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RESUMO

Nos ultimos anos tem surgido um grande interesse mundial no desen-
volvimento de tecnologias que consigam aproveitar residuos lignocelu-
I6sicos para obtengdo de aglcares fermentesciveis. O bagaco da cana-
de-acucar é o principal residuo agroindustrial do Brasil. Por mais que o
bagaco seja empregado para geracdo de energia, grandes excedentes
continuam sem aplicacdo. No entanto, 0 bagaco apresenta uma natureza
recalcitrante, devido ao arranjo estrutural formado pelos seus compo-
nentes celulose, hemicelulose e lignina. Com isso, se torna necessario
uma etapa de pré-tratamento para desprender a lignina e hemicelulose
fazendo com que a celulose seja liberada e esteja acessivel para as enzi-
mas celulases. Partindo desta premissa, este trabalho estudou o pré-
tratamento do bagaco da cana-de-aglcar para uma sacarificacdo enzima-
tica eficiente. Para tanto, foram avaliados dois métodos de pré-
tratamento: um utilizando o perdxido de hidrogénio alcalino como um
processo padrdo e outro utilizando o peréxido de hidrogénio suplemen-
tado com cinzas (objeto de estudo do presente trabalho). Para ambos
pré-tratamentos, foram determinados as melhores condi¢es de execu-
cdo através de planejamentos experimentais, avaliando as variaveis:
temperatura, concentracdo de H,0O,, agitacdo, concentracdo de cinzas e
por fim o tempo reacional, obtendo como superficie de resposta o ren-
dimento de acucares redutores liberados durante a hidrélise enzimatica.
Posteriormente, foram realizadas analises de composicdo e identificacdo
de estruturas quimicas e caracterizagdo morfolégica no bagago antes e
apos os pré-tratamentos. A melhor condi¢do para o pré-tratamento com
peréxido de hidrogénio alcalino foi de 9,39% (v/v) H,O,, 46°C de tem-
peratura e agitagcdo de 1,67 Hz por um periodo reacional de 40 minutos.
Ja para o pré-tratamento com peréxido de hidrogénio suplementado com
cinzas, a condi¢do de 6,32% (v/v) H,0,, 3,40% (p/v) cinzas, 60°C de
temperatura e agitacdo de 1,67 Hz por um periodo reacional de 2 horas
foi a condicdo adequada. O rendimento de agUcares redutores apos 48
horas de hidrélise enzimatica para o pré-tratamento com peroxido de
hidrogénio alcalino foi de 217,6 mg g™ bagaco e de 179,9 mg g™ bagaco
para o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio suplementado com
cinzas, enquanto que para o bagaco ndo tratado foi de apenas 74,3 mg g’
! bagaco, enquanto que o rendimento de glucose foi 0 mesmo para o0s
dois pré-tratamentos, mostrando que possuem a mesma eficiéncia. Am-
bos pré-tratamentos ndo apresentaram modificagfes significativas na



estrutura quimica do bagaco antes e ap0s pré-tratamento. Além disso,
foi possivel observar uma pequena desorganizacdo fisica nas fibras do
bagaco. Ambos pré-tratamentos possuem a mesma eficiéncia no rendi-
mento de glucose, no entanto, o pré-tratamento com peroxido de hidro-
génio alcalino apresenta formacdo de residuos causticos envolvendo
uma etapa de lavagem dispendiosa e com geracdo de efluente, além de
promover parcial degradacdo da hemicelulose. Desta forma o pré-
tratamento com peroxido de hidrogénio suplementado com cinzas apre-
senta-se mais viavel para uma aplicacdo amigavel ao meio ambiente.

Palavras-chave: bagaco cana-de-agUcar, pré-tratamento, peréxido de
hidrogénio, cinza, celulases.



ABSTRACT

In the last years there is a worldwide emerging interest in the develop-
ment of technologies that are able to take advantage of lignocellulosic
residues to obtain fermentable sugars. The sugarcane bagasse is the
principal agroindustrial residue from Brazil. Although the bagasse is
used for power generation, large surplus remains still without applica-
tion. Its recalcitrant nature, due to the arrangement formed by the struc-
tural components cellulose, hemicellulose and lignin, makes necessary a
pretreatment step to release cellulose from lignin and hemicellulose
permitting, then, cellulase enzymes to access the molecules. This work
studied the efficiency of two pretreatments of the sugarcane bagasse in
promoting the enzymatic saccharification: one using alkaline hydrogen
peroxide as a standard process and another using hydrogen peroxide
supplemented with ash. For both pretreatments, the best operational
conditions were evaluated using experimental design. The variables
studied were temperature, H,O, concentration, agitation, ash concentra-
tion and reaction time; the response variable was reducing sugars re-
leased during enzymatic hydrolysis. Modifications promoted on the
bagasse by the pretreatments were evaluated by analysis of chemical
composition, identification of chemical structures and morphological
characterization, before and after pretreatments. The best condition
found for the hydrogen peroxide alkaline pretreatment was 9.39% (v/v)
H,0,, 46°C temperature and stirring of 1.67 Hz for a reaction time of 40
minutes, and for hydrogen peroxide supplemented with ash pretreat-
ment, the best condition was 6.32% (v/v) H,0,, 3.40% (w/v) ash, 60°C
and 1.67 Hz stirring for a reaction time of 2 hours. The yield, expressed
in reducing sugars, after 48 hours of enzymatic hydrolysis for the alka-
line hydrogen peroxide pretreatment was 217.6 mg g~ bagasse, and
179.9 mg g bagasse for hydrogen peroxide ash pretreatment; the un-
treated bagasse gave 74.3 mg g bagasse yield, whereas the yield of
glucose was the same for both pre-treatment, showing that have the
same efficiency. Both pretreatments showed no significant changes in
the chemical structure of the pulp before and after pretreatment. Moreo-
ver, we observed a small physical clutter in the fibers of bagasse. Both
pretreatments have the same efficiency in the yield of glucose, however,
pretreatment with alkaline hydrogen peroxide shows formation of caus-
tic residues involving an expensive step wash and worth generation of
effluent, besides promote partial degradation of hemicellulose, therefore



the pretreatment with hydrogen peroxide supplemented with ash appears
more feasible for implementation.

Keywords: sugarcane bagasse, pretreatment, hydrogen peroxide, ash,
cellulases.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

1.1 IMPORTANCIA DO ESTUDO

Nos ultimos anos tem surgido um grande interesse mundial no
desenvolvimento de tecnologias que consigam aproveitar a biomassa
lignoceluldsica para obtencéo de produtos. Entre as diferentes formas de
biomassa, os residuos lignocelul6sicos tem despertado grande interesse,
devido a disponibilidade em larga escala, o baixo custo na obtencéo e
uma possivel producdo energética de forma ambientalmente correta
(LYND et al., 2005; BETANCUR; JUNIOR, 2010). Entre os residuos
lignoceluldsicos, o bagaco é aquele considerado como principal residuo
agroindustrial brasileiro, sendo produzido em cerca de 125 kg de bagago
seco por tonelada de cana-de-agucar (ZANIN et al., 2000). Tendo em
vista que o Brasil produziu cerca de 700 milhdes de toneladas de cana-
de-aclcar em 2010, somente neste ano 87,5 milhdes de toneladas de
bagaco seco foram produzidos. Por mais que o bagaco seja empregado
para geracdo de energia servindo como combustivel de caldeiras, ainda
grande excedente se encontra sem aplicagéo.

O bagaco da cana-de-aglcar € composto basicamente por celu-
lose, hemicelulose e lignina, representando cerca de 93% de sua massa
seca (ZANIN et al., 2000). A conversdo desta celulose e hemicelulose
em acglcares monoméricos é um processo bastante estudado devido ao
grande potencial econdmico que esta atividade oferece. Os aglcares
monomeéricos resultantes da conversdo podem ser utilizados para a ob-
tencdo de produtos como etanol, polihidroxibutirato, vitamina C (acido
L-ascorbico), acido citrico, acido glucdnico, acido latico, acido polilati-
co, sorbitol e outros.

No entanto, o bagaco da cana-de-agUcar, assim como os demais
residuos lignocelulésicos, apresenta uma natureza recalcitrante devido
ao arranjo estrutural formado pelos seus componentes celulose, hemice-
lulose e lignina. Esta recalcitrancia faz com que as enzimas celulases
ndo tenham acesso a celulose para realizar uma degradagéo eficaz e
liberar os aclcares monomeéricos. Uma conversdo efetiva de bagaco da
cana-de-aclcar em agUcares monoméricos requer trés passos sequen-
ciais: (1) reducdo do tamanho, (2) pré-tratamento e (3) hidrélise enzimé-
tica (ZHANG; LYND, 2004; ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006).
Sendo assim, o principal obstaculo e dificuldade tecnolégica para a pro-
ducdo em escala industrial de produtos fermentaveis a partir de lignoce-
lulose é superar a recalcitrancia natural destes materiais lignocelulési-



cos, que deve ser hidrolisado por enzimas para produzir aglcares fer-
mentesciveis (WYMAN, 1999).

Partindo desta premissa, inimeras técnicas de tratamento de
materiais lignocelul6sicos tém sido descritas com a finalidade de des-
prender a lignina destes materiais liberando a celulose e hemicelulose
para uma posterior hidrolise enzimatica obtendo aglicares monoméricos
de vasta aplicacdo econdmica. Entre as técnicas ja descritas na literatura,
pré-tratamentos fisicos, fisico-quimicos, quimicos e bioldgicos tém sido
utilizados (MOSIER et al.,, 2005; ALVIRA et al.,, 2010). O pré-
tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino tem chamado atencéo,
vistos 0s grandes rendimentos apresentados em trabalhos recentes
(MONTE; BRIENZO; MILAGRES, 2011; RABELO et al., 2011;
KARAGOZ et al., 2012). Além disso, o peroxido de hidrogénio (H,0,)
tem a vantagem de ndo gerar residuos, uma vez que se decompfe em
agua e oxigénio, Sendo assim, ndo gera subprodutos que inibem a hidré-
lise enzimatica. No entanto, sabe-se que a elevacdo do pH para valores
tdo altos (normalmente 11,5) exige a adicdo de quantidades considera-
veis de hidréxido de sodio, o que resulta na geracao de residuos causti-
cos impraéprios para serem descartados no meio ambiente.

Devido ao problema apontado com o pré-tratamento com pero-
xido de hidrogénio alcalino, o presente trabalho estuda um processo de
pré-tratamento com perdxido de hidrogénio sem utilizar a hidroxido de
sodio para alcalinizar o meio. Cinzas provenientes do proprio bagaco
foram usadas para garantir uma oxidacao eficiente do bagago, uma vez
gue o peroxido de hidrogénio, isoladamente, ndo tem poder para modifi-
car as estruturas lignoceluldsicas envolvidas no processo de modo a
favorecer a hidrélise enziméatica. Em comparagdo com outros métodos
guimicos, este pré-tratamento tem como grande diferencial o fato de nédo
utilizar acidos e alcalis fortes, resultando em um processo com baixa
carga de residuos, e ndo degradando grande parte dos aglcares como
ocorre nos processos acidos (YANG; WYMAN, 2008). Além disso, as
cinzas podem ser facilmente obtidas nas caldeiras da propria industria da
cana-de-acucar, fazendo com que desta forma até mesmo as cinzas das
caldeiras tenham aplicagdo, diminuindo ainda mais os residuos gerados
pela industria.

Sendo assim, este trabalho estudou o pré-tratamento do bagaco
da cana-de-agUcar para posterior hidrdlise enzimatica. Para tanto foram
avaliados dois métodos de pré-tratamento: um utilizando o peréxido de
hidrogénio alcalino como um processo padrdo (GOULD, 1985) e outro
utilizando o peréxido de hidrogénio suplementado com cinzas. Para
ambos foram determinados as melhores condicGes de trabalho visando o



maior rendimento possivel de agucares na etapa de hidrélise enzimatica;
foram ainda realizadas analises quimicas e fisicas para caracterizar as
possiveis formas que cada pré-tratamento atua sobre as fibras do bagaco.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Caracterizar, avaliar e comparar os pré-tratamentos com perdxido de
hidrogénio alcalino e peroxido de hidrogénio suplementado com cinzas
para uma sacarificacdo enzimética eficiente do bagago da cana-de-

acucar.

1.2.2 Objetivos especificos

a)
b)

c)
d)

e)

f)

Determinar a composi¢do e estruturas quimicas do bagaco
da cana-de-agUcar antes e ap6s pré-tratamentos;

Caracterizar a morfologia do bagago da cana-de-agUcar antes
e ap0s 0s pré-tratamentos.

Avaliar as condicdes 6timas de temperatura e pH das enzi-
mas utilizadas para hidrélise enzimatica;

Estabelecer a melhor condicéo do pré-tratamento com peré-
xido de hidrogénio alcalino para obtencdo de acUcares redu-
tores na hidrélise enzimatica;

Otimizar a melhor condigdo para o pré-tratamento com pe-
roxido de hidrogénio suplementado com cinzas para obten-
cao de agUcares redutores na hidrélise enzimatica;

Comparar a eficiéncia entre os dois pré-tratamentos atraves
da quantificacdo dos aclcares formados ap6s hidrélise en-
zimatica;






CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresenta a revisdo bibliogréafica referente aos temas
fundamentais para o entendimento do trabalho. Em seguida, sdo expos-
tas algumas consideracGes a respeito destes temas e as suas relacGes
com o trabalho.

2.1 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa de uma forma mais ampla se refere a qualquer tipo de
matéria organica oriunda de vegetais, animais, ou ainda de processos de
transformacdes naturais e artificiais (AGUIAR, 2010). Na grande maio-
ria a biomassa tem origem direta ou indireta no processo de fotossintese
sendo, portanto, uma fonte renovavel. Dentre as formas de biomassa
existentes, a biomassa residual de lignocelulésicos tem recebido uma
grande aten¢do nos ultimos anos (LYND et al., 2005). S&o exemplos de
residuos lignoceluldsicos o bagago da cana-de-agUcar, sabugo de milho,
farelo de cevada, palha de arroz, palha de trigo, casca de aveia, palha de
sorgo, palha de milho, semente de algodao, jornal, residuos urbanos e
casca de soja (AGUIAR, 2010).

Os residuos lignocelulésicos tém despertado grande atencdo no
cenario de energias renovaveis, devido a disponibilidade em larga esca-
la, 0 baixo custo na obtencdo e uma possivel produgdo energética de
forma ambientalmente correta (LYND et al., 2005; BETANCUR,;
PEREIRA JR., 2010). Segundo Lynd et al. (2005), a producdo de
energia e muitos ciclos de utilizacdo baseada em biomassa celuldsica
tem uma geracao quase nula de gases do efeito estufa, quando conside-
rado todo seu ciclo de vida. No entanto, estes residuos quando utilizados
de forma integrada e racional podem revolucionar outras industrias além
do setor energético, assim como a de alimentos, forragens e produtos
quimicos (LYND; WYMAN; GERNGROSS, 1999; BETANCUR;
PEREIRA JR., 2010). O desenvolvimento de tecnologias que processem
esta biomassa trara beneficios imensurdveis para paises como o Brasil
gue possuem uma extensa area de alta produtividade biol6gica
(BETANCUR; PEREIRA JR., 2010).

No Brasil, toneladas de residuos lignocelulésicos sdo geradas
mensalmente, estes quando nao sdo destinados a queima para geracao de
energia, podem receber uma alocacdo incorreta, causando problemas
ambientais, como por exemplo, a lixiviagdo de rios pelo depésito do
bagaco da cana-de-agUcar, ou o despejo em estradas vicinais e mananci-



ais de agua (LIMA; RODRIGUES, 2007). Portanto, um eficiente pro-
cessamento nestes residuos, ndo somente traria grandes avangos econé-
micos aumentando a cadeia produtiva, como estariam colaborando para
uma destinacdo correta destes residuos. Um exemplo de sucesso neste
sentido foi a iniciativa dos Estados Unidos, que tornou possivel o apro-
veitamento de residuos celulésicos para a producéo de etanol a partir do
método de sacarificacdo do milho e dos seus subprodutos como a espiga
e 0 sabugo (MCALOON et al., 2000). Sendo assim, o que hoje se consi-
dera subprodutos ou substrato para queima, se gerenciados da forma
correta, podem apresentar muito mais beneficios devido a celulose pre-
sente em sua composicao.

Embora existam as grandes vantagens que sustentam o emprego
de biomassa lignoceluldsica para geracdo de energia, ndo existem tecno-
logias de baixo custo para vencer a recalcitrdncia desses materiais
(LYND; WYMAN; GERNGROSS, 1999; LYND et al., 2005).

2.1.1 Composicdo quimica dos residuos lignocelulésicos

A biomassa lignocelulésica é composta por celulose, hemicelulo-
se e lignina, além de pequenas quantidades de outros extrativos (HAN et
al., 2003). Estes componentes estdo dispostos na parede celular de uma
forma que as fibras de celulose ficam envolvidas em uma matriz amorfa
de hemiceluloses e lignina (Figura 1). Essa matriz amorfa age como uma
barreira natural impedindo o ataque de microrganismos e/ou enzimas,
além de tornar esses materiais estruturalmente rigidos e pouco reativos
(FENGEL; WEGENER, 2003).

Figura 1 - Tipico arranjo da parede celular de uma célula.

Feixes de
celulose

Fonte: Adaptado de Yu, Lou e Wu (2007).




2.1.1.1 Celulose

A celulose consiste em um polimero linear com aproximadamen-
te 8000-12000 unidades de anidroglucose, ligadas entre si por poliliga-
cOes B-(1-4) glucosidicas. O tamanho da molécula de celulose é nor-
malmente dado em termos do seu grau de polimerizacdo, ou seja, 0 nu-
mero de unidades de anidroglucose presentes em uma Unica cadeia
(RAMOS, 2003). A ligacdo de duas moléculas de glucose forma a uni-
dade estrutural béasica da celulose, a celobiose (MARTINS, 2005). A
ligacdo de varias celobioses consecutivas forma a cadeia linear da celu-
lose. Estas cadeias lineares se ligam fortemente umas as outras por for-
tes ligacOes de hidrogénio formando fibrilas elementares que podem
conter tanto regides cristalinas como regides amorfas (LYND et al.,
2002; RAMOS, 2003). Cada fibrila elementar é formada por 36 cadeias
lineares de celulose (LEHNINGER; NELSON; COX, 2008). Diversas
fibrilas elementares, com uma espessura média de 3,5 nm, podem se
associar formando cristalitos de celulose cujas dimensdes dependem da
origem e do tratamento da amostra. Posteriormente, quatro desses agre-
gados cristalinos sdo unidos através de uma monocamada de hemicelu-
loses, constituindo estruturas de 25 nm que sdo envolvidas por uma
matriz amorfa de hemicelulose e protolignina. Esta associagdo resulta
em um composto natural chamado de microfibrila de celulose (Figura 2)
(RAMOS, 2003; MARTINS, 2005).

A celulose apresenta regides cristalinas e amorfas. A regido cris-
talina é altamente ordenada devido as numerosas ligacGes de ponte de
hidrogénio intra e intermolecular. Ja a regido amorfa é menos ordenada
e, portanto, as cadeias apresentam uma orientacdo randomizada. A pro-
porgdo entre as areas cristalinas e amorfas variam de uma celulose para
outra e sdo expressas em indice de cristalinidade (percentagem da area
cristalina) (RAMOQOS, 2003). Alguns autores determinam que a celulose
amorfa é mais susceptivel & hidrélise enzimética do que a celulose cris-
talina, devido a desordem da cadeia que gera uma maior area superficial
para o ataque das enzimas (PITARELO, 2007; ZHANG, 2008).



Figura 2 - Associagdo dos componentes da parede celular. (1) Esqueleto da
cadeia de celulose, com a indicagdo do comprimento da sua unidade estrutural
basica, a celobiose; (2) Arranjo das cadeias de celulose na formagdo da fibrila
elementar; (3) Cristalito de celulose; (4) Seccdo transversal da microfibrila da
celulose, mostrando cristalitos de celulose embebidos na matriz de hemicelulose
e protolignina.
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Fonte: Ramos (2003).
2.1.1.2 Hemicelulose

As hemiceluloses, também conhecidas como polioses, sdo hete-
ropolimeros de plantas cuja natureza quimica varia de um tecido para
outro, assim como de uma espécie para outra (RAMOS, 2003). Sao
formadas por uma variedade de unidades monossacaridicas, como pen-
toses (D-xilose, L-arabinose e L-ramnose), hexoses (D-glucose, D-
manose e D-galactose) e acidos urbnicos (acido 4-O-metilglucurdnico e
acido galacturénico) (PITARELO, 2007). Estas unidades de pentoses,
hexoses e &cidos urbnicos sao unidos por ligagdes f-(1 — 4) com pontos
de ramificagdes (1 — 2), (1 — 3) e/ou (1 — 6) (ALMEIDA, 2009). O




grau de polimerizacdo das hemiceluloses geralmente é baixo (média de
100-200) e a qualidade e quantidade de acucares dependem do tipo de
parede celular e do organismo analisado (JEFFRIES, 1994). As hemice-
luloses sdo classificadas de acordo com 0s agUcares presentes na cadeia
principal do polimero: xilanas, glucomananas e galactanas (FENGEL;
WEGENER, 2003). Na Figura 3 é apresentada a estrutura quimica de
uma Xxilana de graminea.

Figura 3 - Representagdo esquematica de uma xilana de graminea mostrando al-
guns grupos substituintes. Xyl = D-xilopiranose; Ara = L-arabinofuranose; (4-
Me)-GIcA = &cido (4-O-metil)-Dglicopiranurdnico; Ac = acetil; FA = &cido
fertlico; DDFA = 4cido desidroferdlico.

(4-Me)-GIcA (4-Me)-GIcA
Ac 1 Ac Ac | Ac
| ol | | ol |
2 2 3 3 2 2
-Xyl-g -Xyl-g -Xyl-g -Xyl-B -Xyl-g -Xyl- g -Xyl-g -Xyl-g -Xyl-g -Xyl-p -Xyl- g -Xyl-
3 3 3 3 3
a| Lignina a | a | o a|
1 1 1 1 1 1
Ara D —Ara Ara D —Ara Lignina —FA~——Ara
D f D
F Ac F
FA —Ara A—Ara A—Ara Ara
1 1 1 1
ol al al a |
3 3 3 3

Xyl-g -Xyl-g -Xyl-g -Xyl-g -Xyl- g -Xyl-g-Xyl- g -Xyl-g -Xyl-g -Xyl-p -Xyl-p -Xyl-
2)’[3 yl-p -Xyl-g gayﬁyﬁsyp yl-p V132VB gﬁ y

I I I al a
Ac Ac Ac 1 A
(4-Me)-GlcA

Fonte: McDougall et al. (1993).

As hemiceluloses estdo estruturalmente mais relacionadas com a
celulose do que a lignina. As quatro fibrilas elementares que formam o
cristalito de celulose sdo agrupadas uma monocamada de hemicelulose,
sendo posteriormente circundadas em uma matriz contendo hemicelulo-
se e lignina (associadas entre si por meio de interacGes fisicas e ligagdes
covalentes) (CARVALHO et al., 2009). Embora as hemiceluloses sejam
muito complexas, geralmente se apresentam em forma de bastonete,
com cadeias laterais dobradas para tras na cadeia principal por meio de
ligacbes de hidrogénio (RAMOS, 2003). Esta estrutura de bastonete
facilita sua interacdo com celulose e lignina, resultando em uma associ-
acdo forte que dad grande estabilidade ao conjunto (LAUREANO-
PEREZ et al., 2005).
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2.1.1.3 Lignina

Nos tecidos vegetais a lignina esta geralmente combinada com a
hemicelulose, e constitui-se como 0 mais importante componente nédo-
carboidrato da biomassa lignocelulésica (HENDRIKS; ZEEMAN,
2009). Ela é depositada na rede de carboidratos da parede celular secun-
daria das plantas, durante o seu crescimento (RAMQOS, 2003). Trata-se
de um heteropolimero amorfo que é principalmente formado pela poli-
merizacdo dos alcoois hidroxicinamilicos: p-cumarilico (unidade p-
hidroxifenila), coniferilico (unidade guaiacila) e sinapilico (unidade
siringila) (Figura 4), que sdo unidos por diferentes tipos de ligagdes
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). A propriedade fisica mais importante
desta macromolécula bioldgica € a sua rigidez, o que nao sé da forca ao
tecido da planta, mas também impede o colapso dos elementos de agua-
condutores, o que por sua vez confere a planta o apoio estrutural, im-
permeabilizacdo, e resisténcia contra o ataque microbiano e estresse
oxidativo (RAMOS, 2003). Este heteropolimero amorfo é também néo-
sollvel em agua e opticamente inativo (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).
Todas estas caracteristicas conferem a lignina uma resisténcia muito
grande a degradacédo, sendo portanto, a substancia protagonista em con-
ferir recalcitrancia aos residuos lignoceluldsicos.

As madeiras moles, também chamadas de coniferas, possuem lig-
ninas que sdo quase exclusivamente compostas por residuos derivados
de alcool coniferil (lignina-G), enquanto que as ligninas de madeira
dura, também conhecidas como folhosas, séo derivadas de residuos dos
alcoois coniferil e sinapil (ligninas-GS) (FENGEL; WEGENER, 2003;
MARABEZI, 2009). Em contraste, as ligninas derivadas de gramineas
(como no caso a cana-de-aglcar) e plantas herbaceas contém os trés
precursores basicos: coniferil, sinapil e cumaril (ligninas-GSH)
(RAMOS, 2003; MARABEZI, 2009).

Devido ao grande interesse na obtencdo de plantas que fornecam
maior facilidade nos processos de deslignificacdo, alguns estudos tém
sido focados para manipular as vias de biossintese da lignina destas
plantas (CARVALHO et al., 2009). O processo de remocéo da lignina é
uma etapa fundamental na industria de celulose e papel, bem como na
nascente indUstria de conversdo da biomassa lignoceluldsica.
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Figura 4 - Estrutura dos fenilpropandides que compdem a lignina: (1) p-
cumarilico, (2) coniferilico e (3) sinapilico.
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Fonte: Amen-Chen, Pakdel e Roy (2001).
2.1.1.4 Outros Extrativos

Além da celulose, hemicelulose e lignina os materiais lignocelu-
I6sicos possuem em sua composicdo varios extrativos organicos e uma
pequena quantidade de inorganicos, tais como, potassio, sodio, calcio e
outros que foram adquiridos como nutrientes durante o seu crescimento
(YU; LOU; WU, 2007).

Os extrativos organicos sao compostos intermediarios do metabo-
lismo vegetal, desempenhando papel de reserva energética e de protecao
ao vegetal contra ataque de insetos e microrganismos, muitas vezes
agindo como agente inibidor nos processos de conversdo de biomassa
(FENGEL; WEGENER, 2003). S&oexemplos de extrativos: acidos
graxos, ceras, alcaldides, proteinas, fenolicos, agucares simples, pecti-
nas, mucilagens, gomas, resinas, terpenos, amido, glicosideos, saponinas
e 6leos essenciais (YU; LOU; WU, 2007; SILVA, 2009).

2.1.2 Bagaco da cana-de-aglcar

A cana-de-aclcar é uma planta originéria da Asia e foi introduzi-
da no Brasil no inicio do regime colonial para exploracdo da atividade
acucareira (BRANDAO, 1985). Desde o inicio do plantio de cana-de-
acucar, os cultivares passaram por diversas modificagdes que resultou




12

em varias espécies que se diferenciam em conteldo de fibras e agucar.
Segundo Daniels e Roach (1987) a cana-de-agucar é uma espécie ald-
gama (fecundacgdo cruzada), da familia Gramineae (Poaceae) tribo An-
dropogoneae, género Saccharum, onde se destacam as espécies S. offici-
narum Linneus, S. robustum Brandes e Jeswiet ex Grassl, S. barberi
Jeswiet, S. sinense Roxb., S.spontaneum Linneus e S. edule Hassk.
Como matéria-prima fundamental em diversas aplicagdes, a cana-
de-acUcar se apresenta como uma forte cultura de peso econdmico, sen-
do que a partir dela é possivel produzir alcool combustivel e industrial,
aguardente, cera e ainda, pode ser consumida in natura e em pequenos
comeércios de caldo de cana (PINTO, 2002). Vale ressaltar ainda que o
Brasil se apresenta como 0 maior produtor de cana-de-agicar no mundo
(Figura 5), 0 que torna esta cultura uma das mais importantes do pais.

Figura 5 — Producdo dos principais paises produtores de cana-de-agUcar em
2010.
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Fonte: Dados obtidos na Food and Agriculture Organization of the United
Nations (2012).

Em geral, os processos de aplicacdo da cana-de-agUcar supracita-
dos geram residuos como o bagaco, a palha, a vinhaca, a torta de filtro e
as cinzas das caldeiras (BNDES; CGEE, 2008). No entanto, o bagago ¢
o residuo em maior quantidade, no qual chega a ser considerado o prin-
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cipal residuo agroindustrial brasileiro. Um simples balango de massa
tomando com base em uma tonelada de caule de cana-de-agUcar, nos
mostra que sdo formados 750 L de suco de cana (utilizado para os pro-
cessos fermentativos) e 250 Kg de bagago, que contém cerca de 50% em
umidade (ZANIN et al., 2000). A parte Umida deste bagaco além da
agua é constituida basicamente de sacarose e outros agUcares fermentes-
civeis. Mas por outro lado, restam 125 Kg de bagaco seco que contém
53,8 kg de celulose (43%), 31,3 Kg de hemicelulose (25%), 28,8 Kg de
lignina (23%) e 3% de grupos acetil em heteroxilanas (correspondendo a
4 Kg de acido acético), 6 Kg de extrativos incluindo sacarose residual
(4%) e 3 Kg de cinzas (2%) (ZANIN et al., 2000). Na Figura 6 é ilustra-
do o contraste dos depdsitos de bagago de cana-de-agucar frente as usi-
nas de alcool, onde este residuo comumente é gerado.

Figura 6 - Deposito de bagago (residuo) de cana-de-aglcar em usina de
producéo de alcool.

Fonte: Neto (2009. '

Apesar deste residuo apresentar um grande potencial para produ-
¢do de combustiveis e produtos quimicos, as suas atuais aplicacdes se
restringem & combustdo para geracdo de energia nas usinas onde sdo
gerados (LIMA; RODRIGUES, 2007). Uma pequena fracdo é usada
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para forragem de gado e outros animais, no entanto ainda ha excedente
(ZANIN et al., 2000; BETANCUR; PEREIRA JR., 2010). Além disso,
com o0 aumento da producdo de cana-de-aglicar, em resposta ao cresci-
mento da demanda global de etanol, mais bagaco estard disponivel
(BALAT; BALAT, 2009; BETANCUR; PEREIRA JR., 2010).

2.2 PRE-TRATAMENTO DE RESIDUOS CELULOSICOS

O bagaco da cana-de-agUcar assim como os demais residuos lig-
noceluldsicos, apresenta uma natureza recalcitrante devido ao arranjo
estrutural formado pelos seus componentes celulose, hemicelulose e
lignina. Como j& visto no item 2.1, neste arranjo estrutural a celulose
encontra-se protegida pela hemicelulose e lignina. Esta recalcitrancia faz
com que as enzimas celulases ndo tenham acesso a celulose para realizar
uma degradacgdo eficaz (Figura 7). Uma forma de vencer esta recalci-
trancia e proporcionar uma boa condicdo para atuacdo das celulases é a
utilizacdo de métodos de pré-tratamentos nestes residuos lignocelul6si-
Cos.

Figura 7 - Efeito do pré-tratamento na acessibilidade das enzimas celulases para
realizar hidrélise.
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Fonte: Adaptado de Taherzadeh e Karimi (2008).
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Para que o pré-tratamento seja considerado eficiente ele deve redu-
zir a recalcitrancia do material aumentando a acessibilidade das enzimas
ao polimero de celulose. No entanto, para ele se tornar vidvel ele precisa
ter propriedades que visam um alto rendimento e baixos custos de ope-
racdo (YANG; WYMAN, 2008):

¢ Rendimento elevado para uma diferente gama de materiais lig-
nocelulésicos;

o Alta digestibilidade enzimética sobre os solidos pré-tratados. O
material pré-tratado deve ter rendimento superior a 90% de
conversdo (celulose para aglicares monoméricos) em menos de
cinco dias com uma preparagdo enzimatica inferior a 10 FPU/g
celulose;

o Nd&o apresentar uma significativa degradacdo de agUcares. Evitar
que ocorra perda de agucares provenientes da celulose e hemicelu-
lose;

o Ndo gerar substancias téxicas que venham inibir a etapa de hidréli-
se enzimatica e fermentac&o;

o N&o necessitar de processos de moagens e/ou trituracdo para re-
ducdo das particulas da biomassa, j& que estes demandam muita
energia;

e Operacdo em reatores de custo e tamanho moderado;

e Minima demanda de energia.

Os residuos lignocelulésicos possuem alguns fatores que estéo in-
timamente ligados a sua recalcitrancia a hidrélise enzimatica. Sao estes
fatores o indice de cristalinidade da celulose, o grau de polimerizagdo da
celulose, a area superficial acessivel, o tamanho da particula, a espessura
da parede celular, a porosidade e a barreira de lignina juntamente com o
conteldo de hemicelulose formado ao redor das fibrilas de celulose
(TAHERZADEH; KARIMI, 2008; ALVIRA et al., 2010). A cristalini-
dade sozinha ndo é capaz de impedir a hidrélise quando uma quantidade
suficiente de enzimas for utilizada, portanto, a soma de todos os fatores
deve ser levada em considera¢do (RABELO, 2007).

Neste sentido, com a finalidade de atender as propriedades de vi-
abilidade e os fatores relacionados a recalcitrancia dos materiais ligno-
celulésicos, diversos tipos de pré-tratamentos ja foram estudados. Eles
podem ser classificados em fisico, quimico, fisico-quimico e biolégico,
de acordo com as diferentes forcas ou energias consumidas durante o
processo de pré-tratamento (Tabela 1).
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Tabela 1 - Métodos de pré-tratamento de materiais lignocelulésicos para hidro-
lise enzimatica.

Meétodo Processo Tipos de Mudancas

Fisico Moagem e Diminui o grau de polimerizagdo
Trituragdo; e a cristalinidade da celulose;
Irradiacéo; Aumenta a area superficial e o
Alta temperatura. tamanho dos poros da particula.

Quimico  Bases; Aumenta a area superficial,
Acidos; Diminui o grau de polimerizago
Gases; e a cristalinidade da celulose;
Agentes oxidantes e Parcial ou quase completa degra-
redutores; dacéo da hemicelulose e desligni-

Solventes para ex- ficacéo.
tragdo da lignina.

Fisico- Tratamento alcalino Degradacdo da hemicelulose e
quimico associado a explosdo deslignificacao;
a vapor; Aumenta a éarea superficial e 0s

Moagem com trata- poros da particula.
mento alcalino ou

acido.
Bioldgico  Fungos e Degradacdo da hemicelulose e
actinomicetos. deslignificacéo;

Aumenta a area superficial e os
poros da particula;
Diminui o grau de polimerizac&o.

Fonte: Rabelo (2007); Taherzadeh e Karimi (2008); Alvira et al. (2010).

Todos os métodos supracitados apresentam vantagens e desvan-
tagens referentes a sua eficiéncia e custo. Os métodos fisicos séo relati-
vamente ineficientes no aumento de digestibilidade da biomassa e o0s
bioldgicos apresentam um rendimento muito inferior aos demais. Os
processos fisico-quimicos apresentam baixa digestibilidade quando
comparados aos tratamentos simples (RABELO, 2007), e os métodos
guimicos muitas vezes acabam formando inibidores para as enzimas na
etapa de hidrélise e fermentacdo (ALVIRA et al., 2010). Sendo assim,
foi escolhido como objeto de estudo um método quimico de pré-
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tratamento, optando por um composto com baixa ou nula geracdo de
residuos inibidores.

2.2.1 Meétodo quimico de pré-tratamento

Existe uma grande variedade de métodos quimicos de pré-
tratamento, compreendendo mecanismos diferentes de acdo. Mas, de
uma forma geral, os métodos quimicos conseguem deslignificar o mate-
rial sem degradar a cadeia celuldsica, ocasionando apenas uma parcial
degradacdo da hemicelulose que esta intimamente ligada a lignina, con-
tribuindo para uma diminuigdo no grau de polimerizagdo e indice de
cristalinidade da celulose bem como em um aumento da porosidade do
material (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Entre os pré-tratamentos quimicos foi escolhido o método de oxi-
dacéo por perdxido de hidrogénio como alvo de estudo. O perdxido de
hidrogénio (H,0O;) é um dos oxidantes mais versateis que existe, além de
possuir um alto poder oxidante na sua forma natural (Tabela 2), ele pode
ser convertido em radical hidroxila (*OH) através de catalise, obtendo
um potencial de oxidac8o ainda maior. Além disso, o peréxido de hidro-
génio ndo gera residuos na biomassa, além de praticamente ndo formar
produtos secundarios (RABELO; FILHO; COSTA, 2008; RABELO et
al., 2011). Com isso ndo interfere na etapa posterior de hidrdlise enzi-
matica e fermentacio (REYES; PERALTA-ZAMORA; DURAN,
1998).

Tabela 2 - Potencial de oxidacdo de diferentes oxidantes.

Oxidante Potencial de oxidacéo (V)
Flaor 3,0
Radical hidroxila (¢OH") 2,8
Oz6nio 2,1
Peréxido de hidrogénio 1,77
Pergamato de potassio 1,7
Dioxido de cloro 1,5
Cloro 1,4

Fonte: Mattos et al. (2003).
2.2.1.1 Pré-tratamento com peroéxido de hidrogénio
Na natureza a degradacdo efetiva da lignina € realizada por mi-

crorganismos que utilizam um grupo de enzimas oxidativas que séo
capazes de oxidar subestruturas da lignina na presenca de peroxido de



18

hidrogénio (ARANTES; MILAGRES, 2009). Além disso, 0 perdxido de
hidrogénio tem sido amplamente empregado como agente de deslignifi-
cacdo nos processos de branqueamento nas industrias téxtil, de papel e
celulose, onde é usado como alvejante (GOULD, 1985; RABELO et al.,
2011).

O perdxido de hidrogénio, além de possuir um alto potencial de
oxidacdo e um bom desempenho nos processos de deslignificacdo, se
apresenta como um composto limpo, sendo que sua decomposicéao for-
ma apenas agua e oxigénio (equacao 2.1). Sendo assim pode ser consi-
derado, um agente promissor na utilizacdo para pré-tratamentos de mate-
riais lignocelulésicos.

H>O, <> H,O + O, (21)

Segundo Gould (1985), a adicdo de hidroxido de sddio (NaOH)
nas solucfes com perdxido de hidrogénio faz com que o pH aumente e
com isso, uma série de reacGes sdo desencadeadas levando & formacéo
de radicais hidroxilas (*OH). Estes radicais atacam os grupos hidrofili-
cos dos materiais lignocelulésicos quebrando algumas ligagdes e pro-
movendo a oxidagdo da estrutura da lignina bem como a dissolugdo da
hemicelulose e lignina (RABELO, 2007).

Para um melhor entendimento das rea¢fes que atuam no processo
de pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino (peréxido de
hidrogénio adicionado de hidréxido de s6dio) é necessario avaliar todas
as reacGes envolvidas na sua decomposicdo (GOULD, 1985).

Em pH alcalino, o perdxido de hidrogénio (H,O,) se dissocia e
forma o &nion hidroperéxido (HOO):

HzOg <~ HOO + H+ (22)

Com o pH a 11,5, o anion hidroperdxido pode reagir com o H,O,

ndo dissociado para formar um radical hidroxila (*OH) altamente reati-
Vo e superdxido (*O7,) como mostra a reacdo abaixo (equacao 2.3).

H202 + HOO — <OH + 0_2' + HZO (23)

Na auséncia de outros reagentes, radicais hidroxilicos e superoxi-
dos reagem entre si formando oxigénio e agua:

“OH + 0% + H* — 0, + H,0 (2.4)
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Entdo, a equacdo global das equacdes 2.3 e 2.4, formam:
H,0, + HOO + H" — 0, + 2H,0 (2.5)

Analisando as equagdes 2.1 e 2.5, fica claro que o maximo de
oxigénio que pode ser envolvido na solucdo alcalina é igual & metade da
fracdo molar de perdxido de hidrogénio. Sendo assim, se outros com-
postos que reagem com radical hidroxila (¢*OH) e/ou superdxido (O7;°)
estiverem presentes, haverd uma competicdo na equagdo 2.4, podendo
ser observado uma reducdo do oxigénio na equacgdo 2.5. Desta forma,
Gould (1985) descreve que o pré-tratamento com perdxido de hidrogé-
nio alcalino atua como agente oxidante da lignina.

O pH da solucéo de peroxido de hidrogénio influéncia na reagéo
de deslignificacdo de materiais lignocelulésicos. O estudo de Gould
(1984) avaliou o pré-tratamento por peréxido de hidrogénio alcalino em
residuos agricolas como palha de trigo e residuos da colheita de milho, e
constatou que a deslignificacdo destes materiais ocorreu apenas nos
tratamentos com pH acima de 10,5 com a maxima deslignificacdo ocor-
rendo a pH 11,5 ou maior. Em pH 6,8 apenas 10-15% da lignina foi
solubilizada, com isso a digestibilidade da biomassa também foi baixa.

Segundo Rabelo et al. (2011), o peroxido de hidrogénio é um mé-
todo de pré-tratamento muito promissor para o bagago da cana-de-
acucar. Em estudo comparativo com o hidroxido de célcio, o pré-
tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino foi mais veloz (exigiu
uma hora a menos) e ocorreu em temperatura ambiente, além de ser
capaz de conduzir uma alta producdo de glucose no processo final,
mesmo quando o bagaco nao foi previamente moido e/ou peneirado. Isto
se explica pelo seu grande potencial oxidativo e o fato de ndo deixar
residuos que venha a inibir a atividade das celulases na etapa de sacari-
ficacdo. Em seu estudo, a condicdo 6tima de pré-tratamento foi de
7,35% de perdxido de hidrogénio, incubados a 25°C durante 1 hora.

Monte, Briezo e Milagres (2011) realizaram um pré-tratamento
no bagacgo da cana-de-agUcar com peroxido de hidrogénio alcalino se-
guido de uma hidrdlise enzimatica adicionada de suco de abacaxi. A
melhor condicdo de pré-tratamento foi de com 60°C de temperatura, 2%
de perdxido de hidrogénio e a 0,5% de sulfato de magnésio por um peri-
odo de 4 horas. Nestas condi¢des, a remocao da lignina atingiu cerca de
70% e a de hemicelulose 36%. A remocéo de lignina e hemicelulose do
bagaco pelo pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino clara-
mente produziu um substrato com caracteristicas melhoradas para a
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hidrélise enzimatica por celulases, uma vez que foi atingida uma alta
conversdo enzimatica (63%) em um curto tempo de reacdo (24 h). No
entanto, a degradacdo do polimero hemicelulose néo é vantajosa, sendo
que este carboidrato poderia ser reduzido a unidades monomeéricas de
hexoses e pentoses.

Karagoz et al. (2012) utilizaram o pré-tratamento com perdxido
de hidrogénio alcalino na palha de colza para producdo de etanol. A
condigdo 6tima de pré-tratamento foi de 5% de perdxido de hidrogénio a
50°C durante 1 hora de incubacdo. Com esta condicdo, 5,73 g de etanol
foi obtida na fracdo liquida e 14,07 g de etanol foi produzido por co-
fermentacdo a partir da fracdo solida do pré-tratamento. Com a adigéo
de 0,5 M de sulfato de magnésio durante o pré-tratamento melhorou o
processo de deslignificacdo, aumentando em 0,92% a producédo de eta-
nol.

Outras tecnologias envolvendo o uso do perdxido de hidrogénio
para o pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos ja foram desenvolvi-
das. Takagi (1987) descreve um método de pré-tratamento para substan-
cias lignoceluldsicas utilizando uma solugdo aquosa de perdxido de
hidrogénio na presenca do fon metalico Mn*2. Segundo este autor, o fon
metalico ajuda no processo de oxidacdo liberando radicais hidroxilas
(*OH). Martinez-Huitle e Brillas (2009) descrevem que o perdxido de
hidrogénio é comumente ativado em efluentes &cidos com fons de Fe?*
agindo como catalisador (reagente de Fenton), e a partir deste processo
sdo liberados radicais hidroxilas (*OH), como forte oxidante de materi-
ais organicos. Lucas et al. (2012) utilizaram acetato de manganés para
catalisar a oxidacdo do peroxido de hidrogénio e promover a deslignifi-
cacdo de madeira. Esta madeira pré-tratada apresentou uma hidrdlise
enzimatica 20-40% superior a ndo tratada. Estas tecnologias possuem
em comum a utilizacdo de metais para catalisar a libera¢do dos radicais
hidroxilas (¢OH).

Referente a utilizacdo do perdxido de hidrogénio em conjunto
com cinzas para promover o tratamento de materiais lignocelulésicos,
ndo existem trabalhos publicados. Sendo que este trabalho esta em pro-
cesso de depdsito do pedido de patente (Anexo 1), intitulada “Método
de pré-tratamento e hidrolise de materiais lignocelulésicos para obten-
¢do de agticares monoméricos” (QUADRI; ODISI; LIMA, 2012).
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2.3 HIDROLISE ENZIMATICA

O processo de hidrélise da celulose a glucose envolve no minimo
trés grupos de celulases, que atuam de forma sinérgica e diferentemente
conforme o organismo e o substrato, podendo ser genericamente carac-
terizadas como: endoglucanases, exoglucanases ou celobiohidrolases e
B-glucosidases (LYND et al., 2002; ZHANG; HIMMEL; MIELENZ,
2006; CASTRO; PEREIRA JR, 2010; OGEDA; PETRI, 2010; ODISI et
al., 2012).

As endoglucanases (EC 3.2.1.4) iniciam a hidrdlise da celulose
clivando de forma randémica as ligagdes B-1,4-glicosidicas internas da
estrutura amorfa da fibra celulésica, liberando oligossacarideos de di-
versos graus de polimerizacdo e, consequentemente, novos terminais,
sendo um redutor e um ndo redutor (CASTRO; PEREIRA JR, 2010).
Estas enzimas hidrolisam a celulose amorfa e celuloses modificadas
guimicamente (soltveis), como carboximetilcelulose (CMC) e hidroxie-
tilcelulose (MARTINS, 2005).

O grupo das exoglucanases é constituido por celobiohidrolase
(3.2.1.91) e glucano hidrolase (3.2.1.74). As glucano hidrolases sdo
capazes de liberar glucose diretamente da fibra celulésica (CASTRO;
PEREIRA JR, 2010). Ja as celobiohidrolases agem de maneira progres-
siva em extremidades redutoras e ndo-redutoras da celulose, e possuem
maior afinidade por celulose insolivel ou microcristalina, liberando
majoritariamente a celobiose, além de glucose e celotriose como produ-
tos (MARTINS, 2005; FERREIRA, 2010) Estas enzimas geralmente
sofrem inibicdo pelo seu préprio produto de hidrdlise, a celobiose
(ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006).

As B-glucosidases (3.2.1.21) atuam nos residuos de celodextrina e
celobiose hidrolisando-os a glucose (LYND et al.,, 2002; OGEDA,
PETRI, 2010). Assim como as celobiohidrolases, também é reportada
com a caracteristica de sofrer inibicdo por seu produto de hidrdlise.

O mecanismo sinérgico (Figura 8) das celulases faz com que a
velocidade de formagdo de produtos solUveis aumente significativamen-
te quando comparado a velocidade de acdo isolada das enzimas
(SANDGREN,; STAHLBERG; MITCHINSON, 2005). No mecanismo
sinérgico exo-endo, as endoglucanases clivam randomicamente cadeias
na superficie da celulose, fornecendo numerosos sitios adicionais para
que as celobiohidrolases possam clivar (OGEDA; PETRI, 2010). Se-
gundo Bhat e Bhat (1997), o grau de sinergismo varia conforme o tipo
de celulose que é utilizada na hidrélise. Na presenga de uma celulose
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cristalina o sinergismo entre as endoglucanases e exoglucanases ¢ alto,
no entanto, & medida que o indice de cristalinidade diminui o sinergismo
também diminui. Em derivados solUveis da celulose, como 0 CMC, o
sinergismo é muito baixo ou ausente.

Figura 8 - Mecanismo de hidrolise da celulose pelo complexo de celulases do
género Trichoderma. (Endos - endoglucanases; exosR - exoglucanases atuando
nos terminais redutores; exosNR - exoglucanases atuando nos terminais nédo
redutores; B-Gase — B-glucosidases).
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Fonte: Adaptado de Zhang, Himmel e Mielenz (2006).
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CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS

Este capitulo apresenta, de forma detalhada, as metodologias pro-
postas para os pré-tratamentos e hidrélise enzimatica do bagago da cana-
de-aclcar, bem como a caracterizacdo dos materiais envolvidos nestes
processos.

3.1 SUBSTRATO
3.1.1 Preparo do bagaco da cana-de-agUcar

O bagaco de cana-de-aglcar utilizado neste trabalho foi obtido
em comércio de caldo de cana na cidade de Floriandpolis, SC. O bagago
foi seco sob a luz solar durante um periodo de 3-4 dias até que perdesse
substancialmente sua umidade. Ap6s a pré-secagem, o bagaco foi moido
em moinho analitico (Quimis - Q298A), sendo posteriormente lavado
com &gua destilada até ficar livre de acuUcares proveniente do caldo.
Durante a lavagem foram realizadas diversas medidas de solidos solu-
veis em refratbmetro (Biobrix - 2 WAJ) até obter o valor de 0° Brix. O
bagaco foi seco em estufa a 50°C por 72 horas, e em seguida, foi manti-
do a temperatura ambiente por 24 horas e embalado em sacos plasticos
até o momento do uso.

Figura 9 - Bagago utilizado para os ensaios de pré-tratamento.




24

3.1.2 Preparo das cinzas do bagaco da cana-de-agucar

O bagaco foi seco sob a luz solar durante um periodo de 3-4 dias
até que perdesse substancialmente sua umidade. Ap0s a pré-secagem, 0
bagaco foi incinerado em um grande recipiente até ficar carbonizado. O
bagaco carbonizado foi levado para a mufla (600°C por 8 horas) e trans-
formado em cinzas. As cinzas foram armazenadas em tubos conicos até
0 momento do uso.

Figura 10 - Bagago carbonizado (& esquerda) e cinzas (a direita).

3.1.3 Caracterizacdo quimica
3.1.3.1 Determinacdo do teor de extrativos totais

Os extrativos totais foram determinados conforme a norma
TAPPI T 264 cm-97 (TAPPI, 1997). Esta metodologia foi empregada
também para eliminar os extrativos das amostras para analises posterio-
res. Os procedimentos praticos foram conduzidos em duas fases. Na
primeira foi realizada a extracdo em solvente orgénico e na segunda
extracdo em agua.

A extracdo em solvente organico foi realizada em extrator Soxh-
let. Para tanto, foram utilizados 5 g de amostra seca e 200 mL de etanol-
tolueno (1:2 (v/v)). As amostras foram acondicionadas em um cartucho
confeccionado com papel de filtro e colocadas dentro da coluna do So-
xhlet. O solvente foi colocado em um baldo de 500 mL, de massa seca
conhecida, sendo que o material foi extraido por 7 horas. O baldo con-
tendo os extrativos e solventes foi levado a um evaporador sob vacuo e,
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apos a recuperacdo dos solventes, o baldo com extrativos foi levado a
estufa (105 + 2°C) até peso constante. O teor de extrativos foi calculado
com base na diferenca de massas.

Para a extracdo com agua, o material foi extraido em bal&o sob
refluxo por 7 horas, sendo utilizadas 5 g de amostra seca em 200 mL de
agua. Apods a extracdo, o material foi filtrado a vacuo em cadinho de
vidro sinterizado e separado para posterior analise. Apos a extracdo, foi
separada uma aliquota de 25 mL para a determinacdo da massa de extra-
tivos totais. Esta aliquota foi colocada em uma placa de petri previamen-
te tarada e levada a estufa (105 + 2°C) até peso constante. A partir da
diferenca de massas foi calculada a quantidade de extrativos em gramas
contidos em 25 ml de solugéo.

Considerando a quantidade de extrativos encontrados nas duas fa-
ses, e a quantidade de amostras empregadas na extracdo, calculou-se o
teor de extrativos em percentagem (%).

3.1.3.2  Determinacdo do teor de celulose

O teor de celulose foi determinado segundo a metodologia de Ku-
rschner-Hoffner (BROWNING, 1967). Para tanto, foram empregadas 5
g de amostra livre de extrativos (item 3.1.3.1) com 125 mL de solugdes
alcodlicas de &cido nitrico sob refluxo, durante quatro ciclos de 1 h.
Apos cada ciclo, a solucdo de acido nitrico alcodlica é removida e um
novo volume da solugdo é adicionado. A solugdo de &cido nitrico alco6-
lico consistiu em misturar um volume de solugdo de &cido nitrico 65%
(m/m) com quatro volumes de etanol com 96% de pureza. No final dos
guatro ciclos, a celulose foi lavada, seca em estufa (105 + 2°C) até peso
constante. O teor de celulose foi calculado pela diferenca de massas.

3.1.3.3  Determinacdo do teor de holocelulose

A holocelulose (hemicelulose + celulose) foi determinada utili-
zando o método de clorito de sodio (BROWNING, 1967; MORAIS;
ROSA; MARCONCINI, 2010). Uma quantidade de 1 g de fibras foi
diluida em 60 mL de &gua destilada sob agitacdo magnética sob 70 +
2°C durante 30 minutos. Depois do equilibrio térmico, 1,5 g de clorito
de sédio e 2 mL de &cido acético foram adicionados. Este procedimento
foi repetido depois de 1 e 2 horas, resultando em 3 horas de reagdo. Por
fim, a massa resultante foi filtrada e seca em estufa (105 £ 2°C) até atin-
gir massa constante. O teor de holocelulose foi calculado pela diferenga
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de massas. O teor de hemicelulose foi determinado pela diferenga da
holocelulose e celulose.

3.1.3.4 Determinacdo do teor de lignina de Klason

A quantificagdo do teor de lignina insolvel de Klason foi deter-
minada de acordo com o método de Gomide e Demuner (1986). Para
tanto, 3 g de amostra livre de extrativos (item 3.1.3.1), foi tratada com
acido sulfurico 72% a 20°C por um periodo de 1 h sob agitacdo constan-
te. Ap0s este periodo, a mistura foi diluida até uma concentracéo de 3%
em 4cido sulfurico e incubada em autoclave (118°C) por 1 h para pro-
mover a hidrélise total dos poli e oligossacarideos. Posteriormente, a
mistura foi filtrada em cadinho de Gooch previamente tarado. O materi-
al retido foi lavado com agua quente e seco em estufa (105 + 2°C) até
peso constante. O teor de lignina foi calculado pela diferenca de massas.

3.1.3.5 Determinacdo do teor de cinzas

O teor de cinzas da amostra foi determinado de acordo com a
norma Tappi 211 om-12 (TAPPI, 2012). Os cadinhos utilizados foram
previamente incubados em mufla a 575°C por 1 hora. Apds este periodo,
foram adicionados 0,5 g de amostra e os cadinhos retornaram a mufla
(575 °C ) por 5 horas. A amostra calcinada foi transferida para um des-
secador para resfriar até atingir a temperatura ambiente e massa constan-
te. O teor de cinzas foi obtido pela diferenca de massas.

3.1.3.6  Quantificacdo de metais

A quantificacdo de metais foi realizada pelo Laboratério de Es-
pectrometria de Massa e Atdmica do Departamento de Quimica da
UFSC. As amostras foram pesadas, aproximadamente 130 mg, em fras-
cos de teflon, aos quais foram adicionados 5 mL de &cido nitrico bi-
destilado e 1 mL de peroxido de hidrogénio supra-puro. Os mesmos
foram fechados e levados ao micro-ondas (Milestone — MLS 1200) para
a digestdo utilizando um programa de temperatura com quatro etapas -
250 Watts, 400 Watts, 650 Watts e resfriamento - de 5 minutos cada.
Em seguida, os vasos foram resfriados e adicionado 1 mL de &cido fluo-
ridrico bi-destilado, sendo os vasos fechados e submetidos novamente
ao mesmo programa do micro-ondas. Por fim, as amostras foram lidas
em Espectrémetro de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado ICP-
MS (Perkin Elmer - NexION 300 D).
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3.1.3.7 Identificacdo espectrométrica de compostos organicos

Para observar a ocorréncia de modificagdes quimicas na estrutura
das amostras de bagago antes e apds os pré-tratamentos e a hidrdlise
enzimatica foram realizadas anélises de Espectroscopia de Infraverme-
Iho com Transformada de Fourier (FTIR). Os espectros foram obtidos
em espectrometro Shimadzu (IRPrestige-21), usando uma resolucéo de
4 cm™ e 120 varreduras. Foram pesadas aproximadamente 3 mg de
amostra e preparadas em 300 mg de pastilhas de KBr (Sigma-Aldrich -
221864). As amostras de bagaco, com e sem tratamento, utilizadas para
a analise foram secas por liofilizagcdo. As analises foram realizadas no
Laboratério de Controle de Processos do Departamento de Engenharia
Quimica da UFSC.

3.1.3.8 Caracterizagdo morfol6gica

Microscopio eletronico de varredura (MEV) foi utilizado para ob-
servar as caracteristicas morfoldgicas das estruturas lignocelulésicas do
bagaco. As amostras a serem observadas foram montadas sobre uma fita
adesiva condutora, em seguida foram recobertas com ouro utilizando o
aparelho SCD 500 da marca LEICA. Ap0s este tratamento o material foi
observado no MEV (JEOL - JSM-6390LV) utilizando uma voltagem de
15 kV. Estes procedimentos foram conduzidos no Laboratério Central
de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.

3.2 ENZIMAS

Para os ensaios de hidrdlise enzimética foram utilizadas as enzi-
mas comerciais de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich - 22178). As in-
formacdes contidas na especificacdo do produto indicam a presenca de
enzimas endoglucanase e exoglucanase, excluindo a presenca da enzima
B-glucosidase. No entanto, ensaios prévios identificaram a presenca das
trés enzimas (endoglucanase, exoglucanase e p-glucosidase), e portanto,
esta formulagdo comercial foi utilizada como Unica fonte de enzimas.

3.2.1 Ensaios de atividade enzimatica
3.21.1 p-glucosidase

A B-glucosidase foi avaliada pelo substrato cromogénico p-
nitrofenil-p-D-glicopiranosideo (PNP-G, Sigma-Aldrich - N7006) se-
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gundo a metodologia de Lima et al. (2009). A reacdo foi composta por
50 pL do substrato PNP-G (2 mM) e 50 pL da enzima comercial (2
mg/mL), ambos diluidos em tampé&o para manter o pH desejado. A rea-
¢do foi incubada por 15 minutos na temperatura requerida. Posterior-
mente, a reagdo foi interrompida com 100 uL de Na,CO3 (1 M) e resfri-
ada em temperatura ambiente. Aliquotas de 100 pL foram avaliadas em
espectrofotdbmetro (Tecan — A 405 nm). A leitura foi comparada a uma
curva padrdo de p-nitrofenil (PNP), nas concentragdes de 0,125; 0,250;
0,375; 0,5; 0,75 e 1 mM. Todos os ensaios foram realizados em quatro
réplicas. Uma unidade de enzima (U) para o substrato PNP-G foi defini-
da como a atividade da enzima que catalisa a conversdo de 1 umol de
PNP em um minuto.

3.2.1.2 Exoglucanase

A exoglucanase foi avaliada pelo substrato cromogénico p-
nitrofenil-p-D-celobiosideo (PNP-C, Sigma-Aldrich - N5759), segundo
Lima et al. (2009). Este substrato pode igualmente ser degradado pela -
glucosidase, portanto, foi realizado um ensaio prévio adicionando dife-
rentes concentracdes do agucar Glucono Delta Lactona (Sigma-Aldrich -
G4750), para inibir a atividade da B-glucosidase sem inibir a exogluca-
nase. Foram realizados paralelamente ensaios com 50 uL do substrato
PNP-G (2 mM) e PNP-C (2 mM), contendo 50 pL da enzima comercial
(2 mg/mL) e diferentes concentra¢Bes de glucono-delta-lactona (10, 20,
30, 40, 50, 100, 150, 200, e 250 mM). As reacBes foram incubadas,
interrompidas e avaliadas em espectrofotdbmetro conforme item 3.2.1.1.
Foi escolhida a concentracdo que inibia quase que totalmente a atividade
da B-glucosidase sem afetar a atividade da exoglucanase.

Apos estabelecida a forma de inibir a B-glucosidase, a reacédo foi
composta por 50 pL do substrato PNP-C (2 mM) adicionados de gluco-
no-delta-lactona na concentracéo ideal e 50 pL da enzima comercial (2
mg/mL), ambos diluidos em tampdo para manter o pH desejado. As
reacdes foram incubadas, interrompidas e avaliadas em espectrofotdme-
tro conforme item 3.2.1.1. Todos os ensaios foram realizados em quatro
réplicas. Uma unidade de enzima (U) para o substrato PNP-C foi defini-
da como a atividade da enzima que catalisa a conversdo de 1 pumol de
PNP em um minuto.
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3.2.1.3 Endoglucanase

A enzima endoglucanase foi avaliada com substrato Azo-CM-
Cellulose (AZO-CMC, Sigma-Aldrich - 18693), segundo Lima et al.
(2005). Este substrato consiste em uma molécula de azul brilhante do
remazol (ABR) ligado a moléculas de CMC. A reacdo foi constituida de
100 pL de AZO-CMC (4 mg/mL) e 100 pL da enzima comercial (2
mg/mL), ambos diluidos em tampéo para manter o pH desejado. A rea-
¢do foi incubada por 30 minutos na temperatura requerida. Posterior-
mente, foram adicionados 50 uL de HCI1 (1M), procedendo-se a resfria-
mento em banho de gelo (10 min) para estagnar a reacdo. Posteriormen-
te, a reacdo foi centrifugada para precipitar o substrato ndo degradado
(3500 G, por 5 min). Aliquotas de 100 pL do sobrenadante obtido apds a
centrifugacdo foram avaliadas em espectrofotdbmetro (Tecan — A 595
nm). A leitura foi comparada a uma curva padrdo de ABR, nas concen-
tracOes de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 mg/mL. Todos os ensaios foram
realizados em quatro réplicas. Uma unidade de enzima (U) para o subs-
trato AZO-CMC foi definida como a atividade da enzima que catalisa a
conversdo de 1 umol de ABR em um minuto.

3.2.2 Condigbes 6timas de atividade da enzima

As enzimas comerciais foram submetidas a ensaios para determi-
nar as condicfes 6timas de temperatura e pH. Para ambos, foram utili-
zados os procedimentos j& descritos paras as enzimas B-glucosidase
(item 3.2.1.1), exoglucanase (item 3.2.1.2) e endoglucanase (item
3.2.1.3).

3.2.2.1 Determinacéo da temperatura 6tima

Para determinacdo da temperatura 6tima das enzimas comerciais
o0s ensaios com PNP-G, PNP-C e AZO-CMC foram diluidos em tampé&o
acetato (50 mM, pH 4,8). O tampao e as enzimas foram incubados sepa-
radamente por 10 minutos nas temperaturas avaliadas (10, 20, 30, 40,
45, 50 e 60 °C), e em seguida foram misturados iniciando a reacdo na
temperatura desejada por um tempo determinado para cada enzima.

3.2.2.2 Determinagéo do pH 4timo

O pH 6timo das enzimas comerciais foram conduzidos com 0s
substratos PNP-G, PNP-C e AZO-CMC diluidos em tampdes acetato
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(50 mM) com diferentes pHs (3,6; 4,0; 4,4; 4,8; 5,3 e 5,65). Todas as
reacdes foram incubadas na temperatura 6tima determinada na etapa
anterior (item 3.2.2.1).

3.3 PRE-TRATAMENTO

Foram avaliadas as condigdes 6timas e a eficiéncia de dois méto-
dos de pré-tratamento de material lignocelulésico utilizando o perdxido
de hidrogénio. O primeiro método consiste em um pré-tratamento com
peroxido de hidrogénio alcalino (item 3.3.1), e o segundo um pré-
tratamento com perdxido de hidrogénio suplementado com cinzas (item
3.3.2). Os pré-tratamentos foram avaliados de acordo com a concentra-
cdo de acUcares redutores totais (ART) liberados durante a hidrolise
enzimatica (Figura 11). Apo6s o estabelecimento das condi¢des 6timas de
cada processo, estes foram avaliados quanto as modificagdes fisico-
quimicas realizadas no bagaco.

Figura 11 — Fluxograma da metodologia aplicada para determinacao da eficién-
cia dos pré-tratamentos avaliados.
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3.3.1 Pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino

O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino foi reali-
zado em erlenmeyer (frasco de 125 mL), contendo 2% (p/v) de bagaco
de cana-de-agUcar e solucao final no volume de 20 mL. A concentragdo
do peroxido de hidrogénio (H,0,), a temperatura e a frequéncia de agi-
tacdo foram estabelecidas de acordo com o planejamento experimental.
A solugdo foi alcalinizada com hidréxido de sodio (NaOH) até atingir
pH de 11,5. As reacdes foram incubadas por um periodo de 3 horas em
uma mesa agitadora orbital (Tecnal - TE421). Ao término da reacgdo, o
liquido reacional foi descartado e o material solido foi lavado com agua
destilada até atingir pH neutro (7,0). Posteriormente, as amostras foram
levadas para a estufa e secas em uma temperatura de 60°C até atingirem
peso constante. Por fim, as amostras foram pesadas em balanca analitica
e armazenadas em tubos conicos e temperatura ambiente até o seu poste-
rior uso na etapa da hidrdlise enzimatica (item 3.4).

3.3.2 Pré-tratamento com peréxido de hidrogénio suplementado com
cinzas

O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio suplementado com
cinzas foi realizado em erlenmeyer (frasco de 125 mL), contendo 2%
(p/v) de bagaco de cana-de-acUcar e solucdo final no volume de 20 mL.
A concentragdo do perdxido de hidrogénio, a concentracdo de cinzas
(proveniente da queima do bagaco — item 3.1.2) e a temperatura foram
determinadas de acordo com o planejamento experimental. As reacdes
foram incubadas por um periodo de 3 horas em agitagdo constante de
1,67 Hz em uma mesa agitadora orbital. Ao término da reacdo, o liquido
reacional foi descartado e o material sélido foi lavado com &gua destila-
da até atingir pH neutro (7,0). Posteriormente, as amostras foram leva-
das para a estufa e secas em uma temperatura de 60°C até atingirem
peso constante. Por fim, as amostras foram pesadas em balanca analitica
e armazenadas em tubos cnicos e temperatura ambiente até o seu poste-
rior uso na etapa da hidrdélise enzimatica (item 3.4).

3.3.3 Planejamento experimental e analise estatistica dos dados
Para a determinacdo das condi¢cBes Gtimas de pré-tratamento do

bagaco foram realizados planejamentos experimentais fatoriais 2° com-
pletos para ambos os pré-tratamentos. Para o pré-tratamento com perd-
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xido de hidrogénio alcalino foram analisadas trés varidveis: concentra-
cdo do perdxido de hidrogénio (% (v/v)), a temperatura (°C ) e a fre-
guéncia de agitacdo (Hz). Para o pré-tratamento com perdxido de hidro-
génio suplementado com cinzas foram analisadas as variaveis: concen-
tracdo do perdxido de hidrogénio (% (v/v)), concentracdo de cinzas (%
(p/v)) e a temperatura (°C ). A resposta analisada foi o rendimento da
reacdo, medido em teor de agUcares redutores totais (ART). Os resulta-
dos obtidos foram avaliados estatisticamente por uma Analise de Vari-
ancia (ANOVA) utilizando um coeficiente de confianca de 95%
(p<0,05).

3.4 HIDROLISE ENZIMATICA

As amostras de bagaco resultante das etapas de pré-tratamento
(itens 3.3.1 e 3.3.2) foram colocadas em erlenmeyer (frasco de 125 mL),
juntamente com 20 mL de tampéo (Acetato de sédio, 50 mM, pH étimo
da enzima - item 3.2.1.2), e em seguida foram adicionadas as enzimas na
concentracdo final de 2 mg/mL (Equivalente & 2 U/mL, sendo 1 U cor-
responde a quantidade de enzimas que libera 1 umol de glucose a partir
de carboximetilcelulose por minuto, a pH 5,0 e 37°C). Os erlenmeyers
foram vedados com parafilme para que ndo houvesse uma alteracéo
consideravel do volume reacional e em seguida, foram incubados em
uma mesa agitadora orbital com rotagdo mantida a 2,5 Hz e temperatura
6tima das enzimas previamente determinadas (item 3.2.1.1).

Foram coletadas aliquotas de 500 uL durante a hidrdlise enzima-
tica em periodos de tempo pré-determinados (0, 6, 12, 24, 36, 48, 60
horas). As aliquotas foram fervidas a 100°C por 10 minutos, em termo-
bloco (Marconi — MA4004) para inativagdo das enzimas. Por fim, as
aliquotas coletadas foram aferidas quanto a quantidade de ART (item
3.4.1).

Ao final do tempo de hidrolise, o material hidrolisado foi lavado
com agua destilada para remocdo dos acUlcares e enzimas aderidas e, em
seguida, foram secos a uma temperatura de 60°C e armazenados em
tubos conicos e temperatura ambiente para posterior uso em alguma
andlise, caso necessario.

3.4.1 AcgUcares Redutores Totais (ART)
Os ART foram determinados pelo método do é&cido 3,5-

dinitrosalicilico (DNS). O reagente de DNS foi preparado de acordo
com Miller (1959) e Ghose (1987). O DNS é um reagente ndo especifi-
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co, que reage com moléculas de cinco e seis carbonos. Foram pipetados
100 pL da amostra e mais 100 pL do reagente DNS em um microtubo
(1,5 mL). As reacGes de DNS foram conduzidas em um termobloco
aquecido a 100°C, durante 15 minutos. Em seguida, 0os tubos foram
estabilizados a 4°C durante 5 minutos. Posteriormente, 1 mL de agua
destilada foi adicionado e mantido a temperatura ambiente. Por fim, 100
uL da reacdo foi transferida para uma microplaca (96 pocos) e a absor-
bancia avaliada em espectrofotdmetro (Tecan — A 540 nm). Os resulta-
dos foram comparados com uma curva padrdo de glucose em tampao
acetato (50 mM, pH 4,0).

3.4.2 Quantificacdo da Glucose

Para a quantificacdo da glicose foi utilizado um teste comercial
(Laborclin — Bioliquid Glicose), segundo Tietz (2006). Os ensaios sdo
baseados na atividade da Glucose Oxidase/Peroxidase que agem sobre a
glucose e modificam a cor do reagente de trabalho. Os procedimentos
praticos foram conduzidos de acordo com o manual do fabricante.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo apresenta os resultados obtidos dos processos de
pré-tratamento e da caracterizacdo dos materiais envolvidos.

4.1 CARACTERIZAGAO DA MATERIA-PRIMA
4.1.1 Bagaco da cana-de-agUcar

O bagaco da cana-de-agucar utilizado neste trabalho foi caracteri-
zado quanto & sua composi¢do quimica (Tabela 3). De acordo com os
resultados obtidos, a quantidade de celulose, cinzas e extrativos é simi-
lar a outros estudos com bagaco (WYMAN, 1996; RABELO et al.,
2011; ZHAO; ZHANG; LIU, 2012). No entanto, o valor de hemicelulo-
se e lignina estdo ligeiramente diferentes destes estudos. Rabelo et al.
(2011) encontraram 26,4 £+ 0,2% de lignina e Wyman (1996) apresenta
25,2% de lignina, estes valores ligeiramente inferiores podem ser conse-
guéncia do tipo de amostra utilizada. Rabelo (2007) analisou fragdes de
bagaco com diferentes granulometrias, uma fragdo com o bagaco bruto
recolhido da moenda de cana e a outra fragdo com o bagago bruto penei-
rado, restando apenas pequenas particulas. A fracdo que ndo foi peneira-
da mostrou um valor superior de lignina.

Tabela 3 - Composicdo quimica (%) do bagago da cana-de-agUcar.

Componente  Presente trabalho V(Vl)gg)n Ra?;(l)cii)t al.
Celulose 41,6 +0,9 40,2 40,5
Hemicelulose 20,9+0,8 23,8 22,9
Lignina 28,1+0,3 25,2 26,4
Cinzas 3,7+0,3 4,0 0,6
Extrativos 0,7+0,2 4.4 1,6

4.1.2 Cinzas do bagaco da cana-de-agucar

Foi realizada a quantificacdo de quatro metais presentes nas cin-
zas do bagaco da cana-de-acUcar (Tabela 4). Estes metais foram analisa-
dos tendo em vista que no estudo de Lima et al. (2005), estes metais
atuaram como cofator enzimatico, aumentando a atividade da enzima
endoglucanase. De acordo com os resultados obtidos, existe uma quan-
tidade superior dos metais Ca e Mg em comparagdo com Na e Mn. Esta
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diferenca é ocasionada pelo fato de que durante o processo de combus-
tdo da biomassa alguns elementos das cinzas séo facilmente volatizados,
como é o caso do Na e Mn, e outros em menor extensdo como o Ca e
Mg (PITA, 2009).

Tabela 4 - Quantificacdo dos principais metais das cinzas.

Metais Concentracdo g/Kg de cinzas
Sédio (Na) 1,73+0,01
Magnésio (Mg) 11,04 £ 0,06
Calcio (Ca) 14,66 + 0,06
Manganés (Mn) 2,98 + 0,01

4.2 AVALIACAO DAS CONDICOES OTIMAS DAS ENZIMAS

As enzimas celulases (B-glucosidase, exoglucanase e endogluca-
nase) contidas na formulacdo comercial foram caracterizadas quanto as
suas condicBes Gtimas de temperatura e pH, para que estas fossem em-
pregadas durante a etapa de hidrdélise enzimatica.

4.2.1 B-glucosidase

As condicgdes 6timas de temperatura e pH da B-glucosidase foram
avaliadas sobre o substrato PNP-G. Na Figura 12 € possivel observar
gue a atividade maxima foi encontrada na temperatura de 45°C e em pH
4,0. As condicbes de pH acido e temperaturas mesofilicas (40-60 °C )
sdo caracteristicas comuns para enzimas B-glucosidases do organismo
Aspergillus niger. Dekker (1986) encontrou a mesma condi¢do de pH
otimo para as B-glucosidases de outra linhagem de A. niger, no entanto a
condigdo de temperatura 6tima foi registrada entre 60-70 °C . O mesmo
acontece com Abdel-Naby, Osman e Abdel-Fattah (1999) que avaliando
trés B-glucosidases de A. niger, encontraram o pH 6timo em 4,5 e as
temperaturas 6timas em 55 e 60 °C . O contraste das condigdes timas
de temperatura e pH das B-glucosidases de uma mesma espécie revelam
a importancia desta etapa de caracterizacao.
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Figura 12 — Influéncia da temperatura e do pH na atividade da enzima pB-
glucosidase sobre o substrato PNP-G.
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4.2.2 Exoglucanase

A enzima exoglucanase foi avaliada a partir do substrato cromo-
génico PNP-C. Para que o ensaio ndo fosse afetado pela atividade da f3-
glucosidase que pode igualmente degradar este substrato (PARRY et al.,
2001), foi realizado um ensaio prévio, com diferentes concentracdes de
glucono-delta-lactona, para verificar qual concentracdo é capaz de inibir
a atividade da B-glucosidase, mantendo uma boa atividade para exoglu-
canase. Conforme apresentado na Figura 13 na concentragdo de 50 mM
de glucono-delta-lactona, praticamente néo é possivel observar atividade
enzimatica sobre o substrato PNP-G (especifico para p-glucosidase),
indicando que a B-glucosidase encontra-se inibida. No entanto, nesta
concentracdo de 50 mM de glucono-delta-lactona é possivel observar
atividade enziméatica sobre o substrato PNP-C (degradado por j-
glucosidase e exoglucanase), indicando que a exoglucanase esta ativa.
Em valores superiores de concentracdo de glucono-delta-lactona, a ati-
vidade sobre o PNP-C é diminuida, indicando que maiores concentra-
¢cBes comegam a inibir parcialmente a exoglucanase. Portanto, a concen-
tracdo de 50 mM de glucono-delta-lactona foi adicionada ao ensaio de
PNP-C para avaliacdo da influéncia da temperatura e pH na atividade
enzimatica.
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Figura 13 - Influéncia da concentracdo de glucono-delta-lactona na atividade
das enzimas B-glucosidase e exoglucanase sobre os substratos PNP-G e PNP-C.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 14 é possi-
vel observar que a atividade 6tima da exoglucanase ocorre nas mesmas
condigBes 6timas da B-glucosidase (45° C e pH 4,0). Estas condicfes de
temperatura e pH sdo comuns para enzimas de representantes do género
Aspergillus. Estes fungos geralmente habitam ambientes &cidos e com
temperatura mesofilica (OKADA, 1985), o que reflete em uma fisiolo-
gia adaptada para sobreviver nestas condices.

Figura 14 - Influéncia da temperatura e do pH na atividade da enzima exogluca-
nase sobre o substrato PNP-C adicionado de 50 mM de glucono-delta-lactona.

2,59 1,51

0,54

Atividade Enzimatica (U/mL)
Atividade Enzimatica (U/mL)

0,0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 3 4 5 6
Temperatura (°C) pH

e
[~}

4.2.3 Endoglucanase

Para a avaliacdo da endoglucanase foi utilizado o substrato cro-
mogénico AZO-CMC. Esta enzima também apresentou suas condigdes
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6timas de atividade em 45°C de temperatura e pH 4 (Figura 15). As
mesmas condi¢Bes foram encontradas em outros estudos com A. niger
(HURST etal., 1977; OKADA, 1985).

Figura 15 - Temperatura e pH 6timo da enzima endoglucanase.
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4.2.4 Consideragdes

As enzimas celulases avaliadas (B-glucosidase, exoglucanase e
endoglucanase) apresentaram sua atividade superior nas mesmas condi-
¢Oes de temperatura (45°C) e pH (4,0). Portanto, estas condi¢des foram
utilizadas para realizar todas as etapas de hidrdlise enzimatica na avalia-
cdo dos pré-tratamentos.

4.3 PRE-TRATAMENTO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO ALCALINO
4.3.1 Planejamento fatorial 23 completo

Para determinar as melhores condi¢Ges de pré-tratamento com pe-
roxido de hidrogénio alcalino foi realizado um estudo avaliando a in-
fluéncia de trés varidveis do processo, sendo elas, concentracdo de peré-
xido de hidrogénio (H,0O,), temperatura e agitacdo do meio reacional
durante o pré-tratamento. Para tanto, foi realizado um planejamento
experimental fatorial 23 completo com trés repeticdes no ponto central,
utilizando as condicdes apresentadas na Tabela 5. Ap6s o pré-
tratamento, o bagaco foi submetido a hidrélise enzimatica por um perio-
do de 60 horas e os ART liberados foram quantificados. O pré-
tratamento mais eficaz foi encontrado utilizando as condicGes do ponto
central.
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Tabela 5 - Matriz do planejamento experimental fatorial 23 completo de pré-
tratamento do bagaco da cana-de-aclicar com H,O, alcalino, e a superficie de

resposta em ART liberados ap6s 60 horas de hidrélise enzimética.

. H,0O, Temperatura Agitacdo ART
Ensale () (C) (H)  (mggh
1 3(-1) 20 (-1) 0(-1) 42,6
2 7 (+1) 20 (-1) 0(-1) 65,3
3 3(-1) 60 (+1) 0(-1) 46,2
4 7 (+1) 60 (+1) 0(-1) 24,2
5 3(-1) 20 (-1) 3,33 (+1) 454
6 7 (+1) 20 (-1) 3,33 (+1) 71,1
7 3(-1) 60 (+1) 3,33 (+1) 29,8
8 7 (+1) 60 (+1) 3,33 (+1) 9,2
9 5(0) 40 (0) 1,67 (0) 76,2
10 5(0) 40 (0) 1,67 (0) 74,2
11 5(0) 40 (0) 1,67 (0) 75,4
Controle - - - 21,8

A influéncia dos fatores foi avaliada estatisticamente por
ANOVA a um nivel de significancia de 5% (Tabela 6). A partir do valor
do Teste F (597,8) para 0 modelo, que ¢ muito maior do que o valor
tabelado (5,050) é possivel concluir que o0 modelo descreve os dados de
forma significativa, a um nivel de confianca de 95% (MONTGOMERY,
2006; ERIKSSON, 2008). Além disso, 0 modelo ndo apresenta evidén-
cias de falta de ajuste, uma vez que o valor do Teste F para a falta de
ajuste (2,265) é menor do que o valor tabelado (19,16).

Tabela 6 - Analise de Variancia (ANOVA) para 0 modelo sugerido a partir do
planejamento fatorial 23 completo de pré-tratamento do bagaco da cana-de-
aglcar com H,0, alcalino.

Fonte de Soma Qua- Grausde Meédia Qua- Teste E
Variacdo drética Liberdade  dratica
Modelo 5400 5 1080 597,8%
Residuo 9,034 5 1,807
Falta de ajuste 6,980 3 2,327 2,265°
Erro puro 2,055 2 1,027
Total 5409 10

% F-tabelados 5 5,05
® F-tabelados, 19,16

Maxima variagao explicada = 99,96%
Maxima variacdo explicavel = 99,83%
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A Tabela 7 mostra os efeitos e os coeficientes do modelo de re-
gressdo para a producdo de ART; os efeitos significativos sdo aqueles
com valor de p<0,05. Como o coeficiente de curvatura é significativo
mostra que o modelo ndo é linear. Os efeitos principais significativos
foram temperatura e agitacdo, sendo que ambos afetam negativamente o
rendimento. A seguir, sdo significativas as interagbes concentracdo de
H,0, x temperatura (1*2), e temperatura x agitacdo (1*3), ambos tam-
bém com influéncia negativa sobre o processo. Os que possuem efeitos
ndo significativos foram concentragdo de H,O, e interagdo de concen-
tragdo de H,0, x agitagdo (1*3), para um nivel de confianca de 95%. Os
coeficientes ndo significativos foram retirados do modelo.

Tabela 7 - Efeitos e coeficientes de regressdo do modelo sugerido a partir do
planejamento fatorial 23 completo de pré-tratamento do bagaco da cana-de-
agucar com H,0, alcalino.

Fator Efeito ? Valor p Coeficientes
Média 41,72 0,000074 41,72
Curvatura 67,05 0,000419 33,52
(1) Concentracéo de H,0, 1,481 0,174721 0,7406
(2) Temperatura -28,72 0,000622 -14,36
(3) Agitacdo -5,702 0,015431 -2,851
1*2 -22,73 0,000993 -11,36
1*3 1,076 0,272179 0,5378
2*3 -10,00 0,005092 -5,002

% Os efeitos significativos sdo aqueles com valor de p<0,05.

Na Figura 16 sdo apresentadas as curvas de niveis da produgdo de
ART em funcdo da concentracdo de H,O, e temperatura, com a agitacao
mantida no ponto central (1,67 Hz). E possivel observar que em baixa
concentracdo de H,O, a influéncia da temperatura é pequena, mas, a
medida que a concentracdo de H,O, é aumentada a influéncia da tempe-
ratura aumenta proporcionalmente. Quando a concentracdo de H,O; e a
temperatura do pré-tratamento foram elevadas nas condi¢cbes maximas
utilizadas no planejamento, o bagaco ndo se tornou susceptivel a hidrdli-
se enzimatica. Esta combinacdo fez com que o bagaco se tornasse um
aglomerado de particulas, assumindo uma forma semelhante a uma pla-
ca. Sendo assim, quando submetido & hidrdlise enzimatica este bagacgo
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em forma de placa mostrou problemas de absorcdo de agua, permane-
cendo um aglomerado, tendo sido observado evidente reducdo da area
superficial disponivel ao ataque enzimatico. Portanto, a melhor condicédo
de pré-tratamento para a hidrolise é encontrada com alta concentracéo
de H,0, (7%) e baixa temperatura (20 °C).

Figura 16 - Curvas de niveis do rendimento de ART liberados ap6s a hidrélise
enzimatica em fungdo das condicdes de pré-tratamento de concentragao de H,0,
e temperatura, sob agitacdo de 1,67 Hz. Os nimeros sobre os contornos repre-
sentam o rendimento de ART (mg g~ do bagaco).
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Na Figura 17 é apresentado o rendimento de ART em funcédo da
temperatura e agitacdo, quando a concentracdo de H,0O, é mantida no
ponto central (5%). Neste caso, observa-se que a influéncia da agitacéo
€ muito pequena, e que apenas uma baixa agitacdo é suficiente para
manter 0 processo em um maior rendimento.
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Figura 17 - Curvas de niveis do rendimento de ART liberados apds a hidrdlise
enzimética em funcéo das condi¢Bes de pré-tratamento de temperatura e agita-
¢do, com a concentragdo de H,O, em 5%. Os nimeros sobre 0s contornos repre-
sentam o rendimento de ART (mg g™ do bagago).
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De acordo com as Figuras 16 e 17 a melhor condicdo, entre as
avaliadas no planejamento para o pré-tratamento de peréxido de hidro-
génio alcalino é de 5% de H,0,, 20°C de temperatura e agitacdo do
meio reacional mantida acima de 0,8 Hz. No entanto, o modelo apresen-
tado néo é linear e o planejamento fatorial 23 completo aplicado é ina-
propriado para determinar a curvatura do modelo (CALADO;
MONTGOMERY, 2003; MONTGOMERY, 2006; ERIKSSON, 2008).
Sendo assim, novos experimentos utilizando planejamentos adequados
para aferir a curvatura do modelo foram realizados para determinar as
condi¢des 6timas.

4.3.2 Otimizacdo das condigdes de pré-tratamento

Partindo dos resultados obtidos na etapa anterior (item 4.3.1), foi
realizado um planejamento fatorial 22 + configuragéo estrela para deter-
minar as condi¢Bes 6timas de pré-tratamento. Como foi observado que
uma agitacdo acima de 0,8 Hz é o suficiente para manter um bom ren-
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dimento, a agitagdo foi mantida em 1,67 Hz e apenas as condi¢fes de
temperatura e concentracdo de H,O, foram reavaliadas. A melhor condi-
¢do na etapa anterior foi tomada como ponto central para planejamento
fatorial 22 + configuracdo estrela (Tabela 8). Apds o pré-tratamento, o
bagaco foi submetido a hidrdlise enzimatica por um periodo de 48 horas
e 0s ART liberados foram quantificados. Os pré-tratamentos mais efica-
zes foram encontrados nos ensaios 2, 4 e 8, onde a temperatura encon-
tra-se mais elevada.

Tabela 8 - Matriz do planejamento fatorial 22 + configuragdo estrela do pré-
tratamento do bagago da cana-de-agtcar com H,O, alcalino e a superficie de
resposta em ART liberados apds hidrélise enzimatica de 48 horas.

Ensaio H,0,(%) Temperatura (°C) ART (mgg?)

1 5(-1) 15 (-1) 73,3
2 5(-1) 35 (+1) 152,0
3 9 (+1) 15 (-1) 97,6
4 9 (+1) 35 (+1) 147,6
5 4,17 (-1,41) 25 (0) 104,0
6 9,83 (+1,41) 25 (0) 116,5
7 7 (0) 11 (-1,41) 88,3
8 7 (0) 39 (+1,41) 158,6
9 7 (0) 25 (0) 100,9
10 7 (0) 25 (0) 103,1
11 7 (0) 25 (0) 107,1
12 7 (0) 25 (0) 114,5
13 7 (0) 25 (0) 106,8
Controle - - 38,5

A influéncia da temperatura e da concentracdo de H,0, foi avali-
ada estatisticamente pelo teste ANOVA com nivel de significancia de
5% (Tabela 9). De acordo com o Teste F, 0 modelo é altamente signifi-
cativo a um nivel de confianca de 95%, sendo que o valor de 60,54 é
muito maior do que o valor tabelado (3,838). Além disso, o valor do
Teste F para a falta de ajuste (1,308) é menor do que o valor tabelado
(6,388), indicando que ndo existe evidéncia de falta de ajuste para o
modelo.
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Tabela 9 - Analise de Variancia (ANOVA) para 0 modelo sugerido a partir do
planejamento fatorial 22 + configuracéo estrela de pré-tratamento do bagaco da
cana-de-agUcar com H,0, alcalino.

Fonte de Soma Graus de Média

Variagéo Quadratica Liberdade Quadratica Teste F
Modelo 7411 4 1853 60,54 °
Residuo 244.8 8 30,60
Falta de ajuste 138,7 4 34,68 1,308"
Erro puro 106,1 4 26,52
Total 7656 12

? F-tabelado, s 3,838
® F-tabelado, , 6,388
Méxima variacdo explicada = 98,61%
Maxima variacdo explicavel = 96,80%

Os efeitos e os coeficientes do modelo de regressdo para a produ-
¢do de ART séo apresentados na Tabela 10, os efeitos significativos séo
aqueles com valor de p<0,05, que sdo a concentracdo de H,O, linear, a
temperatura linear e quadratica e a interacdo da concentracdo de H,0,
linear x temperatura linear (1L*2L). A concentracdo de H,0O, quadratica
n&o foi considerada significativa para um nivel de confianca de 95%.

Tabela 10 - Efeitos e coeficiente de regressdo do modelo sugerido a partir do
planejamento fatorial 22 + configuragdo estrela de pré-tratamento do bagaco da
cana-de-aglicar com H,0, alcalino.

Fator Efeito® Valorp  Coeficientes
Média 1064  0,000000 106,4
(1) Concentracdo de H,O, (L) 9,372  0,047825 4,686
Concentracgdo de H,0, (Q) 4,181  0,352265 2,090
(2) Temperatura (L) 57,02  0,000002 28,51
Temperatura (Q) 17,37  0,004354 8,685
1L*2L -14.33  0,035904 -7,169

% Os efeitos significativos sdo aqueles com valor de p<0,05.

A producgdo de ART em funcgdo da interacdo entre a concentragdo
de H,0, e a temperatura é apresentada na Figura 18. E possivel observar
claramente que a temperatura é o fator que exerce maior influéncia na
obtencdo de ART, sendo que quanto mais alta a temperatura, maior a
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concentracdo de acucares formados. Em relacdo a concentracao de H,0,
é possivel ver a influéncia a temperaturas abaixo do ponto central; a
temperaturas maiores que a do ponto central esta influéncia é pratica-
mente inexistente.

Figura 18 - Curvas de niveis do rendimento dos ART liberados ap0és a hidrolise
enzimatica em funcdo das condi¢Bes de pré-tratamento de temperatura e con-
centragéo de H,0,. Os niimeros sobre os contornos representam os ART (mg g™
do bagaco).
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De acordo com a Figura 18 a temperatura Gtima para o pré-
tratamento esta acima das temperaturas avaliadas, no entanto, foi visto
na Figura 16, que a temperatura de 60°C ndo se mostrou adequada para
um pré-tratamento eficiente. Sendo assim, um novo planejamento fato-
rial 22 + configuracgdo estrela foi realizado para encontrar a melhor con-
dicdo de pré-tratamento. Foram mantidas as mesmas concentracfes de
H,0, e foram escolhidas novas condic¢Oes de temperatura (Tabela 11). O
ensaio 8 apresentou o maior rendimento de ART, utilizando a tempera-
tura de 45°C e concentracdo de H,0, em 9,83%.
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Tabela 11 - Matriz do planejamento experimental planejamento fatorial 22 +
configuracéo estrela de pré-tratamento do bagago da cana-de-agicar com H,0,
alcalino, e a superficie de resposta em ART liberados apés hidrdlise enzimatica
de 48 horas.

Ensaio  H,0,(%) Temperatura(°C) ART (mgg")

1 5(-1) 38 (-1) 127,8
2 9 (+1) 38 (-1) 167,3
3 9 (+1) 52 (+1) 144,2
4 5(-1) 52 (+1) 172,9
5 7(0) 35(-1,41) 137,8
6 7 (0) 55 (+1,41) 164,4
7 4,17 (-1,41) 45 (0) 143,6
8 9,83 (+1,41) 45 (0) 183,8
9 7(0) 45 (0) 175,6
10 7(0) 45 (0) 179,5
11 7 (0) 45 (0) 173,6
12 7 (0) 45 (0) 172,0
13 7(0) 45 (0) 170,6
Controle - - 42,2

Na Tabela 12 é apresentada a ANOVA para 0 modelo que des-
creve a influéncia da temperatura e da concentracdo de H,O, no rendi-
mento avaliado no planejamento experimental da Tabela 11. O Teste F
aponta que o modelo é significativo dentro do nivel de confianga de
95%, ja que o valor de F (46,90) é bem maior que o valor tabelado
(3,838). E possivel observar também que ndo existe evidéncia de falta
de ajuste, uma vez que o valor de F (2,399) é menor do que o valor tabe-
lado (6,388).
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Tabela 12 - Analise de Variancia (ANOVA) para o modelo sugerido a partir do
planejamento fatorial 22 + configuracéo estrela de pré-tratamento do bagaco da
cana-de-agUcar com H,0, alcalino.

Fonte de Soma Graus de Média Teste E
Variagéo Quadratica Liberdade Quadratica
Modelo 3801 4 950,2 46,90°
Residuo 162,1 8 20,26
Falta de ajuste 114,4 4 28,60 2,399"
Erro puro 47,69 4 11,93
Total 3963 12

® F-tabelado, s 3,838
® F-tabelado, ; 6,388
Maxima variagéo explicada = 98,80%
Méxima variagdo explicavel = 95,91%

Na Tabela 13 séo apresentados os efeitos e os coeficientes do
modelo de regressdo para a producdo de ART, os efeitos significativos
sdo aqueles com valor de p<0,05; concentragdo de H,O; linear e quadré-
tica e a temperatura linear e quadrética. J& a interacdo da concentracéo
de H,0, linear x temperatura linear (1L*2L) ndo foi considerada signi-
ficativa para um nivel de confianca de 95%.

Tabela 13 - Efeitos e coeficiente de regressdo do modelo sugerido a partir do
planejamento experimental 22 composto central de pré-tratamento do bagago da
cana-de-agtcar com H,0O, alcalino.

Fator Efeito?® Valorp  Coeficientes
Média 1742  0,000000 174,2
(1) Concentragdo de H,O, (L) 14,93 0,001860 7,466
Concentracgdo de H,0, (Q) -25,33  0,000119 -12,67
(2)Temperatura (L) 31,29 0,000019 15,64
Temperatura (Q) -12,70  0,006322 -6,352
1L*2L -5,409  0,254305 -2,705

? Os efeitos significativos sdo aqueles com valor de p<0,05.

Na Figura 19 é apresentada a producdo de ART em funcdo da in-
teracio entre a concentracio de H,O, e a temperatura. E possivel obser-
var que a condicdo onde a producdo de ART é méxima se encontrada
entre as temperaturas de 42 e 50°C onde a concentragdo de H,0O, se
mantém entre 8 e 10%.
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Figura 19 - Curvas de niveis do rendimento dos agucares redutores ap6s a hidro-
lise enzimética em funcéo das condicdes de pré-tratamento de temperatura e
concentragdo de H,0,. Os nimeros sobre 0s contornos representam o rendimen-
to em ART (mg g" do bagaco).
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O ponto de maior producdo indicado pelo modelo é pode ser ob-
tido pela equacédo gerada pelo programa computacional Statistica (Equa-
¢do 4.1). A solucdo do ponto otimizado, com maior rendimento de ART
foi obtida pelo mesmo programa apresentando o valor de temperatura
em 46,17°C e a concentragdo de H,0, em 9,39%.

ART =-590,6155 + 25,6824*P - 0,2585*P2 + 38,7489*T - 1,5881*T2 -
0,1932*P*T

(Equacéo 4.1)
Onde:
ART = Aclcares redutores totais (mg g™* bagaco)
P = Concentracao de H,0, (%)
T = Temperatura (°C)

As condi¢des 6timas obtidas diferem dos valores encontrados em
outros trabalhos. Rabelo et al. (2011) avaliaram o pré-tratamento com
perdxido de hidrogénio alcalino em bagacgo da cana-de-agUcar e encon-
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traram a condicdo 6tima em 7,35% de H,O, e 25°C de temperatura.
Estes valores estdo um pouco distantes dos valores encontrados no pre-
sente trabalho. Em uma etapa anterior de planejamento experimental, foi
utilizada uma condicdo similar a destes autores (vide Tabela 8, ensaios
do ponto central), resultando em um rendimento de cerca de 40% inferi-
or ao obtido na condigdo 6tima encontrada no presente trabalho.

Karagoz et al. (2012) avaliaram o pré-tratamento com perdxido
de hidrogénio alcalino em palha de colza e encontraram a condi¢éo 6ti-
ma em 5% de H,0, e 50°C de temperatura. Neste caso a temperatura
esta proxima a encontrada neste estudo, ja a concentracéo de H,0O, ficou
em 5% pelo fato de ter sido a maior concentracdo avaliada por estes
autores. Muito provavel se fosse realizado um estudo mais aprofundado
como neste trabalho, estes autores teriam encontrado um valor superior
e que teria fornecido um rendimento maior.

Ainda referente ao pré-tratamento com perdxido de hidrogénio
alcalino em bagaco de cana-de-aclcar, Monte, Brienzo e Milagres
(2011) encontraram a condicdo 6tima em 2% de H,0, e 60°C de tempe-
ratura, contemplando uma conversdo de celulose em agUcares redutores
de aproximadamente 60%. Estas condi¢des 6timas de pré-tratamento sao
diferentes das condices supracitadas, no entanto, durante este pré-
tratamento é adicionado sulfato de magnésio, e ainda ocorre a adi¢éo de
suco de abacaxi no processo de hidrélise enzimatica. Este suco contém
enzimas Xilanases que auxiliam na degradacdo da hemicelulose, consti-
tuindo uma condicdo diferenciada de hidrdlise o que pode permitir tra-
balhar com uma condic&o 6tima diferenciada de pré-tratamento.

4.3.3 Cinética do pré-tratamento

A partir das condic6es 6timas de concentracdo de H,0,, tempera-
tura e agitacdo foi realizado um novo experimento avaliando o melhor
tempo (0; 0,33; 0,67; 1; 2; 3; 5; 10; 15 e 24 horas) de pré-tratamento.
Ap0s 0s respectivos pré-tratamentos em tempos diferentes, o bagaco foi
submetido a hidrdlise enzimatica por 48 horas e os ART liberados no
meio foram quantificados. Na Figura 20 é possivel observar que com 40
minutos de reagdo de pré-tratamento obteve-se 0 melhor rendimento de
ART. E possivel observar também que um maior tempo de pré-
tratamento acaba prejudicando a susceptibilidade do bagaco para as
enzimas.
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Figura 20 - Rendimento de ART em funcdo do tempo do pré-tratamento de
peroxido de hidrogénio alcalino com 9,39% concentracéo H,0,, 46°C de tempe-
ratura e 1,67 Hz de agitagdo. Foi realizada uma hidrélise de 48 horas para cada
tempo de pré-tratamento.
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Em geral, a maioria dos trabalhos que avaliaram as condic6es de
pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino ndo realizam um
estudo mais aprofundado com diferentes tempos, chegando entéo, a
obter valores até prejudiciais ao processo. Rabelo (2007), relata que nos
primeiros 45 minutos da reacdo do pré-tratamento alcalino ocorre uma
grande liberacdo de O, devido a decomposicdo do perdxido, indicando
gue grande parte do perdxido de hidrogénio esta presente até este perio-
do. Como é observado na Figura 20, ap6s duas horas de pré-tratamento
ocorre uma grande queda no rendimento de aclicares redutores liberados
na hidrélise, o que pode estar relacionado com uma degradacdo dos
polimeros celulose e hemicelulose. O pré-tratamento por um periodo
apos a degradacdo completa do peroxido de hidrogénio, acaba se tor-
nando apenas um processo de pré-tratamento alcalino desencadeado
pelo NaOH, que age de forma agressiva solubilizando grande parte da
hemicelulose (ALVIRA et al., 2010), fazendo com que esta, ndo esteja
mais disponivel na etapa de hidrolise enzimatica. No caso de Rabelo et
al. (2011) e Karagodz et al. (2012) o tempo de 1 hora utilizado esta bem
préximo ao encontrado e também ndo apresenta uma grande diferenca
de rendimento. J& Monte; Brienzo e Milagres (2011) encontraram o
tempo de 4 horas como melhor condigdo. Comparado ao presente estudo
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esta condicdo ndo é adequada para se obter um melhor rendimento. No
entanto, a explicacio para tal condicdo, é que o menor tempo avaliado
por estes autores foi 0 de 4 horas.

4.4 PRE-TRATAMENTO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO SUPLEMEN-
TADO COM CINZAS

4.4.1 Planejamento 23 fatorial completo

Para determinar quais sdo as melhores condi¢des de pré-tratamento
com perdxido de hidrogénio suplementado com cinzas foi realizado um
estudo avaliando a influéncia de trés variaveis do processo, sendo elas,
concentracdo de peroxido de hidrogénio (H,0,), concentragdo de cinzas
(proveniente da queima do bagaco) e temperatura. Para tanto, foi reali-
zado um planejamento experimental fatorial 23 completo com trés repe-
ticdes no ponto central, utilizando as condi¢des apresentadas na Tabela
14. Apbs o pré-tratamento, o bagaco foi submetido a hidrdlise enzimati-
ca por um periodo de 48 horas e os ART liberados foram quantificados.
Além dos experimentos do planejamento, foram inseridos dois experi-
mentos controle, sendo, um sem pré-tratamento e outro sem pré-
tratamento adicionado de cinzas na etapa de hidrolise, para verificar se a
presencga de cinzas pode influenciar na quantidade ART liberados. Os
ensaios 4, 7, 8, 9, 10 e 11 foram os que apresentaram melhor rendimen-
to. Pode-se observar também que o controle 1, que possui cinzas na
etapa de hidrolise apresentou um resultado ligeiramente superior ao
controle 2, que ndo teve nenhuma forma de tratamento. Esta diferenca
pode-se dar pela presenca de metais nas cinzas atuando como cofatores
para as enzimas celulases, 0 que aumenta sua atividade (LIMA et al.,
2005). Como ja visto no item 4.1.2, as cinzas utilizadas apresentam uma
guantidade consideravel de metais Mg e Ca e também em menores
guantidades os metais Na e Mn.
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Tabela 14 - Matriz do planejamento experimental fatorial 23 completo de pré-
tratamento do bagaco da cana-de-agicar com H,0, suplementado com cinzas, e
a superficie de resposta em ART liberados apds hidrolise enzimatica de 48
horas.

. H,O, Cinzas Temperatura ART

S () (%) (°C) (mg g?)
1 3(1) 1(-1) 20 (-1) 89,0

2 7 (+1) 1(-1) 20 (-1) 87,3

3 3(1) 5(+1) 20 (-1) 92,0

4 7 (+1) 5(+1) 20 (-1) 110,1

5 3(-1 1(-1) 60 (+1) 72,5

6 7 (+1) 1(-1) 60 (+1) 66,6

7 3(1) 5(+1) 60 (+1) 105,8

8 7 (+1) 5(+1) 60 (+1) 111,6

9 5 (0) 3(0) 40 (0) 107,3

10 5 (0) 3(0) 40 (0) 105,7

11 5 (0) 3(0) 40 (0) 108,7
Controle 1 - 3 - 60,1
Controle 2 - - - 49,0

A influéncia dos fatores foi avaliada estatisticamente pelo teste
ANOVA com nivel de significancia de 5% (Tabela 15). O valor para o
Teste F do modelo (29,94) é maior que o listado (5,050), portanto, o
modelo gerado é significativo dentro do nivel de confianca de 95%. O
valor do Teste F para a falta de ajuste (11,59) € um pouco menor do que
o valor tabelado (19,16), sugerindo que este modelo esta ajustado.

Tabela 15 - Analise de Variancia (ANOVA) para o modelo sugerido a partir do
planejamento experimental fatorial 23 completo de pré-tratamento do bagago da
cana-de-aglicar com H,0, suplementado com cinzas.

Fonte de Soma Graus de Média Teste E
Variagéo Quadratica Liberdade Quadratica
Modelo 2398 5 479,7 29,94°
Residuo 80,10 5 16,02
Falta de ajuste 75,75 3 25,25 11,59°
Erro puro 4,36 2 2,179
Total 2478 10

® F-tabelados s 5,05
® F-tabelados, 19,16
Maxima variagdo explicada = 99,82%
Maxima variagao explicavel = 96,77%
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Os efeitos e coeficientes do modelo de regressdo para a producéo
de ART sdo mostrados na Tabela 16, os efeitos significativos sdo aque-
les com valor de p<0,05. O modelo apresentado ndo é linear, pelo fato
do coeficiente de curvatura ser significativo. Os efeitos significativos
foram temperatura e concentracdo de cinzas, seguido pelas interacGes da
concentracdo de H,0, x concentragdo de cinzas (1*2), e concentracdo
de cinzas x temperatura (1*3). Os que possuem efeitos nédo significati-
vos foram concentracdo de H,0, e interacdo de concentracdo de H,0, x
temperatura (1*3), para um nivel de confianca de 95%, sendo assim
estes coeficientes foram retirados do modelo.

Tabela 16 - Efeitos e coeficiente de regressdo do modelo sugerido a partir do
planejamento experimental fatorial 23 completo de pré-tratamento do bagago da
cana-de-aglcar com H,0, suplementado com cinzas.

Fator Efeito® Valor p Coeficientes
Média 91,88 0,000001 91,88
Curvatura 30,73 0,001615 15,37
(1) Concentragéo de H,0, 4,081 0,068232 2,040
(2) Concentracéo de Cinzas 26,01 0,000386 13,01
(3) Temperatura -5,453 0,033525 -2,726
1*2 7,889 0,012452 3,944
1*3 -4,122 0,066655 -2,061
2*3 13,15 0,002896 6,574

? Os efeitos significativos sdo aqueles com valor de p<0,05.

A Figura 21 mostra as curvas de niveis da producdo de ART em
fungdo da interacdo entre a concentracdo de H,O, e concentragcdo de
cinzas com a temperatura mantida no ponto central (40 °C ). E possivel
observar que a concentragdo de H,0O, ndo apresenta muita influéncia no
modelo. Sua influéncia é identificada apenas quando existe a interagdo
com altas concentragBes de cinzas, neste caso, observa-se que concen-
tracdes mais altas de H,O, tornam o pré-tratamento mais eficiente, for-
necendo maior susceptibilidade ao ataque enzimético e formacdo de
ART. Ja a concentracdo de cinzas apresenta grande influéncia, sendo
gue guanto maior sua concentracdo durante o pré-tratamento, maior sera
a conversdo em ART. A melhor condigdo de pré-tratamento para a hi-
drélise é encontrada com alta concentragdo de cinzas e alta concentragéo
de H,0,, dentro dos valores testados. O modelo apresentado sugere que
as concentragdes de H,0, e cinzas devem ser superiores as testadas.
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Figura 21 - Curvas de niveis do rendimento dos ART ap6s a hidrélise enzimati-
ca em funcéo das condicBes de pré-tratamento de concentracéo de H,O, e con-
centragdo de cinzas com a temperatura mantida em 40 °C. Os nlimeros sobre 0s
contornos representam os ART (mg g™ do bagaco).
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O rendimento de ART em funcéo da concentracdo de cinzas e
temperatura para a concentracdo de H,O, no ponto central (5%) é apre-
sentado na Figura 22. A temperatura possui sua influéncia intimamente
ligada a concentracéo de cinzas, sendo que quando esta muda sua con-
centracdo a temperatura pode assumir um aspecto positivo ou negativo.
Para baixas concentracdes de cinzas, uma baixa temperatura é a mais
indicada, sendo que com uma concentracao de cinzas mais elevada, uma
temperatura mais alta é a condicdo adequada. J& a concentracdo de cin-
zas novamente apresenta grande influéncia, sendo que quanto maior a
sua concentracdo, melhor é o efeito do pré-tratamento. A melhor condi-
cdo é com elevada temperatura e elevada concentracdo de cinzas. No-
vamente, as condigdes sugeridas como 6timas pelo modelo estdo acima
dos valores testados, remetendo a necessidade de um novo experimento.
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Figura 22 - Curvas de niveis do rendimento dos ART ap0s a hidrélise enzimati-
ca em fungdo das condicBes de pré-tratamento de concentracdo de cinzas e
temperatura com a concentragdo de H,O, mantida em 5%. Os nlmeros sobre os
contornos representam os ART (mg g™ do bagaco).
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O modelo proposto para este planejamento experimental mostra
que as trés variaveis testadas possuem seus pontos 6timos acima dos
valores testados e, portanto novos experimentos devem ser realizados
com concentracfes superiores. Além disso, 0 modelo ndo é linear, reme-
tendo & necessidade de se realizar novos experimentos utilizando plane-
jamentos adequados para aferir a curvatura do modelo (CALADO;
MONTGOMERY, 2003; MONTGOMERY, 2006; ERIKSSON, 2008).

4.4.2 Otimizacdo das condigOes de pré-tratamento

Partindo dos resultados obtidos na etapa anterior (item 4.4.1), foi
realizado um planejamento fatorial 22 + configuracéo estrela para deter-
minar as condi¢bes 6timas de pré-tratamento. Foi observado que os
fatores avaliados (concentracdo de H,O,, concentracdo de cinzas e tem-
peratura) apresentam seu ponto 6timo acima da faixa avaliada. No en-
tanto, o equipamento de incubacdo utilizado possui sua temperatura
méxima em 60°C, sendo inviavel realizar experimentos com faixas su-
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periores. Além disso, esta condicdo maxima de temperatura é bastante
adequada tendo em vista que temperaturas maiores requerem gasto ex-
cessivo de energia, 0 que traria consequéncias indesejaveis para a filoso-
fia de um processo limpo. Sendo assim, foi avaliada apenas a concentra-
¢do de H,0, e de cinzas, com a temperatura mantida em 60 °C . As
condicBes limite utilizadas no experimento anterior foram utilizadas
como ponto central para planejamento fatorial 22 + configuracéo estrela
(Tabela 17). Apds o pré-tratamento, o bagaco foi submetido a hidrélise
enzimatica por um periodo de 48 horas e os ART liberados foram quan-
tificados. O pré-tratamento com maior rendimento foi encontrado no
ensaio 1.

Tabela 17 - Matriz do planejamento experimental planejamento fatorial 22 +
configuracéo estrela de pré-tratamento do bagago da cana-de-agiicar com H,0,
suplementado com cinzas, e a superficie de resposta em ART liberados apo6s
hidrdlise enzimética de 48 horas.

Ensaio Cinzas (%) H,0, (%) ART (mg g™)
1 3(1) 5 (-1) 151,1
2 3(-1) 9 (+1) 138,6
3 7 (+1) 5 (-1) 46,1
4 7 (+1) 9 (+1) 27,7
5 2,17 (-1,41) 7(0) 1326
6 7,83 (+1,41) 7(0) 7.9
7 5(0) 4,17 (-1,41) 123,4
8 5 (0) 9,83 (+1,41) 136,2
9 5 (0) 7(0) 110,3
10 5 (0) 7(0) 1251
11 5 (0) 7(0) 1107
12 5 (0) 7(0) 1437
13 5 (0) 7(0) 142,5

Controle - - 215

A influéncia da concentracdo de cinzas e da concentra¢do de
H,O, foi avaliada estatisticamente pelo teste ANOVA com nivel de
significancia de 5% (Tabela 18). De acordo com o Teste F, 0 modelo é
altamente significativo dentro do nivel de confianca de 95%, sendo que
o valor de 72,86 é muito maior do que o valor listado (4,103). Além
disso, ndo existe evidéncia de falta de ajuste para 0 modelo, uma vez
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que o valor do Teste F para a falta de ajuste (0,405) é bem menor do que
o valor tabelado (6,163).

Tabela 18 - Analise de Variancia (ANOVA) para o modelo sugerido a partir do
planejamento experimental planejamento fatorial 22 + configuracdo estrela de
pré-tratamento do bagaco da cana-de-aglcar com H,0O, suplementado com
cinzas.

Fonte de Soma Graus de Média Teste E
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica
Modelo 25658 2 12829 72,86°
Residuo 1760 10 176,1
Falta de ajuste 694,9 6 115,8 0,435°
Erro puro 1066 4 266,5
Total 27419 12

* F-tabelado, 1, 4,103

® F-tabeladog 4 6,163

Maéxima variagdo explicada = 96,11%
Maxima variacao explicavel = 93,58%

Na Tabela 19 séo apresentados os efeitos e os coeficientes do
modelo de regressdo para a producdo de ART, os efeitos significativos
séo aqueles com valor de p<0,05. Os efeitos significativos foram a con-
centracdo de cinzas linear e quadratica. J& a concentracdo de H,O; linear
e quadratica ndo foram significativas para um nivel de confianca de
95%, assim como a intera¢do da concentracdo de cinzas linear x concen-
tragdo de H,0, linear (1L*2L).

Tabela 19 - Efeitos e coeficiente de regressdo do modelo sugerido a partir do
planejamento experimental planejamento fatorial 22 + configuracdo estrela de
pré-tratamento do bagaco da cana-de-aglcar com H,O, suplementado com
cinzas.

Fator Efeito®  Valorp  Coeficientes
Média 126,46  0,000000 126,46
(1) Concentragdo de Cinzas (L)  -98,06  0,000048 -49,03
Concentragdo de Cinzas (Q) -60,78  0,001399 -30,39
(2) Concentragdo de H,O, (L) -3,199  0,781754 -1,599
Concentragao de H,0, (Q) -1,235  0,920369 -0,6175
1L*2L -2,950  0,856432 -1,475

% Os efeitos significativos sdo aqueles com valor de p<0,05.
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Na Figura 23 séo apresentadas as curvas de niveis para a produ-
cdo de ART em funcdo da interacdo entre a concentracdo de cinzas e
concentragdo de H,O, durante o pré-tratamento. E possivel observar
que, dentro das condi¢des testadas, a concentracdo de cinzas é que tem a
grande influéncia sobre o pré-tratamento, sendo que a utilizacdo de 3%
seria a melhor condigcdo. Uma utilizagdo excessiva de cinzas prejudica o
pré-tratamento.

Figura 23 - Curvas de niveis do rendimento dos ART apds a hidrélise enzimati-
ca em fungdo das condicbes de pré-tratamento de concentragdo de cinzas e
concentragdo de H,O, com a temperatura mantida em 60 °C . Os niumeros sobre
0s contornos representam os ART (mg g™ do bagaco).
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E possivel obter o ponto de maior producdo de ART através da
equacdo gerada pelo programa computacional Statistica (Equacgdo 4.2)
referente a0 modelo. A solugdo do ponto otimizado, com maior rendi-
mento de ART foi obtida pelo mesmo programa apresentando o valor de
concentracdo de cinzas em 3,40 % (p/v) e a concentracdo de H,O, em
6,32%.
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ART = 44,2143 + 54,0467*C - 7,5981*C2 + 3,2051*P - 0,1543*P2 -
0,3687*C*P

(Equagéo 4.2)
Onde:
ART = Aclcares redutores totais (mg g™* bagaco)
C = Concentragéo de cinzas (%)
P = Concentragdo de H,0, (%)

No planejamento experimental fatorial 23 completo foi obtido um
modelo que apontava a concentracdo de cinzas para um valor acima de
5%, no entanto, no planejamento fatorial 22 + configuracdo estrela o
valor calculado no modelo foi de 3,40%. Esta diferenca pode estar liga-
da ao mecanismo de agldo destas cinzas neste processo de pré-
tratamento. E importante lembrar que a cinza utilizada como suplemento
no pré-tratamento apresenta em sua composicao diversos tipos de metais
(Tabela 4). Uma série de estudos mostra que alguns metais podem ser
utilizados como catalisadores para decompor o H,O, gerando radicais
hidroxilas (¢ OH), e entdo realizar deslignificacdo de materiais lignocelu-
l6sicos (MARTINEZ-HUITLE; BRILLAS, 2009; CRESTINI et al.,
2010; LUCAS et al., 2012). Segundo Pita (2009), durante o processo de
combustdo para a obtencdo das cinzas alguns metais se volatilizam, uns
facilmente e outros em menor extensdo. Com isso, é possivel pressupor
que cada processo de queima do bagago para formacao de cinzas possa
gerar concentragdes diferenciadas destes metais. Sendo assim, a concen-
tracdo de cinzas ndo responderia linearmente a concentracdo do metal
que poderia estar colaborando para a oxidagéo do H,0,.

4.4.3 Cinética do pré-tratamento

A partir das condi¢des Gtimas de temperatura e concentragdo de
cinzas e H,0, foi realizado um novo experimento avaliando o tempo (0;
0,33; 0,67; 1; 2; 3; 5; 10; 15 e 24 horas) reacional de pré-tratamento.
Apobs os respectivos pré-tratamentos o bagago foi submetido a hidrdlise
enzimatica por 48 horas. Os resultados sdo apresentados na Figura 24,
onde é possivel observar que com 2 horas de reacdo obteve-se o melhor
rendimento de ART. O pré-tratamento em tempo maior acaba diminuin-
do a susceptibilidade do bagago para as enzimas.



61

Figura 24 - Rendimento de ART em funcdo do tempo do pré-tratamento com
6,32% (v/v) H,0,, 3,40% (p/v) cinzas, 60°C de temperatura e 1,67 Hz de agita-
¢do. Foi realizada uma hidrdlise de 48 horas para cada tempo de pré-tratamento.
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4.5 CARACTERIZACAO DAS MELHORES CONDICOES DE PRE-
TRATAMENTO

A partir das melhores condices identificadas nas etapas de pré-
tratamento foram realizados estudos comparativos de rendimento de
acucares, composicdo e estruturas quimicas e caracterizacdo morfologi-
ca. A melhor condicdo para o pré-tratamento com peroxido de hidrogé-
nio alcalino foi de 9,39% (v/v) H,0,, 46°C de temperatura e agitagéo de
1,67 Hz por um periodo reacional de 40 minutos. J4 para o pré-
tratamento com perdxido de hidrogénio suplementado com cinzas a
condicdo de 6,32% (v/v) H,0,, 3,40% (p/v) cinzas, 60°C de temperatura
e agitacdo de 1,67 Hz por um periodo reacional de 2 horas foi a condi-
¢do adequada.

4.,5.1 Quantificacdo dos acucares liberados

Para quantificar os agucares liberados foi realizada a etapa de pré-
tratamento (peréxido de hidrogénio alcalino e peréxido de hidrogénio
suplementado com cinzas) seguida pela etapa de hidrolise enzimatica.
Durante a hidrdlise foram coletadas aliquotas nos tempos 0, 24, 36 e 48
horas. Estas aliquotas foram avaliadas quanto a quantidade de glucose e
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ART, conforme resultados na Tabela 20 e Figura 25. A partir dos resul-
tados € possivel observar que o pré-tratamento com peréxido de hidro-
génio suplementado com cinzas apresenta um rendimento de ART muito
préximo ao pré-tratamento com H,0, alcalino (cerca de 18% inferior).
No entanto, o rendimento de glucose que foi avaliado por um método
mais preciso ndo apresentou uma diferenca significativa de acordo com
0 teste de Tukey HSD (p<0,05), demostrando que o rendimento dos dois
pré-tratamentos sdo equivalentes. Além disso, o pré-tratamento suple-
mentado com cinzas apresenta um grande potencial visto as suas carac-
teristicas favoraveis. A alcalinizacdo do pré-tratamento com peréxido de
hidrogénio alcalino envolve uma grande quantidade de NaOH. Para
regular o pH a 11,5 em uma solucdo com 9,39% (v/v) de H,O, séo ne-
cessarios em média 7,30% (p/v) de NaOH (GOULD et al., 1989;
MANZANO et al., 2000). Portanto, além de gerar uma grande quantida-
de de residuos, o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino
apresenta um gasto superior de reagentes, além dos 7,30% de NaOH,
sdo utilizados cerca de 30% a mais de H,O,. Em um reator com 10 m3
para a realizacdo do pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino
seriam utilizados cerca de 775 L a mais de H,0, (130 volumes) compa-
rado ao pré-tratamento suplementado com cinzas, bem como uma adicédo
de 730 Kg de NaOH para alcalinizar o pH em 11,5. Além disso, o pré-
tratamento suplementado com cinzas apresenta uma etapa de lavagem
mais reduzida, sendo que, com a utilizacdo de cinzas o pH se mantém
em torno de 8,5. Com isso é possivel observar que sua aplicacdo possui
vantagens de consumir uma quantidade inferior com reagentes quimicos
(H,0, e NaOH) e nédo operar em pH altos, formando residuos altamente
causticos.

Tabela 20 - Rendimento de ART e glucose liberados ap6s 48 horas de hidrdlise
enzimatica em funcdo do tipo de pré-tratamento.

Pré-tratamento 'AIRT G'ECOSG
(mg g~ bagago) (mg g~ bagago)

H,0, Alcalino 217,6 £8,5 13,9 0,5

H,0, com Cinzas 179,9 +9,6 12,2 +0,5

Sem pré-tratamento 74,3 4,3 5,0 £0,4
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Figura 25 - Rendimento de ART e glucose apés hidrdlise enzimética do bagaco.
Pré-tratamento com H,0, alcalino (vermelho); Pré-tratamento com H,0O, suple-
mentado com cinzas (verde) e Sem pré-tratamento (azul).
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4.5.2 Composicdo quimica do bagaco pré-tratado

O bagago da cana-de-agUcar resultante de cada pré-tratamento
avaliado foi caracterizado quanto a sua composicdo quimica (Tabela
21). De acordo com os resultados obtidos é possivel observar que apés o
pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino a quantidade de
lignina (0,28 +0,01 g) é muito inferior & do bagago sem pré-tratamento
(1,4 0,01 g). Deste modo fica claro que este método atua desprendendo
a lignina do material lignocelulésico, fazendo com que ocorra a remogédo
deste componente e deixando assim a celulose e hemicelulose disponi-
vel para hidrdlise enzimatica (GOULD, 1985). Resultados semelhantes
a este pré-tratamento sdo apontados por Rabelo et al. (2011), Monte,
Brienzo e Milagres (2011) e Karagoz et al.(2012). Ja o método de pré-
tratamento suplementado com cinzas ndo foi tdo eficaz no desprendi-
mento da lignina, sendo que ainda permanece metade da lignina perma-
nece na matriz vegetal. Por outro lado, apés o pré-tratamento H,0O, alca-
lino foi observado uma perda de massa de aproximadamente 35% da
hemicelulose do bagago sem tratamento, ao passo que no pré-tratamento
com H,0; e cinzas, a perda foi de cerca de 10%. Este resultado revela
gue o pré-tratamento alcalino age de modo mais agressivo, realizando
ndo somente o desprendimento da lignina como também degradando
parcialmente o polimero de hemicelulose. Este fato é relatado por Mon-
te, Brienzo e Milagres (2011), que apontam a perda de 36% de hemice-
lulose apds este pré-tratamento alcalino. Cabe lembrar que o pré-
tratamento alcalino possui grande quantidade de NaOH em sua compo-
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sicdo, reagente que também é utilizado para a deslignificagdo da madei-
ra e formacédo de polpa de papel na industria de celulose (OGUNSILE;
QUINTANA, 2010), o qual é extremamente caustico. Devido a grande
guantidade utilizada de NaOH este pré-tratamento apresenta 0s mesmos
problemas dos pré-tratamentos com as bases fortes, sendo eles, parcial
degradacdo de carboidratos e geracao de residuos céausticos. Utiliza-se a
argumentacdo de que pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcali-
no é um processo limpo sem geracdo de subprodutos para etapa de hi-
drolise (MONTE; BRIENZO; MILAGRES, 2011; RABELO et al,
2011; KARAGOZ et al., 2012). No entanto, a enorme quantidade de
NaOH adicionada para regular o pH em 11,5 torna este processo prati-
camente mais caustico que oxidativo.

Tabela 21 - Composi¢do quimica do bagaco da cana-de-aglUcar apGs o pré-
tratamento.

Sem Preé- Pré-tratamento  Pré-tratamento com
tratamento com H,0O, Alcalino H,0O, e Cinzas

Massa (g) Massa (g) Massa (g)
Inicial 5,00 3,02 +0,09 4,51 +0,08
Celulose 2,08 +0,04 2,01 £0,1 2,03 +0,04
Hemicelulose 1,05 £0,04 0,70 £0,05 0,96 +0,07
Lignina 1,4 £0,01 0,28 +0,01 0,78 +0,02
Cinzas 0,19 +0,01 0,08 +0,01 0,15 +0,02

Extrativos 0,035 +0,008

4.5.3 ldentificacdo espectrométrica de compostos organicos

O espectro de FTIR para a amostra do bagaco da cana-de-agucar
possui caracteristicas semelhantes as de outros materiais lignoceluldsi-
cos (Figura 26). E possivel identificar uma grande banda na regi&o
4000-3300 cm™, que aponta um estiramento O-H; uma banda na regido
de 3000-2800 cm™ indica um estiramento C-H em grupos metil e meti-
leno, e uma forte faixa de sobreposicdo com absorcGes fortes e discretas
na regido de 1750-1000 cm? (OWEN; THOMAS, 1989; COLOM et al.,
2003; BODIRLAU; TEACA, 2009; MARABEZI, 2009; CIOLACU;
CIOLACU; POPA, 2011). A regido de 1740-1730 cm™ indica a presen-
c¢a de carbonila (C=0) livre. Embora todos os materiais complexos cons-
tituintes de materiais lignocelulésicos (incluindo os extrativos) possam
apresentar carbonilas livre, a hemicelulose é o que possui maior quanti-
dade destes grupamentos (OWEN; THOMAS, 1989), remetendo esta
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banda & caracteristica das xilanas (BODIRLAU; TEACA, 2009; YOON
et al., 2012), que podem estar presentes em grande quantidade. Este
aumento de carbonila (C=0O éster) no pico 1740 cm™, absorcéo de C-H a
1380 cm™ (-C-CH3), e estiramento -C-O- a 1260 cm™ confirmou a for-
magcdo de ligacdes éster (SAIKIA et al., 1995; BODIRLAU; TEACA,
2009). Segundo Bodirlau e Teacd (2009), a presenca de uma banda em
1637 cm™ indica a presenca de ligagdes B-glucosidicas entre as unidades
de aclicar, portanto a queda entre 1633 cm™ para 1649 cm™ é um forte
indicativo da presenca destas liga¢cfes. E ainda, a absorcdo da banda 898
cm™, aponta para um estiramento C-O-C presente nas ligacdes p-(1—4)-
glucosidicas (SINDHU et al., 2010; CIOLACU; CIOLACU; POPA,
2011). Ja a lignina pode ser identificada nas bandas 1600 cm™, 1510
cm™ e 1460 cm™, que indicam a presenca de anéis arométicos dos &lco-
ois hidroxicinamilicos (p-cumarilico, coniferilico e sinapilico) que a
constituem (COLOM et al., 2003; BODIRLAU; TEACA, 2009;
MARABEZI, 2009). A banda em 800 cm™ colabora com a presenca da
lignina, sendo que esta banda faz referéncia ao estiramento C-H fora do
plano nas posicdes 2 e 6 de siringila e guaiacila, e em todas as posicdes
da unidade hidroxifenila (MARABEZI, 2009).

Figura 26 - Espectro de FTIR da amostra de bagaco da cana-de-agUcar.

90

80

Transmitancia (%)

3423 10

70 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Ondas (cm™)




66

A diferenca de intensidade entre as bandas 1510 e 1600 cm™ po-
de ser utilizada para diferenciar as ligninas de coniferas (alto teor de
grupos guaiacila) das ligninas de folhosas (teor de siringila maior que na
conifera), sendo que uma maior intensidade na banda 1510 cm™ é carac-
teristica de conifera (OWEN; THOMAS, 1989; COLOM et al., 2003;
FENGEL; WEGENER, 2003; MARABEZI, 2009). Comparando as
bandas existentes no bagago € possivel observar que a intensidade na
banda de 1600 cm™ é maior indicando que as ligninas possuem maiores
guantidades de unidades siringila. No entanto, esta banda pode ser influ-
enciada pela presenca de grupos C=0, ions carboxilato e carboidratos
(MARABEZI, 2009). Por fim, com uma comparacdo das bandas 1510
cm™ e 1460cm™, é possivel observar que a banda 1510 cm™ é mais in-
tensa, 0 que se enquadra dentro dos padrdes estabelecidos para uma
lignina-GSH (que possui os trés alcoois precursores) (MARABEZI,
2009), que corresponde & lignina presente no bagaco de cana-de-agucar.
(RAMOS, 2003; MARABEZI, 2009). Na Tabela 22 séo apresentados 0s
valores e atribuicGes das bandas de FTIR caracteristicos para materiais
lignoceluldsicos.
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Tabela 22 - Valores e atribui¢des das bandas de FTIR.

Banda cm™ Atribuices Referéncias
3450-3400 Estiramento O-H. Bodirldau e Teacd (2009);
2933-2842 Estiramento C-H em grupos ~ Marabezi (2009);
metila e metileno. Ciolacu, Ciolacu e Popa
(2011).
2360-2350 Estiramento assimétrico da  Fernandes (2005).
molécula de CO..
1740-1700 Estiramento da carbonila. Saliba et al. (2001);
C=0 néo conjugada Marabezi (2009).
1637 Presenca de ligagdes B- Bodirldu e Teaca (2009).
glucosidicas entre as unidades
de agUcar.
1600 Vibragdo do anel aromético. Owen e Thomas (1989);
1510 Vibragdo do anel aroméatico. Colom et al. (2003);
1460 Deformacdo assimétrica C-H, Marabezi (2009).
em -CH; e -CH,-.
1380 Absorcdo de C-H (-C-CH3)  Saikia et al. (1995);
1260 Estiramento -C-O- Bodirldu e Teaca (2009).
1062 Deformacges do C-H e C-O. Fengel e Wegener (2003);
Rana et al. (2010).
900-890 Estiramento C-O-C presente  Sindhu et al. (2010)
nas ligagoes p-(1—4)- Ciolacu, Ciolacu e Popa
glucosidicas (2011).
Yoon et al. (2012)
800 Estiramento C-H fora do Bykov (2008);

plano nas posicGes 2 e 6 de
siringila, guaiacila, e em to-
das as posi¢cdes da unidade

hidroxifenila.

Marabezi (2009).
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A Figura 27 compara o espectro do bagaco com o bagaco apds
hidrélise enzimatica de 48 horas. N&o foram observadas mudancas sig-
nificativas entre os dois espectros. Houve um pequeno aumento na ban-
da de 1740 cm™ apés a hidrélise, indicando uma maior presenca de car-
bonilas livres, que deve ser proveniente dos terminais redutores forma-
dos ap6s o ataque enzimatico. Ja a banda de 1649 cm™, teve sua intensi-
dade diminuida quando comparada com a banda de 1448 cm™. Como j&
relatado, esta banda é caracteristica de ligagdes p-glucosidicas
(BODIRLAU; TEACA, 2009) e, portanto, esta diminuicao esta associa-
da ao ataque enzimatico que atua nestas ligagdes. E possivel observar
também no bagaco hidrolisado, uma pequena diminui¢do de intensidade
da banda de 800 cm™ que esta relacionada com o estiramento C-H fora
do plano dos anéis aromaticos da lignina (siringila, guaiacila, e hidroxi-
fenila), o que sugere ter uma diminuicdo destes anéis aromaticos
(MARABEZI, 2009).

Figura 27 - Espectro de FTIR da amostra de bagago da cana-de-aglcar (verme-
Iho) comparado com bagaco hidrolisado (pUrpura).
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A Figura 28 apresenta os espectros de FTIR para amostras pré-
tratadas com peroxido de hidrogénio alcalino e ap6s a hidrolise enzima-
tica. As amostras pré-tratadas e hidrolisadas ndo apresentaram mudangas
significativas em comparacio a amostra do bagaco. E possivel identifi-
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car apenas uma leve mudanca de intensidade de algumas bandas, nas
quais, ndo se pode afirmar uma diminuicdo real destes componentes,
pois pode estar relacionada apenas com a homogeneidade e concentra-
¢do no preparo das pastilhas de KBr. No entanto, é possivel observar
que a banda formada na regido de 1740-1720 cm™ comeca a reduzir sua
intensidade apds o pré-tratamento alcalino e some quase que totalmente
apos a hidrdlise enzimatica. Como visto anteriormente, esta regido é
responsavel pelo estiramento das carbonilas (C=O conjugada), e uma
diminuicdo destes grupamentos pode ser indicio da diminuicdo de xila-
nas que compde a hemicelulose (BODIRLAU; TEACA, 2009; YOON
et al., 2012).

Figura 28 - Espectro de FTIR da amostra de bagaco da cana-de-agUcar (verme-
Iho) comparado com bagaco pré-tratado com H,O, alcalino (azul) e com o
bagago pré-tratado submetido a hidrélise enzimética (purpura).
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A partir da comparacdo dos espectros do bagago com as cinzas
provenientes do bagaco (Figura 29), é possivel ver algumas mudancas
significativas, como uma grande diminuicdo da banda de estiramento
O-H. (3423 cm™), e o desaparecimento da banda em 2930 cm™, que
indica a presenca de grupos metil e metileno, além disso, um aumento
significativo da banda de estiramento assimétrico do CO, (2358 cm™).
Na regido de 1750-1000 cm™ a amostra de cinzas apresenta uma quanti-
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dade bem inferior de bandas. Esse tipo de modificagéo est4 associado ao
processo de combustdo que praticamente volatizou quase que toda maté-
ria organica presente (PAULA, 2006; PITA, 2009). E possivel também
observar que a banda em 1078 cm™, que é responsével pelas deforma-
¢cdes do C-H e C-O, aumenta muito a sua intensidade indicando que
restou praticamente s compostos saturados. A regido entre 800 e 400
cm™ no espectro das cinzas apresenta diversas bandas intensas, as quais
indicam compostos de silicio (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000), sen-
do que segundo Paula (2006) e Belini et al. (2012), a cinza do bagaco da
cana-de-agucar é composta predominantemente por dioxido de silicio.

Figura 29 - Espectro de FTIR da amostra de bagaco da cana-de-aglcar (verme-
Iho) comparado com amostra de cinza obtida pela queima do bagaco (verde).
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S&o apresentados na Figura 30 os espectros de FTIR para amos-
tras pré-tratadas com peroxido de hidrogénio suplementado com cinzas
e apds a hidrolise enziméatica deste pré-tratamento. As amostras pré-
tratadas e hidrolisadas ndo apresentaram mudangas significativas em
comparagio a amostra do bagaco. E possivel observar apenas que a
amostra pré-tratada apresenta um comportamento um pouco diferencia-
do do bagaco e da amostra hidrolisada pelas enzimas. No entanto, €
possivel identificar que este comportamento é determinado pela influén-
cia das cinzas adicionadas para o pré-tratamento. Como por exemplo,
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entre 900 - 400 cm™ é possivel verificar uma grande variacéo dos picos
guando comparado o bagaco com o bagaco pré-tratado e hidrolisado, no
entanto, estas mudancas sdo dadas pela presenca das cinzas junto ao
bagaco, incorporando caracteristicas de compostos de silicio. Como
apos a etapa de hidrolise parte desta cinza se perdeu, diminuindo a con-
centragdo, os tracos possuem uma menor intensidade. Salvo a banda de
estiramento assimétrico do CO, (2358 cm™) que aumentou a sua inten-
sidade ap6s o pré-tratamento e continuou a aumentar na etapa de hidro-
lise. Como visto anteriormente (Figura 29), a banda de CO, é caracteris-
tica na amostra de cinza.

Figura 30 - Espectro de FTIR da amostra de bagaco da cana-de-agUcar (verme-
Iho) comparado com bagago pré-tratado com H,O, suplementado com cinzas
(azul) e com o bagaco pré-tratado submetido a hidrélise enzimatica (purpura).
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Desta forma ¢é possivel observar que ambos os pré-tratamentos
aplicados (perdxido de hidrogénio alcalino e perdxido de hidrogénio
com cinzas) ndo apresentaram uma funcdo que viesse a modificar signi-
ficativamente a estrutura quimica do bagaco. Apenas leves modificacbes
de intensidade e auséncia da banda de carbonilas livres (C=O conjuga-
da) relacionada com a da diminuicédo de xilanas que compde a hemicelu-
lose, no caso do pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino.
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4.5.4 Caracterizacdo morfologica

A anélise de MEV do bagaco da cana-de-aglcar submetido ao
pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino (Figura 31) revela
que o pré-tratamento induziu alteragdes fisicas na superficie do bagaco.
O bagaco ndo tratado apresenta fibras consistentes e lisas (Figura 31 — A
e B), quase que intactas. Ja o bagacgo pré-tratado apresenta a superficie
de suas fibras fragmentadas, as quais vistas com maior proximidade
pode-se notar alguns frisos e uma maior ocorréncia de pequenas fissuras
(Figura 31 — C e D), provavelmente expostos pela remocéo da lignina. E
por fim o bagaco hidrolisado apresenta as fibras desfiadas em unidades
menores - microfibrilas, uma aproximacéo nestas fibras revela uma
grande ocorréncia de fissuras (Figura 31 — E e F), criando uma superfi-
cie que se assemelha a uma rede. Portanto, a partir destas micrografias é
possivel ver que o pré-tratamento contribuiu para uma desorganizacdo
fisica das fibras, proporcionando uma maior acessibilidade para as en-
zimas. ObservacGes semelhantes em micrografias de pré-tratamento de
bagaco da cana-de-agUcar foram obtidas ap6s a aplicacdo de &cido for-
mico (SINDHU et al., 2010) e de pré-tratamentos com SO, e CO,
(CORRALES et al., 2012).

A anélise de MEV do bagaco da cana-de-agucar submetido ao
pré-tratamento com peroxido de hidrogénio suplementado com cinzas
(Figura 32) revela que o pré-tratamento induziu alteracGes fisicas na sua
superficie. Como jé relatado, o bagago nédo tratado apresenta fibras con-
sistentes, que se encontram lisas, quase que intactas. O bagago pré-
tratado apresenta sua superficie desorganizada e com a presenca de pe-
guenos fragmentos na cor branca sobre as estruturas lignocelulésicas, os
quais s&o as cinzas utilizadas no pré-tratamento. E possivel ver a evolu-
cdo de um aglomerado, que quando passa pelo pré-tratamento deixa a
estrutura parcialmente desorganizada, e apds a hidrolise enzimatica, este
aglomerado é praticamente desfeito.
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Figura 31 - Micrografia do bagago da cana-de-aglcar submetido ao pré-
tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino. A e B — Bagago sem tratamen-
to. C e D - Bagago pré-tratado com peroxido de hidrogénio alcalino. E e F —
Bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino e submetido a hidrélise
enzimatica.
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Figura 32 - Micrografia do bagago da cana-de-aglcar submetido ao pré-
tratamento com perdxido de hidrogénio suplementado com cinzas. A — Bagago
sem tratamento. B - Bagago pré-tratado com perdxido de hidrogénio suplemen-
tado com cinzas. C — Bagaco pré-tratado com peré6xido de hidrogénio suplemen-
tado com cinzas submetido a hidrélise enzimatica.

15kV X100 100pm LCME-UFSC

15kV X100  100pm 0 LCME-UFSC

i‘;/; J

X100~ 100um LCME-UFSC

Comparando as micrografias dos dois pré-tratamentos (Figuras
31 e 32), observa-se que o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio
alcalino é mais agressivo, e apresenta uma maior desorganizacdo das
fibras lignocelul6sicas. No entanto, a forma em que as fibras do pré-
tratamento com perdéxido de hidrogénio alcalino estdo dispostas se as-
semelha muito com a forma em que o bagago tratado com NaOH se
encontra (REZENDE et al., 2011). Isto reforca a hip6tese de que o pré-
tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino, é basicamente um
tratamento caustico e oxidativo, sofrendo as mesmas consequéncias dos
tratamentos causticos com bases fortes, gerando residuos de forte agres-
sividade frente aos materiais lignoceluldsicos pré-tratados, o que ocasi-
ona a perda de carboidratos com parcial degradagdo de hemicelulose
(MONTE; BRIENZO; MILAGRES, 2011).



75

4.5.,5 Consideraces finais

O pré-tratamento com H,0; e cinzas quando comparado com o
pré-tratamento com H,0, alcalino, apresenta um rendimento um pouco
inferior de agUcares redutores, no entanto, apresenta 0 mesmo rendimen-
to de glucose ap6s a hidrélise enzimatica. Como o procedimento de
quantificacdo de glucose apresenta maior precisdo, é possivel afirmar
gue ambos pré-tratamentos possuem a mesma eficiéncia em tratar o
bagaco da cana-de-agUcar para posterior hidrdlise enzimatica.

Através de analises de composicdo quimica, é possivel observar
gue o pré-tratamento com H,O, alcalino se demonstrou mais eficiente na
remogdo da lignina que o pré-tratamento com H,0, e cinzas, no entanto,
este pré-tratamento degradou uma maior quantidade de hemicelulose,
apresentando um desperdicio de carboidratos. As andlises de identifica-
¢do de estruturas quimicas ndo apresentaram modificacfes significativas
nos grupos funcionais para os pré-tratamentos avaliados. Todavia, a
partir de uma caracterizacdo morfoldgica foi possivel identificar uma
leve desorganizagdo nas fibras de bagaco apds ambos pré-tratamentos,
sendo que no pré-tratamento com H,0, alcalino a desorganizacdo foi
mais intensa.

A partir do conjunto de resultados comparativos é possivel verifi-
car que o pré-tratamento com H,0; e cinzas se apresenta menos agressi-
Vo e opera em condi¢cdes mais amenas de pH do que o pré-tratamento
com H,0, alcalino, mantendo a mesma eficiéncia.
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CAPITULO 5: CONCLUSOES

Do trabalho aqui desenvolvido e exposto anteriormente, pode-se
obter as conclusdes apresentadas a seguir.

A formulacdo de enzimas utilizadas para etapa de hidrélise enzi-
matica deste trabalho apresentaram todas as celulases (endoglucanase,
exoglucanase e B-glucosidase) com uma atividade 6tima na mesma con-
dicdo de temperatura (45°C) e pH (4,0).

Referente ao pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino,
a concentracdo de perdxido de hidrogénio e a temperatura influenciam
No processo, enquanto que a agitacdo ndo apresenta influéncia. O tempo
de reacdo também apresenta influéncia no processo de pré-tratamento,
sendo que um tempo reduzido ou excessivo pode prejudicar o processo.
A partir do modelo obtido das condicfes testadas, 9,39% (v/v) H,0,,
46°C de temperatura e agitacdo de 1,67 Hz por um periodo reacional de
40 minutos permitem obter o maior rendimento de acUcares redutores
apos hidrélise enzimatica. Este pré-tratamento é um método eficiente
para remocdo de lignina do bagaco da cana-de-agtcar. Além disso, uma
combinacdo de alta concentragdo de H,O, e temperatura de 60°C duran-
te o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino favorece a
formacdo de uma placa, tornando o bagaco da cana-de-aglcar pouco
susceptivel a hidrdlise enzimatica.

No pré-tratamento com peroxido de hidrogénio suplementado
com cinzas, utilizando planejamento experimental, pode-se observar que
a variavel que exerce maior influéncia foi a concentracdo de cinzas. A
partir do modelo obtido das condicGes testadas, 6,32% (v/v) H,0,,
3,40% (p/v) cinzas, 60°C de temperatura e agitagdo de 1,67 Hz por um
periodo reacional de 2 horas permitem obter o maior rendimento de
acucares redutores apds hidrdlise. O pré-tratamento com perdxido de
hidrogénio suplementado com cinzas é um meio eficiente de tornar o
bagaco da cana-acUcar mais susceptivel a sacarificacdo enzimatica. Este
pré-tratamento apresenta ap6s a hidrélise enziméatica um bom rendimen-
to de agUlcares redutores e uma concentracdo de glucose igual ao pré-
tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino. E ainda, apresenta
condicdes favoraveis de consumir menor quantidade de reagentes e
trabalhar em condicfes de pH mais ameno, quando comparado com o
pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino.

O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio suplementado com
cinzas e peroxido de hidrogénio alcalino praticamente ndo ocasionaram
modificacdes quimicas no bagaco de modo a serem perceptiveis na es-
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pectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. No entan-
to, apresentaram uma leve desorganizacdo fisica nas fibras do bagaco, as
quais puderam ser observadas via microscopia eletrénica de varredura.
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ANEXOS

Anexo 1 — Comprovante do deposito do pedido de patente “Método de
pré-tratamento e hidrélise de materiais lignocelulésicos para obtengdo
de aglicares monoméricos”

< Uso exclusivo do INPI >
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DEPOSITO DE PEDIDO DE PATENTE OU DE CERTIFICADO DE ADIGAO

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:
O requerente solicita a concessao de um privilégic na nalureza e nas condigdes abaixo indicadas

1 Depositante (71):

11 Nome: Universidade Federal
12 Qualificagdo: Instituicao de Ensino e Pesquisa
13 CNPJ/CPF: 83899526000182
14 Endereco Completo: Campus Universitario, S/N°, Cx. Postal 476, Trindade
1.5 CEP. 88040-2300 16 Telefone: 48 3721-9628 1.7 Fax:
1.8 E-mail. dit@reitoria.ufsc.br
[ continua em folha anexa
2: Natureza: @ Invengéo O Modelo de Utilidade O Certificado de Adigao

Escreva, obrigatoriamente, € por extenso, a Nalureza desgjada: Invencgao

3. Titulo da Invengao ou Modelo de Utilidade ou Certificado de Adigao(54):
ODO DE PRE-TRATAMENTO E LISE DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS PARA
0 DE ACOCARES MONOME




