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Resumo

Esse trabalho foi desenvolvido com biomassa de cana-de-agucar e pseudocaule de
bananeira, os quais foram submetidos a pré-tratamentos hidrotérmicos para avaliagdo da
acessibilidade enzimatica. Esta analise possibilitou o conhecimento da acessibilidade do
material a a¢do enzimatica, etapa necessaria na produgdo de etanol de segunda geragao,
referente a quebra de celulose em glicose. O uso de tratamentos hidrotérmicos, com adig¢ao de
acido (H2SO4) e élcali (NaOH), foi responsavel pela desestruturagdo do material
lignoceluldsico, permitindo assim uma maior acessibilidade e consequente aumento da
digestibilidade enzimatica da celulose. O tratamento oxidativo, com perdxido de hidrogénio,
também se mostrou eficaz na remocao/solubilizacdo de lignina e hemicelulose, tornando
assim a producdo de glicose mais eficiente. Para avaliar o efeito de cada pré-tratamento foram
utilizados dois corantes: o Direct Blue, de baixa massa molecular e baixa afinidade com a
celulose, penetrando nos poros e estruturas internas da biomassa; e o Direct Orange, com
maior massa molecular e afinidade pela celulose, adsorvendo na superficie externa da mesma.
Os resultados mostraram que quanto maior a adsor¢ao de corante, maior ¢ a digestibilidade do
material (rendimento em glicose na etapa de hidrolise enzimatica). Quanto aos pré-
tratamentos, foi observado que o alcalino (em ambas biomassas) foi mais eficientes na
remogao da lignina, porém removeu também maior parte de hemicelulose, causando perda de
material e afetando ligeiramente as condi¢oes de hidrolise enzimatica. Quanto a acessibilidade
enzimatica, o pré-tratamento 4cido se mostrou mais eficiente devido a menor perda de
material durante o pré-tratamento por alteragdes na superficie interna do mesmo, aumentando

a acessibilidade pelo aumento da porosidade.

Palavras-Chave: bagaco de cana-de-aglicar, pseudocaule de bananeira, acessibilidade

enzimadtica, pré-tratamento acido diluido, pré-tratamento alcalino, pré-tratamento oxidativo.
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1-Introducao

As pesquisas relacionadas ao etanol de segunda geracdo vém aumentando
exponencialmente devido a maior demanda por este produto, cuja produgdo tende a aprimorar
a sustentabilidade e diminuir os prejuizos gerados ao meio ambiente com o mercado
exploratdrio que existe atualmente. Define-se por etanol de primeira gerag¢ao aquele produzido
através do uso da sacarose ou amido, e etanol de segunda geracdo (2G), que ¢ o foco desse
trabalho, aquele realizado com os residuos da biomassa, como bagacgo e palha, que atualmente
sdo utilizados na geragao de energia através da queima. A biomassa estudada para a producao
do etanol de segunda geragdo consiste em material lignocelulosico de cana-de-agticar, que ¢é
composto por trés moléculas principais: lignina, celulose e hemicelulose.

No Brasil, a producdo de etanol ¢ realizada a partir da fracdo liquida da moagem da
cana-de-actcar, podendo assim destinar por¢des como o bagaco remanescente € a palha, que
antes eram utilizadas para o abastecimento energético da propria usina (através da queima)
para a producdo de etanol de segunda geracdo, que tem como objetivo se tornar viavel e
rentavel com o desenvolvimento tecnolégico. Além da biomassa derivada da cana-de-agucar,
diversos tipos de biomassa podem ser empregados na producdo de etanol 2G. Um dos mais
abundantes residuos agropecudrios que pode ser destinado a essa finalidade ¢ o pseudocaule
de bananeira, utilizado nesse trabalho em comparacdo ao bagaco da cana-de-actcar. O
pseudocaule de bananeira, além de possuir grande oferta de mercado, devido a grande
producdo do pseudofruto e baixo aproveitamento dos seus residuos, possui em sua
composicdo grande propor¢do de celulose (aproximadamente 80%) e baixa propor¢do de
lignina (aproximadamente 10 %) [1] o que torna o material vidvel para a produgdo de etanol.

Um dos principais problemas encontrados para a autossuficiéncia energética através do
etanol 2G sdo os altos custos para o processamento da biomassa, uma vez que os aglicares do
material lignoceluldsico, alvo de hidrdlises para a obten¢cdo de monossacarideos fermentaveis,
(matéria-prima para a fermentacdo) se encontram na forma de polissacarideos (celulose e
hemicelulose). O grande desafio € que estes polissacarideos estdo envoltos por uma
macromolécula aromatica complexa (lignina) provendo resisténcia a microfibrila celuldsica e
assim a parede celular vegetal, o que dificulta a desestruturacdo da mesma para a hidrolise dos
polissacarideos em monossacarideos.

Outra grande dificuldade ¢ a baixa acessibilidade enzimatica a celulose, que confere
condi¢des de baixa digestibilidade enzimatica [2]. Cada material possui uma porosidade que
caracteriza a acessibilidade de acordo com suas fragdes [3] e pode ser desestruturado com

tratamentos fisicos e quimicos. Entende-se por acessibilidade enzimdtica, o poder de



penetracao e adesdo das enzimas responsaveis pela hidrolise da biomassa. Devido ao alto grau
de complexidade dos cristais de celulose, fortificados pela acdo estrutural da lignina, a
acessibilidade in natura desses materiais se mostra baixa, sendo necessario o uso de pré-
tratamentos para desorganizar a estrutura do material. Tanto o pré-tratamento por meios
acidos quando por meios basicos tem por finalidade a desestruturagdo da biomassa,
aumentando a superficie de contato e assim melhorando o rendimento em glicose pela agdo de
enzimas hidroliticas. O aumento na acessibilidade resulta em maior quantidade de agucar
fermentavel e assim maior produ¢do de etanol. A acessibilidade ¢ medida através de estudos
de adsor¢ao de corantes, onde se quantifica o total de corante adsorvido na biomassa pré-
tratada. Para isso sdo utilizados corantes com diferentes massas moleculares, permitindo a
quantificagdo de material adsorvido internamente a celulose, o que mostra o potencial de agdo
enzimatico, ¢ externamente, medindo a superficie de contato entre a celulose que pode ser
alcancada por enzimas para hidrdlise.

Os corantes mais utilizados para essa fungdo, sdo os mesmos utilizados nesse trabalho;
sdo eles o Direct Blue e o Direct Orange; O Direct Blue possui uma formula conhecida (figura
1), peso molecular de 992,82. Sua molécula ocupa uma area de 3,6 nm? (o que equivale a 1
mm de didmetro). O corante Direct Orange ¢ um produto condensado do é4cido 5-nitro-o-
toluenosulfonico em solug¢do aquosa alcalina. Essa condensa¢do forma um polimero complexo
(figura 1) de férmula e estrutura ndo totalmente definidas. Apesar do corante laranja possuir
moléculas de diversos tamanhos, sabe-se que todos os seus componentes sdo maiores do que o
corante azul, permitindo assim analisar a acessibilidade conferida pela superficie interna
(Direct Blue) e externa (Direct Orange). Normalmente, se usa como estimativa da

acessibilidade a soma da adsorcao de Direct Orange e Blue.



2

NH; OH OH  NH;
Na0,S$ ‘O N=NN=N ‘G S0;Na
CH10 OCH;

S0;Na S0;Na
Blue
SO3Na $0:Na SO;Na
N=N c=¢C N=N
[
H H
$0:Na
_— X
Orange

Figura 1: Estrutura quimica dos corantes Direct Blue e Direct Orange.[4]

1.1 Composicao da biomassa lignoceluldsica

A biomassa utilizada para o estudo ¢ o bagaco de cana de agucar e o pseudocaule de
bananeira, os quais sdo materiais lignocelulosicos composto por trés fragdes (celulose,
hemicelulose, lignina) que constituem aproximadamente 90% do material [5]. Esse material ¢
alvo de estudos para que futuramente possa ser utilizado na produgdo de etanol de segunda
geracdo (2G) em larga escala. Na figura 2 esta demonstrada a estrutura de cristais de celulose,

intermeadas por moléculas de lignina, que confere resisténcia ao conjunto.

— Celulose

Figura 2 — esquema estrutural simplificado de uma fibrila lignoceluldsica [6]



1.1.1 - Celulose

A celulose ¢ um homopolissacarideo mais abundante da parede celular vegetal, e pode
atingir um valor de até 60% da composicdo da biomassa geral [5]. A celulose ¢ composta por
D-glicoses unidas por ligacdes glicosidicas. Sua estrutura¢do linear na molécula permite a
formacao de agregados, o que confere resisténcia a degradagdo e tensao a mesma [7]. A figura
3 representa uma molécula de celulose (polissacarideo), que pode ser hidrolisada em

moléculas de glicose (monossacarideo).
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Figura 3 — representagdo das cadeias lineares da celulose, formadas por unidades de celobiose

[8].

1.1.2 — Hemicelulose

A hemicelulose ¢ um heteropolissacarideo complexo formado por agucares como
pentoses (xilose, ramnose e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) e acidos
urdnicos (acidos 4-O-metil-glucurdnico e galacturdnico). A hemicelulose apresenta cadeias
laterais ou ramificagdes, que promovem maior interagdo com as moléculas de celulose e
lignina, e confere flexibilidade e ao mesmo tempo estabilidade a parede vegetal [9]. Na
estrutura lignoceluldsica, a hemicelulose representa uma propor¢dao de 15-30% do total de
matéria seca e age como estrutura de ligacdo entre as moléculas de celulose, conferindo
estabilidade a molécula como um todo.

O exemplo mais comum de hemicelulose encontrado na maioria dos materiais
lignocelulodsicos € a xilana, que corresponde a aproximadamente um ter¢o da fonte de material
de energia renovavel do planeta [10]. Esta ¢ a hemicelulose caracteristica de gramineas
(bagaco de-cana-de-acucar). A Hemicelulose caracteristica do pseudocaule de bananeira
possui fragdes de hemicelulose composta em sua maior propor¢ao por xilana, com por¢ao de
mondmeros de glicose [8]. Abaixo, na figura 4, estdo presentes os principais componentes da

hemicelulose.
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Figura 4: Monossacarideos constituintes das hemiceluloses. D-glicose (1), D-galactose (2), L-

arabinose (3), Dxilose (4), D-manose (5), 4-O-metil-D-glucurénico (6), L-ramnose (7) [8].

1.1.3— Lignina

A lignina ¢ uma macromolécula complexa formada pela polimerizagdo radicalar de
unidades de fenil-propano e constitui a maior fragdo das substincias nio polissacaridicas
presente no material lignoceluldsico [5]. Constituinte de aproximadamente 15-35% do
material, a lignina confere enrijecimento e assim prote¢do e estruturacdo para a planta, e
consequentemente para o material lignocelulésico [7]. Logo, sabe-se que a retirada total ou
parcial da lignina aumenta a taxa de digestibilidade enzimatica [11], permitindo que o

processo de hidrolise/quebra dos polissacarideos em monossacarideos seja aprimorado.
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1.2- Pré-tratamentos

A produgdo do etanol de segunda gerag¢do através do material in natura é inviavel
devido a alta carga enzimadtica necessaria para as conversoes da celulose. Um dos modos de
contornar a situagdo ¢ utilizando pré-tratamentos que desestruturam o material lignoceluldsica
mudando a sua organizagao, estrutura e morfologia.

O pré-tratamento pode ser conduzido por estratégias variadas, mas todos tém os
mesmos objetivos, que ¢ a retirada total ou parcial da hemicelulose e/ou lignina (ou sua
modifica¢do), aumentar a area superficie e diminuir o grau de polimerizagdo e cristalinidade
da celulose aumentando assim a eficiéncia do processo devido a uma maior digestibilidade
pelo aumento da acessibilidade enzimatica [5]. O sucesso na etapa de pré-tratamento permite
maximizag¢ao nas etapas seguintes: hidrélise enzimatica, liberagdo de aguicares fermentaveis, e
na fermentacao para produzir o etanol.

Para superar a baixa porosidade e alta resisténcia do material, podem ser usados pré-
tratamentos quimicos (4cidos e basicos) com o intuito de solubilizar/modificar a lignina e/ou
parte da hemicelulose, aumentando assim a porosidade da matriz celular. Pré-tratamentos
fisicos, como a moagem sao efetivos para diminuir a cristalizacdo estrutural da molécula de
celulose e assim aumentar a area de atividade em que a ag¢do enzimatica vai ocorrer.
Entretanto, apresentam alto consumo de energia o que inviabiliza a aplica¢do industrial.
Idealmente, um pré-tratamento 6timo deve: proporcionar méaxima digestibilidade enzimatica
ao material pré-tratado, minimizar a perda de actcares, minimizar a producao de subprodutos,
minimizar o uso de energia, reagente e equipamentos € permitir escalonamento para planta
industrial [5].

Lignina

Celulose
/

\ Hemicelulose

Figura 6 — Esquema de pré-tratamento para desestruturagdo da biomassa seguido por

hidrolise enzimatica da celulose para liberacdo de glicose [5].
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1.3- Acessibilidade enzimatica

Um fator muito importante para a conversao eficiente de celulose ¢ a facilidade com
que os complexos enzimaticos conseguem chegar a fibra de celulose. Esta fibra apresenta uma
area superficial, ndo s6 externa, mas também interna, onde a enzima age para quebrar os
polissacarideos em monossacarideos fermentaveis. A tal fato, se d4 o nome de acessibilidade
enzimatica, ou seja, a capacidade de penetracdo e adesdo das enzimas utilizadas para a
hidrolise na biomassa [2].

A estrutura fisico-quimica da biomassa, no entanto, dificulta o acesso das enzimas aos
seus polissacarideos. Isso ocorre devido a formagdo de cristais compactos de celulose
envolvidos por hemicelulose e lignina, que conferem rigidez a biomassa. Essa compactagao
estrutural interfere na eficiéncia do processo hidrolitico, gerando menos produtos para a
fermentagao [2,3].

Outro fator determinante para a acessibilidade ¢ a porosidade do material, ou seja, o
tamanho dos poros contidos na biomassa determina o tamanho das enzimas que serdo
eficientes em sua quebra. Geralmente, devido a estrutura quimica envolta por lignina, os poros
ndo possuem tamanho grande suficiente para a penetracdo da enzima, sendo necessario a acao
dos pré-tratamentos fisicos € quimicos (como o tratamento acido e alcalino) para modificar o
material quanto a sua estrutura e natureza, removendo as moléculas de lignina e assim
aumentando a porosidade e superficie de contato acessivel as enzimas. Os melhores resultados
aparecem quando grande quantidade de enzima consegue penetrar na biomassa e realizar a
quebra das moléculas de polissacarideo, ndo excluindo o mesmo processo na superficie
externa do material.

Um dos métodos mais utilizados para calcular a acessibilidade enzimatica ¢ o método
de adsor¢do de corantes [13], onde a biomassa pré-tratada ou in natura ¢ incubada com dois
corantes de peso moleculares e afinidades diferentes (um azul de baixo peso molecular, que
penetra na superficie interna (poros), € um laranja de alto peso molecular e alta afinidade com
a celulose, o qual adsorve na sua superficie, assim atingindo a superficie externa do material
[14]). A quantidade de corante adsorvido € utilizado para estimar a superficie interna (azul) e
externa (laranja) do material, normalmente expresso como superficie total, ou relacdo ou taxa
externa/interna. Essa andlise permite determinar qual a quantidade de material que realmente
conseguiriam de forma efetiva ser acessado por enzimas, influenciado de acordo com cada
pré-tratamento ou suas condi¢des. Outro método bastante utilizado para aferir a acessibilidade

enzimatica ¢ o método de porosidade por Mercurio ou por gas Nitrogénio [12], onde a
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biomassa ¢ seca e sua pressao interna avaliada, e ¢ irradiada com merctrio ou nitrogénio.
ApoOs a contaminacao da amostra com essas substancias, a diferenca de pressao ¢ calculada, e
pode-se obter a quantidade de material adsorvido pela biomassa, quantificando assim o total
de mercurio ou nitrogénio que foi capaz de passar pelos poros, o que indiretamente leva a

quantidade e tamanho dos poros presentes.

2-Objetivos
Esse trabalho tem como objetivo principal avaliar a acessibilidade enzimatica em
biomassa vegetal (cana-de-acticar e pseudocaule de bananeira) submetidos a diferentes pré-

tratamentos (acido, alcalino e oxidativo).

3-Materiais e Métodos

3.1- Preparo do DNS

Para obtenc¢do do reagente de DNS, foram utilizados os seguintes materiais e protocolo
[15]: Foram dissolvidos 10,6 gramas de 4cido 3,5-dinitrosalisilico, 19,8 gramas de hidréxido
de sodio, 306 gramas de tartarato de sddio e potassio e 8,3 gramas de bissulfito de s6dio em 1
litro de 4gua deionizada, que foi deixado em agita¢do por 40 minutos para dissolucgdo total dos
reagentes. Apoés isso, foram adicionados 7,6 mL de fenol na solu¢do e o volume foi

completado para 1,4 litros de agua.

3.2 — Biomassa lignocelulosica

A biomassa de cana-de-agicar, o bagaco, foi obtida no Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC) em Piracicaba — SP. As amostras foram previamente lavadas, moidas para a
extracdo do suco e seccionadas obtendo o entrend livre de epiderme. Apos isso foram
colocadas em uma estufa a 50°C para a secagem completa do material. O wltimo passo foi
realizar a moagem para a obten¢do de fragmentos selecionados em peneira de 20 mesh. A
biomassa de bananeira (pseudocaule - Biomassa 2) foi coletada nos arredores da cidade de

Rio Claro e processada como descrito para o bagaco.
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3.3 — Pré-tratamento alcalino

O pré-tratamento alcalino foi realizado com hidroxido de sodio (NaOH).
Primeiramente, foram utilizados frascos de 500 mL, cada um contendo 5 gramas de biomassa.
Os frascos foram separados de acordo com as concentragdes estipuladas (5%, 10%, 20% e
30% massa/massa). As quantidades de NaOH utilizadas foram relacionadas com a massa de
material, por isso a concentragao foi obtida em m/m. Para cada concentragdo, foram utilizados
6 frascos. Apos essa etapa, foram colocados 50 mL de dgua deionizada em cada frasco, para
que o substrato solido fosse suspenso. Apds homogeneizacao os frascos foram levados a uma
autoclave vertical, nas condi¢gdes de 121°C, por 30 minutos a pressdo de 1 atm. Ao fim do
tempo de reagdo, os meios foram filtrados em papel de filtro, e lavados com agua deionizada.
A lavagem ocorreu até que o pH se ajustasse ao pH da dgua deionizada (entre 4 ¢ 5). O

material sélido obtido foi colocado em estufa a 40°C para a secagem.

3.4- Pré-tratamento acido

O pré-tratamento foi utilizado para a desagregagdo/modificagdo da lignina por
processos quimicos da biomassa de bananeira, a fim de analisar o seu efeito na acessibilidade
enzimdtica. O pré-tratamento foi realizado com acido sulfurico. Primeiramente, foram
utilizados 24 frascos de 500 mL cada um contendo 5 gramas de biomassa. Os tubos foram
separados de acordo com as concentragodes estipuladas (5%, 15%, 20% e 25% massa/massa).
As quantidades de acido que foram utilizadas foram relacionadas com a massa de material,
com a intencdo de obter as concentracoes em m/m. Para cada concentracao, foram utilizados 6
frascos com100 mL de agua deionizada, para que o substrato solido fosse diluido. Apos a
diluicao os frascos foram levados a uma autoclave vertical, nas condi¢des de 121°C, por 30
minutos a pressdo de 1 atm. Ao fim do tempo de reagdo, os meios foram filtrados em papel de
filtro, e lavados com agua deionizada. A lavagem ocorreu até que o pH se ajustasse ao neutro.

O material solido obtido foi colocado em estufa a 40°C para a secagem.

3.5- Pré-tratamento com perdxido de hidrogénio

O presente pré-tratamento foi realizado através da agdo do perdxido de hidrogénio
(H202). Primeiramente, foram utilizados 24 frascos de 500 mL, cada um contendo 5 gramas de
biomassa (no caso de bananeira). Os tubos foram separados de acordo com as concentracdes
estipuladas (2%, 4%, 6% e 8% massa/massa). As quantidades de H20, que foram utilizadas
foram relacionadas com a massa de material, por isso concentracdo foi obtida em m/m. Para

cada concentragao, foram utilizados 6 frascos, totalizando 24 amostras com 100 mL de agua
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deionizada em cada frasco, para que o substrato solido fosse suspenso. Apds a dilui¢dao os
frascos foram aquecidos a 50°C, por 30 minutos. Ao fim do tempo de reagdo, os meios foram
filtrados em papel de filtro, e lavados com 4gua deionizada. A lavagem ocorreu até que o pH

se ajustasse ao neutro. O material sélido obtido foi colocado em estufa a 40°C para a secagem.

3.6- Pré-tratamento com clorito de sodio

O bagago foi pré-tratado com clorito de sodio e acido acético por 3 horas e a reacao foi
observada da seguinte forma: para cada grama de material moido, foram utilizadas 0,3 gramas
de clorito de sédio (0,93%, m/v), 0,1 mL de acido acético anidro (0,31% v/v) e 32 mL de
agua. O experimento foi realizado em frascos de 1 L, cada um contendo 15 g de substrato e
mantidos em banho maria a 70°C. Para resultados mais efetivos para o processo de
deslignificacdo, uma adicdo da carga de clorito foi realizada a cada hora da reagdo. Sabendo
disso, a cada hora, um dos frascos foi retirado do banho maria ¢ a mesma quantidade de
clorito de sdédio e 4cido acético adicionados aos outros frascos que continuaram em reagao.
Esse procedimento foi repetido por 3 horas, gerando assim diferentes niveis de acdao do pré-
tratamento. A ordem de retirada dos frascos obedeceu a seguinte cronologia: o 1° frasco foi
retirado apos 30 minutos de reacgdo; o 2° frasco foi retirado apds 1 hora de reacdo; o 3° frasco
foi retirado apos 2 horas de reagdo e finalmente o 4° frasco foi retirado apds 3 horas de reacao.
Apo6s todos os frascos serem retirados, € a reagdo interrompida, os materiais obtidos foram
filtrados e lavados com cerca de 1 L de agua para neutralizagdo do pH. As partes solidas

foram removidas e colocadas em estufas a 40°C para secarem.

3.7- Atividade enzimatica de Celulases totais

A atividade enzimatica de celulases totais foi determinada pelo método descrito por
Ghose [16] que consiste em realizar hidrélises enzimaticas tendo como substrato tiras de papel
de filtro Whatman n° 1 e determinar a quantidade de actcares redutores através de método de
DNS [16]. Para tal, foram cortadas tiras de papel de filtro Whatman com dimensdes de 1x6
cm (o que equivale a 50 mg de substrato) e cada tira foi inserida em um tubo de ensaio junto
com 1 mL de tampao acetato de sédio (50 mM com pH igual a 4,8) e 0,5 mL de extrato
enzimatico comercial (Novozymes). Os tubos foram incubados a 50 °C por 60 minutos e apos
1sso, a reacao enzimatica foi interrompida por 3 mL de DNS. Os tubos foram colocados em
banho térmico a 100 °C por 5 minutos e em seguida diluidos com adi¢cdo de 20 mL de dgua
deionizada, para entdo ter a sua absorbancia lida em um espectrofotdometro em um

comprimento de onda de 540 nm. Para zerar o aparelho foi utilizado uma amostra contendo
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apenas tampao ¢ DNS; Para cada concentragao foi realizado um ensaio controle adicionando a
solucdo de DNS antes do extrato enzimatico (ndo permitindo assim o inicio da acdo
enzimatica) para descontar possiveis erros de agucares ndo produzidos durante a acdo

enzimatica. A solucdo padrao utilizada foi a solug¢do de glicose (Merck).

3.8- Adsorc¢ao de corantes - acessibilidade
Para determinar a acessibilidade enzimatica proveniente de cada pré-tratamento, foram
utilizados 2 corantes: o Direct Blue (Azul) e o Direct Orange 15 (laranja) [4]. O corante azul
foi diluido em 100 mL de dgua e armazenado pois ja apresentava as caracteristicas desejadas.
O corante laranja foi diluido em 200 mL de agua deionizada e filtrado a vacuo para a obtencao
de moléculas de alta massa, descartando assim a solucdo resultante da filtracdo. Ambos os
corantes foram preparados na concentracao de 10 mg de corante por mL de dgua deionizada.
O experimento de adsor¢do de corante foi montado com 6 tubos contendo 50 mg de
biomassa previamente pesada em cada tubo, seguida da adicdo dos corantes para formar 6
concentragdes diferentes (0,06; 0,25; 0,37; 0,5; 0,75 e 1 mL de corante azul e vermelho) para
cada amostra. O experimento foi realizado tanto para a cana-de-agucar quanto para o material
de bananeira. Foram adicionados 1 mL de tampdo fosfato de sddio em cada tubo, a fim de
manter o pH ideal (pH = 6) para a adsor¢ao ocorrer € o volume foi completado para 5 mL de
solu¢do com agua deionizada. As amostras foram levadas a um shaker e mantidas por 6 horas
a 70°C com rotagdo de aproximadamente 120 rpm. Apoés o tempo, os tubos foram
centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos para a separagdo da fase solidas e liquidas. A fase
solida foi descartada e a fase liquida teve sua absorbancia determinada a 455 e 624 nm. A
acessibilidade enzimatica foi analisada de acordo com a quantidade de corante adsorvida na
superficie interna e externa do material lignoceluldsico, sendo calculada a partir da
absorbancia obtida para calcular a concentragdo do corante restante em solugdo. A férmula
utilizada para o calculo de concentracao dos corantes € [17]:
A455nm = EO/455LCO + EB/455LCB
A624nm = EO/624 LCO + EB/624 LCB
Onde:
A ¢ a leitura obtida nos comprimentos de onda de 455 ¢ 624 nm;
L ¢ o comprimento do percurso percorrido pela luz (nesse caso € 1cm);
EO/455, EO/624, EB/455 e EB/624 sdao dados pré-obtidos através de uma leitura padrao (dos
corantes sem a biomassa) efetuada nessas faixas do espectrofotometro.

E0/455=35,63 L g'em™.
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E0/624=0,19 L g! cm™.
EB/455=259L g'cm™.
EB/624=15.64L g! cm™.

Apobs a obtencdo da concentragdo restante, bastou subtrair o valor da concentragao
inicial, previamente obtida para saber a quantidade de corante adsorvida. A propor¢ao de
corante absorvido foi diretamente relacionada com os dados de digestibilidade enzimatica,
baseado no rendimento em glicose. Apos o calculo da absortividade relativa final, os seguintes
passos foram realizados para o céalculo de absortividade maxima:

- O resultado de concentragdo foi multiplicado pelo valor de diluicdo de cada amostra (10, 10,
20, 25,30 e 45 vezes respectivamente dos tubos 1 ao 6); - multiplicado o valor pelo volume de
reagdo (5 mL) para obter a massa do corante absorvido; - dividir os valores obtidos pela massa
de material utilizados, para obtermos o valor de miligrama de corante por grama de material; -
linearizar os dados (1/valor) e obter um grafico para cada tratamento e concentragdes, obtendo
assim uma equacdo de reta, onde o coeficiente angular foi utilizado para o calculo de

absortividade maxima (1/coeficiente angular).

3.9- Caracterizacido quimica da biomassa de bananeira

Para a realizacdo da caracterizagdo quimica da biomassa de bananeira, foram utilizados
os materiais pré-tratados com as seguintes propor¢des em porcentagem: H>SOq4 (5, 10, 15, 20,
25, 30, 35 ¢ 40 %) NaOH (5, 10, 15, 20, 25 € 30 %) e H202 (2,4,6 € 8 %); A caracterizagado foi
feita através de um HPLC, onde foram estimados em porcentagem, os valores de cada fragdo

da biomassa (Celulose, Hemicelulose e Lignina).

4 - Resultados

4.1- Rendimento em massa dos pré-tratamentos alcalino e com clorito de sodio com
biomassa de cana-de-actcar.

ApOs a realizacao dos pré-tratamentos, foi quantificado a biomassa resultante apds a extragao
de parte da lignina e da hemicelulose através das agdes de cada pré-tratamento. Para inferir os
resultados, foi usado a seguinte expressdo matematica: R = (MFS/MIS) x 100, onde R ¢ o
rendimento em porcentagem; MSF € a massa final do substrato; MIS ¢ a massa inicial do

substrato. Os dados obtidos foram alocados na seguinte tabela (Tabela 1).
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Tratamento Amostra Rendimento
(%)
NAOH (%) 5 60.57
10 58.20
20 53.30
30 46.90
30/1 54.53
Clorito (carga) 60/1 48.66
12072 47.53
180/3 44.26

Tabela 1: Rendimento em porcentagem nos pré-tratamentos por NaOH e Clorito em

biomassa de cana-de-agtcar.

Nota-se na tabela 1 que o rendimento do material pré-tratado com NaOH ¢ maior
quando a concentragdo do reagente ¢ menor. Foi obtido uma diferenca de mais de 40% entre
as concentragdes minimas ¢ maximas do mesmo (5% e 30%). Isso demonstra, que devido a
agressividade do pré-tratamento, uma maior por¢ao de lignina e hemicelulose foram extraidos,
podendo haver grande perda também de celulose (objeto de estudo), visto que a quantidade
final das amostras foram menores.

Nota-se ainda que a amostra com maior rendimento de massa foi a que empregou
menor concentracdo do reagente. Entretanto, a eficiéncia com o aumento da concentragdo ndo
foi tdo brusca quanto no pré-tratamento anterior, visto que a diferenca em propor¢do do
rendimento obtido com a menor concentragdo para a maior foi de apenas 10%. Isso também

pode demonstrar menor perda de material alvo (celulose);

4.2— Rendimento em massa dos pré-tratamentos com a biomassa de bananeira
Na tabela 2, nota-se que os tratamentos foram mais eficientes de acordo com as
maiores concentracdes de reagente, em todos os casos indicando assim grande remocao

principalmente da lignina.
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Tratamento Amostra Rendimento
(%)
H2S04 (%) 5 60.57
10 58.20
15 53.30
20 46.90
25 44.90
30 30.30
35 31.20
40 32.10
5 46.00
NaOH (%) 10 43.50
15 33.80
20 29.20
25 27.60
30 25.00
2 48.60
H,0: (%) 4 42.70
6 39.90
8 32.40

Tabela 2: Rendimento de massa em porcentagem da biomassa de bananeira

No tratamento alcalino, houve maior eficiéncia em menor concentracdo do que nos
outros tratamentos, enquanto o tratamento 4cido foi o de maior divergéncia do tratamento
menos severo (5 % de acido rendeu 60,57% da massa inicial) com o mais severo (40 % de

acido resultou em 32,1% da massa inicial), com aproximadamente 30% de diferenca.

4.3— Hidrolise enzimatica do bagaco de cana-de-ac¢ucar

Como demonstrado na tabela, em comparagdo com o grupo de controle, a
concentracao de glicose no pré-tratamento com clorito foi totalmente dependente do tempo de
reacdo uma vez que no primeiro teste, com a carga por 30 minutos, os indices de glicose
obtidos foram mais baixos do que os indices do grupo controle, aumentando gradativamente
nas reagdes realizadas por mais tempo.

O pré-tratamento alcalino se mostrou bastante eficiente e dependente da concentragao

do reagente utilizado. Na menor concentracdo ja foram obtidos indices de glicose maiores do
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que no grupo controle, aumentando gradativamente conforme a quantidade de reagente

utilizado.

Amostra Absorbancia  Concentracio de glicose (mg/mL)
Controle 1 0,61 2,14
Controle 2 0,59 2,10
Clorito 30 minutos 0,41 1,60
Clorito 30 minutos 0,38 1,51
Clorito 1 hora 0,67 2,31
Clorito 1 hora 0,66 2,27
Clorito 2 horas 0,82 2,71
Clorito 2 horas 0,78 2,61
Clorito 3 horas 0,82 2,73
Clorito 3 horas 1,11 3,54
NaOH [5%] 0,75 2,53
NaOH [5%] 0,61 2,15
NaOH [10%)] 1,21 3,81
NaOH [10%)] 1,17 3,69
NaOH [20%] 1,02 3,28
NaOH [20%)] 1,18 3,70
NaOH [30%] 1,22 3,83
NaOH [30%] 1,23 3,85

Tabela 3: Efeitos dos pré-tratamentos na hidrélise enzimatica

4.4— Hidrolise enzimatica da biomassa de bananeira

Para cada pré-tratamento realizado com a biomassa de bananeira, foi demonstrado a

cinética de hidrélise enzimatica, sendo o desvio padrao calculado e utilizado para cada um dos

resultados.

Na figura 7, pode ser observado que todas as concentragdes de acido utilizadas foram

eficientes no tratamento e mostraram indices de glicose obtidas notavelmente maiores do que

no grupo controle, chegando proximo dos 80% de rendimento de massa total em glicose nas

concentracoes de 20 a 35 % (m/m) de reagente sobre amostra. Nesse caso a concentracao de

reagente se mostrou tdo importante quanto o tempo de reagao para melhores resultados.
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Figura 7: Cinética de hidrdlise enzimatica (rendimento de glicose) da biomassa de bananeira

com pré-tratamento acido (H2S04).

Na figura 8 pode-se observar que o tratamento alcalino foi eficiente e totalmente
dependente da concentragdo de reagente utilizada uma vez que quanto maior a concentragao,
mais eficiente foi o rendimento de glicose (%). Nota-se que em todas as concentragdes o

tratamento mostrou melhores resultados do que os obtidos no grupo controle.
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Figura 8: Cinética de hidrolise enzimatica (rendimento de glicose) da biomassa de bananeira
com pré-tratamento alcalino (NaOH).

A figura 9 nos indica que o tratamento oxidativo foi eficiente em ambas as
concentragdes de reagentes, porém o fator crucial para os melhores resultados foi o tempo de
reacdo. Os resultados obtidos nas concentragdes de 2 a 6% foram semelhantes, enquanto os

resultados obtidos na concentracdo de 8% foi ligeiramente menos eficiente.
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Figura 9: Cinética de hidrdlise enzimatica (rendimento de glicose) da biomassa de bananeira

com pré-tratamento oxidativo (H203).

4.5— Acessibilidade - adsorciao de corantes nos materiais pré-tratados em

meio acido, alcalino e oxidativo

Para cada solugdo, foram construidos graficos das diferentes concentragdes das quais
as absorbancias tanto do corante azul quanto do laranja geraram equagdes de retas, € no final
foram comparadas entre si para andlise de eficiéncia dos tratamentos como mostrado nos
graficos e tabelas a seguir. De modo geral, os resultados de absorbancia das diferentes
concentragdes aumentam gradativamente até atingir um patamar, representando estabilizagdo
da adsor¢do de corantes. Trabalha-se apenas com a parte crescente, pois € a fase onde obtém-
se a maxima absortividade de corante. Da lineariza¢do determina-se a equacao da reta, apos

ajustar os pontos a uma reta, buscando um coeficiente de correlagdo maior possivel, sendo
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aceitavel superior a 0,8. Para determinacdao da equacao tem-se como fundamento trabalhar
com a parte linear de adsorcao, independentemente do nimero de pontos que se ajustam a
reta. Os resultados de adsor¢do de corante no material in natura foram introduzidos nos

graficos de pré-tratamento como controle.

Material Sem Tratamento
y=-0.025x +0.1104
0.12 R*=0.76%9
0.1
V. Ud :C
0.06
20 0.04 e CB
a0 nn» "
£ 002 | "t o Linear
_ | e . _ (CO)
e 0 1 2 3 TR 3. 6 7 emeseeees Linear
e - s (CB)
0.06 v=-0.01x+0.0336
Amostra R:=1

Figura 10: Lineariza¢do dos dados de adsor¢ao de corante, expresso em miligrama de corante
por grama de material do grupo controle. Os demais dados de linearizagdo dos materiais pré-

tratados foram apresentados como anexo.

O material in natura, ndo pré-tratado, ou denominado de controle, apresenta baixa
adsor¢do de corantes quando comparado ao material pré-tratado. A baixa adsor¢ao de corantes
indica pouca acessibilidade, e por consequéncia baixo rendimento em glicose na hidrolise
enzimatica (Figuras 7, 8 e 9). O pré-tratamento modifica a estrutura da biomassa, criando
poros, e assim permitindo a penetracdo dos corantes (e também da enzima, o que ¢
relacionado com a adsor¢ao do corante) [3].

Os pré-tratamentos apresentam efeito caracteristico na biomassa: o 4cido modifica a
lignina e remove parcialmente a hemicelulose; o alcalino remove lignina e hemicelulose; e o
oxidativo remove hemicelulose e lignina, e quebra a estrutura da lignina; o clorito de sodio ¢
agente deslignificante [17]. Assim, material com caracteristicas diferente pode ser obtido
aplicando estes pré-tratamentos em diferente severidade. O efeito principal quantificado nesse

trabalho, a acessibilidade, mostra o quanto a celulose esta exposta, o que ocorre pela agao do
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pré-tratamentos em remover/modificar hemicelulose e lignina. De modo geral, a
acessibilidade foi diretamente proporcional ao rendimento em glicose na hidrolise enzimatica.
Este resultado era esperado, e esta de acordo com a literatura [1,2,3,4,9,13,14].

O pré-tratamento com clorito de so6dio apresentou aumento na adsor¢do de corantes
com o aumento da concentracdo de reagente empregado (Figura 11). Este pré-tratamento
levou ao mais alto indice de adsor¢do de corante, quando comparado com os demais pré-
tratamentos. Esse resultado pode ser explicado devido ao seu efeito especifico na remogao de
lignina. O pré-tratamento alcalino, de modo semelhante, apresentou aumento na adsor¢do de
corantes com o aumento da concentracdo de hidroxido de sodio empregado (Figura 12).
Destaca-se que com concentragdes maiores que 20% de hidroxido de sdédio ocorreu
predominio da superficie interna, quantificada pelo corante azul. Porém, esse comportamento
ndo foi observado para biomassa de bananeira. A adsor¢ao de corantes diminuiu nas altas
concentracdes de hidroxido de sodio (Figura 12). Para esta biomassa, tais concentragdes
podem ter levado a perda de celulose, o que ocorre devido reacdes indesejaveis, que clivam a
cadeia de celulose [17]. O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio apresentou
comportamento semelhante aos demais pré-tratamentos quanto a adsor¢ao de corantes. Porém,
destaca-se a predominancia inicial da superficie interna, quantificada pelo corante azul
(Figura 14). Para a concentracdo de 8% de perdxido de hidrogénio, a predominancia foi da
superficie externa, determinado pelo corante laranja. O pré-tratamento acido, por outro lado,
iniciou com predominio da superficie externa até a concentragdo de 20% de acido (m/m)
(Figura 15). Na concentracdo de 25 % (m/m), houve maior adsor¢cdo de corante azul,
indicando predominio da superficie interna.

Os pré-tratamentos apresentam efeitos diferentes nas propriedades do material,
aumentando a acessibilidade a celulose (Figura 16 — que compara todos os resultados). Essa
acessibilidade ¢ um indicativo da digestibilidade do material, quantificada pelo rendimento
em glicose liberado na hidrélise enzimatica (Figuras 7, 8 € 9). Assim, a conversdao do material
em etanol de segunda geragdo pode ser estimada através do rendimento em glicose na

hidrodlise enzimatica, a qual pode ser estimada pela sua acessibilidade ou adsor¢ao de corantes.
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Figura 11: Absortividade maxima (em mg/g) dos corantes em diferentes concentragdes no

pré-tratamento com clorito de sddio da biomassa de cana-de-agtcar.
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Figura 12: Absortividade maxima (em mg/g) dos corantes em diferentes concentragdes no

pré-tratamento com NaOH da biomassa de cana-de-agucar.
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Figura 13: Absortividade maxima (mg/g) dos corantes em diferentes concentragdes no pré-

tratamento com NaOH na biomassa de bananeira.
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Figura 14: Absortividade maxima (em mg/g) dos corantes em diferentes concentragdes no pré-

tratamento com H>O» na biomassa de bananeira.
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Figura 15: Absortividade maxima (em mg/g) de corantes em diferentes concentragcdes no pré-

tratamento com H>SO4 na biomassa de bananeira.
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Figura 16 — Comparativo de adsor¢do dos corantes entre os pré-tratamentos em

meio acido, alcalino e oxidativo
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Através de andlises quimicas, notou-se algumas diferengas na estrutura quimica que

compdem a biomassa devido as agdes dos pré-tratamentos. Os dados obtidos podem ser

encontrados na proxima tabela (tabela 4). O aumento na concentragdo de catalisador (acido,

alcali e oxidativo) provoca modificacdo na composi¢ao quimica do material.

Composigao (% massa seca)
Pré-tratamento Amostra Celulose Hemicelulose Lignina
Controle In Natura |60.84 (168494 (113462 (0.53) | 17.269G31p.53) 17.26 (0.31)
H2S04 (%) 5 59.68 (1.14) 12.57 (0.53) 26.28 (0.37)
10 61.62 (1.26) 11.66 (1.99) 25.66 (2.06)
15 63.76 (1.23) 8.29 (2.45) 29.16 (1.54)
20 63.37 (1.71) 4.13 (0.10) 30.08 (0.63)
25 66.28 (0.68) 3.97 (0.50) 31.15 (2.99)
30 65.11 (1.68) - 36.22 (1.15)
35 62.26 (0.89) - 36.47 (2.07)
40 60.76 (1.32) - 39.99 (2.35)
5 59.65 (2.76) 14.02 (1.02) 17.11 (2.36)
NaOH (%) 10 64.32 (1.59) 12.31(0.49) 13.10(1.18)
15 61.63 (3.94) 11.47 (1.05) 11.09 (1.08)
20 70.01 (3.83) 9.68 (2.55) 10.78 (1.67)
25 76.52 (1.61) 5.35 (0.56) 6.24 (0.83)
30 75.48 (1.89) 4.38 (0.36) 7.65 (0.97)
2 61.77 (3.02) 15.93 (1.03) 14.19 (2.17)
H202 (%) 4 66.91 (2.39) 14.17 (1.68) 10.49 (0.70)
6 70.99 (1.99) 11.31 (1.54) 9.29 (1.24)
8 74.37 (2.57) 8.68 (0.77) 7.17 (0.48)

Tabela 4: Analise quimica da composi¢cao do material de bananeira pré-tratado. Os niimeros

entre parénteses representam o desvio padrdo. (-) ndo detectado.
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5— Discussao

5.1 — Rendimento em massa dos pré-tratamentos e caracterizacio da biomassa

Em relacao aos dados demonstrados nas tabelas 1 e 2, nota-se um padrao de eficiéncia
elevada em todos os pré-tratamentos com notaveis diferengas entre os mesmos. Em relagdo ao
pré-tratamento alcalino realizado com a biomassa de cana-de-aglcar, pode-se inferir que o
rendimento de massa disponivel ao final do mesmo ¢ menor em maiores concentragdes do
reagente. Comparativamente, a menor concentra¢do (5%) rendeu uma quantidade de massa de
64.53% da massa inicial, enquanto a maior concentragdo (30%) rendeu aproximadamente
23% da massa final, mostrando uma diferen¢a de mais de 40% na eficiéncia do tratamento
devido a maior agressividade, resultando assim em uma maior remocao da lignina. Segundo
Chang et al. [18] a principal fun¢do do hidréxido de sodio € a remogao da lignina do material,
exatamente o que os dados obtidos indicam. Na tabela de composi¢ao quimica observa-se
reducdo na porcentagem de hemicelulose e lignina.

Comparando os resultados da cana-de-agucar com o pseudocaule de bananeira,
verificou-se que ja nas concentragdes menores (5%) o resultado ¢ mais eficiente (46% da
massa inicial) e isso ¢ mantido até nas maiores concentracdes do reagente (30%) em que o
rendimento foi de 25% da massa inicial. Isso pode ser explicado pela conformagdo fisico-
quimica da biomassa, que facilita o acesso do reagente ao material a ser pré-tratado e como
pode ser visto na tabela 4, a composicido da biomassa tem um acréscimo esperado na
concentragdo de celulose e diminui¢do na concentragdo de lignina, com uma porcentagem
relativamente baixa de perda de hemicelulose.

Quanto ao pré-tratamento do bagaco de cana-de-agicar com o clorito de sddio,
também pode-se notar uma maior eficiéncia conforme aumentou-se a concentragdo de
reagente. Segundo os dados obtidos, a menor concentracdo de clorito, foram obtidos 54,53%
da massa inicial e a maior concentracdo rendeu aproximadamente 44,25% da massa inicial
tratada. De modo geral, o comportamento foi o0 mesmo para as diferentes biomassas, porém
com diferente resposta as condi¢des de pré-tratamento.

Conforme mostrado por Brienzo, et al [3], o material se mostrou menos susceptivel do
que o esperado. Isso pode ser explicado por grandes divergéncias de estruturais da biomassa
utilizada, o que seria comprovado mediante a uma caracterizacao quimica da mesma. Todavia,

o tratamento alcalino ndo s6 corroborou com os resultados do trabalho citado, como se
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mostrou ainda mais eficiente em relacao a deslignificacdo, principalmente na palha da cana-
de-actcar.

Conforme a tabela 2, os tratamentos acido e oxidativo com a biomassa de bananeira
também foram bastante eficientes. Ocorreu uma diferenca de quase 30% entre as
concentracdes minimas e maximas de H2SO4 (60,57% de biomassa obtida com a menor
concentracao ¢ 32.1 % de biomassa resultante com a maior concentragcdo). Porém, como
observado na tabela 4, ndo houveram mudangas significativas na concentragdo de celulose e
ao contrario do desejado, houve grande acréscimo na concentragdo de lignina. A fragdo de
hemicelulose foi reduzida a valores insignificantes, o que mostra que esse ndo ¢ o pré-
tratamento mais indicado para esse tipo de material.

O pré-tratamento oxidativo se mostrou o menos eficiente em termos de quantidade de
biomassa obtida, sendo a diferencga entre as maiores € menores concentragdes (2% e 8%) de
aproximadamente 16% (48.60% e 32.4% respectivamente). Entretanto, a caracteriza¢do do
material mostra que o pré-tratamento pode ser utilizado para um bom rendimento das fragdes,
pois foi observado um aumento significativo na concentragao de celulose e um decréscimo na
concentracdo de lignina. A hemicelulose teve sua concentracdo alterada, mas os valores
obtidos ndo chegaram a ser pouco significativos como no tratamento alcalino
(aproximadamente 8% no pré-tratamento oxidativo).

Os resultados da caracterizagdo da biomassa de bananeira podem ser comparados com
os dados sobre cana-de-agucar obtidos por Pietrobon et al. [19] onde as concentracdes foram
semelhantes aos trés componentes no material in natura, porém nos materiais pré-tratados em
meios acido e alcalino se mostram menos eficiente na cana-de-aglicar do que na bananeira, se
tratando na remocdo da lignina. Isso demonstra que a bananeira ¢ mais susceptivel a

tratamentos mais severos do que a cana-de-agtcar

5.2 — Hidrdlise enzimatica: rendimento de glicose

A cinética enzimdtica, com rendimento em glicose permitiu analises comparativas
entre os materiais pré-tratados e o controle, podendo assim inferir a efici€éncia na propor¢ao de
glicose obtida através da hidrdlise enzimatica (com enzimas hidroliticas CTEC). Com a
biomassa de cana-de-agtcar foi utilizado o método de linearizagdo por DNS, onde os valores
de absorbancias obtidos foram transformados em concentra¢des (mg/mL) de glicose, como
demonstrados na tabela 3. A biomassa de bananeira, apds os pré-tratamentos foram

hidrolisadas por diferentes tempos e foram analisados por cromatografia liquida para
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quantificagdo das fragdes de glicose e xiloses como demonstrados nas curvas de rendimento
(figuras 7,8 € 9).

Os pré-tratamentos tem por objetivo a retirada/modificagdo da lignina e parte da
hemicelulose para que ocorra melhor a hidrélise enzimatica (OHGREN et al). Isso ocorre
devido ao fato da lignina atuar fisicamente como um bloqueio as enzimas, assim realizando
grande adsor¢ao das mesmas, que nao realizam a hidrolise do material ¢ diminuem a
concentracdo de glicose resultante (PALONEN et al.). A propriedade responsavel pelo
sucesso da hidrolise enzimatica € a acessibilidade [9].

Durante os experimentos, verificou-se eficiéncia nos pré-tratamentos, em especial o
alcalino, que resultou em altas concentragdes de glicose obtidas mesmo nas baixas
concentragdes de reagente no pré-tratamento. Diferentemente, o clorito de s6dio, nos menores
tempos de reacdo, resultou em valores de glicose abaixo do grupo controle. Duas
interpretagdes sao possiveis: No caso do clorito de so6dio, o tempo de reagdo foi um fator
crucial para a hidrolise ocorrer, pois como observado, no tratamento de 30 minutos, a média
de miligrama de glicose por mL ficou em 1,55 e no tempo maximo de reacdo (180 minutos) a
média ficou em torno de 3,1 o que € muito acima do grupo controle; A outra observagdo ¢ que
a concentragdo de NaOH foi determinante para a hidrélise, uma vez que na menor
concentracdo a média ficou em torno de 2,3 mg/mL, o que ja ¢ mais alto do que o controle,
comprovando assim sua eficiéncia e na maior concentracdo a média de glicose foi de 3,84
mg/ml. Isso indica que ambos os tratamentos sdo eficientes, porém, mais uma vez o pré-
tratamento alcalino superou o acido.

Na biomassa de bananeira, podemos observar em todos os pré-tratamentos uma grande
eficiéncia na liberacao de glicose. Podemos notar que nos pré-tratamentos acido e alcalino,
tanto o tempo quanto a concentracao dos reagentes foram fatores de extrema importancia para
melhores resultados de hidrolise. Observa-se que até o tempo de reacdo de 24 horas ambos
possuem grandes aumentos em suas concentracdes de glicose, € apds isso a concentragao sobe
de maneira mais branda, tornando principalmente a concentragdo de reagente responsavel pelo
fim da hidrolise. Esse comportamento ¢ explicado devido a recalcitrancia do material que
aumenta durante a hidrdlise enzimatica. Ao mesmo tempo que a celulose ¢ removida por acao
de enzimas, a lignina aumenta em porcentagem, originando um material mais resistente [20].

No tratamento oxidativo, apesar das concentracdes serem diferentes até o tempo de
reacdo de 18 horas, todas as amostras renderam quantidade de glicose semelhantes, tornando
entdo o tempo de reacdo o principal responsavel pelas concentragdes obtidas. Enquanto nos

tratamentos alcalino ¢ acido as menores concentragdes resultaram em menores valores de
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rendimento de glicose, no tratamento oxidativo as menores concentragdes de H>O; agiram de
forma mais eficientes do que a maior concentragdo (8%). Isso demonstra que a agressividade
do tratamento pode inferir de forma negativa nos resultados, modificando a estrutura da
biomassa de maneira a deixar muita hemicelulose, o que aparenta ser prejudicial para o
rendimento enquanto nos dois primeiros tratamentos a maior agressividade e assim maior
remo¢dao de hemicelulose e lignina acarretam em melhores resultados referentes a
concentracdo de glicose obtidas. Tratamentos severos, com alta concentragdo de reagentes
pode afetar as propriedades fisico-quimicas do material, melhorando a digestibilidade, mas

pode levar a perda de celulose [9].

5.3 — Acessibilidade — adsorcio de corantes

Nas analises de absortividade méaxima, podemos comparar tanto as condi¢des de pré-
tratamento, quanto os materiais analisados. Em relacdo ao bagago de cana-de-agticar, ambos
os tratamentos foram eficientes em aumentar a acessibilidade, porém o tratamento com clorito
durante 180 minutos foi o que levou a maior acessibilidade, o que indica a possibilidade de
ocorrer maior acdo enzimatica, tornando assim o processo mais eficiente. Nota-se que os
tratamentos por clorito a 60 e 120 minutos s3o praticamente indiferentes, o que nos mostra
que o tempo de reacdo ¢ crucial. O clorito de sddio ¢ um reagente especifico para remog¢ao de
lignina, e foi utilizado nesse trabalho como parametro para os demais pré-tratamentos. Assim,
seu uso ¢ para fins analiticos, diferente dos pré-tratamentos acido diluido, alcalino e oxidativo.

O tratamento com hidréxido de so6dio, na menor concentracdo (5%), a acdo do pré-
tratamento foi imparcial, enquanto que com maiores concentragdes o tratamento se mostrou
bastante efetivo, o que demonstra, assim como na hidrolise enzimatica, que a concentragao do
reagente € o principal fator para uma melhor acessibilidade. Quanto maior a concentragao de
reagentes, maior a adsor¢do de corantes, que indica maior acessibilidade e por consequéncia
maior o rendimento de glicose na hidrdlise enzimética. Esse comportamento ¢ o esperado
quando se trabalha com diferente severidade, por exemplo, diferentes concentragdes de acido
ou base [2,3].

Para amostras de bananeira, em todos os casos os pré-tratamentos foram efetivos e
renderam bons resultados de adsor¢do de corantes, ou seja, acessibilidade. As amostras pré-
tratadas com hidroxido de s6dio mostraram um melhor resultado com uma concentragdo de
25% do que com a de 30% e isso provavelmente se explica pelo fato que alta severidade pode
levar a perda de celulose. Seria esperado que quanto mais severo o pré-tratamento, mais poros

ou desestruturacdo do material, e por consequéncia maior acessibilidade. Por outro lado,
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componentes da biomassa podem ser degradados. Assim, deve existir um equilibrio em
maximizar a acessibilidade para melhor digestibilidade, com a perda de componentes da
biomassa (Tabela 4).

Em todos os pré-tratamentos pode-se inferir que a menor concentragdo de reagente ¢ a
menos viavel pois demonstra resultados praticamente indiferentes do material sem pré-
tratamento. No pré-tratamento oxidativo, temos uma maior quantidade de corante laranja
adsorvido, o que demonstra maior potencial de a¢do enzimatica superficial, enquanto no
material pré-tratado por meio 4cido, inferimos uma maior quantidade de corante azul
adsorvida, o que mostra maior potencial enzimatico de ac¢do interna ao material. No bagaco de
cana-de-actcar, os resultados mais satisfatorios mostram um maior potencial de acao
enzimatico interno ao material (maior concentra¢do de corante azul adsorvido) como o
esperado, conferindo maior acessibilidade enzimatica ao material. Comparando os materiais
analisados, os resultados foram melhores para bagago de cana-de-agicar em ambos pré-
tratamentos. Isso pode ter ocorrido devido as diferentes caracteristicas dos materiais, como
propriedades fisico-quimicas e composi¢ao [2]. Como observado por Pietrobon et al. [19] em
comparagdo a esse trabalho, a cana de aguicar apresenta menor porcentagem de lignina em sua
composicdo do que a bananeira, o que pode facilitar a remogdo da mesma pelos tratamentos e

a acao enzimatica.

6 — Conclusoes

e (s pré-tratamentos aplicados resultaram em bons rendimentos, tanto em massa,
quanto digestibilidade enzimadtica (rendimento em glicose na etapa de hidrolise
enzimatica) para ambos os materiais estudados. Ainda, a concentracdo de reagente
(acido, alcali e oxidativo) foi claramente um fator fundamental, e proporcional ao
efeito provocados na biomassa.

e Comparativamente, os resultados em rendimento de massa foram semelhantes em
relagdo aos pré-tratamentos, visto que a biomassa de cana-de-agicar quando pré-
tratada com NaOH, foi a mais deslignificada, com cerca de 22% de massa inicial
obtido, seguido pela biomassa de bananeira pré-tratada por NaOH, que chegou a
25% de massa inicial resultante. Isso indica que para a deslignificacao, o pré-

tratamento alcalino nas condi¢des aplicadas nesse trabalho foi o mais eficiente.
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Em relacdo a atividade hidrolitica, apesar da grande semelhanga entre os resultados
obtidos entre os pré-tratamentos acido e alcalino (o pré-tratamento oxidativo na
bananeira foi ligeiramente menos eficiente) os resultados do tratamento alcalino se
mostrou mais uma vez mais eficazes do que os resultados do pré-tratamento acido.
Esse comportamento foi observado para ambos os materiais analisados.

Os resultados de rendimento de glicose foram mais altos e semelhantes nos pré-
tratamentos com hidroxido de sédio do que no pré-tratamento com clorito de
sodio, em ambos os materiais, 0 que mais uma vez demonstra a melhor eficiéncia
do pré-tratamento alcalino.

Em relacdao a acessibilidade, o pré-tratamento de maior eficacia foi o acido em
ambos os materiais, por ter provocado maior acessibilidade para ambos os
corantes. Destaca-se maior efeito na estrutura interna da biomassa, devido maior
adsorcdo do corante azul. Sendo assim, quando o objetivo de menor perda de
material, e maior acessibilidade, o melhor pré-tratamento foi o acido diluido.

De modo geral, o pré-tratamento alcalino se mostrou eficiente, apresentando maior
proporcao de celulose na biomassa de bananeira e boa deslignificagdo. Todavia o
tratamento acido se mostrou mais eficiente para a melhoria de acessibilidade
enzimatica a celulose. Todos aos pré-tratamentos apresentam pontos positivos, €
seu uso pode ser definido em fun¢do das condi¢des de reacdo, maximizando assim

o efeito desejado sobre o material.
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Anexo 1 — Curva padrao de glicose
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Curva padrao utilizada na quantificacdo da atividade enzimatica, para determinagdao da

concentracao de glicose gerada na hidrélise enzimatica quando utilizado o método de DNS.
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Anexo 3: Lineariza¢do dos dados de adsor¢ao na cana-de-agucar pré-tratada por NaOH
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Anexo 4: Linearizacdo dos dados de adsor¢do de corantes na biomassa de bananeira pré-tratada por

NaOH
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Anexo 5: Linearizagdo dos dados de adsorcdo de corantes na bananeira pré-tratada por H.O»
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Anexo 6: Linearizagdo dos dados de adsor¢do de corantes na bananeira pré tratada por H>SO4
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