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RESUMO 

Com a crescente busca por fontes energéticas renováveis alternativas ao petróleo, o uso de 

biomassa lignocelulósica, como Pennisetum purpureum (capim-elefante), apresenta-se como 

uma alternativa para a produção de etanol de segunda geração. Entretanto, a matéria-prima 

necessita ser pré-tratada apropriadamente para facilitar a ação das enzimas ao material. Entre 

os métodos de pré-tratamento, explosão a vapor é considerado um dos mais eficientes. No 

presente trabalho, o capim-elefante foi pré-tratado por explosão a vapor em diferentes 

temperaturas (180, 190, 200 °C) e tempos de residência (6, 8 e 10 min). As amostras pré-

tratadas foram empregadas para produção de celulases e xilanases por Penicillium 

echinulatum. Essas enzimas foram utilizadas para hidrolisar capim-elefante e posteriormente 

realizou-se a fermentação alcóolica dos açúcares liberados. Quanto à produção de enzimas em 

cultivo submerso (CS), verificou-se efeito positivo da realização do pré-tratamento da 

biomassa para celulases totais (Filter Paper Activity (FPA) e endoglucanases) e β-

glucosidases, sendo os pré-tratamentos realizados a 190 ºC / 8 e 190 ºC / 6 min os mais 

promissores. Para os cultivos em estado sólido (CES), a substituição de 50 % do capim-

elefante pré-tratado por explosão a vapor e submetido à lavagem por farelo de trigo favoreceu 

as produções de FPA (190 ºC / 8 min), de endoglicanases (200 ºC / 6 min) e de β-glicosidases 

(180 ºC / 6 min). Os meios formulados com capim-elefante não tratado apresentaram 

promissores títulos enzimáticos para FPA (23,38 ± 0,01 UI.g
-1

), endoglicanases (161,07 ±

0,66 UI.g
-1

) e xilanases (505,95 ± 39,23 UI.g
-1

), todos no quinto dia de cultivo. Para xilanases

as maiores produções foram obtidas com capim-elefante não tratado em ambas as formas de 

condução de processo (CS e CES). Nas hidrólises enzimáticas, os maiores rendimentos de 

açúcares redutores foram obtidos quando empregou-se capim-elefante pré-tratado por 

explosão a vapor a 200 ºC / 10 min, e não lavado após o pré-tratamento (863,42 ± 62,52 mg.g
-

1
). As maiores liberações de glicose foram obtidas para as amostras lavadas, pré-tratadas a 

190 °C / 8 min (243,29 ± 6,19 mg.g
-1

), a 190 ºC / 10 min (248,34 ± 6,27 mg.g
-1

) e a 200 ºC /

10 min (246,00 ± 9,60 mg.g
-1

), após 48 h de hidrólise. Para a produção de etanol, os pré-

tratamentos a 200 °C / 6 min com amostras lavadas possibilitaram as maiores produções, 

atingindo valores de 110,45 L por grama de capim-elefante pré-tratado, considerando-se a 

perda de massa durante o pré-tratamento. Os dados obtidos indicam o potencial do capim-

elefante tanto como matéria-prima para a produção de enzimas como para a liberação de 

açúcares redutores. Os resultados também revelam a necessidade de remover substâncias 

inibitórias formadas durante o pré-tratamento por explosão a vapor por meio de lavagem com 

água antes do processo de hidrólise enzimática e fermentação alcoólica.  

Palavras-chave: capim-elefante, explosão a vapor, hidrólise, celulases, xilanases, 

fermentação alcóolica, cultivo submerso, cultivo em estado sólido. 
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ABSTRACT 

With the growing demand for sources of renewable energy as alternatives to petroleum, the 

use of lignocellulosic biomasses, such as Pennisetum purpureum (elephant grass), may 

provide a viable alternative to second generation ethanol production. However, the raw 

material must first be appropriately pretreated to facilitate the action of the enzyme on the 

material. Among pretreatment methods, steam explosion is considered one of the most 

efficient for biomass descontruction. In the present study, elephant grass was pretreated by 

steam explosion at different temperatures (180, 190, 200 °C) and residence times (6, 8 and 10 

min). The pretreated samples were used to produce cellulases and xylanases by Penicillium 

echinulatum. These enzymes were used to hydrolyse elephant grass and subsequently the 

released sugars were used for alcoholic fermentation. For enzyme production in submerged 

cultivation (SC), the pretreatment of biomass showed a positive effect on total cellulases 

(Filter Paper Activity (FPA)), endoglucanases and β-glucosidases, being pretreatments 

performed at 190 °C / 8 and 190 °C / 6 min were the most promising. For solid state 

cultivations (SSC), replacing 50 % of elephant grass pretreated by steam explosion and 

submitted to washing by wheat bran favoured the productions of FPA (190 °C / 8 min), 

endoglucanases (200 °C / 6 min) and β-glucosidase (180 °C / 6 min). The media formulated 

with untreated elephant grass showed promising enzymatic titles for FPA (23.38  0.01 IU.g
-

1
), endoglucanases (161.07  0.66 IU.g

-1
) and xylanases (505.95  39.23 IU.g

-1
) all in the fifth

day of cultivation. For xylanases, the highest productions were obtained for the untreated 

elephant grass for both forms of the conduction process (SSC and SC). In enzymatic 

hydrolysis, the highest yield of reducing sugars was obtained when elephant grass pretreated 

at 200 °C / 10 min and unwashed after the pretreatment (863.42 ± 62.52 mg.g
-1

) was used.

The highest release of glucose was obtained for the samples that were washed and pretreated 

at 190 °C / 8 min (243.29 ± 6.19 mg.g
-1

), 190 °C / 10 min (248.34 ± 6.27 mg.g
-1

) 200 °C / 10

min (246.00 ± 9.60 mg.g
-1

) after 48 h of hydrolysis. For ethanol production, the pretreatments

at 200 °C / 6 min and washed exhibited the highest production, up to 110.45 L per gram of 

pretreated elephant grass, considering the loss of mass during pretreatment. These data 

support the use of elephant grass as a raw material for enzyme production as well for the 

release of reducing sugars. These results also reveal the need to remove inhibitory substances 

formed during steam explosion pretreatment by washing with water prior to enzymatic 

hydrolysis and alcoholic fermentation. 

Keywords: elephant grass, steam explosion, hydrolysis, cellulase, xylanase, alcoholic 

fermentation, submerged cultivation, solid-state cultivation  
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1 INTRODUÇÃO 

O mercado mundial de etanol se encontra em expansão devido à crescente busca por 

fontes energéticas alternativas aos combustíveis derivados do petróleo. Essas fontes 

alternativas possibilitam a redução da poluição e a preservação do meio ambiente por 

utilizarem matérias-primas renováveis como resíduos de milho, trigo, beterraba, cana-de-

açúcar, entre outras. 

Diversos países têm buscado autonomia energética, uma vez que a quantidade de 

etanol disponível no mundo não é suficiente para atender à demanda. Os EUA são os maiores 

produtores de etanol a partir de milho no mundo, enquanto o Brasil produz etanol de cana-de-

açúcar. Atualmente, muitos estudos sobre a produção de etanol estão centrados na utilização 

de bagaço de cana-de-açúcar, por ser um subproduto abundante. A tecnologia para a produção 

de etanol a partir de lignocelulósicos, conhecido como etanol de segunda geração, ou etanol 

celulósico, antes da produção dos açúcares fermentescíveis uma etapa de pré-tratamento do 

material lignocelulósico é requerida. Estima-se que, a cada tonelada de cana-de-açúcar moída, 

obtêm-se 280 kg de bagaço, que é queimado para a produção de energia elétrica, mas que 

também pode ser utilizado para a produção de etanol. Nesse contexto, o etanol brasileiro 

apresenta-se cada vez mais atrativo para o mercado mundial devido à sua sustentabilidade. 

No Rio Grande do Sul, o etanol combustível utilizado é proveniente de outros estados, 

uma vez que, devido às condições climáticas, a cana-de-açúcar apresenta baixa produtividade. 

O capim-elefante (Pennisetum purpureum) se apresenta como uma alternativa, pois trata-se de 

uma gramínea adaptável a diversos tipos de solos e que possui alta produtividade quando 

comparado a outras culturas. A produção de biomassa de cana-de-açúcar é de 22 t/ha/ano 

(massa seca), a de eucalipto é de 9 t/ha/ano (massa seca), enquanto que capim-elefante 

apresenta 40 t/ha/ano (massa seca) (Somerville et al., 2010). 

Essa biomassa, após hidrólise enzimática, pode ser empregada para a produção de 

etanol. No entanto, existem diversos gargalos na liberação de açúcares redutores durante a 

hidrólise enzimática. Entre esses gargalos estão o pré-tratamento da biomassa para romper o 

invólucro de lignina, causar modificações estruturais na hemicelulose e tornar a celulose mais 

acessível às enzimas, a inibição causada pelos açúcares liberados durante a hidrólise sobre as 

enzimas e sobre as leveduras durante a fermentação, além do elevado custo das enzimas 

empregadas no processo de hidrólise. 

Neste contexto, esse trabalho teve como objetivo geral realizar estudos de produção de 

celulases e xilanases por P. echinulatum S1M29, em cultivos submersos (CS) e em cultivo em 
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estado sólido (CES), empregando capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor, visando à 

obtenção de preparações enzimáticas a serem empregadas na hidrólise do material 

lignocelulósico e fermentação alcoólica dos açúcares de capim-elefante, tendo como objetivos 

específicos: 

- verificar a eficiência do pré-tratamento por explosão a vapor sobre capim-elefante, 

empregando diferentes tempos e temperaturas; 

- verificar o efeito das diferentes condições do pré-tratamento por explosão a vapor 

sobre a composição química e morfológica do capim-elefante; 

- avaliar a influência do emprego de capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor, 

em diferentes condições de tempo e temperatura, para produção de enzimas em cultivos 

submersos e em estado sólido; 

- avaliar a utilização de caldos enzimáticos de P. echinulatum produzidos com capim-

elefante como matéria-prima, na hidrólise enzimática de capim-elefante; 

- avaliar o efeito das diferentes condições de pré-tratamento por explosão a vapor na 

fermentação alcoólica dos açúcares liberados na hidrólise enimática, utilizando a linhagem 

CAT-1 de Saccharomyces cerevisiae; 

- avaliar o efeito do processo de lavagem com água nas amostras de capim-elefante 

pré-tratado por explosão a vapor, sob diferentes condições de tempo e temperatura, na 

produção de enzimas, hidrólise enzimática e fermentação alcoólica. 



3 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Problemática ambiental e energias renováveis 

A crescente demanda de energia nos últimos anos é a principal consequência do uso 

indiscriminado de combustíveis fósseis pela humanidade e do consequente aumento da 

poluição e emissões desenfreadas de carbono na atmosfera. Nesse sentido, os projetos de 

geração de energia podem ter impactos ambientais significativos e irreversíveis (Fontoura et 

al., 2014). 

Segundo dados da Agência Internacional de Energias Renováveis (IRENA), as fontes 

de energias renováveis são cada vez mais significativas para a economia mundial, 

representando um importante setor de criação de empregos. Segundo a IRENA, 6,5 milhões 

de pessoas em todo o mundo trabalharam em 2013 em funções relacionadas à geração de 

energia. No geral, a China responde por 2,6 milhões dos empregos mundiais no setor. O 

Brasil aparece em segundo lugar, com 894 mil empregos, seguido pelos Estados Unidos, 625 

mil e pela Índia, 391 mil. A União Europeia como um todo detém 1,2 milhões de empregos, 

sendo que a Alemanha é o destaque com 371 mil (Ávila, 2014). 

As emissões de gases causadores do efeito estufa resultantes da utilização destes 

combustíveis, como por exemplo o dióxido de carbono, são a principal causa das mudanças 

climáticas globais (Buckeridge et al., 2009), além de afetar negativamente a qualidade de 

vida.  

Segundo o National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAAA, 2013), o 

dióxido de carbono permanece na atmosfera por centenas de anos e seu excessivo aumento 

está diretamente associado à queima de combustíveis fósseis. Alguns dados históricos 

mostram que, antes da Revolução Industrial, a concentração de CO2 ficava em torno de 180 e 

280 ppm (partes por milhão), enquanto atualmente superamos a concentração de 400 ppm de 

CO2 na atmosfera (Ávila, 2014).  

A redução dos problemas ambientais poderia ser favorecida por um uso mais eficiente 

da energia, através de mudanças na matriz de geração de energia do mundo, a previsão para 

serviços de energia, tais como a armazenagem, transporte e a distribuição de novas políticas 

regulatórias. Diversos governos adotaram políticas de incentivo e de expansão do uso de 

fontes de energia renováveis e sustentáveis (Andreoli, 2008). Essa área de pesquisa é 

motivada, principalmente, pelo despertar de uma maior consciência ecológica e ambiental nas 

atividades industriais (Ramos, 2000). 
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 A produção de etanol combustível tem aumentado consideravelmente porque muitos 

países procuram reduzir as importações de petróleo, impulsionando as economias rurais e a 

melhoria da qualidade do ar (Sánchez & Cardona, 2008). Ao contrário dos combustíveis 

fósseis, o etanol é uma fonte de energia renovável produzida através da fermentação de 

açúcares (Sun & Cheng, 2002). 

Na década de 1970, o Brasil iniciou um programa para substituir a gasolina pelo 

etanol, visando à diminuição da dependência política e econômica. Nesse programa, a cana-

de-açúcar foi escolhida como matéria-prima para produzir etanol e, sendo assim, a 

intensificação de estudos agrícolas e tecnológicos levaram o Brasil a uma posição favorável 

em termos de segurança energética. No entanto, deve se notar que somente parte da biomassa 

produzida é utilizada para a produção de bioenergia; um terço da planta é utilizada para a 

produção de açúcar, um terço é bagaço, que é queimado para produção de eletricidade e o 

terço restante é deixado no campo, sendo decomposto por microrganismos (Cortez et al., 

2008). Para a conversão dos polissacarídeos presentes nas folhas, palhas e bagaço de cana-de-

açúcar em etanol, é necessário o desenvolvimento de tecnologias que possibilitem o aumento 

da produção desse combustível sem ocupar novas áreas de terras (Soccol et al., 2010). 

A produção de etanol a partir de açúcares ou amido impacta de forma negativa na 

economia do processo, tornando o etanol mais oneroso em comparação aos combustíveis 

fósseis. O foco no desenvolvimento de tecnologias para a produção de etanol lignocelulósico 

foi deslocado para a utilização de materiais residuais para reduzir os custos de produção 

(Howard et al., 2003). 

Assim, as enormes quantidades de biomassa vegetal residual, que não são comumente 

utilizadas, podem potencialmente ser convertidas em diversos produtos de valor agregado, 

incluindo os biocombustíveis, produtos químicos, fontes de energia com custo reduzido para a 

fermentação, rações animais, entre outros. Estes recursos podem ser usados para criar novos 

biomateriais e isso requer uma compreensão da composição da matéria-prima ou de toda a 

planta, de modo que os elementos funcionais desejados possam ser obtidos para a produção 

de bioprodutos (Howard et al., 2003). 

O Brasil possui uma vasta extensão de áreas agrícolas disponíveis, radiação solar 

intensa, grande disponibilidade de água, diversidade climática e interação entre os centros de 

pesquisa agrícola, como a Embrapa e de agronegócio (EPE, 2007). Além disso, o país 

também tem cerca de 30 milhões de hectares de áreas com baixa produtividade para 

alimentação animal, que poderiam ser usados por diferentes biomassas, inclusive capim-

elefante (MAPA, 2013). As iniciativas do governo brasileiro contribuíram fortemente para o 



5 

 

investimento em fontes alternativas de energia, e dessa forma, a utilização de biomassas na 

matriz energética brasileira aumentou nos últimos anos, de 5,4 % em 2009 para 6,8 % em 

2012 (EPE, 2013). 

 

2.2 Biomassa lignocelulósica: novas fontes de energias renováveis 

A biomassa desempenhou um importante papel até parte do século XIX, onde em 

torno de 85 % de toda a energia utilizada pelo homem tinha como fonte a madeira, o carvão e 

outros produtos de origem vegetal. Dessa forma, tornou-se a principal fonte de energia da 

humanidade (Goldemberg, 2010).  

O combustível derivado da biomassa tem sido foco de interesse em pesquisas por suas 

vantagens sobre os combustíveis fósseis. A biomassa é renovável e amplamente utilizada 

(Xuan et al., 2009), tornando-se matéria-prima atrativa para a produção de etanol e outros 

combustíveis alternativos (Szengyel, 2000; Kalogeris et al., 2003; Adsul et al., 2004; 

Menegol et al., 2014a).  

Nesse contexto, vários governos começaram a desenvolver estratégias enfatizando a 

importância de novas fontes de energias renováveis para suprir a crescente demanda 

energética, além dos preços instáveis das energias. Entre as diversas fontes de energia - 

biomassa, solar, eólica, geotérmica, das marés - a biomassa possui grande prioridade, uma vez 

que é a única fonte que pode ser diretamente utilizada para a produção de combustíveis, 

especialmente o etanol (Dwivedi at al., 2009). 

Diversos recursos de biomassas lignocelulósicas estão disponíveis em nosso planeta 

para conversão em bioprodutos e energia (Howard, 2003), conforme o Quadro 1. 

 

Quadro 1. Resíduos lignocelulósicos, origem e suas aplicações (Howard, 2003). 

Resíduos Origem Aplicações 

Palhas, espigas de milho, talos, 

cascas 

Trigo, arroz, cevada, aveia e 

milho 

Alimentação animal, queimado 

como combustível, adubo orgânico 

Águas residuais, farelos Milho, trigo, arroz e soja Alimentação animal 

Bagaços 
Cana-de-açúcar e outros 

produtos de açúcar 
Energia térmica 

Resíduos de fibra, licor de sulfito Fábricas de celulose e papel 
Reutilizado na indústria de celulose 

e painéis 

Jornais velhos, papel, papelão, 

placas antigas, móveis em desuso 
Resíduos lignocelulósicos 

Pequeno percentual reciclado, 

outros queimados 

Gramíneas não utilizáveis como 

fonte de alimento 
Gramíneas Queima 
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2.2.1 Composição da biomassa lignocelulósica 

Os materiais lignocelulósicos são compostos de polímeros de carboidratos (celulose e 

hemicelulose), lignina e em menor quantidade amido, pectina, extraíveis e minerais em uma 

estrutura intrínseca, que é recalcitrante à desconstrução. Embora a composição deste tipo de 

biomassa seja bastante variável, a celulose e a hemicelulose normalmente compreendem até 

dois terços e são matérias-primas que potencialmente serão utilizados para a produção de 

etanol de segunda geração (Gírio, 2010). 

Os três maiores componentes poliméricos (celulose, hemicelulose e lignina) 

constituem 97-99 % da massa seca dos lignocelulósicos (Mosier et al., 2005). 

Na Figura 1 observa-se um esquema da distribuição da lignina, hemicelulose e 

celulose de um tecido vegetal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Celulose  

 A celulose é o composto orgânico mais abundante da Terra e a maior parte da celulose 

utilizada na indústria provém da madeira – 40 % a 50 % de celulose - e das fibras do algodão 

– 98 % de celulose (Medve, 1997). A celulose é um homopolissacarídeo linear formado de 

unidades de glicose unidas por ligações do tipo β (1-4) (Galdeano, 2001). Duas unidades 

adjacentes formam uma ligação glicosídica através da eliminação de uma molécula de água, 

Figura 1. Constituintes da parede da célula vegetal (Ilustração: M. Camassola, 2009). 
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que envolve os grupos hidroxílicos dos carbonos 1 e 4. Essa estrutura dissacarídica recebe o 

nome de celobiose (Fengel & Wegener, 1989), quando liberada da celulose. 

As cadeias de celulose agregam-se formando fibrilas e apresentam ligações de 

hidrogênio entre os grupamentos hidroxila intra e intercadeias, o que resulta na cristalinidade 

da celulose. Essas regiões cristalinas, nas quais as cadeias estão ordenadas paralelamente, são 

separadas por regiões menos ordenadas, conhecidas como amorfas (Galdeano, 2001) (Figura 

2). As regiões de celulose amorfa exibem baixa resistência, constituindo-se em pontos para 

ataques químicos e biológicos (Fan et al., 1980).  

A celulose é geralmente organizada em microfibrilas, cada uma medindo cerca de 3-6 

nm de diâmetro e contendo até 36 cadeias de glicano, tendo milhares de resíduos de glicose 

(Zheng et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Hemicelulose 

A hemicelulose é um polímero de pentoses (xilose, arabinose), hexoses (manose, 

glicose, galactose) e ácidos. As xilanas são as hemiceluloses mais abundantes e se constituem 

em heteropolissacarídeos formados por unidades de ß-D-xilopiranose unidas por ligações do 

tipo ß-1,4 e, ocasionalmente, por ligações do tipo ß-1,3. Além de xilose, a xilana pode conter 

arabinose, ácido glucurônico e seu 4-O-metil-éter e grupo acetil (Saha, 2003). Todos os 

monômeros da hemicelulose são unidos por ligações facilmente hidrolisáveis (Pérez et al., 

2002). 

Figura 2. Estrutura da celulose, reproduzida de Dillon (2004). 
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As hemiceluloses são estruturalmente mais parecidas com a celulose do que com a 

lignina e são depositadas na parede celular em um estágio anterior à lignificação. Sua 

estrutura apresenta ramificações e cadeias laterais que interagem facilmente com a celulose 

(Figura 3), dando estabilidade e flexibilidade ao agregado (Ramos, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estrutura molecular da hemicelulose (Fonte: Polizeli et al., 2011). 

 

- Lignina 

A lignina é uma das macromoléculas mais abundantes na Terra e apresenta uma 

estrutura molecular bastante complexa (Figura 4). É um heteropolímero amorfo de alto peso 

molecular, constituído por unidades de fenilpropano unidas por diferentes tipos de ligações. 

Devido à sua composição química, a lignina é hidrofóbica e extremamente resistente à 

decomposição (Pérez et al., 2002). Está presente na parede celular, constituindo uma estrutura 

de suporte, impermeabilidade e resistência ao ataque microbiano (Pérez et al., 2002). 

A lignina associa-se covalentemente com a hemicelulose, prevenindo assim o acesso 

de agentes hidrolíticos à celulose. Dessa forma, estudos da biodegradação da lignina são de 

grande importância para possibilitar aplicações biotecnológicas, visto que esses polímeros são 

o maior obstáculo para a eficiente utilização de materiais lignocelulósicos em uma ampla 

faixa de processos industriais (Eggert et al., 1996). 
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Figura 4. Estrutura molecular da lignina (Fonte: Sarkanen et al., 1971). 

 

2.3 Capim-elefante 

O capim-elefante da espécie Pennisetum purpureum (Figura 5), pertence à família 

Graminae (Poaceae), subfamília Panicoideae, tribo: Paniceae, gênero: Pennisetum L. Rich e 

espécie: P. purpureum, Schumacher (Stebbins & Crampton, 1961).  

Apresenta elevada produtividade quando comparado ao eucalipto e à cana-de-açúcar, 

produzindo cerca de 40 toneladas de matéria seca por hectare por ano (Woodard e Prine, 

1993). É uma gramínea plantada da mesma forma que a cana-de-açúcar, exigindo poucos 

nutrientes complementares para o crescimento (Osava, 2007). 

Comparando-se o teor de celulose entre diferentes biomassas, verifica-se que o capim-

elefante apresenta 36 % de celulose (Menegol et al., 2014b), o bagaço de cana-de-açúcar 50,5 

% (Kansoh et al., 1999) e a palha de milho 14,2 % (Mosier et al., 2005). 

Essa espécie tem despertado grande interesse para a geração de energia (Menegol et 

al., 2014; Cardona et al., 2014; Pérez-Boada et al., 2014). Segundo Rodrigues et al. (2001), o 

capim-elefante foi introduzido no Brasil há quase um século, por volta do ano de 1920 após 

ter sido descoberto pelo Coronel Napier em 1905 na África Tropical, sendo que hoje ele é 

encontrado em todas as regiões do país. São conhecidos, pelo menos, 85 diferentes genótipos 
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de capim-elefante, destacando-se as variedades Cameron, Roxo, Napier, Anão, Pioneiro, 

Merker, além de híbridos (Basso et al., 2014). Inicialmente, esta espécie era utilizada como 

alimento para o gado e atualmente, apresenta um alto potencial como fonte alternativa de 

energia e também para a obtenção de carvão vegetal (Urquiaga et al., 2006). Além disso, 

diversos estudos apontam seu potencial para a produção de estanol de segunda geração 

(Cardona et al., 2014; Menegol et al., 2014a,b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) 

essa espécie se caracteriza por ser perene, de porte ereto, com talos grossos de até 4,5 m de 

altura. É encontrada em áreas de solo úmido com mais de 1000 mm de precipitação anual. 

Cresce melhor em solos profundos, de textura moderada a bastante pesada e tolera secas 

breves. É a gramínea forrageira mais amplamente cultivada e rende grandes quantidades de 

matéria seca. Seu principal atributo é a alta produção de forragem quando submetida a cortes 

frequentes, após adubação e irrigação. Seus rendimentos de biomassa variam entre 12 e 150 

t/ha/ano, dependendo da fertilidade, manejo e cultivares, e além disso, pode ser colhido até 

quatro vezes por ano, o que torna esta planta uma das mais potenciais culturas para o uso de 

energia (Strezov et al., 2008). 

Na maioria das regiões produtoras do Brasil, seu cultivo anual concentra-se no período 

chuvoso, com um grande crescimento e perda do valor nutritivo (Deresz, 2001).  Nesse 

Figura 5. Cultura de capim-elefante (Imagem da autora, 2010). 
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sentido, além da influência dos efeitos climáticos, sua produtividade pode ser influenciada 

pela quantidade de nutrientes no solo, com destaque para o nitrogênio (Abreu et al., 2006). O 

capim-elefante é especialmente eficaz na redução da contaminação de nitrogênio presente em 

águas subterrâneas e solos com excretas animais que contenham quantidades elevadas de 

nitrogênio e sais (Wang et al., 2002). 

O cultivo do capim-elefante depende da temperatura e da precipitação, sendo que a 

faixa de temperatura exigida é de 18 ºC a 30 ºC, sendo 24 ºC a temperatura ideal, enquanto a 

faixa de precipitação anual é de 800 a 4.000 mm (IBGE, 2002).  

Para Vicente (2007), o capim-elefante proporciona maior produtividade, requer menor 

extensão de áreas para produção, menor ciclo produtivo, melhor fluxo de caixa, possibilidade 

de mecanização total, energia renovável e maior assimilação de carbono. 

2.4 Produção de enzimas 

Vários fatores influenciam na produção de enzimas microbianas, incluindo-se o 

microrganismo produtor das enzimas de interesse, o meio de cultivo e o controle adequado de 

parâmetros físico-químicos durante o processo (Dillon, 2004). 

Para a produção de uma determinada enzima microbiana, é de grande importância a 

formulação de um meio efetivo, de baixo custo e que permita a manutenção e o crescimento 

do microrganismo (Smits et al., 1996). Assim, para que o crescimento ocorra, é preciso que o 

microrganismo encontre os elementos básicos e indispensáveis para seu metabolismo. Deste 

modo, elementos como carbono, nitrogênio, enxofre, fósforo, magnésio e cálcio, além de 

ferro, cobre, cobalto, zinco, manganês e molibdênio, são todos requeridos pelos 

microrganismos e devem estar presentes no meio (Smits et al., 1996). 

Existem dois tipos de processos que são utilizados para a produção de enzimas: cultivo 

em estado sólido (CES) e cultivo submerso (CS) (Schmidell & Facciotti, 2001).  

O CES é qualquer processo de cultivo realizado em material insolúvel, que atua tanto 

como suporte físico, como fonte de nutrientes para o microrganismo, e o meio de cultura não 

contém água livre (Chahal, 1985, Pandey, 1992). O crescimento do microrganismo e a 

formação de produtos ocorrem na superfície e/ou dentro do sólido (Considine et al., 1987). 

Esse processo apresenta diversas vantagens, como volume reduzido do meio de 

cultivo, menores custos de manipulação, rendimento do produto - que pode ser maior do que 

o obtido em cultivos submersos - uso direto do produto concentrado no substrato, menor 

quantidade da solução extratora para a extração de substâncias, maior simplicidade na 

formulação final do meio de cultura, redução no risco de contaminação bacteriana e 
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equipamentos menos complexos que os dos cultivos submersos (Cannel & Moo-Young, 1980; 

Tergerdy, 1985). No entanto, o CES também apresenta algumas desvantagens, entre estas, 

destacam-se a utilização de microrganismos restrita àqueles capazes de desenvolver-se em 

baixos níveis de umidade, a dificuldade de transferência de calor, de controle dos níveis de 

umidade, pH, O2, CO2 e produtos formados, além da necessidade de grande quantidade de 

inóculo (Cannel & Moo-Young, 1980). 

Apesar das vantagens oferecidas pelo CES, 5 % das enzimas comercialmente 

importantes são produzidas em estado sólido. Os processos de cultivo submerso (CS) 

dominam a produção da maioria das enzimas microbianas comerciais, principalmente porque 

o controle e a esterilização são facilitados neste sistema (Said & Pietro, 2002), além de 

permitir maior controle de parâmetros como pH, temperatura e concentração nutrientes 

(Nigam & Singh, 1994).  

O CS envolve crescimento de um microrganismo em suspensão em meio líquido, no 

qual vários nutrientes estão dissolvidos ou suspensos como partículas sólidas. Existem muitos 

tipos de reatores disponíveis para CS, mas as produções de enzimas comerciais realizam-se, 

predominantemente, em sistema de misturas por agitadores mecânicos internos, dentro de um 

recipiente cilíndrico fechado constituído de aço inoxidável e contendo um eixo interno com 

pás para agitação. O controle do CS é realizado através de dispositivos acoplados ao 

recipiente principal (Said & Pietro, 2002). 

Os processos de cultivo submerso são amplamente conhecidos, estudados e aplicados 

e apresentam variáveis na forma de condução que os classificam em processos descontínuos, 

descontínuo alimentado, contínuo e semicontínuo (Schmidell & Facciotti, 2001). 

2.4.1 Celulases: características, produção e aplicações 

As celulases constituem um complexo de enzimas encontradas em secreções de 

microrganismos, como fungos e bactérias, e estão presentes também no sistema digestório de 

algumas espécies de gastrópodes. Nos ruminantes e em alguns insetos xilófagos, a degradação 

da celulose é consequência da atividade enzimática proveniente da secreção de fungos e 

bactérias simbiontes. Esse complexo enzimático é capaz de hidrolisar a celulose em moléculas 

de glicose (Figura 6) (Kubicek et al., 1993; Rolle, 1998). 
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Figura 6. Representação da atuação das celulases e enzimas acessórias (Adaptado de 

Glass et al., 2013). 

 

Devido a sua ação hidrolítica, as celulases atacam diretamente a estrutura da celulose, 

causando perda de massa e diminuindo seu grau de polimerização (Andreaus, 2001). As 

celulases são proteínas com uma estrutura tridimensional, sensíveis a mudanças de pH e 

temperatura. Especialmente em pH alcalino e a temperaturas acima de 80° C, desnaturam e 

perdem a sua atividade catalítica (Andreaus, 2001). 

O complexo celulásico secretado por fungos filamentosos é formado por três 

componentes enzimáticos majoritários, as endoglicanases, as celobiohidrolases 

(exoglicanases) e as β-glicosidases, que não são consideradas como celulases legítimas, pois 

não agem diretamente na molécula de celulose (Medve, 1997). 

Os métodos de separação de moléculas e os estudos sobre a ação dos componentes das 

celulases têm mostrado que esse complexo enzimático é constituído por um conjunto de três 

enzimas hidrolíticas: as endo-β-1,4-glicanases (EC 3.2.1.4), que hidrolisam as ligações 

glicosídicas ao acaso na fibra de celulose; as exo- β -1,4-glicanases ou celobioidrolases (EC 

3.2.1.91), que agem nas extremidades redutoras e não redutoras de polímeros gerados pela 

ação das endoglicanases liberando oligossacarídeos e celobiose; e as β-1,4-glucosidases (EC 

3.2.1.21), que hidrolisam oligossacarídeos e celobiose à glicose (Bisaria & Ghose, 1981; 

Zeilinger et al., 2000). Estes três componentes atuam de forma sinérgica na hidrólise da 

celulose (Dillon, 2004). 

Diversos fatores interferem no crescimento fúngico e dessa forma, o controle de 

parâmetros como temperatura e pH são importantes, principalmente quando se visa a 

produção de celulases (Xiong et al., 2004). Para Trichoderma reesei a faixa de temperatura de 

crescimento está entre 32-35 ºC, enquanto a temperatura de produção de enzima está entre 25-

28ºC. O controle da temperatura pode ser utilizado para otimizar tanto o crescimento celular 

β-glicosidase 

Celobiohidrolase I 

CELULOSE 

Endoglicanase Celobiohidrolase II 

Polissacarídeo monooxigenase 

Celobiose desidrogenase 

celobiose         glicose 
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como a produção de celulases, sendo que a fase de crescimento antecede à da secreção 

enzimática (Ryu & Mandels, 1980). 

As celulases, assim como as demais enzimas hidrolíticas, são induzidas, havendo a 

necessidade de serem secretadas pelos microrganismos para que estes cresçam em celulose 

(Kubiceck et al., 1993). Entre os complexos celulolíticos de bactérias e fungos já estudados, o 

mais conhecido é o de T. reesei (Bisaria & Ghose, 1981; Zeilinger et al., 2000). O complexo 

enzimático produzido pelo T. reesei, é conhecido por possuir baixa atividade β-glicosidásica e 

uma grande quantidade de exoglucanases (Teeri, 1997). De acordo com Martins et al. (2005), 

o complexo enzimático de P. echinulatum apresenta uma quantidade de β-glucosidase 

superior ao de T. reesei. Este fato demonstra a sua potencialidade para processos de 

sacarificação total da celulose, pois a manutenção da celobiose em níveis reduzidos evita o 

efeito inibitório desta sobre as celulases. Portanto, se o interesse é obter alta produtividade nas 

secreções de celulases, é de grande importância o uso de microrganismos alterados 

geneticamente, que apresentem desrepressão a açúcares (Dillon, 2004). 

As principais aplicações das celulases destinam-se à área têxtil e de detergentes. Na 

área têxtil, as celulases são utilizadas para desenvolver o aspecto de usado e desbotado 

(bioestonagem) em tecidos de algodão tingidos com índigo e, também, para a retirada das 

regiões de desorganização de microfibrilas de celulose (“peeling”) e amaciamento dos 

tecidos. Como componentes de detergentes, as celulases são utilizadas para remover 

extremidades de microfibrilas que são retiradas do tecido juntamente com a sujeira e, ainda, 

proporcionam maior brilho aos tecidos. As celulases também vêm sendo utilizadas como 

aditivos na preparação do malte de cerveja, em processos de extração de sucos, óleos vegetais, 

pigmentos, alcalóides e amido. Na área de alimentação animal, são comercializadas como 

componentes de indutores de silagem e em ração para aves e suínos com a finalidade de 

aumentar a digestibilidade de alimentos ricos em fibras de celulose (Dillon, 2004). No 

entanto, a área de maior potencial de utilização é para produção de etanol de segunda geração 

(Reis et al., 2013). 

Estudos recentes têm demonstrado que a degradação enzimática de celulose é 

facilitada pela ação de monooxigenases - CBM33 e GH61, que são oxidases Cu-dependentes 

(Horn et al., 2012), as quais podem acelerar a conversão enzimática de biomassa, reduzindo a 

carga enzimática e o tempo de hidrólise. Celobiose-desidrogenase (CDH), em combinação 

com as monooxigenases, também facilitam a degradação de celulose (Henriksson et al., 2000; 

Horn et al., 2012). Outras proteínas também podem estar envolvidas na degradação do 

material lignocelulósico, como as swoleninas, que auxiliam no afrouxamento da parede 
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celular (Saloheimo et al., 2002). 

 

2.4.2 Xilanases: características, produção e aplicações 

As xilanases são produzidas por diversos organismos, tais como bactérias, algas, 

fungos, protozoários, gastrópodes e artrópodes. Fungos filamentosos produtores de xilanases 

são particularmente interessantes, uma vez que secretam maiores quantidades de enzima em 

relação a bactérias e leveduras. Ainda, as xilanases fúngicas são produzidas associadas às 

celulases (Menegol et al., 2014; Schneider et al., 2014; Sunna & Antranikian, 1997; Beg et 

al., 2001). 

As xilanases (1,4-β-D-xilana xilanoidrolase, EC 3.2.1.8) constituem um grupo de 

enzimas com aplicações industriais, particularmente na indústria de alimentos para animais, 

mas também são utilizadas nas indústrias de polpa e papel (biobranqueamento) e 

processamento de alimentos (Xiong et al., 2005). As formulações com xilanases para rações 

animais são utilizadas, principalmente, para liberar nutrientes que não foram degradados ou 

liberar nutrientes que permaneceram retidos por fibras. Isto resulta em diminuição da 

viscosidade, possibilitando uma utilização mais eficiente do alimento (Xiong et al., 2005). 

Também são utilizadas para melhorar a eficiência na produção de silagens (Kulkarni et al., 

1999). 

O interesse industrial por hemicelulases e por fungos produtores de xilanases 

extracelulares vem crescendo nas últimas décadas, principalmente nas indústrias químicas e 

farmacêuticas, na produção de biopolímeros catiônicos, hidrogéis e derivados de éster alquil 

de cadeias longas (Sun et al., 2004).  

No processamento de alimentos, as xilanases são empregadas na clarificação de sucos 

e vinhos, em processos de maceração de vegetais, na extração de aromas e pigmentos, óleos 

vegetais e amido (Biely, 1985; McCleary, 1986; Bhat, 2000), além de serem empregadas na 

indústria de panificação (Collins et al., 2006). 

Para produção de xilanases e celulases, a escolha da fonte de carbono é uma 

importante variável. Os materiais lignocelulósicos parecem ser melhores substratos que a 

xilana para a produção de xilanases (Lenartovicz et al., 2002; Papinutti & Forchiassin, 2007), 

enquanto a celulose é uma importante fonte de carbono para produção de celulases (Reis et 

al., 2013). Adicionalmente, T. reesei, cultivado em celulose apresentou elevadas atividades de 

celulases e endoxilanases (Olsson et al., 2003), sendo este efeito atribuído ao fato de que o 

regulador da produção de celulases ACEII também afeta a regulação da produção de 
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xilanases. Assim, a presença da celulose pode não somente induzir a produção de celulases, 

mas também a de xilanases (Aro et al., 2001). 

 

2.5 Conversão da biomassa lignocelulósica em etanol 

Problemas sociais e ambientais associados ao uso inadequado de combustíveis fósseis 

e sua desenfreada exploração incentivam cada vez mais a busca por novas tecnologias para a 

conversão de biomassa em combustíveis alternativos (Ferreira et al., 2009). A conversão de 

materiais lignocelulósicos em etanol combustível se tornou uma prioridade mundial para a 

produção de energia renovável a um preço razoável para o setor de transporte (Gírio, 2010). 

O etanol é um dos biocombustíveis mais promissores a partir de recursos renováveis. 

Derivado de fermentação, ele pode ser produzido a partir de açúcar, amido ou biomassa 

lignocelulósica, no entanto, a sua produção a partir de açúcar e amido está longe de ser 

economicamente favorável (Krishna et al., 2001; Sukumaran et al., 2009). Além disso, o 

etanol, quando adicionado à gasolina, possibilita uma melhor oxidação de hidrocarbonetos 

por conter oxigênio em sua molécula e contribui para a redução das emissões de gases de 

efeito estufa para a atmosfera, visto que por meio da fotossíntese mantém o ciclo do carbono, 

não emitindo CO2 na atmosfera, como ocorre quando há queima de petróleo (Hill et al., 

2006). 

É possível produzir etanol a partir de materiais lignocelulósicos, desde que esses 

sofram hidrólise ácida ou hidrólise enzimática. Em ambos os processos ocorrem as mesmas 

etapas principais: hidrólise da celulose e da hemicelulose a monômeros de açúcares, 

fermentação, recuperação e concentração do produto por destilação (Galbe & Zacchi, 2002). 

A conversão da biomassa em etanol inclui a hidrólise da celulose de materiais 

lignocelulósicos para açúcares redutores fermentáveis, e a fermentação dos açúcares em 

etanol. A hidrólise geralmente é catalisada por celulases e a fermentação é realizada por 

leveduras ou bactérias. Os fatores que influenciam na hidrólise da celulose incluem 

porosidade (área de superfície acessível) dos materiais residuais, a cristalinidade da fibra de 

celulose e o conteúdo de lignina e hemicelulose (McMillan, 1994).  

Do ponto de vista tecnológico, os açúcares contidos nas frações celulósica (glicose) e 

hemicelulósica (xilose, arabinose, glicose, manose e galactose) representam os substratos que 

podem ser utilizados para a produção de etanol por via fermentativa. Entretanto, a íntima 

associação entre as três frações principais (celulose, hemicelulose e lignina) é tal que impõe 

dificuldades para a recuperação dos açúcares constituintes na forma de monômeros com 

elevado grau de pureza (Sun & Cheng, 2002). A remoção da lignina e da hemicelulose, a 
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redução da cristalinidade da celulose e o aumento da porosidade em processos de pré-

tratamento podem melhorar significativamente a hidrólise (McMillan, 1994). 

O pré-tratamento é requerido para alterar a estrutura da biomassa celulósica, 

permitindo que a celulose fique mais acessível às enzimas que convertem os polissacarídeos 

em açúcares fermentáveis, como representado na Figura 7 (Mosier et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para viabilizar processos econômicos de produção de etanol a partir de lignocelulose, 

alguns procedimentos têm sido estudados: (1) desenvolvimento de pré-tratamentos eficientes 

para remover hemicelulose e lignina; (2) melhoramento genético de linhagens; (3) adição de 

β-glicosidases provenientes de Aspergillus spp.; (4) desenvolvimento de processos mais 

eficientes de fermentação, como o uso de substratos de menor custo; (5) recuperação das 

celulases; (6) diminuição do efeito inibitório da glicose sobre as celulases, por meio de um 

processo, o qual em um único estágio envolva hidrólise e fermentação conjunta, podendo 

ainda o etanol ser retirado por vácuo ou por arraste pela indução do próprio CO2 proveniente 

da fermentação (Dillon, 2004). 

 

 

Figura 7: Esquema representando o efeito do pré-tratamento no material 

lignocelulósico (Adaptado de Mosier et al., 2005). 
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2.5.1 Métodos de pré-tratamento 

O principal desafio na conversão de biomassa em etanol é a etapa de pré-tratamento. O 

pré-tratamento deve satisfazer os seguintes requisitos: (1) melhorar a formação de açúcares ou 

a capacidade de formar posteriormente açúcares por hidrólise enzimática, (2) evitar a 

degradação ou perda de carboidratos, (3) evitar a formação de subprodutos inibitórios para a 

subsequente hidrólise e processos de fermentação e (4) ser rentável (Sun & Cheng, 2002). Há 

a necessidade do emprego de um método de pré-tratamento que amenize a interação entre os 

principais componentes da fitobiomassa e os torne suscetíveis à conversão em (bio) 

combustíveis e/ou insumos para a indústria química (Ramos, 2003). 

 Uma vez que diferentes materiais lignocelulósicos têm diferentes propriedades 

físico-químicas, é necessária a adoção de tecnologias de pré-tratamentos baseadas nas 

propriedades da biomassa lignocelulósica de cada matéria-prima. Além disso, a escolha do 

pré-tratamentos tem grande impacto em todas as etapas subsequentes no regime de conversão 

global, em termos de digestibilidade da celulose, geração de compostos tóxicos 

potencialmente inibitórios para a etapa de fermentação, a demanda de energia e o tratamento 

de águas residuais (Galbe & Zacchi, 2007). Além disso, deve-se considerar que o pré-

tratamento é considerado uma das etapas mais onerosas do processo de conversão da 

biomassa lignocelulósica em açúcares fermentáveis, dependendo da tecnologia empregada 

(Mosier et al., 2005). 

Os métodos de pré-tratamento podem ser agrupados em quatro tipos diferentes: 

físicos, químicos, biológicos e combinados. Os pré-tratamentos físicos são caracterizados pela 

fragmentação do material através de uma ação mecânica, como por exemplo a trituração 

(Schell & Harwood, 1994). A combinação de pré-tratamentos físicos e químicos torna-se mais 

eficiente para o pré-tratamento de materiais lignocelulósicos (Satyanarayana et al., 2004; 

Ramos et al., 2005). 

Embora existam diversos tipos de pré-tratamentos, conforme exposto no Quadro 2, o 

pré-tratamento por explosão a vapor tem sido foco de inúmeros estudos, visando a hidrólise 

enzimática de materiais lignocelulósicos. 
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Quadro 2. Sumário das vantagens e desvantagens de diferentes métodos de pré-

tratamento da biomassa lignocelulósica (Alvira et al., 2010). 

Métodos de 

 pré-tratamento 

                               Vantagens                    Desvantagens 

Biológico  
(uso de microrganismos para 

degradação preferencial da lignina) 

- degrada lignina e hemicelulose 

- baixo consumo de energia 

 - baixa taxa de hidrólise 

 

Moagem  

(triturar a biomassa) 

- reduz a cristalinidade da celulose  - alto consumo de energia 

Explosão a vapor  

(submeter a biomassa a 

temperaturas entre 150 a 250 ºC 

por alguns minutos e posterior 

súbita despressurização) 

- causa transformações na lignina e 

solubilização da hemicelulose 

- custo-benefício 

- maior produção de glicose e de 

hemicelulose no método de duas etapas 

 - geração de compostos tóxicos 

-degradação parcial da 

hemicelulose  

 

Hidrotérmico 

(uso de água na forma líquida ou 

vapor)  

- hidrólise seletiva da hemicelulose 

- degradação da lignina 

- baixo custo operacional 

 - geração de compostos inibitórios 

Ammonia Fibre Expansion 

(AFEX)  

(tratamento da biomassa na 

presença de amônia) 

- aumenta a área de superfície acessível 

- baixa formação de inibidores 

 - não é eficiente para matérias-

primas com alto teor de lignina 

- alto custo pela grande quantidade 

de amônia 

Explosão com CO2  

(idem a explosão a vapor, 

adicionando CO2) 

- aumenta a área de superfície acessível 

- custo-benefício 

- não gera compostos tóxicos 

 - não afeta à lignina e hemiceluloses 

- exigência de alta pressão 

Oxidação úmida  
(submeter a biomassa umedecida a 

elevadas concentrações de 

oxigênio) 

- eficiente remoção de lignina 

- baixa formação de inibidores 

- reduz o consumo de energia 

(exotérmica) 

 - alto custo de oxigênio e 

catalisador alcalino 

Ozonólise  
(pré-tratar a biomassa na presença 

de ozônio) 

- reduz o teor de lignina 

- não gera compostos tóxicos 

 - alto custo pela grande quantidade 

de ozônio necessária 

Organossolventes 

(utilizar solventes para dissolver a 

lignina) 

- causa hidrólise de lignina e 

hemicelulose 

 - alto custo 

- solventes precisam ser drenados e 

reciclados 

Ácido concentrado  
(utilizar concentrações elevadas de 

ácidos) 

- alto rendimento de glicose 

- temperatura ambiente 

 - custo elevado dos ácidos e 

necessidade de recuperação 

- problemas de corrosão 

- formação de inibidores 

- necessidade de neutralização 

Ácido diluído  

(utilizar baixas concentrações de 

ácidos) 

- menos problemas de corrosão 

- menos formação de compostos 

inibidores 

 - geração de produtos de degradação 

- concentração baixa de açúcares no 

fluxo de saída 

Alcalino  
(emprego de hidróxidos para a 

degradação de lignina) 

- a reatividade da celulose para a 

posterior hidrólise é suficientemente 

aumentada 

- preservação de grande parte da 

hemicelulose em uma forma polimérica 

insolúvel 

 - alto custo do reagente 

- geração de grandes quantidades de 

efluentes  

- perda de massa 

- necessidade de neutralização 
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2.5.2 Explosão a vapor 

O método por explosão a vapor tem sido reconhecido como um dos pré-tratamentos 

mais eficazes para a deslignificação da biomassa lignocelulósica (Ramos et al., 1992; Viola et 

al., 2008; Iroba et al, 2014; Bauer et al., 2014) apresentando-se como uma técnica promissora 

para o fracionamento e recuperação dos três principais componentes da célula vegetal 

(lignina, celulose e hemicelulose) com rendimentos elevados (Brugnago et al., 2011). 

A explosão a vapor é o método mais comumente usado para pré-tratamento de 

materiais lignocelulósicos (Mc Millan, 1994; Ruiz et al., 2008). A diferença entre o pré-

tratamento hidrotérmico e explosão a vapor é a despressurização rápida e o arrefecimento da 

biomassa no final da pré-explosão de vapor que a água causa na biomassa para explodir 

(Hendricks & Zeeman, 2009). Durante o pré-tratamento, a matéria-prima é colocada em um 

recipiente e, em seguida, mantido no vapor a temperatura e pressão elevadas (20-50 bar, até 

240 °C), por alguns minutos. Depois de um tempo definido, o pré-tratamento é subitamente 

interrompido, o vapor é liberado e a biomassa é rapidamente arrefecida (Hendricks & 

Zeeman, 2009). 

Conforme Pitarelo et al. (2012), o pré-tratamento por explosão a vapor pode ser 

realizado na presença ou ausência de um catalisador. Morjanoff & Gray (1987) também 

relatam aumento nos rendimentos da hidrólise enzimática, a diminuição da formação de 

compostos inibitórios, bem como a maior remoção da hemicelulose podem ser obtidos com o 

uso de H2SO4 (ou SO2) ou CO2 no pré-tratamento por explosão a vapor.  

De acordo com Satyanarayana et al. (2004), diversas vantagens são obtidas com a 

otimização do método de explosão a vapor, considerando as propriedades químicas e a 

distribuição da lignina do material pré-tratado: maior estabilidade térmica, menor absorção da 

umidade, melhores propriedades de resistência e menor densidade de fibras. Ainda, segundo 

Pitarelo et al. (2012), a eficiência da sacarificação, fermentação e recuperação dos 

componentes da parede celular dependem diretamente das condições determinadas para o pré-

tratamento por explosão a vapor, como temperatura, tempo de residência da matéria-prima no 

reator e o teor de umidade da mesma.  

Ramos (2000) também descreve aspectos importantes sobre a viabilidade econômica 

do pré-tratamento por explosão a vapor, tais como:  

a) o elevado custo e a baixa atividade específica das enzimas necessárias à 

sacarificação da celulose, ainda indispensáveis para acelerar a produção de açúcares 

fermentescíveis a partir do substrato; 

b) a perspectiva de aumento do custo da fonte renovável, motivada pelo eventual 
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aumento da demanda e pelos problemas associados ao transporte destes materiais, geralmente 

bastante volumosos; 

c) a inexistência de um modelo biológico que permita a fermentação simultânea e em 

alto rendimento dos açúcares gerados pela sacarificação química e/ou enzimática da biomassa 

(pentoses, hexoses e oligossacarídeos), e; 

d) a falta de legislação no setor, particularmente no que se refere à questão ambiental.  

Duff & Murray (1996) relataram que o pré-tratamento por explosão a vapor é 

favorecido em condições de temperaturas mais brandas e maior tempo de residência da 

biomassa no reator. Segundo Pitarelo et al. (2012), maiores temperaturas e tempos de 

residência no reator possibilitam consideráveis incrementos nos valores de sacarificação da 

celulose. No entanto, diminuem o rendimento da recuperação e promovem o acúmulo de 

inibidores no processo, devido aos altos níveis de decomposição da celulose e hemicelulose e 

de condensação de lignina.  

Em comparação com outros métodos de pré-tratamento, as vantagens da explosão a 

vapor incluem impactos significativamente mais baixos ao ambiente, menores investimentos 

de capital e processos químicos menos perigosos. Por outro lado, a presença de produtos de 

degradação de lignina e açúcares é inevitável e deve ter seus efeitos negativos minimizados 

(Cantarella, 2004; Tengborg, 2001). 

Muitos trabalhos relatam que a formação de furfural e hidroximetilfurfural por 

desidratação das pentoses e hexoses, durante o processo de pré-tratamento, inibe a ação dos 

microrganismos fermentativos, principalmente em processos que utilizam ácido mineral 

diluído (Liu et al., 2005). Estes inibidores danificam as paredes e membranas celulares, 

inibem o crescimento celular, reduzem atividades enzimáticas, causam danos ao DNA, inibem 

a síntese de proteínas e RNA e, por conseguinte, reduzem a produção de etanol (Van Maris et 

al., 2006; Liu et al., 2009). Para tornar viável a produção de etanol celulósico, estudos têm 

sido orientados à identificação de linhagens que sejam resistentes a inibidores gerados durante 

o pré-tratamento. Alvira et al. (2010) relatam que durante o pré-tratamento por explosão a 

vapor ocorre a formação de ácidos, sendo os principais o ácido acético, formado a partir dos 

grupos de ácido acético presentes na fração hemicelulósica, e os ácidos fórmico e levulínico, 

derivados de uma maior degradação do furfural e HMF.  

Além disso, a geração de uma vasta gama de compostos fenólicos a partir da quebra da 

lignina e devido às diferentes composições das matérias-primas utilizadas exigem estudos 

sobre métodos que possam reduzir o efeito inibitório causado às enzimas e às leveduras. 

Abordagens como modificações genéticas, engenharia evolutiva ou adaptativa são estratégias 
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promissoras para a obtenção de leveduras mais tolerantes e para a redução de custos do 

processo (Liu et al., 2005). 

 

2.6 Hidrólise enzimática e fermentação 

A etapa subsequente da realização do pré-tratamento consiste na hidrólise dos 

polissacarídeos da biomassa, gerando açúcares fermentescíveis. A hidrólise da celulose gera 

glicose, que pode ser convertida em inúmeras substâncias químicas e bioquímicas, tal como o 

etanol; já o produto de hidrólise da hemicelulose é uma mistura de açúcares com 

predominância, na maioria dos casos, de xilose (Pereira Jr. et al., 2008). 

Apesar de muitos estudos, não estão totalmente compreendidas quais as características 

da matéria-prima que atribuem maior eficiência à hidrólise da celulose. Algumas das 

características mais influentes incluem a acessibilidade, o grau de cristalinidade, o grau de 

polimerização e a distribuição da lignina (Palonen et al., 2004). A hidrólise enzimática da 

celulose apresenta maiores rendimentos, além da reduzida formação de compostos tóxicos se 

comparada com a hidrólise ácida (Szengyel, 2000). 

Para a hidrólise enzimática da celulose, são empregadas enzimas produzidas por 

microrganismos celulotíticos. As enzimas celulolíticas incluem endoglicanases individuais, 

atuantes sobre as regiões amorfas de celulose e em pontos aleatórios ao longo da cadeia de 

glicano, produzindo glicano-oligômeros; exoglicanases, que hidrolisam a celulose cristalina 

em cadeias de celobiose a partir da redução ou não redução das extremidades, produzindo um 

dímero de glicose (celobiose) e alguns trímeros de glicose; e β-glicosidades, que atuam sobre 

oligômeros de glicanos solúveis e na celobiose, para produzir monômeros de glicose 

(Samayam & Schall, 2010).  

A hidrólise enzimática ocorre em três etapas: primeiramente, as enzimas adsorvem 

sobre a superfície da celulose, depois promovem a hidrólise da ligação glicosídica e, por fim, 

dessorvem da superfície retornando à solução (Odega & Petri, 2011). A capacidade das 

celulases de adsorver na superfície da celulose é uma importante característica, pois, para que 

ocorra a hidrólise da celulose, são necessárias a interação efetiva entre o substrato insolúvel e 

a enzima solúvel. A adsorção ocorre nas regiões NH2 e COOH terminal da enzima, estando 

separado do domínio catalítico por segmentos ricos em prolina, treonina e serina (Linder & 

Teerei, 1997; Wilson, 2011). A remoção do módulo de ligação ao carboidrato (CBM) reduz 

sua eficiência hidrolítica sobre a celulose cristalina, mas não afeta a sua atividade sobre a 

celulose amorfa (Gray et al., 2006). 



23 

 

A hidrólise enzimática da celulose de materiais lignocelulósicos é influenciada 

diretamente por diversos fatores, que embora distintos, estão estritamente interligados durante 

o processo da hidrólise, sendo os principais aqueles relacionados ao substrato e às enzimas 

(Alvira et al., 2010). Dentre os fatores relacionados ao substrato, vale citar alterações em sua 

porosidade e área superficial durante a hidrólise (Sun et al., 2009), o acúmulo de lignina no 

meio reacional (para substratos ricos em lignina) (Pan et al., 2004) e mudanças no grau de 

polimerização e na cristalinidade da celulose (Martín et al., 2007). Já os fatores associados às 

enzimas correspondem à inibição retroativa devida ao acúmulo dos produtos de hidrólise 

(glucose e celobiose) no meio reacional (Kadam et al., 2004; Cantarella et al., 2004), à 

desnaturação térmica das enzimas em reações usualmente muito longas e o efeito da agitação 

mecânica (cisalhamento) sobre a atividade enzimática (Laureano-Perez et al., 2005) e à 

adsorção irreversível das enzimas sobre a lignina e/ou complexos lignina-carboidrato (Lu et 

al., 2002; Palonen et al., 2004).  

A fermentação é um processo de obtenção de energia utilizado por algumas bactérias e 

outros organismos. Ocorre com a degradação da glicose em piruvato, que depois é 

transformado em algum outro produto, como o etanol. Esse tipo de obtenção de energia não 

necessita do oxigênio como aceptor final de elétrons. Por isso, ocorre em anaerobiose. Porém, 

ele é dezoito vezes menos eficiente em termos de energia, gerando apenas dois ATPs por 

molécula de glicose (Lehninger et al., 2000).  

A fermentação alcoólica inicia-se com a glicólise, também conhecida como via de 

Embden-Meyerhof-Parnas, seguido pela conversão de piruvato em etanol. Um dos três 

destinos do piruvato produzido na glicólise depende do tipo de microrganismo e das rotas 

metabólicas. No caso da levedura, o piruvato é convertido em etanol e CO2 em duas etapas. 

Na primeira reação, o piruvato sofre a descarboxilação em uma reação irreversível catalisada 

pela enzima piruvato descarboxilase. Na segunda reação, devido à ação da enzima álcool 

desidrogenase, o acetaldeído é reduzido a etanol, na presença do NADH. O NADH é um 

transportador de elétrons hidrossolúvel que se associa reversivelmente com as desidrogenases. 

Portanto, a levedura transforma glicose em etanol e CO2, e não em lactato (Lehninger et al., 

2000).  

Fermentação alcoólica é um processo anaeróbico catalisado por enzimas. Este 

processo é realizado principalmente por leveduras, em nível citoplasmático, com o objetivo de 

produzir energia, a qual será empregada na realização de suas atividades fisiológicas, e ainda 

para seu crescimento e reprodução, sendo, o etanol, tão somente, um subproduto desse 

processo (Lima et al., 2001). Essas enzimas sofrem ações de diversos fatores (nutrientes, 
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minerais, vitaminas, inibidores, substâncias do próprio metabolismo, pH, temperatura e 

outros), alguns que estimulam e outros que reprimem a ação enzimática, afetando o 

desempenho do processo fermentativo conduzido pelas leveduras (Lehninger et al., 2000). 

O processo de fermentação alcóolica é a via mais importante de obtenção de etanol, 

tanto para a produção de etanol de primeira geração, a partir de cana-de-açúcar, quanto de 

segunda geração, a partir de biomassas de composição lignocelulósica (Pereira Jr. et al., 

2008). 

O microrganismo mais empregado na fermentação alcoólica é a levedura S. cerevisiae, 

devido à sua capacidade de assimilar facilmente a glicose da biomassa lignocelulósica 

(Cunha-Pereira et al., 2011). Este microrganismo converte facilmente a glicose em etanol e 

gás carbônico (CO2) e apresenta alta tolerância ao etanol em comparação com outras 

leveduras (Santos et al., 2010). Entretanto, S. cerevisiae é incapaz de assimilar ou de 

fermentar pentoses como a xilose, o principal constituinte da fração hemicelulósica da 

biomassa. 

Na Figura 8 estão representadas as reações que ocorrem no processo fermentativo, e as 

enzimas responsáveis por cada uma delas. 

As etapas de hidrólise enzimática e fermentação são comumente realizadas pelos 

processos a seguir. 

No processo de sacarificação e fermentação (SF), a hidrólise enzimática e a 

fermentação são realizadas em reatores separados. A vantagem de realizar cada etapa 

separadamente é a possibilidade de melhor adequação das condições para a hidrólise 

enzimática a 45-50 °C e para a fermentação a 30 °C, enquanto o principal inconveniente da 

SF é a inibição causada sobre as enzimas pelos açúcares liberados durante a hidrólise (Galbe 

& Zacchi, 2002). 
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Figura 8. Sequência das reações enzimáticas na fermentação alcoólica de carboidratos 

endógenos (glicogênio e trealose) e exógenos (sacarose e maltose), conduzida por  

Saccharomyces cerevisiae. Fonte: Lima et al.(2001). 

 

 

No processo de sacarificação e fermentação simultâneas (SFS), a hidrólise enzimática 

e a fermentação são realizadas no mesmo reator. Assim, a glicose produzida é consumida 

imediatamente pelo microrganismo fermentador, por exemplo, a levedura S. cerevisiae, 

evitando a inibição da β-glicosidase pelo produto final, a glicose. Todavia, o etanol produzido 

também pode agir como um inibidor na hidrólise, mas não tão fortemente quanto a celobiose 
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ou a glicose (Galbe & Zacchi, 2002). Outra vantagem da SFS em relação à SF é a integração 

do processo, obtida quando a hidrólise e a fermentação são executadas em um único reator.  

A presença de leveduras em conjunto com enzimas celulolíticas reduz a acumulação 

de açúcares que causam a inibição da atividade enzimática, aumentando assim o rendimento e 

a sacarificação. Além disso, a presença de etanol produzido pelas leveduras faz com que o 

meio seja menos vulnerável a invasão de microrganismos indesejáveis (Ballesteros et al., 

2004; Olofsson et al., 2008). 

A principal desvantagem da SFS é a dificuldade em reciclar e reutilizar as leveduras, 

pois estes microrganismos misturam-se com os resíduos da lignina (Grohmann, 1993; Krishna 

et al., 2001; Patel et al., 2005; Zhu et al., 2005). A temperatura ideal para o SFS é em torno de 

38 ºC, ficando entre as temperaturas ideais para a hidrólise (45-50 ºC) e a fermentação (30 ºC) 

(Philippidis, 1996).  

Um aspecto importante durante a fermentação é o modelo de processo fermentativo 

utilizado. A escolha do processo mais adequado dependerá das propriedades cinéticas dos 

microrganismos e tipo de material a ser fermentado, além dos aspectos econômicos (Chandel 

et al., 2007). Para tornar viável a produção de etanol celulósico, estudos têm sido orientados à 

identificação de linhagens que sejam resistentes a inibidores gerados durante o pré-

tratamento. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Microrganismos 

Para a produção de enzimas – celulases e xilanases – foi utilizada a linhagem S1M29 

obtida a partir da linhagem 9A02S1 de Penicillium echinulatum (microrganismo depositado 

no Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen - DSM 18942). Esta linhagem 

foi obtida a partir de mutagênese empregando peróxido de hidrogênio e seleção dos mutantes 

em meio com 2-deoxiglicose (Dillon et al., 2011). A linhagem pertence à coleção de 

microrganismos do Laboratório de Enzimas e Biomassa do IB/UCS. 

As culturas de P. echinulatum foram desenvolvidas em tubos de ensaio contendo o 

meio de crescimento (Dillon et al., 2006), incubadas por sete dias a 28 °C até a formação de 

conídios. Os tubos foram estocados a 4 °C, ou diretamente utilizados para a preparação de 

suspensões de conídios usadas nos ensaios para produção de enzimas. 

Para os experimentos de fermentação das hexoses utilizou-se a linhagem CAT-1 de 

Saccharomyces cerevisiae, proveniente da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz 

(ESALQ), Universidade de São Paulo – Piracicaba/SP, gentilmente doada pelo professor Luiz 

Humberto Gomes. Esta é uma linhagem que predomina durante fermentações em usinas de 

produção de etanol no estado de São Paulo. 

A levedura S. cerevisiae CAT-1 foi mantida em meio YEPD contendo em g.L
-1

 os 

seguintes componentes:  5 g de extrato de levedura, 10 g de peptona, 10 g de glicose e 20 g de 

ágar. 

 

3.2 Biomassa lignocelulósica: capim-elefante 

As amostras de capim-elefante foram obtidas na cidade de Nova Petrópolis-RS 

(29º21´39.18´´S e 51º02´53.88´´O, 619 m acima do nível do mar), e coletadas após 6 meses 

de plantio. As amostras coletadas pertencem à variedade Cameron.  

Este material foi inicialmente desidratado a 60 °C durante três dias, triturado com um 

triturador forrageiro Trapp® 70, obtendo-se uma granulometria entre 0,075 e 4,75 mm 

(Menegol et al., 2014). Em seguida, foi acondicionado em embalagens plásticas fechadas e 

mantido à temperatura ambiente na ausência de luminosidade. 
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3.3 Pré-tratamento da matéria-prima 

O pré-tratamento por explosão a vapor foi realizado na Universidade Federal do Paraná 

– PR, no Centro de Pesquisa em Química Aplicada. 

Para a realização dos pré-tratamentos, utilizou-se um reator de aço inox com capacidade 

para 10 L, provido de sensores para o acompanhamento da pressão e da temperatura, além de 

válvulas de controle para entrada de vapor e sua subsequente descompressão. Ao reator está 

acoplada uma caldeira geradora de vapor, um compressor de ar e um ciclone, empregado para 

descarga do material e escape de vapores. Foram introduzidos ao reator 600 g de amostra de 

capim-elefante não tratado, com 10 % de umidade (umidade natural), sendo empregadas 

diferentes condições de tempos e temperaturas, conforme apresentado no planejamento 

experimental (Delineamento Composto Central) da Tabela 1. 

 

Tabela 1. Planejamento fatorial 2
2
 para realização de pré-tratamento por explosão 

a vapor das amostras de capim-elefante. 

*A pressão atingida nos experimentos não foi utilizada no planejamento experimental, pois está associada 

à temperatura. 

 

O balanço de massa foi realizado para determinar a eficiência de cada condição 

empregada no pré-tratamento a partir da diferença de massa das amostras, antes e depois do 

pré-tratamento, considerando-se a umidade de cada amostra. 

Limites 

Limite inferior (-) 

Ponto central (0) 

Limite superior (+) 

Variáveis 

Tempo (min) Temperatura (°C) 

6 180 

8 190 

10 200 

Ensaio Temperatura (°C) Tempo (min) Pressão (kgf/cm
3
)* 

1 -1 

180ºC 

-1 

6 min 

13 

2 +1 

200 ºC 

-1 

6 

13 

3 -1 

180 ºC 

+1 

10 min 

17 

4 +1 

200 ºC 

+1 

10 min 

17 

5 0 

190 ºC 

-1 

6 min 

17 

6 0 

190 ºC 

0 

8 min 

21 

7 0 

190 ºC 

+1 

10 min 

21 
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3.4 Produção de enzimas 

3.4.1 Produção de celulases e xilanases em cultivo em estado sólido (CES) 

 Os meios de produção de celulases e xilanases foram constituídos de capim-elefante 

pré-tratado por explosão a vapor (lavado e não lavado após o tratamento) ou capim-elefante 

não tratado e farelo de trigo (controles), embebidos em solução mineral (SM 20×). A solução 

mineral foi baseada na formulação de Mandels & Reese (1957) 20×, composta por: KH2PO4 

(4 g); (NH4)2SO4 (2,6 g); CO(NH2)2(0,6 g); MgSO4.7H20 (0,6 g); CaCl2 (0,6 g); FeSO4.7H2O 

(0,1 g); MnSO4.H2O (0,03 g); ZnSO4.7 H2O (0,029 g); CoCl2.6 H2O (0,004 g). Estes sais 

foram dissolvidos em água destilada, sendo a solução autoclavada e armazenada a 4 ºC. 

Os CES foram conduzidos em frascos de 100 mL contendo quantidade de biomassa 

correspondente a 1g de substrato seco e 1 mL de solução mineral. Estes sistemas foram 

inicialmente autoclavados (121º C por 15 min). Após, cada sistema foi inoculado com 1x10
6
 

conídios.g
-1 

de massa seca. Os sistemas foram mantidos em câmara com umidade relativa em 

torno de 95 % e temperatura de 28-30 ºC, durante 5 dias, sendo coletadas amostras a partir de 

48 h até 120 h. 

Para a extração enzimática, inicialmente, 10 mL de água destilada em temperatura de 4 

ºC foram adicionados a cada sistema. O meio foi homogeneizado, o pH foi medido e, em 

seguida, foram acrescentados 17 mL de tampão citrato 0,05 mol.L
-1

, pH 4,8. Estes meios 

foram mantidos sob agitação recíproca a 200 rpm, a 4 °C, durante 20 min. Os sólidos foram 

removidos por filtração e os filtrados centrifugados a 3000 × g, durante 10 min. O 

sobrenadante foi utilizado para determinação das atividades enzimáticas. Os resultados de 

CES foram expressos em UI.g
-1

 de massa seca. Todos os CES foram realizados em triplicata. 

3.4.2 Produção de celulases e xilanases em cultivos submerso (CS)   

Para cada 100 mL de meio de produção de celulases e xilanases foram utilizados: 10 

mL da solução meio de sais (SM) (Mandels & Reesei, 1957), 0,5 g de farelo de trigo, 0,2 g de 

farelo de soja, 0,05 g de Prodex
®
, 0,1 mL de Tween 80

®
, 1 g de fonte de carbono e 90 mL de 

água destilada (Camassola & Dillon, 2009). Como fonte de carbono foi empregado capim-

elefante pré-tratado por explosão a vapor (lavado e não lavado após o pré-tratamento) e, como 

cultivos controles capim-elefante não tratado e celulose Celuloflok
®
 (Cotia, São Paulo, 

Brasil). 

Frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL do meio líquido para a produção de 

celulases e xilanases, foram autoclavados e inoculados com uma suspensão de conídios para 
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obter a concentração final de 1x10
5
 conídios.mL

-1
. Os frascos foram mantidos a 28 °C sob 

agitação recíproca de 180 rpm, sendo realizadas coletas de amostras a cada 24 h. As amostras 

foram filtradas, medidas em seu pH e, a partir do caldo enzimático, foram determinadas as 

atividades enzimáticas previstas. Todos os cultivos foram realizados em triplicata. 

 

3.5 Métodos Analíticos  

3.5.1 Caracterização do capim-elefante 

3.5.1.1 Determinação da massa seca de materiais celulósicos 

Foi colocada 1 g de amostra em cadinhos previamente pesados. Este material foi 

colocado em estufa a 105 °C por 2 h para a eliminação da umidade. Logo após, o material foi 

esfriado em dessecador, pesado e a massa seca foi calculada em relação à massa seca do 

material original. 

3.5.1.2 Determinação do teor de cinzas em materiais celulósicos 

Quantidades de 300 mg de capim-elefante foram acondicionados em cadinho de 

porcelana, previamente limpo, seco e tarado, sendo então calcinados em mufla a uma 

temperatura de 575 °C por 2 h, segundo a metodologia do National Renewable Energy 

Laboratory (NREL–TP–510–42621). O teor de cinzas foi determinado a partir da diferença 

de massa entre o cadinho com cinzas e o cadinho vazio, que foi expresso em relação à 

quantidade de amostra inicial. 

3.5.1.3 Determinação de extraíveis 

Inicialmente, 1 g de capim-elefante não tratado e pré-tratado por explosão a vapor 

foram submetidos a um processo de extração em um aparelho Tecnal TE–044–8/50, 

utilizando como solvente etanol 95 % (110 ºC por 6 h), seguido por extração com água quente 

(110 ºC por 4 h), segundo a metodologia do National Renewable Energy Laboratory (NREL–

TP–510– 42619) para quantificação de extraíveis. Após a extração, o solvente foi recuperado 

e o resíduo foi seco em reboiler de vidro previamente tarado. Por diferença de massas, obteve-

se o percentual do extrato em relação à massa seca do material originalmente empregado no 

ensaio. 
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3.5.1.4 Análise química do capim-elefante 

 A composição química do capim-elefante pré-tratado e não tratado foi realizada de 

acordo com a metodologia do National Renewable Energy Laboratory (NREL–TP–510–

42618), com adaptações descritas em Menegol et al. (2014). 

Uma quantidade conhecida de amostra seca (100 mg) foi tratada com 1 mL de ácido 

sulfúrico 72 % (v/v) a 30 °C por um período de 1 h sob agitação constante. Após este tempo, a 

mistura foi diluída até uma concentração de 3 % (v/v) em ácido sulfúrico e a suspensão 

aquecida em autoclave (121 °C) por 1 h para promover a hidrólise total de oligossacarídeos e 

polissacarídeos. Posteriormente, filtrou-se a mistura em cadinho de Gooch porosidade 2 (30 

mL) previamente tarado. O resíduo foi lavado com água quente, seco em estufa até peso 

constante e a percentagem de lignina insolúvel em ácido foi determinada em relação à massa 

seca de amostra (Gomide & Demuner, 1986). O filtrado foi recolhido e aferido em balão 

volumétrico de 100 mL para determinação da lignina solúvel em ácido por espectrofotometria 

de ultravioleta, através da Equação 1:  

 

        

(Eq. 1) 

 

onde Al e Ac corresponde à absorvância em 210 e 280 nm (Dence & Lin, 1992). 

Já a composição em carboidratos e grupos acetil dos substratos celulósicos foi 

determinada no hidrolisado resultante da determinação de Klason. 

Alíquotas dos hidrolisados foram centrifugadas a 10000 × g, filtradas em filtros de 

politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,2 μm e analisadas em sistema cromatográfico Shimadzu 

modelo LC20AD, desgaseificador de fase móvel modelo DGU 20A3, forno de aquecimento 

de coluna modelo CTO 20A e detectores modelos RID10A para índice de refração e SPD-20A 

com rede de fotodiodos para espectrofotometria de ultravioleta. A análise foi realizada em 

coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) a 60 °C, precedida por pré-coluna Cation-H e eluída com 

fase móvel H2SO4 5 mmol.L
-1

 a uma vazão de 0,6 mL.min
-1

. A quantificação foi efetuada por 

padronização externa, com base em curvas de calibração construídas para cada componente 

monitorado, celobiose, glicose, xilose, arabinose, ácido acético, hidroximetilfurfural e 

furfural, levando-se em conta seus respectivos fatores de hidrólise ácida. Estes fatores, que 

foram de 0,95 para a celobiose, 0,90 para a glicose, 0,88 para xilose e arabinose e 0,72 para o 
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ácido acético, serviram para converter cada componente nos seus respectivos derivados 

anidro. Os fatores referentes ao hidroximetilfurfural e furfural, que foram de 0,70 e 0,64, 

respectivamente, serviram para converter estes compostos em seus respectivos carboidratos de 

origem (glicose e xilose e arabinose, respectivamente). Os resultados obtidos para 

anidroglicose (computados glicose, celobiose e hidroximetilfurfural nesta operação), 

anidroxilose, anidroarabinose (computados 50 % do valor correspondente ao furfural para 

cada anidroaçúcar) e grupo acetil foram, então, expressos em relação ao peso seco do material 

original. 

Após o pré-tratamento, o material foi drenado, sendo que somente a parte sólida foi 

utilizada. Dessa fração sólida, parte foi lavada para a remoção de possíveis substâncias 

inibitórias para a produção de enzimas. Para a realização da lavagem empregou-se 5 % (m/v) 

da biomassa pré-tratada em água destilada, a 600 rpm por 1 h. As amostras foram então 

filtradas em tecido de poliéster, sendo que o excesso de líquido foi removido por filtração a 

vácuo. Em seguida, uma quantidade de amostra (em torno de 1g) foi utilizada para determinar 

o teor de umidade. 

A fração líquida obtida após o processo de pré-tratamento e após o processo de 

lavagem da biomassa pré-tratada foi avaliada por HPLC, utilizando-se a coluna C18 (para 

detecção de inibidores) por detector UV/Vis SPD-20A (Shimadzu), a 30 ºC, empregando fase 

móvel com ácido fórmico e metanol, com fluxo de 0,5 mL.min
-1

. A solução da fase móvel 

continha 90 mL de ácido fórmico (0,1 %) e 10 mL de metanol + ácido fórmico (1 %). Para 

detecção de açúcares nas frações líquidas, empregou-se a coluna Aminex HPX-87H (Bio-

Rad) a 60 °C, precedida por pré-coluna Cation-H e eluída com fase móvel H2SO4 5 mmol.L
-1

 

a uma vazão de 0,6 mL.min
-1

. 

3.5.1.5 Determinação de nitrogênio total e proteínas 

A análise de proteínas totais foi realizada pelo Laboratório de Análises e Pesquisas em 

Alimentos (LAPA) da Universidade de Caxias do Sul, de acordo com método Kjeldahl-

AOAC INTERNATIONAL (2011). 

Inicialmente, foi feita a digestão de 1g de amostra com 12 mL de ácido sulfúrico e 

mistura catalítica (7 g de K2SO4 e 0,8 g de CuSO4), onde ocorre a transformação do 

nitrogênio da amostra em sulfato de amônio. Após, foi realizada a destilação da amostra para 

liberação de amônia, que foi fixada em solução ácida (ácido bórico 4 % m/v) e titulada com 

uma solução de ácido clorídrico 0,1 M até atingir a cor violeta. 

Foi feito um branco com os reagentes e sem amostra. 
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Para obtenção dos resultados, foi utilizada a Equação 2: 

 

 

 

   

           (Eq. 2) 

onde: 

V= volume de solução de ácido clorídrico 0,1 M gasto na amostra em mL; 

Vb= volume de solução de ácido clorídrico 0,1 M gasto na prova em branco; 

M= molaridade teórica da solução de ácido clorídrico 0,1 M; 

f= fator de correção à solução de ácido clorídrico 0,1 M; 

m= massa da amostra em gramas; 

F= fator de conversão da relação nitrogênio/proteína (para vegetais=5,75). 

 

3.5.2 Atividades enzimáticas 

3.5.2.1 Determinação da atividade sobre papel filtro (FPA) 

Para a dosagem de celulases, foi utilizada a análise de atividade enzimática sobre 

papel filtro (FPA), conforme Ghose (1987), com as modificações propostas por Camassola e 

Dillon (2012a). Em placas com 96 poços, foram adicionados 50 µL da amostra ou diluição 

apropriada e 100 µL de tampão citrato 0,05 mol.L
-1

 pH 4,8. As placas foram colocadas em 

banho-maria a 50 ºC, durante 10 min, com a finalidade de elevar o meio contendo a enzima 

até a sua temperatura ideal de hidrólise. Foram adicionados, em cada poço, 5 mg de papel-

filtro Whatman nº1 em tiras de 1 cm x 0,6 cm, mantendo-os por 60 min em banho-maria a 50 

ºC. Em seguida, a reação foi interrompida com a adição de 300 µL da solução do reagente 

DNS e as placas foram colocadas em banho-maria a 100 ºC, por 5 min. Após resfriamento na 

temperatura ambiente, 100 µL da amostra foram transferidos para uma placa de 96 poços para 

leitura óptica com a adição de 200 µL de água e absorbância foi medida em espectrofotômetro 

a 545 nm. As concentrações de FPA presentes nas amostras foram determinadas através de 

curva padrão construída com soluções de glicose em concentrações de 0; 0,25; 0,5; 1; 1,5 e 2 

mg.mL
-1

, por meio de regressão linear. 

As unidades de FPA foram assumidas como a quantidade de enzima capaz de liberar 

1µmol.L
-1

 de açúcar redutor por min (Miller, 1959).  A solução para dosagens de açúcares 
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redutores utilizada foi descrita por Miller (1959), sendo composta por: ácido 3,5-

dinitrosalicílico (2,12 g), hidróxido de sódio (3,92 g), tartarato de sódio e potássio (61,20 g), 

fenol (1,52 g), metabissulfito de sódio (1,66 g) e água destilada (283,3 mL). 

3.5.2.2 Determinação de endoglicanases 

A determinação da atividade de endoglicanases, segundo Ghose (1987) com 

modificações, foi realizada empregando-se de 10 µL da amostra diluída (1:9) e 40 µL de 

tampão citrato de sódio 0,05 mol.L
-1

 pH 4,8 em cada poço da placa de 96 poços, com volume 

total de 2 mL. A placa foi colocada em banho a 50 ºC, por 10 min, a fim de elevar a 

temperatura do meio até a temperatura ideal de hidrólise dessa enzima. Em seguida, foram 

adicionados a cada poço 50 µL de solução de carboximetilcelulose 2 % (m/v), previamente 

aquecida a 50 °C, mantendo-se as placas por 30 min em banho a 50 °C. Após, a reação foi 

interrompida com a adição de 300 µL da solução do reagente DNS e a placa foi colocada em 

banho a 100 ºC, por 5 min. 

A leitura, em espectrofotômetro, e a determinação da atividade de endoglicanases 

procederam-se tal como para FPA. 

Uma unidade de atividade de endoglicanase foi definida como a quantidade de enzima 

capaz de liberar 1µmol.L
-1

 de açúcar redutor por min (Miller, 1959).  

3.5.2.3 Determinação de β-glicosidases 

Para a determinação da atividade de β-glicosidases foi utilizado o substrato ρ-

nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo (ρNPG). A determinação da atividade de β-glicosidases foi 

realizada empregando-se a metodologia adaptada de Daroit et al. (2008). Uma mistura 

reacional (100 μL) contendo 5 μL de água destilada, 5 μL de solução enzimática e 90 μL de ρ-

nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo (ρNPG 4 mg.mL
-1

) foi incubada a 50 ºC por 30 min, sendo 

interrompida com a adição de 200 μL de uma solução 10 % (m/v) de Na2CO3. A leitura das 

amostras foi estimada espectrofotometricamente por leitura da absorbância de ρNPG a 405 

nm e a determinação da atividade foi determinada através de curva de calibração construída 

com soluções de ρ-nitrofenol (ρNP) com concentrações de 0; 0,04; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,2; 1,6 

e 2 mmol.L
-1

, por meio de regressão linear. 

Uma unidade de atividade de β-glicosidase utilizando-se como substrato o ρNPG foi 

definida como a quantidade de enzima requerida para a hidrólise de 1 μmol.L
-1

 de ρNPG por 

min. 
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3.5.2.4 Determinação de xilanases 

A determinação das atividades de xilanases foi realizada segundo Bailey et al. (1992). 

Em cada poço da placa de 96 poços foram adicionados 10 µL de caldo enzimático juntamente 

com 50 µL de uma solução de xilana 1 % (m/v). A placa foi mantida em banho a 50 °C por 5 

min. A reação foi interrompida adicionando-se 300 µL de DNS e a placa foi mantida em 

banho a 100 °C por 5 min. 

Após resfriamento em temperatura ambiente, foram adicionados 100 µL de amostra 

em placa de 96 poços e adicionados 200 µL de água destilada e a absorbância foi medida em 

espectrofotômetro a 545 nm. 

As concentrações de xilanases presentes nas amostras foram determinadas através de 

curva de calibração construída com soluções de xilose 0,01mol.L
-1

 com concentrações de 0, 

10, 25, 50, 75 e 100 µL.mL
-1

, por meio de regressão linear, utilizando o programa Microsoft 

Office Excel 2007. 

Uma unidade de atividade de xilanase foi definida como a quantidade de enzima capaz 

de liberar 1 μmol.L
-1

 de xilose por min. 

3.5.3 Determinação das proteínas solúveis 

Para a determinação quantitativa das proteínas solúveis, foi utilizado o método de 

Bradford (1976). Foi construída a curva de calibração, utilizando-se soluções padrão com 

albumina bovina com concentrações entre 0 e 70 mg.mL
-1

. Para a determinação das proteínas 

das amostras, a reação foi realizada pela mistura de 100 µL da amostra diluída em 900 µL de 

água destilada com 500 µL do reagente de Bradford. Transcorridos 10 min, foi realizada 

leitura em espectrofotômetro a 595 nm do complexo azul, formado pela ligação das proteínas 

do extrato enzimático ao corante Coomassie Brilliant Blue G-250. 

3.5.4 Estimativa da concentração fúngica 

A biomassa fúngica foi estimada indiretamente a partir da massa de N-

acetilglicosamina obtida após a hidrólise enzimática da quitina da parede celular, conforme 

descrito por Novello et al. (2014). Para tal procedimento, 1 mL das amostras provenientes do 

CS foi centrifugado a 8000 × g por 15 min, o sobrenadante foi descartado e a centrifugação 

foi repetida adicionando 2 mL de água destilada. Para as amostras provenientes do CES, 1 g 

do material seco foi mantido em estufa (±40 ºC) por 24 h. Após, foram adicionados 3 mL de 

tampão citrato (pH 4,8; 0,05 mol.L
-1

) e as amostras foram tratadas em ultrassom por 60 min. 

Em cada amostra foram adicionados 2 mL de enzima 30 % (v/v) (Viscozyme L
®

, 



36 

 

Novozymes) por 24 h a 45 °C. Após este período, as amostras foram fervidas por 10 min para 

desativação da enzima. As amostras foram resfriadas e centrifugadas (4000 rpm), por 20 min. 

Para a determinação do teor de N-acetil-D-glicosamina resultante da hidrólise da 

quitina foi utilizada a metodologia segundo Aidoo et al. (1981). Em tubos contendo 1 mL da 

amostra hidrolisada e centrifugada foi adicionado 1 mL da solução de acetilacetona (0,75 mL 

de acetilacetona e completar para 25  mL com uma solução de carbonato de sódio 1,25 mol.L
-

1
). As amostras foram fervidas por 20 min. Após o resfriamento, adicionou-se 6 mL de etanol 

e 1 mL de 4-dimetilaminobenzaldeído (3,2 g em 20 mL de etanol e 20 mL de HCl). Os tubos 

foram incubados a 65 °C por 10 min e a absorbância lida a 530 nm. As concentrações de N-

acetil-D-glicosamina foram obtidas a partir de curva padrão construída com padrões entre 0,5 

a 1 mg.mL
-1

. 

3.6 Microscopia eletrônica de varredura 

A análise de microscopia eletrônica de varredura das amostras de capim-elefante foi 

realizada no Laboratório de Caracterização de Materiais (LCMAT) da Universidade de Caxias 

do Sul. Utilizou-se metodologia baseada no processo chamado magnetron-sputtering a 

plasma, mais conhecido como deposição física a vapor de ouro (PVD - Physical Vapour 

Deposition), utilizando um microscópio eletrônico de varredura, modelo Shimadzu Supercan 

SSX-550. 

Alíquotas de amostras com capim-elefante não tratado e pré-tratadas por explosão a 

vapor foram depositadas em uma fita de carbono num stub de alumínio e estes colocados no 

dessecador para evitar a absorção de umidade. 

Em seguida, as amostras foram mantidas em câmara sob vácuo até atingir a pressão 

base de 5x10
-12

 mbar. Durante a diminuição de pressão, o gás da câmara e das superfícies foi 

removido e, pela baixa pressão, componentes voláteis e água remanescentes também foram 

retirados das amostras. 

Após injetou-se uma atmosfera rarefeita de argônio, alcançando pressão de trabalho de 

1x10
-1

 mbar. A pressão parcial de argônio é a diferença entre a pressão de trabalho e a pressão 

de base. 

A fonte de tensão e corrente foram ligadas, com corrente de 20 mA e tensão de 350 V. 

A atmosfera de argônio ionizou-se dando início ao processo de PVD, que durou 2,5 minutos. 

Os átomos arrancados de um alvo de ouro foram acelerados na direção da superfície da 

amostra, gerando camadas nanométricas, uniformes e condutivas de ouro metálico. 
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3.7 Hidrólise enzimática 

A hidrólise enzimática foi realizada de acordo com Menegol et al. (2014). Em frascos 

Duran
®

 de 50 mL, foram adicionados 50 mL de tampão citrato de sódio (pH 4,8; 50 mmol.L
-

1
) e diferentes amostras de capim-elefante não tratado e pré-tratado por explosão a vapor sob 

condição de 190 °C / 8 min (lavado e não lavado após o processo). Estas foram incubadas 

com caldo enzimático. Como controle utilizou-se celulose Celuloflok
®
 (Cotia, São Paulo, 

Brasil) e Avicel
® 

PH101 Fluka (Buchs, Ireland). Esta mistura foi incubada a 50 ºC, que é a 

condição ótima para a atividade enzimática de P. echinulatum (Camassola et al., 2004), sob 

agitação de 150 rpm. Volume de 1 mL foi coletado em diversos intervalos de tempo –, no 

início do processo, a cada 3 h e, depois, em intervalos de 12 h, até 48 h de hidrólise, para 

análises dos açúcares liberados. Foram determinadas as atividades do caldo enzimático que 

foi empregado na hidrólise e as hidrólises foram realizadas em triplicata. 

Foram empregadas cargas enzimáticas de 10 FPU.g
-1 de capim-elefante, e concentrações 

de substrato de 4 % (m/v). As enzimas utilizadas na hidrólise foram produzidas de acordo 

com os ensaios de produção de enzimas, elegendo-se o pré-tratamento que proporcionou os 

maiores títulos enzimáticos. 

Os açúcares redutores (AR) presentes nas soluções provenientes da hidrólise enzimática 

foram dosados pelo método de Miller (1959). Foi construída uma curva padrão com soluções 

e 0, 0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 2, 3 e 4 mg.mL
-1

 de glicose para a quantificação dos açúcares 

liberados. 

Os açúcares das amostras correspondentes às coletas de 24 e 48 h de hidrólise 

enzimática também foram avaliadas por HPLC, empregando coluna Aminex HPX-87H por 

detector por índice de refração, a 60 ºC, H2SO4 5 mmol.L
-1

 (fase móvel), fluxo de 0,6 

mL.min
-1

. A escolha de 24 e 48 h de hidrólise para estas análises foram realizadas de acordo 

com os dados de AR, analisando todos os tempos de coleta.  

 

3.8 Fermentação 

 Foi realizada fermentação alcoólica dos açúcares provenientes das amostras de 48 h de 

hidrólise enzimática de cada condição de pré-tratamento e dos controles (não tratado, celulose 

e avicel), em tubos de reação de 2 mL. Esse xarope foi suplementado com 50 µL de solução 

de extrato bruto de levedura (Prodex
®
) e (NH4)2SO4, para obtenção de concentração final de 4 

e 1 g.L
-1

 respectivamente. Realizou-se o inóculo com 1×10
8
 células viáveis por mL 
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empregando-se a linhagem CAT-1 de S. cerevisiae. Essas amostras foram mantidas em banho 

a 28 ºC. 

Coletas foram realizadas em diferentes intervalos (0, 6, 12 e 24 h) para determinação de 

cinética de consumo dos açúcares e produção de etanol. Em cada coleta, três tubos de reação 

foram retirados e congelados (-80 ºC) para interromper o metabolismo microbiano. Após, as 

amostras foram descongeladas a 4 ºC, centrifugadas a 8000 × g por 20 min à temperatura de 4 

ºC. Então, o sobrenadante foi filtrado em filtros de politetrafluoroetileno (PTFE) com poros 

de 0,2 μm e as concentrações de açúcares e etanol foram quantificadas por HPLC, 

empregando coluna Aminex HPX-87H por detector por índice de refração, a 60 ºC, H2SO4 5 

mmol.L
-1

 (fase móvel), fluxo de 0,6 mL.min
-1

. 

A concentração de furfural e HMF foi realizada por HPLC, empregando coluna C18 por 

detector UV/Vis SPD-20A (Shimadzu), a 30 ºC, empregando fase móvel com ácido fórmico e 

metanol, com fluxo de 0,5 mL.min
-1

. A solução da fase móvel continha 90 mL de ácido 

fórmico (0,1 %) e 10 mL de metanol + ácido fórmico (1 %).  

As análises em HPLC foram realizadas com a injeção de 10 μL de amostra. 

 

3.9 Análise estatística 

Os resultados dos cultivos submersos e de hidrólise enzimática foram analisados 

estatisticamente por análise de variância e pós-teste de Tukey para um p<0,05, utilizando o 

software PrismGraphPad. O test T of Student foi realizado com Microsoft Excel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A seguir, são apresentados os resultados e discussões referentes ao emprego de capim-

elefante para a produção de celulases e xilanases em cultivos submersos e em estado sólido, 

utilizando a linhagem S1M29 de P. echinulatum. Além disso, serão apresentados os 

resultados obtidos a partir da hidrólise enzimática do capim-elefante e fermentação alcoólica 

dos açúcares liberados. 

Os resultados foram organizados em três capítulos, compilados em três artigos a serem 

submetidos a periódicos. 

  

1. Steam-explosion pretreated elephant grass (Pennisetum purpureum Schum.) as a 

carbon inducing source for cellulases and xylanases in submerged cultivation 

 Angélica Luisi Scholl, Daiane Menegol, Ana Paula Pitarelo, Roselei Claudete Fontana, Arion 

Zandoná Filho, Luiz Pereira Ramos, Aldo José Pinheiro Dillon, Marli Camassola. 

2. Emprego de capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor para a indução da 

secreção de celulases e xilanases por Penicillium echinulatum S1M29 em cultivos em 

estado sólido 

Angélica Luisi Scholl, Daiane Menegol, Ana Paula Pitarelo, Roselei Claudete Fontana, Arion 

Zandoná Filho, Luiz Pereira Ramos, Aldo José Pinheiro Dillon, Marli Camassola.  

3. Hidrólise enzimática de capim-elefante (Pennisetum purpureum, Schum.) pré-tratado 

por explosão a vapor seguida de fermentação alcoólica 

Angélica Luisi Scholl, Daiane Menegol, Ana Paula Pitarelo, Roselei Claudete Fontana, Arion 

Zandoná Filho, Luiz Pereira Ramos, Aldo José Pinheiro Dillon, Marli Camassola. 
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Abstract 

The use of elephant grass for the production of hydrolytic enzymes for second-generation 

ethanol is a promising alternative due to its high productivity, but it requires pretreatment. In 

this context, the steam-explosion method appears to be advantageous to cause structural 

changes in the lignocellulosic material, becoming the biomass more accessible to enzymatic 

action. The potential of steam-explosion pretreated elephant grass - at 180, 190 and 200 °C, 

with residence times of 6, 8 and 10 min - for the production of cellulases and xylanases by 

Penicillium echinulatum S1M29 in submerged cultivation was evaluated. The biomass that 

was pretreated at 190 °C / 8 and 190 ºC / 6 min showed a positive result for Filter Paper 

Activity (FPA), endoglucanase and β-glucosidase production. All of the pretreatments showed 

a negative result for xylanase productions. The results indicate that elephant grass that has 

been pretreated using steam-explosion can be used as a substrate for the production of 

enzymes for the hydrolysis of lignocellulosic biomass. 

mailto:mcamassola@gmail.com
mailto:luiz.ramos@ufpr.br
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1. Introduction 

There has been a growing demand for energy in recent years due to the indiscriminate 

use of fossil fuels and the consequent increase in pollution and carbon emissions in the 

atmosphere. In this sense, projects focusing on fossil power generation can have significant 

and irreversible environmental impacts (Fontoura et al., 2014).  

The conversion of lignocellulosic materials into ethanol fuel has become a global 

priority for renewable energy production (Gírio, 2010). However, the pretreatment and 

enzymatic hydrolysis processes have negatively economic affect, becoming it more expensive 

compared to fossil fuels (Howard et al., 2003). To reduce production costs, the focus in the 

development of new conversion technologies is centered on the use of waste materials, such 

as sugarcane straw and bagasse (Howard et al., 2003), or energetic biomass, such as elephant 

grass (Fontoura et al., 2014; Menegol et al., 2014a). 

Traditional forage species, such as elephant grass (Pennisetum purpureum Schum.), 

are useful for the production of heat, electricity, ethanol and biogas. This grass has a high 

productivity compared to eucalyptus and sugarcane, producing approximately 40 tons of dry 

matter per hectare per year (Woodard and Prine, 1993). This biomass is also an alternative 

substrate for the production of enzymes, such as cellulases and xylanases, which can be 

employed in the lignocellulose hydrolysis (Menegol et al., 2014b). 

Among the cellulolytic complexes that have already been studied, Trichoderma reesei 

is the most well-known (Zeilinger et al., 2000). However, this complex has no ideal ratio 

between FPA and β-glucosidase if is compared to the P. echinulatum enzyme complex, which 

secretes β-glucosidase levels that are superior to T. reesei (Martins et al., 2008). This 

demonstrates its capability to process the complete saccharification of cellulose. As the 

processes for the production of these enzymes, submerged cultivations are widely known, 

studied and applied, and there are several parameters for conducting and maintaining this 

system. 

Pretreatment of the biomass is required to expose the cellulose or to modify the 

porosity of the material, facilitating the access of the enzyme to its substrate. In this sense, 

steam-explosion pretreatment has been proposed as one of the most promising methods, 

presenting itself as a technique for the fractionation and high-yield recovery of the three main 
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components of the plant cell (lignin, cellulose and hemicellulose) (Brugnago et al., 2011). In 

addition, this process has several advantages, such as significantly fewer environmental 

impacts, a low capital investment, and it is based on less dangerous chemical processes 

(Cantarella et al., 2004). According to Pitarelo et al. (2012), the determination of the ideal 

conditions for the steam-explosion pretreatment, as temperature, residence time in the reactor, 

and moisture content of the raw material directly interfere with the recovery yield of the 

biomass, as well as the efficiency of the cellulose saccharification and the fermentation of the 

hydrolysates that are obtained. 

 In this work, the production of cellulases and xylanases by P. echinulatum S1M29 in 

submerged cultivations was evaluated using steam-explosion pretreated elephant grass as 

inducer and carbon source. The biomass was pretreated under different residence times and 

temperatures in order to select the most favorable pretreatment conditions for the production 

of cellulases and xylanases. 

 

2. Material and methods 

2.1 Microorganism 

The xylanase and cellulase enzyme productions were realized by the S1M29 strain, 

which is derived from strain 9A02S1 of P. echinulatum (the microorganism was deposited at 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen - DSM 18942). This strain was 

obtained by mutagenesis using hydrogen peroxide, followed by the selection of the mutants in 

medium containing 2-deoxyglucose (Dillon et al., 2011). The S1M29 strain belongs to the 

microorganism collection at the Laboratory of Enzymes and Biomass, Institute of 

Biotechnology, University of Caxias do Sul, RS, Brazil. The P. echinulatum cultures were 

grown in test tubes containing the growth medium (Dillon et al., 2006) and were incubated 

for seven days at 28 °C until the formation of conidia, then it was stored at 4 °C for the 

enzyme production. 

 

2.2 Biomass and pretreatment  

The elephant grass samples were obtained from Nova Petrópolis, RS, Brazil 

(292139.18S and 510253.88W, 619-m above sea level), ground in a Trapp® forage 

chopper to obtain a granulometry between 0.075 and 4.75 mm, and then subsequently dried at 

60 °C for three days using air flux (Menegol et al., 2014a). 

The steam-explosion pretreatment was conducted at the University Federal of Paraná, 

Curitiba, PR, Brazil, using a stainless steel reactor with a 10-L capacity. 600 g sample of 
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untreated elephant grass containing 10 % humidity (natural moisture) was introduced to the 

reactor and pretreated for different times and at different temperature conditions that were 

defined in the experimental design (central composite design), which is shown in Table 1. 

 

Table 1. Factorial design (2
2
) for steam-explosion pretreatment of the elephant 

grass  
 

* The pressure that was reached in the experiments was not included in the experimental design, 

because it is associated with temperature. 

 

A mass balance was performed to determine the efficiency of each pretreatment 

condition. The mass balance was determined by the difference in the sample mass before and 

after the pretreatment, considering the moisture content of each sample. 

After the pretreatment, the material was drained, and only the solid part was used. A 

portion of the solid fraction was then washed to remove any possible substances that may 

inhibit the enzyme production. To perform the wash, 5 % (w/v) of the pretreated biomass in 

distilled water at 600 rpm for 1 h. The samples were then filtered through polyester fabric, 

and the excess liquid was removed using vacuum filtration. Then, a portion of the sample 

(approximately 1 g) was used to determine the moisture content. 

 

Limits 

Lower limit (-) 

Central point (0) 

Upper limit (+) 

Variables 

Time (min) Temperature (°C) 

6 180 

8 190 

10 200 

Test Temperature (°C) Time (min) Pressure (kgf/cm
3
)* 

1 -1 

180 ºC 

-1 

6 min 

13 

2 +1 

200 ºC 

-1 

6 

min 

13 

3 -1 

180 ºC 

+1 

10 min 

17 

4 +1 

200 ºC 

+1 

10 min 

17 

5 0 

190 ºC 

-1 

6 min 

17 

6 0 

190 ºC 

+1 

10 min 

21 

7 0 

190 ºC 

0 

8 min 

21 
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2.3 Production of enzymes 

It was used the media prepared with 10 mL (v/v) of salt solution (Mandels and Reese, 

1957), 0.5 % (w/w) of wheat bran, 0.2 % (w/w) of soybean meal, 0.05 % (w/w) of crude yeast 

extract (Prodex
®
), 0.1 % (v/v) of Tween 80

®
, 1 g (w/w) of the raw material or carbon source 

and 90 % (v/v) of distilled water. Steam-explosion pretreated elephant grass (either washed or 

unwashed after the pretreatment) was used as raw material. The control cultivations were 

prepared using untreated elephant grass or Celuloflok
®
 cellulose (Cotia, SP, Brazil) as raw 

material or carbon source, respectively. 

Five-hundred-milliliter Erlenmeyer flasks containing 100 mL of media were 

inoculated with a conidia suspension to a final concentration of 110
5
 conidia.mL

-1
. The 

flasks were maintained at 28 °C under reciprocal agitation at 180 rpm, and sample collections 

were performed every 24 h. The samples were then centrifuged at 4000  g for 20 min, and 

the pH and enzymatic activities were determined using the enzyme broth. All of the cultures 

were performed in triplicate. 

 

2.4 Characterization of the elephant grass 

2.4.1 Determination of the dry mass 

One gram of sample was placed in a preweighed crucible. The material was then 

placed in an oven at 105 °C for 2 h to remove the moisture. Soon after, the material was 

cooled in a desiccator, weighed, and the dry mass was calculated relative to the dry mass of 

the original material. 

 

2.4.2 Determination of ash content  

The ash determination was performed via gravimetry, according to the methodology of 

the National Renewable Energy Laboratory (NREL–TP–510–42621), using 300 mg of 

elephant grass that was calcined in an oven at 575 °C for 2 h. 

 

2.4.3 Determination of extractables 

The extractables were determined via gravimetry according to the methodology of the 

National Renewable Energy Laboratory (NREL–TP–510– 42619). 
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2.4.4 Chemical analysis  

The chemical composition of the untreated and pretreated elephant grass samples was 

determined according to the methodology of the National Renewable Energy Laboratory 

(NREL–TP–510–42618). The composition of the solid fraction was determined after the 

pretreatment and washing. To determine the composition of the unwashed material, the 

components that were present in the wash water were added to the composition of the washed 

solid fraction. 

 

2.4.5 Determination of total nitrogen and protein content 

The total protein analysis was performed using the method from Kjeldahl-AOAC 

International (2011). 

 

2.5 Scanning electron microscopy 

The scanning electron microscopy (SEM) analysis (200×) of the elephant grass 

samples was performed at the Laboratory of Materials Characterization, University of Caxias 

do Sul. It was used a methodology that is based on a process known as magnetron-sputtering 

plasma deposition, which is also referred to as physical vapor gold (PVD - Physical Vapor 

Deposition), using a scanning electron microscope (Shimadzu Supercan SSX-550). 

 

2.6 Enzymatic activities 

To determine the total cellulase, a FPA was performed according to Ghose (1987), 

with modifications from Camassola and Dillon (2012). The FPA units were defined as the 

amount of enzyme required to releasing 1 μmol of reducing sugar per min. 

To determine the endoglucanase activity, it was used the method described by Ghose 

(1987). One unit of endoglucanase activity was defined as the amount of enzyme required of 

releasing 1 μmol of reducing sugar per min.  

For the β-glucosidase activity, ρ-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (ρNPG) was used 

as the substrate. One unit of β-glucosidase activity (using the substrate ρNPG) was defined as 

the amount of enzyme required to hydrolyze 1 μmol of ρNPG per min. 

To determine the xylanase activity, it was used the method described by Bailey et al. 

(1992), using 1 % oat xylan (w/v) as the substrate. One unit of xylanase activity was defined 

as the amount of enzyme required of releasing 1 μmol of xylose per min. 
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2.7 Determination of soluble proteins 

The quantitative determination of the soluble protein levels was performed using the 

Bradford method (1976). 

 

2.8 Estimate of fungal growth 

The fungal biomass was determined indirectly via the enzymatic hydrolysis of the 

chitin in the cell walls as described by Novello et al. (2014). The concentrations of N-acetyl-

D-glucosamine were obtained from a standard curve that was constructed using standards that 

ranged between 0.5 and 1 mg/mL. 

 

2.9 Statistical analysis 

The results of the submerged cultivations were statistically analyzed using ANOVA 

and Tukey’s post-test at p <0.05 using Prism GraphPad. The t-test was performed using 

Microsoft Excel. 

  

3. Results and discussion 

3.1 Mass balance and scanning electron microscopy 

The production of enzymes for the hydrolysis of lignocellulosic biomass using a 

steam-explosion pretreatment is a promising alternative for reducing the production of 

second-generation ethanol costs. However, several factors influence the viability of the 

enzyme production, and different pretreatment conditions can influence a loss of mass and 

change the chemical composition of the biomass. As seen in Table 2, the temperature and 

pretreatment time directly interfered with the biomass recovery, and a progressive mass loss 

was observed as the processing time increased. Among the tested pretreatment conditions, 

there were biomass losses of up to 29 % (w/w) (at 190 °C / 10 min). These losses were 

primarily associated with the hemicellulose fraction, and the decreased percentages of 

anhydroxylose and anhydroarabinose can be seen in Table 3. Rocha et al. (2012) evaluated 

the mass balance of sugarcane bagasse following a steam-explosion pretreatment at the pilot 

scale. The authors concluded that considerable losses occur due to the degradation of the 

carbohydrates, the removal of volatile byproducts during the decompression of the reactor and 

during the washing of the solid fraction, which was also observed in this study. 
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Table 2. Percent of mass recovery of steam-explosion pretreated elephant grass 

under different conditions. 

 

  Pretreatment (ºC/min) 

Untreated Condition 180/6 180/10 190/6 190/8 190/10 200/6 200/10 

100 Unwashed (UW) 98.36 

 

92.50 

 

85.19 

 

81.09 

 

71.07 

 

79.27 

 

76.84 

 

100 Washed (W) 98.34 

 

92.38 

 

84.99 

 

81.00 

 

71.03 

 

79.22 

 

76.80 

 

 

Morphological analyses of the elephant grass using SEM were also performed, and 

the fragmentation of the samples subjected to pretreatments at higher temperatures and for 

longer time periods was analyzed (Figure 1). It was found that the untreated elephant grass 

contained a more compact structure, while all of the samples that were steam-explosion 

pretreated showed structural changes in the fibers. The 180 °C / 6 min condition showed less 

impact on elephant grass structure, since still showed compact structure and a smooth surface. 

The other conditions caused a greater degree of fragmentation of the lignocellulosic material 

that increased with the severity of the pretreatment, especially at 200 °C, which produced the 

greatest structural changes in the elephant grass. Han et al. (2010) found that the particle size 

of wheat straw tends to decrease as the temperature and the residence time of the steam-

explosion pretreatment is increased, and a larger number of fibers and a more homogeneous 

appearance is observed with the use of more severe conditions. The results obtained by these 

authors corroborate the results obtained in this study, but for different raw material. 
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Figure 1. Scanning electron microscopy (200×) images of untreated elephant grass and 

steam-explosion pretreated elephant grass under different time and temperature 

conditions. 

 

3.2 Chemical composition  

Table 3 presents the percentages of protein, ash, soluble and insoluble lignin, acetyl 

groups and monomers that were derived from the native polysaccharides in the pretreated 

elephant grass. 

 Untreated  

 

 

 

180 ºC / 6 min  180 ºC / 10 min 

 

 

 
190 ºC / 6 min 190 ºC / 8 min 190 ºC / 10 min 

   
200 ºC / 6 min  200 ºC / 10 min 
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In regards to the protein quantification, it was found that the unwashed pretreated 

elephant grass samples showed the highest protein levels compared to the samples that were 

washed in the same pretreatment condition. The highest protein levels were detected at 200 

°C / 6 min (8.74 %) and at 200 °C / 10 min (8.38 %), for unwashed pretreated elephant grass. 

Conversely, lower protein levels were detected at 180 °C / 10 min (1.92 %) and at 190 °C / 8 

min (1.63 %), both with and without the aqueous wash (Table 3). 

In regards to the ash content, a maximum concentration of 9.44 % was obtained for 

the elephant grass that was pretreated at 190 °C / 10 min, while a minimum value of 2.77 % 

was recorded for an unwashed sample that was pretreated at 180 °C / 10 min. The elephant 

grass samples that were pretreated and subjected to washing showed significantly higher 

values compared to the unwashed samples at the same pretreatment conditions, but were not 

washed. This trend can be explained by the washing process, which removes salts from the 

biomass (Table 3). 

The carbohydrate concentrations in the biomass of the untreated and pretreated 

elephant grass (washed and unwashed) were also analyzed (Table 3), and it was observed that 

anhydroglucose was the most abundant sugar in the samples, followed by sugars from the 

hemicellulose fraction (anhydroxylose and anhydroarabinose). In regards to the 

anhydroglucose concentration, it was found that the pretreated samples showed the highest 

percentage of this sugar compared to the untreated elephant grass (35.97 ± 1.06), which is 

likely due to the removal of the hemicellulose fraction from the biomass (Emmel et al. 2003). 

Still, it was observed that unwashed pretreated samples contained carbohydrate 

concentrations that were similar to or slightly higher than the samples that were washed 

following the same processing conditions. 

Comparing the percentages of hemicellulose sugars (anhydroxylose and 

anhydroarabinose), it was found that the untreated elephant grass contained the greatest levels 

of these sugars compared to the pretreated samples (15.15 ± 0.21 and 5.36 ± 0.02, 

respectively). The mildest pretreatment condition (180 °C / 6 min and 180 °C / 10 min) 

contained the highest concentration of anhydroxylose either washed or unwashed samples. 

The hemicellulose fraction is more likely to be affected by the steam explosion pretreatment, 

which explains the higher concentrations of this sugar at the lower processing temperatures. 

The highest levels of anhydroarabinose were detected at 180 °C, whereas in the other 

pretreated samples, this carbohydrate was only detected at low concentrations or was 

undetectable (Table 3). 
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The presence of acetyl groups was only observed in some of the pretreated solid 

fraction elephant grass samples (Table 3). In the other conditions, this compound was not 

detected in the pretreated fibers because acetyl groups are readily hydrolyzed, liberating acetic 

acid, which can be detected in the liquid fraction (Table 4). The untreated elephant grass 

contained 1.92 % of ash. 

The untreated and pretreated elephant grass samples were also assessed for lignin 

content. In regards to the soluble lignin content, it was found that it increased in accordance 

with the severity of the pretreatment, but there was a decrease in the lignin content in the 

unwashed samples compared to the washed samples. As the residence time of the sample 

increased for each temperature condition, the lignin content decreased. In regards to the 

insoluble fraction, it was found that the majority of the samples contained higher percentages 

of insoluble lignin compared to the untreated elephant grass (19.65 ± 0.78), which is likely 

due to the removal of the hemicellulose fraction during the pretreatment and the hydrolysis of 

the amorphous cellulose (Emmel et al. 2003). The intermediate temperature of 190 °C 

produced the lowest concentrations of insoluble lignin compared to the other pretreatment 

conditions. 
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UW – samples were not washed after the pretreatment 
W – samples were washed after the pretreatment 

n.d.: not detected 

 

 

 

 

 

 

 

          

 Table 3. Chemical composition, in percent, of untreated and steam-explosion pretreated elephant grass under different temperature and residence 

times either washed or unwashed samples. 

 
Pretreated 

ºC/min 
Condition Extractables Anhydroglucose Anhydroxylose Anhydroarabinose 

Acetyl 

Group 

Soluble 

Lignin 

Insoluble 

Lignin 

Ash 

 
Protein Total 

Untreated - 8.84±0.83 35.97±1.06 15.15±0.21 5.36±0.02 1.92±0.01 1.12±0.02 19.65±0.78 8.53±0.23 5.55 102.09 

180/6 W - 43.370.76 11.560.38 3.090.23 n.d. 2.090.82 23.261.79 6.10±1.08 4.84 94.30 

180/6 UW - 43.460.77 11.760.39 3.220.43 n.d. 1.650.82 23.261.79 5.07±0.16 7.87 96.29 

180/10 W - 49.525.13 12.880.93 n.d. n.d. 2.750.74 21.640.01 7.55±0.56 1.92 96.26 

180/10 UW - 49.595.13 12.950.96 0.070.02 n.d. 2.210.74 21.640.01 2.77±0.10 5.16 94.37 

190/6 W - 51.220.44 10.830.29 n.d. n.d. 1.600.41 19.311.46 8.05±0.77 4.63 95.62 

190/6 UW - 51.290.44 11.070.29 0.050.00 0.100.01 1.180.41 19.311.46 4.70±0.83 6.90 94.49 

190/8 W - 58.543.12 10.960.60 n.d. n.d. 1.620.15 19.950.86 8.10±0.02 1.63 100.80 

190/8 UW - 58.613.13 11.170.61 0.040.00 0.060.00 1.210.15 19.950.86 4.56±0.45 8.03 103.57 

190/10 W - 54.630.07 10.610.07 n.d. n.d. 1.470.11 19.030.60 9.44±2.18 5.29 100.48 

190/10 UW - 54.690.07 10.660.09 0.050.01 n.d. 1.220.11 19.030.60 2.89±0.41 6.58 95.12 

200/6 W - 52.882.02 5.770.26 n.d. n.d. 1.170.26 26.111.90 8.94±0.21 6.04 100.91 

200/6 UW - 52.952.02 5.980.26 0.040.00 0.080.00 0.840.26 26.111.90 4.87±0.08 8.74 99.53 

200/10 W - 52.901.09 10.640.32 1.760.02 n.d. 0.730.11 20.660.98 7.92±0.84 6.15 100.76 

200/10 UW - 53.031.09 10.670.33 1.800.02 0.170.01 0.530.11 20.660.98 4.01±0.28 8.38 99.08 
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* Detected using HPX-87H and C18 (HMF and furfural) columns. 

  n.d.: not detected 

 

Table 4. Detected* substances in liquid obtained after washing of steam-explosion pretreated elephant grass under 

different temperature and time conditions. 

Pretreatment 

ºC/min 

Detected substances (g.L
-1

) 

Cellobiose Glucose Xylose Arabinose Glycerol Acetic acid HMF Furfural 

180/6 n.d. 0.11±0.00 0.22±0.01 0.15±0.02 0.02±0,00 0.01±0.00 0.01±0.00 0.01±0.00 

180/10 n.d. 0.07±0.00 0.07±0.03 0.07±0.02 0.02±0,00 0.01±0.01 0.01±0.00 0.02±0.00 

190/6 n.d. 0.08±0.00 0.28±0.01 0.06±0.00 0.01±0,00 0.14±0.01 0.02±0.00 0.03±0.01 

190/8 n.d. 0.08±0.00 0.24±0.01 0.05±0.00 0.01±0,00 0.09±0.01 0.02±0.00 0.05±0.01 

190/10 n.d. 0.07±0.00 0.05±0.02 0.05±0.01 0.01±0,00 0.01±0.00 0.01±0.00 0.04±0.00 

200/6 n.d. 0.08±0.00 0.24±0.00 0.05±0.00 0.01±0,00 0.11±0.00 0.02±0.00 0.05±0.00 

200/10 0.03±0.02 0.07±0.00 0.04±0.01 0.04±0.00 0.01±0,00 0.02±0.01 0.01±0.00 0.02±0.00 
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3.3 Enzyme production  

3.3.1 Filter Paper Activity (FPA) 

 FPA analysis showed that the biomass that was pretreated by steam explosion was 

used by P. echinulatum S1M29 to produce similar or greater cellulase activities compared to 

the control supplemented with untreated elephant grass (Figure 2 A-F). When the elephant 

grass was pretreated at 180 °C and subsequently washed with water (Figure 2A), the 

enzymatic activities produced by P. echinulatum were lower than the other pretreatment 

conditions (Figure 2B and 2C). A similar situation was observed for the unwashed samples 

(Figure 2 D to F). 

For the cultures that were produced using the samples that were pretreated at 190 °C 

and subjected to washing, the highest activities were obtained on the fourth and fifth 

cultivation days. On the fourth day, the cellulose control (0.34 ± 0.01 IU/mL) showed 

statistically equivalent activity compared to the samples that were pretreated for 8 min (0.25 ± 

0.06 IU/mL), and the activity was higher than the other conditions. On the fifth day, the 

activities of all the media supplemented with pretreated biomass showed equal or above to the 

cellulose control. Similar to the 190 °C pretreatment condition, the 200 °C condition also 

showed the highest activities on the fourth and fifth days. On the fourth day, the samples that 

were pretreated for 10 min showed activities that were equal to the cellulose control, while on 

the fifth day, the sample that was pretreated for 6 min was superior to the other samples, 

reaching values of 0.37 ± 0.02 IU/mL. 

For the cultures that were produced using unwashed samples for remove the possible 

inhibitors, the highest enzymatic levels were observed on the fourth and fifth days for all the 

times and temperatures that were tested (Figure 2D-F). On the fourth day, the values obtained 

from the cellulose-based media were higher than those that were obtained from the cultures 

supplemented with of the pretreated elephant grass (190 °C) and the control containing the 

untreated elephant grass (Figure 2D). However, on the fifth day, all of the cultures that were 

produced using the samples that were pretreated at 190 °C showed cellulose activities that 

were equal to those obtained for the control, indicating that steam-explosion pretreated 

elephant grass is capable of inducing FPA production in P. echinulatum. 

Comparing the washed and unwashed substrates by Student's t-test, no significant 

differences were observed in the samples that were pretreated at 190 °C / 6 min until the third 

day of culture. The samples that were pretreated for 8 min and 10 min showed significant 

differences (p <0.05). On the fourth day, only the samples that were pretreated for 10 min 

showed a statistically significant difference, while on the fifth day, all of the samples were 
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significantly different, indicating the positive effect of washing on the FPA production. 

Although it was not been verified if one considers the weight loss during pretreatment, (Table 

2), the pretreatment the 190 °C / 8 min is the most promising condition. 

The cultures that were prepared using elephant grass pretreated at 200 °C, in some 

situations, were similar or even superior to the cellulose control, especially for the washed 

samples (Tukey’s test p <0.05). The effect of washing was greater in the samples that were 

pretreated at 200 °C than in those that were pretreated at 190 °C Both for times of 6 and 10 

minutes, but there was no significant difference (Student's t-test p <0,05); the overall effect of 

the washing was positive though the biomass recoveries were lower. 

The positive effect of washing can be attributed to the removal of potential inhibitors 

that are generated during the steam-explosion pretreatment, such as acetic acid, furfural and 

hydroxymethylfurfural (HMF). Table 4 presents the substances that were removed from the 

pretreated biomass by washing and detected in the liquid obtained from this process. In 

general, it appears that the more severe the pretreatment condition, the greater the formation 

of these inhibitors and consequently, their removal during the wash step. Furthermore, sugars 

such as glucose, xylose and arabinose were only detected at low concentrations in the liquid 

obtained from washing the pretreated samples, indicating that the cleaning process does not 

cause large losses of these sugars; instead, they are lost during the pretreatment process, 

where the losses are larger, especially for the sugars from the hemicellulose biomass fraction. 

A comparison of these activities with the literature data (Table 5) showed that the 

biomass of elephant grass has a lower positive effect on the production of FPA compared to 

sugarcane bagasse. Nonetheless, the activities obtained in this study were superior to other 

studies that were performed using other fungi and steam-explosion pretreated biomass. 
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Figure 2. Filter Paper Activity (A - F) and endoglucanases activity (G - L) of Penicillium 

echinulatum S1M29 grown in submerged cultivations using 1 % (w/v) elephant grass that was 

pretreated via steam explosion under different time and temperature conditions and was either 

washed (A - C and G - I) or unwashed (D - F and J - L) after the pretreatment. The controls are 

represented by cultivating either 1 % (w/v) untreated elephant grass (UtEG) or 1 % (w/v) cellulose 

(Cel). The values that are denoted by the same letter on the same day of cultivation have no significant 

difference (Tukey’s test (p> 0.05)). 
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Table 5. Comparison of enzymatic activities of different fungi grown in submerged cultivations 

using different steam-explosion lignocellulosic materials  

Microorganism 
Substrate/ 

Concentration 

Enzymatic activity (IU/mL) 

Production time 
Reference 

FPA
*
 

β-

glucosidase 
Endoglucanase

**
 Xylanase

***
 

Penicillium 

echinulatum 

S1M29 

Elephant grass 

10 g/L 
0.402 

120 h 

1.40(2) 

96 h 

3.48 

120 h 

9.98 

120 h 
This work 

P. echinulatum 

S1M29 

Sugar cane 

bagasse 

10 g/L 

0.69 

120 h 

1.19(2) 

120 h 

5.29 

120 h 

28.5 

120 h 

Schneider et 

al. (2014) 

P. echinulatum 

9A02S1 

Sugar cane 

bagasse 

 30 g/L 

0.48 

48 h 

0.48
(1)

 

48 h 

3.24 

72 h 

0.64 

48 h 

Camassola & 

Dillon (2012b) 

Penicillium 

brasilianum IBT 

20888 

Spruce 35.8 

g/L – 20 g/L
 

cellulose 

0.59 

165 h 

3.5(2) 

165 h 

19 

165 h 

0.4 

165 h 

Jørgensen & 

Olsson (2006) 

Trichoderma 

reesei Rut C30 

Spruce 

15 g/L 

0.53 

96 h 

0.2(2) 

96 h 
n.d. n.d. 

Kovacs et al. 

(2009) 

Trichoderma 

atroviride TUB 

F-1663 

Spruce 

15 g/L 

0.38 

96 h 

7.1(2) 

96 h 
n.d. n.d. 

Kovacs et al. 

(2009) 

T. atroviride 

TUB F-1505 

Spruce 

15 g/L 

0.31 

96 h 

4.9(2) 

96 h 

 

n.d. n.d. 
Kovacs et al. 

(2009) 

T. atroviride 

TUB F-1741 

Willow (whole 

slurry) 

15 g/L 

0.68 

72 h 

9.83(2) 

72 h 
n.d. n.d. 

Kovacs et al. 

(2008) 

T. atroviride 

TUB F-1724 

Willow (whole 

slurry) 

15 g/L 

0.61 

72 h 

11.70(2) 

72 h 
n.d. n.d. 

Kovacs et al. 

(2008) 

T. reesei Rut 

C30 

Steam-

pretreated 

spruce 

10 g/L 

0.79 

92 h 

0.18(2) 

92 h 
n.d. n.d. 

Szengyel et al. 

(2000) 

* Determined using Whatman no. 1 filter paper. 

** Determined using carboximetilcellulose (CMC). 

*** Determined using xylan. 

n.d.: Not determined. 
(1)

Salicine; 
(2)

ρ-nitrophenyl β-D-glucopyranoside 
 

 

3.3.2 Endoglucanase 

 Similar to the observations for FPA, the pretreatments that were performed at 190 °C 

and 200 °C had a positive effect on the endoglucanase production, as the pretreatments that 

were performed at 180 °C were not as efficient at producing this enzyme (Figure 2G-L). At 

190 °C, the cultivations that were carried out using both the washed and unwashed samples 

(Figure 2H and K), the medium that was formulated using the biomass that was pretreated for 
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8 min showed equal activity to the cellulose control on the third day of cultivation. On the 

fourth day, all of the samples that were pretreated at 190 °C showed higher activity compared 

to the untreated samples, whereas at 190 °C / 8 min, the unwashed sample was statistically 

equivalent (Tukey’s test p <0.05) to the cellulose control. On the fifth day, all of the 

unwashed samples showed endoglucanase activities that were equal to the cellulose control, 

while among the washed samples, the 190 °C / 6 min condition showed activities that were 

statistically equivalent to the cellulose control. For the samples that were pretreated at 200 °C 

(Figure 2I and L), all of the washed samples showed activities that were equal to the cellulose 

control on the third day of cultivation, while among the unwashed samples, the enzymatic 

activities were mostly lower. Throughout the experiment, the washed samples displayed 

enzymatic activity at the beginning of the cultivation and maintained their activities or 

presented only small decreases, while the unwashed samples displayed increasing enzyme 

activities, although the production was slower. This delay in the unwashed cultivations can be 

explained by the presence of inhibitory substances that were formed during the pretreatment 

(Table 4). For the 200 °C pretreatment, the washing step was found to be advantageous 

because the samples showed activities that were equal to the cellulose control on the third day 

of cultivation. 

By comparing the endoglucanase yields obtained in this study with the literature data 

(Table 5), it was found that sugarcane bagasse has a higher potential for the production of this 

enzyme, possibly due to the chemical composition of bagasse, which contains a greater 

cellulose and hemicellulose content. Furthermore, it should be noted that sugarcane bagasse 

cannot be produced in all regions, while elephant grass can be grown in a wide range of soils 

and climatic conditions. 

 

3.3.3 β-glucosidase 

In Figure 3 (A to F), the activities of β-glucosidase in the cultures that were produced 

using media formulated with pretreated elephant grass (washed and unwashed) are shown. It 

is worth noting that for this enzyme, all of the pretreatment conditions showed activities that 

were greater than or equal to the control from the fourth day of process, in both the washed 

and unwashed elephant grass samples. When the elephant grass was pretreated at 200 °C and 

washed with water (Figure 3C), the highest enzyme activities were obtained on the fourth day 

(1.03 ± 0.02 IU/mL and 1.02 ± 0.01 IU/mL) in the samples that were pretreated for of 6 min 

and 10 min, respectively. At 180 °C (Figure 3A and D), both pretreatment conditions favored 

the secretion of β-glucosidase compared to the controls on the fourth day of cultivation. 
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Among the cultivations that were produced using the pretreated and unwashed elephant grass, 

the media formulated with steam-explosion pretreated elephant grass by 6 and 8 min 

produced the highest enzymatic levels, especially at 190 °C, on the fourth day of cultivation 

(1.39 ± 0.03 IU/mL and 1.28 ± 0.08 IU/mL, respectively). Additionally, at this temperature 

condition, there were similarities between the pretreatment profiles for the different 

pretreatment times. By comparing the washed and unwashed samples that were pretreated at 

190 °C (Student's t-test), it was found that there was a significant difference on the fourth and 

fifth days for all of the pretreatment times, and the unwashed samples showed the highest 

activities, showing that the washing steps is not required to induce the production of β-

glucosidase. At 200 °C, the difference was significant for all of the conditions, with the 

exception of the medium that was produced using the biomass that was pretreated for 6 min 

on the fourth day of cultivation. According to Vaheri et al. (1979), β-glucosidases are 

detected only at the end of the enzymatic production process, when cell lysis occurs. This is 

consistent with the results obtained in this study, where the major activity of this enzyme was 

observed on the fourth and fifth days of culture. 

By performing comparisons with the literature data (Table 5), it was found that the β-

glucosidase activities obtained using P. echinulatum are higher than those obtained for T. 

reesei Rut C30 but are lower than those of obtained using different strains of T. atroviride on 

different steam-explosion pretreated biomass. 
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Figure 3. β-glucosidase (A - F) and xylanase (G - L) activities from Penicillium echinulatum 

S1M29 grown in submerged cultivations using 1 % (w/v) elephant grass that was pretreated 

via steam explosion under different time and temperature conditions and was either washed 

(A - C and G - I) or unwashed (D - F and J - L) after the pretreatment. The controls are 

represented by cultivating either 1 % (w/v) untreated elephant grass (UtEG) or 1 % (w/v) cellulose 

(Cel). The value that are denoted by the same letter on the same day of cultivation have no 

significant difference (Tukey’s test (p> 0.05)). 
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3.3.4 Xylanase 

Xylanase activities are shown in Figure 3 (G to U), where it can observe that the 

control cultivation using cellulose, in most cases, enabled the highest enzymatic activities 

compared to the samples that used the pretreated elephant grass (washed and unwashed). For 

the cultures that were produced using samples that were pretreated at 180 °C, the steam-

explosion pretreatment was found to have a negative effect on the production of xylanases, 

whereas the untreated control showed higher average activities on the third and fourth days 

(Figure 3G and J), with the exception of the sample that was pretreated for 6 min, which 

showed an increase in xylanase activity on the fifth day of culture (8.17 ± 0.21 IU/mL). For 

the media that was produced using the samples that were pretreated at 190 °C and 200 °C 

(washed and unwashed), there was no difference between the results obtained on the third and 

fourth days in relation to the cultivation medium that was produced using the untreated 

elephant grass. At 200 °C, on the fifth day, the medium produced using the biomass that was 

pretreated for 10 min showed activity levels that were equal to half of that observed in the 

cellulose control. 

The Student's t-test showed that washing has a negative effect on xylanase activity. 

The cultivations that were produced using the elephant grass that was pretreated at 190 and 

200 °C and were not washed showed the best activities, with the exception of the medium that 

was produced using the biomass that was pretreated at 190 °C / 10 min, in which both the 

washed and unwashed samples showed similar activities. However, the sample that was 

washed after the pretreatment at 180 °C / 6 min showed a lower activity (8.17 ± 0.21 IU/mL) 

compared with unwashed pretreatment at 200 °C / 10 min (9.97 ± 0.15 IU/mL). However, 

after taking into account the level of biomass recovery following the pretreatment (Table 2), 

the recovery was 98.34 % at 180 °C, while the other condition showed only a 76.84 % 

biomass recovery . 

The lower xylanase activity in the pretreated samples compared to the control may be 

due to the loss of inducing sugars, which can be explained by the removal of hemicellulose 

and lignin during the steam-explosion pretreatment. As seen in Table 2, the anhydroxylose 

and anhydroarabinose content (constituents of the hemicellulose fraction) in all of the 

pretreated samples was reduced, although it has already been noted that the presence of 

cellulose may also trigger the induction of xylanases (Aro et al. 2001, Novello et al. 2014). 

Upon comparing the xylanase production data obtained in this study with the literature data 

(Table 5), it was found that P. echinulatum shows potential for the simultaneous production of 

xylanases and cellulases. 
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Table 6 shows a comparison of the enzymatic activities obtained in this study, 

including the highest value cultivation, the times and the highest activities that were obtained. 

It was observed that depending on the substrate or pretreatment condition used, the production 

of various important enzymes for the enzymatic hydrolysis of lignocellulosic biomass can be 

induced. 

 

 

3.4 Soluble  Protein 

Figure 4 (A to F) illustrates the protein concentrations that were detected in the culture 

media produced using the pretreated elephant grass and in the control cultures that were 

prepared using untreated elephant grass or cellulose. In general, the protein concentrations 

were greater in all of the cultures that contained samples that were pretreated for a shorter 

period of time. At 180 °C, both the unwashed and washed samples (Figure 4A and D) that 

were pretreated under the different time conditions (6 and 10 min) did not show any protein 

concentrations that were higher than the control cultivations using either untreated elephant 

grass or cellulose until the third and fourth days of cultivation. On the fifth day, there was no 

significant difference between the washed pretreated samples and the controls, whereas the 

Table 6. Comparison of the maximum enzyme activities obtained from the submerged 

cultivation using steam-explosion pretreated elephant grass under different temperature and 

time conditions. 

Enzymes Condition 
Pretreatment 

(ºC/min) 

Activity timemax 

(day) 

Activitymax 

(IU/mL) 

FPA 

Cellulose - 4º 0.34±0.01 

Untreated EG - 5º 0.06±0.01 

Washed 190/8 5º 0.40±0.05 

Unwashed 190/10 5º 0.33±0.01 

Endoglucanase 

Cellulose - 5º 3.05±0.05 

Untreated EG - 5º 1.18±0.02 

Washed 190/6 5º 3.43±0.38 

Unwashed 190/6 5º 2.59±0.28 

β-glucosidase 

Cellulose - 3º 0.45±0.06 

Untreated EG - 5º 0.49±0.02 

Washed 190/8 4º 1.04±0.01 

Unwashed 190/6 4º 1.39±0.03 

Xylanase 

Cellulose - 5º 9.96±0.05 

Untreated EG - 4º 5.46±0.69 

Washed 200/10 5º 8.75±0.27 

Unwashed 200/10 5º 9.97±0.15 
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cellulose control showed a higher protein concentration compared to the untreated elephant 

grass control and the unwashed pretreated elephant grass samples. The highest protein 

concentrations were identified in the cellulose-based media, and the values correlated with the 

titles that were obtained when the same control condition was used for the induction of FPA, 

xylanase and the endoglucanases, suggesting that the protein levels correspond to the enzyme 

levels. For the higher temperatures (190 and 200 °C), the majority of the pretreatments 

contained protein concentrations that were statistically equivalent to the proteins in the control 

sample, confirming the enzymatic activities of cellulase, β-glucosidase and xylanase are 

equivalent to the higher steam-explosion temperatures. Upon comparing the protein 

concentrations using the Student's t-test (p <0.05), it was found that all of the samples that 

were steam-explosion pretreated showed no significant differences, with the exception of the 

6- and 10-min at 190 °C. 

 

3.5 pH 

As shown in Figure 4 (G to L), the pH varies during the five days of cultivation. All of 

the cultures decreased in pH on the second or third day, which was then followed by an 

increase from the third day. The decrease in the pH can be explained by the intense 

metabolism, which affects the release of H
+
 ions into the culture media due to the use of NH3 

by the cells (Sternberg & Dorval, 1979). A similar situation was observed by Botella et al. 

(2007) and Blandino et al. (2002) during the production of enzymes by Aspergillus awamori. 

In general, the pH values varied between 4 and 8. 
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Figure 4. Soluble protein concentration (A - F) and pH variation (G - L) in Penicillium 

echinulatum S1M29 broth from the submerged cultivations using 1 % (w/v) elephant grass that 

was pretreated via steam explosion under different time and temperature conditions and was 

either washed (A - C and G - I) or unwashed (D - F and J - L) after the pretreatment. The controls 

are represented by cultivating either 1 % (w/v) untreated elephant grass (UtEG) or 1 % (w/v) cellulose 

(Cel). The values that are denoted by the same letter on the same day of cultivation have no significant 

difference (Tukey’s test (p> 0.05)). 
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3.6 Mycelial growth 

Figure 5 shows the mycelial growth at the end of cultivation. The largest increases 

were observed in the samples that were obtained at lower temperatures and pretreatment times 

(180 °C / 6 min, 180 °C / 10 min, 190 °C / 6 min) and washed with water, and for the samples 

unwashed 190 °C / 10 min and 200 °C / 10 min that showed mycelial mass was equal to 

formed using cellulose. The other cultures had lower mycelial growth than the above 

mentioned samples, but the mycelial mass was statistically equivalent to mycelial growth in 

the medium produced using the untreated elephant grass. These differences may be related to 

the presence of compounds generated during the inhibitory process that are related to mycelial 

growth (Table 4). 

Upon comparing the enzyme activities with the mycelial growth, it was found that 

there was a direct correlation between the amount of mycelia and the enzyme activities in the 

washed and unwashed samples. 

In general, the enzyme yield using the pretreated elephant grass showed potential as 

carbon source for different microorganisms, and in some cases it produced higher enzymatic 

titrations those observed using other types of biomass (Table 5). 

In natural environments, the decomposition of vegetal biomass can inhibit microbial 

growth, particularly in grasses. According to Joh et al. (2011), the phenolic compounds 

present in elephant grass are toxic to Acidothermus cellulolyticus; therefore, it is necessary to 

perform a hot water (55 °C) treatment to remove any microbial inhibitors (Vandergheynst, 

2010). The data in this study showed a similar trend for the majority of the enzymes, and the 

untreated elephant grass showed lower enzymatic titers, possibly due to the presence of these 

inhibitors in the culture media, which may have inhibited fungal growth. 
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4 Conclusion 

The data in this study indicate that steam explosion can be used as a pretreatment method for 

the production of enzymes from elephant grass, and even the most severe pretreatment 

conditions produced enzyme activities that were equal or superior to the cellulose control. The 

washing step after the pretreatment proved to be advantageous for the production of 

endoglucanase and FPA, whereas washing showed a negative effect on the production of β-

glucosidase and xylanase. 
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Figure 5. Determination of mycelial growth of Penicillium echinulatum S1M29 

grown in submerged cultivations, on the fifth day of cultivation, using 1 % (w/v) 

elephant grass that was pretreated via steam explosion under different time and 

temperature conditions and was either washed (A) or unwashed (B) after the 

pretreatment. The graphical representations indicate the pretreatment conditions 

compared to the controls, which are represented by cultivating either 1 % (w/v) cellulose 

(Cel) or 1 % (w/v) untreated elephant grass (UtEG). The values (averages) that are 

denoted by the same letter have no significant difference (Tukey’s test (p> 0.05)). 
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Resumo 

Um dos gargalos para a produção de etanol de segunda geração é o elevado custo das enzimas 

utilizadas na hidrólise da biomassa lignocelulósica. Uma forma de reduzir os custos é a 

utilização de biomassas regionais como o capim-elefante (Pennisetum purpureum) é 

vantajoso pela elevada produtividade (40-45 ton/ha/ano massa seca) e por ser adaptável a 

diversos tipos de solo, sendo uma alternativa para regiões onde a cana-de-açúcar não 

apresenta elevada produção. Todavia, para o aproveitamento dos materiais lignocelulósicos 

um pré-tratamento é necessário. Entre os pré-tratamentos que vêm sendo estudados, explosão 

a vapor tem se mostrado mais eficiente. Nesse trabalho, foi avaliada a produção de celulases e 

xilanases por Penicillium echinulatum S1M29 em cultivos em estado sólido, utilizando 

capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor em diferentes temperaturas (180, 190 e 200 

ºC) e tempos de residência (6, 8 e 10 min). Nos meios de cultivo, foi utilizado 100 % de 

capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor (lavado e não lavado após o processo) ou em 

mailto:mcamassola@gmail.com
mailto:luiz.ramos@ufpr.br
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associação ao farelo de trigo (50 %). Verificou-se que o capim-elefante não tratado foi 

superior ao farelo de trigo para Filter Paper Activity, com valores de FPA de 23,38 ± 0,10 

UI.g
-1

.  A substituição de 50 % do farelo de trigo por capim-elefante pré-tratado por explosão 

a vapor lavado favoreceu a produção de enzimas com máximas atividades de 32,93 ± 0,58 

UI.g
-1

para Filter Paper Activity, de 205,83 ± 6,85 UI.g
-1

 para endoglucanases e de 148,96 ± 

0,00 UI.g
-1

 para β-glicosidases. Para a produção de xilanases, o capim-elefante não tratado 

mostrou ser mais eficaz, enquanto a combinação de substratos propiciou a obtenção de 

maiores atividades enzimáticas com amostra não submetida à lavagem, atingindo valores de 

571,74 ± 27,14 UI.g
-1

. 

 

Palavras-chave: capim-elefante, Penicillium echinulatum, produção de enzimas, explosão a 

vapour, cultivo em estado sólido 

 

1. Introdução 

Com a crescente demanda energética, a busca por fontes energéticas alternativas aos 

combustíveis fósseis vem ganhando espaço, sendo que a biomassa lignocelulósica possui 

grande destaque, pois é uma fonte que pode ser utiilizada para a produção de biocombustíveis, 

especialmente o etanol (Dwivedi et al., 2009). O combustível derivado da biomassa tem sido 

foco de interesse em pesquisas por suas vantagens sobre os combustíveis fósseis (Gray et al., 

2006; Xuan et al., 2009; Cardona et al., 2014; Menegol et al., 2014). Porém, para a conversão 

da biomassa lignocelulósica a etanol, uma etapa de pré-tratamento é necessária. Essa é 

requerida para alterar a estrutura da biomassa, permitindo que a celulose fique mais acessível 

às enzimas que hidrolisam os polissacarídeos em açúcares fermentescíveis (Mosier et al., 

2005). Todavia o pré-tratamento é considerado uma das etapas mais onerosas do processo de 

conversão (Mosier et al., 2005). O pré-tratamento por explosão a vapor pode hidrolisar 

eficientemente a hemicelulose (parcialmente), modificar a lignina, aumentar a área de 

superfície e reduzir a cristalinidade da celulose e o grau de polimerização da celulose (Ramos, 

2003). Além do custo do pré-tratamento, o custo do complexo enzimático a ser utilizado na 

hidrólise enzimática deve ser levado em consideração. 

O cultivo em estado sólido (CES) pode oferecer diversas vantagens em relação ao 

cultivo submerso (CS), incluindo alta concentração de produto, equipamentos simples de 
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fermentação, baixa geração de efluentes e requisitos limitados de aeração e agitação para a 

produção de enzimas (Camassola & Dillon, 2010; Viniegra-González et al., 2003). 

A utilização de biomassas energéticas com alta produtividade, como o capim-elefante, 

também pode contribuir com a diminuição dos custos de produção de etanol. O capim-

elefante tem potencial de produção de cerca de 40 toneladas de matéria seca por hectare por 

ano (Woodard e Prine, 1993), sendo uma alternativa de substrato para a produção de enzimas, 

como as celulases e xilanases, as quais são empregadas na hidrólise de lignocelulósicos 

(Menegol et al., 2014). 

Entre as linhagens com potencial para serem empregadas para a produção de celulases 

e hemicelulases encontram-se os mutantes da linhagem 2HH de P. echinulatum (Dillon et al., 

2006; Dillon et al., 2011) por apresentarem títulos de FPA (2 UI.ml
-1

) em cultivo submerso e 

em torno de 35 UI.g
-1 

em cultivo no estado sólido (Camassola & Dillon, 2010). 

Nesse contexto, o objetivo geral desse trabalho foi avaliar a produção de celulases e 

xilanases em CES, usando capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor associado com 

farelo de trigo (FT) como fonte de carbono indutora. O microrganismo utilizado para a 

produção de enzimas foi a linhagem S1M29 de P. echinulatum (Dillon et al., 2011). Além 

disso, a biomassa empregada foi pré-tratada sob diferentes condições de tempo e temperatura, 

a fim de avaliar a eficácia desse pré-tratamento para a produção de celulases e xilanases. 

 

2. Material e métodos 

2.1 Microrganismo 

A produção de enzimas celulases e xilanases foi realizada utilizando-se a linhagem 

S1M29, obtida a partir da linhagem 9A02S1 de Penicillium echinulatum (microrganismo 

depositado no Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen- DSM 18942). 

Essa linhagem foi obtida por mutagênese empregando peróxido de hidrogênio seguido de 

seleção dos mutantes em meio contendo 2-deoxiglicose (Dillon et al., 2011). A linhagem 

S1M29 pertence à coleção de microrganismos do Laboratório de Enzimas e Biomassa do 

IB/UCS. As culturas de P. echinulatum foram desenvolvidas em tubos de ensaio contendo o 

meio de crescimento (Dillon et al., 2006), incubadas por sete dias a 28 °C até a formação de 

conídios e estocadas a 4 °C para, posteriormente, ser empregada na produção de enzimas.  

2.2 Biomassa e pré-tratamento 
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As amostras de capim-elefante, obtidas na cidade de Nova Petrópolis-RS, Brasil 

(29º21´39.18´´S e 51º02´53.88´´O, 619 m acima do nível do mar), foram trituradas em 

triturador forrageiro Trapp® 70 obtendo-se granulometria entre 0,075 e 4,75 mm sendo 

posteriormente, desidratadas a 60 °C por três dias (Menegol et al., 2014a). As amostras 

coletadas pertencem à variedade Cameron.  

O pré-tratamento por explosão a vapor foi realizado na Universidade Federal do Paraná, 

utilizando um reator de aço inox com capacidade para 10 L. Foram introduzidos no reator 600 

g de capim-elefante não tratado com 10 % de umidade natural, sendo empregadas diferentes 

condições de tempo e de temperaturas conforme apresentado no planejamento experimental 

(Delineamento Composto Central) da Tabela 1. A severidade do pré-tratamento foi calculada 

de acordo com a Equação 1 (Petersen et al., 2009): 

            

 

(Eq. 1) 

 

onde t corresponde ao tempo (min) e T corresponde à temperatura (ºC) . 

 

Tabela 1. Planejamento fatorial 2
2 

para realização de pré-tratamento por explosão a 

vapor de capim-elefante. 

 
Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 

Temperatura (°C) 
-1 

180ºC 

+1 

200 ºC 

-1 

180 ºC 

+1 

200 ºC 

0 

190 ºC 

0 

190 ºC 

0 

190 ºC 

Tempo 

(min) 

-1 

6 min 

-1 

6 min 

+1 

10 min 

+1 

10 min 

-1 

6 min 

+1 

10 min 

0 

8 min 

Pressão (kgf/cm
2
)* 13 13 17 17 17 21 21 

Severidade* 3,13 3,35 3,43 3,55 3,65 3,72 3,94 

 

*A pressão atingida nos experimentos e a severidade calculada não foram utilizadas no planejamento 

experimental. 

 

Após o pré-tratamento, o material foi drenado, sendo que somente a parte sólida foi 

utilizada. Dessa fração sólida, parte foi lavada para a remoção de possíveis substâncias 

inibitórias para a produção de enzimas. Para a realização da lavagem empregou-se 5 % (m/v) 

da biomassa pré-tratada em água destilada, a 600 rpm por 1 h. As amostras foram então 
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filtradas em tecido de poliéster, sendo que o excesso de líquido foi removido por filtração a 

vácuo. Em seguida, uma quantidade de amostra (em torno de 1g) foi utilizada para determinar 

o teor de umidade. 

2.3 Produção de celulases e xilanases 

Para a produção de celulases e xilanases em CES, foram avaliadas as seguintes 

condições: capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor (submetido ou não à lavagem 

após o processo) em diferentes condições de temperaturas e tempo de residência, e com ou 

sem associação ao farelo de trigo (WB). Os controles foram formulados com 100 % de farelo 

de trigo (WB) e com 100 % de capim-elefante não tratado (UtEG). Foi utilizada uma solução 

mineral baseada na formulação de Mandels & Reese (1957) 20× (m/v), composta por: 

KH2PO4 (4 g); (NH4)2SO4 (2,6 g); CO(NH2)2(0,6 g); MgSO4.7H20 (0,6 g); CaCl2 (0,6 g); 

FeSO4.7H2O (0,1g); MnSO4.H2O (0,03 g); ZnSO4.7 H2O (0,029 g); CoCl2.6 H2O (0,004 g). 

Esses sais foram dissolvidos em água destilada, sendo a solução autoclavada e armazenada a 

4ºC. 

Os CES foram conduzidos em frascos de 100 mL contendo quantidade de biomassa 

correspondente a 1g de substrato seco e 1mL de solução mineral. Esses sistemas foram 

inicialmente autoclavados (121º C por 15 min). Após, cada sistema foi inoculado com 1x10
6 

conídios.g
-1 

de massa seca. Os sistemas foram mantidos em câmara com umidade relativa do 

ar em torno de 95 % e temperatura de 28-30 ºC, durante 5 dias, sendo coletadas amostras a 

partir de 48 h até 120 h. 

Para a extração enzimática, inicialmente, 10 mL de água destilada em temperatura de 4 

ºC foram adicionados a cada sistema. O meio foi homogeneizado, o pH foi medido e, em 

seguida, foram acrescentados 17 mL de tampão citrato 0,05 mol.L
-1

, pH 4,8. Esses meios 

foram mantidos sob agitação recíproca a 200 rpm, a 4 °C, durante 20 min. Os sólidos foram 

removidos por filtração e os filtrados centrifugados a 3000 × g durante 10 min. O 

sobrenadante foi utilizado para determinação das atividades enzimáticas. Os resultados de 

CES foram expressos em UI.mg
-1

 de massa seca. Todos os CES foram realizados em 

triplicata. 

2.4 Caracterização do capim-elefante 

 A caracterização da composição química do capim-elefante foi realizada conforme as 

metodologias propostas pelo National Renawable Energy Laboratory (NREL-TP-510-42618, 
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NREL-TP-510-42619, NREL-TP-510-42621), com adaptações descritas por Menegol et al. 

(2014b). 

2.5 Atividades enzimáticas 

Para a dosagem de celulases foi utilizada a análise de atividade enzimática sobre papel 

filtro (FPA) conforme Ghose (1987), com as modificações propostas por Camassola & Dillon 

(2012). As unidades de FPA foram assumidas como a quantidade de enzima capaz de liberar 

1µmol.L
-1

 de açúcar redutor por min.  

A determinação da atividade de endoglicanases foi realizada segundo Ghose (1987). 

Uma unidade de atividade de endoglicanase foi definida como a quantidade de enzima capaz 

de liberar 1µmol.L
-1

 de açúcar redutor por min. 

Para a determinação da atividade de β-glicosidases foi utilizado o substrato ρ-

nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo (ρNPG) (Daroit et al., 2008). Uma unidade de atividade de β-

glucosidase, utilizando-se como substrato o ρNPG, foi definida como a quantidade de enzima 

requerida para liberar 1 μmol.L
-1

 de  ρ-nitrofenol (ρNP) por min.A determinação das 

atividades de xilanases foi realizada segundo Bailey et al. (1992), utilizando-se xilana 1 % 

(m/v) como substrato. Uma unidade de atividade de xilanase foi definida como a quantidade 

de enzima capaz de liberar 1 μmol.L
-1

 de xilose por min. Todas as atividades enzimáticas 

foram expressas em UI.g
-1 

(massa seca). 

2.6 Determinação das proteínas solúveis 

A determinação quantitativa das proteínas solúveis foi realizada pelo método de 

Bradford (1976). As concentrações de proteínas totais foram expressas em mg.g
-1

 (massa 

seca). 

2.7 Estimativa do crescimento fúngico 

A biomassa fúngica foi estimada indiretamente a partir da massa de N-

acetilglicosamina obtida após a hidrólise enzimática da quitina da parede celular, conforme 

descrito por Novello et al. (2014). As concentrações de N-acetil-D-glicosamina foram obtidas 

a partir de curva padrão construída com concentrações entre 0,5 a 1 mg.mL
-1

. As 

concentrações de micélio foram expressas em mg.g
-1

 (massa seca). 
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3 Resultados e discussão 

3.1 Análise química da fração sólida 

 As amostras de capim-elefante não tratadas, pré-tratadas por explosão a vapor (lavadas 

e não lavadas após o processo) foram quimicamente caracterizadas (Figura 1). Nos dados para 

o capim-elefante não tratado verifica-se composição equivalente a 8,84 % (m/m) de 

extraíveis, 35,97 % (m/m) de anidroglicose, 15,15 % (m/m) de anidroxilose, 5,36 % (m/m) de 

anidroarabinose, 1,92 % (m/m) de grupo acetil, 1,12 % (m/m) de lignina solúvel, 19,65 % 

(m/m) de lignina insolúvel, 8,53 % (m/m) de cinzas e 5,55 % (m/m) de teor de proteínas, 

valores semelhantes aos observados anteriormente por Menegol et al. (2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Composição química de capim-elefante não tratado (UtEG) e pré-tratado por 

explosão a vapor, sob diferentes condições de tempo e de temperatura. As amostras de 

capim-elefante pré-tratadas foram submetidas à lavagem (W) ou não submetidas à lavagem 

(UW). 

 

 Ainda, na Figura 1, verifica-se que a realização dos pré-tratamentos por explosão a 

vapor acarretou em diversas modificações na composição química das amostras em 

comparação à amostra não tratada. Evidenciou-se claramente o aumento na percentagem da 

fração celulósica em todas as amostras pré-tratadas, o que pode ser atribuído principalmente à 

perda constatada de componentes hemicelulósicos. Verificou-se menores perdas de 

hemicelulose na menor condição de temperatura (180 ºC) como descrito anteriormente por 
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Peterson et al. (2009) que verificaram superiores recuperações de hemicelulose utilizando 

pré-tratamento da palha de trigo a 185 ºC / 6 min. Além disso, houve redução das 

concentrações de cinzas e em alguns casos, de proteínas.  

Quanto à lignina insolúvel, houve manutenção ou aumentos da percentagem, sendo 

que os incrementos são diretamente relacionados à diminuição percentual de hemicelulose, 

como fica evidente, especialmente, para o pré-tratamento realizado a 200 ºC por 6 min. 

Destaca-se que a composição química do capim-elefante varia de acordo com o genótipo, 

idade de colheita e solo onde foi cultivado (Basso et al., 2014; Cardona et al., 2014). Esses 

autores compararam a composição química do capim-elefante sob diferentes métodos de pré-

tratamento, obtendo 31,3 % de celulose, 29,0 % de hemicelulose, 15,8 % de lignina e 8,7 % 

de cinzas para as amostras pré-tratadas por explosão a vapor sob 180 ºC / 5 min. Verifica-se 

que mesmo na ausência de pré-tratamento, a biomassa utilizada nesse trabalho apresentou 

maiores concentrações de celulose em relação aos dados anteriores. (Figura 1). 

Comparando-se as amostras pré-tratadas por explosão a vapor em uma mesma 

condição de pré-tratamento submetidas ou não à lavagem após o processo, verificou-se pouca 

variação na composição dessas no que se refere ao conteúdo de carboidratos, grupo acetil e 

quanto ao conteúdo de lignina solúvel e insolúvel presente nas amostras. Como esperado, 

observou-se que o teor de carboidrato proveniente da fração celulósica (anidroglicose) foi 

maior nas amostras não submetidas à lavagem. Além disso, essa mesma tendência foi 

observada para os conteúdos de anidroxilose e anidroarabinose.  

Comparando-se diferentes condições de pré-tratamento (tempo e temperatura), 

percebeu-se que a condição a 190 ºC / 8 min foi a que proporcionou a obtenção de maior 

concentração de celulose na amostra não submetida à lavagem (58,61 %) enquanto que a 

condição a 200 ºC / 6 min com amostra lavada proporcionou a maior remoção de anidroxilose 

(5,77 %) dentre as condições de pré-tratamentos testadas (Figura 1). Segundo Pitarelo et al. 

(2012) o rendimento de recuperação de celulose, hemicelulose e lignina estão diretamente 

associados às condições do pré-tratamento (tempo de residência, temperatura e umidade) 

utilizando-se bagaço de cana-de-açúcar, assim como a severidade do pré-tratamento que afeta 

diretamente na recuperação dos componentes da biomassa (Petersen et al., 2009). Ambas as 

observações se aplicam aos pré-tratamentos de capim-elefante por explosão a vapor. 

Com relação ao grupo acetil (Figura 1), apesar de ter sido detectado somente em 

algumas amostras pré-tratadas e não lavadas após o processo, o maior percentual desse 

composto foi observado na amostra não tratada (1,92 %), o que pode ser explicado pela 

possível remoção do grupo acetil durante o processo de lavagem da biomassa pré-tratada. 
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Quanto ao teor de lignina solúvel, observou-se que as amostras lavadas apresentaram maior 

teor de lignina quando comparadas às amostras não lavadas, notando-se também uma redução 

nos conteúdos de lignina solúvel conforme aumentava-se a severidade das condições do pré-

tratamento por explosão a vapor (Figura 1).  

 Na quantificação de cinzas (Figura 1) verificou-se que para uma mesma condição de 

pré-tratamento, as amostras submetidas à lavagem apresentaram maior percentual de cinzas 

quando comparadas às não lavadas contendo concentrações entre 2,77±0,10 % (180 ºC – 10 

min UW) até 9,44±2,18 % (190 ºC – 10 min W). Assim, alguns valores de cinzas obtidos para 

capim-elefante são semelhantes ou pouco superiores aos encontrados por Oliveira et al. 

(2013) em pré-tratamentos por explosão a vapor porém para bagaço de cana-de-açúcar, nas 

mesmas condições de temperatura testadas neste trabalho (3,5 %, 5,2 % e 5,2 % de cinzas 

para 180 ºC, 190 ºC e 200 ºC respectivamente).  

Já a quantificação de proteínas delineou um perfil contrário. As amostras não lavadas 

apresentaram as maiores concentrações (Figura 1), com destaque para a condição a 200 ºC por 

6 min que apresentou percentual proteico igual a 8,74 %, o que pode ser explicado pela 

solubilidade das proteínas que foram extraídas durante a lavagem. 

Relatos indicam a eficiência do pré-tratamento por explosão a vapor com uso de 

diferentes lignocelulósicos. Rocha et al. (2012) utilizaram o pré-tratamento por explosão a 

vapor com diferentes amostras de bagaço de cana-de-açúcar, sob condição de 190 ºC por 15 

min, obtiveram média de composição química para celulose (57,5 %) semelhante a 

encontrada nesse trabalho, onde o capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor sob 

condição de 190 ºC por 8 min com amostra não lavada foi empregado (58,61 %). Oliveira et 

al. (2013) também descreveram a utilização do pré-tratamento por explosão a vapor (180 ºC, 

190 ºC e 200 ºC por 15 min) com palha de cana-de-açúcar, obtendo para as respectivas 

condições equivalentes percentuais de celulose (47,8 %, 48,6 %, 48,7 %). Os percentuais 

descritos anteriormente foram inferiores aos obtidos no presente trabalho. 

3.2 Atividades enzimáticas de celulases, β-glicosidases e xilanases 

Os cultivos em estado sólido foram realizados empregando-se meios formulados 

somente com capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor como fonte e carbono (Figura 

2A) ou com misturas de capim-elefante pré-tratado (50 % m/m) e farelo de trigo (50 % m/m) 

(Figura 2B). Capim-elefante não tratado e farelo de trigo isoladamente foram utilizados como 

controles. 
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Observa-se, na Figura 2A, que o capim elefante não tratado é superior em relação ao 

farelo de trigo para a produção de FPA, chegando a valores de 23,38±0,10 UI.g
-1 

no 5º dia de 

processo. Esses valores são superiores aos observados por Mo et al. (2004) e Fujian et al. 

(2002) que referiram respectivamente FPA de 17,7 UI.g
-1

e 20,4 UI.g
-1

 (massa seca) com o 

fungo Penicillium decumbens utilizando uma combinação de palha de trigo e farelo de trigo. 

Dutta et al. (2008) registraram FPA igual a 1,72 UI.ml
-1

,  empregando o fungo P. citrinum 

com farelo de trigo em cultivo em estado sólido. Entretanto, o valores de FPA de 23,38±0,10 

UI.g
-1

 foram inferiores aos obtidos também para P. echinulatum com a linhagem 9A02S1 

(Camassola & Dillon, 2010). 
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Figura 2. Atividade sobre papel filtro de Penicillium echinulatum S1M29 em cultivo em estado sólido, utilizando meios de cultivo 

formulados com 100 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado (A) e 50 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado e 50 % (m/m) de farelo de 

trigo (B) sob diferentes condições de tempo e de temperatura. As amostras de capim-elefante foram submetidas a pré-tratamento por 

explosão a vapor e submetidas à lavagem (W) ou não submetidas à lavagem (UW).  Os cultivos controles estão representados por 100 % (m/m) 

de capim-elefante não tratado (UtEG) e por 100 % (m/m) de farelo de trigo (WB).  
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Com relação aos valores de FPA nos CES com uso de 100 % de amostras de capim- 

elefante pré-tratadas (Figura 2A), observou-se que os valores foram inferiores aos controles e 

que a lavagem das amostras pré-tratadas por explosão a vapor favoreceu a atividade de FPA. 

Destacam-se as maiores atividades obtidas no meio formulado com o capim-elefante não 

tratado, indicando ser uma biomassa apropriada para a produção de enzimas sem a 

necessidade de pré-tratamento. Este fato pode estar relacionado à presença de proteínas e sais 

minerais em sua composição (Basso et al., 2014), o que contribui para a redução dos custos 

de produção destas enzimas, visto que o processo de pré-tratamento por explosão a vapor 

requer gastos energéticos. Com relação ao WB, as elevadas produções podem estar 

relacionadas à composição nutricional deste constituinte, que possui celulose, hemicelulose, 

amido, pectina, além de proteínas (Camassola & Dillon, 2010). 

 Na Figura 2B, verifica-se que, a partir do 3º dia, os meios formulados com a mistura 

de farelo de trigo e amostras lavadas de capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor 

apresentaram atividades enzimáticas superiores aos controles e aos meios constituídos de 

misturas onde o capim-elefante pré-tratado não foi lavado, alcançando valores de 32,93±0,58 

UI.g
-1

para FPA no 4º dia de cultivo, na condição de 190 ºC / 8 min para explosão a vapor. As 

maiores atividades nos meios formulados com misturas de substratos em relação aos 

formulados com 100 % das amostras pré-tratadas poderiam ser explicadas pela presença de 

indutores para produção de enzimas presentes que foram gerados nas amostras pré-tratadas, 

que se adicionaram aos nutrientes do farelo de trigo para a maior secreção de celulases, 

enquanto só as amostras pré-tratadas não foram suficientes para permitir altas secreções de 

FPA.  

Embora haja citações na literatura de atividades superiores as obtidas nesse trabalho 

para P. echinulatum, como os referidos em Camassola & Dillon (2010), que empregaram 

bagaço de cana-de-açúcar e farelo de trigo em cultivo em estado sólido com a linhagem 

9A02S1, registrando pico de atividade no 3º dia para FPA de 45,82±1,88 U.g
-1

, destaca-se a 

presença de substâncias fenólicas capazes de inibir o metabolismo microbiano na composição 

do capim-elefante (Rezaei et al., 2011). A presença desses compostos poderia justificar, pelo 

menos em parte, a menor atividade enzimática com relação ao bagaço de cana-de-açúcar. Mas 

se comparados com dados obtidos por outros autores empregando substratos e 

microrganismos diferentes, os dados obtidos neste trabalho são promissores, principalmente 

nos cultivos formulados com substratos pré-tratados a 190 ºC / 8 e 190 ºC / 10 min, e 

submetidos à lavagem, os quais possibilitaram atividades superiores a 30 FPU.g
-1

 de 

substrato. 
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Os dados indicam a presença de inibidores que foram formados durante o pré-

tratamento por explosão a vapor. A formação de substâncias inibidoras do metabolismo 

microbiano, geradas durante os pré-tratamentos, tais como furfural, HMF, ácido acético e 

compostos fenólicos derivados da degradação da lignina, tem sido reportada (Saha et al., 

2005; Cardona et al., 2014), porém associado à inibição do metabolismo de leveduras durante 

a produção de etanol ou de outros microrganismos associados à bioconversão de açúcares 

provenientes de biomassa pré-tratada por explosão a vapor e hidrolisada (Saha et al., 2005).  

Na Figura 3, são apresentados os dados referentes às atividades de endoglicanases. 

Quando empregou-se somente capim-elefante pré-tratado como fonte de carbono indutora 

(Figura 3A), tal como foi constatado para FPA, maiores produções enzimáticas foram 

observadas para as amostras de capim-elefante submetidas à lavagem.  

Ao empregar 50 % de capim-elefante pré-tratado e 50 % de farelo de trigo para a 

produção de endoglicanases (Figura 3B), observa-se claramente que as amostras pré-tratadas 

e lavadas após o processo favoreceram a produção dessas enzimas, sendo produzidas em 

maior quantidade nos 4º e 5º dias de cultivo em ambas as condições de pré-tratamento. As 

maiores atividades enzimáticas foram constatadas no 5º dia de cultivo para a condição a 200 

ºC / 6 min utilizando capim-elefante lavado após o pré-tratamento. Essa mesma condição de 

pré-tratamento proporcionou a obtenção de 169,47±10,33 UI.g
-1

 já no 3º dia de cultivo 

(Figura 3B). No geral, quando utilizou-se 50 % de capim-elefante e 50 % de farelo de trigo, 

percebeu-se que, a partir do 3º dia de cultivo, a maioria das condições de pré-tratamento 

submetidas à lavagem apresentou valores superiores aos controles, enquanto que as amostras 

não lavadas apresentaram valores significativamente inferiores. Conclui-se que para 

endoglicanases, o processo de lavagem é essencial para a remoção de inibidores gerados no 

processo de pré-tratamento visto que as maiores atividades foram observadas somente para as 

amostras lavadas, mesmo quando o material pré-tratado foi misturado com farelo de trigo. 

Em experimentos em CES com a linhagem 9A02S1 de P. echinulatum, substituindo-se 

parte do bagaço de cana-de-açúcar por farelo de trigo, Camassola & Dillon (2010) alcançaram 

picos de atividades nos 4º e 5º dias para endoglicanase (290,47 ± 43,57 e 276,84 ± 15,47 UI.g
-

1
 de massa seca), respectivamente. Tais resultados estão de acordo com os obtidos neste 

trabalho onde para a maioria das enzimas a combinação de substratos possibilitou as maiores 

atividades enzimáticas. Delabona et al. (2012) também observaram incrementos nas 

atividades de endoglicanases com a combinação de substratos como a casca de laranja e o 

farelo de trigo de 18,42 UI.g
-1

 para 32,92 UI.g
-1

, apontando que o uso de farelo de trigo 
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associado a outros substratos é efetivo para a produção enzimática empregando Aspergillus 

fumigatus. 

As maiores atividades de endoglicanases detectadas para o capim-elefante não tratado 

podem estar relacionadas com a composição desta biomassa, conforme relata Basso et al. 

(2014). 

Na Figura 4 estão plotadas as atividades de β-glicosidases para cultivos realizados com 

100 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor (Figura 4A) e com 50 % 

(m/m) de capim-elefante pré-tratado e 50 % (m/m) de farelo de trigo (Figura 4B). Com 

relação ao emprego de 100 % (m/m) de biomassa pré-tratada, verificou-se que os controles 

formulados somente com capim-elefante não tratado e farelo de trigo foram 

consideravelmente superiores, com destaque para o farelo de trigo que obteve pico de 

atividade no 5º dia de cultivo (118,92 ± 0,00 UI.g
-1

). Dentre as condições de pré-tratamento, 

observou-se que a condição a 190 ºC / 6 min obteve atividade de 26,54±2,19 UI.g
-1

 (5º dia), 

ao passo que o controle com capim-elefante não tratado obteve atividade de 25,94±0,07 UI.g
-1

 

no 4º dia de cultivo. 

Ao avaliar-se a produção de β-glicosidase a partir do emprego de 50 % de farelo de 

trigo e 50 % de capim-elefante pré-tratado (Figura 4B), observa-se novamente o efeito 

positivo da lavagem após o pré-tratamento por explosão a vapor, uma vez que essas amostras 

apresentaram incrementos nas atividades a partir do 3º dia de cultivo. A maior atividade de β-

glicosidase (148,90 ± 0,00 UI.g
-1

) foi obtida no 5º dia de cultivo para a amostra na condição a 

180 ºC / 6 min e lavada após o processo. A detecção de maiores atividades enzimáticas ao 

final do cultivo corrobora os resultados obtidos por Vaheri et al. (1979), que relatam que as β-

glicosidases são liberadas somente ao final do processo de produção enzimática, quando 

ocorre a lise celular, mas também podem ser referentes a enzimas secretadas que são 

expressas tardiamente. 

Para os meios formulados com as associações de ambas as fontes de carbono (Figura 

4B), verificou-se que para β-glicosidases todas as condições de pré-tratamento submetidas à 

lavagem foram superiores ao controle formulado somente com capim-elefante não tratado e 

por vezes ao controle com farelo de trigo. De acordo com Rezaei et al. (2011) compostos 

fenólicos apresentam efeito inibitório em switchgrass para o crescimento de Acidothermus 

cellulolyticus. Além disso, a presença de lignina na biomassa pode influenciar negativamente 

na produção de enzimas quando o material lignocelulósico é utilizado como fonte de carbono 

indutora (JØrgensen & Olsson, 2006). 
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Figura 3. Atividade de endoglucanases de Penicillium echinulatum S1M29 em cultivo em estado sólido, utilizando meios de cultivo formulados 

com 100 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado (A) e 50 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado e 50 % (m/m) de farelo de trigo (B) sob 

diferentes condições de tempo e de temperatura. As amostras de capim-elefante foram submetidas a pré-tratamento por explosão a vapor e 

submetidas à lavagem (W) ou não submetidas à lavagem (UW).  Os cultivos controles estão representados por 100 % (m/m) de capim-elefante não 

tratado (UtEG) e por 100 % (m/m) de farelo de trigo (WB).  
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Figura 4. Atividade de β-glucosidases de Penicillium echinulatum S1M29 em cultivo em estado sólido, utilizando meios de cultivo formulados 

com 100 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado (A) e 50 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado e 50 % (m/m) de farelo de trigo (B) sob 

diferentes condições de tempo e de temperatura. As amostras de capim-elefante foram submetidas a pré-tratamento por explosão a vapor e 

submetidas à lavagem (W) ou não submetidas à lavagem (UW).  Os cultivos controles estão representados por 100 % (m/m) de capim-elefante não 

tratado (UtEG) e por 100 % (m/m) de farelo de trigo (WB).  
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Na Figura 5 estão apresentados os resultados de xilanases obtidos a partir da utilização 

de 100 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor, lavado e não lavado após 

o processo (Figura 5A) e a partir de 50 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado (lavado e não 

lavado) e 50 % (m/m) de farelo de trigo (Figura 5B) para a produção dessas enzimas.  

Num aspecto geral, a formulação com 50 % (m/m) de cada fonte de carbono foi mais 

vantajosa para a produção de xilanases, assim como observado para as demais enzimas 

testadas. Ainda, os inibidores gerados no processo de pré-tratamento e, portanto, presentes 

nos meios de cultivo, não influenciaram tanto quanto para as outras enzimas avaliadas, visto 

que no geral as amostras lavadas e não lavadas não apresentaram diferenças expressivas de 

atividades enzimáticas, principalmente quando empregou-se 100 % (m/m) de capim-elefante 

pré-tratado (Figura 5A). Porém, nessa condição, nessa última formulação, pode ser 

evidenciado que as maiores atividades foram detectadas quando utilizou-se capim-elefante 

não tratado como substrato indutor, tendo pico de atividade no 5º dia (505,95 ± 39,23 UI.g
-1

), 

seguido pelo pré-tratamento realizado a 200 ºC por 10 min e não lavado após o processo 

(428,76 ± 52,94 UI.g
-1

). Tratando-se da condição em que a biomassa foi lavada após o 

processo, verifica-se que a temperatura de 180 ºC foi a que possibilitou atividades mais 

próximas ao controle com FT, no 5º dia, num tempo de 6 min, com 166,35 ± 13,95 UI.g
-1

.  

Já para a produção de xilanases com 50 % (m/m) de cada substrato (Figura 5B) a 

condição de pré-tratamento que proporcionou a liberação dos maiores títulos enzimáticos foi 

180 ºC / 6 min, novamente quando a biomassa não foi submetida ao processo de lavagem e no 

5º dia de cultivo (571,74 ± 27,14 UI.g
-1

). Em estudos de produção de enzimas com a 

utilização de farelo de trigo e bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por explosão a vapor, 

Camassola & Dillon (2007) obtiveram atividade de xilanases em torno de 10 UI.g
-1

 (massa 

seca) em cultivos com a linhagem 9A02S1 de P. echinulatum, precursora da linhagem 

S1M29. Soni et al. (2010) também observaram incrementos nas atividades de xilanases (1722 

UI.g
-1

 para 2782 UI.g
-1

) a partir da combinação de palha e farelo de trigo com Aspergillus 

fumigatus. Pode-se relacionar as maiores atividades de xilanases nas condições de 200 ºC / 10 

min (Figura 5A), de 180 ºC / 6 min (Figura 5B), e no controle formulado somente com capim-

elefante não tratado com a composição dessas biomassas (Figura 1). A concentração de 

hemicelulose nessas amostras era superior as demais, sendo 12,40 ± 0,34 %, 14,98 ± 0,82 % e 

22,43 ± 0,24 % respectivamente, o que possivelmente levou à indução de maiores 

concentrações de xilanases. 
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Figura 5. Atividade de xilanases de Penicillium echinulatum S1M29 em cultivo em estado sólido, utilizando meios de cultivo formulados com 

100 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado (A) e 50 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado e 50 % (m/m) de farelo de trigo (B) sob diferentes 

condições de tempo e de temperatura. As amostras de capim-elefante foram submetidas a pré-tratamento por explosão a vapor e submetidas à 

lavagem (W) ou não submetidas à lavagem (UW).  Os cultivos controles estão representados por 100 % (m/m) de capim-elefante não tratado (UtEG) e 

por 100 % (m/m) de farelo de trigo (WB).  
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A Figura 6 contém os dados de concentração de proteínas solúveis detectadas nos 

ensaios dos cultivos em estado sólido com capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor. 

Observou-se, de modo geral, que os controles formulados somente com farelo de trigo ou 

capim-elefante não tratado tiveram as maiores concentrações de proteínas no decorrer dos 

cinco dias de cultivo, obtendo pico de concentração no 5º dia, 168,44 ± 3,90 mg.g
-1

 e 161,04 

± 2,10 mg.g
-1

 respectivamente. Não foram observadas diferenças consideráveis entre a 

concentração de proteínas entre as amostras lavadas e não lavadas após o pré-tratamento por 

explosão a vapor. 

Para os meios formulados com 100% (m/m) de biomassa pré-tratada (Figura 6 A-F), 

verificou-se que as concentrações de proteínas apresentaram um perfil semelhante em todos 

os dias de cultivo. Nota-se que, com capim-elefante pré-tratado e não lavado (Figura 6 D-F), 

tanto para 180 ºC como para 190 ºC, o tempo de 6 min foi o que proporcionou a mensuração 

das maiores concentrações de proteínas no 5º dia, sendo 105,22 ± 1,08 mg.g
-1

 para a menor 

temperatura e 101,60 ± 2,41 mg.g
-1

 para a temperatura intermediária. 

Para os meios formulados com 50 % (m/m) de FT e 50 % (m/m) de capim-elefante 

pré-tratado, referente ao capim-elefante lavado (Figura 6 G-I) verifica-se que ambas as 

condições de temperatura obtiveram as maiores concentrações de proteínas no 3° dia de 

cultivo, sendo que os picos das concentrações foram evidenciados em 180 °C / 6 min (100,62 

± 1,41 UI.mL
-1

), 190 °C / 8 min (110,15 ± 0,64 UI.mL
-1

) e em 200 °C / 6 min (104,73 ± 2,00 

UI.mL
-1

), nesse mesmo dia. Para as amostras pré-tratadas e não lavadas (Figura 6 J-L), 

constatou-se que as concentrações de proteínas foram semelhantes aos controles quando 

comparadas às amostras lavadas, sendo que a maior liberação foi mensurada no 4° dia de 

cultivo, na condição 180 °C / 6 min (117,83 ± 3,19 UI.mL
-1

). Esses dados indicam que o 

fungo produziu diferentes proteínas de acordo com a presença de inibidores nas amostras não 

lavadas em relação aos meios formulados com as amostras submetidas ao processo de 

lavagem após o pré-tratamento. 
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Figura 6. Concentração de proteínas solúveis detectada nos caldos enzimáticos de Penicillium 

echinulatum S1M29 obtidos em cultivo em estado sólido, utilizando 100 % (m/m) de capim-

elefante pré-tratado (A – F) e 50 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado e 50 % (m/m) de farelo 

de trigo (G – L). As amostras de capim-elefante foram submetidas pré-tratamento por explosão a 

vapor e submetidas à lavagem (A, B, C, G, H e I) ou não submetidas à lavagem (D, E, F, J, K e L).  Os 

cultivos controles estão representados por 100 % (m/m) de capim-elefante não tratado (UtEG) e por 

100 % (m/m) de farelo de trigo (WB). 
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Referente à concentração de massa micelial das formulações com amostras de capim-

elefante pré-tratado por explosão a vapor (100 % m/m) e com a substituição de 50 % (m/m) 

de capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor por 50 % de farelo de trigo (m/m) (Figura 

7), verificou-se que o controle com farelo de trigo registrou a maior concentração de massa 

micelial no cultivo quando comparado com o controle formulado com capim-elefante não 

tratado e com as amostras pré-tratadas sob diferentes condições. As amostras de capim-

elefante pré-tratadas por explosão a vapor e submetidas à lavagem (Figura 7 A-C e G-I) 

apresentaram concentrações de massa micelial pouco superiores quando comparadas às 

amostras não lavadas (Figura 7 D-F e J-L).  

Possíveis inibidores tais como furfural, HMF, ácido acético, presentes nos meios de 

cultivo podem ter influenciado no crescimento micelial, corroborando com as maiores 

atividades enzimáticas obtidas quando empregou-se amostras pré-tratadas e lavadas após o 

processo. Além disso, a substituição de 50 % (m/m) do capim-elefante pré-tratado por 50 % 

(m/m) de farelo de trigo mostrou-se favorável para a obtenção de maiores quantidades de 

micélio, porém sendo esses valores ainda inferiores aos obtidos para o controle formulado 

somente com farelo de trigo. Analisando os dados obtidos, não é possível relacionar 

diretamente o crescimento micelial com a produção enzimática nos diferentes dias de cultivo. 
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Figura 7. Estimativa do crescimento micelial de Penicillium echinulatum S1M29 em cultivo em 

estado sólido, utilizando 100 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado (A – F) e 50 % (m/m) de 

capim-elefante pré-tratado e 50 % (m/m) de farelo de trigo (G – L). As amostras de capim-

elefante foram submetidas a pré-tratamento por explosão a vapor e submetidas à lavagem (A, B, C, G, 

H e I) ou não submetidas à lavagem (D, E, F, J, K e L).  Os cultivos controles estão representados por 

100 % (m/m) de capim-elefante não tratado (UtEG) e por 100 % (m/m) de farelo de trigo (WB). 
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A Figura 8 apresenta as variações dos valores de pH dos caldos enzimáticos obtidos a 

partir dos cultivos em estado sólido utilizando capim-elefante pré-tratado por explosão a 

vapor, em comparação aos controles formulados somente com capim-elefante não tratado e 

farelo de trigo. Observa-se que o controle formulado com 100 % de farelo de trigo foi o que 

apresentou os maiores valores de pH, tendo após queda no 2º dia, um aumento gradual até o 

último dia de cultivo.  

Para os meios formulados com 100 % de capim-elefante pré-tratado (Figura 8 A-F), 

verificou-se que ambas as condições de pré-tratamento resultaram em valores inferiores de pH 

quando comparadas aos controles, no entanto, apresentando pouca variação nos diferentes 

dias de cultivo para as amostras pré-tratadas e não lavadas (Figura 8 D-F). Já para as amostras 

pré-tratadas e lavadas, observou-se queda expressiva dos valores de pH no 2º ou 3º dias de 

cultivo, correlacionando-se com as maiores atividades enzimáticas obtidas quando as mesmas 

foram utilizadas para a formulação dos meios de cultivo. 

Com relação às amostras formuladas com capim-elefante pré-tratado e farelo de trigo 

na proporção 50 % (m/m):50 % (m/m) (Figura 8 G-L), verificou-se que as amostras pré-

tratadas e não lavadas (Figura 8 J-L) apresentaram pouca variação dos valores de pH, assim 

como observado para essa mesma condição, porém utilizando-se 100 % de biomassa. Já para 

as amostras lavadas (Figura 8 G-I), observou-se que as condições de pré-tratamento 

propiciaram valores semelhantes a ambos os controles, permanecendo na faixa intermediária 

entre os valores obtidos para farelo de trigo e para o capim-elefante não tratado. Dentre as 

condições de pré-tratamento, os maiores valores de pH foram detectados na condição a 180 ºC 

(Figura 8G). 

A detecção de uma fase ácida mais prolongada observada para a maioria das 

condições de cultivo indica um aumento do metabolismo celular do fungo. Segundo Sternberg 

& Dorval (1979), o metabolismo é paralelamente acompanhado pela utilização de NH3 pela 

célula, resultando em liberação de H
+
 no meio, tendo como consequência queda dos valores 

de pH. 

Sugere-se, dessa forma, a associação do farelo de trigo com capim-elefante pré-tratado 

por explosão a vapor para a produção das enzimas desejadas e para diminuição do custo de 

produção das mesmas.  
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Figura 8. Variação do pH em cultivo em estado sólido, utilizando 100 % (m/m) de 

capim-elefante pré-tratado (A – F) e 50 % (m/m) de capim-elefante pré-tratado e 50 % 

(m/m) de farelo de trigo (G – L). As amostras de capim-elefante foram submetidas a pré-

tratamento por explosão a vapor e submetidas à lavagem (A, B, C, G, H e I) ou não 

submetidas à lavagem (D, E, F, J, K e L).  Os cultivos controles estão representados por 100 

% (m/m) de capim-elefante não tratado (UtEG) e por 100 % (m/m) de farelo de trigo (WB). 
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4 Conclusões 

A partir dos dados obtidos neste trabalho, verificou-se que o capim-elefante não 

tratado por explosão a vapor tem potencial para a produção de FPA, endoglicanases e 

xilanases pelo fungo P. echinulatum, apresentando atividades superiores aos cultivos 

formulados com capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor. O emprego de capim-

elefante pré-tratado por explosão a vapor para a produção de enzimas é eficiente se as 

amostras forem submetidas ao processo de lavagens após o pré-tratamento e se for 

suplementado com farelo de trigo. Os dados indicam a possibilidade de emprego de capim-

elefante como matéria-prima para a produção de celulases e xilanases em CES. 
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Resumo 

O capim-elefante (Pennisetum purpureum) é uma gramínea perene com alto potencial para a 

produção de etanol de segunda geração e que, após submetido a pré-tratamentos, como 

explosão a vapor, pode ser hidrolisado enzimaticamente para liberação de açúcares 

fermentescíveis. Neste trabalho avaliou-se a hidrólise enzimática de capim-elefante pré-

tratado por explosão a vapor e a fermentação dos açúcares liberados para a produção de etanol 

por Saccharomyces cerevisiae CAT-1. A maior liberação de açúcares redutores foi obtida a 

partir da hidrólise de capim-elefante pré-tratado 200 ºC / 10 min, e não lavado após o pré-

tratamento (863,42 ± 62,52 mg.g
-1

). As maiores liberações de glicose foram obtidas para as 

amostras lavadas, pré-tratadas a 190 ºC / 8 min (243,29 ± 6,19 mg.g
-1

) e 10 min (248,34 ± 

6,27 mg.g
-1

) e a 200 ºC / 10 min (246,00 ± 9,60 mg.g
-1

), após 48h de hidrólise. Para etanol, as 

amostras lavadas pré-tratadas a 200 °C / 6 min possibilitaram as maiores produções, atingindo 

valores de 110,45 mL/kg de substrato pré-tratado, considerando-se a perda de massa no pré-
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tratamento. Os dados obtidos indicam a necessidade de remoção de substâncias inibidoras 

formadas durante o pré-tratamento, por meio de lavagem aquosa para produção de etanol. 

 

Palavras-chave: capim-elefante, hidrólise enzimática, pré-tratamento, fermentação alcoólica 

 

1. Introdução 

Biomassas lignocelulósicas são consideradas fontes de açúcares, produtos orgânicos e 

etanol (Singh et al., 2009). 

A utilização de biomassa lignocelulósica vem ganhando grande destaque como fonte 

para a produção de combustíveis, sendo essa considerada uma das principais alternativas para 

a diversificação energética e para a redução da utilização de combustíveis fósseis (CENBIO, 

2001, Menegol et al., 2014a,b). 

Contudo, existem diversos gargalos para conversão de lignocelulósicos em etanol, um 

destes é a necessidade de uma etapa de pré-tratamento da biomassa (Liew et al., 2014). Com 

esse processo ocorre alteração na estrutura do material, permitindo que a celulose fique mais 

acessível às enzimas que convertem os polissacarídeos em açúcares fermentescíveis (Mosier 

et al., 2005; Rocha et al., 2012). 

Capim-elefante (Pennisetum purpureum) é uma espécie tropical com alta 

produtividade (45 t/ha/ano) quando comparado a outras espécies (Somerville et al., 2010). 

Essa gramínea é plantada da mesma forma que a cana-de-açúcar, exigindo poucos nutrientes 

complementares para o seu crescimento (Osava, 2007). Portanto esse lignocelulósico poderia 

ser uma excelente matéria-prima a ser somada ao bagaço de cana-de-açúcar para a produção 

de etanol, ou mesmo açúcares de alto valor agregado. 

A fim de reduzir os custos da produção de etanol de segunda geração, o uso de 

biomassa lignocelulósica como o capim-elefante justifica-se já que essa é uma gramínea que 

apresenta metabolismo C4. Plantas C4 apresentam maior eficiência fotossintética, sendo, 

portanto, mais produtivas em termos de matéria seca (Valle, 2001). 

Dentre os métodos de pré-tratamento disponíveis, explosão a vapor tem sido 

reconhecido como um dos mais eficazes (Ramos et al., 1992; Ramos, 2000; Mosier et al., 

2005), apresentando-se como uma técnica promissora para o fracionamento e recuperação dos 

três principais componentes da parede celular vegetal (lignina, celulose e hemicelulose) com 

altos rendimentos (Brugnago et al., 2011). Segundo Liw et al. (2014), a biomassa 
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lignocelulósica pode ser convertida em vários produtos após o processo de pré-tratamento,  

através de processos de conversão física, biológica e termoquímica. 

Entre os complexos enzimáticos com potencial para serem utilizados para a hidrólise 

enzimática de lignocelulósicos encontram-se os produzidos por linhagens mutantes de 

Penicillium echinulatum, que secretam altos títulos de FPA (Dillon et al., 2011; Reis et al., 

2013) apresentam uma maior relação entre  β-glucosidase e FPA, comparativamente ao T. 

reesei (Martins et al., 2005) e dispõem de FPA e β-glicosidases estáveis a 50 C                               

(Camassola et al., 2004).  

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de diferentes condições 

de tempos de residência e temperaturas de pré-tratamento por explosão de vapor para a 

hidrólise enzimática de capim-elefante, utilizando celulases e xilanases produzidas por 

Penicillium echinulatum S1M29, e posterior fermentação alcoólica dos açúcares liberados das 

amostras de capim-elefante por Saccharomyces cerevisiae CAT-1. 

2 Material e métodos 

2.1 Microrganismos 

Para a produção de enzimas - celulases e xilanases foi utilizada a linhagem S1M29 

obtida a partir da linhagem 9A02S1 de P. echinulatum (Dillon et al., 2011). A linhagem 

pertence à coleção de microrganismos do Laboratório de Enzimas e Biomassa do IB/UCS.  

Para os experimentos de fermentação das hexoses utilizou-se a linhagem CAT-1 de 

Saccharomyces cerevisiae, proveniente da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz 

(ESALQ), Universidade de São Paulo – Piracicaba/SP, gentilmente doada pelo professor Luiz 

Humberto Gomes.  

2.2 Crescimento e manutenção das linhagens 

As culturas de P. echinulatum foram desenvolvidas em tubos de ensaio contendo o 

meio de crescimento conforme descrito por Dillon et al. (2006), incubadas por sete dias a 28 

°C até a formação de conídios. Os tubos foram estocados a 4 °C, ou diretamente utilizados 

para a preparação de suspensões de conídios usadas nos ensaios para produção de enzimas.  

A levedura S. cerevisiae CAT-1 foi mantida em meio YEPD contendo, em g/L, os 

seguintes componentes: 5 g de extrato de levedura, 10 g de peptona, 10 g de glicose e 20 g de 

ágar. 
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2.3 Biomassa e pré-tratamento 

As amostras de capim-elefante, obtidas na cidade de Nova Petrópolis-RS, Brasil 

(29º21´39.18´´S e 51º02´53.88´´O, 619 m acima do nível do mar), foram trituradas em 

triturador forrageiro Trapp
®
 70 obtendo-se granulometria entre 0,075 e 4,75 mm sendo 

posteriormente, desidratadas a 60 °C por três dias (Menegol et al., 2014a). As amostras 

coletadas pertencem à variedade Cameron. 

O pré-tratamento por explosão a vapor foi realizado na Universidade Federal do Paraná 

utilizando-se um reator de aço inox com capacidade para 10 L. Foram introduzidos ao reator 

600 g de amostra de capim-elefante não tratado com 10 % de umidade (umidade natural), 

sendo empregadas diferentes condições de tempo e de temperaturas, conforme apresentado no 

planejamento experimental (Delineamento Composto Central), na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Planejamento fatorial 2
2
, desenvolvido para identificar as condições mais 

adequadas de pré-tratamento por explosão a vapor para capim-elefante. 
 

*A pressão atingida nos experimentos não foi utilizada no planejamento experimental, pois está associada à 

temperatura. 

 

O balanço de massas foi realizado para determinar a eficiência de cada condição 

empregada no pré-tratamento a partir da diferença de massa das amostras, antes e depois do 

pré-tratamento, considerando-se a umidade de cada amostra. 

Após o pré-tratamento, o material foi drenado e a fração sólida foi utilizada para a 

realização dos experimentos deste trabalho. Parte da fração sólida foi submetida a lavagem 

para a remoção de possíveis substâncias inibitórias para a produção de enzimas e para o 

processo fermentativo. Para a realização da lavagem empregou-se 5 % (m/v) da biomassa pré-

tratada com água destilada a 600 rpm por 1 h. As amostras foram então filtradas em tecido de 

Variáveis 

Tempo (min)            Temperatura (°C) 

6 (-1) 180 (-1) 

8 (0) 190 (0) 

10 (+1) 200 (+1) 

Ensaio Temperatura (°C) Tempo (min) Pressão (kgf/cm
3
)* 

1 -1 -1 13 

2 +1 -1 13 

3 -1 +1 17 

4 +1 +1 17 

5 0 -1 17 

6 0 +1 21 

7 0 0 21 
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poliéster, sendo que o excesso de líquido foi removido por filtração a vácuo. Em seguida, uma 

quantidade determinada (em torno de 1g) foi utilizada para determinar a umidade das 

amostras. 

2.4 Produção de enzimas para a hidrólise 

As enzimas – celulases e xilanases – foram produzidas em cultivos submersos. O meio 

de produção que foi empregado foi formulado com 10 % (v/v) de solução meio de sais (SM) 

(Mandels & Reese, 1957), 0,5 % (m/v) de farelo de trigo, 0,2 % (m/v) de farelo de soja, 0,05 

% (m/v) de Prodex
®
, 0,1 % (v/v) de Tween 80

®
, 1 (m/v) % de capim-elefante pré-tratado por 

explosão a vapor sob temperatura de 190 ºC / 8 min, não lavado após o processo de pré-

tratamento e 90 mL de água destilada. A produção foi realizada em Frascos Erlenmeyer de 

500 mL, contendo 100 mL do meio. Inoculou-se os meios com suspensão de conídios de P. 

echinulatum S1M29 para obter a concentração final de 1x10
5 

conídios.mL
-1

. Os frascos foram 

mantidos sob agitação recíproca a 180 rpm, a 28 °C, por 5 dias. Após, o conteúdo foi 

centrifugado e a partir do caldo enzimático foi realizada a dosagem de celulases, por meio da 

análise sobre papel filtro (FPA)*, conforme Ghose et al. (1987), com as modificações 

propostas por Camassola e Dillon (2012). As unidades de FPA foram assumidas como a 

quantidade de enzima capaz de liberar 1 µmol.L
-1

 de açúcar redutor por min (Miller, 1959).  

*Para a escolha da condição de pré-tratamento mais adequada para a obtenção de enzimas 

para a hidrólise enzimática, optou-se por avaliar as atividades de FPA, visto que essa atividade 

expressa o conjunto das enzimas envolvidas na hidrólise enzimática. 

2.5 Métodos Analíticos 

2.5.1 Caracterização do capim-elefante 

 A caracterização da composição química do capim-elefante foi realizada conforme as 

metodologias propostas pelo National Renawable Energy Laboratory (NREL-TP-510-42618, 

NREL-TP-510-42619, NREL-TP-510-42621), com adaptações descritas por Menegol et al. 

(2014b). A fração líquida obtida após o processo de pré-tratamento e após o processo de 

lavagem da biomassa pré-tratada foi avaliada por HPLC, utilizando-se a coluna C18 e a 

coluna Aminex HPX-87H. 
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2.6 Microscopia eletrônica de varredura 

A análise de microscopia eletrônica de varredura (50 e 1000×) das amostras de capim-

elefante foi realizada no Laboratório de Caracterização de Materiais (LCMAT) da 

Universidade de Caxias do Sul. Utilizou-se metodologia baseada no processo chamado 

magnetron-sputtering a plasma, mais conhecido como deposição física a vapor de ouro (PVD 

– Physical Vapour Deposition), utilizando um microscópio eletrônico de varredura, modelo 

Shimadzu Supercan SSX-550. 

2.7 Hidrólise enzimática 

A hidrólise enzimática foi realizada de acordo com Menegol et al. (2014a), usando 

diferentes amostras de capim-elefante pré-tratadas por explosão a vapor (lavado e não 

lavado). Como controle utilizou-se capim-elefante não tratado, celulose Celuloflok
® 

(Cotia, 

São Paulo, Brasil) e Avicel
® 

PH101 Fluka (Buchs, Ireland). Foram determinadas as atividades 

do caldo enzimático que foi empregado na hidrólise e as hidrólises foram realizadas em 

triplicata. Foram empregadas concentrações enzimáticas de 10 FPU.g
-1 

de capim-elefante e 

concentrações de substrato de 4 % (m/v).  

Os açúcares redutores (AR) presentes nas soluções provenientes da hidrólise enzimática 

foram dosados pelo método de Miller (1959). Os açúcares das amostras de 24 e 48 h de 

hidrólise enzimática também foram avaliadas por HPLC, empregando coluna Aminex HPX-

87H por detector por índice de refração, a 60 ºC, H2SO45 mmol.L
-1

 (fase móvel), fluxo de 0,6 

mL.min
-1

. 

2.8 Fermentação 

 A fermentação alcoólica foi realizada com as amostras de 48 h de hidrólise enzimática 

em tubos de reação de 2mL, empregando-se a linhagem CAT-1 de S. cerevisiae na 

concentração de 1x10
8 

células viáveis por mL, suplementado com 50 µL de solução de 

Prodex


 e (NH4)2SO4, para obtenção de concentração final de 4 e 1 g/L de Prodex


 e 

(NH4)2SO4, respectivamente, por 24 h a 28 ºC. 

Coletas foram realizadas em diferentes intervalos para determinação de cinética de 

consumo dos açúcares e produção de etanol. Os açúcares liberados e a concentração de etanol 

foram analisados por HPLC, empregando coluna Aminex HPX-87H por detector por índice 

de refração, a 60 ºC, H2SO4 5 mmol.L
-1

(fase móvel), fluxo de 0,6 mL.min
-1

. 
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A concentração de inibidores (furfural e hiroximetilfurfural) do processo fermentativo 

produzidos durante o pré-tratamento da biomassa, foi analisada por HPLC, empregando 

coluna C18 por detector UV/Vis detector SPD-20A (Shimadzu), a 30 ºC, 90 mL de ácido 

fórmico (0,1 %) e 10 mL de metanol e ácido fórmico (1 %) (fase móvel), fluxo de 0,5 

mL/min. 

3 Resultados e discussão 

3.1 Balanço de massa  

Deve-se levar em consideração que durante o processo de pré-tratamento, perdas de 

massa consideráveis ocorrem devido à remoção de hemicelulose, lignina ou até mesmo de 

parte da celulose, dependendo do tipo de pré-tratamento empregado e o tipo de biomassa. Na 

Tabela 2 pode ser verificado que a severidade do pré-tratamento influencia na porcentagem de 

perda de massa, sendo que quando comparados os diferentes tempos de residência da 

biomassa para uma mesma condição de temperatura, uma perda progressiva de material é 

observada de acordo o aumento do tempo. Os pré-tratamentos realizados a 180 °C / 6 min 

foram os que apresentaram as menores perdas de massa, correspondendo à condição mais 

branda (1,64 % para amostras não submetidas à lavagem e 1,66 % para amostras submetidas 

ao processo de lavagem após o pré-tratamento).  

 

Tabela 2. Percentual de perda de massa das amostras de capim-elefante submetidas a 

diferentes condições de pré-tratamento por explosão a vapor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

L: Amostra lavada após o pré-tratamento  

NL: Amostra não submetida à lavagem após o pré-tratamento 

 

Pré-tratamento 

(ºC/min) 

Não lavado 

(NL) 

Lavado 

(L) 

Não tratado - - 

180/6 1,64 1,66 

180/10 7,50 7,62 

190/6 14,81 15,01 

190/8 18,91 19,00 

190/10 28,93 28,97 

200/6 20,73 20,78 

200/10 23,16 23,20 
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Especificamente para o processo de explosão a vapor, essas perdas estão associadas 

principalmente à degradação de hemicelulose majoritariamente, como visto para esse pré-

tratamento quando aplicado para palhas de cevada e de cana-de-açúcar (Iroba et al., 2014, 

Oliveira et al., 2013), respectivamente. Esses dados são observados na Figura 1 onde verifica-

se a redução dos percentuais de anidroxilose e anidroarabinose. Segundo Pitarelo et al. 

(2012), perdas na recuperação da biomassa e volatilização de subprodutos (furfural e 

hidroximetilfurfural (HMF)), após e durante o pré-tratamento por explosão a vapor, são 

tendências justificadas pela combinação dos fatores tempo e temperatura nesse processo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Composição química (%) das amostras de capim-elefante não tratado e pré-

tratado por explosão a vapor lavado após o pré-tratamento (A) e não lavado após o pré-

tratamento (B). 
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3.2 Composição química da fração sólida de capim-elefante 

A análise da Figura 1 permite constatar que o pré-tratamento por explosão a vapor 

altera as proporções dos componentes da fração sólida do capim-elefante, principalmente 

diminuindo a proporção de hemicelulose como visto anteriormente para o mesmo pré-

tratamento realizado em Eucalyptus grandis por Emmel et al. (2003). A diminuição da fração 

de pentose é ainda aumentada quando o material foi lavado. A diminuição da fração 

hemicelulósica repercutiu em aumento da proporção de celulose (35,97 %), situação que pode 

ser observada também quando o material foi lavado. Essa informação corrobora o fato que a 

hemicelulose é mais afetada pelo pré-tratamento por explosão a vapor e por isso, explica as 

maiores concentrações desses açúcares nas condições com temperaturas mais amenas.  

Segundo Liu et al. (2012), maiores níveis de conversão de celulose e hemicelulose são 

obtidos quando a biomassa é submetida a altas temperaturas e longos tempos de retenção de 

pré-tratamento. 

Ainda a análise da Figura 1 permite verificar que a maior porcentagem de cinzas foi 

registrada nas amostras submetidas à lavagem, nas diferentes condições de tempo e 

temperatura testadas. A condição de pré-tratamento que obteve a maior concentração de 

cinzas foi a de 190 ºC / 10 min (9,44 %), ao passo que a menor concentração foi registrada 

sob 180 ºC / 10 min (2,77 %). O capim-elefante não tratado contém um teor de 8,53 % de 

cinzas em sua composição. O aumento do teor de cinzas decorrente do aumento da severidade 

do pré-tratamento por explosão a vapor poderia ser explicado pela presença de minerais 

associados diretamente ou indiretamente à lignina e à celulose. 

Com relação aos dados de proteínas da Figura 1, o capim-elefante não tratado 

apresentou 5,55 % de teor de proteínas. As amostras não submetidas à lavagem (Figura 1A) 

apresentaram as maiores concentrações quando comparadas às amostras lavadas. O maior 

percentual (8,74 %) foi obtido na condição a 200 ºC / 6 min (amostra não lavada) (Figura 1B), 

enquanto o menor teor (1,63 %) foi verificado com tratamento a 190 ºC / 8 min (amostra 

lavada) (Figura 1A). 

O conteúdo de lignina solúvel (Figura 1) foi inferior nas amostras não lavadas (Figura 

1B) nas diferentes condições de pré-tratamento. Além disso, conforme aumentou-se a 

severidade das condições do processo físico, houve redução nos conteúdos de lignina solúvel. 

Segundo Menardo et al. (2013) o conteúdo de lignina é afetado pelo pré-tratamento por 

explosão a vapor, reduzindo conforme aumenta-se a severidade do mesmo. Os menores teores 

de lignina solúvel foram detectados na condição sob 200 ºC / 10 min, tanto para a amostra 

lavada (0,73 %) (Figura 1A) como não lavada após o pré-tratamento (0,53 %) (Figura 1B). 
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Com relação ao teor de lignina insolúvel, observou-se que a maioria das amostras pré-tratadas 

obteve percentuais superiores ao capim-elefante não tratado (19,65 %), isto deve-se à perda de 

massa principalmente de hemicelulose, refletindo no aumento da proporção de lignina. 

Valores semelhantes aos obtidos neste trabalho também foram obtidos por del-Río et al. 

(2012) que analisaram separadamente a composição química do córtex e da medula de capim-

elefante não tratado, observando que os conteúdos de lignina solúvel variavam entre 1,5 % e 

1,6 % no córtex e na medula respectivamente, enquanto os teores de lignina insolúvel 

variavam entre 18,5 % (córtex) e 15,5 % (medula) na amostra não tratada. Dentre as 

diferentes condições de processo, as amostras pré-tratadas na temperatura intermediária (190 

ºC) em diferentes tempos de residência (6, 8 e 10 min) obtiveram os menores teores de lignina 

insolúvel quando comparadas as demais condições. 

Incrementos nas concentrações de celulose em outras biomassas também foram 

verificados por outros autores que empregaram pré-tratamento por explosão a vapor. 

Brugnago et al. (2011) caracterizaram o bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por explosão a 

vapor a 203 ºC / 3 min (impregnado com 0.3 mol L
-1

de H3PO4) e obtiveram 38,8 % de 

celulose, 24,1 % de lignina, 27,6 % de hemicelulose e 3,80 % de teor de cinzas. Zheng et al. 

(2014) caracterizaram a composição de carboidratos do sabugo de milho pré-tratado por 

explosão a vapor a 205 ºC / 5 min, observando 55,4 % de glicose, 22,8 % de xilose, 2,4 % de 

arabinose, 0,6 % de galactose e 0,3 % de manose.  

3.3 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Além da influência da severidade do pré-tratamento sobre as perdas de massa e sobre a 

composição química do capim-elefante, alterações também podem ser observadas na estrutura 

física da biomassa pré-tratada por explosão a vapor. A Figura 2 apresenta uma comparação 

morfológica do capim-elefante pré-tratado e não tratado, por microscopia eletrônica de 

varredura. Verifica-se que as amostras pré-tratadas nas temperaturas mais elevadas sofreram 

maiores fragmentações das amostras. Essas mudanças estruturais nas amostras pré-tratadas 

podem favorecer a exposição da celulose. Além disso, a modificação do lignocelulósico pode 

estar diretamente relacionada com as perdas de massa (Tabela 2). Uma vez que o tamanho da 

partícula da biomassa diminui conforme o aumento da temperatura e o tempo de processo, 

diversas substâncias podem ser perdidas e detectadas na fração líquida do pré-tratamento, 

como observado nesse trabalho. Observou-se que as concentrações de xilose e arabinose 

aumentaram de acordo com o aumento da temperatura e do tempo de residência (Tabela 3A). 
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Aumento 50 × 

Não tratado 
Aumento 1000× Aumento 50× 

190 ºC / 8 min 
Aumento 1000× 

    
180 ºC / 6 min  190 ºC / 10 min  

    
180 ºC / 10 min  200 ºC / 6 min  

    
190 ºC / 6 min  200 ºC / 10 min  

    
Figura 2. Imagens de microscopia eletrônica de varredura (×50 e ×1000) de capim-

elefante não tratado e pré-tratado por explosão a vapor em diferentes condições de 

tempo e temperatura. 
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*Detectadas com as colunas HPX87H e C18 (HMF e furfural) 

 

 

 Tabela 3. Substâncias detectadas* no líquido obtido após o pré-tratamento por explosão a vapor (A) e na 

água de lavagem (B) das amostras de capim-elefante, em diferentes condições de tempo de residência e 

temperatura. 

 

 Pré-

tratamento 

(ºC/min) 

Substâncias detectadas (g/L) 

 
Celobiose Glicose Xilose Arabinose Glicerol 

Ácido 

Acético 
HMF Furfural 

A 

180/6 n.d. 0,43±0,00 1,04±0,00 0,29±0,00 0,04±0,00 0,57±0,00 0,05±0,01 0,03±0,00 

180/10 0,86±0,00 1,49±0,00 4,54±0,00 0,83±0,00 0,66±0,05 3,90±0,02 0,22±0,03 0,18±0,01 

190/6 0,93±0,13 1,70±0,15 5,99±0,66 0,80±0,10 1,06±0,14 7,58±0,38 0,37±0,05 0,44±0,05 

190/8 0,62±0,11 1,36±0,23 5,07±0,76 0,94±0,06 0,80±0,02 5,40±1,92 0,32±0,12 0,44±0,12 

190/10 0,68±0,19 1,40±0,36 5,14±0,92 0,61±0,29 0,54±0,58 5,59±3,21 0,21±0,04 0,40±0,06 

200/6 n.d. 1,62±0,06 5,68±0,18 0,81±0,03 0,93±0,01 7,75±0,46 0,47±0,02 0,45±0,01 

200/10 n.d. 1,27±0,00 4,40±0,04 0,65±0,02 0,70±0,02 5,67±0,13 0,34±0,01 0,38±0,01 

B 

180/6 n.d. 0,11±0,00 0,22±0,01 0,15±0,02 0,02±0,01 0,00±0,00 0,01±0,00 0,01±0,00 

180/10 n.d. 0,07±0,00 0,07±0,03 0,07±0,02 0,02±0,00 0,01±0,01 0,01±0,00 0,02±0,00 

190/6 n.d. 0,08±0,00 0,28±0,01 0,06±0,00 0,01±0,00 0,14±0,01 0,02±0,00 0,03±0,01 

190/8 n.d. 0,08±0,00 0,24±0,01 0,05±0,00 0,01±0,00 0,09±0,01 0,02±0,00 0,05±0,01 

190/10 n.d. 0,07±0,00 0,05±0,02 0,05±0,01 0,01±0,00 0,01±0,00 0,01±0,00 0,04±0,00 

200/6 n.d. 0,08±0,00 0,24±0,00 0,05±0,00 0,01±0,00 0,11±0,00 0,02±0,00 0,05±0,00 

200/10 0,03±0,02 0,07±0,00 0,04±0,01 0,04±0,00 0,01±0,01 0,02±0,01 0,01±0,00 0,02±0,00 
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3.4 Caracterização da fração líquida do pré-tratamento 

Para o pré-tratamento a 180 ºC / 6 min observou-se menores concentrações de xilose e 

de arabinose na fração líquida obtida a partir do processo de pré-tratamento. Essa menor 

extração de pentoses é explicável, pois esta condição causou menor impacto na composição 

da biomassa, mantendo-se mais semelhante ao capim-elefante não tratado (Figura 1). Para as 

demais condições, observa-se um aumento na concentração de xilose e arabinose na fração 

líquida obtida a partir do pré-tratamento com relação à condição mais amena (Tabela 3A). 

Ainda pode ser verificado que a maior proporção de perda de açúcares foi detectada no 

líquido do pré-tratamento já que após o processo de lavagem, menores concentrações desses 

compostos foram detectadas no líquido obtido após a lavagem (Tabela 3B). Para a glicose, 

especificamente, observaram-se perdas, porém em menor proporção do que a xilose, visto que 

a celulose permaneceu na fração sólida da biomassa, como pode ser observado na Figura 1.  

Compostos inibitórios que são gerados durante o processo de pré-tratamento por 

explosão a vapor, como o ácido fórmico, ácido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural, 

podem ser tóxicos para os microrganismos e causar efeitos negativos sobre os posteriores 

processos de hidrólise e fermentação (Lu et al., 2010). Nota-se que menores concentrações 

desses inibidores foram detectadas nas amostras pré-tratadas por 180 ºC, enquanto que 

quando aumentou-se a temperatura para 190 e 200 ºC, maiores concentrações de ácido 

acético, furfural e hidroximetilfurfural foram detectadas (Tabela 3A). De acordo com 

Palmqvist & Hahn-Hägerdal (2000), quando altas condições de temperatura e pressão são 

utilizadas no pré-tratamento, a xilose e a glicose podem ser degradadas respectivamente em 

furfural e HMF, que irão ser degradados também, posteriormente, em ácido fórmico e 

levulínico. Pode-se observar que a maior parte desses compostos formados foram perdidos no 

líquido do pré-tratamento (Tabela 3A), e em menor proporção no líquido obtido na água de 

lavagem (Tabela 3B), não ficando, em sua maioria, retidos na fração sólida da biomassa. 

3.5 Hidrólise enzimática e fermentação 

 Na Figura 3, são apresentados e discutidos os dados de concentração de AR obtidos a 

partir da hidrólise enzimática de capim-elefante não tratado e pré-tratado por explosão a 

vapor, lavado (Figura 3A a C) ou não lavado (Figura 3D a F) após o processo de pré-

tratamento. Os controles foram realizados com capim-elefante não tratado. Também avaliou-

se a capacidade da mesma solução enzimática sobre celulose e Avicel
®
.  
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 As hidrólises contendo material pré-tratado por explosão a vapor que foi lavado 

(Figura 3A a C) ou não lavado (Figura 3D a F) liberaram maiores concentrações de açúcares 

redutores (AR) em relação ao capim-elefante não tratado, porém valores inferiores às 

liberadas nas hidrólises de celulose e Avicel
®
 substratos compostos basicamente por 

celulose. A hidrólise com celulose apresentou pico de liberação de AR em 36 h, com 1054,82 

± 16,11 mg.g
-1 

(massa seca). A hidrólise de Avicel
®
 atingiu a maior liberação de AR somente 

no final da hidrólise (48 h), chegando a 935,96 ± 46,33 mg.g
-1 

(massa seca). Como esperado o 

capim-elefante não tratado, a partir de 12 h de hidrólise, apresentou liberações de AR 

inferiores às demais hidrólises, atingindo maior concentração de AR em 36 h (310,10 ± 3,12 

mg.g
-1

massa seca). 

 Com relação às hidrólises utilizando substratos obtidos nas diferentes condições de 

pré-tratamentos, verifica-se que apresentaram um perfil semelhante de liberação de AR, tanto 

para as amostras lavadas (Figura 3A a C) como para as amostras não lavadas (Figura 3D a F). 

A hidrólise de amostras pré-tratadas por 200 ºC e não lavada (Figura 3F) liberaram em 36 h 

Figura 3: Concentração (mg.g
-1

) de açúcares redutores liberados na hidrólise enzimática 

de celulose, Avicel, capim-elefante não tratado e pré-tratado por explosão, lavado (A a C) 

e não lavado (D a F), sob diferentes condições de tempo e temperatura, utilizando 4 % de 

substrato e 10 FPU.g
-1

 de substrato.  

 

 

 

Figura 3: Concentração de açúcares redutores liberados na hidrólise enzimática de celulose, Avicel, 

capim-elefante não tratado e pré-tratado por explosão (lavado e não lavado), sob diferentes 

condições de tempo e temperatura, utilizando 4% de substrato e 10 FPU.g-1 de substrato.  
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valores de AR de 863,42 ± 62,52 mg.g
-1

 para tratamento 200 ºC / 10 min (Figura 3F) e 785,73 

± 31,81 mg.g
-1

 para 200 ºC / 6 min (Figura 3F), próximos aos valores da hidrólise de celulose 

e Avicel
®
. De forma geral, constatou-se que o pré-tratamento, de fato, favoreceu a liberação 

de AR durante a hidrólise enzimática a partir de modificações estruturais da biomassa (Figura 

2) e modificações de sua composição química (Figura 1), uma vez que o pré-tratamento torna 

a biomassa mais acessível ao ataque das enzimas. Menegol et al. (2014b) utilizando capim-

elefante pré-tratado com NaOH 2 % (m/v) e com uso de Triton X-100 obtiveram 717,02 ± 

5,70 mg. g
-1

 de AR, após 8 h de hidrólise enzimática. 

 Na Tabela 4, são apresentadas as substâncias detectadas por HPLC e na Figura 4 pode-

se observar a liberação de glicose e xilose, especificamente. As amostras de celulose e 

Avicel
® 

apresentaram liberações superiores ao controle com capim-elefante não tratado e 

também às amostras pré-tratadas nas diferentes condições testadas (Figura 4). Menegol et al. 

(2014a) verificaram durante a hidrólise de capim-elefante não tratado, uma liberação máxima 

de 127,80 ± 2,17 mg.g
-1

 de glicose e para a melhor condição de pré-tratamento (NaOH 3 % 

m/v) foi obtida a concentração de 504,52 ± 26,66 mg.g
-1

 de glicose, ambos em 48 h de 

hidrólise e utilizando-se carga enzimática de 15 FPU.g
-1

. Já nesse trabalho, as maiores 

liberações de glicose ocorreram para a condição de capim-elefante pré-tratado por explosão a 

vapor a 190º / 10 min em 48 h de hidrólise (248,34 ± 6,27 mg.g
-1

), utilizando carga 

enzimática de 10 FPU.g
-1

. Na hidrólise de Avicel
®
 não foi detectada a presença de xilose 

(Figura 4B), ao contrário do que foi observado para a hidrólise de celulose. Com relação aos 

pré-tratamentos, verificou-se que, de modo geral, as amostras submetidas à lavagem 

apresentaram concentrações de glicose semelhantes ou superiores às amostras não lavadas 

(Figura 4A), enquanto que para xilose, foi observado um perfil inverso, onde as maiores 

concentrações de xilose foram detectadas nas amostras não submetidas à lavagem. Isso pode 

ser devido ao fato de que a xilose foi removida durante o processo de lavagem em maior 

proporção do que a glicose (Tabela 3B).  
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Figura 4. Concentração (mg.g
-1

) de glicose (A) e xilose (B) liberadas a partir da hidrólise enzimática de capim-

elefante não tratado, pré-tratado por explosão a vapor, celulose e Avicel
®
, em 24 e 48h de processo, para amostras 

lavadas (L) e não lavadas (NL). 

 

Figura 4. Concentração de glicose (A) e xilose (B) liberadas a partir da hidrólise enzimática de capim-elefante não tratado, pré-tratado 

por explosão a vapor, celulose e Avicel®, em 24 e 48h de processo, para amostras lavadas (L) e não lavadas (NL). 
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 Avaliando-se as liberações de glicose nas amostras pré-tratadas por explosão a vapor, 

observou-se que para a condição de capim-elefante não lavado, as maiores liberações foram 

observadas para a condição a 190 ºC / 10 min (228,31 ± 3,32 mg.g
-1

) e para as amostras 

lavadas, as maiores concentrações de glicose foram detectadas nas condições de 190 ºC / 8 e 

190 ºC / 10 min (243,29 ± 6,19 mg.g
-1 

e 248,34±6,27 mg.g
-1

, respectivamente) e 200 ºC / 10 

min (246,00 ± 9,60 mg.g
-1

), em 48 h de hidrólise. A partir da liberação de glicose na hidrólise 

de palha de milho pré-tratada por explosão a vapor, Lu et al. (2010) verificaram que a maior 

liberação desse açúcar ocorreu em 96 h de processo (103,3 g.L
-1

 com 30 % de concentração 

de substrato), quando utilizou-se a palha pré-tratada e lavada, enquanto que para a amostra 

não lavada obteve-se 85,1 g.L
-1

 de concentração de glicose. 

 As concentrações de possíveis inibidores detectados no processo de hidrólise em 48h, 

tanto para as amostras lavadas como não lavadas estão apresentados na Tabela 4. As 

concentrações de HMF foram avaliadas a partir dos controles e das amostras pré-tratadas 

(lavadas e não lavadas). Observou-se que as amostras não lavadas apresentaram as maiores 

concentrações desse composto quando comparadas às amostras lavadas, sendo que a maioria 

das condições de pré-tratamento tiveram a presença dessa substância nos dois tempos 

avaliados, exceto para a condição a 190 ºC / 10 min. Somente no controle com capim-elefante 

não tratado não foi detectada a presença de HMF, em 48 h. Já para as concentrações de 

furfural nas amostras lavadas e não lavadas, em 48h de hidrólise, observou-se que esse 

inibidor não foi detectado nas condições controle, bem como as amostras das condições de 

180 ºC / 6 e 180 ºC / 10 min. Nas condições de temperatura a 190 ºC e 200 ºC, a concentração 

de furfural foi superior nas amostras não submetidas à lavagem. Somente as condições a 190 

ºC / 6 e 190 ºC / 8 min apresentaram concentrações de furfural em ambas as amostras (lavada 

e não lavada), em 48h de hidrólise enzimática. Ewanick & Bura (2011) também observaram 

em seu estudo baixas concentrações de HMF e furfural em amostras de bagaço de cana-de-

açúcar pré-tratadas por explosão a vapor e justificaram os baixos níveis desses compostos 

devido à mínima degradação de açúcares durante o processo de pré-tratamento, o que 

reduziria a inibição microbiana e aumentaria os rendimentos de etanol. 
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L: Amostra lavada após o pré-tratamento  

NL: Amostra não submetida à lavagem após o pré-tratamento  

n.d.: não detectado 

(-): Amostras não avaliadas por HPLC 

Tabela 4. Substâncias detectadas (g/L) a partir da hidrólise enzimática de capim-elefante não 

tratado, pré-tratado por explosão a vapor, celulose e Avicel
®
. 

Treatments 

(ºC/min) 

T 

(h) 
 Celobiose Arabinose Xilitol Glicerol Ác. Ac HMF Furfural 

180/6 

24 
L n.d. 0,08 0,01 n.d. 0,02 0,00 0,07 0,01 - - 

NL n.d. 0,41 ± 0,15 n.d. 0,06 ± 0,00 0,46 ± 0,04 - - 

48 
L 0,14 0,06 0,07 0,00 n.d. 0,10 0,13 0,09 0,01 0,00 ± 0,00 n.d. 

NL n.d. 0,51 ± 0,03 n.d. 0,04 ± 0,01 0,33 ± 0,01 0,00 ± 0,00 n.d. 

180/10 

24 
L 0,23 0,02 0,05 0,00 n.d. 0,01 0,00 n.d. - - 

NL 0,31 ± 0,02 0,10 ± 0,00 n.d. 0,03 ± 0,00 0,52 ± 0,01 - - 

48 
L n.d. 0,04 0,00 n.d. 0,02 0,00 n.d. 0,00 ± 0,00 n.d. 

NL 0,26 ± 0,01 0,55 ± 0,01 n.d. 0,15 ± 0,02 0,46 ± 0,02 0,04 ± 0,00 n.d. 

190/6 

24 
L 0,55 0,02 0,25 0,02 n.d. 0,02 0,00 n.d. - - 

NL 0,25 ± 0,07 0,07 ± 0,00 n.d. 0,04 ± 0,01 0,77 ± 0,0 - - 

48 
L 0,27  0,09 n.d. 0,01 0,01 0,02 0,00 n.d. 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

NL 0,47 ± 0,07 0,59 ± 0,12 n.d. 0,05 ± 0,03 0,92 ± 0,3 0,05 ± 0,00 0,06 ± 0,01 

190/8 

24 
L 0,55 0,11 0,25 0,02 n.d. 0,02 0,00 n.d. - - 

NL 0,43 ± 0,11 0,13 ± 0,06 n.d. 0,06 ± 0,02 0,59 ± 0,06 - - 

48 
L 0,31 0,16 n.d. 0,09  0,16 0,03 0,00 n.d. 0,00 ± 0,00 0,01 ± 0,00 

NL 0,23 ± 0,01 0,52 ± 0,03 n.d. 0,05 ± 0,01 0,76 ± 0,18 0,05 ± 0,00 0,08 ± 0,01 

190/10 

24 
L 0,57 0,02 0,30 0,04 n.d. 0,01 0,00 n.d. - - 

NL 0,51 ± 0,03 0,07 ± 0,00 n.d. 

 

 

0,07 ± 0,00 0,35 ± 0,02 - - 

48 
L 0,34 0,01 0,03 0,00 0,02 0,00 0,02 0,00 n.d. n.d. n.d. 

NL 0,54 ± 0,02 0,48 ± 0,01 n.d. 0,05 ± 0,00 0,51 ± 0,05 0,03 ± 0,00 0,07 ± 0,01 

200/6 

24 
L 0,67 0,06 0,26 0,08 n.d. 0,02 0,00 n.d. - - 

NL 0,38 ± 0,03 0,14 ± 0,00 n.d. 0,17 ± 0,01 0,66 ± 0,03 - - 

48 
L 0,41 0,04 0,25 0,15 0,02 0,00 0,02 0,00 n.d. 0,00 ± 0,00 n.d. 

NL 0,35 ± 0,05 0,54 ± 0,02 n.d. 0,05 ± 0,01 0,79 ± 0,12 0,06 ± 0,00 0,08 ± 0,00 

200/10 

24 
L 0,84 0,17 0,38 0,13 n.d. 0,02 0,01 n.d. - - 

NL 0,40 ± 0,05 0,11 ± 0,05 n.d. 0,12 ± 0,04 0,47 ± 0,11 - - 

48 
L 0,49 0,03 0,04 0,00 0,02 0,01 0,02 0,00 n.d. 0,00 ± 0,00 n.d. 

NL 0,35 ± 0,03 0,40 ± 0,06 n.d. 0,04 ± 0,01 0,59 ± 0,24 0,04 ± 0,01 0,07 ± 0,01 

UtEG 
24  n.d. 0,24 0,01 n.d. 0,02 0,00 n.d. - - 

48  0,05 0,04 0,46 0,02 0,11 0,01 0,03 0,00 n.d. n.d. n.d. 

Cel 
24  0,94 0,18 0,04 0,00 n.d. 0,01 0,00 n.d. - - 

48  1,50 0,35 0,07 0,09 n.d. 0,010,00 n.d. 0,00 ± 0,00 n.d. 

 

Avicel 

 

24  0,84 0,04 n.d. 0,02 0,00 0,01 0,00 n.d. - - 

48 

 

 

 1,12 0,07 

 

 

n.d. 

 

 

0,01 0,01 

 

0,01 0,00 

 

 

n.d. 

 

0,00 ± 0,00 

 

 

 

 

 

n.d. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(-)Amostras não avaliadas por HPLC. 
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 Com relação ao ácido acético detectado nas amostras de hidrólise (Tabela 4), 

observou-se que as alíquotas não submetidas ao processo de lavagem apresentaram maiores 

concentrações desse composto, tanto em 24 h como em 48 h, quando comparadas às amostras 

lavadas após o pré-tratamento. No controle com capim-elefante não tratado, nas hidrólises de 

celulose e Avicel
® 

não foi detectado esse composto em nenhum dos tempos de hidrólise 

analisados. Verificou-se, ainda, que somente a condição a 180 ºC / 6 min, tanto em 24 como 

em 48 h, apresentou concentrações de ácido acético tanto nas amostras lavadas como nas não 

lavadas. Nas demais condições de pré-tratamento, esse composto não foi detectado em 

nenhum dos tempos de hidrólise nas amostras submetidas à lavagem, possivelmente devido a 

maior remoção de hemicelulose conforme aumentou-se a severidade do pré-tratamento 

(Figura 1). 

 Com relação às concentrações de glicerol (Tabela 4), observou-se que todas as 

amostras pré-tratadas e os controles (celulose e Avicel
®
) apresentaram essa substância em 

ambos os tempos de hidrólise avaliados, tanto nas amostras lavadas como nas não lavadas, 

sendo que na maioria dos casos, os maiores valores foram registrados para as amostras não 

submetidas à lavagem. O xilitol (Tabela 4), de maneira geral, não foi detectado na maioria das 

condições, sendo que nas amostras em que o mesmo foi detectado, a identificação desse 

composto ocorreu em 48 h de hidrólise nas amostras lavadas de cada pré-tratamento, exceto 

para o controle com celulose onde valores foram registrados em ambos os tempos. Quanto à 

detecção de açúcares (arabinose e celobiose) nas amostras, verificou-se que ambos foram 

detectados na maioria das condições de pré-tratamento e controles avaliados, tanto nas 

amostras lavadas como nas não lavadas, em 24 e 48 h de hidrólise. 

 A Figura 5 apresenta as concentrações de açúcares (glicose e xilose) e as 

concentrações de etanol produzidas a partir da fermentação alcoólica dos hidrolisados de 48 h 

de capim-elefante, nas amostras controle (capim-elefante não tratado, celulose e Avicel
®
) e 

nas diferentes condições de pré-tratamento por explosão a vapor empregadas. Avaliando-se as 

diferentes condições de amostras pré-tratadas, observou-se que os maiores rendimentos em 

etanol foram obtidos quando se utilizou as amostras submetidas à lavagem, no tempo de 12 h 

de fermentação, na condição a 200 ºC / 6 e 200 ºC / 10 min (4,27 ± 0,15 mg.mL
-1

 e 4,25 ± 

0,20 mg.mL
-1

, respectivamente). Após esse período, algumas condições como 180 ºC / 6 min, 

190 ºC / 8 min e 190 ºC / 10 min apresentaram uma queda expressiva na concentração de 

etanol, enquanto as demais mantiveram-se constantes. Assim como observado por Lu et al. 
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(2010), as concentrações de etanol a partir da fermentação de palha de milho pré-tratada por 

explosão a vapor e submetida à lavagem apresentaram maiores incrementos no início do 

processo e após, mantiveram-se constantes. Já com relação aos rendimentos em etanol obtidos 

a partir do uso de amostras pré-tratadas e não submetidas à lavagem após o processo, 

observou-se um perfil semelhante nos diferentes tempos de fermentação quando comparado 

ao uso das amostras lavadas, embora na condição a 190 ºC / 10 min, o uso da amostra não 

lavada tenha possibilitado os maiores rendimentos de etanol em 24 h de fermentação, quando 

comparado com a amostra lavada nessa mesma condição.  

 Verificou-se que, na maioria das condições, o maior consumo de glicose ocorreu nas 

primeiras 6h de fermentação, tanto quando foram utilizadas as amostras lavadas como quando 

utilizou-se as amostras não lavadas. Os decréscimos na concentração de glicose coincidem 

com os aumentos em etanol. Na maioria das condições de pré-tratamento observou-se que as 

quantidades de glicose disponíveis eram superiores nas amostras lavadas do que nas não 

lavadas, o que justifica os maiores rendimentos em etanol para esse tipo de condição. Além 

disso, observou-se que após as 6 h de processo, o consumo de glicose manteve-se estável até 

se esgotar no meio, bem como os rendimentos de etanol também permaneceram estáveis. 

Quanto aos teores de xilose (Figura 5) verifica-se que as concentrações desse açúcar 

mantiveram-se constantes durante o processo de fermentação, em ambas as amostras pré-

tratadas, tanto para as condições submetidas ou não à lavagem, visto que a levedura utilizada 

não fermenta xilose. Quanto às quantidades de xilose disponíveis, observou-se que as 

amostras pré-tratadas e não lavadas apresentavam, geralmente, valores superiores quando 

comparados às amostras lavadas.  
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Figura 5. Concentração (mg.mL
-1

) de açúcares (glicose e xilose) e as concentrações 

(mg.mL
-1

) de etanol produzidas a partir da fermentação alcoólica dos hidrolisados de 

48h de capim-elefante, nas amostras controle (capim-elefante não tratado, celulose e 

Avicel
®
) e nas diferentes condições de pré-tratamento por explosão a vapor. 
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 Devido à redução da concentração de glicose após a maior produção de etanol 

verificada até 12 h de fermentação, ocorreu diminuição na concentração de etanol, 

possivelmente pelo fato das leveduras consumirem esse álcool (Maleszka & Schneider, 1982). 

 Com relação aos controles empregados, observou-se que o controle formulado com 

capim-elefante não tratado apresentou rendimentos inferiores aos demais controles, 

comprovando a eficácia e a importância do pré-tratamento da biomassa por explosão a vapor 

para a produção de etanol. Além disso, as fermentações realizadas com os açúcares liberados 

das hidrólises de celulose e Avicel
®
 tiveram perfis semelhantes entre si, apresentando maiores 

rendimentos de etanol em 24 h de fermentação (4,42 ± 1,52 mg.mL
-1

 e 4,82 ± 0,03 mg.mL
-1

, 

respectivamente), comprovando a capacidade hidrolítica das enzimas – celulases e 

hemicelulases de P. echinulatum sobre diferentes substratos. Deve-se considerar que o 

controle com capim-elefante não tratado apresentou quantidades inferiores de glicose no 

início da fermentação (4,06 ± 0,18 mg.mL
-1

) quando comparado aos fermentados dos 

açúcares provenientes de celulose (18,24 ± 0,44 mg.mL
-1

 de glicose) e Avicel
® 

(20,12 ± 0,75 

mg.mL
-1

 de glicose), o que está diretamente relacionado aos rendimentos de etanol obtidos 

em cada uma dessas condições. 

 A Tabela 5 apresenta os analitos detectados e quantificados por HPLC, a partir da 

fermentação dos hidrolisados de capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor (lavado e 

não lavado), não tratado, celulose e Avicel
®
. Verificou-se que a arabinose foi detectada na 

maioria das amostras e geralmente, apresentou-se em maiores concentrações nas amostras não 

lavadas. Já com relação à celobiose, não foi possível estabelecer uma relação entre os valores 

e as condições em que os mesmos foram detectados. Quanto à detecção de ácido acético nas 

amostras avaliadas, observou-se que as maiores concentrações desse composto foram 

registradas nas amostras onde utilizou-se capim-elefante pré-tratado e não lavado após o 

processo como substrato, assim como foi observado para os valores de ácido acético nas 

amostras de hidrólise (Tabela 4). Em algumas condições de pré-tratamento, esse analito não 

foi detectado em amostras pré-tratadas e lavadas, em 0 h de fermentação. Lu et al. (2010) 

verificaram em seu trabalho que concentrações de 3,3 g.L
-1

 de ácido acético e 145 mg.L
-1

 de 

furfural foram consideradas inibitórias para o processo fermentativo de palha de milho pré-

tratada por explosão a vapor, enquanto no presente estudo, concentrações mínimas desses 

compostos foram detectadas. 
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Tabela 5.  Substâncias detectadas (g/L) a partir da fermentação dos hidrolisados de capim-

elefante não tratado, pré-tratado por explosão a vapor, celulose e Avicel
® 

 

Treatments 

(ºC/min) 

T  

(h) 
 Celobiose Arabinose Xilitol Glicerol Ác. Ac HMF Furfural 

180/6 

0 
L 0,14 ± 0,06 0,07 ± 0,00 n.d. 0,10 ± 0,13 0,09 ± 0,01 0,00±0,00 n.d. 

NL n.d. 0,51 ± 0,03 n.d. 0,04 ± 0,01 0,33 ± 0,01 0,00±0,00 n.d. 

6 
L n.d. 0,08 ± 0,01 n.d. 0,24 ± 0,03 0,13 ± 0,04 - - 

NL n.d. 0,52 ± 0,03 0,10 ± 0,01 0,64 ± 0,82 0,43 ± 0,07 - - 

12 
L n.d. 0,29 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,26 ± 0,018 0,17 ± 0,02 - - 

NL n.d. 0,56 ± 0,04 0,11 ± 0,01 0,17 ± 0,01 0,46 ± 0,05 - - 

24 
L n.d. 0,08 ± 0,01 0,02 ± 0,00 0,23 ± 0,04 0,34 ± 0,04 - - 

NL n.d. 0,55 ± 0,10 n.d. 0,22 ± 0,04 0,44 ± 0,09 - - 

180/10 

0 
L n.d. 0,04 ± 0,00 n.d. 0,02 ± 0,00 n.d. 0,00±0,00 n.d. 

NL 0,26 ± 0,01 0,55 ± 0,01 n.d. 0,15 ± 0,20 0,46 ± 0,02 0,03±0,00 n.d. 

6 
L n.d. 0,13 ± 0,07 0,05 ± 0,00 0,20 ± 0,02 0,04 ± 0,02 - - 

NL 0,28 ± 0,04 0,44 ± 0,04 0,43 ± 0,58 0,14 ± 0,01 0,50 ± 0,07 - - 

12 
L n.d. 0,13 ± 0,08 0,06 ± 0,03 0,2 ± 0,02 0,07 ± 0,05 - - 

NL 0,17 ± 0,00 0,27 ± 0,12 0,09 ± 0,02 0,10 ± 0,03 0,36 ± 0,10 - - 

24 
L n.d. 0,05 ± 0,00 0,02 ± 0,00 0,20 ± 0,00 0,30 ± 0,00 - - 

NL n.d. 0,12 ± 0,00 0,04 ± 0,00 0,13 ± 0,05 0,46 ± 0,03 - - 

190/6 

0 
L 0,27 ± 0,09 n.d. 0,03 ± 0,00 0,02 ± 0,00 n.d. 0,00±0,00 0,00±0,00 

NL 0,47 ± 0,07 0,59 ± 0,12 n.d. 0,05 ± 0,03 0,92 ± 0,35 0,05±0,00 0,06±0,01 

6 
L 0,21 ± 0,15 0,11 ± 0,03 0,23 ± 0,06 0,26 ± 0,05 0,07 ± 0,02 - - 

NL 0,44 ± 0,17 0,41 ± 0,12 0,13 ± 0,02 0,14 ± 0,02 1,08 ± 0,42 - - 

12 
L n.d. 0,37 ± 0,03 0,02 ± 0,00 0,31 ± 0,03 0,06 ± 0,02 - - 

NL 0,31 ± 0,02 0,26 ± 0,01 0,13 ± 0,00 0,14 ± 0,01 0,90 ± 0,06 - - 

24 
L n.d. 0,07 ± 0,06 0,02 ± 0,00 0,30 ± 0,06 0,05 ± 0,02 - - 

NL n.d. 0,29 ± 0,01 0,14 ± 0,00 0,13 ± 0,01 0,89 ± 0,07 - - 

190/8 

0 
L 0,31 ± 0,16 n.d. 0,28 ± 0,00 0,03 ± 0,00 n.d. 0,01±0,00 0,01±0,00 

NL 0,23 ± 0,01 0,52 ± 0,03 n.d. 0,05 ± 0,01 0,76 ± 0,18 0,05±0,00 0,08±0,01 

6 
L 0,35 ± 0,17 0,12 ± 0,01 0,22 ± 0,02 0,29 ± 0,03 0,05 ± 0,01 - - 

NL 0,38 ± 0,05 0,32 ± 0,04 0,35 ± 0,43 0,12 ± 0,03 0,52 ± 0,14 - - 

12 
L n.d. 0,16 ± 0,01 0,09 ± 0,035 0,32 ± 0,01 0,11 ± 0,07 - - 

NL n.d. 0,18 ± 0,01 0,10 ± 0,01 0,13 ± 0,01 0,55 ± 0,09 - - 

24 
L n.d. 0,06 ± 0,04 0,03 ± 0,01 0,32 ± 0,17 0,19 ± 0,00 - - 

NL n.d. 0,27 ± 0,19 0,14 ± 0,02 0,42 ± 0,37 2,07 ± 2,24 - - 

190/10 

0 
L 0,34 ± 0,01 0,03 ± 0,00 0,02 ± 0,00 0,02 ± 0,00 n.d. n.d. n.d. 

NL 0,54 ± 0,01 0,48 ± 0,01 n.d. 0,045 ± 0,00 0,51 ± 0,05 0,03±0,00 0,07±0,01 

6 
L 0,09 ± 0,01 0,23 ± 0,15 n.d. 0,25 ± 0,06 0,04 ± 0,02 - - 

NL 0,47 ± 0,11 0,38 ± 0,05 0,09 ± 0,01 0,22 ± 0,02 0,54 ± 0,23 - - 

12 
L n.d. 0,08 ± 0,08 0,04 ± 0,02 0,29 ± 0,04 0,06 ± 0,02 - - 

NL n.d. 0,22 ± 0,03 0,10 ± 0,02 0,21 ± 0,04 0,56 ± 0,29 - - 

24 
L n.d. 0,04 ± 0,01 0,03 ± 0,00 0,24 ± 0,12 0,16 ± 0,01 - - 

NL n.d. 0,43 ± 0,11 0,17 ± 0,05 0,30 ± 0,08 0,53 ± 0,31 - - 

200/6 

0 
L 0,41 ± 0,04 0,25 ± 0,15 0,02 ± 0,00 0,02 ± 0,00 n.d. 0,00±0,00 n.d. 

NL 0,35 ± 0,05 0,54 ± 0,02 n.d. 0,05 ± 0,01 0,79 ± 0,12 0,06±0,00 0,08±0,00 

6 
L 0,29 ± 0,13 0,11 ± 0,01 0,14 ± 0,08 0,29 ± 0,03 0,01 ± 0,00 - - 

NL 0,33 ± 0,18 0,33 ± 0,15 0,14 ± 0,00 0,13 ± 0,05 0,91 ± 0,40 - - 

12 
L n.d. 0,17 ± 0,03 0,06 ± 0,00 0,34 ± 0,02 0,05 ± 0,01 - - 

NL 0,20 ± 0,07 0,28 ± 0,04 0,11 ± 0,03 0,15 ± 0,04 0,78 ± 0,47 - - 

24 
L n.d. 0,11 ± 0,02 0,04± 0,00 0,33 ± 0,08 0,06 ± 0,05 - - 

NL n.d. 0,51 ± 0,08 0,21 ± 0,03 0,35 ± 0,05 0,95 ± 0,19 - - 

200/10 

0 
L 0,49 ± 0,03 0,04 ± 0,00 0,02 ± 0,00 0,02 ± 0,00 n.d. 0,00±0,00 n.d. 

NL 0,35 ± 0,03 0,40 ± 0,06 n.d. 0,04 ± 0,01 0,59 ± 0,24 0,04±0,01 0,07 ± 0,01 

6 
L 0,39 ± 0,04 0,14 ± 0,05 0,05 ± 0,01 0,29 ± 0,04 0,04 ± 0,00 - - 

NL 0,34 ± 0,03 0,29 ± 0,02 0,08 ± 0,01 0,14 ± 0,01 0,40 ± 0,05 - - 

12 
L n.d. 0,16 ± 0,01 0,05 ± 0,00 0,34 ± 0,01 0,04 ± 0,01 - - 

NL 0,22 ± 0,00 0,37 ± 0,14 0,12 ± 0,05 0,21 ± 0,09 0,79 ± 0,59 - - 

24 
L n.d. 0,14 ± 0,04 0,04 ± 0,01 0,37 ± 0,07 0,07 ± 0,07 - - 

NL n.d. 0,37 ± 0,06 0,12 ± 0,06 0,31 ± 0,01 0,76 ± 0,10 - - 
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L: Amostra lavada após o pré-tratamento  

NL: Amostra não submetida à lavagem após o pré-tratamento  

n.d.: não detectado 

(-): Amostras não avaliadas por HPLC 

 

Na Tabela 6 percebe-se claramente a influência positiva da realização do pré-

tratamento visto que todas as amostras pré-tratadas possibilitaram significativos aumentos na 

produção de etanol. Outro fator que também contribuiu positivamente foi a realização da 

lavagem da biomassa após o processo de pré-tratamento, indicando que essa etapa é 

imprescindível para incrementar a produção de etanol. 

Tabela 6. Produção de etanol (mL/kg) empregando diferentes amostras de capim-

elefante pré-tratado por explosão a vapor. 

Pré-tratamento 

(ºC/min) 

Etanol (mL/kg) 

Amostras não 

submetidas à lavagem 

Amostras submetidas à 

lavagem 

Não tratado 39,94 - 

180/6 55,53 88,53 

180/10 53,52 72,85 

190/6 62,25 95,48 

190/8 61,89 107,72 

190/10 70,48 87,62 

200/6 80,06 110,45 

200/10 89,11 107,68 
Os dados são de mL por quilograma de biomassa pré-tratada, considerando as perdas de massa durante 

o pré-tratamento. 

 

4 Conclusões 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho verificou-se que maiores temperaturas de 

pré-tratamento por explosão a vapor proporcionaram os maiores rendimentos tanto de açúcares a 

UtEG 

0 - 0,08 ± 0,00 0,46 ± 0,02 0,11 ± 0,01 0,03 ± 0,00 0,00 ± 0,00 n.d. n.d. 
6 - n.d. 0,50 ± 0,01 0,08 ± 0,00 0,21 ± 0,02 0,07 ± 0,01 - - 

12 
 

- n.d. 0,46 ± 0,01 0,08 ± 0,00 0,44 ± 0,43 0,05 ± 0,03 - - 
 24 - n.d. 0,57 ± 0,04 n.d. 0,20 ± 0,02 0,15 ± 0,02 - - 

Cel 

0 - 1,50 ± 0,35 0,07 ± 0,09 n.d. 0,02 ± 0,00 n.d. 0,00±0,00 n.d. 
6 - 1,27 ± 0,05 0,04 ± 0,00 n.d. 0,51 ± 0,26 0,05 ± 0,01 - - 

12 - 0,49 ± 0,13 0,15 ± 0,14 0,06 ± 0,05 0,38 ± 0,10 n.d. - - 

24 - n.d. 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,55 ± 0,18 0,11± 0,06 - - 

Avicel 

0 - 1,12 ± 0,07 n.d. 0,02 ± 0,00 0,01 ± 0,00 n.d. 0,00±0,00 n.d. 
6 - 1,13 ± 0,16 0,12 ± 0,00 n.d. 0,35 ± 0,07 0,00 ± 0,00 - - 
12 - 0,42 ± 0,03 n.d. n.d. 0,39 ± 0,03 n.d. - - 

24 - n.d. n.d. 0,06 ± 0,01 0,61 ± 0,15 0,05 ± 0,06 - 
- 

 

(Continuação Tabela 5): 
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partir da hidrólise como de etanol. Ainda, verificou-se que a lavagem da amostra após o pré-

tratamento foi favorável, uma vez que removeu parte dos inibidores gerados durante o processo 

de pré-tratamento e possibilitou incrementos na produção de etanol. Em trabalhos futuros, há a 

necessidade de utilização de maiores concentrações de substrato para tornar o processo 

economicamente viável.  
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DISCUSSÃO GERAL 

A partir dos resultados obtidos utilizando-se capim-elefante como substrato para a 

indução da secreção de enzimas em cultivos submersos, verificou-se que essa biomassa pode 

ser empregada para a produção de enzimas, evidenciando-se como uma alternativa promissora 

para amenizar um dos gargalos da produção de etanol de segunda geração. 

Para os meios formulados em CS não se observou inibição na produção de enzimas 

por compostos gerados durante o processo de pré-tratamento por explosão a vapor, 

possivelmente porque estes foram diluídos no meio de cultura a concentrações que não 

interferiram no metabolismo microbiano. Evidenciou-se o efeito positivo da utilização da 

biomassa pré-tratada para obtenção de maiores produções de FPA, endoglucanases e β-

glucosidases, sendo os pré-tratamentos realizados com temperaturas intermediárias (190 ºC / 

8 min e 190 ºC / 6 min) os mais promissores. Já para a produção de xilanases verificou-se um 

comportamento contrário, uma vez que o pré-tratamento não favoreceu a produção dessas 

enzimas. Quanto ao efeito da lavagem da biomassa após o pré-tratamento por explosão a 

vapor, observou-se a eficiência dessa etapa para a produção de FPA e endoglucanases, 

enquanto que para as demais enzimas avaliadas observou-se efeito negativo da lavagem.  

Para os cultivos em estado sólido formulados somente com capim-elefante pré-tratado 

por explosão a vapor foram obtidas baixas atividades enzimáticas, evidenciando inviabilidade 

de utilização de capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor como único substrato para a 

produção de enzimas, mesmo sendo um substrato que contém percentuais de proteínas entre 

1,63 a 8,38 % (m/m). Mas quando os cultivos em estado sólido foram formulados 

empregando-se 50 % de farelo de trigo, houve produções enzimáticas superiores ao cultivo 

controle formulado com 100 % (m/m) de farelo de trigo. Estes dados indicam que as 

substâncias inibitórias ao metabolismo microbiano, tais como furfural, HMF e ácido acético 

apresentaram influência negativa na produção de enzimas. A diversidade de nutrientes no 

meio de cultivo também é necessária para a efetiva produção de enzimas para hidrólise de 

lignocelulósicos. 

A substituição de 50 % (m/m) do farelo de trigo por capim-elefante pré-tratado por 

explosão a vapor e lavado após o processo favoreceu, especialmente, a produção de FPA em 

condições de 190 ºC / 8 min, endoglucanases (200 ºC / 6 min) e β-glucosidases (180 ºC / 6 

min), enquanto que para a produção de xilanases o capim-elefante não tratado mostrou-se 

mais vantajoso considerando-se o tempo de processo.  
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As maiores atividades de xilanases obtidas nos cultivos formulados com capim-

elefante não tratado podem estar relacionadas com a presença de maior porcentagem da fração 

hemicelulósica presente nas amostras, uma vez que houve diminuição desse componente nas 

amostras pré-tratadas, com relação ao material original (não tratado). Já as maiores produções 

de celulases e β-glicosidases podem estar possivelmente relacionadas a maior quantidade de 

celulose nas amostras submetidas ao processo de pré-tratamento, e, também, por modificações 

estruturais da biomassa causadas durante o pré-tratamento por explosão a vapor.  

Para os cultivos realizados em estado sólido os maiores títulos enzimáticos observados 

para FPA foram de 32,93 UI.g
-1 

(massa seca) para o meio de cultivo formulado com capim-

elefante pré-tratado a 190 ºC / 8 min, lavado após o pré-tratamento e suplementado com 50 % 

de WB. Também verificou-se produções de 23,38 UI.g
-1

 (massa seca) para o meio formulado 

somente com capim-elefante não tratado. Já para os cultivos submersos, foram produzidas 40 

FPU.g
-1

 (massa seca), inferindo-se que em termos de quantidades totais de enzima produzida, 

o cultivo submerso mostrou-se mais vantajoso. Além disso, a produção de enzimas em cultivo 

submerso pode ser vantajosa por apresentar facilidade de controle de parâmetros físico-

químicos como pH, temperatura, agitação e aeração, o que acarretaria em produções ainda 

maiores do que as obtidas em frascos mantidos sob agitação, como realizado neste trabalho.   

Pode-se verificar ainda que para ambos os processos de produção de enzimas, tanto 

em CES como em CS, a condição de pré-tratamento a 190 ºC / 8 min foi a mais favorável, 

indicando que temperaturas e tempos intermediários foram mais promissores para a produção 

das enzimas de interesse neste trabalho. Por outro lado, deve-se ressaltar que o CES, apesar de 

apresentar menores títulos enzimáticos que o CS, favoreceu a produção da maioria das 

enzimas utilizando-se capim-elefante não tratado, o que tornaria o processo mais econômico. 

Avaliando-se a hidrólise enzimática de capim-elefante com o emprego de enzimas 

produzidas em cultivos submersos, verificou-se que os maiores rendimentos foram obtidos 

com capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor a 200 ºC / 10 min e não lavado após o 

processo (863,42 ± 62,52 mg.g
-1

). Para glicose, especificamente, as maiores liberações foram 

obtidas para as amostras lavadas, pré-tratadas durante 10 min, a uma temperatura de 190 ºC 

(248,34 ± 6,27 mg.g
-1

), após 48 h de hidrólise. A maior concentração de açúcares redutores 

pode ser explicada pela presença de interferentes presentes na amostra não lavada que podem 

ter sido detectados como açúcar, enquanto que tal interferência não é observada na detecção 

de glicose por HPLC. 
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Quanto à produção de etanol a partir dos hidrolisados de capim-elefante, constatou-se 

que as amostras pré-tratadas por explosão a vapor a 200 °C por 6 min e lavadas após o 

processo possibilitaram os resultados mais promissores. Obteve-se o volume de 110,45 

mL.kg
-1 

(12 h) considerando-se as perdas de massas que ocorrem durante o processo de pré-

tratamento, empregando 40 g/L de capim-elefante pré-tratado. Apesar de ter sido verificado 

que as fibras do capim-elefante, após o pré-tratamento, são suscetíveis à hidrólise enzimática, 

esta condição ainda precisa ser melhorada, visando à obtenção de xaropes com concentrações 

mais elevadas, pois nesta condição, para cada litro de etanol produzido, são gerados cerca de 

225 litros de efluente.  

Avaliando o efeito da lavagem das amostras pré-tratadas, verificou-se a necessidade da 

remoção de substâncias inibidoras formadas durante o pré-tratamento por explosão a vapor 

por meio de lavagem aquosa para a produção de etanol, embora ainda seja necessária a 

utilização de maiores concentrações de substrato para tornar o processo viável.  

Os resultados dos ensaios descritos no presente trabalho, embora preliminares, 

indicam a capacidade da linhagem S1M29 de P. echinulatum de produzir celulases e xilanases 

em CS em meios suplementados com capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor, 

indicando que essa forma de condução do processo de produção de enzimas pode ser mais 

efetiva para a produção de etanol de segunda geração.  

Finalmente, o microrganismo e as metodologias empregadas, as quais fizeram uso de 

materiais economicamente viáveis, como o capim-elefante, apontam a possibilidade de 

produção de enzimas capazes de hidrolisar resíduos lignocelulósicos, visando a produção de 

produtos biotecnológicos, como o etanol. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Baseando-se nos resultados obtidos neste trabalho, é possível concluir que:  

 

- o pré-tratamento por explosão a vapor promoveu alterações na estrutura da biomassa, 

sendo que quanto maior o tempo de residência e temperatura empregada, maior foi a 

fragmentação do material;  

- houve alterações na composição química em todas as amostras pré-tratadas por 

explosão a vapor; 

- ocorreram incrementos variando entre cerca de 10 a 40 % na concentração de 

celulose nas amostras pré-tratadas; 

- houve perda de hemicelulose variando entre cerca 30 a 70 % durante o processo de 

pré-tratamento das amostras; 

- os conteúdos de lignina insolúvel foram mantidos ou incrementados em até 20 % 

durante o pré-tratamento; 

- a realização do processo de lavagem após o pré-tratamento por explosão não 

apresentou interferência sobre a composição química das amostras; 

- é possível a utilização de capim-elefante como matéria-prima para produção de 

enzimas para hidrólise de lignocelulósicos por P. echinulatum; 

- a realização do pré-tratamento por explosão a vapor é necessária para o emprego de 

capim-elefante como fonte de carbono e indutora para a produção de celulases e β-

glicosidases em CS; 

- para produção de xilanases, as maiores atividades enzimáticas foram obtidas com a 

condição a 200 ºC por 10 min, com as amostras não submetidas à lavagem; 

- o processo de lavagem do capim-elefante após o pré-tratamento por explosão a vapor 

não apresentou vantagens para a produção de celulases e xilanases, em CS; 

- em CS os pré-tratamentos realizados com temperaturas intermediárias (190 ºC por 8 

e 6 min) foram os mais promissores para produção de FPA, endoglucanases e β-glucosidases; 

- em CES, o emprego de capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor como única 

matéria-prima para a produção de celulases e xilanases não foi efetiva; 

- em CES, a produção de FPA, endoglicanases e xilanases foi efetiva empregando-se 

somente capim-elefante não tratado; 
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- o processo de lavagem do capim-elefante após o pré-tratamento foi essencial para 

incrementos na produção de celulases e β-glicosidases, em CES;  

- em CES as maiores produções de xilanases foram obtidas com o capim-elefante não 

tratado; 

- a associação de farelo de trigo e capim-elefante pré-tratado por explosão e lavado 

após pré-tratamento foi eficiente para a produção de celulases e β-glicosidases, em CES; 

- em CES, em associação com o farelo de trigo, as maiores produção de FPA 

ocorreram a 190 ºC / 8 min, para endoglucanases (200 ºC / 6 min) e β-glucosidases (180 ºC / 6 

min), utilizando-se amostras lavadas; 

- não foi possível estabelecer relações entre a produção enzimática e o crescimento, 

tanto em CS como em CES; 

- o CS foi mais vantajoso para a produção de enzimas por quantidade de substrato 

empregada que o CES; 

- na hidrólise enzimática, as amostras pré-tratadas a 190 °C / 8 min e 190 ºC / 10 min e 

200 ºC / 10 min, submetidas à lavagem apresentaram as maiores liberações de glicose; 

- nos processos de hidrólise enzimática e fermentação alcóolica, o uso de amostras 

pré-tratadas por explosão a vapor e lavadas é requerido para obtenção de maiores quantidades 

de produtos; 

- para etanol, as maiores produções foram verificadas quando empregadas amostras 

pré-tratadas a 200 °C / 6 min e submetidas ao processo de lavagem. 
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6 PERSPECTIVAS 

Como perspectivas para a continuidade do trabalho e desenvolvimento de tecnologias 

associadas aos dados obtidos, sugere-se: 

 

- utilizar catalisadores durante o processo de pré-tratamento por explosão a vapor;   

- realizar o escalonamento da produção de enzimas em cultivo submerso, empregando as 

condições selecionadas no trabalho; 

- realizar hidrólises enzimáticas empregando maiores concentrações de capim-elefante; 

- realizar estudos de rentabilidade total e o impacto na tecnologia de produção de etanol de 

capim-elefante por hidrólise enzimática; 

- realizar a conversão das pentoses obtidas no processo de hidrólise enzimática do capim-

elefante para produção de etanol ou outros produtos biotecnológicos; 

- desenvolver tecnologias para o aproveitamento dos resíduos de lignina após o processo de 

hidrólise e fermentação. 
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