liberando mmoncerca de 199,91 e 174,31 mg de
glicose.g' de capim-elefantén natura, respectivamente. Os trés ensaios que apresentaram
maior rendimento de glicose liberada no meio tamb&mos trés ensaios de maior severidade
de seus fatores, por este motivo a avaliacdo ddimemto de glicose liberada pela glicose
esperada também foi feita comparando diretamentseasridades de cada pré-tratamento
(Figura 34).
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Figura 34. Rendimento da hidrélise enzimatica (gliese liberada.glicose esperadd em relacdo a
severidade de cada pré-tratamento hidrotérmico utizando agua em estado gasoso. 2,77 - 1V (3 min, 178
°C); 3,30 - 2V (10 min, 178 °C); 3,77 - 3V (3 mir212 °C); 4,30 - 4V (10 min, 212 °C); 2,87 - 5V (61fin,
170 °C); 4,35 - 6V (6,5 min, 220 °C); 2,80 - 7V (hin, 195 °C); 3,88 - 8V (12 min, 195 °C); 3,61 (12)9V
(6,5 min, 195 °C); 3,61 (2°) - 10V (6,5 min, 195 }C3,61 (3°) - 11V (6,5 min, 195 °C).

Como observado na Figura 34, houve incremento maimento do processo
conforme o aumento da severidade do pré-trataménhtmaior rendimento atingido pelo
ensaio de maior severidade corresponde ao ensaich@yando a 60,44 % de conversao, com
diferenca significativa (p<0,05) em relacédo as demandi¢cbes. As severidades 3,88 e 4,30
correspondem respectivamente aos ensaios 8V e dbtjveram como rendimentos 45,42 %
e 52,09 %. O menor rendimento, conforme esperamdeca hidrolise enzimatica do capim-
elefante in natura (severidade igual a zero), alcancando rendimer@026,53 %. O
rendimento do capim-elefanta natura ndo apresentou diferenca significativa, dos quatro
ensaios de menor severidade, sendo estes 2,77 80)(7V); 2,87 (5V) e 3,30 (2V).

A Equacao 21 descreve a correlagéo entre a setter{dgpresentada pela letra x) e o
rendimento da hidrolise enzimatica (Figura 34) pam pré-tratamentos hidrotérmicos
utilizando agua no estado gasoso (representadolgieday). Observa-se que o0 ajuste dessa

correlacdo se da na forma de polinémio de seguraloegtem“igual a 0,96.

y = 13,08 x2 — 75,21x + 137,10 Equacéo 21
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A concentracdo de glicose (mg de glicosecgpim-elefantén natura) apés 48 h de
hidrélise foi analisada estatisticamente com irgkrnde confianca pré-estabelecido de 95 %
(p<0,05). Os resultados da analise de varianciaQ¥N) para a concentracdo de glicose

estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Analise de variancia (ANOVA) para concdracéo de glicose da hidrélise enzimatica dos pré-

tratamentos utilizando agua no estado gasoso.

Soma de Graus de Quadrados

Fontes de Variagdo Quadrados Liberdade Médios

(1) Tempo de residéncia (min) (L) 3108,25 1 3108,25 0,008
Tempo de residéncia (min) (Q) 0,50 1 0,50 0,958
(2) Temperatura (°C) (L) 9772,35 1 9772,35 0,001
Temperatura (°C) (Q) 925,66 1 925,66 0,065
1L por 2L 647,34 1 647,34 0,106
Erro 833,65 5 166,73

Total 15432,74 10

Entre os fatores estudados tanto temperatura I[{i€xmquanto o tempo linear (min)

apresentaram efeito estatisticamente significf¥®,05).

Considerando apenas 0s parametros estisiticamégéficativo, a andlise de
variancia (ANOVA) foi refeita para o equacionamedtomodelo matemético e a construcao
da superficie de resposta e curvas de contornoo@elm matematico proposto para a perda
de hemicelulose é apresentado na Equacéao 22 (sendd a tempo de residénciaem mine T
temperatura em graus Celsius) e tem como ajustgeal a 83,5 % e r ajustado igual a 79,3
%.

Glilmg.g~') = —280,32 + 5,33t + 2,02T Equagéo 22

Pelo modelo matematico observa-se que tanto a tatnpe (°C) linear quanto o
tempo de residéncia (min) linear apresentaram oefgdtsitivo, ou seja, quanto maior a
temperatura e o tempo dos pré-tratamentos hidrat@sncom agua no estado gasoso maior a

liberacdo de glicose ap0s a hidrolise enzimaticeagam-elefante.

A superficie de resposta e a curva de contorno @an@delo matematico proposto
para a concentragédo de glicose considerando omean®s estatisticamente significativo séo
apresentadas na Figura 35.
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Figura 35. Superficie de resposta (a) e curva demorno (b) para concentragcao de glicose das hidr&es
enzimaticas dos pré-tratamentos utilizando agua nestado gasoso.

A superficie de resposta e a curva de contorno mgntam os dados discutidos
até entdo onde fica evidenciado que tanto o aunwatmperatura quanto o aumento do
tempo, aumentam a liberacdo de glicose para o @sianelhores resultados de liberagéo de
glicose sdo obtidos em temperaturas maiores que°C98&8m tempos de pré-tratamento
maiores que 6,5 min. Considerando que a hidrolsecapim-elefanten natura liberou
101,83 mg de glicose’gde capim-elefantén natura, os pontos da curva de contorno que
estdo abaixo do ponto 178 °C e 3 min de processespondem a pontos que ndo apresentam

vantagem em se fazer o pré-tratamento, sendo ri@isl\a hidrolise do capim-elefante
natura.

Pela analise de CLAE das amostras de 48 h de isi@ri@li possivel identificar uma
consideravel liberacdo de xilose em todos os emsatingindo a concentracdo de 2,78
mg.mL* no ensaio 8V. 5-HMF e furfural foram identificader® dois dos onze ensaios, 6V e
8V. A concentracdo maxima de 5-HMF observada fd),8682 mg.mL* e a de furfural foi de
0,019 mg.mL}, ambas as concentracdes identificadas no ensaio A/ maximas
concentracdes de 5-HMF e furfural detectadas d&dones as concentracdes encontradas por
Xu et al. (2010), apOs pré-tratamento hidrotérmico em pdkanilho, os quais concluiram
gque as concentracdes encontradas de 5-HMF e furfa@aoaapresentaram efeito inibidor. As
concentragdes encontradas séo inferiores també&mcastradas por Laseral. (2002), apds
pré-tratamento hidrotérmico em bagaco de cana-deaa¢ Considerando que as
concentracdes de 5-HMF e furfural encontradas m®llsados enzimaticos sdo menores

que as detectadas nos efluentes do pré-tratamdarmtémmico utilizando agua no estado
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gasoso, conclui-se que a maior parte do 5-HMF farirformados durante o pré-tratamento
hidrotérmico utilizando agua no estado gasoso divasolubilisados no fluido de pré-
tratamento que foi descartado.

A andlise dos valores das variaveis independeniesntpximizam a producao de
glicose e minimizam a perda de massa foi feitavagada funcdo de desejabilidade. Tal
técnica consiste em encontrar os valores dos fatpre otimizem uma ou mais respostas ou,
entdo, as mantenha em faixas desejaveis, utilizametodos de programacdo nao-lineares
(Montip6, 2012)

Considerando os dados de concentracdo de glidoseadia no meio de hidrolise
enzimatica detectada por CLAE como efeito positevoos dados de perda de massa
apresentados na secado 4.3.1 como efeito negativpralmesso, avaliou-se a funcdo de
desejabilidade e o valor otimizado das duas vasauedependentes do pré-tratamento
hidrotérmico utilizando agua no estado gasoso (gi§6).

Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 36. Perfis para avaliacdo da desejabilidades do ponto otimizado para o pré-tratamento
hidrotérmico utilizando vapor d'agua, considerando a perda de massa como fator negativo e a
concentracdo de glicose liberada na hidrélise enzética como fator positivo.
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Apesar da perda méassica de hemicelulose ser urnaeap@rada do pré-tratamento
hidrotérmico, o ideal de pré-tratamento seria gsianacroficrilas lignocelulésicas apenas
fossem desestruturadas de forma a deixar a celelgsesta ao ataque das enzimas durante a
hidrolise. A maior a desestruturacdo das macrédietignoceluldsicas, associada a uma baixa
perda de massa, tanto de hemicelulose quanto dmdige principalmente da celulose,
permite que estes compostos sejam utilizados comi@ri@-prima em outros processos,
aumentando assim a viabilidade econémica do procBss esse motivo a perda de massa foi

utilizada no calculo da desejabiliade como efeéto desejado.

Verifica-se que os dois primeiros perfis sdo retstia resposta da glicose com cada
uma das variaveis independentes, mantendo-se fi@atra variavel no ponto central. O
terceiro perfil mostra a desejabilidade da coneg@w de glicose, sendo que o valor O diz
respeito & minima concentracdo de glicose (110gi§ e o valor 1 corresponde & maxima
concentracdo de glicose para os pré-tratamentastéithicos utilizando agua no estado
gasoso (231,94 mghy Os perfis intermediarios sdo relativos & respgstra a perda de
massa, sendo que essa foi utilizada com sinal imegpéra indicar que seu efeito ndo é
desejado, ou seja, quanto maior a perda de massa sultado. Dos perfis intermediarios,
os dois primeiros sdo relativos a resposta da pegedmassa com cada uma das variaveis
independentes, mantendo-se fixa a outra variavglomeo central. O terceiro perfil mostra a
desejabilidade da perda de massa, sendo que oOvdlarrespeito a maxima perda de massa
(26,46 %) e o valor 1 corresponde a minima perdandssa para 0s pré-tratamentos
hidrotérmicos utilizando agua no estado gasosoO(8@. Quanto maior o valor da
desejabilidade, mais conveniente é a respostastin®, isto €, maior € a sensibilidade, sendo
que o valor maximo da desejabilidade é a condi¢iwizada do sistema. Os dois ultimos
perfis mostram a desejabilidade individual paraactator e a desejabilidade global que é
aproximadamente igual a 0,60. As linhas verticatachdas no grafico correspondem ao
valor 6timo dos parametros estudado. Assim sendtpazacdo dos dados apresentou como
melhores parametros a serem utilizados o tempesidéncia de 12 min e uma temperatura

de 195 °C, que é equivalente ao ensaio 8V.
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4.4Pré-tratamento hidrotérmico utilizando agua no estdo liquido

Os pré-tratamentos hidrotérmicos utilizando dguastado liquido foram realizados
conforme descrito na Secdo 3.2, obedecendo o plaeeto experimental DCCR. Assim
como nos pré-tratamentos hidrotérmicos utilizandmaano estado gasoso, a primeira
observacgéo feita, imediatamente apds a secagerartiedn capim-elefante pré-tratado para
posteriores analises, foi a do escurecimento dastad amostras quando comparadas com o
capim-elefantein natura seco (Figura 38). Conforme ja relatado anteriotmeeasse
escurecimento se deve a catalise acida das ligdighésa-carboidrato e ocorre com maior
intensidade nos pré-tratamentos realizados em tatopas mais altas. Com a liberacdo dos
carboidratos ocorrem, provavelmente, as reagoeardenelizacdo e Maillard, que produzem,
entre outros compostos, as melanoidinas, que sé@pasios de coloracdo marrom e alta
massa molecular (Shibao & Bastos, 2011). Porénturesmento das amostras pré-tratadas
com agua no estado liquido mantiveram uma tonaidizdcor verde nas amostras, enquanto

gue as amostras tratadas com vapor d’agua assuminancor tendendo ao marrom.

e A T b

Figura 37. Aparéncia das biomassas apds pré-tratamt hidrotérmico com agua no estado gasoso, sendo
A (1L), B (2L), C (3L), D (4L), E (5L), F (6L), G (7L), H (8L), I (9L), J (10L), K (11L) e L do capim-

elefantein natura.

O método de Van Soest (1968) foi utilizado pardiava composi¢do quimica de
cada amostra de capim-elefante pré-tratado. Ossdautmos sdo apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18. Composicao quimica da biomassa pré-trata hidrotermicamente com dgua em estado liquido.

. Severidade Hemicelulose , . . . Contetdo Total
Ensaio Celulose (%) Lignina (%) Cinza (%)  Celular
(Iog ro) (%) o) )
1L 2,77 41,91 £3,04 32,59+2,70 11,38 +0,94 5,35%0, 8,80 £2,34 100,00
2L 3,30 45,25 +2,08 30,97 +4,33 12,32+1,91 4,5580 6,94 +2,50 100,00
3L 3,77 44,95 +0,93 23,72+02,17 11,83 +2,29 5,2B30 14,30 +2,63100,00
4L 4,30 53,27 £0,51 10,56 14,46 +1,68 5,32+0,25 ,396 100,00
5L 2,87 44,24 +1,75 35,62 11,03 +£3,41 4,78+0,31 334, 100,00
6L 4,35 52,64 +£1,88 10,64 14,85 +1,39 5,78+0,31 ,096 100,00
7L 2,80 41,21 £.3,03  30,99+1,42 12,38 +1,12 5,3790,10,05 +1,78100,00
8L 3,88 48,42 +1,43 9,50+1,58 14,38 +1,06 5,58 30,22,12 +1,56100,00
oL 3,61 45,55 £2,26 23,84 13,2+1,84 4,85+0,55 52, 100,00
10L 3,61 46,11 £3,27 22,67 +2,63 13,01 +0,38 4,023 13,29 +1,83100,00
111 3,61 46,00 +1,38 22,43 13,55+1,64 4,650,558 3,31 100,00

Comparando a Tabela 18 com a Tabela 6 (composigatap do capim-elefani@

natura pelo méto de Van Soest) € possivel verificar queriocipal incremento na

composicao se deu na porcentagem de celulosem}#acando a Tabela 18 com a Tabela 10

(composigdo dos capim-elefante pré-tratados hidm¢amente com agua no estado gasoso),

nota-se que poucas amostras apresentaram um aunaeptwcentagem de conteudo celular,

sendo que em algumas houve a diminuicdo da pegmmtado mesmo. Esse fato

provavelmente se deve a dissolugdo de alguns campmnsolaveis do conteudo celular no

meio liquido, durante o pré-tratamento hidrotérnmies temperaturas testadas, sendo que este

meio liquido foi separado da biomassa pré-tratadéinal do pré-tratamento hidrotérmico.

Outra comparacao a ser feita com a Tabela 10 éogpercentual de hemicelulose na

biomassa pré-tratada hidrotermicamente no meiadidgse manteve mais alta que quando o

capim-elefante é tratado com agua no estado ga€bsmsaio 5L teve a sua porcentagem

massica de hemicelulose praticamente mantida quemtiparado com o capim-elefante

natura, enquanto que o percentual de conteudo celulaznede 8,97 % do capimm natura

para 4,33 % no capim pré-tratado nessa condicao.
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4.4.1 Perda de massa do pré-tratamento hidrotérmico utiiando 4gua no estado
liquido

A perda de massa percentual das amostras submetidagpreé-tratamento
hidrotérmico utilizando agua no estado liquido, determinado em base seca, através da
determinacdo de matéria seca total, conforme mkigids descritas nas se¢des 3.5.2 e 3.5.3.
Novamente as amostras foram mantidas com a umidatlgal proporcionada pelo pré-
tratamento para serem utilizadas nas etapas seguicdmo a hidrélise, porém parte do
material passou pelo processo de secagem paral@ana umidade da amostra para que seja
utilizada uma quantidade massica igual de amostrabase seca para cada processo. O
percentual de perda de massa foi calculado pelacédqu8 e é apresentado na Tabela 19,

juntamente com seu desvio padréo.

Tabela 19. Perda de massa das biomassas pré-tratadatilizando agua no estado liquido. 1L (3 min, 178
°C); 2L (10 min, 178 °C); 3L (3 min, 212 °C); 4L (@ min, 212 °C); 5L (6,5 min, 170 °C); 6L (6,5 min220
°C); 7L (1 min, 195 °C); 8L (12 min, 195 °C); 9L (6 min, 195 °C); 10L (6,5 min, 195 °C); 11L (6,5 mj
195 °C).

Ensaio Severidade (logs) Perda de Massa (%)

1L 2,77 14,67 +5,36
2L 3,30 21,49 +0,46
3L 3,77 23,42 +4,02
4L 4,30 37,80 +0,47
SL 2,87 14,68 £1,06
6L 4,35 40,38 +1,22
7L 2,80 13,34 +1,48
8L 3,88 34,20 £1,71
9L 3,61 23,47 +0,82
10L 3,61 25,03 +1,55
11L 3,61 24,19 +1,17

Observa-se que as maiores perdas de massas ¢atimnezlas aos pré-tratamentos
de maior severidade, assim como foi constatado gaensaios utilizando vapor d’agua. O
ensaio 6L apresentou a maior perda de massa sstadsuperior a 40 %. Observa-se ainda
que as perdas de massa para os pré-tratamentiaadealcom agua no estado liquido foram

superiores as perdas de massa apresentadas metoatgmentos conduzidos utilizando agua
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no estado gasoso, o que se deve, provavelment@pa solubilizacdo e posterior escoamento
de compostos soluveis junto ao efluente resultdmteré-tratamento na utilizacdo da agua em

estado liquido.

Os dados percentuais de perda de massa do pradratautilizando agua no estado
liquido foram avaliados pelsoftware Statistica 8.0, conforme planejamento experimental
proposto, considerando os tempos e temperaturasdie pré-tratamento e gerando dados
estatisticos com intervalo de confianca pré-estaim® de 95 % (p<0,05).

O resultado da analise de variancia (ANOVA) pargpada de massa esta
apresentado na Tabela 20. Entre os fatores estwtitio a temperatura (°C) quanto o tempo

de residéncia lineares apresentaram efeito egtatistnte significativo (p<0,05).

Tabela 20. Andlise de variancia (ANOVA) para perdade massa dos pré-tratamentos utilizando agua no

estado liquido.

Soma de Graus de Quadrados

Fontes de Variagdo Quadrados Liberdade Médios

(1) Tempo de residéncia (min) (L) 325,970 1 325,970  0,0003
Tempo de residéncia (min) (Q) 1,025 1 1,025 0,6443
(2) Temperatura (°C) (L) 474,338 1 474,338 0,0001
Temperatura (°C) (Q) 10,274 1 10,274 0,1808
1L por 2L 14,273 1 14,273 0,1265
Erro 21,265 5 4,253

Total 851,280 10

Considerando apenas 0s parametros estisiticamégnédicativo, a temperatura
linear (°C) (T) e o tempo de residéncia linear (nfth a analise de variancia (ANOVA) foi
refeita para o equacionamento do modelo matemat&coonstrucdo da superficie de resposta
e curvas de contorno. O modelo matematico proguet® a perda de massa é apresentado na
Equacdo 23 e tem como ajustésigual a 94,0 % e r ajustado igual a 92,5 %, que sa

considerados bons valores de ajustes.
PM(%) = —73,01 + 1,73t + 0,44T Equacéo 23

Tanto a temperatura linear (°C) (T) quanto o tenge residéncia (min) (t)
apresentam efeito positivo na perda de massa,jaugegnto maior a temperatura e o tempo
dos pré-tratamentos hidrotérmicos com agua no @diqdido maior a perda de massa de

capim-elefante.
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Comparando a andlise estatistica para perda deamasgré-tratamentos com agua
no estado liquido com a andlise estatistica papaéegatamentos com 4gua no estado gasoso,
observa-se que o modelo matematico para perda dsantibs pré-tratamentos no estado
liguido é aproximadamente 50 % melhor explicadojustado aos dados que o modelo
proposto para 0s pré-tratamentos com agua no egésiso.

Na Figura 38 sdo apresentadas a superficie destaspoa curva de contorno
considerando apenas 0s parametros estatisticanmsgidgficativos (p<0,05). Tanto a
superficie de resposta quanto a curva de contaslaa@ram com o resultado apresentado
pelo modelo matematico, indicando que com o aumdattempo e da temperatura de pré-
tratamento ha um aumento também na perda de massapin-elefante, sendo essa perda
mais intensa em tempos de residéncia superioreS mié e em temperaturas superiores a

195 °C, sendo entdo, os melhores resultados pada pge massa, os pontos compreendidos
abaixo desse tempo e temperatura.
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Figura 38. Superficie de resposta (a) e curva demorno (b) para perda de massa nos pré-tratamentos
utilizando agua no estado liquido.
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4.4.2 Perda dos principais constituintes do capim-elefast durante o pré-
tratamento hidrotérmico utilizando agua no estadoiuido

Considerando que durante o pré-tratamento partecdostituintes da biomassa
lignoceluldsica sdo removidos do material insoljfalrealizado um balanco de massa para
0s trés principais constituintes (hemicelulosenihig e celulose) para determinar a perda
massica de cada componente. Para os calculos de gercada constituinte, a quantidade
massica introduzida no reator em base seca foi a@mdp a quantidade massica retirada do
reator de cada componente, em base seca, levarelp-ssnta as percentagens de cada
componente obtidas pelo método de Van Soest, paapion-elefanten natura e para as
amostras pré-tratadas. A Tabela 21 apresenta oHadkss para as perdas dos principais

constituintes da biomassa lignocelulésica: celylbsenicelulose e lignina.

Tabela 21. Perda de hemicelulose, lignina e celuébros pré-tratamentos hidrotérmicos utilizando aguao
estado liquido. 1L (3 min, 178 °C); 2L (10 min, 178C); 3L (3 min, 212 °C); 4L (10 min, 212 °C); 5L §,5
min, 170 °C); 6L (6,5 min, 220 °C); 7L (1 min, 198C); 8L (12 min, 195 °C); 9L (6,5 min, 195 °C); 10l(6,5
min, 195 °C); 11L (6,5 min, 195 °C).

Perda Perda Perda

Ensaio Severidade Hemicelulose Lignina Celulose
(log ro) (%) %) (%)
1L 2,77 26,94 28,36 -3,55
2L 3,30 36,12 28,63 -2,86
3L 3,77 52,28 33,12 0,35
4L 4,30 82,74 33,63 4,06
5L 2,87 20,15 30,59 -9,29
6L 4,35 83,33 34,67 9,13
7L 2,80 29,46 20,85 -3,39
8L 3,88 83,58 30,17 7,76
oL 3,61 52,06 25,46 -0,92
10L 3,61 55,34 28,03 -0,08
11L 3,61 55,32 24,19 -0,96

Observando a Tabela 21 nota-se que na maioria @&ss @ maior perda foi de
hemicelulose conforme o esperado por esse ser rwigml efeito do pré-tratamento
hidrotérmico, sendo que a maxima perda de hemasduhlcancada foi de mais de 83,58 %
pelo ensaio 8L, sendo seguido com perdas de henusel aproximadamente iguais pelos
ensaios 6L e 4L. A menor perda de hemicelulose e hiquido ocorreu no ensaio 5L,
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sendo esta de 20,15 %, correspondendo ao ensaie@ temperatura utilizada nos pré-
tratamentos. De modo geral, a perda de hemicelulosanenor nos pré-tratamentos
utilizando agua no estado liquido do que ao siattihgua no estado gasoso. A maior perda
de lignina foi observada no ensaio 6L que atingh63 % de perda desse componente.
Diferentes de todos os demais ensaios, 0s enshi@s5L apresentaram perda de lignina
superior a perda de hemicelulose. A perda de adulesultante apresentou resultado positivo
apenas nos quatro ensaios de maior severidade46L8L e 3L), sendo considerado
significativa (superior a 4 % de perda) apenaserssios 6L, 8L e 4L. Os demais ensaios
apresentaram valores negativos de perda de celdesdo considerado nesses casos que a

perda desse componente néo foi significativa.

Para melhor avaliagao da influéncia do tempo ddé&asia e da temperatura sobre as
perdas de hemicelulose e lignina, foi realizadoastudo estatistico de ambas as perdas com

intervalo de confianca pré-estabelecido de 95 %,(%.

Os resultados da analise de variancia (ANOVA) parperda de lignina estdo
apresentados na Tabela 22. Entre os fatores estuda@nas a temperatura (°C) quadratica

apresentou efeito significativo estatisticamented(p5).

Tabela 22. Andlise de variancia (ANOVA) para perdae lignina dos pré-tratamentos utilizando agua no

estado liquido.

Soma de Graus de Quadrados

Fontes de Variagdo Quadrados Liberdade Médios

(1) Tempo de residéncia (min) (L) 26,691 1 26,691 0,115
Tempo de residéncia (min) (Q) 0,163 1 0,163 0,887
(2) Temperatura (°C) (L) 29,857 1 29,857 0,100
Temperatura (°C) (Q) 76,758 1 76,758 0,023
1L por 2L 0,015 1 0,015 0,966
Erro 36,637 5 7,327

Total 177,945 10

Considerando apenas o0 parametro estisiticamemdéicagivo, a temperatura (°C)
(T) quadratica, a andlise de variancia (ANOVA)rifieita para o equacionamento do modelo
matematico e a construcdo da superficie de resgostarvas de contorno. O modelo
matematico proposto para a perda de lignina é aptaso na Equacdo 24 e tem como ajustes
r’ igual a 19,1 % e r ajustado igual a 10,1 %, que c@hsiderados valores de ajustes

inadequados.
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PL(%) = 17,24 + 0,0003T? Equacio 24

Conforme indicado pelo baixo valor dedo modelo matematico o resultado nao
expressa perfeitamente os valores obtidos na gratica vez que a menor perda de lignina se
deu no ensaio 7L que € realizado a uma temperatmsideravel (195 °C), porém em baixo

tempo de residéncia, comprovando que o tempo tanmténfiere nos resultados de perda de
lignina.

Na Figura 39 é apresentada a superficie de respostaurva de contorno para o

modelo matemético proposto para a perda de ligonowsiderando apenas o parametro
estatisticamente significativo.
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Figura 39. Superficie de resposta (a) e curva dermorno (b) para perda de lignina nos pré-trataments
utilizando agua no estado liquido.

Os resultados da analise de variancia (ANOVA) papeerda de hemicelulose estao
apresentados na Tabela 23. Entre os fatores estutiato a temperatura (°C) linear quanto o

tempo linear (min) apresentaram efeito signifiaagtatisticamente (p<0,05).
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Tabela 23. Andlise de variancia (ANOVA) para perdade hemicelulose dos pré-tratamentos utilizando

agua no estado liquido.

Soma de Graus de Quadrados

Fontes de Variagdo Quadrados Liberdade Médios

(1) Tempo de residéncia (min) (L) 1739,223 1 1739,223 0,0011
Tempo de residéncia (min) (Q) 0,596 1 0,596 0,9066
(2) Temperatura (°C) (L) 3264,834 1 3264,834  0,0003
Temperatura (°C) (Q) 25,529 1 25,529 0,4562
1L por 2L 113,302 1 113,302  0,1497
Erro 195,869 5 39,174

Total 5346,056 10

Considerando apenas 0s parametros estisiticamegméicativo, a temperatura
linear (°C) (T) e o tempo de residéncia linear (nfth a analise de variancia (ANOVA) foi
refeita para o equacionamento do modelo matematecoonstrucao da superficie de resposta
e curvas de contorno. O modelo mateméatico proppsta a perda de hemicelulose é
apresentado na Equacdo 25 e tem como ajUsigsat a 93,6 % e r ajustado igual a 92,0 %,

que sao considerados valores de ajustes adequados.
PH(%) = —200,57 + 3,98t + 1,16T Equac&o 25

Ambas as variaveis significativas tiveram efeitsipeo, ou seja, quanto maior a
temperatura e o tempo dos pré-tratamentos hidratésncom agua no estado liquido maior a

perda de hemicelulose de capim-elefante.

A superficie de resposta e a curva de contorno @an@delo matematico proposto
para a perda de hemicelulose considerando apeni@tooss estatisticamente significativos

sao apresentadas na Figura 40.

Considerando que a perda de hemicelulose € uno efgjterado como resposta da
acdo do pré-tratamento hidrotérmico, pode-se obseque tanto temperatura de operacao
guanto tempo de processo, sdo importantes parano desempenho do pré-tratamento.
Observa-se ainda, pelas curvas de contorno, da anfesma que foi comentado para os pré-
tratamentos utilizando vapor d’agua, que os methoesultados sdo obtidos em temperatura

superiores a 195 °C em tempos de residéncia sugeads,5 min.
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Figura 40. Superficie de resposta (a) e curva de morno (b) para perda de hemicelulose nos pré-
tratamentos utilizando agua no estado liquido

4.4.3 Composicdo dos efluentes resultantes do pré-tratam® hidrotérmico
utilizando agua no estado liquido

Analisou-se a composi¢cdo dos efluentes coletado&s a término de cada pré-
tratamento, durante a despressurizagédo do reaoCIpAE. A composicao desses efluentes

resultantes dos pré-tratamentos hidrotérmicoszatitio agua no estado liquido é apresentado
na Tabela 24.

Devido as perdas de hemicelulose durante os pegrtemtos, xilose e arabinose se
apresentam em maior concentracdo que os demaioentgs no efluente resultante do preé-
tratamento. O ensaio 6L apresentou a maior coragurde xilose e o ensaio 8L a maior
concentracdo de arabinose. Quando comparados os dadrabela 24 com os da Tabela 16
para os pré-tratamentos realizados com agua ndoeg&s0s0, observa-se que tanto xilose
guanto glicose aparecem em menor concentracadlneates dos pré-tratamentos utilizando
agua no estado liquido, porém é preciso considprara quantidade de efluente gerado no
pré-tratamento liquido é de 4 a 10 vezes, confasneondi¢cdes de ensaio, maior em volume
gue o efluente gerado no pré-tratamento utilizaagle no estado gasoso, o que significa que

0s componentes observados nesse efluente estéamsapars diluidos que os do efluente dos
pré-tratamentos utilizando vapor d’agua.
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Tabela 24. Composicdo dos efluentes dos pré-tratantes hidrotérmicos utilizando agua no estado
liquido. 1L (3 min, 178 °C); 2L (10 min, 178 °C); B (3 min, 212 °C); 4L (10 min, 212 °C); 5L (6,5 min170
°C); 6L (6,5 min, 220 °C); 7L (1 min, 195 °C); 8L 12 min, 195 °C); 9L (6,5 min, 195 °C); 10L (6,5 minL95
°C); 11L (6,5 min, 195 °C).

Ensaio Severidade Volume Celobiose Glicose Xilose Arabinose :(\;Célggo 5-HMF Furfural
(log ro) (mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
1L 2,77 1430 0,0357 0,0782  0,0920 0,0573 < 0,0008 - -
2L 3,30 1950 0,0360 0,0956  0,0941 0,0821 < 0,0008 - -
3L 3,77 1850 0,0349 0,0877 0,1011 0,1583 < 0,0008 - 0,0099
4L 4,30 2085 - 0,0774  0,1382 0,1844 < 0,0008 - -
5L 2,87 1890 0,0361 0,0962 0,0944 0,0525 < 0,0008 - -
6L 4,35 1985 0,0339 0,0801 0,1744 0,1897 < 0,0008 - -
7L 2,80 1495 0,0352 0,0843 0,0817 0,0555 < 0,0008 - -
8L 3,88 1695 0,0557 0,0846 0,1672 0,2548 0,0828 - ,0288
oL 3,61 1945 0,0346 0,0968 0,1356 0,1521 < 0,0008 - -
10L 3,61 2080 0,0341 0,0741  0,0829 0,1361 < 0,0008- 0,0093
11L 3,61 1970 0,0354 0,0792 0,0686 0,0621 < 0,0008- -

De modo geral, considerando os volumes dos eflagaseperdas de glicose, xilose e

arabinose sdo maiores nos pré-tratamentos utiizemdagua no estado liquido. Outra

comparacao a ser feita com a Tabela 16, € a coacéntdos inibidores, 5-HMF e furfural,

na Tabela 24, para os pré-tratamentos utilizanda ag estado liquido € identificada apenas

a presenca de furfural, em 3 dos 11 ensaios, e enones concentracbes em relacdo as

apresentadas pela Tabela 16, porém novamentetaessa maior diluicdo desse efluente, o

que leva a maior quantidade total de furfural fatmaos pré-tratamentos utilizando agua no

estado liquido. O ensaio 8L apresentou a maioresurecdo de furfural no seu efluente de

pré-tratamento, indicando que a concentracdo deéogEs eliminadas foi maior do que

aparecem nas concentracdes da Tabela 24. A coac&otde acido acético foi detectada

apenas no ensaio 8L, sendo que para os demais®néai foi detectado.
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4.4.4 Hidrolise enzimética da biomassa pré-tratada hidrotrmicamente utilizando

agua no estado liquido

A hidrolise enzimatica foi realizada conforme déeana secéo 3.3 para avaliacao do
pré-tratamento hidrotérmico utilizando agua no destéquido no capim-elefani@ natura e
andlise de sua melhora na eficiéncia de liberagiglidose para o meio, para posterior

fermentacao.

Inicialmente foram avaliados os acucares redut@R3, determinados pelo método
de DNS conforme descrito na se¢ao 3.5.5, e a gliabsterminada enzimaticamente por kit
de glicose PAP Liquiform, Labtéstonforme também descrito na secéo 3.5.5, liberapos
a hidrolise enzimética, para avaliagdo da cinélicgrocesso e a sua reprodutibilidade nos

pontos centrais.

A cinética de liberacdo dos acucares redutoresgphramassa pré-tratada com agua

no estado liquido é apresentada na Figura 41.

O ensaio 8L levou a maior liberacdo de acUcaresitoegs no meio durante
praticamente todo o processo de hidrolise enzimando seu pico maximo de liberacdo de
AR no tempo de 48 h, liberando aproximadamente ri§6de AR.g' de capim-elefantén
natura, sendo esse valor 20 mg superior a0 maximo vaoAR liberado nas hidrolises
enzimaticas da biomassa pré-tratada com agua adoeghsoso. Assim como aconteceu na
hidrolise das biomassas pré-tratadas com vapowd,ag pré-tratamento com agua liquida
também fez com que as biomassas pré-tratadassieenamaior quantidade de AR do que a

biomassa néo tratada em todos os momentos do pooces
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Figura 41. Rendimento de AR (mg de AR. §de capim-elefantein natura) durante a hidrélise enzimatica
para o capim-elefantein natura e o capim-elefante pré-tratado hidrotermicamente @m agua no estado
liquido. 1L (3 min, 178 °C); 2L (10 min, 178 °C); B (3 min, 212 °C); 4L (10 min, 212 °C); 5L (6,5 min170
°C); 6L (6,5 min, 220 °C); 7L (1 min, 195 °C); 8L 12 min, 195 °C); 9L (6,5 min, 195 °C); 10L (6,5 minl95
°C); 11L (6,5 min, 195 °C).

A Figura 42 apresenta o comportamento dos pontosrai® do planejamento

experimental para o rendimento de AR.

O gréfico apresentado na Figura 42 mostra queeeregrodutibilidade nos dados de
AR liberados por hidrélise enzimatica em capimasiéd pré-tratados hidrotermicamente com
agua no estado liquido, tal como identificado pam pré-tratamentos hidrotérmicos,
utilizando agua no estado gasoso. Para os pontisaisea maior concentracdo de AR
liberados no periodo em que a hidrélise enzimdticacompanhada ocorreu no tempo de 72
h.
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Figura 42. Rendimento de AR (mg de AR. §de capim-elefantein natura) durante a hidrélise enzimatica
de capim-elefante pré-tratado hidrotermicamente comagua no estado liquido, nos pontos centrais do
planejamento experimental. 9L (6,5 min, 195 °C); 10(6,5 min, 195 °C); 11L (6,5 min, 195 °C).

A cinética da hidrolise enzimatica para a liberagéalicose determinada utilizando

o kit de glicose PAP Liquiform, Labté& apresentada na Figura 43.

Quanto a cinética de liberacdo de glicose peladlsdr enzimatica nas biomassas
pré-tratadas com agua no estado liquido e na bgamasatura, observa-se que 0s ensaios
4L e 8L mantiveram altos rendimentos de glicosenem desde 12 h de processo, sendo que
as maiores liberacdes de glicose nesses dois srgaeiderando o tempo de processo foram
de aproximadamente 244 mg de glicoselg capim-elefant natura, para o ensaio 4L a 48
h, e de aproximadamente 315 mg de glicoSdgcapim-elefantin natura, para o ensaio 8L
a 60 h de processo. Apesar de ndo manter umailadtaddo de glicose durante todo o
processo, 0 ensaio 6L foi 0 que proporcionou amgéte do pico maximo de liberacdo de
glicose, sendo esse superior a 338 mg de glicbsgapim-elefantin natura, em 60 h de
processo. Apesar de diversos experimentos mostragm picos maximos em 60 h de
processo de hidrélise, muitos experimentos aprasant seus picos de liberacdo de glicose
em 48 h, com uma queda brusca no rendimento desglino tempo de 60 h. Esse

comportamento se destaca no ensaio 4L, no quasnmao de 60 h de hidrdlise enzimatica, o
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rendimento de glicose é inferior ao rendimento ligoge no ensaio de hidrdlise realizado
com o capim-elefanten natura. Com base nisso as amostras do tempo de 48 h fasam
escolhidas para as analises por CLAE. Cabe ainstace que os ensaios 1L, 5L e 7L em
alguns pontos da curva apresentaram rendimentbadseyliberada inferiores ao rendimento

de glicose liberada pela hidrélise enzimatica dwroeelefantan natura.
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Figura 43. Rendimento de glicose (mg de glicose’ gle capim-elefantein natura) durante a hidrélise
enzimatica de capim-elefante pré-tratado hidrotermcamente com agua no estado liquido. 1L (3 min, 178
°C); 2L (10 min, 178 °C); 3L (3 min, 212 °C); 4L (@ min, 212 °C); 5L (6,5 min, 170 °C); 6L (6,5 min220
°C); 7L (1 min, 195 °C); 8L (12 min, 195 °C); 9L (& min, 195 °C); 10L (6,5 min, 195 °C); 11L (6,5 mj
195 °C).

A concentracdo de glicose liberada em 48 h de Ilsdrénzimética € apresentada na
Figura 44.
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Figura 44. Rendimento de glicose (mg de glicose® ge capim-elefantein natura) apés 48 h de hidrdlise
enzimatica para o capim-elefanten natura e as biomassas pré-tratadas com agua no estadailap. 1L (3

min, 178 °C); 2L (10 min, 178 °C); 3L (3 min, 212C); 4L (10 min, 212 °C); 5L (6,5 min, 170 °C); 6L§,5

min, 220 °C); 7L (1 min, 195 °C); 8L (12 min, 195C); 9L (6,5 min, 195 °C); 10L (6,5 min, 195 °C); 11

(6,5 min, 195 °C).

Nas amostras de 48 h de hidrolise enzimatica ohssrvgque 0s ensaios 6L e 8L
apresentaram 0s maiores rendimentos de glicoseadiae no meio, respectivamente
quantidades superiores a 198 e 194 mg de glicbsegapim-elefanta natura. Estes dois
ensaios nao se diferenciaram estatisticamente upana<0,05, do ensaio 4L, sendo esses trés
ensaios os de maior fator de severidade. O memaiinento de glicose liberada coube a
hidrolise enzimatica realizada com capim-elefant@atura, sendo essa de 101,83 mg de
glicose.g' de capim-elefantén natura. O ensaio com capim-elefanta natura néo se
diferenciou estatisticamente dos ensaios 1L, 5IL,eséndo estes os trés ensaios de menor
fator de severidade. Considerando essa variacéesdi#ados conforme a severidade de seus
fatores a avaliacdo do rendimento (glicose libemiidase esperad foi feita comparando

diretamente as severidades de cada pré-tratantagtod 45).
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Figura 45. Rendimento da hidrélise enzimatica (glizse liberada.glicose esperadd em relacdo a
severidade do pré-tratamento hidrotérmico utilizamlo agua em estado liquido. 2,77 — 1L (3 min, 178 ),C
3,30 — 2L (10 min, 178 °C); 3,77 — 3L (3 min, 21Z7}; 4,30 — 4L (10 min, 212 °C); 2,87 — 5L (6,5 mir1,70

°C); 4,35 — 6L (6,5 min, 220 °C); 2,80 — 7L (1 mir},95 °C); 3,88 — 8L (12 min, 195 °C); 3,61 (1°) + 96,5

min, 195 °C); 3,61 (2°) — 10L (6,5 min, 195 °C); &1 (3°) — 11L (6,5 min, 195 °C).

Observando a Figura 45, nota-se que o rendimentdasda mesma forma que
observado para os rendimentos de glicose na Fgfuraendo os ensaios 6L e 8L os que
alcancam maiores rendimentos, sendo esses regpeetite de 51,69 e 50,73 %. Porém no
grafico da Figura 45, observa-se que o rendimeatdidrolise enziméatica em termos de
glicose liberada aumenta conforme a ordem cresantseveridade do processo, tendo o
menor rendimento sido observado na hidrélise dancatefantein natura (26,53 %) e
aumentado até a hidrdlise do capim-elefante ptaedoapelas condicdes do ensaio 6L, que
apresenta maxima severidade, assim como ocorrewsam@ndimentos dos pré-tratamentos

hidrotérmicos utilizando agua no estado gasoso.

A Equacao 26 descreve a correlagéao entre a setter{dgpresentada pela letra x) e o
rendimento da hidrolise enzimatica (Figura 45) pam pré-tratamentos hidrotérmicos
utilizando agua no estado liquido (representada |e¢ta y). O ajuste dessa correlacdo se da

na forma de polindmio de segundo grau e teigual a 0,88.

y = 0,959 x2 — 5,905x + 7,024 Equacéo 26
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Com base nos resultados discutidos até aqui, aentacdo de glicose (md-g
capim-elefantein natura) foi analisada estatisticamente com intervalo defianca pre-
estabelecido de 95 % (p<0,05).

Os resultados da analise de variancia (ANOVA) pacancentracao de glicose estao
apresentados na Tabela 25. Entre os fatores estutiato a temperatura (°C) linear quanto o

tempo de residéncia (min) linear apresentaramoedsitatisticamente significativo (p<0,05).

Tabela 25. Analise de variancia (ANOVA) para concdracéo de glicose da hidrélise enzimatica dos pré-

tratamentos utilizando agua no estado liquido.

Soma de Graus de Quadrados

Fontes de Variagdo Quadrados Liberdade Médios

(1) Tempo de residéncia (min) (L) 3141,807 1 3141,807 0,003
Tempo de residéncia (min) (Q) 6,215 1 6,215 0,821
(2) Temperatura (°C) (L) 4457,089 1 4457,089 0,001
Temperatura (°C) (Q) 0,487 1 0,487 0,949
1L por 2L 16,476 1 16,476 0,714
Erro 548,601 5 109,720

Total 8170,222 10

Considerando apenas 0s parametros estisiticamegméicativo, a temperatura
linear (°C) (T) e o tempo de residéncia linear (nfth a analise de variancia (ANOVA) foi
refeita para o equacionamento do modelo matematecoonstrucao da superficie de resposta
e curvas de contorno. O modelo matematico proppata a concentracdo de glicose €
apresentado na Equacdo 27 e tem como ajusigsat a 93,0 % e r ajustado igual a 91,3 %,

gue sao considerados valores de ajustes adequados.
Glilmg.g™') = —146,19 + 5,36t + 1,36T Equagéo 27

Ambas as variaveis significativas tiveram efeitsipeo, ou seja, quanto maior a
temperatura e o tempo dos pré-tratamentos hidratésncom agua no estado liquido maior a

concentracdo de glicose liberada apds a hidratizerética.

A superficie de resposta e a curva de contorno @an@delo matematico proposto
para a concentracdo de glicose considerando apsrfatores estatisticamente significativos

sao apresentadas na Figura 46.
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Figura 46. Superficie de resposta (a) e curva de morno (b) para concentracéo de glicose das hidr&es
enzimaticas dos pré-tratamentos utilizando agua nestado liquido.

A superficie de resposta e as curvas de contonmplesnentam os dados discutidos
até entdo onde fica evidenciado tanto o efeitoesaperatura quanto o efeito do tempo.
Resumidamente, pode-se dizer que o aumento de aosbésores (tempo e temperatura

lineares) aumenta a liberacdo de glicose para o,raendo esta liberacdo maior a partir do
tempo de residéncia de 6,5 min e da temperatut®sléC.

Com a andlise de CLAE foi possivel identificar ucoasideravel liberacao de xilose
em todos os ensaios, atingindo a concentracdo e rdg.mL* no ensaio 8L. 5-HMF e
furfural foram identificados em apenas um dos azsnios, 8L. A concentragcdo de 5-HMF
observada foi de 0,012 mg.fle a de furfural foi de 0,009 mg.mMLambas as concentracdes
menores do que as identificadas no hidrolisadongditzto dos pré-tratamentos utilizando
agua no estado gasoso. As concentracfes de 5-HiMFueal detectadas nos hidrolisados
enzimaticos do capim-elefante pré-tratado com &agmaestado liquido sdo ambas 0,01
mg.mL* menores que as méximas detectadas nos hidrolisadosaticos do capim-elefante
pré-tratado com agua no estado gasoso. Sendo assipas as concentracdes também sao
inferiores as concentragbes encontradas por eKual. (2010), apdés pré-tratamento

hidrotérmico em palha de milho, os quais concluicpra as concentragdes encontradas de 5-
HMF e furfural ndo apresentaram efeito inibidor.

A andlise dos valores das variaveis independeniesntpximizam a producao de
glicose e minimizam a perda de massa foi feitavagada funcdo de desejabilidade. Tal

técnica consiste em encontrar os valores dos fatpre otimizem uma ou mais respostas ou,



103

entdo, as mantenha em faixas desejaveis, utilizametodos de programacdo nao-lineares
(Montip6, 2012)

Considerando os dados de concentracdo de glidoseadia no meio de hidrolise
enzimatica detectada por CLAE como efeito positevoos dados de perda de massa
apresentados na secado 4.4.1 como efeito negativpralmesso, avaliou-se a funcdo de
desejabilidade e o valor otimizado das duas vasauedependentes do pré-tratamento
hidrotérmico utilizando &gua no estado liquido (iFég47). Novamente, a utilizacdo dos
valores de perda de massa como efeito negativorocegso se deve a necessidade de
utilizacdo da hemicelulose e lignina, que ndo smteresse nesse trabalho, como matéria-

prima em outros processos, para tornar mais veosglomicamente o processo.

Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 47. Perfis para avaliagdo dos pontos desej@ié e otimizado para o pré-tratamento hidrotérmico
utilizando a4gua no estado liquido, considerando agpda de massa como fator negativo e a concentracde

glicose liberada na hidrélise enzimatica como fatopositivo.
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Verifica-se que os dois primeiros perfis sdo retetia resposta da glicose com cada
uma das variaveis independentes, mantendo-se figatra variavel no ponto central. O
terceiro perfil mostra a desejabilidade da conegd@is de glicose, sendo que o valor 0 diz
respeito & minima concentracdo de glicose (116@@te o valor 1 corresponde & maxima
concentracdo de glicose para os pré-tratamentastéichicos utilizando agua no estado
liquido (198,37 mg.). Os perfis intermediarios s&o relativos & respgstra a perda de
massa, sendo que essa foi utilizada com sinal imegpara indicar que seu efeito ndo €
desejado, ou seja, quanto maior a perda de massa @sultado. Dos perfis intermediarios,
os dois primeiros sdo relativos a resposta da pgedmassa com cada uma das variaveis
independentes, mantendo-se fixa a outra variavglomeo central. O terceiro perfil mostra a
desejabilidade da perda de massa, sendo que oOvdlprrespeito a maxima perda de massa
(40,38 %) e o valor 1 corresponde a minima perdandssa para 0s pré-tratamentos
hidrotérmicos utilizando agua no estado liquido,343%). Quanto maior o valor da
desejabilidade, mais conveniente é a respostasting, isto €, maior é a sensibilidade, sendo
que o valor maximo da desejabilidade é a condi¢éwizada do sistema. Os dois ultimos
perfis mostram a desejabilidade individual paraactaior e a desejabilidade global que é
igual a 0,57. As linhas verticais destacadas ndicgr&orrespondem ao valor 6timo dos
parametros estudado. Assim sendo, a otimizacdo dddes apresentou com melhores
parametros a serem utilizados o tempo de residélec2 min e uma temperatura de 182,5
°C.

Comparando os parametros otimizados para os peéreatos hidrotérmicos
utilizando agua no estado liquido com os paramettosizados para 0s pré-tratamentos
hidrotérmicos utilizando 4gua no estado gasos@roasse que em ambos 0s caso o tempo de
residéncia 6timo para trabalho € o méximo valdiatis para este, ou seja, 12 min, porém,
observando a otimizacdo da temperatura nota-sea@eos pre-tratamentos hidrotérmicos
utilizando agua no estado liquido o ponto 6timo2¢ 3 °C menor do que para 0s pre-
tratamentos hidrotérmicos utilizando dgua no estEd®ms0, 0 que se deve principalmente a
grande perda de massa apresentada pelos pré-tnadaniédrotérmicos utilizando agua no

estado liquido.
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4.5Fermentacdo dos hidrolisados enzimaticos dos préatamentos

hidrotérmicos utilizando agua no estado gasoso @liido

4.5.1 Fermentacdo por Saccharomyces cerevisiae dos hidrolisados dos preé-

tratamentos hidrotérmicos utilizando 4gua no estadgasoso

Embora as concentracdes de capim-elefante utizada hidrolise enzimatica
tenham sido baixas, em um nivel suficiente para awadiacdo potencial do efeito do pré-
tratamento hidrotérmico, estudos de fermentacgmwg¢em apontar valores de rendimento e
produtividade de etanol, além da ocorréncia deaasfanibitorios dos metabdlitos, como o
furfural e 5-HMF, dentre outros, formados duranfgé@tratamento hidrotérmico.

A fermentacdo das amostras hidrolisadas das biangssé-tratadas utilizando agua
no estado gasosoie natura foi realizada conforme descrito na secdo 3.4. Wéta de

consumo de AR foi acompanhada e esta represeradeigura 48.
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Figura 48. Consumo de AR (mg.m[) em relacdo ao tempo de fermentacdo p@accharomyces cerevisiae
dos hidrolisados enziméaticos de capim-elefante ap@sé-tratamentos hidrotérmicos com agua no estado
gaso0so. 1V (3 min, 178 °C); 2V (10 min, 178 °C); 3@ min, 212 °C); 4V (10 min, 212 °C); 5V (6,5 mir, 70
°C); 6V (6,5 min, 220 °C); 7V (1 min, 195 °C); 8V12 min, 195 °C); 9V (6,5 min, 195 °C); 10V (6,5 mjn
195 °C); 11V (6,5 min, 195 °C).
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De modo geral, na maioria dos ensaios cerca detelgiss dos AR disponiveis no
inicio da fermentacdo foram consumidos, com excdgdnsaio 8V onde apenas metade dos
AR foram consumidos. Em todos os ensaios o maxiomswmo de AR ocorre até as
primeiras 24 h de fermentacdo, indicando o consdealicose. Os acUcares redutores
residuais provavelmente referem-se a substanciasferénentesciveis pela linhagem de
levedura empregada, tais como xilose e arabinodégéra 49 mostra os consumos de AR

nos pontos centrais de ensaio, indicando que héodefibilidade no pré-tratamento

hidrotérmico utilizando agua no estado gasoso.

Sk
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=
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0 T T
0 12 24 36 48

Tempo (horas)

Figura 49. Consumo de AR (mg.mL[}) em relacdo ao tempo de fermentacéo dos hidrolisasl enzimaticos
dos pontos centrais dos pré-tratamentos hidrotérmizs com agua no estado gasoso. 9V (6,5 min, 195 °C);
10V (6,5 min, 195 °C); 11V (6,5 min, 195 °C).

A Tabela 26 mostra os resultados da fermentacdesamtando a quantidade de
substrato inicial (§ — glicose — disponivel no meio, o fator de cos&éerde produto (9, a

produtividade volumétrica (JPe o rendimento total do procesgd.

A maior conversao da glicose consumida se deu sai@®V, assim como 0 maior
rendimento, tendo a conversdo chegado a 0,392 enguanto que o rendimento foi de
76,726 %. Porém, o ensaio 5V, assim como os deemaigios de baixa severidade tiveram
baixa produtividade, sendo essas comparaveis aagonelefantein natura. A maior

produtividade de etanol da fermentacdo foi de 0@27.h* e foi observada no ensaio 6V.
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Com base nos baixos valores de rendimentos ob&dpsla variagcdo desses valores, sugere-
se gue 0s compostos presentes nos hidrolisadosdicos pré-tratados hidrotermicamente
com agua no estado gasoso causaram inibicdo norgacismo utilizado para fermentacao.
Esta inibicdo pode ter sido causada ndo apenas petaentracbes de 5-HMF e furfural
presentes nas amostras, uma vez que nem toda®sisamapresentaram esses compostos em
sua composi¢cdo, mas por uma combinagdo de compaosssnte que ndo chegaram a ser

verificados, podendo haver compostos oriundos dariar composicéo do capim-elefante.

Tabela 26. Substrato inicial (§), fator de converséo de produto (¥s), produtividade volumétrica (R,) e
rendimento total (p) do processo de fermentacdo dos hidrolisados enZtitos dos pré-tratamentos
hidrotérmicos com agua no estado gasoso. 1V (3 mitiy8 °C); 2V (10 min, 178 °C); 3V (3 min, 212 °C);
4V (10 min, 212 °C); 5V (6,5 min, 170 °C); 6V (6,min, 220 °C); 7V (1 min, 195 °C); 8V (12 min, 195C);
9V (6,5 min, 195 °C); 10V (6,5 min, 195 °C); 11V (6 min, 195 °C).

So Yepis Py

@y @g) @Liry PO
1V 2,318 0,305 0,013 59,708
2V 2,520 0,318 0,014 62,231
3V 2,876 0,293 0,015 57,278
4\ 4450 0,230 0,020 44 998
5V 2,293 0,392 0,014 76,726
()4 5573 0,244 0,027 47,658
VAV 2,328 0,366 0,014 71,543
8V 3,757 0,265 0,019 51,919
Vv 2,896 0,348 0,018 68,013
10V 2,922 0,389 0,020 76,208
11V 3,010 0,350 0,020 68,564

In Natura 1,935 0,336 0,013 65,729

Amostra

As andlises de CLAE das amostras do inicio e dal filma fermentacdo mostraram
ainda que, conforme o previsto devido a fermentago sido realizada com uma

Saccharomyces cerevisiae comercial, nenhuma pentose presente foi metalolaliza
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4.5.2 Fermentacdo por Saccharomyces cerevisae dos hidrolisados dos pré-
tratamentos hidrotérmicos utilizando agua no estaddiquido

A fermentacdo das amostras hidrolisadas das bias@ss-tratadas utilizando agua
no estado liquido eén natura foi realizada conforme descrito na secao 3.4. #eta de

consumo de AR foi acompanhada e esta represeradeigura 50.

1L
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Fhd it boddnhs
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Figura 50. Consumo de AR (mg.mL[}) em relacdo ao tempo de fermentacéo dos hidrolisasl enzimaticos
dos pré-tratamentos hidrotérmicos com agua no estadiquido. 1L (3 min, 178 °C); 2L (10 min, 178 °C);
3L (3 min, 212 °C); 4L (10 min, 212 °C); 5L (6,5 nmi, 170 °C); 6L (6,5 min, 220 °C); 7L (1 min, 195 °C
8L (12 min, 195 °C); 9L (6,5 min, 195 °C); 10L (6,5nin, 195 °C); 11L (6,5 min, 195 °C).

De modo geral observa-se que o0 maximo consumolsaase deu nas primeiras 12
h para todos os experimentos. Os maiores consumdsRkdse deram na fermentacdo dos
ensaios 4L, 6L e 8L, sendo que o consumo dessesosnshegou a ser de 75 % dos AR
presentes.

A Figura 51 mostra os consumos de AR nos pontdsaieme ensaio, comprovando

que ha reprodutibilidade do pré-tratamento hidroiéo utilizando agua no estado liquido.
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Figura 51. Consumo de AR (mg.mL[) em relacdo ao tempo de fermentacéo dos hidrolisasl enzimaticos
dos pontos centrais dos pré-tratamentos hidrotérmims com agua no estado liquido. 9L (6,5 min, 195 °C)
10L (6,5 min, 195 °C); 11L (6,5 min, 195 °C).

A Tabela 27 mostra os resultados da fermentac@gsaensaios feitos com agua no
estado liquido, apresentando a quantidade de atdsticial (S) — glicose disponivel no
meio, o fator de conversédo de produte Y a produtividade volumétrica (Pe o rendimento

total do process®j.

Tabela 27. Substrato inicial (So), fator de conve&® em etanol (%,s), produtividade volumétrica (Pv) e
rendimento total (p ) do processo de fermentacdo dos hidrolisados em#ticos apds pré-tratamentos
hidrotérmicos com agua no estado liquido. 1L (3 minl78 °C); 2L (10 min, 178 °C); 3L (3 min, 212 °C);
4L (10 min, 212 °C); 5L (6,5 min, 170 °C); 6L (6,5nin, 220 °C); 7L (1 min, 195 °C); 8L (12 min, 195C);
9L (6,5 min, 195 °C); 10L (6,5 min, 195 °C); 11L (6 min, 195 °C).
So Yeis Py (%)
(gL (gg) @L'n" P
1L 2,636 0,301 0,013 58,905
2L 3,319 0,359 0,022 70,295
3L 3,585 0,337 0,023 65,888
4L 4,812 0,291 0,028 56,909
5L 2,533 0,328 0,014 64,263
6L 5,291 0,255 0,027 49,980
7L 2,632 0,393 0,017 76,859
8L 4965 0,301 0,030 58,853
oL 3,637 0,254 0,019 49,725
10L 3,725 0,280 0,022 54,861
11L 3,528 0,267 0,020 52,201
InNatura 1,935 0,336 0,013 65,729

Amostra
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A maior conversao da glicose consumida se deu sai@i7L, assim como 0 maior
rendimento, tendo a conversdo chegado a 0,393 enguanto que o rendimento foi de
76,859 %. Porém, o ensaio 7L, assim como os deemzi@ios de baixa severidade tiveram
uma baixa produtividade, sendo essas comparaveds Gapim-elefanten natura. A maior
produtividade da fermentacdo foi de 0,030 'gti’ e foi observada no ensaio 8L, sendo
seguido pelos outros dois ensaios de alta severidlacg 6L. Observa-se que tanto maximos
rendimentos quanto maximas produtividades sdo c@wpa e muito similares aos
rendimentos e produtividades obtidos para a feragé@ot dos ensaios de pré-tratamento
hidrotérmico realizado com agua no estado gasosmn Gase nos baixos valores de
rendimentos obtidos, e pela variacdo desses valsuggre-se que 0S compostos presentes
nos hidrolisados enzimaticos pré-tratados hidrataimente com agua no estado liquido
causaram inibicdo no microrganismo utilizado pamanentacdo. Novamente, esta inibicao
pode ter sido causada ndo apenas pelas concestrded®HMF e furfural presentes nas
amostras, uma vez que apenas uma amostra apresesEEICOMPOStOS em sua Composicao,
mas por uma combinacdo de compostos presentes &uehegaram a ser verificados,

podendo haver compostos oriundos da propria comgmsio capim-elefante.

Comparando as Tabelas 26 e 27, notam-se diversaslhsscas nos resultados,
principalmente quanto aos maximos valores de ceéwetla glicose a etanol, do rendimento
do processo e na produtividade. As diferencas ipaig sdo com quais amostras de preé-
tratamentos esses maximos sdo alcancados, porés difsrencas podem ser explicadas
pelas proprias diferencas entre os pré-tratamemnthstérmicos quando se utiliza agua no

estado liquido ou gasoso e pelos diferentes tempasperaturas otimizadas de cada um.

A andlise de CLAE das amostras do inicio e do folalfermentacdo mostraram
ainda que, conforme o previsto devido a fermentagéo sido realizada com uma
Saccharomyces cerevisiae comercial, nenhuma pentose presente foi metaloializa
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5 CONCLUSOES

A partir da andlise dos resultados obtidos neabmalho pode-se concluir que:

* As metodologias de Van Soest e a proposta pelo NR&h ligniceluldésico sdo
equivalentes para a avaliagdo da celulose de celgfante e suas fracdes preé-
tratadas;

« A perda de massa, a perda de hemicelulose, a dertignina e a perda de celulose,
aumentam conforme o aumento da severidade dogiegrtento, tanto utilizando agua
no estado liquido quanto no gasoso;

» Existe reprodutibilidade na determinacdo de ac8ca@utores liberados por hidrélise
enzimatica nos substratos, ap0s os pré-tratambithagérmicos;

* Nos pré-tratamentos hidrotérmicos, 6V (6,5 min @ 22, para agua no estado gasoso)
e 6L (6,5 min e 220 °C, para agua liquida), ocameins maiores rendimentos de
glicose em relacao a celulose presente no capifanédein natura, 60,44 % e 51,69
%, respectivamente. Os rendimentos obtidos paiamaassan natura foi de apenas
26,53 %;

e O pré-tratamento hidrotérmico, utilizando agua sta@o gasoso, resultou em um
maior rendimento de glicose a partir da celulosen anaior desestruturacdo da
hemicelulose e menor volume de efluente geradondmacomparado ao pré-
tratamento hidrotérmico, utilizando agua no estéagiado;

* Os resultados dos ensaios de fermentacdo sugererhogive inibicdo no processo
fermentativo, indicando a presenca de compostdsdories resultantes dos pré-

tratamentos.
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PERSPECTIVAS

Validacdo dos pontos 6timos dos pré-tratamentosotddnicos utilizando agua no
estado liquido e gasoso;

Otimizacao das condigdes de concentragdo de s@idasga enzimatica da hidrélise
enzimatica,

Avaliacao da inibicao da fermentacgéo e da utilinad@ diferentes microrganismos;
Avaliacéo da viabilidade econdmica do processo comdodo (custo de producéo do

etanol gerado no processo).
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