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RESUMO

No Brasil o etanol é obtido principalmente a partir da cana de acucar, a fibra do bagaco de
cana é composta principalmente por lignina, celulose e hemicelulose, sendo possivel produzir
etanol celulésico a partir da sacarificacdo da celulose presente nessa fibra. Para se chegar ao
etanol celul6sico por hidrélise enzimatica sdo necessarias pelo menos quatro etapas, sendo
elas: o pré-tratamento; a hidrdlise enzimética; a fermentacdo alcodlica dos aglcares e a
destilacdo para a obtencdo do etanol celuldsico. Neste contexto o foco deste trabalho foi
promover o pré-tratamento do bagaco utilizando ultrassom, micro-ondas e ozénio, a fim de,
encontrar 0 melhor tratamento para modificacdo desta fibra, visando o aumento do
rendimento enzimatico. Ap6s o tratamento a fibra resultante foi utilizada na hidrolise
enzimatica, caracterizagdo quimica e avaliada térmica e estruturalmente pelas técnicas de
TGA (termogravimetria), FTIR-ATR (espectroscopia no infravermelho), HPLC
(cromatografia liquida), MEV, MET (microscopia eletrénica de varredura e transmissao) e
DRX (difratometria de raios X). Os resultados obtidos por estas analises foram comparados
ao rendimento da hidrélise enzimatica e ao teor de compostos inibidores da fermentacao
alcodlica. Com a utilizacdo do FTIR-ATR foi possivel visualizar o efeito dos tratamentos nas
diversas regides da fibra e comprovar a redugdo da lignina. A partir da analise térmica por
TGA foi possivel observar que a maior estabilidade térmica das amostras esta amplamente
relacionada ao grau de celulose presente na fibra ap6s o tratamento, com a analise por DRX
foi possivel determinar que a celulose cristalina ndo é afetada durante o pré-tratamento. A
microscopia eletrénica de varredura permitiu observar as modificacdes causadas na superficie
da fibra apds os tratamentos, enquanto a microscopia eletrdnica de transmissdo permitiu
observar que a parede celular secundaria é a mais afetada pelo tratamento por ozonio.
Tratamentos com 0zOnio em meio alcalino apresentaram baixa quantidade de compostos
inibidores e melhores rendimentos durante a hidroélise, principalmente quando assistido por
ultrassom. Utilizando os dados da caracterizacdo pode-se afirmar que a utilizagdo do
ultrassom intensifica a remocéo de hemicelulose e as micro-ondas intensificam a remocéo da
lignina nas condi¢cdes de meio alcalino e ozénio, o valor de glicose obtido ap6s a hidrolise
enzimética dos tratamentos nessas condi¢des (O3 + NaOH), representados pela Amostra 7,
foi de 391+7 mg de glicose g™ de bagaco tratado, sendo esse valor 6 vezes maior que 0

obtido através do bagaco sem tratamento.

Palavras-chave: Ozondlise, etanol celul6sico, bagaco de cana de agUcar, ultrassom, micro-
ondas.



ABSTRACT

In Brazl ethanol is produced mainly from sugar cane, fiber sugarcane bagasse is mainly
composed of lignin, cellulose and hemicellulose, which can produce cellulosic ethanol from
saccharification of cellulose present in this fiber. To get to cellulosic ethanol by enzymatic
hydrolysis requires at least four stages. pre-treatment; enzymatic hydrolysis; alcoholic
fermentation of the sugars and distillation for obtaining cellulosic ethanol. In this context the
focus of this work was to pretreatment of bagasse using ultrasound, microwave and ozone in
order to find the best treatment for modification of this fiber, to increase the enzyme yield.
After treatment, the resulting fiber was used in enzymatic hydrolysis and chemical, thermal
and structurally analysis by the techniques: TGA (thermogravimetry), FTIR-ATR (infrared
spectroscopy), HPLC (liquid chromatography), SEM, TEM (scanning electron microscopy
and transmission) and XRD (X-ray diffraction). The results obtained by these analyzes were
compared to the yield of the enzymatic hydrolysis and the content of alcoholic fermentation
inhibiting compounds. With the use of FTIR-ATR was able to see the effect of the treatments
in the various regions of the fiber and demonstrate the reduction of lignin. From the thermal
analysis by TGA was observed that the higher thermal stability of the samples is largely
related to the degree of the cellulose present in the fiber after treatment, with the XRD
analysis it was determined that the crystalline cellulose is not affected during the pre-
treatment. The scanning electron microscopy allowed observing the changes caused on the
fiber surface after treatment, while the transmission electron microscopy allowed observing
the secondary cell wall is the most affected by ozone treatment. Treatments with ozone in
alkaline medium showed low amount of inhibiting compounds and better yields during
hydrolysis, especially when assisted by ultrasound. Using the data of the characterization it
can be stated that the use of the ultrasound enhances the removal of hemicellulose and
microwave enhance the removal of lignin when in alkaline conditions and ozone treatment,
the glucose value obtained after enzymatic hydrolysis of these treatment conditions (NaOH +
0s), represented by Sample 7, was 391 + 7 mg of glucose by g™ of treated pulp, this value
being 6 times greater than that obtained by untreated pulp.

Keywords: Ozonolysis, cellulosic ethanol, sugarcane bagasse, ultrasound, microwave.
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1. INTRODUCAO

No Brasil o primeiro grande investimento na industria alcooleira foi durante a Segunda
Guerra Mundial (1943), com a reducdo do fornecimento de gasolina devido a guerra, a
producdo de etanol foi aumentada, a fim de ser misturado com a gasolina para diminuir o
custo do produto derivado do petrleo. Com o fim da guerra a producdo de etanol entrou em
crise devido ao baixo preco da gasolina, tendo seu novo auge apenas em 1975 com a criacao
do programa Pro-alcool, em resposta a crise do petroleo de 1973, inicialmente o etanol foi
misturado a gasolina e depois utilizado em carros 100% movidos a etanol. No final da década
de 80 ocorreu uma nova crise no setor alcooleiro, devido novamente ao baixo preco da
gasolina e a falta de alcool no mercado, sendo necessaria a sua importacao.

Apbs quase duas décadas de pouco desenvolvimento, o etanol ressurge forte no inicio
do século XXI com o surgimento de politicas verdes e a preocupacdo com o fim das reservas
de petrdleo, tendo seu grande auge com o desenvolvimento de carros bicombustiveis em
2003. Por volta de 2012 com a descoberta do pré-sal e a necessidade de importagéo, o etanol
tem vivido uma fase de incerteza. Nesse cenario o etanol celulésico tem surgido como
promessa para contornar a situagdo. Para o ano de 2014 estd previsto para entrar em
funcionamento duas usinas de etanol celulésico no Brasil, sendo a primeira, a unidade da
GranBio em S8 Miguel dos Campos, em Alagoas, e a segunda da empresa Raizen em
Piracicaba-SP, com producdo anual estimada de 80 e 40 milhdes de litros de etanol
respectivamente (ZAPAROLLI, 2014).

Juntos Brasil e Estado Unidos da América sdo responsaveis por aproximadamente
83,1% da producdo mundial de etanol (EIA, 2011). No Brasil o etanol é obtido principalmente
a partir da cana de agucar. Aproximadamente 80 litros de etanol podem ser produzidos para
cada tonelada de cana colhida (MAPA, 2012), rendimento que exige uma area cultivada
relativamente grande para manter o mercado abastecido. Apés a extracdo do caldo de cana
para producdo de etanol, a fibra resultante (bagago) torna-se um dos principais subprodutos da
usina de acUcar e etanol. A fibra é constituida principalmente de material lignocelulésico e
contém em sua estrutura aproximadamente 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de
lignina (PANDEY et al., 2000; PAULY; KEEGSTRA, 2008; TRAVAINI et al., 2013). Este
material pode ser hidrolisado por enzimas para a producdo de agUcares fermentesciveis.
Entretanto o material lignocelulésico é altamente recalcitrante devido a presencga de lignina,
celulose cristalina e ligagdes cruzadas entre hemicelulose e lignina dificultando o acesso das



enzimas ao substrato e reduzindo o rendimento da hidrolise, tornando o processo inviével
(PANDEY et al., 2000; MOSIER et al., 2005). Neste cenario é necessario realizar o pré-
tratamento do bagaco, a fim de alterar a estrutura do material lignocelulésico.

Um pré-tratamento ideal deve alterar a estrutura da fibra sem que ocorra a perda de
carboidratos, aumentar o rendimento da hidrélise enzimatica, ndo formar subprodutos que
inibem a fermentagdo alcodlica, além de apresentar baixo custo (SUN; CHENG, 2002). O
tratamento por ozdnio tem sido relatado como sendo eficiente para desestruturacdo do
material lignocelulésico do qual o bagaco de cana de aglcar € composto, 0 0zonio é altamente
reativo com compostos que possuem ligacdes duplas conjugadas e grupos funcionais com alta
densidade de elétrons (GARCIA-CUBERO et al., 2009). Portanto a lignina é o material mais
provavel de ser oxidado pela acdo do ozdnio devido principalmente a estrutura aromaética de
seus precursores e a grande quantidade de ligacdes duplas entre carbonos, uma vez que as
principais vantagens da utilizacdo de 0zonio no tratamento é que a reacdo por ele empregada
aparentemente ndo gera produtos que podem inibir a hidrolise ou fermentacdo alcoolica e as
reacOes podem ser realizadas em temperatura e pressdao ambiente (TRAVAINI et al., 2013). A
irradiacdo por meio de ultrassom tem & capacidade de aumentar a area superficial do substrato
por meio de um fenémeno conhecido como cavitacdo acustica (SUSLICK et al., 1986), o que
facilita 0 acesso da enzima ao seu substrato aumentando a taxa de hidrolise. A irradiacéo por
ultrassom tem sido empregado e testado em varios trabalhos com materiais lignocelulésicos
(WOOD, 1997; LIU et al., 2007a; SUN et al., 2004a; VELMURUGAN; MUTHUKUMAR,
2011). A irradiacdo por micro-ondas tem a capacidade de elevar a temperatura das amostras
em um curto tempo e desta forma desestabilizar o material lignocelulésico. Diversos trabalhos
tém utilizado as micro-ondas no tratamento de materiais lignocelulésicos (ZHU et al., 2005;
CHEN et al., 2011; OOSHIMA et al., 1984 ; BINOD et al., 2012; MORETT]I et al., 2014).
Um estudo utilizando essas trés técnicas para o tratamento do bagaco de cana de agUcar ainda
ndo foi relatado. Neste trabalho buscou-se realizar o tratamento do bagaco de cana de agucar
utilizando micro-ondas, ultrassom e ozonio em diferentes condi¢cbes quimicas, a fim de

encontrar o melhor tratamento para 0 aumento do rendimento enzimatico.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. MATERIAL LIGNOCELULOSICO E ESTRUTURA DA PAREDE CELULAR

O material lignocelul6sico é a matéria prima mais abundante no planeta para produgéo
de combustiveis, é composta por trés componentes principais, sendo eles: celulose,
hemicelulose e lignina (Figura 1) (PAULY; KEEGSTRA, 2008; ZHANG, 2008; MOSIER
et al., 2005). Tais componentes estdo ligados entre si e ddo sustentabilidade e resisténcia as
plantas (ZHANG, 2008; LI et al., 2010). A biomassa geralmente é um residuo de baixo valor,
produzido como subproduto de varios setores industriais como. No Brasil 0 bagaco de cana de
acucar tem sido utilizado para producdo de energia elétrica (PANDEY et al., 2000) e mais
recentemente para a producdo de etanol celulésico com a criag¢do de novas usinas de producéo
de etanol celulésico (ZAPAROLLLI, 2014).

Figura 1. Material lignocelulésico

Lignina

Material
Lignocelulosico

Hemicelulose
(xilana)

A celulose é um polissacarideo linear formado por unidades de glicose unidas por
ligacdes glicosidicas do tipo B (1—4) com aproximadamente 8.000 a 12.000 unidades de
glicose, sendo o polimero mais abundante na natureza e um dos principais constituintes da
parede celular vegetal (ARO et al., 2005) (Figura 2, a).



Figura 2. a) Simples unidade de cadeia de celulose repetitiva, ligacdo B-1-4, ligacbes de hidrogénio
intra-cadeiras (linhas tracejadas); b ) Microfibra de celulose exibindo as regides amorfas e cristalinas.

HO— OH
O, "HO—C ,r
HO—C N & G .
0
e rprs el o
a)
Cadeias de\c’elulose " Regides desordenadas

i‘ 100nm ‘I Regides Cristalinas

Fonte: (MOON et al., 2011)

A celulose pode ser classificada como cristalina ou amorfa (Figura 2, b). A celulose
cristalina é formada a partir de cadeias de celulose unidas por liga¢6es de hidrogénio de forma
organizada, esta organizacdo nas ligacdes torna a celulose cristalina persistente e insoltvel,
dificultando a penetracdo de &gua e enzimas, por outro lado, a celulose amorfa é menos
organizada e mais soluvel, sendo mais facil a sua degradacdo (ALIYU; HEPHER, 2000;
POSTEK et al., 2011; MOON et al., 2011).

Ja a hemicelulose é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, tendo uma
composicdo heterogénea de varias unidades de acucares diferentes (ARO et al., 2005),
podendo ser formada por pentoses (Figura 13) (xilose, ramnose e arabinose), hexoses (glicose,
manose e galactose) ou acidos urdnicos (4-O-acido metilglucurénico e acido galacturdnico)
(RAMOS, 2003; EBRINGEROVA; HEINZE, 2000).

A lignina € um polimero complexo e insoltvel, ramificado por unidades de
fenilpropandides unidos por ligagdes carbono-carbono ou éter (Figura 3), que formam uma
rede de ligagOes cruzadas no interior da parede celular (ARO et al., 2005) conferindo uma
estrutura resistente ao impacto e ao ataque de micro-organismos, além de dificultar o acesso
das enzimas. (TUOMELA et al., 2000; BARAKAT et al., 2015; MOSIER et al., 2005;
ZHANG, 2008).
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Figura 3. Estrutura da Lignina

Fonte: (CRESTINI et al., 2010)

A estrutura da parede celular é constituida por trés componentes: lamela média, parede
priméaria e parede secundaria. A lamela média é o componente presente entre as células, rica
em substancias pécticas, situada entre paredes primarias de células vizinhas (Figura 4, ML),
permitindo a unido e a comunicac¢ao quimica entre tais células. As primeiras paredes a serem
formadas sé@o as paredes celulares primarias, sdo as mais externas e sdo produzidas durante o
desenvolvimento da célula (Figura 4, P), variam em espessura e apresentam camadas
distintas, tais paredes apresentam microfibrilas de celulose em sua composi¢do que sdo
resistentes a agua e a degradacdo, em sua massa podem possuir 85% de polissacarideos
(hemicelulose, e pectinas) e 10% de proteinas (MCNEIL et al., 1984).

Figura 4. Estrutura da parede celular vegetal. ML — Lamela media P — parede celular
primaria, S1, S2 e S3- primeira segunda e terceira camada da parede celular secundaria.

Fonte: (POSTEK et al., 2011)
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Paredes sintetizadas a partir de células que concluiram a fase de crescimento sdo
conhecidas como paredes secundarias, tais paredes apresentam camadas multiplas e contém
em sua estrutura a lignina, sendo, portanto, mais rigida que a parede primaria. A parede
celular secundaria pode apresentar até trés camadas conhecidas como S1, S2 e S3 (Figura 4,
S1, S2 e S3) (FENGEL; WEGNER, 1989; AGARWAL, 2006; PAULY; KEEGSTRA, 2008)

O material lignocelulésico € altamente recalcitrante devido a presenca da celulose
cristalina, lignina e das ligagbes cruzadas entre hemicelulose e lignina na parede celular
vegetal (ZHANG, 2008; BLANCH; WILKE, 1982 apud LI et al., 2010).

2.2. PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA

O propésito do pré-tratamento é alterar a estrutura do material lignocelulésico, a fim
de facilitar o acesso da enzima ao seu substrato, o pré-tratamento deve resultar principalmente
no aumento da superficie do substrato e/ou degradacgéo da lignina (MOSIER et al., 2005). Um
pré-tratamento ideal deve: 1) Alterar a estrutura da fibra sem que ocorra a perda de
carboidratos; 2) Aumentar o rendimento da hidrolise enzimatica; 3) N&o deve formar
subprodutos que inibem a fermentacdo alcoolica, 4) Possuir baixo custo (SUN; CHENG,
2002). Um levantamento com aproximadamente cem publicacgdes, voltadas para o tratamento
do bagaco de cana de acuUcar para a producdo de etanol celulésico, durante os ultimos 10 anos,
tem demonstrado que inumeros métodos de tratamentos tém sido utilizados (Figura 5).

Figura 5. Tratamentos mais utilizados nas pesquisas direcionadas ao tratamento do bagaco de

cana de agUcar nos Ultimos 10 anos.
0% m Publicagdesde 2011 até 2014
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| \ I {
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Observa-se que os tratamentos utilizando &cidos ou bases diluidas tém sido os mais
utilizados nos altimos 10 anos, entretanto nos ultimos 4 anos (de 2011 a 1014) a tendéncia
tem sido empregar técnicas menos tradicionais, tais como micro-ondas, ultrassom, liquido
ibnico, amonia diluida e outros (0zonio, glicerol, organosolv e peréxidos), a fim de aumentar
o rendimento e reduzir principalmente a formacdo de composto inibidores da fermentagéo

alcodlica.

2.2.1. Pré-tratamento com Oz6nio

O oz6nio ¢ altamente reativo com compostos que possuem ligaces duplas conjugadas
e grupos funcionais com alta densidade de elétrons (GARCIA-CUBERO et al., 2009)A
complexa estrutura da lignina baseia-se em trés principais precursores monomeéricos, alcool
coniferilico, &lcool sinapilico e alcool p-coumarilico (AMEN-CHEN et al., 2001) (Figura 6).
Portanto as ligacdes duplas da lignina podem pertencer tanto ao anel aroméatico quanto a
cadeia alifatica, desta forma, a grande quantidade de ligacfes duplas entre carbono torna a

lignina 0 componente lignoceluldsico mais provavel de ser oxidado pela agdo do ozénio.

Figura 6. Estrutura quimica dos precursores monoméricos da lignina.

H,C—OH HaC—OH HC—0OH
S CH CH
| I .
CH CH ‘L
L\Tj H 313—0"\-‘145' “~0-CHs S~ 0-CHy
OH OH OH
Alcool p-Coumaril Alcool Sinapil Alcool Coniferil

Fonte: (AMEN-CHEN et al., 2001)

A reacdo do o0z6nio pode acontecer por radicais livres ou por ataque eletrofilico direto,
dependendo do pH (GLAZE et al., 1987 apud TEZCANLI-GUYER; INCE, 2004), durante a
ressonancia da molécula de ozénio, o oxigénio terminal positivo torna-se o sitio eletrofilico da

molécula, sendo por sua vez mais reativo que o sitio nucleofilico (Figura 7).

Figura 7. Hibridos de ressonéncia da molécula de oz6nio.
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O passo inicial para ozonizacdo é o ataque eletrofilico das posicbes ativadas pelo
oxidante (Figura 8) (GIERER, 1986). Apos a reacdo ¢ consumido uma molécula de &gua e

liberado peroxido de hidrogénio, mas o mais importante ¢ a abertura do anel aromatico
provocado pela reacéo.

Figura 8. Mecanismo de a¢do do 0zonio em compostos aromaticos.

+H.0O =
+0, OCH,4 Z | \l‘C.‘!'CH:3
-H0, O
OCH, (9] p
- 9] [OH] [OH]

Fonte: (GIERER, 1986)

Em meio alcalino o 0z6nio € instavel e sua decomposicao gera radicais hidroxilas que
possuem potencial de oxidacdo maior que do préprio ozodnio, por outro lado, em pH é&cido a

estabilidade do oz6nio ¢ mantida (MASTEN et al., 1994; NASCIMENTO et al., 1998;
GIERER, 1986).

Figura 9. Mecanismo de acdo do 0z6nio em: a) alcenos; b) alcanos e cadeira lateral do anel
aromatico; c) Aldeidos.
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Fonte: (GIERER, 1986)

A reacdo do ozonio com alcenos (Figura 9, a) leva a quebra da ligacdo dupla entre
carbonos e a formacéo de C=0 correspondentes a cetonas, aldeidos ou &cidos carboxilicos. O
0zO6nio pode reagir também com a cadeia lateral por ligacdo éter, tanto em aromaticos quanto

em alcanos, levando a separacdo da cadeia lateral e do anel aromatico (Figura 9, b). Aldeidos
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estruturais e ou aldeidos formados por outras reagdes podem reagir com o 0zonio produzindo
acidos (Figura 9, c). As reacdes contidas na Figura 8 e a Figura 9 (a) sdo as mais importantes
rotas de degradacao de compostos aromaticos e alcenos pelo ozondlise (GIERER, 1986).

A principal vantagem da utilizacdo de ozbnio é que compostos inibidores da
fermentacdo alcodlica, tais como, compostos furanicos, vanilina, siringaldeido, acido
cumarico e acido ferdlico podem ndo ser gerados durante o processo de ozondlise.
(TRAVAINI et al., 2013; KAUR et al., 2012).

2.2.2. Pré-tratamento com Micro-ondas

As micro-ondas atuam sobre as moléculas de &gua, provocando um intenso
movimento rotacional que, por atrito, gera aquecimento (SANSEVERINO, 2002). A
importancia da utilizacdo das micro-ondas estd principalmente na facilidade de obtencdo de
elevadas temperaturas em poucos segundos (aproximadamente 260°C, dependendo do
solvente) e na uniformidade do aquecimento. Segundo Binod et al. (2012) utilizando a
espectroscopia de infravermelho foi possivel observar mudancas estruturais na fibra do
bagaco de cana de acucar causadas pelo tratamento utilizando micro-ondas. Ja Chen et al.
(2011) estudaram os efeitos do pré-tratamento do bagaco de cana irradiado por micro-ondas
na presencga de acido sulfurico diluido, variando o tempo de irradiacdo e a temperatura, e
observaram que as mudancas estruturais ocorridas no bagagco com tratamento por micro-ondas
estdo principalmente ligadas a temperatura, enquanto que o tempo de aquecimento pouco
afeta a estrutura do bagaco; além disto, observou que com o emprego das micro-ondas o teor
de hemicelulose foi reduzida significativamente e a estrutura cristalina da lignina

desapareceu.

2.2.3. Pré-tratamento com Ultrassom

O tratamento com ultrassom em meio liquido leva a formacdo de microbolhas na
solucdo com temperaturas de até 5000 K e pressdo na ordem de 1000 atm, fenbmeno
conhecido como cavitacdo acustica (SUSLICK et al., 1986). Trés possiveis reacfes podem
ocorrer devido ao fenémeno da cavitagdo acustica (RIESZ et al., 1990; INCE et al., 2001): a
primeira reagdo ocorre no interior da microbolha e compreende a reacdo de oxidacdo pelo
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contato dos radicais livres formados pela sondlise da agua (Figura 10) com compostos
presentes no interior ou em contato com a microbolha (Figura 11, a).

Figura 10. Cadeia de rea¢des que ocorrem durante a sonificagdo da agua.
H,O+))) — "OH +H
‘'OH +'H — H,0
'OH + "OH — H-»0,

20H - H,O0+0
Fonte: (TEZCANLI-GUYER; INCE, 2004)

A segunda reacdo € uma reacdo térmica e ocorre devido a temperatura superficial da
microbolha, na ordem de 2000 K (Figura 11, b); por fim, a micro bolha pode entrar em

colapso e liberar os radicais formados em seu interior para a solucdo principal (NAM et al.,
2003; INCE et al., 2001) (Figura 11, c).

Figura 11. Trés potenciais sitios de rea¢fes quimicas em liquidos irradiados com ultrassom.

(a)
dentro da microbolha

‘h) (T=4500-5000 K)

interface microbolha/solugio
(T= 850-2000 K)

(€)
solugdo principal
(T=ambient)

Fonte: (INCE et al., 2001)

As reagdes que ocorrem devido a irradiacdo com ultrassom podem romper as paredes

celulares da fibra, facilitando a penetracdo de solventes no material celulésico e aumentando a
transferéncia de massa (LIU et al., 2007a).
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2.2.4. Modificagdes no pH

O ozbnio € um poderoso oxidante (E° = +2.07 V) que possui certa estabilidade em
condicdes acidas, entretanto, o 0zénio se degrada rapidamente quando em solugdes alcalinas,
levando a formacdo de radicais hidroxilas que por sua vez é um oxidante ainda mais poderoso
(E° = +3.06 V) a formacdo de radicais pode tornar o tratamento mais severo em condig¢des
alcalinas, mas por outro lado torna a acdo do ozénio inespecifica e pode causar a degradacdo
de carboidratos.

As micro-ondas em meio acido podem aumentar a area superficial do bagaco devido
ao inchaco ocorrido durante o aquecimento, além disto, 0 aumento de temperatura leva a
diminuicdo do pH final da solucdo, isto ocorre devido a liberacdo de &cidos organicos
presentes no bagaco (CHEN et al., 2011). Por outro lado, um estudo feito por Zhu et al.,
(2005) com palha de arroz indica que a utilizagdo das micro-ondas em meio alcalino pode
aumentar a taxa de hidrdlise devido a remogao de lignina e hemicelulose.

2.3. HIDROLISE ENZIMATICA

Para avaliar a qualidade do pré-tratamento € necessario promover a hidrolise
enzimatica do material pré-tratado, € utilizado um complexo celulolitico composto geralmente
por celulases. As celulases sdo enzimas que hidrolisam as ligagdes  (1—4) da celulose. Para
que ocorra a hidrolise da celulose € necessaria a agdo conjunta das endoglucanases,
exoglunases e B-glicosidases. As endoglucanases (EC 3.2.1.4) atacam aleatoriamente regides
de baixa cristalinidade da celulose, no interior da molécula, hidrolisando as liga¢des B (1—4)
e gerando novas terminacGes de cadeia. J& as exoglucanases ou celobiohidrolases (EC
3.2.1.91) degradam a molécula resultante da acdo das endoglucanases pela remocdo de
unidades de Glicose ou celobiose e, por fim, as B-glucosidases ou Celobiases (EC 3.2.1.21)
hidrolisam a celobiose, liberadas pela acdo das exoglucanases, liberando Glicose (Figura 12)
(ARO et al., 2005; RIEDEL et al., 1997; GOMEZ, 1985).
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Figura 12. Sistema enzimatico envolvido na degradacédo da celulose, principais atividades
celuloliticas e sitios de acdo dos trés principais grupos de celulases.
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Fonte: adaptado de Aro et al., (2005)

As acdes combinadas das endoglucanases e exoglucanases modificam a superficie da
fibra de celulose acelerando a velocidade de liberacdo de glicose por facilitar o acesso das f-
glucosidases aos seus substratos. Além destas enzimas, outras proteinas como as expansinas e
as swoleninas sao relatadas como desestabilizadoras da estrutura da celulose cristalina, o que
favorece a sua sacarificacdo (ARO et al., 2005).

A hidrolise da hemicelulose é realizada pelo conjunto de enzimas denominado
hemicelulases. A hidrélise ocorre pela acdo conjunta de endoenzimas, que clivam
internamente a cadeia principal, exoenzimas, que liberam aglcares monoméricos, e enzimas
auxiliares, que conduzem a liberacdo de outros monossacarideos e/ou dissacarideos (ARO et
al., 2005). A xilana (Figura 13) é o principal componente da hemicelulose, e sua degradacao
requer um conjunto de esterases e glucanases, estas enzimas sdo produzidas por fungos e

bactérias e sd0 em sua maioria extracelular (CHAVEZ et al., 2006).
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Figura 13. Representacdo esquematica de uma molécula de xilana e as respectivas a¢fes das enzimas
do sistema xilanolitico. 1 — endoxilanases; 2 - a-L-arabionofuranosidases; 3 — glucuronidases; 4 —
feruloil e cumaril esterases; 5 — acetil xilana esterases; 6- B-xylosidases.

(2} o-L-arablonolurancosidases

(1)- Endoxitanases

(4) - Feruloll @ Cumaril eslerases

(6)-B-xylosidases

Fonte: adaptada de Chavez et al., 2006.

A hidrolise da xilana envolve as endo-1,4-p-D-xilanases (EC 3.2.1.8), que sdo enzimas
que hidrolisam as ligagdes internas p (1 — 4) da cadeia principal da molécula de xilana,
resultando em um decréscimo no grau de polimerizagdo do substrato, as a-L-
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), que sdo enzimas que hidrolisam grupos terminais da
cadeia de hemicelulose, as exo-1,4-B-xilosidase (EC 3.2.1.37), que hidrolisam os
oligossacarideos em xilose e as acetil xilana esterases (EC 3.1.1.72), que hidrolisam grupos
acetato da cadeia principal, sendo estas as principais enzimas, outras enzimas que também
atuam na degradacdo da xilana sdo as a-D-glucuronidases (EC 3.2.1.139), feruloil (EC
3.1.1.73) e cumarilico (EC 3.1.1.-) esterases (WONG et al., 1988; ARO et al., 2005 ).

2.4. INIBIDORES DA FERMENTACAO ALCOOLICA

As condicBes extremas na qual o bagaco é submetido durante os pré-tratamentos
podem gerar subprodutos inibidores da fermentacdo alcodlica, portanto, uma grande
quantidade de acUcares fermentaveis liberados ndo indica alto rendimento na producéo de
etanol celulésico. Os inibidores da fermentagdo sdo divididos em 3 grandes grupos baseados
em sua origem, sendo eles: 1) Derivados furanicos; 2) Compostos fendlicos totais; 3) Acidos
fracos (PALMQVIST et al., 2000).

Quando a hemicelulose é hidrolisada séo liberados para 0 meio a xilose, manose, acido

acético, galactose e glicose, j& a celulose € hidrolisada a glicose, A xilose é degradada a
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furfural e o hidroximetilfurfural (HMF) é formando a partir da degradacdo de hexoses quando
em altas temperaturas e meio fortemente acido, além disso, &cido levulinico e &cido férmico
podem ser formados pela quebra do HMF e do furfural (PALMQVIST et al., 2000;
ROSATELLA et al., 2011). Os compostos fenolicos sdo provenientes da estrutura e
degradacéo da lignina e sdo inibidores da fermentacéo, entre eles os principais compostos da
degradacdo da lignina sdo: siringaldeido, &cido cinamico, acido 4-hidroxibenzoico, e vanilina
(XIMENES et al., 2010a).

2.5. ANALISE TERMICA DO BAGACO TRATADO

A definicdo das técnicas termoanaliticas adotada pela IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry) e ASTM (American Society for Testing and Materials) é a
seguinte:

Grupo de técnicas nas quais uma propriedade fisica ou quimica de uma
substancia, ou de seus produtos de reacdo, é monitorada em funcdo do

tempo ou temperatura, enquanto a temperatura da amostra, sob uma

atmosfera especifica, é submetida a uma programacéo controlada.

Durante a decomposicdo térmica do bagaco de cana de agUcar, cada um dos 3
principais componentes do material lignocelulésico (celulose, hemicelulose e lignina) tem
caracteristicas especificas, as quais sdo baseadas nos tipos de ligagdes existentes entres 0s
componentes e na sua estrutura polimérica. O TGA (do inglés, Thermal Gravimetric Analysis)
representa a porcentagem de perda de massa em funcdo da temperatura, enquanto o DTG (do

inglés, Differential Thermal Gravimetric Analysis) representa a derivada da TGA.

A técnica termoquimica TGA foi utilizada para relacionar o grau de desestruturagéo da
fibra de bagaco de cana de aglcar apds os diferentes tratamentos. A analise
termogravimétrica (TGA) é uma técnica baseada na variacdo da massa de uma amostra em

funcdo da temperatura em um ambiente com atmosfera e temperaturas controladas.

20



2.6. ANALISE ESTRUTURAL DO BAGACO TRATADO

2.6.1. Andlise estrutural por FTIR-ATR

A energia de radiacdo infravermelha é absorvida pela molécula quando a radiacao
eletromagnética irradiada possuir frequéncia de radiacdo correspondente a frequéncia de
vibracdo da molécula (MCMURRY, 2005). Quando a radia¢do infravermelha é absorvida é
alterado o estado vibracional das ligaces da molécula, (SOLOMONS, 2001). Se durante a
vibracdo a molécula sofrer variagdo em seu momento dipolar o sinal seré captado e observado
a partir de um espectro. A Reflectancia Total Atenuada (ATR) é necessaria para a analise em
bagaco de cana, uma vez que o0 bagaco ndo é translicido. A técnica ATR consiste na
passagem do feixe de luz infravermelho por um cristal, que esta em contato com a amostra, e

a variacao no sinal pode ser detectada.

Figura 14. Espectro de FTIR-ATR do bagaco de cana in natura, e suas principais bandas de absorcéo.
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Na Figura 14 é mostrado o espectro de infravermelho do bagaco de cana in natura no

qual se observa as principais bandas para andlise da estrutura do bagaco de cana por

espectrofotometria vibracional.
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3. OBJETIVO GERAL

Realizar o tratamento do bagaco de cana de acgUcar utilizando oz6nio, micro-ondas e
ultrassom em condicGes &cidas ou alcalinas, para promover alteracdes na estrutura
lignocelulosica para facilitar o acesso enzimético a celulose, a fim de aumentar o rendimento

na producdo de agucares fermentesciveis, visando a producdo de etanol celuldsico.

2.7. METAS

e Realizar o tratamento do bagaco de cana padronizado com 0z6nio, micro-
ondas, ultrassom e variacdes no meio (alcalino ou acido).

¢ Quantificar o teor de compostos fendlicos totais (CFT) e compostos furanicos
(Hidroximetilfurfural (HMF) e Furfural) ap6s o tratamento do bagaco de cana

de acucar.

e Quantificar o teor de acgucares redutores totais (ART) apds os diferentes
tratamentos do bagaco de cana de agucar.

e Promover a caracteriza¢do quimica da fibra apos os diferentes tratamentos.

e Avaliar a estabilidade térmica do bagagco tratado por meio da
Termograviometria (TGA).

e Avaliar o impacto dos diferentes tratamentos na fibra do bagaco por
Espectrofotometria no Infravermelho (FTIR-ATR).

e Avaliar os teores de glicose, xilose e arabinose liberadas apés a hidrolise, por

cromatografia de troca anionica (HPAEC-PAD) e comparar o resultado obtido
com o valor do bagaco sem tratamento (in natura).

e Estudar o efeito da variacdo na quantidade de ozonio no tratamento com maior
rendimento enzimatico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. PREPARO DO BAGACO E PADRONIZACAO DO TAMANHO DA FIBRA

O bagaco foi coletado em usinas da regido de Séo José do Rio Preto-SP e corresponde
a uma mistura de varias espécies de cana de acucar cultivada na regido, o bagaco coletado foi
lavado trés vezes com agua destilada quente (~35°C) e em seguida seco em estufa a 42°C por
24 horas. O bagaco previamente lavado e seco foi triturado em um triturador industrial
utilizando duas peneiras, uma de poros de 1 mm e outra de poros de 3 mm, a seguir foi
peneirado em peneiras de 0,84 mm, 1,41 mm e 3,36 mm. Utilizou-se o bagaco com fibra
menor que 0,84 mm, entre 0,84 mm e 1,41 mm e entre 1,41 mm e 3,36 mm, o bagaco retido

na peneira de 3,36 mm foi descartado.

4.2. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DOS PRE-TRATAMENTOS

Foram selecionadas trés varidveis para o pré-tratamento do bagaco, sendo elas:
oxidagdo por ozonio, variagdes no meio (acido ou alcalino), e irradiacdo por ultrassom ou
micro-ondas. A fim de conhecer o efeito de cada variavel sobre a resposta final (teor de CFT,
ART ou glicose) foi utilizado planejamento fatorial completo, tanto para os tratamentos
envolvendo ultrassom, quanto para micro-ondas dando um total de 12 amostras, mais o

bagaco sem tratamento, conforme Figura 15.
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Figura 15. Planejamento experimental dos pré-tratamentos e respectivas amostras.
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| — Bagaco peneirado em peneira de 0,84 mm, lavado e seco em estufa a 42°C por 24 horas.

I1 — Ozondlise realizada em coluna de vidro sob fluxo constante de 0zénio por 60 minutos.
111 — Repouso da amostra por 2 horas em solugdo (H,SO, (0,1 mol L™) ou NaOH (0,1 mol L™)).
IV — Aplicagdo de ultrassom ou micro-ondas.

Fonte: elaborada pelo autor.

O ozénio foi quantificado e o fluxo injetado na coluna contendo o bagaco a ser tratado
foi de 32 mg min™. Os tempos para irradiacdes por micro-ondas (4 min) e ultrassom (5 min)

foram previamente determinados.

4.3. PRE-TRATAMENTO DO BAGACO

O gas oz6nio foi obtido usando o gerador Radast 10C, Ozoxi-Oz6nio (Figura 16, A).
O forno de micro-ondas empregado foi 0 ME21S da Electrolux com modificacdes e adaptado
com rotacdo do baldo que contém as amostras (Figura 16, B). Para a irradiacdo por ultrassom
foi utilizado uma sonda ultrassonica da Fisher Scientific, Modelo 50 Sonic Dismembrator,

operante na frequéncia de 22 kHw e potencia de 50 W (Figura 16, C).
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Figura 16. Aparelho gerador de 0z6nio Radast 10C, Ozoxi-Oz6nio; O forno de micro-ondas ME21S
da Electrolux; Sonda ultrassonica operante a 22 kHz utilizada nos pré-tratamentos.
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Fonte: elaborada pelo autor.

{1 .

A injecdo de ozbnio na amostra foi realizada através da sua passagem por uma coluna
de vidro (45 x 2,5 cm) contendo o bagaco de cana de agUcar, inicialmente foram pesados 20 g
de bagaco e colocados na coluna, tal sistema foi montado conforme a Figura 17, o bagago em
coluna foi submetido ao fluxo de ozdnio por 1 hora (32 mg min™) correspondente a uma
producdo de aproximadamente 96 mg de O; por grama de bagaco (20 g x 32 mg min™ x 60
min), depois de mantido em fluxo de ozénio o bagaco foi desempacotado e homogeneizado

para as proximas etapas do tratamento.

Figura 17. Montagem da coluna para a utilizagao de fluxo constante de 0z6nio em coluna.
—

Saida de O

—_

Entrada de O ,
ﬁ
T ———..

Fonte: elaborada pelo autor.

Ap0s o tratamento com ozonio aliquotas de 2 g do bagaco foram colocadas em bal6es
de 250 mL com 40 mL de solucdo (&cida ou alcalina) e mantidas em repouso por 2 horas.
Transcorrido o tempo de repouso, 0 bagaco foi submetido a irradiacdo por micro-ondas ou
ultrassom. Por fim, a fracdo solubilizada correspondente ao pré-hidrolisado foi recolhida,
centrifugada, filtrada e utilizada para quantificacdo de compostos fendlicos totais (CFT) e
compostos furanicos (HMF e furfural). O bagaco tratado foi lavado com &gua destilada, seco
a 42°C até obter peso constante e armazenado protegido de luz e da umidade para posterior
hidrolise enzimatica, analise estrutural, analise térmica e caracterizacdo quimica.
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4.4. ANALISE DE COMPOSTOS INIBIDORES DA FERMENTACAO E ART

O teor de compostos fenolicos totais sollveis no pré-hidrolisado foi avaliado pelo
método Folin-Ciocalteu (FOLIN; CIOCALTEU, 1927). O reagente de Folin-Ciocalteu tem
sua coloracdo alterada de amarelo para diferentes intensidades de azul, de acordo com a
concentracdo de compostos fenolicos em solucdo. A reacdo foi conduzida adicionando-se 3,0
mL da amostra filtrada e diluida e 0,2 mL do reagente de Folin-Ciocalteu em tubos, aos quais,
apos 5 minutos na auséncia de luz, foram adicionados 0,8 mL de solucdo de Na,CO3 (150 g L
1. Ap6s 30 minutos em repouso, as absorbancias a 760 nm foram medidas. Foi tracada curva
de calibracdo utilizando como padrdo o acido galico, e os resultados foram expressos em mg
de CFT g™ de bagaco tratado.

A determinacdo de compostos furanicos foi realizada por HPLC, Dionex uHPLC
3000, com bomba P680, compartimento de coluna a 35°C, fluxo de 1 mL min™ e coluna EC
250/4.6 NUCLEOSIL 100-5 CN de fase reversa, a fase movel isocratica foi composta por
90% de H,O e 10% de metanol. O tempo de retencdo para 0 HMF no método utilizado foi de
7,0 minutos enquanto para o furfural foi de 8,4 minutos. O comprimento de onda absorvido
pelo furfural foi de 275,6 nm, enquanto para 0 HMF foi de 282,8 nm, a partir do tempo de
retencdo e do comprimento de onda absorvido pelos compostos foi possivel detectar e
quantificar sua presenca nas amostras tratadas.

Os acucares redutores totais soliveis do pré-hidrolisado foram determinados pelo
método de Miller (MILLER, 1959) que se fundamenta na reducéo do reagente ADNS (Acido
3,5-Dinitrosalicilico), por conta da acdo de acUcares redutores, a acido 3-amino-5-nitro
salicilico, reacdo que apresenta alteracdo de coloracdo do amarelo para tons castanhos. A
reacdo foi feita adicionando-se 0,5 mL da amostra filtrada, juntamente com 0,5 mL do
reagente ADNS em tubos que foram colocados em banho de ebuli¢cdo por 10 minutos. A partir
disso, os tubos foram resfriados em banho de gelo por 5 minutos e a cada um deles foi
adicionado 4,0 mL de &gua destilada, as amostras seguiram para determinacao

espectrofotométrica em espectrofotémetro a 540 nm.

4.5. QUANTIFICACAO DO FLUXO DE 0ZONIO.

O fluxo de ozbnio foi determinado de acordo com o Sandard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998), passando-se 0 gas 0zonio gerado por
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dois Traps (Trap A e Trap B) ligados em série por aproximadamente 1 minutos, cada Trap foi
preenchido com 200 mL de solucdo 2% de lodeto de Potéassio. Apds aproximadamente 10
minutos, aliquotas da solucdo do Trap A e B foram retiradas e tituladas com tiossulfato de
sodio (0,01 N). O célculo do fluxo de ozdnio foi realizado utilizando a férmula contida na

referencia.

4.6. CARACTERIZACAO QUIMICA DO BAGACO

A caracterizacdo do bagaco foi realizada conforme Sluiter et. al. (2002). Inicialmente
pesou-se uma aliquota de 300 mg do bagaco e adicionados em um erlenmeyer de 200 mL,
foram adicionados 3 mL de acido sulfurico 72% e deixados em repouso por 5 minutos, apds o
repouso foram adicionados 85 mL de &gua, as amostras foram submetidas a autoclave (121°C)
por 1 hora para a hidrélise acida. O sobrenadante foi filtrado em filtros previamente pesados e
realizado leitura espectrofotométrica em 240 nm para quantificar a lignina solavel, logo em
seguida foi determinado o teor de glicose, xilose, HMF e furfural por HPLC-Dionex. O
material solido retido no filtro foi lavado com 150 mL de agua quente, para lavagem de todo
acido remanescente no conjunto amostra/filtro, secos em estufa a 105°C por 24 horas e
pesados para obtencdo da lignina insoltvel. O material restante foi submetido a mufla a 550°C
para obtencédo da cinza 4cida de cada amostra. O experimento foi realizado em triplicata.

4.7. HIDROLISE ENZIMATICA

Para conhecer o efeito dos diferentes tratamentos em relagdo a liberacdo de glicose, o
bagaco foi submetido a acdo de enzimas (complexo enzimatico comercial — Prozyn®).

A hidrodlise foi realizada em tubos de 50 mL, com 0,25 g de bagaco de cana
provenientes dos diferentes tratamentos. O complexo enzimatico foi diluido para ter-se 1 mg
mL™ de proteina, correspondente a 32 FPU g os tubos foram colocados em banho de
hidrélise a 60°C, com agitacdo orbital a 150 rpm por 24 horas. O melhor tempo de hidrdlise

foi previamente determinado.
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4.8. ANALISE ESTRUTURAL DO BAGACO POR FTIR-ATR,

Apo6s o pré-tratamento o bagaco foi seco em estufa a 60°C até peso constante,
aproximadamente 100 mg de bagaco foram prensados para formulacdo de um disco de 12 mm
de diametro e 1 mm de espessura. Os espectros foram coletados em espectrofotdmetro Perkin
Elmer (FT-IR Spectrum Two — UART Two) na regido de 600 a 4000 cm™. Devido a
heterogeneidade do bagaco o feixe de luz foi direcionado em pelo menos 8 posigdes e

construido um espectro médio para cada amostra.

4.9. PREPARO DO MATERIAL PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO (MET)

O material foi fixado em glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 4% em tampéao fosfato
(0,2 mol L™; pH 7,3) por 96 h, lavado em tampéo fosfato e pés-fixado em tetroxido de dsmio
a 1% no mesmo tampédo por 2 h. A seguir, o material foi lavado em agua destilada e
contrastado em bloco com acetato de uranila 0,5% em agua destilada por 1 h. A desidratacéo
foi realizada em série crescente de solucGes de acetona, e a infiltragdo em mistura de
Araldite® e acetona (1:1) por 12 h, sendo a inclusao feita em Araldite® puro. Os cortes semi-
finos, obtidos dos blocos, foram corados com uma mistura de azul de metileno 1% com azur
Il 1% em boérax 1% (1:1) e examinados ao microscéopio de luz para sele¢do de blocos com
material de interesse. Dos blocos selecionados foram obtidos cortes ultrafinos, que foram
contrastados com solucdo alcodlica saturada de acetato de uranila e posteriormente com
citrato de chumbo. Os materiais foram analisados e fotografados ao MET, modelo CM-100 da

Philips e também no Tecnai Spirit da FEI Company.

4.10. PREPARO DO MATERIAL PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

O material foi fixado por 24 h em solugdo de glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato
(0,1 M; pH 7,3), pos-fixado em tetroxido de 6smio 0,5% no mesmo tampdo por 30 min,
desidratado em séries crescentes de solucdes alcodlicas. O material foi seco em CO; liquido
em aparelho de Ponto Critico CPD 010 (Balzers Union) e recoberto com ouro em metalizador
MED da Balzers Union. A analise do material e a documentacgdo fotografica foram realizados

em MEV modelo Quanta 200 da Fei Company.
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4.11. INDICE DE CRISTALINIDADE POR DIFRACAO DE RAIOS-X

Foi utilizado um difratbmetro de raios-X de bancada, modelo Rigaku miniflex 300,
Téquio - Japdo, radiacdo de Cu e linha K,L = 1,542 A (30 kV e 10 mA). A abrangéncia da
varredura foi de 5° a 40°, com velocidade de varredura 1° min™. O indice de cristalinidade foi

calculado pelo método proposto por Seagal et al,. (1959).

Figura 18. Calculo do indice de cristalinidade pelo método da intensidade dos picos conforme
proposto por Segal et al, (1959). I, — intensidade do pico amorfo em aproximadamente 18°, l,o —
Intensidade do pico cristalino em aproximadamente 22°.
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Fonte: (TERINTE et al., 2011).

Pelo método proposto por Seagal et al., (1959) o indice de cristalinidade é calculado a
partir da relagdo entre a intensidade maxima de difracdo em ~22° representada por o (pico
cristalino) e a intensidade minima de difracdo ~18, representado a fracdo amorfa (lam) (Figura
18),

4.12. QUANTIFICACAO, POR HPAEC-PAD, DO TEOR DE GLICOSE, XILOSE E
ARABINOSE LIBERADOS PELA ACAO ENZIMATICA.

A quantificacdo da glicose e xilose e arabinose foi realizada por meio da cromatografia
de troca anionica, utilizando o HPAEC-PAD (Thermo cientific (Dionex) 1CS-5000) com
coluna de troca anidnica CarboPac® PA-1 a 25°C e compartimento a 30°C, com diluentes

preparados com agua deionizada ultra pura 18 MQ e desgaseificada com Ny, o fluxo utilizado
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foi de 1 mL min™ com os solventes: A (4gua ultra pura) e B (500 mM de NaOH), utilizou-se
eluicdo isocratica de 0 a 12 minutos com 4,8% de B e 95,2% de A, de 12 minutos a 16
minutos foi utilizado 100% de B para a limpeza da coluna, e por fim dos 16 minutos aos 25

minutos 4,8% de B e 95,2% de A para condicionamento da coluna.

Figura 19. Tempo de retengdo em HPLC para arabinose, glicose e xilose.
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Os tempos de retencdo para arabinose, glicose e xilose para 0 método utilizado foram

de respectivamente 8,97; 12,43 e 13,65 minutos conforme Figura 19.

4.13. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada utilizando o equipamento TG 4000 — Perkin
Elmer®, a técnica foi utilizada para verificar as mudancas ocorridas na estabilidade térmica da
fibra apds os tratamentos. Foram utilizados aproximadamente 10 mg de amostra e a
temperatura foi controlada de 30 a 700°C com taxa de aquecimento de 50°C min™ em
atmosfera de nitrogénio (20 mL min™).

4.14. AREA SUPERFICIAL (B.E.T.)

As éareas superficiais foram obtidas através de célculos baseados na metodologia
proposta por Brunauer, Emmett e Teller (1938), denominado BET. Por essa metodologia o
calculo da area da superficie total é feito pela determinacdo do volume de nitrogénio

necessario para formar uma monocamada sobre o material, adsorvido em diversas pressoes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. VARIACOES NO TAMANHO DA FIBRA

Ap0s 0 bagaco ser peneirado em peneiras de 0,84 mm; 1,41 mm e 3,36 mm, a fibra foi
submetida & hidrélise enzimética, sem tratamento prévio, com enzima comercial (Prozyn®).
Apdbs a hidrdlise o sobrenadante foi filtrado e utilizado para quantificar glicose, xilose e
arabinose por HPLC. Na Tabela 1 s&o exibidos os teores de glicose, xilose e arabinose do
hidrolisado dos diferentes tamanhos de fibra.

Tabela 1. Teores de glicose, xilose e arabinose do hidrolisado e B.E.T. dos diferentes tamanhos de fibra.

Tamanho da Glicose Xilose Arabinose Area superficial
peneira (mg de Glicose (mg de Xilose ~ (mg de Arabinose g* (BET)
(mm) g™ de bagaco) g™ de bagaco) de bagaco) (mz g%
0,84 7518 22+1 8,0£0,9 0,8+0,1
0,84-1,41 5414 16x1 5,6+0,4 0,6+0,1
1,41-3,36 35+1 13£1 3,510,1 04+0,1

Os dados obtidos indicam que com a utilizacdo da fibra peneirada em 0,84 mm obtém-
se melhor desempenho na liberacdo de aglcares durante a hidrélise enzimatica, o que pode ser
explicado principalmente pelo aumento da area superficial facilitando a enzima no acesso a
seu substrato (celulose / hemicelulose). Por ter sido mais representativo, em todos o0s

tratamentos a seguir foi utilizado bagaco peneirado em 0,84 mm.

5.2. DETERMINACAO DE COMPOSTOS INIBIDORES APOS O PRE-
TRATAMENTO

Os compostos fendlicos totais (CFT) sdo formados a partir da quebra da lignina
enquanto o teor de agucares redutores totais (ART) durante o pré-tratamento se relaciona com
a desestruturacdo de celulose/hemicelulose. A solubilizacdo de CFT durante os pré-
tratamentos indicam a despolimerizacdo das fibras do bagaco, facilitando o ataque enzimatico,
mas por outro lado tais compostos sdo inibidores da fermentagdo alcodlica, portanto uma

quantidade excessiva de CFT pode ser um problema para as etapas futuras de producéo do
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etanol celuldsico. Na Tabela 2 sdo relacionados os teores de ART e CFT liberados ap6s 0s

diferentes tratamentos.

Tabela 2. Teor de ART e CFT apds o0s tratamentos.

Tratamento Meio O3 Irradiacao* ART CFT
(0,1 mol L™ (min) (mg de ART g'de (mg de CFT g™ de
bagaco) bagaco)
1 H,SO, 60 0 0,6+0,1 6,4+0,4
2 H,SO, 0 0 0,3+0,1 0,7+£0,1
3 NaOH 60 0 48,3+£0,9 6,7+0,1
4 NaOH 0 0 1,2+0,1 7,1+0,2
5 H,SO, 60 uT 0,910,1 6,310,1
6 H,SO, 0 uT 0,6£0,1 0,9+0,1
7 NaOH 60 uT 47+3 6,510,1
8 NaOH 0 uT 2,0£0,1 8,7+0,3
9 H,SO, 60 MO 1,6+0,1 6,4+0,1
10 H,SO, 0 MO 5,4+0,2 2,0£0,1
11 NaOH 60 MO 33,6+2,6 6,4+0,1
12 NaOH 0 MO 2,5+0,2 12,6+0,1

* 5 min para ultrassom (UT) e 4 min para micro-ondas (MO)

A partir dos dados obtidos para compostos fenolicos totais e acucares redutores totais
apos os pré-tratamentos, € possivel a elaboragcdo, com auxilio de programas estatisticos, de
figuras que facilitem a interpretacdo dos dados. A média de todos os valores das variaveis,
minima (H,SO,4, sem O3z e sem irradiagdo) e maxima (NaOH, Oz e com irradia¢do), é
calculada, tais valores sdo representados como um ponto na figura (Figuras 20, 21 e 22), €
calculada também a media total, representada pela linha que corta cada eixo (Figuras 20, 21 e
22), quando o ponto da média da variavel estiver acima da linha (média geral) indica que a
utilizacdo daquela variavel gera uma resposta positiva na liberacdo do composto (glicose,

CFT ou ART), caso contrario a resposta é negativa.

Os efeitos principais de cada variavel na solubilizacdo de compostos fendlicos totais

apos o pré-tratamento do bagaco seguem na Figura 20.
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Figura 20. Efeitos principais das variaveis na liberacdo de CFT ap6s o pré-tratamento do bagago com
a irradiacdo por micro-ondas e ultrassom.
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Na Figura 20 as retas ascendentes indicam que o nivel da variavel (minimo ou
maximo) tem uma resposta favoravel a liberacdo do composto, enquanto as retas descendentes
indicam que o nivel da variavel tem uma resposta desfavoravel, ja as retas horizontais indicam
que o nivel da variavel ndo interfere na resposta final. A resposta estudada nesta Figura foi a
solubilizacdo de CFT e a partir dela pode-se observar que a utilizacdo do meio alcalino
(Figura 20, a) e d)) e micro-ondas (Figura 20, c)) foram as variaveis mais favoraveis na
liberacdo de CFT; ja a utilizacdo do ozénio teve maior efeito na liberagdo de CFT nos pré-
tratamentos utilizando o ultrassom (Figura 20, e€)) . Observa-se ainda que com a irradiacdo
por micro-ondas obtém-se uma média (linha) maior de CFT em relacdo aos tratamentos com

ultrassom.

Na Figura 21 sdo apresentados os efeitos principais de cada variavel na quantificacdo

de ART apos o pré-tratamento do bagaco.
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Figura 21. Efeitos principais das variaveis na quantificacdao de agucares redutores totais apds o pré-
tratamento com a irradiacdo por micro-ondas e ultrassom.
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Observa-se a partir da (Figura 21) que a utilizacdo de oz6nio e meio alcalino
favoreceram a solubilizagdo de agUcares redutores totais durante o pré-tratamento (Figura 21,
b), ), e) e f)), tanto para os tratamentos com micro-ondas (Figura 21, e) e f)), quanto para os
tratamentos com ultrassom (Figura 21, b) e c¢)). Ndo houve reposta significativa com a
utilizacdo do ultrassom (Figura 21, a)), enquanto que com a utilizacdo das micro-ondas tem-
se uma leve resposta negativa (Figura 21, d)), ou seja, reducdo de ART ap0s 0s tratamentos,
isso pode estar relacionado principalmente a degradacdo dos aglcares devido as altas
temperaturas atingidas (aproximadamente 250°C). Em altas temperaturas e meio acido a
glicose pode ser facilmente degradada a HMF enquanto a xilose pode ser degradada a
furfural, tais compostos foram detectados apenas nas amostras 9 e 10 tratadas em meio cido

e altas temperaturas (micro-ondas).
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5.3. CARACTERIZACAO QUIMICA DO BAGACO DE CANA DE ACUCAR APOS
O TRATAMENTO

A caracterizacdo quimica do bagaco de cana de agucar seguiu-se conforme Sluiter et.
al. (2002). Observa-se que no bagaco sem tratamento utilizado nos diversos tratamentos,
obteve-se 38,3% de celulose, 19,3% de hemicelulose, 28,7% de lignina e 2,7% de cinzas
(Tabela 3).

Tabela 3. Teor de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas no bagago ap6s o0s respectivos tratamentos.

Tratamento Meio Oz Irradiacdo* Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
(0,1 mol L) (min) (%) (%) (%) (%)

1 H,SO, 60 0 46,2+2,2 16,0+1,1 27,3+0,4 2,0+0,2
2 H,SO, 0 0 38,4+0,9 16,8+0,3 34,2409 1,6%1,2
3 NaOH 60 0 51,8+2,2 14,1+1,1 25,9104 1,8+0,6
4 NaOH 0 0 39,2+1,0 16,4+0,4 30,8+1,0 1,2+0,3
5 H,SO, 60 uT 42,7+2,7 145+14 24,8+1,2 1,9+0,1
6 H,SO, 0 uT 36,3+1,3 15,4+1,3 34,2+23 2,31+0,1
7 NaOH 60 uT 48,9+1,0 11,2+0,6 26,0+0,8 3,1+0,3
8 NaOH 0 uT 41,2+0,4 18,6+0,3 30,0+1,7 0,9+0,1
9 H,SO, 60 MO 46,7+0,7 9,5+0,2 32,5+1,8 2,4+0,9
10 H,SO, 0 MO 39,2+1,7 17,9+1,1 34,6+1,1 1,240,2
11 NaOH 60 MO 51,7+3,3 16,0+1,2 22,3+1,5 1,5+0,2
12 NaOH 0 MO 42,0+2,7 17,3+0,9 26,8+2,6 2,6+0,1
Bagaco sem tratamento 38,3127 19,3+0,6 28,7x2,7 2,7+0,1

* 5 min para ultrassom (UT) e 4 min para micro-ondas (MO)

Fonte: elaborada pelo autor.

E possivel observar um aumento no teor de celulose apds o tratamento em
praticamente todas as amostras, entretanto 0 aumento nas amostras tratadas com oz6nio é
expressivamente maior em relacdo aos tratamentos sem a utilizagdo de 0z6nio, assim como a
utilizacdo de meio alcalino em relagdo ao meio acido, h4 ainda menor quantidade de
hemicelulose nas amostras tratadas com meio alcalino em relacdo as tratadas em meio acido.
Ja o teor de lignina é menor em praticamente todas as amostras utilizando ozénio, a
deslignificacdo é ainda aumentada com a utilizagdo de meio alcalino e irradiagdo tanto por

micro-ondas quanto por ultrassom.
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5.4. HIDROLISE DO BAGACO PRE-TRATADO

A hidrolise do bagaco pré-tratado foi realizada utilizando o tempo 6timo de hidrélise
de 24 horas. Depois de transcorrido o tempo de hidrolise as amostras foram diluidas e
filtradas para a quantificagcdo dos aguUcares (glicose, xilose e arabinose).

Na Tabela 4 estéo relacionados os teores glicose, xilose e arabinose solubilizadas pela

hidrolise enzimética do bagaco pré-tratado, utilizando enzima comercial.

Tabela 4. Teor de glicose, xilose e arabinose quantificados por HPLC apds a hidrolise enzimatica com
enzima comercial Prozyn®, nos diferentes tratamentos.

Tratamento  Meio (0,1 O; Irradiacédo* Glicose Xilose Arabinose
mol L™ (min) (mg g™ de (mg g de (mg g™ de
bagaco) bagaco) bagaco)
1 H,SO, 60 0 145+16 3316 10,1£0,5
2 H,SO, 0 0 5314 20+1 10,8+0,7
3 NaOH 60 0 354+12 7510 5,6+0,9
4 NaOH 0 0 - - -
5 H,SO, 60 uT 53+1 16+1 9,1+0,3
6 H,SO, 0 uT 53+12 2615 8+2
7 NaOH 60 uT 391+7 7919 5,1+0,9
8 NaOH 0 uT - - -
9 H,SO, 60 MO 3,0+0,2 3716 2,5+0,5
10 H,SO, 0 MO 99+14 4648 4,4+0,7
11 NaOH 60 MO 34516 751 4,6+0,8
12 NaOH 0 MO - - -
Bagaco sem tratamento 6614 231 7,1+0,2

* 5 min para ultrassom (UT) e 4 min para micro-ondas (MO)
Com o uso da Tabela 4 foi elaborada a Figura 22, na qual é possivel observar de forma

simplificada os efeitos principais das varidveis na liberacdo de glicose ap6s a hidrélise

enzimatica.
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Figura 22. Efeitos principais das variaveis, utilizadas no pré-tratamento, na quantificacdo de
Glicose ap6s a hidrolise enzimatica do bagaco pré-tratado com utilizacdo do micro-ondas ultrassom.
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A utilizacdo de oz6nio e meio alcalino nos pré-tratamentos foram as variaveis que
mais influenciaram no aumento de rendimento da hidrolise enzimética (Figura 22, b) c) e) e
f)). Com a irradiagdo por ultrassom e micro-ondas os efeitos foram ligeiramente desfavoraveis
ao rendimento enzimético (Figura 22, a) e d)), provavelmente devido a formacgdo de
compostos ndo favoraveis a hidrolise devido a irradiacdo. Porém tal resposta € uma média do
conjunto de tratamentos, quando é observado cada amostra individualmente tem-se que a
Amostra 7 (O3 + NaOH + UT) a presenca do ultrassom pode ter sido uma variavel importante
no aumento do rendimento quando comparada a Amostra 3 (O3 + NaOH), provavelmente
devido a formacédo das micro-bolhas durante o processo de sonicacgéo, as quais podem formar
poros no material, aumentando a acessibilidade enziméatica (MOSIER et al., 2005;
VELMURUGAN; MUTHUKUMAR, 2011).

Na Figura 23 a quantidade de celulose (linha preta) e lignina (linha cinza), obtida a

partir do bagaco apos o tratamento, € comparada com a quantidade de glicose (barras) obtida

a partir da hidrolise enzimatica.
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Figura 23. Comparacéo entre teor de glicose obtido apds hidrolise com teor de celulose e lignina obtido
pela caracterizagdo do bagago tratado.
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Observa-se que 0 aumento da celulose e a reducdo da lignina ap6s o pré-tratamento
sdo0 os principais fatores para o aumento do rendimento enzimatico, tal resultado fica
evidenciado nas Amostras 3, 7 e 11 (Figura 24), todas as trés amostras tratadas na presenca de

0z0nio e posterior repouso em NaOH por duas horas.
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5.5. ANALISE ESTRUTUTAL POR FTIR-ATR.

As principais bandas de absorcdo caracteristicas do material lignocelul6sico sao

listadas na Tabela 5:

Tabela 5. Principais bandas de absorc¢do caracteristicas de material lignocelulosico.

[o]
N° de onda Ref.

Tipo de vibragéo e grupos funcionais (cm?)

Vl_bra_gao do C-H fora do plano em unidades de p-Hidroxifenil. 833 Faix, 1091 Hoareau et al., 2004:
(Lignina)

. . . Gupta et al., 1987; Moses et al.,
Estiramento em C-O-C de ligagdes P -glicosidicas B(1—4) 897 2004: Zhang et al., 2011
Originado do estiramento de C-O em celulose, hemicelulose e lignina,

ou estiramento de C-O-C em celulose e hemicelulose. (xilanas) 1035 Liuetal, 2007; Juetal, 2011

Estiramento em C-O-C de ligagdes B - glicosidicas B(1—4) 1158 Oh, 2005; Zhangetal., 2011
Absorcéao por C-H e estiramento C-O em grupos acetil de hemiceluloses 1245 Juetal., 2011; Liuetal., 2007
Estiramento de —CH, em celulose e hemicelulose 1320 Cao e Tan, 2004

Vibrag&o do esqueleto de fenilpropano (lignina) 1426 Tejado et al., 2007

Vibragao no anel aromatico (lignina) 1440 stewart, 1998; Xu et al., 2006; Liu
Vibrag&o no anel aromético (lignina) 1510 etal. 2007- Sun etal. 2004b
Vibragéo no anel aromatico (lignina) 1600 ! ' B

Estiramento em C-O (cetonas ndo conjugadas, éster ou grupos
carboxilicos)

Estruturas centrais de celulose e hemicelulose (estiramentos C-H) 2906

3200 - Yang et al.,(2007); Ju et al., 2011
3500

1728 Hoareau, (2004); Sun et al., 2004b

Estruturas centrais de celulose e hemicelulose (estiramentos -OH)

As bandas de absorgo na regido de 1440 cm™, 1510 cm™ e 1600 cm™ sdo associadas a
absorcédo de infravermelho pela presenca de lignina (STEWART, 1998). Bandas localizadas
na regido de 1426 cm™ correspondem as vibrages do anel aroméatico de esqueleto
fenilpropandico, tipicos de espectros de lignina (TEJADO et al., 2007). J4 a banda de
absorcéo em 897 cm™ & caracteristica das ligacoes glicosidicas f(1—4) (GUPTA et al., 1987);
a banda presente em 833 cm™ é indicativa da presenca de unidades de p-hidroxifenil (FAIX,
1991) um dos precursores da lignina e as bandas localizadas em 1158 cm™  derivam do
estiramento do grupo C-O-C de ligagdes glicosidicas p(1—4) (OH, 2005).

J4 as vibragbes na regido de 1728 cm™ correspondem ao estiramento da carbonila
(HOAREAU, 2004). A presenca de carbonila na faixa entre 1730 — 1700 cm™ e ndo entre
1675 — 1660 cm™ indica que a carbonila ndo esta conjugada com o anel aromatico (LIU et al.,
2008). As bandas localizadas em 1320 cm™ sdo atribuidas as vibragées do grupo —CH,
presentes na celulose e hemicelulose (CAO; TAN, 2004).

As bandas de absorcao na regido de 3200 a 3500 cm™ séo atribuidas & absorcio pela

celulose (YANG et al., 2007), mais especificamente ao estiramento O-H. J a banda 660 cm™
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é definida como CO, atmosférico (deformacao e vibragdo) e representado como contaminacao
(GUNZLER, 2002); por fim, Ju et al. (2011) correlacionam as bandas de absor¢io nas
regides de 1035, 1245, 2906 cm™ e de 3200 a 3500 cm™ como sendo absorces
caracteristicas das estruturas de celulose e hemicelulose.

A partir do espectro da fibra do bagaco de cana de aglcar sem tratamento é possivel
comparar as modificacBes ocorridas ap6s o tratamento do bagaco e identificar qual
componente do material lignoceluldsico foi mais afetado pelo tratamento, a utilizacdo desta
técnica juntamente com a analise térmica, quantificacdo de acguUcares fermentesciveis e

caracterizacdo quimica podem dar informacdes importantes sobre a desestruturacdo da fibra.

A eficiéncia do pré-tratamento pode ser verificada a partir da analise por FTIR-ATR, a
partir do espectro de infravermelho do bagaco sem tratamento foi possivel comparar as
modificacdes estruturais provocadas apds cada tratamento. Verifica-se que com a utilizacdo
de 0zdnio durante o tratamento as bandas de absorcéo nas regides de 1600 cm™, 1510 cm™ e
833 cm™ (Figura 24, A e B) sdo completamente reduzidas. Nos espectros das amostras com
tratamento 4cido (Figura 24, B e D) as regides das bandas de 1440 cm™ e 1426 cm™
aumentam, enquanto nos espectros dos tratamentos alcalinos (Figura 24, A e C) essas bandas
sofrem reducGes. O tratamento acido sem tratamento por 0z6nio ndo modificou a fibra, sendo
seu espectro bem proximo ao do espectro sem tratamento (Figura 24, D), todos 0s espectros
de amostras tratadas em meio &cido sem a utilizacdo de oz6nio foram semelhantes (Figura 26,
B). O tratamento alcalino sem tratamento por ozoénio reduziu grande parte das bandas e ndo

apresenta a banda de absorco na regido de 1728 cm™ (Figura 24, C).

Modificagbes nas bandas de absor¢do caracteristicas de Lignina. As bandas de
absorcéo nas regides de 1440 cm™, 1510 cm™ e 1600 cm™ sdo associadas & absorcdo de
infravermelho pela lignina (STEWART, 1998; XU et al., 2006). Bandas localizadas na regiao
de 1426 cm™ correspondem as vibragdes do anel aromatico de esqueleto fenilpropanéico,
tipicos de espectros de lignina (TEJADO et al., 2007). A vibrac&o presente em 833 cm™ é
indicativa da presenca de unidades de p-Hidroxifenil (FAIX, 1991; HOAREAU et al., 2004)
um dos precursores da lignina. Devido a semelhanca entre os espectros de amostras tratadas
com duas varidveis semelhantes, foram selecionadas 4 amostras representativas para serem

discutidas, sendo elas: Amostra 1, Amostra 2, Amostra 7 e Amostra 12.
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Figura 24. Espetros obtidos por FTIR-ATR do bagaco de cana tratado, (A) Espectro de infravermelho
da Amostra 7 em comparagdo com bagaco sem tratamento; (B) Espectro da Amostra 1 em comparacgao
com o bagaco sem tratamento; (C) Espectro da Amostra 12 em comparagdo com o bagago sem
tratamento; (D) Espectro da Amostra 2 em comparagdo com o bagaco sem tratamento.

100 -
{
95 : A
'
IR
1) | i
. ' 1]
1 )
90 ! .
—_ ' :
X v
— . :
. Vo
5 N
2 o
[} '
« Vo
‘..'_': ]
: ] )
Z $04 L
[ =1 b0
< !
[ 24 Vi
= vt
vt
75 - P
v
.
70 -
— Amostra - 7 1 —— Amostra- |
- == Sem Tratamento - == Sem Tratamento
65 T . T b L 1 LJ T 1 1 L 1) hd 1 L L A 1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 S00 600 2000 1800 1600 1400 1200 1000 R00 ]
Numero de onda (¢cm-1) Namero de onda (cm-1)
100 -

95

3
!

*
«n
]

80 =

Transmitancia (%)

4
-

75

A
T '
]
70 -
Amostra - 12 1 —— Amostra-2
=== Sem Tratamento === Sem Tratamento
o R T . O L. N . O L T A T L = SO O . TR M. S I
2000 1800 1600 1400 1200 1044 S0 600 2000 1500 1600 1400 1200 1000 00 600
Numero de onda (em-1) Numero de onda (em-1)

Fonte: elaborada pelo autor.
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O espectro da Amostra 7 (Figura 24, A) é o espectro do tratamento no qual se obteve o
maior rendimento de glicose durante a hidrolise. Ao comparar o espectro da Amostra 7 com 0
espectro do bagaco sem tratamento é observado que as bandas nas regides de 1600 cm™, 1510
cm™, 1440 cm™, 1426 cm™ e 833 cm™ de absorcdo pela estrutura da lignina (STEWART,
1998; XU et al., 2006; TEJADO et al., 2007; FAIX, 1991; HOAREAU et al., 2004) sofreram
diminuigdes expressivas.

No tratamento utilizando ozénio em meio acido (Figura 24, B) ocorre modificacdes
apenas nas bandas em 1600 cm™,1510 cm™ e 833 cm™ de absorcao pela estrutura da lignina,
enquanto as bandas em 1426 cm™ e 1440 cm™ ndo sofreram reducées. Por outro lado, nas
amostras sem tratamento por ozonio ndo ocorrem modificacfes significativas nas bandas de

absorcéo de lignina, tanto em meio alcalino (Figura 24, C), quanto em meio acido (Figura 24,

D).

Figura 25. Espectros de FTIR-ATR das Amostras - 7, 11, 3 e bagaco sem tratamento
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Fonte: elaborada pelo autor.

A utilizagdo de ozbnio modificou as 5 principais bandas de absor¢do da estrutura da
lignina na Amostra 7 e também as bandas de absorcao da estrutura de hemicelulose, enquanto
na Amostra - 1 apenas 3 dessas bandas foram modificadas (regides de 1600 cm™,1510 cm™ e
833 cm™), o que pode explicar o maior rendimento de hidrélise da Amostra 7 em relacéo a
Amostra 1, além disso os espectros das Amostras 7, 11 e 3, todas tratadas em meio alcalino e

por 0zonio, s&o muito parecidas nessas regides (Figura 26).
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Modificages nas bandas de absor¢do pelas estruturas de Celulose e Hemicelulose. A
banda em 897 cm™ é da absorco pelas ligagdes glicosidicas f(1—4) (GUPTA et al., 1987;
MOSES; FROST, 2004), as bandas localizadas em 1158 cm™ sé&o do estiramento do grupo C-
O-C de ligagcdes glicosidicas f(1—4) (OH et al., 2005; ZHANG et al., 2011) e a banda
localizada na regido de 1320 cm™ sdo de vibracées do grupo —CH, presentes na celulose e
hemicelulose (CAQ; TAN, 2004). Ju et al. (2011) relacionam as bandas em 1245 cm™, como
sendo de absorcdo das estruturas centrais de hemicelulose. Por fim a banda em 1035 cm™
pode ser atribuida ao estiramento de C-O em celulose, hemicelulose ou lignina (LIU et al.,
2007; MOSES; FROST, 2004) ou ao estiramento de C-O-C em xilanas (JU et al., 2011). No
tratamento com ozonio em meio alcalino (Figura 24, A) ocorre reducdo nas bandas de
absorcdo pela ligagdo glicosidica sdo reduzidos assim como na banda 1245 cm™ de absorcéo
pela hemicelulose, podendo indicar reducéo da hemicelulose.

No tratamento acido com tratamento por 0z6nio, representado pela Amostra 1 algumas
bandas atribuidas a absorcdo pela lignina foram reduzidas, expondo as liga¢des glicosidicas e
aumentando a intensidade da banda 897 cm™, nessa amostra n&o foi observado reducdes nas
bandas atribuidas a ligacGes glicosidicas ou hemicelulose. Todas as amostras tratadas em

meio acido e 0zOnio apresentam espectros semelhantes (Figura 26, A).

Figura 26. Espetros obtidos por FTIR- ATR do bagaco de cana tratado, (A) Espectro de infravermelho da
Amostra 1, 9 e 5; (B) Espectro da Amostra 2, 6 e 10; (C) Espectro da Amostra 4, 12 e 8.
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Fonte: elaborada pelo autor.

ModificagGes na banda de absorc¢éo pelo grupo carbonila. As vibragdes na regido de
1728 cm™ correspondem ao estiramento da carbonila (HOAREAU et al., 2004). A presenca de

carbonila na faixa entre 1730 — 1700 cm™ e néo entre 1675 — 1660 cm™ indica que a carbonila
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ndo esta conjugada com o anel aromético (LIU et al., 2008). A banda em 1728 cm™ é maior
nos tratamentos &cidos (Figura 24, B e D) e este aumento é atribuido as condi¢fes acidas do
meio, ja em amostras tratadas em solucdo alcalina essa banda sofre diminuicdo. Na Amostra
12 a banda ndo é observada e sua auséncia pode estar relacionada com a formacdo de acidos

fracos, inibidores da fermentagéo.

Figura 27. Espetros obtidos por FTIR-ATR do bagaco de cana tratado. Espectro da Amostra 12
(tratamento menos expressivo) em comparagdo com a Amostra 7 (melhor tratamento).
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Fonte: elaborada pelo autor.

O maior rendimento durante a hidrolise enzimética foi observado na Amostra 7,
enquanto o menor rendimento foi observado na Amostra 12. As principais diferencas entre os
espectros dessas amostras sdo: as bandas de absorcdo pela estrutura da lignina 1600 cm™,
1510 cm™, 1440 cm™, 1426 cm™ e 833 cm™ que n&o sdo visualizados no espectro da Amostra
7, e a banda em 1728 cm™ que ndo é visualizado no espectro da Amostra 12. (Figura 27).
Entender o que ocorre nessas regides é importante para o desenvolvimento de um tratamento
efetivo. Todas as trés amostras tratadas em meio alcalino e sem o tratamento por 0zonio

possuem espectros similares (Figura 27, C).
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5.6. ANALISE TERMICA POR TGA

Nas analises por TGA foram extraidas as seguintes informacfes: Tonset — temperatura
de inicio da degradacdo; Tengset — temperatura do final da degradacdo; AT — variacdo entre
Tendset € Tonset (Tendset = Tonset) € Tmax, teMperatura onde ocorreu a maior perda de massa.
Durante a decomposicdo térmica a agua € liberada na temperatura de aproximadamente
100°C, nessa temperatura todos 0s termogramas apresentaram um primeiro evento de perda de
massa de aproximadamente 7% atribuido a umidade do material (Figura 28 e Figura 29) na
temperatura de aproximadamente 240°C algumas ligacGes quimicas comecam a se desfazer e

ocorre o inicio da desestruturacdo térmica do material.

Figura 28. TGA e DTG do bagaco sem tratamento lignina e padrdo de celulose.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A lignina e a hemicelulose degradam em temperaturas mais baixas do que a celulose,
entretanto quando é iniciada a degradacdo de um dos componentes do material, todos 0s
outros sdo degradados, sobrepondo-se os eventos. A lignina tem uma faixa ampla de
degradacdo comecando em aproximadamente 237°C e terminando em aproximadamente
510°C (Tabela 6, Figura 28), ja a hemicelulose geralmente degrada na faixa de 280°C a 400°C
e € representada como um ombro na DTG do bagago sem tratamento (POLETTO et al.,
2012;), por fim a celulose tem faixa curta de degradagédo entre 374°C e 425°C (Tabela 6,
Figura 28).
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Tabela 6. Tabela de valores obtidos por TGA e DTG do bagaco sem tratamento (in natura) e de
padrdes de lignina e celulose.
Amostras Tonset (OC) Tendset (OC) AT(DC) Tméx (OC)

Lignina 237 510 273 324
Celulose 374 425 51 405
In natura 312 440 128 434

Fonte: elaborada pelo autor.

A partir do observado com dados experimentais é possivel estabelecer que as bandas
mais largas nos termogramas sdo atribuidas a maior quantidade de lignina, enquanto a
presenca de um ombro em aproximadamente 350°C indica relativa abundancia de
hemicelulose e, por fim, a intensidade do pico da DTG esta atribuida a estabilidade térmica
da celulose.

Anélise térmica das Amostras — 1, 2, 7, 12. E possivel apontar que a amostra com
maior Tonset € Mais estavel termicamente e possui maior quantidade de celulose. A Amostra - 7
(Figura 29) possui valores de: Tonset; Tendset © Tmax Muito parecidos com os do termograma do
padrdo de celulose (Figura 29), confirmando o elevado grau de celulose observado através da
caracterizacdo quimica (Tabela 3, pag. 35). J& a Amostra - 1 (Figura29) possui baixo valor de
Tonset € elevado valor de Tengset, duas caracteristicas térmicas do padréo de lignina, indicando
elevado teor deste componente nessa amostra ap0s o tratamento, observacdo que estd de
acordo com a caracterizacdo quimica (Tabela 3, pag. 35) e também com o observado por

espectroscopia no infravermelho (Figura 24, D, pag. 41).

Figura 29. Termogramas de TGA e DTG das amostras 1, 2, 7 e 12.
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Os termogramas das Amostras 1 e 12 estdo de acordo com a quantidade de celulose
disponivel (Tabela 3, pag. 35), porém os rendimentos enzimaticos destas amostras foram
abaixo do esperado. A relagdo com o rendimento da hidrolise enzimatica ndo pode ser feita a
partir de analises térmicas, uma véz que outros fatores influenciam no rendimento enzimatico,
como por exemplo, os inibidores enzimaticos (XIMENES et al., 2010a, 2010b), e ndo

somente a disponibilidade de celulose.

5.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A técnica de microscopia eletronica de varredura foi utilizada para avaliar na
superficie do material, as alteragdes estruturais causadas pelo tratamento com o0zbnio nos
diferentes meios (acido ou alcalino). Para tais analises foram selecionados as seguintes
amostras: 1) fibra sem tratamento; 2) fibra tratada apenas com ozonio; 3) fibra tratada com
0zOnio e posterior repouso em meio acido (Amostra 1) e 4) fibra tratada com ozbnio e

posterior repouso em meio alcalino (Amostra 3).

O bagaco sem tratamento ndo apresenta sinal de dano aparente, as células estdo
compactas e lisas (Figura 30), apdés a aplicacdo do oz6nio e também o0zOnio e posterior
repouso em H,SO, observa-se modificagdo na superficie do material como aparente
ericamento, rompimento e perda de material (ou: placas rompidas e destacadas), podendo

indicar degradacdo parcial do material.
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Figura 30. Microscopia eletronica de varredura das amostras: a) In natura: fibra sem
tratamento; b) Somente Oj: fibra tratada apenas com o0zénio; ¢) O; + H,SOj,: fibra tratada com 0zbdnio e
posterior repouso em meio acido (Amostra 1); d) O; + NaOH: fibra tratada com ozdnio e posterior
repouso em meio alcalino (Amostra 3).

Nas imagens da amostra tratada em 0z6nio e repouso em meio alcalino (O3 + NaOH) o
material apresenta uma superficie mais lisa, isto se deve ao fato do hidroxido de sodio ter

atuado na remocdo da hemicelulose (KAUR et al., 2012).
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5.8. UTILIZACAO DA AMOSTRA 7 PARA ESTUDOS NA VARIACAO NO
TEMPO DE OZONOLISE

A utilizacdo de ozbnio e posterior lavagem com hidréxido de sddio assistido por
ultrassom demonstrou ser um 6timo conjunto para o tratamento do bagaco de cana de agucar
visando a producéo de etanol celuldsico por hidrolise enzimatica. O ozoénio é um poderoso
oxidante que age nas ligacGes duplas da estrutura da lignina, em condic@es alcalinas a a¢do do
0zOnio é mais severa, pois € degradado levando a formacdo de radicais hidroxilas, nessas
condicGes 0 ozbnio torna-se inespecifico podendo degradar os carboidratos presentes na fibra.
Com base nisso, busco-se variar o tempo de ozono6lise no melhor tratamento obtido neste
projeto (Amostra — 7 (O3 + NaOH + UT)), a fim de conhecer a melhor relacdo quantidade de
0z6nio / quantidade de bagaco.

Para cada tempo de exposi¢cdo da fibra a ozondlise, € produzida uma quantidade de
0zonio que pdde ser calcular a partir do método Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 1998), foram realizado 9 tratamentos variando-se o tempo de
exposicao e consequentemente a quantidade de ozonio produzida por grama de bagaco. O
gerador de ozonio foi regulado com potencia de 50% e a quantidade de 0zonio gerado nessas
condices foram de 32 mg min™, para cada coluna de tratamento foram adicionados 20 g de
bagaco. Na coluna com tratamento de 60 minutos, por exemplo, foram produzidos 1920 mg
de ozénio (32 mg min™ . 60 min), correspondente a 96 mg de ozdnio para cada grama de
bagaco (1920 mg de ozbnio produzido em 60 minutos / 20 g de bagago adicionados na
coluna).

No tempo de exposicdo 0 (zero) foi utilizado apenas lavagem com hidroxido de sodio
assistido por ultrassom, os demais tratamentos seguiram da seguinte maneira: exposi¢do ao
0z06nio no tempo determinado (5, 10, 20, 40, 60, 90, 120 e 180 minutos), homogeneizacdo da
fibra apds a ozondlise, repouso em solucdo de NaOH (0,1 mol L™) com 5 minutos iniciais
assistidos por ultrassom, filtragem da porcao liquida e por fim, utilizacdo da fracdo sélida na
hidrélise enzimatica, avaliacdo térmica por TGA, andlise da cristalinidade por difracdo de

raios-X, caracterizagdo quimica, e avaliacdo estrutural por espectroscopia no infravermelho.
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5.8.1. Hidrolise enzimatica de tratamentos em diferentes tempos de ozondlise

Os bagacos tratados em diferentes tempos de ozono6lise foram submetidos a hidrélise
enzimatica com enzima comercial para conhecer os efeitos do tratamento por 0z6nio no
rendimento enzimatico.

A hidrdlise seguiu-se da seguinte maneira, 0,25 mg de bagaco tratado foram pesados e
colocados em tubos, logo em seguida foi adicionado 10 mL de enzima comercial Prozyn®
correspondente a 0,1 mg mL™ de proteinas. Os tubos foram entdo submetidos a banho com
temperatura a 60°C e agitacéo orbital de 150 rpm por 24 horas. Depois de decorrido o tempo,
as amostras foram filtradas e o sobrenadante foi utilizado para quantificacdo de glicose por
HPLC. Os valores obtidos s@o encontrados na Figura 31. O experimento foi realizado em

triplicata.

Figura 31. Glicose obtida ap6s hidrélise enzimatica de tratamentos em diferentes tempos de ozonélise
com enzima comercial Prozyn®, em tratamentos completos (O; + NaOH + Ultrassom (UT)).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Observa-se a partir da Figura 31 que para o tratamento completo (NaOH + Ultrassom
+ O3) ocorre um aumento no rendimento enzimatico até o tempo de 40 minutos em o0zoénio, a
partir deste ponto ocorre uma estabilizacdo até 90 minutos de ozonio, por fim o rendimento
comeca a diminuir em 120 e continua diminuindo em 180 minutos. O baixo rendimento da
enzima em tempos menores ou iguais a 10 minutos pode estar relacionado com a baixa
remocao de lignina e/ou a quebra parcial da lignina. A partir dos 10 minutos os resultados sao

mais aparentes. Transcorridos de 40 a 90 minutos possivelmente a maior parte da lignina
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presente foi degradada pela acdo do ozénio. Ao aumentar o tempo de ozondlise para 120 e
180 a lignina possivelmente é totalmente desestruturada e nesta etapa 0 0z6nio comeca a agir
na degradacdo dos carboidratos, diminuindo a quantidade de carboidratos disponiveis para a

hidrolise.

5.8.2. Analise por TGA

Na Tabela 7 estdo representados os dados obtidos por TGA e DTG das amostras
submetidas a diferentes tempos de ozondlise, nesta Tabela foi determinado que a tendéncia
para a coloracdo preta indicasse que os valores sdo caracteristicos do padrdo de celulose, ja a
tendéncia para a coloracdo branca indica que os valores sdo caracteristicos do padrdo de
lignina, Em resumo, a coloracdo preta indica tendéncia a maior quantidade de celulose,
termogramas mais proximos aos do padrdo de celulose e amostras mais estaveis

termicamente.

Tabela 7. Tabela com dados obtidos por TGA e DTG para amostras com tempos variados de ozonolise.

Amosiras T catiscn AT | F— Glicose
") ") "C) "C) me g
Sem O, il 409 90 375 .

0, -5 min 325 407 82 375 .

0, -10 min. 324 407 83 378 .

0, -20 min 331 17 86 392 137412
0, -40 min 327 412 85 383 9434
0, -60 min 332 15 86 393

0, -90 min 35
0,-120 min 325 ; 51
0,-180 min 330 413 83 388 293420

Lignina o clulose

*N&o detectado pelo método empregado.

A partir da analise dos dados obtidos pelos termogramas é possivel observar que as
amostras com termogramas mais parecidos com o da celulose foram as amostras tratadas entre
20 e 90 minutos de ozbnio, sendo que nas amostras de 40 a 90 minutos foram obtidos os
melhores rendimentos apds a hidrdlise enzimatica, indicando que bagacos tratados nessas
condi¢cdes possuem maior porcentagem de celulose e consequentemente menor teor de

lignina.
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A maior estabilidade térmica do material esta relacionada ao teor de celulose presente,
sendo mais estavel quanto maior for a quantidade da porc¢éo cristalina desta celulose (SUN et
al., 2004b).

5.8.3. Andlise estrutural por FTIR-ATR para amostras com diferentes tempos de
ozonolise

A andlise estrutural por infravermelho de amostras tratadas em diferentes tempos de
ozonolise teve como foco as bandas onde foram encontradas as maiores modificacdes em
relagdo ao bagaco sem tratamento (in natura), neste caso, as bandas localizadas em 1600 cm™
(Figura 32, A), 1510 cm™ (Figura 32, B) e 833 cm™ (Figura 32, C), todas atribuidas a absorgo
pela estrutura da lignina.

Figura 32. Bandas selecionadas no espectro de infravermelho para amostras tratadas em diferentes
tempos de ozondlise.(A) banda localizada em 1600 cm™; (B) banda localizada em 1600 cm™; (C)
banda localizada em 1600 cm™.
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Observa-se que tempos de ozondlise maior ou igual a 20 minutos (linhas tracejadas) o
espectro de infravermelho das amostras ndo apresentam mais a banda na regido de 1600 cm™,
1510 cm™ e 833 cm™ enquanto em tempos superiores apresentam (Figura 32, A, B e C).
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Esses dados, obtidos a partir de analise por infravermelho, indicam a auséncia ou

elevada reducdo da lignina presente nesses tratamentos e estdo de acordo com o observado

por analises térmicas e pela analise do rendimento enziméatico. Amostras com tempos menores

de 20 minutos (linhas continuas) ndo tiveram a lignina afetada pelo tratamento (Figura 32, A,

BeC).

5.8.4. Caracterizacdo quimica da fibra em diferentes tempos de ozonoélise

Em concordancia com as andlises por espectroscopia no infravermelho e analise

térmica, a quantidade de lignina diminui nas amostras tratadas entre 20 e 90 minutos e em

reposta ocorre 0 aumento da celulose nesses periodos (Figura 33).

Figura 33. Caracterizacdo quimica dos tratamentos de bagaco de cana de agucar em diferentes
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A partir da caracterizacdo observa-se que ocorre aumento na porcentagem de celulose

presente na amostra até 90 minutos de exposi¢cdo em 0zdnio, a partir de 90 minutos ocorre a

diminuicdo da quantidade de celulose o que é explicado pela degradacdo dos carboidratos

(celulose) devido a excessiva exposi¢cdo em o0zonio. A lignina tem um pico de degradagéo

entre 10 e 20 minutos confirmando o analisado a partir de infravermelho. Apds 180 minutos

em ozondlise ocorre pelo menos a degradacdo de metade da lignina presente na fibra (Figura

33).
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Figura 34. Comparac&o entre teor de glicose obtido apds hidrolise com teor de celulose e lignina
obtido pela caracterizac¢do quimica do bagaco tratado em diferentes tempos de ozondlise.
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Ao comparar o rendimento enzimatico com a composicdo dessas fibras (Figura 34) é
possivel observar que o baixo teor de lignina frente a elevada disponibilidade de celulose sao
os fatores determinantes para as amostras tratadas entre 40 a 90 minutos em ozonio terem o

melhor rendimento enzimatico.

5.8.5. Difragéo por Raios - X

Com esta técnica buscou-se calcular o indice de cristalinidade de cada amostra. O
aumento da cristalinidade do material lignocelulosico estd amplamente relacionado com o
grau de cristalinidade da celulose, ap6s os tratamentos com a remocdo da lignina e da
hemicelulose a disponibilidade de celulose é aumentada, portanto espera-se que o teor De
celulose cristalina e também o teor de celulose amorfa aumente, por outro lado se o
tratamento afetar as ligagdes de hidrogénio, da porcao cristalina da celulose, pode ocorrer uma
diminuicao no indice de cristalinidade. Tem sido observado que a utilizacdo de meio alcalino
no tratamento reduz o indice de cristalinidade do material (MARYANA et al., 2014; ZHU et
al., 2012; PENG et al., 2014) Maryana et al, (2014) observou um decréscimo de 35 % no Ic;,
ja Zhu et al (2012) observou um decréscimo de 39% para 20.81% apds o tratamento com
NH40H-H202 e liquido ib6nico, ambos o0s autores relacionaram o decréscimo com

modificacdes causadas na morfologia da celulose.
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Figura 35. Difratogramas de Raio-X de amostras tratadas em diferentes tempos de ozonolise.
l.m — intensidade do pico amorfo em aproximadamente 18°, I,q, — Intensidade do pico cristalino em
aproximadamente 22°.
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Por outro lado a maioria dos trabalhos apresentaram aumento no indice de
cristalinidade, tanto em tratamentos alcalinos (HE et al., 2008; VELMURUGAN;
MUTHUKUMAR, 2012; VELMURUGAN; MUTHUKUMAR, 2011; BINOD et al., 2012)
guanto em tratamentos em meio acido (SINDHU et al., 2010; SINDHU et al., 2013).

Tabela 8. indice de cristalinidade calculado pelo método da intensidade dos picos conforme
proposto por Segal et al, (1959). 1., — intensidade do pico amorfo em aproximadamente 18°, Iy —
Intensidade do pico cristalino em aproximadamente 22°.
Amostra Iam I200 ICr (Seagal)

O;—0min. 677 1909 65

O;—-5min. 600 1677 64

O;—-10min. 656 1871 65

Oz;—20min. 679 2110 68

Oz —40 min. 722 2209 67

O;—-60min. 716 2211 68

03;—90 min. 708 2140 67

O3 —120 min. 542 1664 67

0;-180 min. 719 2267 68

In natura 533 1302 59

A partir do calculo do indice de cristalinidade das amostras contidas na Figura 35,
observa-se que o valor do Icg € muito préximo para todas as amostras apos 20 minutos de
tratamento, variando entre 67 e 68%, ao observar a coluna do Iy (intensidade do cristalino)

(Tabela 8) observa-se que na medida em que a intensidade do pico cristalino aumenta,
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aumenta-se também a intensidade do pico amorfo, indicando que o aumento na cristalinidade
do material deve-se ao aumento da disponibilidade de celulose, uma vez que apos 0s
tratamentos a lignina e hemicelulose sdo removidas, assim como observado a partir das
analises por espectroscopia no infravermelho e caracterizacdo quimica. Portanto o aumento
no indice de cristalinidade de tais amostras deve-se principalmente ao aumento da
disponibilidade de celulose, sendo que o tratamento proposto aparentemente ndo afeta a
porcdo cristalina da celulose

5.8.6. Microscopia

Microscopia eletronica de varredura. Para analise de microscopia foram selecionadas
trés amostras principais, em ordem crescente de tempo em ozondlise, sendo elas: 5, 60 e 180
minutos em ozonolise, além do bagaco in natura. Com esta técnica pretendeu-se avaliar a
amplitude da desestruturacdo da fibra nos diferentes tempos de ozondlise e determinar se ha

uma relacédo entre a quantidade de oz6nio utilizada e a desestruturacdo superficial do material.

Figura 36. Eletromicrografia de varredura da fibra: a) in natura e tratada com: b) 5 min, c) 60
min, e d) 180 minutos em ozonio.
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Observa-se uma mudanca morfoldgica ultraestrutural da superficie do bagago apos
todos os pré-tramentos, quando comprados com o material controle. No bagaco controle
pode-se observar uma superficie lisa e, portanto, uma nitida preservacdo da fibra do bagaco
decana (Figura 36, a)). A medida gque o tratamento com 0zonio € mais severo o dano causado
na fibra vai se intensificando e algumas placas séo rompidas e destacadas do material na fibra
vai se intensificando e algumas placas sdo rompidas e destacadas do material (Figura 36, c) e
d)), isto indica que com o aumento da intensidade do tratamento ocorre o aumento da
desestruturacdo do material, assim como observado em outros trabalhos (CHEN et al.,
2011;0LIVEIRA et al., 2014; CHANDEL et al., 2013; CHEN et al., 2012).

Microscopia eletrbnica de transmissdo. Para esta analise foram selecionadas trés
amostras principais em ordem crescente de tempo em ozonolise, sendo elas: 5, 60 e 180
minutos em ozondlise, além do bagaco in natura. Come esta técnica pretendeu-se avaliar qual
estrutura da parede celular vegetal (lamela média, parede primaria e parede secundéria) foi a
mais afetada pelo tratamento por ozonio.

Figura 37. Eletromicrografia de transmissao da fibra in natura e tratada com 5, 60 e 180
minutos em 0zonio; LM — lamela média, PP- parede celular priméria, PS — parede celular secundéria.
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Observa-se mudancas na morfologia ultra-estrutural das paredes celulares do bagaco
apos todos os pré-tratamentos, comparativamente ao controle (Figura 37), As analises estdo
baseadas na observacdo apenas das paredes celulares do bagaco (paredes primaria, secundaria
e lamela média), ja que a coleta do material apds a extracdo do caldo de cana de acgucar
restando apenas essas estruturas, portando todo o conteldo protoplasmatico (membrana
plasmética, citoplasma e nicleo) foi removido durante o processo. A partir da
eletromicrografia de transmissdo (Figura 37) é possivel observar as estruturas: parede
primaria, parede secundaria e lamela média. No bagaco sem tratamento (Figura 37, a)), ndo
observamos diferencas na eletron-densidade, e as estruturas citadas acima, estdo preservadas e
ndo demonstram nenhum sinal de dano. A densidade eletronica de cada fotografia pode ser
utilizada para indicar a abundancia de material celular em cada estrutura, quando observado
os tratamentos com ozénio (Figura 37, c) e d)) as estruturas lamela média e parede celular
primaria sdo preservadas e ndo apresentam danos aparentes, ja na parede celular secundaria
ocorre significativa diminuicdo na densidade eletrdnica, o que indica reducdo deste
componente celular. Visto que a maior quantidade de lignina do material lignocelulésico esta
contida na parede celular secundaria, pode-se afirmar que a utilizacdo da ozonolise no
tratamento do material lignoceluldsico atacou principalmente a parede celular secundaria na
qual esta contida lignina. Estando esses dados de acordo com a reducgéo da lignina observada
a partir da caracterizagdo quimica (Tabela 3, pag. 35).

6. CONCLUSAO

Os tratamentos utilizando ozbnio e posterior repouso em NaOH realizado nas
Amostras — 3 (O3 + NaOH) , 7 (O3 + NaOH + UT) e 11 (O3 + NaOH + MO) foram os
tratamentos onde obteve-se 0 maior rendimento de glicose durante a hidrélise enzimatica, e
isto se deve ao fato da reducgéo da lignina, principalmente pela agédo do 0z06nio e posterior
remocdo de hemicelulose pela acdo do meio alcalino. Com a utilizacdo do FTIR-ATR foi
possivel visualizar o efeito dos tratamentos nas diversas regifes da fibra e comprovar a
reducdo da lignina para as amostras citadas. Por outro lado a acdo das irradiacGes por micro-
ondas e ultrassom durante os tratamentos somente demonstraram efeitos nas condicGes
especificas de meio alcalino com tratamento anterior com 0zénio ou em meio &cido sem o
tratamento anterior com ozbnio e seus efeitos foram imperceptiveis nos espectros de

infravermelho. Utilizando os dados da caracterizacdo pode-se afirmar ainda que o ultrassom
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intensifica a remoc¢édo de hemicelulose e as micro-ondas por sua vez intensificam a remogéo
da lignina nessas condicdes.

A variacdo no tempo de ozonolise durante o tratamento demonstra a necessidade em
utilizar uma quantidade controlada de ozdnio para que ocorra a desestruturacdo desejada da
lignina presente na fibra. A maior quantidade de celulose disponivel foi obtida com o bagaco
exposto entre 40 e 90 minutos em o0zonio, correspondente a uma producdo de
aproximadamente 64 a 144 mg de ozénio / g de bagaco. J4 com a anélise térmica por TGA foi
possivel observar que a maior estabilidade térmica das amostras estd amplamente relacionada
ao grau de celulose presente na fibra ap6s o tratamento. A analise por espectroscopia por
infravermelho possibilitou uma resposta rapida frente a reducao da lignina, com a analise por
raios-X foi possivel determinar que a celulose cristalina ndo é afetada durante o pré-
tratamento, e por fim, a caracterizacdo da fibra permitiu comprovar o observado a partir das

técnicas anteriores.
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