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RESUMO

A grande capacidade da agricultura sucroalcooleira, aliada as suas dimens@es continentais, faz do
Brasil o maior produtor de cana-de-agucar do mundo. O bagago desta matéria-prima € um material
lignocelulésico, remanescente da moagem dos seus colmos, € composto principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina, numa estrutura vegetal organizada que deve ser desestruturada mediante pré-
tratamentos para disponibilizar a fracdo polissacaridica (celulose e hemicelulose). Objetivou-se com
a presente pesquisa determinar a influéncia da granulometria do bagaco de cana-de-acucar na
extracao/solubilizacdo de hemicelulose na forma de polissacarideo (macromolécula) e
monossacarideo (xilose). A extracdo da hemicelulose macromolecular foi realizada em condicoes
otimizadas para bagago de cana-de-agUcar, 6 % H20, m/v a 25 °C durante 4 h, utilizando bagago
selecionado em peneiras de 16, 30, 40, 50 mesh e base (material que passou pela peneira de 50 mesh).
Para extracdo de hemicelulose na forma monomérica foi utilizado um pré-tratamento com acido
sulfarico diluido 20 % (m/m), sendo que as amostras foram autoclavadas a 121 °C por 1 h; a xilose
no filtrado foi quantificado por HPLC. Foi realizada também a condutividade, determinacéo do teor
de cinzas totais, solubilidade da hemicelulose. Os residuos solidos dos pré-tratamentos foram
submetidos a hidrolise enzimatica (12 FPU/g — Cellic Ctec) para determinacdo do rendimento em
glicose. O bagaco in natura apresentou conteudo de glucana de 42,25 %, arabinana de 2,62 %, xilana
de 25,39 %, acido acético de 3,38 % e lignina de 13,83 %. A xilana solubilizada em meio alcalino
apresentou variacao de 36,18 % (bagaco retido na peneira de 16 mesh) a 71,43 % (bagaco retido na
base, inferior a 50 mesh), quanto menor o tamanho da particula, maior a quantidade de Xxilana
solubilizada. Houve uma tendéncia nos valores obtidos de glucana, conforme diminuiu o tamanho de
particula, aumentou o teor desse polissacarideo no bagaco pré-tratado em meio acido. Os valores
variaram de 44,28 % (bagaco retido em peneira de 16 mesh) a 66,70 % (bagaco retido na peneira de
50 mesh). Para os materiais pré-tratados em meio alcalino retidos em peneiras de 40, 50 mesh e base
ficaram acima do valor encontrado para o bagaco in natura. Considerando como uma caracteristica
importante da hemicelulose, todas as amostras apresentaram solubilidade acima de 96 %. A hidrélise
enzimatica do material pré-tratado em meio alcalino resultou em maior rendimento em glicose (65,37
% de glicose) para todas as fracdes/granulometrias estudadas, em compara¢do com meio acido (32,12
% de glicose), mostrando tendéncia em aumento com diminui¢do da granulometria. Os resultados
evidenciaram que a granulometria do bagaco de cana-de-agucar tem influéncia na
extracdo/solubilizacdo de hemicelulose na forma de polissacarideo (polimérica) e monossacarideo
(xilose). Conclui-se que, um melhor aproveitamento em conjunto da hemicelulose e celulose ocorreu
com as condigdes experimentais de estudo do pré-tratamento alcalino.

Palavras chave: biomassa lignocelulésica, fracionamento por peneiras, tamanho de particula,
extracdo acida e alcalina, caracterizagdo quimica.



ABSTRACT

The great capacity of sugar-alcohol agriculture, combined with its continental dimensions, makes
Brazil the largest producer of sugar cane in the world. The bagasse of this raw material is a
lignocellulosic material, reminiscent of the milling of its stems, is composed mainly of cellulose,
hemicellulose and lignin, in an organized vegetable structure that must be destructured by means of
pre-treatments to provide the polysaccharide fraction (cellulose and hemicellulose). The objective of
this research was to determine the influence of sugarcane bagasse granulometry on the
extraction/solubilization of hemicellulose in the form of polysaccharide (macromolecule) and
monosaccharide (xylose). Macromolecular hemicellulose extraction was performed under optimized
conditions for sugarcane bagasse, 6 % H20. m /v at 25 °C for 4 h, using bagasse selected in 16, 30,
40, 50 mesh sieves and base (material which passed through the 50 mesh screen). For the extraction
of hemicellulose in the monomeric form, a pretreatment with sulfuric acid diluted 20 % (m/m) was
used, and the samples were autoclaved at 121 °C for 1 h; the xylose in the filtrate was quantified by
HPLC. Conductivity, determination of total ash content and solubility of hemicellulose were also
performed. The solid residues of the pre-treatments were submitted to enzymatic hydrolysis (12
FPU/g - Cellic Ctec) to determine the glucose yield. The bagasse in natura had glucan content of
42.25 %, arabinana of 2.62 %, xylan of 25.39 %, acetic acid of 3.38 % and lignin of 13.83 %. The
solubilized xylan in alkaline medium showed a variation of 36.18 % (bagasse retained in the 16 mesh
sieve) at 71.43 % (bagasse retained at the base, less than 50 mesh), the smaller the particle size, the
greater the amount of solubilized xylan. There was a tendency in the values obtained of glucana, as
the particle size decreased, the content of this polysaccharide increased in the acid treated bagasse.
The values varied from 44.28 % (bagasse retained in 16 mesh sieve) to 66.70 % (bagasse retained in
the 50 mesh sieve). For materials pretreated in alkaline medium retained in 40, 50 mesh and base
sieves were above the value found for the in natura bagasse. Considering as an important
characteristic of hemicellulose, all samples had solubility above 96 %. The enzymatic hydrolysis of
the pretreated material in alkaline medium resulted in a higher glucose yield (65.37 % of glucose) for
all fractions/granulometry studied, compared to acid medium (32.12 % glucose), showing a trend in
increase with decreasing granulometry. The results showed that the sugarcane bagasse granulometry
influences the extraction/solubilization of hemicellulose in the form of polysaccharide (polymeric)
and monosaccharide (xylose). It was concluded that a better use of hemicellulose and cellulose
occurred with experimental conditions of the alkaline pretreatment.

Keywords: lignocellulosic biomass, comminution, particle size, acid and alkaline extraction,
chemical characterization.
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1.  INTRODUCAO

Dentre os materiais lignocelulésicos, um dos que mais se destaca no Brasil é o bagaco
de cana-de-acucar. Tanto a producéo de agucar como de etanol utiliza 0 mesmo material de
alimentacdo: cana-de-agucar. A sacarose € extraida quando o caldo é produzido, usando
moendas ou difusores. Este processo gera o bagaco, um produto que atualmente é usado em
caldeiras para co-geragdo de vapor e energia elétrica. No entanto, varias aplicagdes industriais
tém sido estudadas para o uso de bagaco, como o etanol de segunda geracdo (FERNANDES et
al., 2017). Embora parte destes residuos seja utilizada para producdo de energia, muitas
pesquisas buscam novas aplicagdes para o0 melhor aproveitamento destes materiais (BRIENZO,
2010). Entretanto, o bagaco de cana-de-agUcar € um material recalcitrante e heterogéneo,
dificultando os processos de conversdo em etanol e extracdo das suas macromoléculas.

O colmo da cana-de-acUcar é heterogéneo por apresentar entreno e no, e ainda, o entreno
pode ser dividido em diferentes segmentos, do centro para a periferia: medula, regido
intermediaria e periferia. As fragdes provenientes da subdivisdo do entrend apresentam
recalcitrancia diferente. Uma diferenca significativa entre estas regides (centro/medula, regido
intermediaria e periferia) é a presenca de feixes vasculares, que sdo estruturas recalcitrantes por
apresentar células altamente lignificadas e com paredes celulares espessas. Em um estudo
recente foi observado e quantificado que o maior nimero de feixes vasculares aparece no no,
quando comparado com o entrend, sendo a periferia de ambas as fracdes ricas em feixes
vasculares (BRIENZO et al., 2016).

O bagaco de cana-de-acUcar proveniente de uma usina de etanol e aclcar é composto
por fragmentos com diferentes tamanhos. Os fragmentos menores aparecem em pequena
proporcao, enquanto os fragmentos maiores aparecem em maior propor¢édo e sao visualmente
menos danificados pelo processo de extragdo da sacarose (SANT’ANNA et al., 2014). Deste
modo, sugerem-se que as particulas menores sejam provenientes principalmente da medula,
regido central do colmo, a qual apresenta composi¢do majoritaria em celulas de parénquima e
apresentam baixa recalcitrancia (COSTA et al., 2013). Assim, em funcdo das caracteristicas
morfoldgicas e estruturais supdem-se que as fragdes menos recalcitrantes do bagaco de cana-
de-agUcar podem ser obtidas com uma etapa de peneiramento. Uma vez separadas as fracdes
de menor recalcitrancia, é provavel que processo de extracdo de hemicelulose ocorra com maior
eficacia. Neste contexto, o presente trabalho tem o proposito de determinar a influéncia da
granulometria do bagaco de cana-de-acicar na extragdo de hemicelulose

(macromolécula/polimérica e monomeérica).



A xilana sdo frequentemente encontradas como principais constituintes das
hemiceluloses A xilana é uma pentosana que quando hidrolisada da origem a uma pentose, a
xilose. A xilose pode ser diretamente convertida em xilitol por vias biotecnologicas utilizando
leveduras. Na forma de oligdmeros, os xilo-oligossacarideos (XOS), cadeias curtas de xilose,
formadas por 2 a 12 unidades, cujas caracteristicas vem conquistando espago crescente na
indUstria farmacéutica, quimica fina e como ingrediente alimentar. Os XOS sdo reconhecidos
por muitos estudos como prebidticos, nutrientes com um potencial de acdo sobre a fisiologia
humana, visto que ndo servem de substrato para as enzimas do trato gastrointestinal de
individuos saudaveis, sendo seletivamente fermentados por alguns tipos de bactérias intestinais,
principalmente bifidobactérias e lactobacilos (MANRICH, 2010).
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2. OBJETIVOS

Determinar a influéncia da granulometria do bagaco de cana-de-aglcar na
extracdo/solubilizacdo de hemicelulose na forma de macromolécula (xilana) e monossacarideo
(xilose).

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do tamanho de particula na extracdo de hemicelulose na forma
macromolecular e monomérica (xilose);

e Determinar o efeito do tamanho de particula na hidrolise enzimatica da fracdo solida da

extracdo de hemicelulose.
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3.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cana-de-acucar

A grande capacidade do Brasil para a agricultura sucroalcooleira, aliada as suas
dimens@es continentais, o faz o maior produtor mundial de cana-de-agucar, e o Unico pais do
mundo que integra plenamente a producéo de agucar e alcool na mesma planta, reduzindo custos
de ambos os processos. De acordo com os dados da Companhia Nacional de Abastecimento —
Conab (2017) o total de cana-de-aclcar moida na safra 2017/2018 foi de 646,4 milhdes de
tonelada, produzindo 26,12 bilhdes de litros de etanol, sendo que o bagaco de cana seco, 0
rendimento varia entre 158 L/tonelada e 335 L/tonelada. (CARPIO; SOUZA, 2017).

O bagaco é um produto, remanescente da moagem dos colmos da cana-de-agtcar. E
obtido na saida do ultimo moinho das usinas e destilarias, e constitui um conjunto de particulas
de diferentes tamanhos, que oscilam entre 1 e 25 mm, apresentando um tamanho médio de 20
mm, o qual depende fundamentalmente do nimero de moagens realizadas e do tamanho dos
equipamentos. A morfologia do bagaco esta relacionada com a estrutura da cana-de-agUcar,
onde se encontram fibras exteriores do colmo ou da casca, feixes fibrovasculares e outras
formas fibrosas que dado resisténcia ao colmo da planta (MACHADO, 2009). Podendo
apresentar variacbes em sua composicdo e na sua estrutura morfologica, em funcdo dos
procedimentos de corte no campo e no processamento industrial.

Essa biomassa abastece as caldeiras das usinas na geracdo direta de energia por
combustdo ou gaseificacdo. Atualmente tem-se investido em tecnologias para o aproveitamento
total da cana-de-agUcar, para também utilizar o bagaco na producéo de etanol de segunda
geracdo. A utilizacdo do bagaco excedente poderia suprir o abastecimento da usina
sucroalcooleira, proporcionando vantagens socioambientais e elevacdo do rendimento
econdmico do processo (GAMES, et al., 2006). Em geral, o processamento de uma tonelada de
cana-de-agucar gera cerca de 280 kg de bagaco.

O bagaco de cana-de-agUcar proveniente de uma usina € composto por fragmentos com
diferentes tamanhos. Os fragmentos menores aparecem em pequena proporc¢ao, enquanto 0s
fragmentos maiores aparecem em maior proporcao e sdo visualmente menos danificados pelo
processo de extracao da sacarose. A figura 1 mostra o bagago proveniente de usina, destacando
que os fragmentos maiores estdo sempre associados a fracdo externa/epiderme, e 0S menores

provavelmente sdo originados do entrend.



12

Figura 1. Bagaco de cana-de-aglcar proveniente de usina de etanol/agucar mostrando
fragmentos de fracdo externa/epiderme

Fonte: Sant’Anna et al. (2014).

3.2 Caracteristicas da biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelulosica oferece as vantagens de ser abundante e barata no contexto
da producdo de etanol e actucar (CARDONA et al., 2010). Entretanto, existem alguns problemas
que precisam ser resolvidos para sua exploragdo em potencial. Este material € composto por
hemicelulose, lignina e principalmente celulose (MENG et al., 2014). Estes componentes
representam cerca de 90 % da massa seca do bagaco, os 10 % restantes consiste em extrativos
e cinzas (BALAT, 2011). Porém, estas macromoléculas estdo altamente organizadas na parede
celular vegetal, o que confere alta recalcitrancia a essa biomassa (SANT’ANNA et al., 2014).

A estrutura e a composicdo dos materiais lignocelul6sicos variam grandemente,
dependendo do tecido e do estagio de desenvolvimento do vegetal (MAZIERO et al., 2013). O
bagaco de cana-de-actcar, um subproduto gerado a partir do processo de extracdo do caldo,
seja para producdo de acucar ou de etanol, apresenta cerca de 50 % de umidade, e o teor de
fibras lignocelul6sicas de 45 %, podendo conter de 2 a 3 % de sélidos sollveis em &gua. A
constituicdo quimica por grama de massa seca é composta por cerca de 45 % de celulose, 25 %
de hemicelulose e 20 % de lignina (MELATI et al., 2017). Na fracdo hemicelulésica, a xilose
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aparece com até 80 % dos monossacarideos presentes.

Todas as células vegetais possuem uma parede celular, que determina seu tamanho e
forma, conferindo resisténcia mecanica, protecdo ao ataque de predadores, promovendo adeséo
entre essas células e estabelecendo suas propriedades fisico-quimicas. A parede celular €
composta por polissacarideos (90 % da massa seca da parede), proteinas, compostos fendlicos
e sais minerais. Esses polissacarideos consistem em celulose (20 a 40 %), hemiceluloses (15 a
25 %) e pectinas (30 % aproximadamente). Essa matriz, ordenada e dindmica, varia de acordo
com a necessidade do vegetal, (Figura 2). (BUCKERIDGE, 2010). A figura mostra a estrutura
de uma microfibrila, que contém 36 moléculas de celulose depositadas umas sobre as outras.
Uma das moléculas de celulose se apresenta aumentada e prolongada, mostrando as unidades
de glicose ligadas entre si por ligaces do tipo beta-1,4. Uma das moléculas de hemicelulose

(glucuroarabinoxilana) também é mostrada em detalhe na parte de cima da figura.

Figura 2. Esquema da parede celular vegetal.
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Fonte: Buckeridge (2010).

Os residuos vegetais, quando analisados mais detalhadamente, mostram que a parede

celular é formada por uma trama de fibras de celulose, agregadas em feixes em maior ou menor
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grau de ordenacdo, permeados de outros materiais como as hemiceluloses e lignina, além de
outros constituintes (ésteres, alcoois, esterdides e minerais), conforme o tipo de material (Figura
2) (BUCKERIDGE, 2010).

A lignina, macromolécula composta por alcoois aromaticos, permeia as estruturas
resistente e fibrosa da celulose e hemicelulose (BALAT et al., 2008). Na figura 3 observa-se
uma representacdo dos componentes do material lignocelul6sico, mostrando a organizacgdo das

cadeias de celulose em fibras, e o arranjo com hemicelulose e lignina.

Figura 3. Principais componentes de materiais lignocelulésicos.

Moléculas de Agticar

Glicose

Fonte: Ritter (2008).

Os materiais lignocelulésicos sdo constituidos basicamente pelos compostos estruturais
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ou celulares. Além da celulose, lignina e hemicelulose, outros constituintes menores também
se mostram presentes. Estes incluem compostos orgénicos também chamados de extrativos
(ésteres, alcoois, esterdides e outros) e inorganicos (sulfatos, oxalatos, carbonatos e silicatos de
calcio, potassio e magnésio, principalmente). As proporcdes entre os constituintes dependem
do tipo de material (LEWIN & GOLDESTEIN, 1991). A tabela 1 mostra a composi¢éo quimica

de alguns dos principais residuos agricolas disponiveis.

Tabela 1. Composicao quimica de residuos agricolas.

Composicéo (%)

Residuos Celulose Hemicelulose Lignina Proteinas Cinzas
Palha de arroz 32-47 19-27 5-24 - 12,4
Palha de milho 42,6 21,6 8,2 51 4.3
Palha de trigo 35-47 20-30 8-15 3,1 10,1
Bagaco de cana-de-agcucar  33-36 28-30 18,4 3 2,4

Fonte: Sarkar et al. (2012). (-) ndo determinado.

Ja a tabela 2 apresenta a composicdo média do bagaco de cana-de-aglcar. A
holocelulose indica a fragéo total de carboidratos do material da planta que fica depois da

remocao da lignina.

Tabela 2. Composi¢do do bagaco de cana-de-aglcar — valores médios do contetdo de fibra e
medula.

Tipo Holocelulose Celulose Hemicelulose Lignina  Cinzas
Total 70,5 36,0 26,0 20,0 2,2
Fibra 71,5 41,0 27,5 20,5 1,2
Medula 71,0 33,5 29,0 21,0 3,2

Fonte: Rabelo (2010).

O problema do uso desses materiais para a geracdo de produtos de alto valor agregado
€ que estes possuem em suas caracteristicas carboidratos protegidos contra a degradacdo por
microrganismos ou enzimas. Esta resisténcia do material lignocelulésico ao ataque de
microrganismos ou ao pré-tratamento ¢ chamada de recalcitrancia (SANT’ANNA et al., 2014,
ZHAO et al., 2012). Ou seja, mesmo o material lignocelulésico submetido a etapa de pre-

tratamento comparado com o amido, requer 100 vezes mais enzimas para completar a
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sacarificacdo (VINZANT et al., 2005).

Outro fator que dificulta a conversdo por rotas biotecnolégicas do material
lignocelulosico € a sua heterogeneidade. Dispondo do colmo de cana, podemos dividi-lo em
diversas fracdes baseando-se na sua morfologia: fracdo externa (contendo epiderme), nd e
entrend (BRIENZO et al., 2016, 2014; SIQUEIRA et al., 2011), conforme figura 4. Dentre essas
fracOes, a fracdo externa se mostrou a mais resistente ao pre-tratamento acido, o qual € um dos
mais promissores para 0 uso em escala industrial (CANILHA et al., 2011). Esta caracteristica
estd relacionada a composicdo desta fracdo, uma camada de células rigida e densa na sua
extremidade (BRODEUR et al., 2011), além de grande quantidade de feixes vasculares proxima
a epiderme (BRIENZO et al., 2016). O entren6 e o no, fragbes menos recalcitrantes, sao
majoritariamente formadas por células de parénquima de armazenamento (BRIENZO et al.,
2016) e em menor proporcao os feixes vasculares. Sendo que 0 nd apresenta feixes vasculares
em maior numero e didmetro do que o entrend (BRIENZO et al., 2016). Deste modo, o
peneiramento do bagaco pode separar as fragcbes menos recalcitrantes, as quais s8o mais

fragmentadas e aparecem em menor tamanho, como mostrado na figura 1.

Figura 4. Divisdo em fragdes da cana-de-agucar. A: planta inteira. B: Stalk corresponde ao caule
e Straw corresponde a folha. C: Internode corresponde ao entrend, node corresponde ao no,
epidermis-free stalk corresponde a porcdo do caule livre de epiderme e epidermis fraction
corresponde a fracdo externa (contendo epiderme).
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Fonte: Sant’Anna et al. (2014).
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3.3 Composicao da biomassa

3.3.1 Celulose

A celulose, hemicelulose, e a lignina constituem uma grande propor¢ao na composicao
dos materiais lignoceluldsicos, sendo que a celulose e a hemicelulose sdo estruturas duras e
fibrosas, entremeadas por uma macromolécula constituida por alcoois aromaticos, a lignina,
gue se encontra unida por ligacbes covalentes e de hidrogénio. A celulose é considerada a
matéria organica mais abundante da Terra, representando cerca de 50 % de toda biomassa do
planeta (YUAN, 2016).

Consequentemente se encontra ordenada em varios agregados com regides cristalinas e
amorfas chamadas de microfibrilas (LAGAERT et al., 2009). As microfibrilas constituem a
unidade fundamental da parede celular das plantas e estdo orientadas em diferentes angulos
com espessuras distintas. Com cerca de 10 a 25 nandmetros de diametro, as microfibrilas se
reanem em feixes maiores, formando as fibrilas cujas principais funcbes sdo conferir
sustentabilidade, rigidez e flexibilidade a planta (ALBERSHEIM et al., 2011).

A celulose corresponde a aproximadamente 40 % de toda a reserva de carbono
disponivel no vegetal (RABELO, 2007). Sendo um polissacarideo linear (parte amorfo e parte
cristalino) formado por moléculas de anidro-glicose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo -
(1,4), de formula geral (CsH100s)n, proporcionando assim um crescimento linear da cadeia

macromolecular (Figura 5).

Figura 5. Estrutura da celulose, parte central da cadeia molecular
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Fonte: Fengel e Wegener (1989).

As estruturas da celulose podem ser definidas em termos de trés niveis organizacionais
(ATALLA et al., 1993). O primeiro e definido pela sequéncia de ligagdes covalentes,

correspondendo a um homopolimero de anidro-glicose unidas por ligagoes p-D (1, 4). O
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segundo nivel descreve a conformacgdo molecular, isto €, a organizacao espacial das unidades
repetitivas, e é caracterizado pelas distancias das ligacdes e respectivos angulos, e pelas
ligacGes de hidrogénio intramoleculares. O terceiro nivel define a associacdo das moléculas
formando agregados com uma determinada estrutura cristalina.

O tamanho ou extensdo da cadeia de celulose ¢ medido através de seu grau de
polimerizacdo (GP), que representa 0 numero de unidades de anidro-glicose (AnGIc) que
forma a cadeia polissacaridica. Este valor varia de acordo com a fonte, o grau de maturacédo
da parede celular, o processamento a que as fibras foram submetidas e o seu tempo de
maturacdo (FENGEL e WENEGER, 1989). Em plantas superiores, o GP da celulose nativa
varia de 10000 a 15000 unidades de AnGlc. No entanto, todos os processos que envolvem o
seu isolamento para fins industriais geram uma diminui¢do de uma a duas ordens de grandeza
nestes valores de GP. Por exemplo, nos processos de polpacdo alcalina (processo Kraft), o GP
da celulose decresce para 1000 a 1300 unidades de AnGlc, enquanto que, nos processos de
hidrélise acida para obtencdo de celulose microcristalina, a queda de GP atinge valores da
ordem de 250 a 300 unidades de AnGlc (FAN et al., 1987; FENGEL e WENEGER, 1989).

Muitas cadeias de celulose se organizam para formar uma rede cristalina, a qual é
estabilizada tanto por ligagdes de hidrogénio intramoleculares quanto intermoleculares.
Ligacdes de hidrogénio intramoleculares sdo formadas entre o oxigénio do anel de um residuo
e 0 hidrogénio do C3 de outro residuo vizinho. Liga¢des de hidrogénio intermoleculares
ocorrem entre o grupo hidroxila e atomos de oxigénio em cadeias adjacentes. Varias dezenas
dessas cadeias posicionadas umas contra as outras sdo mantidas juntas para formar o que €
conhecido como microfibrila de celulose. Muitos dos grupos hidroxilas em uma cadeia de
celulose séo usados nessas ligacoes, resultando em uma macromolécula linear de consideravel
resisténcia.

As microfibrilas organizam em fibrilas e estas formam as fibras celulésicas. Como
consequéncia dessa estrutura fibrosa a celulose possui alta resisténcia a tracéo e € insoltvel na
maioria dos solventes (FAN et al., 1982, TAIZ E ZEIGER, 2009). Fibras de celulose tém tanto
regides amorfas quanto regides cristalinas. Nas regides cristalinas as cadeias individuais séo
precisamente arranjadas e nas regides amorfas ndo (BOWES e MAUSETH, 2008). As ligacoes

inter e intramoleculares da celulose podem ser visualizadas na figura 6.
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Figura 6. Ligag0es inter e intramolecular dentro das cadeias de celulose

LH intramolecular
Fonte: Lehninger (2011)

O carbono anomérico aloja a hidroxila, que pode estar na posicio a ou B. E esta posicio
que determina a diferencga entre celulose e amilose. Quando a hidroxila est4 na posi¢do o forma
a amilose (a-D (1-4) glucopiranose), ¢ quando a posigao ¢ 3, o composto formado ¢ a celulose
(B-D (1,4) glucopiranose) (OKAMURA, 1990, FAN et al., 1982). Essas diferencas estruturais
sdo a razdo porque a amilose e celulose tém diferentes propriedades fisicas e bioldgicas.
Amilose é pouco sollvel em &gua, e forma suspensdes, nas quais sua forma helicoidal é

preservada. Fibras de celulose sdo insoluveis em agua (WINGER et al., 2009).

3.3.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses compde entre 28 a 30 % da biomassa lignoceluldsica. Ao contrério da
celulose, as hemiceluloses ndo séo cristalinas, possuem cadeias mais curtas e sdo ramificadas.
A quantidade e os tipos de ramificagdo (grupos funcionais) variam dependendo da fonte da
matéria-prima. As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos constituidos por monossacarideos,
como pentose (D-arabinose e D-xilose), hexoses (D-galactose, D-manose e D-glicose),
acucares acetilados e acidos uronicos (Figura 7). Os varios tipos podem variar amplamente em
diferentes plantas e as vezes sao usados para classificar a ordem da planta (NAIDU, 2017).

As hemiceluloses s@o amorfas e consequentemente, menos resistentes ao ataque de

agentes quimicos, sendo esta soluvel em alcalis (BALAT, 2011). A xilana é um dos
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polissacarideos mais encontrados na natureza, ou seja, € o principal constituinte da
hemicelulose presente no bagacgo de cana-de-agicar (COLLINS, GERDAY, FELLER, 2005).
Independente da regido do vegetal em que a hemicelulose esteja localizada, existem as
interacdes entre 0s componentes estruturais, principalmente com as fibrilas elementares de
celulose, outros polissacarideos ndo celulésicos e, na maioria dos casos, com a macromolécula
de lignina. As ligacBGes ndo-covalentes entre as cadeias de xilana e outros polissacarideos
envolvem basicamente as pontes de hidrogénio; porém, ligacbes covalentes também sdo
responsaveis por conectar hemicelulose e lignina e alguns &cidos fenolicos (JOSELEAU,;
COMTAT; RUEL, 1992).

Os é&cidos fendlicos, principalmente os &cidos feralico e p-cumérico, existem
particularmente em gramineas e sdo conhecidos pela capacidade de realizarem ligacfes
cruzadas entre os polimeros de lignina e hemicelulose (YANG et al., 2009). O acido ferulico é
encontrado facilmente na natureza, em plantas é visto, tanto na forma monomérica quanto
dimérica, principalmente esterificado a hidroxila do C-5 de residuos arabinosil em
arabinoxilanas (SINGH; MISHRA, 1995). Encontram-se também ligados a lignina através de
ligacdo éter.

As microfibrilas de celulose sdo embebidas em uma matriz de polissacarideos nédo
celulésica, composta principalmente de hemicelulose e substancias pécticas. Esses
polissacarideos unem as microfibrilas, mantendo-as organizadas paralelamente (CASTRO,
2005).

Hemicelulose é uma complexa mistura heterogénea de aglcares altamente ramificados.
As xilana, arabinoxilana, galactomanana, glucomanana e xiloglucanana sao as classes mais
frequentes de hemicelulose. Todas as hemiceluloses possuem uma espécie de eixo formado por
uma cadeia plana de aglcares unidos quase sempre por ligaces-1,4 podendo sair ramificacbes
curtas. Possuem também algumas caracteristicas estruturais que as impedem de formar
agregados fibrilares, como ocorre nas cadeias de celulose (CASTRO, 2005).

A hemicelulose exibe maior susceptibilidade a hidrolise acida, uma vez que oferecem
maior acessibilidade aos acidos comumente usados como catalisadores. Isso acontece devido
ao carater relativamente amorfo desses polissacarideos, que geralmente apresentam grau de
polimerizacdo bem menor que o da celulose (FENGEL; WEGENER, 1989).



Figura 7. Carboidratos que comp&em as unidades de hemicelulose
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Quando se trata do bagaco da cana-de-acUcar, a hidrélise da fracdo hemicelulésica gera
como produto uma mistura de aclcares, com predomindncia de xilose (Figura 8).
Tradicionalmente, este acUcar tem sido usado na producdo de furfural, que é um solvente
seletivo, muito reativo, utilizado em larga escala na purificagdo de 6leos minerais, de vegetais
e animais, como também na concentracdo de vitamina A de 6leo de figado de peixe (CGEE,
2010).

Figura 8. Representacdo esquematica de uma hemicelulose
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Geralmente as hemiceluloses séo classificadas de acordo com o residuo de agUcar
principal, como por exemplo xilanas, mananas e glucanas (WYMAN et al., 2005). Diferentes
subclasses de hemiceluloses podem ser encontradas, dependendo da espécie vegetal, do
estagio de desenvolvimento, do tipo de tecido.

Algumas hemiceluloses tém funcdo de estabilizar a parede celular através de pontes de
hidrogénio com a celulose e de ligagdes covalentes com a lignina. Outras podem ser utilizadas
como energia extracelular, como sistema de armazenagem de produtos brutos e como
mecanismo de retencdo de agua em sementes (WYMAN et al., 2005).

As ramificacbes da cadeia principal determinam a solubilidade e a interacdo da
molécula com os demais componentes lignocelulésicos, e influenciam no modo e na extensao
da hidrdlise enzimatica (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999).

A Tabela 3 apresenta algumas diferencgas entre a celulose e hemicelulose.

Tabela 3. Diferencas entre celulose e hemicelulose

Celulose Hemicelulose

Unidades de glicose ligadas entre si Unidades variadas de agUcares

Grau de polimerizacao elevado Grau de polimerizacao baixo

Forma arranjo fibroso Né&o forma arranjo fibroso

Forma regiGes amorfas e cristalinas Forma somente regides amorfas

E atacada lentamente por &cido mineral
diluido a quente

E atacada rapidamente por &cido mineral
diluido a quente

E insoltvel em alcali

E soltvel em alcali

Fonte: Bianchi (1995).

Apesar de serem ambas constituidas por agucares, existem importantes diferencas de
comportamento reacional entre as hemiceluloses e a celulose, devido, principalmente, a
estrutura fisica. Embora ndo haja evidéncias de que a celulose e as hemiceluloses estejam
ligadas quimicamente, as ligac6es de hidrogénio e a interpenetracéo fisica existente entre elas
dificultam a sua separacdo. A presenca de hemicelulose junto a celulose resulta em
importantes propriedades para as fibras, contribuindo para o intumescimento, a mobilidade
interna e o aumento da flexibilidade das fibras (BIANCHI, 1995).

Bian et al. (2012) estudando o isolamento da hemicelulose do bagaco de cana de agucar
em diferentes temperaturas. Extraiu sete fracbes hemicelulésicas com 10 % KOH por 10 h a
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20, 25, 30, 35, 40, 45, e 50 °C. A composicao quimica e as caracteristicas estruturais de todas
as fracOes foram investigadas por uma combinacdo de HPAEC, GPC, FT-IR, 1D (H, C) e
espectros 2D nas massas moleculares (HSQC) e TGA-DTA. Diferencas notaveis foram
observadas nas massas moleculares, onde fracdes extraidas a 20 °C, 25 °C e 30 °C mostraram-
se relativamente menores (68, 400-76, 900 g.moL™?) e a extracdo em temperaturas elevadas de
35 a 50 °C resultou em maior massa (80, 400-93, 300 g.moL™?). Todavia, as diferengas no
rendimento, na composi¢ao quimica, nas caracteristicas estruturais e na estabilidade térmica
foram menos evidenciadas neste estudo. Os resultados também sugeriram que todos os
polissacarideos hemiceluldsicos tinham uma cadeia de (1—4)-p-D-xilose e principalmente
substituidas por (1—2) e (1—3) ligados a residuos arabinofuranosil, e também com o acido 4-
O-metil-D-glucorénico ligado ao oxigénio. Como conclusao foi observado que ndo haviam
significativas diferencas nos rendimentos das sete fracbes hemiceluldsicas isoladas a
temperaturas de 20-50 °C (41,4 - 42,7 %), e todas as hemiceluloses tinham composic¢des
semelhantes que eram compostas de grandes quantidades de xilose (83,1 - 84,6 %) e pequenas
guantidades de outros componentes. Os tratamentos alcalinos a 40 — 50 °C ndo degradaram a
estrutura macromolecular dos polissacarideos hemicelulésicos do bagaco da cana-de-agucar
significativamente. Além disso, todas as sete fracOes apresentaram uma estrutura similar e
todas eram 4-O-metil-glucuronoarabinoxilana consistindo de uma base linear com
ramificacbes a O-2 e O-3 de arabinofuranosil ou a O-2 de O-4 unidade de &cido
metilglucurénico. Na figura 9 apresentam-se, em esquema, as principais aplicacdes das

xilanas.
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Figura 9. Diversas aplicagGes de xilanas em diferentes campos.
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Fonte: Adaptado de Serigado (2014)

3.3.3 Lignina

Lignina compde entre 10 e 20 % da biomassa lignocelul6sica dependendo da espécie.
E constituida por unidades de fenilpropano que sdo mantidas unidas por varios tipos de
ligacOes e estd intimamente ligada a hemicelulose e a celulose e atua como a cola que as
mantém juntas. A lignina é hidrofdébica e consequentemente impede a entrada de agua nas
paredes celulares; protegendo assim a celulose e hemicelulose. Além disso, é extremamente
resistente & degradacdo quimica e enzimatica, sendo responsavel por proteger a biomassa
lignocelulésica do ataque bacteriano (NAIDU, 2017).

A lignina é uma macromolécula tridimensional, amorfa e altamente ramificada,
(FASANELLA, 2008), apresentando em sua estrutura indmeros grupos aromaticos e
alifaticos, com diversos anéis fenilpropanicos substituidos ligados por meio de diferentes tipos
de ligagdes, como do tipo éter (hidroxilas primarias e secundérias, carbonilas, carboxilas,
ésteres e ligacgdes etilénicas) ou carbono-carbono (ARANTES, 2009; RAMIRES, 2010).

Do ponto de vista quimico, a lignina € um composto heterogéneo, de alta massa
molecular, de estrutura irregular, altamente insoltvel e recalcitrante. Este biopolimero é
formado pela polimerizagdo oxidativa de trés precursores fenilpropandides monomericos:
alcool sinapilico (propanol siringil), alcool coniferilico (propanol guaiacil) e alcool cumarilico
(propanol p-hidroxifenil), unidos entre si, e com o0s polissacarideos da parede celular, por

ligagBes éter e carbono-carbono. A proporgdo destes mondmeros pode variar entre espécies de
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plantas, sendo as ligagdes B-0-4 as mais frequentes (HOFRICHTER, 2002). E um polimero
derivado de unidades fenilpropanicas (unidades-C9) que tém sua origem na polimerizagéo
desidrogenativa dos alcoois: cumarilico (unidade p-hidroxifenila), coniferilico (unidade

guaiacila) e sinapilico (unidade siringila) (Figura 10).

Figura 10. Precursores primarios das ligninas: &lcool p-cumarilico (1), alcool coniferilico (11) e
alcool sinapilico (I11).
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Fonte: Fengel; Wegener (1989).

A liberacdo das hemiceluloses da matriz celular é restringida, entre outros fatores, pela
presenca da lignina, uma vez que ambas estdo intimamente associadas. Diversos estudos
demonstram que existem interagdes fisicas e quimicas como ligac6es de hidrogénio, forcas de
Van der Walls, e ligacdes do tipo éster ou éter, que formam uma espécie de “rede” entre os
componentes da parede celular. Dentre as ligacGes covalentes formadas entre a lignina e os
polissacarideos conhecidas como complexos lignina-carboidratos (LCCs), contribuem ainda
mais para recalcitrancia da parede celular (SCALBERT et al., 1985; ALEN, 2000:;
EBRINGEROVA, 2006).

Do ponto de vista morfoldgico a lignina é uma substancia amorfa localizada na lamela
média, bem como na parede secundéaria. Durante o desenvolvimento das plantas, a lignina é
incorporada como o Ultimo componente da parede celular, interpenetrando as fibrilas,
acarretando no fortalecimento da parede. Sua estrutura é bem mais complexa do que a da

celulose e da hemicelulose devido & presenca de diversas unidades precursoras e ao grande
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namero de combinagdes possiveis entre as mesmas (MARABEZI, 2009).

A parede celular de gramineas, como a cana-de-acucar, difere da de outras espécies
quando se trata da composicdo da lignina (CARPITA; GIBEAUT, 1993). Essa composicao €
similar entre mono e dicotiledéneas, no entanto, as primeiras possuem uma pequena, mas
significativa, quantidade da unidade hidroxifenil (4 a 15 %), enquanto que nas dicotiledéneas

ela é encontrada em pequena porcentagem (GRABBER et al., 2004).

3.4 Tamanho de particula — granulometria da biomassa

O pré-tratamento de materiais lignocelulésicos visa romper as interacdes existentes
entre os constituintes da parede celular e a sua separacdo através de operacdes que levam a
reducdo do tamanho das particulas da biomassa, geracdo limitada de produtos de degradacao da
celulose e da hemicelulose, tudo isso com o consumo minimo de energia e a baixo custo. Estas
propriedades, aliadas a outras como a reutilizacdo de reagentes e recuperacdo dos componentes
solubilizados, para geracdo de produtos com elevado valor agregado, sdo parametros a serem
avaliados para a escolha do pré-tratamento adequado (MOSIER et al., 2005, GALBE;
ZACCHI, 2012).

Uma das vantagens do pré-tratamento fisico é o fato de este ser indiferente as
caracteristicas fisicas e quimicas da biomassa utilizada (CHANDRA et al., 2007). Entretanto, a
energia consumida para este processo depende do tamanho final da particula e das
caracteristicas da biomassa utilizada, e ndo ha remocdo de lignina (KUMAR et al., 2009;
ALVIRA et al., 2010). Esta técnica de pré-tratamento consome energia e tempo, podendo ser a
parte de maior custo do processo (BALAT, 2011).

Os pré-tratamentos fisico utilizam a moagem, trituracdo ou o refinamento e tem como
objetivo a diminui¢do do tamanho da particula e, dependendo da intensidade do processo,
podem alterar a cristalinidade da celulose (SILVA, 2016). A reducdo do tamanho da particula
pode aumentar a area superficial, o que promove uma melhora na sacarificacdo enzimatica.

O material lignocelulésico pode ser submetido a diferentes formas de moagem: moinho
de bolas, facas, martelo e coloidal (TAHERZADEH e KARIMI, 2008). O principal objetivo é
reduzir o tamanho das particulas, tornando maior sua superficie de contato, melhorando a
transferéncia de calor e massa no processo. Além disso, a moagem provoca alteracdes na
estrutura que podem reduzir a cristalinidade das fibras de celulose, de modo a alcangar melhores
conversdes (ZENG et al., 2007; LIU et al., 2013).

Um estudo feito por Queralt (2014), teve como objetivo estudar a viabilidade do
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aproveitamento energeético de residuos agricolas e agroindustriais em processos de conversao
termoquimica, por meio da determinacgdo de suas propriedades fisico-quimicas. O bagaco foi
seco e entdo separado por peneiramento em duas fracdes: a retida (tamanho de particula > 4
mm) e a fina (tamanho de particula < 4 mm). As peneiras da série TYLER utilizadas
apresentavam diferentes diametros de abertura (9, 20, 28, 35, 60, 100 mesh) e encaixadas junto
ao fundo de peneiras, com abertura de malha em ordem crescente da base para o topo, de modo
a formar um Unico conjunto de peneiras. Foi observado que nas analises elementar e imediata
das amostras de bagaco in natura a fracéo retida e fina apresentaram valores pouco divergentes,
representando assim semelhantes composi¢des quimicas.

Um estudo feito por Aghcheh et al., (2015), verificou a influéncia do tipo de bagaco de
cana-de-acucar e seu tamanho de particula na producao de xilose e bioconversédo de xilose para
xilitol com a levedura Debaryomyces hansenii. As amostras de bagaco foram trituradas
utilizando um moinho de bolas e as diferentes fracGes de tamanho foram separadas por peneiras
apropriadas. As gamas de tamanho empregadas em Vvarios experimentos foram 1/4 mesh a 5
mesh. Os resultados indicaram que a desfribacdo do bagaco pode melhorar o rendimento de
xilose obtida na hidrélise acida, bem como o rendimento da fermentacdo com xilitol a partir do
hidrolisado de hemicelulose resultante usando a levedura D. hansenii. Os resultados também
mostraram que, dentro da faixa de -5 mesh a 1/4 mesh, uma diminui¢do no tamanho das
particulas de bagaco resultou em um aumento significativo na taxa de sua hidrélise acida. No
caso do bagaco ndo desfibrado, o hidrolisado de hemicelulose preparado a partir de um tamanho
maior de particula resultou em maiores taxas de fermentacdo de xilitol, enquanto que para o
bagaco ndo-desfibrado este ndo foi evidenciado.

O pré-tratamento fisico tem como objetivo a reducdo do tamanho da particula,
reduzindo também a cristalinidade e o grau de polimerizagdo da celulose e aumentando a
superficie de contato (ALVIRA et al., 2010; CHANDRA et al., 2007). Isso torna a matriz

lignocelulosica mais acessivel as enzimas do complexo celulase.

3.5 Extracao de hemicelulose com peroxido de hidrogénio

O perdxido de hidrogénio é um excelente oxidante em meio alcalino, apresentando baixa
toxicidade, de facil manuseio, sendo seus dois produtos de decomposic¢ao, agua e oxigénio nao
poluentes. O tratamento com perdxido de hidrogénio € um processo eficiente para remocéo de
lignina e hemicelulose de lignocelulésicos e, remove também, silica e graxas (CURRELI et al.,
1997). O peroxido reage com as estruturas aromaticas e alifaticas da lignina, sendo muito
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utilizado em processos de branqueamento de polpa (LIU, 2013). A acéo desse agente pode gerar
produtos de degradacdo devido & formagdo de radicais oxidantes. A influéncia do pH ja foi
bastante estudada e a literatura apresenta como 6timo o valor de 11,6 (SUN et al., 2001; YANG
et al., 2002). Em meio alcalino o peréxido de hidrogénio se decompde no anion peroxidrila
(HOO), o principal agente na degradacéo de grupos cromoforos, de acordo com a reacéo 1 (pka
= 11,6 a 25 °C) (KADLA e CHANG, 2001):

(1) H202+ OH —» H,O +HOO
(2) HOO™ + H202 —» H20 + Oz + OH"

Por outro lado, quando o perdxido é usado como agente de deslignificacdo em extracédo
alcalina, a sua decomposicéo ocorre devido a formacdo de hidroxila e de oxigénio, que sdo 0s
oxidantes que iniciam as reacOes de deslignificacdo (reacdo 2). Embora a decomposi¢éo do
peroxido seja necessaria para que ocorra a deslignificacdo, a velocidade de decomposicao deve
ser reduzida para que ndo ocorra formacdo em excesso de radicais livres, o que pode levar a
uma degradacdo excessiva dos polissacarideos.

Alguns metais como ferro, cobre e manganés aceleram a decomposicdo do perdxido de
hidrogénio em meio alcalino, nos radicais hidroxila (HO-) e anion superéxido (O2™-), 0s quais
participam do mecanismo de deslignificacdo (SUN e TOMKINSON, 2002). Tais radicais
apresentam efeito positivo para o processo de deslignificacdo, entretanto, também atuam
hidrolisando os carboidratos, o que é indesejavel para o rendimento do processo. Como as
consequéncias negativas sdo maiores, os metais devem ser eliminados do processo.

O pré-tratamento deve ser forte o suficiente para desestruturar o complexo
lignocelul6sico e possibilitar a separacdo dos seus principais componentes (celulose,
hemiceluloses e lignina) sem que ocorra degradacdo quimica (ROCHA et al., 2011).

A adicéo da base hidréxido de sodio ao perdxido de hidrogénio faz com que a solugéo
se torne um agente efetivo na deslignificacdo e solubilizacdo da hemicelulose. Isto € devido a
formacdo do anion hidroperoxido (HOO"), formado em pH alcalino, que se apresenta como a
principal espécie ativa no perdxido. Em contraste, peréxido de hidrogénio é instavel nas
condigdes alcalinas e decompde em radicais hidroxila (OH) e superoxido (°O-2). Estes radicais
sdo responsaveis pela oxidacdo da estrutura da lignina, na qual ataca os grupos hidrofilicos,
quebrando algumas ligagGes e, eventualmente, levando a dissolucéo da lignina e hemicelulose
(PAN et al., 1988; FANG et al., 1999; SUN et al., 2004).

O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino de residuos lignoceluldsicos,
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como o bagaco de cana-de-agucar, aumenta a susceptibilidade para a hidrélise enzimética e
consequentemente a producéo de etanol. Varias condigdes do processo tém sido estudadas para
otimizar a efetividade enzimatica (AZZAM, 1989).

3.6 Extracao de hemicelulose com &cido diluido

Dentre os pré-tratamentos, com &cido sulfarico diluido esta entre os processos mais
comumente aplicados. A solubilizacdo da hemicelulose, as alteragdes estruturais da lignina, a
quebra das ligacGes lignina-carboidrato e a diminuicdo no tamanho de particulas, sdo alguns
dos efeitos causados pelo pré-tratamento acido aos substratos lignocelulésicos; sendo a
temperatura, a concentracdo do acido e o tempo de residéncia, as varidveis de processo que
demandam otimizacdes. As modificacBes estruturais causadas na matriz lignoceluldsica
proporcionam melhoras significativas nos rendimentos de conversdo enzimatica da fracdo
celuldsica (SANTOS, 2015).

O pré-tratamento com &cido diluido tem como caracteristica aumentar a reatividade da
celulose para a hidrolise enzimatica. Este tipo de pré-tratamento é usado para promover a
hidrolise da hemicelulose. Ap6s o tratamento, é obtida uma solucdo hidrolisada que contém
acucares simples (glicose, galactose, arabinose e xilose) e um residuo sélido formado por
lignina e celulose (LUCARINI et al., 2017). O &cido sulfdrico é o mais utilizado, podendo ser
também empregado outros acidos, como por exemplo, os acidos cloridrico e fosférico. A
principal consequéncia deste pré-tratamento é a formacao de uma série de compostos, sendo 0s
principais: xilose, glicose, arabinose, &cido acético, o furfural e o 5- hidroxi-metil-furfural
(HMF), devido a quebra das ligagdes entre os acicares monoméricos e as cadeias poliméricas
da hemicelulose e da celulose. O principal inconveniente, além de ser um tratamento que requer
equipamentos que resistam a corrosdo, é a formacéo de inibidores de fermentacdo, compostos
toxicos tais como os aldeidos furfural e HMF, que inibem a maioria dos microrganismos
produtores de etanol (RASMUSSEN et al., 2014).

Morais (2010), estudou o pre-tratamento &cido diluido do bagaco de cana-de-agucar e
caracterizagdo fisico-quimica e investigou a padronizacao de procedimentos para avaliar o pré-
tratamento fisico e quimico do bagaco da cana-de-acucar, aliado a diferentes tratamentos
térmicos a partir de duas granulometrias de bagaco (1,1 e 2,5 mm). O pré-tratamento &cido
diluido mostrou-se bastante eficiente na separacao dos trés principais componentes do bagaco
de cana-de-acgucar, sendo que, a porcentagem no teor de lignina permaneceu praticamente a

mesma em todos os tratamentos, atingindo um aumento nesta fragdo com a aplicagéo do &cido
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sulfarico em relacdo ao controle. Ainda, o pré-tratamento quimico realizado no bagago,
apresentou uma quebra nas fibras do substrato: a celulose aumentou em comparagao ao controle
e fez o teor de hemicelulose baixar em todos os tratamentos, demonstrando um bom resultado
como pré-tratamento para a posterior hidrolise.

Devido a estrutura complexa da biomassa lignocelulésica, um pré-tratamento torna-se
pré-requisito para que a hidrolise enzimatica dos polissacarideos a agucares fermentesciveis
seja realizada de maneira eficaz. Um pré-tratamento realizado com sucesso deve: maximizar os
rendimentos de convertibilidade enzimatica; minimizar a perda de aguUcares; maximizar a
producdo de co-produtos com valor agregado; ndo exigir a adicao de substancias quimicas que
possam prejudicar as enzimas hidroliticas ou agentes fermentativos; minimizar o uso de
energia, substancias quimicas e equipamentos; e permitir a ampliacdo para escala industrial. Na
realidade, € muito dificil alcancar todos os itens descritos acima em um (nico pProcesso.
Entretanto, os dois Ultimos itens sdo especialmente importantes para a viabilidade econémica e
prética de um dado processo industrial (SANTOS, 2010).

3.7 Hidrdlise enziméatica da celulose

Celulase € um complexo enzimatico, cujas enzimas atuam sinergicamente e estao
subdivididas em trés classes: endo-1,4-p-D-glucanases ou endoglucanases, que quebram as
ligagBes glicosidicas das cadeias de celulose criando novos terminais; exo-1,4-3-D-glucanases
ou celobio-hidrolases, responsaveis pela agdo nos terminais levando a celobiose; e 1,4-B-D-
glucosidades que hidrolisam a celobiose a glicose.

As endoglucanases atuam clivando aleatoriamente as regides internas da cadeia de
celulose, preferencialmente nas regides amorfas, diminuindo o grau de polimerizacdo da
mesma. Algumas endoglucanases podem ser processivas, agindo por clivagens consecutivas de
uma unica cadeia polissacaridica através do sitio ativo (HORN et al., 2012).

As exo-1,4-glucanases ou celobiohidrolases sdo enzimas processivas que catalisam a
hidrolise de ligagdes glicosidicas proximas aos terminais da molécula de celulose, liberando
celobiose e algumas celodextrinas (ZHANG et al., 2006). Podem ser classificadas em dois
grupos, CBH1 e CBH2, sendo que a primeira atua nas extremidades redutoras da celulose, € a
segunda, nos terminais ndo redutores (TEERI et al., 1997). As celobiohidrolases sdo essenciais
para a degradacao efetiva da maior parte da celulose cristalina. As B glicosidases convertem a
pequenos oligdmeros solubilizados pela endoglucanase e celobiose (dimero de glicose) em
glicose (HORN et al., 2012).
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Uma das propriedades destas enzimas é a atuagcdo em sinergismo, alvo de diversos
estudos na literatura que demonstram que a eficiéncia de hidrolise destas enzimas € muito maior
quando elas sdo utilizadas conjuntamente. Tais estudos demonstram que as enzimas que tem
acao endo atuam gerando novos terminais redutores e ndo redutores para a acdo das enzimas
que possuem agdo exo, as quais, liberam celobiose, a qual ¢ convertida em glicose, pelas -
glicosidases (HORN et al., 2012).

As enzimas celuloliticas sdo capazes de atuar na hidrélise do polissacarideo de celulose
através da acdo sinérgica dos seus trés principais grupos de enzimas: endoglucanases (EGases)
que clivam aleatoriamente ligagdes B-1,4 glicosidicas nas regides amorfas da celulose e geram
novos terminais redutores e n&o-redutores, celobiohidrolases (CBH) que sdo enzimas
processivas e liberam celobiose a partir de terminais redutores e ndo redutores de fragmentos
de celulose produzidos por endoglucanases, e as B-glicosidases que hidrolisam celobiose ou
celo-oligossacarideos em glicose. As B-glicosidases sdo enzimas ndo-processivas, pois 0
substrato deve ser liberado apds cada clivagem para permitir a liberacdo da nova molécula de
glicose (Figura 11). Ambas as enzimas, celobiohidrolase ¢ B-glicosidase, sdo fortemente

inibidas pelo produto de cada reacao, celobiose e glicose, respectivamente.

Figura 11. Acdo das enzimas no polissacarideo de celulose para liberacdo de acUcares
fermentesciveis.

,/j Celobiohidrolase _,/‘ Celobiohidrotase 1 () p-glicosidase e &> Endoglucanase

-/ Glicose sem poder redutor & Glicose com poder redutor

Fonte: Florencio (2017)
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4.  MATERIAIS E METODOS

A Figura 12 mostra uma representacdo esquematica dos procedimentos utilizados para
solubilizacdo da hemicelulose, tanto na forma monomérica quanto polimérica, além das
analises como caracterizacao quimica e hidrélise enzimatica dos materiais pré-tratados (solidos

obtidos apos extracdo de hemicelulose).

Figura 12. Representacdo esquematica dos procedimentos utilizados para a solubilizacdo da
hemicelulose.

Bagaco de cana-de-acticar

17 Peneirado — diferentes
Bagago in natura granulometrias | Lavagem com EDTA
Extracio com acido diluido Extracio com H20: (Alcalina)
I 20 % de acido sulfiirico I Neutralizagdo com HCL 6 mol/L
A ¥ s 1
Fragdo Liquida Fracdo Soélida Fracdo Liquida Fracio Solida
Concentragao,
l’ ‘ precipitacdo etanol 3 V' { !
HPLC (xilose) Caracterizagdo Hidrolise Hemicelulose Caracterizacdo Hidrélise
quimica enzimatica quimica enzimatica
HPLC HPLC
(glicose) (glicose)

Fonte: Autor

4.1 Obtencao e preparo do material

O bagaco de cana-de-agucar foi obtido do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) de
Piracicaba/SP. O material foi previamente lavado e seco em estufa a 40 °C. Em seguida,
armazenado em laboratorio para analises. O bagaco de cana-de-agucar foi moido em moinho
de facas (Marconi - MA 580), sem utilizacdo de peneiras para retencdo de material e com curto
ciclos de moagem para produzir material com variado tamanho de particula. A analises foram
realizadas em triplicata.

Posteriormente este foi submetido a peneiramento com agitador de peneiras (Marconi —
MA 750-PEN) para obter fracbes com diferente tamanho de particula. Foram obtidas fragdes
com peneiras de 50, 40, 30, e 16 mesh e base, conforme apresentado na Figura 13. O bagaco

controle, em testes de hidrdlise enzimatica e analise de extrativos, foi selecionado passante pela
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peneira de 20 mesh. Utilizou-se amostras de 100 g de bagaco, submetidas a agitacéo por cerca
de 1 h em intensidade média, para distribuir as fracGes granulométricas. A tabela 4 traz a
abertura em mesh das peneiras e sua abertura em milimetros correspondentes, utilizadas para a

granulometria.

Figura 13. Diferentes tamanhos de particulas do bagago de cana-de-agucar apds agitacdo de 1h
em intensidade média.

16 mesh 30 mesh 40 mesh 50 mesh Base

Fonte: Autor

Tabela 4. Abertura das peneiras utilizadas para obtencdo de bagaco de cana-de-agucar com
diferente granulometria.

Mesh mm
16 1,19
30 0,595
40 0,420
50 0,297

Base < 0,297

Fonte: Autor

4.2 Extracao de hemicelulose (polimérica)

As amostras do bagago peneirado foram tratadas com solucdo de &cido tetracético
etilenodiamina (EDTA) 0,2 % (m/v) durante 1 h a 90 °C para remogédo de metais. A extragdo
foi realizada com condicdes otimizadas para bagaco de cana-de-agucar, 6 % H.0, m/v a 25 °C
durante 4 h (BRIENZO et al., 2009). Posteriormente, experimentos foram realizados com 5 ou
10 g de material, colocados em Erlenmeyer, seguido da adi¢do dos reagentes preparados em um
volume de 200 mL, sendo o pH ajustado com NaOH em 11,6, e submetido a agitacdo de 135
rpm. Apds a reacdo, o material foi filtrado em papel de filtro. Em seguida o pH do filtrado foi
imediatamente corrigido para 6,0 com adi¢cdo de HCI 6 mol/L. Esta solucéo foi concentrada
cerca de 3 vezes (relacdo volume) em uma estufa a 45 °C. A hemicelulose foi precipitada
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adicionando 3 volumes de etanol 96 %. Apoés a sedimentacdo do material, o sobrenadante foi
removido e ao precipitado adicionado uma solugédo de etanol 70 %. Esta etapa, lavagem com
etanol 70 %, foi repetida (cerca de 4 vezes) até obter-se um sobrenadante limpido. O residuo

foi separado e seco em estufa a 45 °C.

4.3 Rendimento de extracdo

O rendimento de extracdo de hemicelulose/xilana foi determinado pela relacdo entre a
quantidade de hemicelulose extraida em massa (gramas) pela quantidade de material utilizado:
Rendimento de extragcdo, % = Mhn* 100

Mbag

M = massa extraida;
Mbag = massa inicial de bagaco.

4.4 Caracterizacgdo quimica da hemicelulose

O método caracterizacdo quimica da hemicelulose consiste em hidrolisar
aproximadamente 300 mg de hemicelulose, adicionando 3 mL de H2SO4 72 % (m/m), a reacédo
ocorreu a 45 °C por 7 min. A reacdo foi interrompida com adicdo de 84 mL de agua destilada.
Essa mistura foi autoclavada a 121 °C por 30 min (GOUVEIA et al., 2009; BRIENZO et al.,
2009). O conteudo foi filtrado em filtro de placa porosa n° 4, previamente tarado. O residuo
solido foi lavado com agua destilada, seco em estufa a 105 °C até massa constante para a
determinacéo da lignina insolavel (Klason). O teor de lignina soltvel em &cido foi determinado
por medida de absorbancia em 205 nm. Para o célculo da concentragédo de lignina solavel foi
utilizada uma absortividade de 105 L/g.cm nesse comprimento de onda (GOUVEIA et al.,
2009).

4.5 Extracdo de hemicelulose (monomérica)

Para extragdo de hemicelulose na forma monomérica foi utilizado um pré-tratamento
com &cido sulfurico diluido. Foram pesadas 5 g das diferentes fragdes do bagaco de cana-de-
acucar in natura em frasco schott e entdo adicionados 50 mL de solucdo de acido sulfurico
20 % (m/m). As amostras foram autoclavadas a 121 °C por 1 h. No filtrado foi quantificado
xilose com HPLC. O material s6lido foi lavado até chegar em pH da agua destilada (4,5 a
5,0), sendo seco em estufa a 60 °C e posteriormente feita a caracterizagdo quimica desse
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material pré-tratado, sendo este armazenado para subsequente hidrélise enziméatica com

celulase (Cellic Ctec).

4.6 Caracterizacao quimica do residuo rico em celulose

O método caracterizacao quimica do residuo rico em celulose, que é a fragédo sélida
que sobrou apos a filtragem da etapa de extracdo da hemicelulose, consiste em hidrolisar
aproximadamente 300 mg do residuo rico em celulose, adicionando 3 mL de H>SO4 72 %
(m/m), a reacdo ocorreu a 30 °C por 1 h. A reacdo foi interrompida com adigéo de 84 mL de
agua destilada. Essa mistura foi autoclavada a 121 °C por 1 h (SLUITER et al., 2010). O
conteudo foi filtrado em filtro de placa porosa n° 4, previamente tarado. O residuo sélido foi
lavado com &gua destilada, seco em estufa a 105 °C até massa constante para a determinagdo
da lignina insolavel (Klason). A fracdo sollvel foi usada para determinar os teores de
acucares e acido acético por cromatografia liquida (GOUVEIA et al., 2009). O teor de lignina
soltvel em acido € determinado por medida de absorbancia em 205 nm. Para o calculo da
concentracdo de lignina solavel foi utilizada uma absortividade de 105 L/g.cm nesse
comprimento de onda (DENCE, 1992).

4.7 Condutividade

Foi preparada uma solucdo da amostra em tampdo acetato de sddio 50 mmol/L, pH 4,8.
A solucdo foi aquecida sob agitacdo magnética até atingir o ponto de ebuli¢cdo (ou em micro-
ondas), em seguida foi resfriada e permaneceu sob agitacdo de 80 rpm por uma noite a 25 °C.
Foi centrifugada a 4500 rpm por 10 min para separacdo do material insoltvel, com esse material

foi feita a leitura de condutividade, foi medida em mS/cm a 25 °C.

4.8 Determinacao do teor de cinzas totais

Os cadinhos de porcelana foram colocados em mufla, a temperatura de 575 °C, pelo
periodo de 4 h. Posteriormente foram retirados da mufla e colocados no dessecador, deixados
pelo tempo necessario para atingir a temperatura ambiente. Os cadinhos foram pesados em
balanca analitica e anotado suas massas. Foram pesados 0,5 g do material no cadinho e anotado
a massa exata. Os cadinhos com o material foram colocados na mufla a temperatura de 575 °C
durante o periodo de 4 h. Entdo foram removidos os cadinhos da mufla e colocados no

dessecador pelo tempo necessario para atingir a temperatura ambiente. Novamente os cadinhos,
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foram pesados em balanca analitica e anotada a massa exata. A massa do cadinho seco foi
descontada, assim obtendo a massa de cinzas totais.

O teor de cinzas totais foi calculado conforme a equacéo a seguir:
Teor de cinzas, % = Ms* 100
Mbag

Ms = massa final;
Mbag = massa inicial de bagaco.

4.9 Solubilidade da hemicelulose

A solubilidade da hemicelulose foi determinada de acordo com método de Bailey
(1992). O método consiste em preparar uma solucao de xilana 1 % em tampéo acetato de sédio
50 mmol/L, pH 4,8. A solucdo foi aguecida sob agitacdo magnética até atingir o ponto de
ebulicdo (ou em micro-ondas), em seguida a solucéo foi resfriada e permaneceu sob agitacédo
de 80 rpm por uma noite a 25 °C. A solucédo foi centrifugada a 4500 rpm por 10 min para
separagdo do material insoltvel, o qual foi seco em estufa a 60 °C até massa constante.

4.10 Determinacdo da Atividade enzimatica celulase total

A atividade de celulases totais foi determinada segundo a técnica descrita por Ghose
(1987). Tiras de papel de filtro Whatman n° 1 (1x6 cm) foi adicionada a tubos de ensaio
contendo 1 mL de tampao acetato de sédio 50 mmol/L pH 4,8 e 0,5 mL de extrato enzimatico.
Os tubos foram incubados a 50 °C por 60 min e a reacdo foi interrompida com 3 mL de DNS.
Os tubos foram entéo fervidos a 100 °C em banho maria por 5 min. Em seguida, 20 mL de agua
destilada foi adicionada e a entdo procedeu-se a leitura da absorbancia do contetudo a 540 nm.
O controle foi feito substituindo o papel de filtro e 0 volume da enzima pelo tampé&o acetato de
sodio 50 mmol/L pH 4,8. Nos controles para cada amostra, o reagente DNS (MILLER, 1959),
foi adicionado antes do extrato enzimatico para descontar a producdo de agucar nao relacionada
a reacdo enzimética. A curva padrdo de glicose foi construida utilizando reagente D-glicose
(Merck) em concentragdes de 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 e 4,0 mg/mL.

O reagente de DNS foi preparado dissolvendo completamente 10,6 g de acido 3,5-
dinitrossalicilico e 19,8 g de hidroxido de sodio, em 1,4 L de agua destilada. A seguir, foram
adicionados 300 g de tartarato de sodio e potassio; 7,6 g de fenol (aquecido a 50 °C) e 8,3 g de
metabissulfito de sédio. O volume foi acertado para 1,5 L; filtrado e armazenado em frasco
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ambar (MILLER, 1959).

4.11 Hidrolise enzimatica

As amostras in natura, pré-tratadas com &cido diluido e pré-tratadas com NAOH 6
mol/L foram submetidas a hidrolise enzimatica para avaliar o rendimento em glicose. Cerca de
0,1 g de amostra foi pesado em tubos falcon de 50 mL, e submetido a hidrélise enzimatica para
comparar a digestibilidade utilizando coquetel comercial (Cellic Ctec), em 5 mL de tampé&o de
acetato de sodio 50 mmol/L, pH 4,8. A atividade enzimética utilizada foi de 12 FPU/g, em
reacdo a 50 °C e agitacdo de 140 rpm em incubadora shaker (Solab - SL-222), por 24 h
(BRIENZO et al., 2015). O rendimento em glicose (anidroglicose, fator de hidratacao 0,9) foi

expresso com base no conteudo de celulose no material.

4.12 Determinacao da concentracdo de acucares

As concentragdes de glicose, xilose, arabinose e acido acético foram determinadas por
HPLC, utilizando uma coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) mantida a 45 °C,
detector de indice de refracdo WATERS 2414, fase mével de H2SO4 0,005 mol/L, fluxo de 0,6
mL/min, volume de amostra injetada de 20 pL. As amostras foram previamente filtradas em

filtro de seringa 0,22 pm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extragédo de hemicelulose em meio acido

O acido diluido é um dos principais métodos de pré-tratamento empregados na
desconstrucdo da biomassa. Este tipo de pré-tratamento é muito utilizado para solubilizar a
hemicelulose, na forma de monossacarideo, e consequentemente tornando a celulose no
material pré-tratado mais acessivel a acdo de enzimas (BRIENZO et al., 2017).

No presente trabalho o pré-tratamento foi realizado com &cido sulfarico a 20 % (m/m).
O 4cido sulfurico diluido € vantajoso quanto a remocéo da fracdo hemiceluldsica, com baixa
degradacdo da celulose (ASSUMPCAO, 2016). O pré-tratamento 4cido tem a vantagem do
rendimento elevado no teor de glicose com a posterior hidrolise enzimatica, e a solubilizacédo
das hemiceluloses (QUINELATO, 2016).

A caracterizacdo quanto a concentracdo dos componentes principais do bagaco,
solubilizados durante o pré-tratamento &cido diluido, de cana-de-aglcar com diversas
granulometrias, esta descrita na Tabela 5.

As fragdes liquidas (hidrolisado), obtidas por filtracdo, do pré-tratamento &cido diluido
do bagaco de cana-de-agcUcar com diversas granulometrias, foram caracterizadas quanto a
concentracdo de agucares e grupos acetil (Tabela 5). Esta composicéao foi baseada no contetdo
de celulose/glucana, xilana, arabinana, acido acético, 0s quais Sdo 0s principais componentes
da biomassa lignocelulésica solubilizados com o pré-tratamento &cido diluido (OLIVEIRA et
al., 2017).

Tabela 5. Acucares e grupos acetil liberados na fracdo liquida do pre-tratamento acido diluido
(20 % m/m, a 121 °C/1 h) do bagaco de cana-de-agtcar com diversas granulometrias.

Concentracgao (g/L)

Amostra — )
abertura da Glicose Xilose Arabinose ch_io
peneira Acetico
(mesh)
16 0,40 £ 0,02 6,04 £ 0,99 0,50+0,12 1,02+ 0,22
30 0,36 £ 0,04 594 +0,91 0,57+0,12 1,01+0,16
40 0,41 £0,27 6,59 + 1,64 0,68 £ 0,28 0,93 £ 0,46
50 0,26 + 0,17 3,34+1,35 0,61+0,20 0,72+ 0,32
Base 0,34 £0,02 0,43 £0,02 0,62 £0,19 0,52+0,20

e Base: material que passou pela peneira de 50 mesh.
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Conforme a tabela 5, foi possivel analisar os agtcares liberados na fracéo liquida do pré-
tratamento &cido diluido do bagago de cana-de-agicar com diversas granulometrias quanto ao
conteudo de glicose, xilose, arabinose e acido acético. Considerando as fracdes 16, 30, 40, 50
mesh e a base (material que passou pela peneira de 50 mesh), para a glicose, apresentou uma
variacdo de 0,26 g/L (bagaco 50 mesh) a 0,41 g/L (bagaco 40 mesh); j& para xilose, a variagao
foi de 6,04 g/L (bagaco 16 mesh) a 0,43 g/L (material que passou pela peneira de 50 mesh);
para arabinose a variacdo foi de 0,50 g/L (bagaco 16 mesh) a 0,68 g/L (bagaco 40 mesh); e
finalmente, para o acido acético a variacdo de foi de 1,02 g/L (bagaco 16 mesh) a 0,52 g/L
(material que passou pela peneira de 50 mesh). A maior solubilizagdo de agucar foi para o0s
componentes da hemicelulose (xilose, arabinose &cido acético), o que € caracteristico do pré-
tratamento acido diluido.

De acordo com Santos (2015) estudando a acdo do pré-tratmento com acido sulfurico
diluido em hibridos de cana-de- agUcar e seus efeitos na conversdo enzimatica da glucana,
obteve os seguintes resultados considerando o tempo de 60 min: H89 glicose 4,0 g/L; xilose
12,9 g/L; arabinose 1,1 g/L; &cido acético 2,2 g/L, ja para H140 glicose 1,2 g/L; xilose 12,6
g/L; arabinose 1,1 g/L; acido acético 2,4 g/L e para H121 glicose 1,6 g/L; xilose 11,7 g/L;
arabinose 1,1 g/L; &cido acético 2,2 g/L. Observa-se que a solubilizacdo de glicose e xilose
podem variam de acordo com a variedade do material utilizado. Comparando com os valores
obtidos no presente trabalho com a literatura, observou-se que as Xxilanas também estdo
presentes em maior concentracdo que as glucanas. A presenca de arabinose e acido acético nos
hidrolisados &cidos ndo seguiu um padrao definido, observando-se que os grupos acetil também
ndo seguiram um padrdo, conforme as diferencas na granulometria do bagaco. Para Santos
(2015), vale destacar a deteccédo destes oligdmeros em alguns dos hidrolisados acidos do H89,
nos quais foram detectadas apenas xiloses monoméricas. Ja no presente trabalho a glucana e a
xilana ndo seguiram um padrdo, porém a arabinana e o acido acético diminuiram conforme
diminui o tamanho da particula.

A aplicagdo do pré-tratamento acido em concentracdo de 0,5 % (m/v) levou a uma
reducdo média de arabinoxilana na composi¢do quimica do material em 50 % (BENJAMIN et
al., 2013). Este resultado sugere que uma parte da reducdo da massa apds o pré-tratamento seja
proveniente da remocdo do total de hemicelulose. No presente trabalho, utilizando maior
concentracdo de acido, porem menor temperatura, a fragdo com menor tamanho de particula a
base (material que passou pela peneira de 50 mesh) foi 0 material com menor quantidade de
hemiceluloses. O conteldo de xilana diminuiu com a diminui¢cdo do tamanho de particula
(Tabela 5).
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5.2 Residuo solido pré-tratamento acido

O material sélido, rico em celulose, resultante da filtragdo do pré-tratamento acido
diluido, foi caracterizado para determinar sua composicdo quimica em celulose/glucana, xilana,
arabinana e grupos acetil. Na tabela 6 encontram-se os resultados da composicédo do bagaco de
cana-de-agucar com diversas granulometrias pré-tratado com acido diluido (20 % m/m, a 121
°C/1h). A partir dos pré-tratamentos, pode-se realizar uma quantificacdo de biomassa resultante
apos extracdo/solubilizacdo de hemicelulose. Assim, foi possivel estabelecer a porcentagem de
rendimento do material pré-tratado ou recuperacdo de massa (Tabela 8). A recuperagdo de
massa ap0s o pré-tratamento pode ser um indicativo da recalcitrancia do material, sendo a

menor perda de massa associada ao material mais resistente (BENJAMIN et al., 2013).

Tabela 6. Composicao quimica do bagaco de cana-de-aglcar com diversas granulometrias pré-
tratado com acido diluido (20 % m/m, a 121 °C/1 h).

Composic¢do quimica (%, massa seca)

Amostra — )
(mesh)
B?}%’;‘gfa'” 4225+202 2539+164  262+047  338+086 18,83+0,85 -
16 4360+6,56 1353+2,71 1,17 + 0,04 1,08 0,07 44,16 + 3,69 53,13+ 6,28
30 40,07+1,33 13,84 +2,26 1,31+0,34 0,69+0,23 4432+490 4933445
40 4135+0,48 13,95+ 4,46 1,36 + 0,28 - 42,89 + 2,31 57,07 + 2,64
50 41,62 +0,81 7,94 + 0,62 0,45 + 0,79 - 43,06+4,69  9540%295
Base* 39,26 + 0,57 5,40 + 0,48 1,46 + 0,36 - 40,80+1,06  80,40%594

* Base: material que passou pela peneira de 50 mesh; (-): ndo detectado ou determinado.

O bagaco in natura do presente trabalho apresentou contetdo de glucana de 42,25 %,
arabinana de 2,62 %, xilana de 25,39 % e acido acético de 3,38 % (Tabela 6). A composicdo
quimica do bagaco utilizado no presente trabalho foi proxima aos descritos na literatura. De
acordo com Oliveira et al. (2016), o bagaco de cana-de-acUcar in natura foi reportado com
composicao quimica de 24,07 % de xilana, 3,33 % de arabinana 2,12 % de acido acético e 33,25
% de glucana. Outros valores encontrados na literatura: 20,60 % xilana, 5,56 % arabinana, 38,90
% glucana (AGUILAR et al., 2002). Em outro estudo, os valores encontrados foram: 12,67 -
20,33 % de xilana, 1,73 - 2,77 % de arabinana e 32,60 - 40,70 % de glucana (BENJAMIN et
al., 2013).
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Considerando as fragdes 16, 30, 40, 50 mesh e a base, para a glucana, resultou em uma
variacdo de 43,60 % (bagaco 16 mesh) a 39,26 % (base). Os valores ficaram préximos da
glucana do bagaco in natura, que foi de 42,25 %, os valores entre as diferentes granulometrias
ficaram proximos entre si, sem seguir uma tendéncia em funcdo da granulometria.

Para xilana a variacdo do bagago 40 mesh foi de 13,95 % e de 5,40 % para a base, 0s
valores estes menores quando comparado com o bagaco in natura, que foi de 25,39 %. Porém,
houve uma tendéncia, conforme diminuiu o tamanho da particula, diminuiu também a
quantidade de xilana no material.

Para a arabinana foi possivel observar uma variacao de 1,46 % (base) a 0,45 % (bagaco
50 mesh), valores estes que ficaram abaixo do bagaco in natura, que foi de 3,38 %. Para estes
dados ndo houve uma tendéncia nos valores de polissacarideo, conforme a diminui¢do do
tamanho de particula. Para o acido acético a variacao foi de 1,08 % para 0 bagaco 16 mesh e
0,69 % para o bagaco 30 mesh, abaixo do valor de bagaco in natura, que foi de 2,62 %. Houve
uma tendéncia, conforme diminuiu o tamanho da particula, diminuiu também a quantidade de
acido acético no bagaco, sendo que nos meshs 40, 50 e base ndo foi detectado &cido acético.

A lignina apresentou variacao de 44,32 % (bagaco 30 mesh) a 40,80 % (base), sendo
que todos os valores das diferentes granulometrias ficaram acima do encontrado no bagago in
natura, que foi de 18,83 %. Para Melati, (2017) a variacdo no teor de celulose no bagaco de
cana-de-acUcar in natura pode variar de 35,00 a 54,87 %, para hemicelulose de 16,52 a 35,80
% e para a lignina de 14,10 a 26,20 %. Portanto o valor de lignina obtido no presente trabalho
(18,83 %), encontra-se dentro da variacdo da literatura. O bagaco de cana-de-agUcar proveniente
de uma usina de etanol/acucar é composto por fragmentos com diferentes tamanhos. Espera-se
que os valores de lignina nas fragdes mais internas (nd e entrend) sejam menores em
comparacao com a fracdo externa, ja que a fracéo externa é formada pelos tecidos mais expostos
a acOes externas e, portanto, devem ser mais resistentes a ataques de microrganismos, e agoes
naturais degradativas (EVERT, 2006). De fato, a fracdo externa, proxima a epiderme, apresenta
grande concentracdo de feixes vasculares, os quais sdo mais lignificados (BRIENZO et al.,
2016). O bagaco de cana-de-agucar é composto por regides como centro/medula, regido
intermediaria e periferia e possui feixes vasculares, que sdo estruturas recalcitrantes por
apresentar células altamente lignificadas e com parede celular espessas, 0 que se sugere entdo
a explicacdo do maior contetdo de lignina no material em estudo, tendo uma variacédo de 43,06
a 40,80 %.

A influéncia da severidade do pré-tratamento foi estudada nas alteragdes estruturais, no

teor de lignina e na hidrolise enziméatica de amostras de bagaco de cana-de-agUcar, sendo 0S
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materiais pré-tratados com &cido diluido com maior proporcdo de glucana e lignina nos
materiais pré-tratados (BRIENZO et al., 2017). Este resultado esta de acordo com o presente
trabalho (Tabela 6), onde ocorreu a remocao de hemiceluloses (arabinoxilana e grupo acetil)
em funcéo do pré-tratamento. A remocdo de arabinoxilana foi aumentada com um aumento de
severidade do pré-tratamento (88,1 a 97,6 %). No entanto, a remoc¢do de arabinoxilana na
biomassa foi ligeiramente inferior quando ndo foi utilizado acido em comparagdo com o
material pré-tratado com &cido diluido. Os valores de lignina e glucana no presente estudo foi
de 40 % e 60 % respectivamente; sendo estes maiores quando comparado com Brienzo et al.
(2017) que obteve valores de 20 a 33 % de lignina e 40 % para glucana. Ja para arabinana os
resultados foram semelhantes aos da severidade média estudada por Brienzo et al. (2017) da

ordemde 1 a2 %.

5.3 Extracdo de hemicelulose em meio alcalino

O pré-tratamento alcalino utiliza bases como hidroxidos de sédio (NaOH), potassio
(KOH), célcio (Ca(OH)2) e aménio (NH4OH). Este tipo de pré-tratamento provoca a quebra da
ligacdo éster, resultando na alteracdo da estrutura da lignina, diminuindo também a
cristalinidade da celulose e remocao parcial da hemicelulose. O pré-tratamento alcalino tem a
vantagem de ser eficiente na remocdo da lignina e tem baixa formacdo de inibidores
(QUINELATO, 2016).

A partir da extracdo da hemicelulose em meio alcalino (peréxido de hidrogénio 6 %
H>02 mlv, 25 °C/4 h), foi possivel obter o rendimento em xilana do bagaco de cana-de-agUcar

com diversas granulometrias, sua condutividade, sua solubilidade e cinzas, conforme tabela 7.

Tabela 7. Rendimento em xilana do pré-tratamento alcalino (peréxido de hidrogénio 6 % H20:
m/v, 25 °C/4 h) do bagaco de cana-de-aclcar com diversas granulometrias, sua condutividade,
solubilidade, cinzas e lignina total.

Amostra—  Rendimento Condutividade Solubilidade Cinzas Lignina Total
aberturada de extragdo (mS/cm) (%) (%) (%)
peneira (%)
16 36,18 + 3,32 20,70 £ 1,46 96,10 £ 1,84 2,58 £ 0,04 6,19 £ 3,49
30 37,84 +2724 20,17+0,70 97,80+0,42 1,20+0,70 5,28 +1,95
40 48,49 + 4,49 20,70+0,70  96,35+2,05 4,75%0,33 4,98 + 1,58
50 64,97 + 8,53 20,74+053 96,35+0,21 608+134 10,40+1,98
Base* 71,43 + 6,03 19,73+0,00 96,70+0,00 3,06 +0,82 4,73 £ 0,00



43

Tampao 10,46 + 0,00 - - -
citrato pH 5 -

Xilana 12,04 £ 0,00 69,70 £ 0,00 - -
comercial -

e Base: material que passou pela peneira de 50 mesh; (-) ndo aplicavel.

A xilana solubilizada do presente trabalho teve uma variacdo de 36,18 % (bagaco 16
mesh) a 71,43 % (bagaco base, material que passou pela peneira de 50 mesh). Observou-se que,
guanto menor o tamanho da particula, maior a quantidade de xilana solubilizada (Tabela 7).
Este resultado comprova a hip6tese deste trabalho, qual seria o efeito do tamanho de particula
na extragdo de hemicelulose.

Relatos de Sun et al. (2000), a extragdo de hemicelulose de palha de arroz previamente
pré-tratada com NaOH a 1,0 % a 55 °C por 2 h, e com tratamento seguinte de extracdo com
solucdo alcalina diluida sob condi¢des similares, mas na presenca e auséncia de peroxido (0,05
% a 45 °C por 12 h em pH 11,5) solubilizou 55 % das hemiceluloses originais e 27,0 % das
hemiceluloses residuais, respectivamente. Enquanto o tratamento da palha extraida com alcalis
0,5-5 % H20- liberou 49,3-74,3 % das hemiceluloses residuais originalmente presentes na
palha extraida com alcali. Ja a xilana solubilizada no presente estudo foi de 71,43 % (base),
ficando com rendimento maior do que o obtido por Sun et al. (2000).

Para maximizar a extracdo de hemicelulose, vérias condi¢bes de extracdo foram
estudadas e chegando a melhor condicdo como sendo: concentracdo de H2O2 de 6 % (m/v),
tempo de reacdo de 4 h, temperatura de 20 °C (Brienzo et al., 2009). Hemicelulose com 86 %
de rendimento com baixo teor de lignina (5,9 %) foi obtida com tratamento com 6 % de H20-
por 4 h e 20 °C. O maior rendimento de extracdo de xilana obtido no presente trabalho foi de
71,43 % para a o material retido na base, um pouco baixo do rendimento reportado na literatura,
nas mesmas condicdes de extracao.

Comparando a condutividade da solucdo de xilana comercial (birchwood) com as
amostras de xilana extraidas do bagaco de cana-de-actcar, com diversas granulometrias, com
peroxido de hidrogénio, conclui-se que houve formacéao de sal, NaCl (Tabela 7). A solucéo de
xilana comercial apresentou condutividade 60 % menor que a condutividade das amostras.
Excluindo a contribuicdo do tampao citrato a solucdo de xilana comercial apresentou baixa
condutividade comparada a solucdo das amostras extraidas do bagaco. Esta formacgéo de sal
ocorreu provavelmente durante o processo de neutralizacdo, no qual foi comparado o acido
sulfurico com o cloridrico. De fato, os experimentos neutralizados com acido sulfurico tendem

a formar sal, o que é influenciado também pela sua solubilidade. O processo de extracdo de
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hemicelulose conta com etapas de lavagem com etanol 70 % para separar a lignina e sal que
estdo em solucdo. Porém, estas lavagens ndo foram suficientes, sendo necessario aumentar o
numero de lavagens com etanol 70 %. Por outro lado, existe um esforco em diminuir estas
lavagens para reduzir custos de producdo (FIGUEIREDO et al., 2016). Experimentos utilizando
acido cloridrico na neutralizagdo ndo levou a formagdo de sal, resultando em um material de
interesse para este trabalho.

E desejavel que a hemicelulose tenha alta solubilidade, portanto foi realizada analise de
solubilidade com as amostras extraidas em meio alcalino (Tabela 7). A solubilidade da
hemicelulose pode afetar suas aplica¢des, como por exemplo, na hidrélise enzimatica para
producdo de xilo-oligossacarideos. Todas as amostras analisadas obtiveram solubilidade acima
de 96 %. Portanto, quando comparada a solubilidade da hemicelulose extraida com a da xilana
comercial, observou-se que as amostras de xilana em estudo resultaram em maior solubilidade.

O teor de cinzas obtido no presente trabalho foi de 2,58 % para o bagago 16 mesh; 1,20
% para o0 bagaco 30 mesh; 4,75 % para o bagaco 40 mesh; 6,08 % para o bagaco 50 mesh e 3,06
% para 0 bagaco base (Tabela 7). O teor de cinzas fornece informacgdes da quantidade de
substancias inorganicas ainda presentes na biomassa. As cinzas sdo constituidas basicamente
por sulfatos, oxalatos, carbonatos e silicatos, tendo como contra-ions mais comuns célcio,
potéssio, magnésio e manganés (CURVELO, 1992). No caso do material extraido acredita-se
que a cinza seja proveniente da formacao de sal.

Quanto a lignina total, na extracdo da hemicelulose com peréxido de hidrogénio 6 mol/L
a variacdo foi de 4,73 % (base) a 10,40 % (50 mesh). Para Figueiredo et al., (2016), numa
extracdo de hemicelulose com KOH, foi encontrado 25,2% de lignina total. O valor encontrado
no presente trabalho ficou abaixo do encontrado na literatura. Para Sun et al., (2000), o rendimento
de lignina (% de matéria seca) solubilizada durante o tratamento da palha de arroz com NaOH
a1 %, obtida por extragéo 5 % H202 a 45 °C por 12 hem pH 11,5 foi de 4,50 %, ficando préximo
do bagaco 30 mesh, que foi de 5,28 %. J& para Brienzo et al., (2009), nas mesmas condi¢des
utilizadas no presente trabalho, foi encontrado 5,9 % de lignina, ficando proximo do bagaco 30
mesh, que foi de 5,28 %.

5.4 Residuo solido pré-tratamento alcalino

O residuo rico em celulose gerado do pré-tratamento alcalino, com peroxido de
hidrogénio foi caracterizado quanto a sua composi¢ao quimica quanto ao conteudo de glucana,

xilana, arabinana, acido acético e lignina.
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Houve uma tendéncia nos valores obtidos de glucana, conforme diminuiu o tamanho de
particula, aumentou o teor desse polissacarideo no bagago pré-tratado. Os valores variaram de
44,28 % (bagaco 16 mesh) a 66,70 % (bagaco 50 mesh). Para os materiais pré-tratados retidos
em peneiras de 40, 50 mesh e base ficaram acima do valor encontrado para o bagaco in natura,
16 e 30 mesh (Tabela 8).

Tabela 8. Composicdo quimica do bagaco de cana-de-aglUcar pré-tratado em meio alcalino
(perdéxido de hidrogénio 6 % H202 m/v, 25 °C/4 h) com diversas granulometrias quanto ao
conteddo de glucana, xilana, arabinana, acido acético e lignina.

Composic¢do quimica (%, massa seca)

Amostra — Glucana Xilana Arabinana Acido Lignina Recuperacéo
abertura da acético Total de massa
peneira
(mesh)
B0 42254202 2539164 262:047 338086 00O -

16 4428+2,13 2123+1,95 3,28+0,12 2,38+0,45 16,10+4,75 71,90+ 1,30

30 47,68+131 2045+121 411+049 058+0,02 1568+ 1,53 72,40 2,20

40 61,49+1,18 1686+156 2,64+1,13 - 17,68 + 6,48 68,90 + 2,10

50 66,70+ 1,25 11,12+146 1,36+0,04 - 13,16 £ 9,37 61,00+ 1,20

Base 66,24+205 1150+097 0,12+0,00 - 15,88 + 3,32 51,80+ 0,00

e Base: material que passou pela peneira de 50 mesh; (-) ndo detectado.

O conteldo de xilana variou de 21,23 % (bagaco pré-tratado 16 mesh) e 11,20 % (bagaco
pré-tratado 50 mesh), os valores seguiram uma tendéncia, quanto menor o tamanho da particula,
menor o valor de xilana encontrado. O bagaco in natura apresentou 25,39 % de Xxilana os
bagacos de maiores meshs 16 e 30, ficaram com valores proximos ao do bagaco in natura pré-
tratado, 21,23 e 20,45 %, respectivamente. Para a arabinana a variagéo foi de 0,12 % para a
base (material pré-tratado que passou pela peneira de 50 mesh) a 4,11 % (bagaco pré-tratado
30 mesh). Os valores ndo seguiram uma tendéncia, com a diminui¢do do tamanho de particula.
O bagaco pré-tratado 40 mesh, 2,64 %, ficou com o valor semelhante do bagaco in natura 2,62
%. Para o acido acético a variacao foi de 0,58 % (bagaco pre-tratado 30 mesh) a 2,38 % (bagaco
pré-tratado 16 mesh) sendo que os bagacos pré-tratados 40, 50 mesh e base ndo apresentaram
presenca de acido acético. O bagaco in natura pre-tratado apresentou 3,38 % de acido acético,
acima das fragdes analisadas.

A lignina variou de 13,16 % (bagaco preé-tratado 50 mesh) a 17,68 % (bagaco pré-tratado
40 mesh), os valores ndo seguiram uma tendéncia com a diminui¢do do tamanho de particula.
A lignina do bagagco in natura ficou um pouco acima dos valores das fragdes pré-tratadas, 18,83
%. O método Klason (THEANDER; WESTERLUND, 1986) pode ser utilizado para obtencéo

da lignina pelo isolamento como residuo, utilizando uma hidrolise acida, onde os
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polissacarideos sdo removidos e a lignina é liberada como um residuo. No isolamento como
derivado, sdo liberados produtos solGveis durante o tratamento com determinados reagentes, e
estes produtos sdo separados ao final da reacdo (FENGEL; WEGENER, 1984).

As condicBes 6timas para o0 pre-tratamento com peroxido alcalino do bagaco de cana-
de-agUcar foram definidas como: temperatura de 60 °C, concentragdo de H202 de 2 %, MgSOs
de 0,5 % e tempo de 4 h (MONTE et al., 2011). Esse pré-tratamento foi confirmado como
efetivo para recuperacdo da celulose e para remover a lignina e solubilizar a hemicelulose.
Sendo que nestas condicdes a porcentagem de celulose convertida foi de 58,8 %, e no presente
trabalho de 66,70 % para 0 bagaco com granulometria de 50 mesh, ficando acima do encontrado

na literatura.

5.5 Hidrodlise enzimética

Para que ocorra a hidrolise enzimatica, se faz necessaria uma interagdo entre as enzimas
atuantes do processo, e, no caso dos materiais lignoceluldsicos, com a celulose, para que haja
interacdo é necessario haver exposicdo. Portanto, quanto maior a superficie de contato, ou seja,
a superficie da celulose acessivel as enzimas, mais rapida serd a reacdo, levando
consequentemente a uma maior taxa de conversdo em glicose (MENG; RAGAUSKAS, 2014).
As figuras 14 e 15 mostram os rendimentos de glicose na hidrdlise enziméatica com pré-

tratamento acido e alcalino, respectivamente.
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Figura 14. Rendimento em glicose na hidrdlise enzimatica (12 FPU/g de substrato) das fracoes
de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratadas com &cido diluido (20 %, m/m, a 121 °C/30 min).
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Figura 15. Rendimento em glicose na hidrolise enzimatica (12 FPU/g de substrato) das fracbes
de bagaco de cana-de-agucar pré-tratadas com peroxido de hidrogénio 6 % H20. m/v, 25 °C/4
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Para o bagaco 16 mesh o rendimento de glicose foi de 19,11 % para o0 pre-tratamento
acido e de 23,85 % para o alcalino. J& para o bagago 30 mesh o rendimento de glicose foi de
34,71 % para o pré-tratamento acido e de 56,70 % para o alcalino. Para o bagaco 40 mesh, o
rendimento de glicose foi de 32,08 % para o pre-tratamento acido e de 59,54 % para o alcalino.
Para 0 bagaco 50 mesh, o rendimento de glicose foi de 32,11 % para o0 pré-tratamento acido e

de 65,37 % para o alcalino. Para o bagaco retido na base o rendimento de glicose para o pre-
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tratamento &cido foi de 26,08 % e de 64,53 % para o alcalino. Comparando o rendimento em
glicose na hidrélise enziméatica (12 FPU/g de substrato) das fracBes de bagaco de cana-de-
acucar pré-tratadas com &cido diluido (20 %, m/m, a 121°C/30 min), com o rendimento em
glicose na hidrélise enzimatica das fracfes pre-tratadas com perdxido de hidrogénio (6 % H20:
m/v, 25° C/4 h), observou-se que o pré-tratamento alcalino resultou em maior rendimento em
glicose para todas as fragdes/granulometrias estudadas (16, 30, 40, 50 e base). Os resultados do
presente trabalho ndo seguiram uma tendéncia no rendimento de glicose, conforme a
diminuicdo de tamanho de particula, sendo que o bagaco 30 mesh foi o que teve maior
rendimento para o pré-tratamento acido. Ja para o pré-tratamento alcalino, seguiu uma
tendéncia do bagaco 16 mesh até o 50 mesh.

Estudando a acdo do pré-tratamento com acido sulfurico diluido em hibridos de cana-
de-acucar e seus efeitos na conversdo enzimatica da glucana, Santos (2015), observou que, 0s
rendimentos de conversdo de glucana das amostras tenderam a aumentar de acordo com a
severidade do pré-tratamento aplicada a trés hibridos de cana. Contudo, foi observado que 0s
rendimentos de conversao ndo diferiram substancialmente entre algumas amostras dos hibridos
H89 (ndo tratado e 20 min), H140 (60 e 90 min) e H321 (40 e 60 min). Provavelmente, este
resultado se deve a semelhanga entre a composicao quimica das amostras, pois as condi¢des de
pré-tratamento nao foram suficientemente eficientes para ocasionar mudancas significativas, a
ponto de diferir os rendimentos de conversao. No presente trabalho, para o pré-tratamento acido
a variacdo foi de 19,11 % para o bagaco 16 mesh a 34,71 % para o bagaco 30 mesh (Figura 13).
Esses valores estdo abaixo dos valores maximos obtidos por Santos, (2015), porém deve ser
levado em consideracdo que este autor utilizou 72 h de hidrolise, ja no presente estudo foi
utilizado 24 h. O presente trabalho utilizou 12 FPU/g como carga de enzima, enquanto que o
trabalho da literatura utilizou 10 FPU/g.

Um estudo dos procedimentos de pré-tratamento do bagago de cana-de-aglcar com
hidroxido de calcio ou peroxido de hidrogénio alcalino para producéo de etanol foram avaliados
e comparados, por Rabelo et al. (2007). Os experimentos foram realizados utilizando o bagaco
de cana-de-acucar, pois ele vem de uma fabrica de alcool/agucar e bagaco, no tamanho,
variando de 0,248 a 1,397 mm (12 a 60 mesh). Particulas menores foram desprezadas por
conterem principalmente areia. Os testes realizados mostraram que o desempenho da hidrélise
de bagaco pré-tratado com perdxido alcalino é melhor para o bagago ndo peneirado, quando o
acucar de interesse € a glicose. Considerando a condigéo de hidrélise enzimatica de 65 °C/24 h
o rendimento foi de 68 %, no presente trabalho o tempo foi 0 mesmo utilizado por Rabelo et

al., porém a temperatura foi de 50 °C, o rendimento mais proximo da literatura foi do bagaco
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50 mesh, 65,37 %.

Monte (2011), estudnado sobre a utilizag&o de suco de caule de abacaxi para aumentar
a eficiéncia hidrolitica da enzima no bagaco de cana apds um pré-tratamento otimizado com
perdxido alcalino. A hidrdlise enzimatica do bagago de cana-de-acucar foi investigada tratando-
se um bagaco de perdxido e alcalina com suco de caule de abacaxi, xilanase e celulase. As
respostas avaliadas foram o rendimento de celobiose e glicose liberada do bagago pré-tratado
apos hidrolise enzimatica. Os resultados mostram que a maior conversdo enzimatica foi obtida
para o bagaco usando 2 % de perdxido de hidrogénio a 60° C por 16 h na presenca de 0,5 % de
sulfato de magnésio. O bagaco (5 %) foi tratado com extrato de caule de abacaxi, que contém
misturas de protease e esterase, em combinagdo com xilanase e celulase. Observou-se que a
quantidade de glicose e celobiose liberada do bagaco aumentou com a mistura de enzimas.
Acredita-se que as enzimas presentes nos extratos de abacaxi sejam capazes de hidrolisar
ligacGes especificas que facilitem a acéo da digestdo das enzimas das paredes celulares das
plantas. Isso aumenta a quantidade de glicose e outras hexoses que sdo liberadas durante o
tratamento enzimatico e também reduz a quantidade de celulase necessaria em uma hidrolise

tipica.
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6. CONCLUSOES

Considerando-se a metodologia empregada, os resultados obtidos permitem concluir que:
a granulometria do bagaco de cana-de-agucar tem influéncia na extracdo/solubilizacdo de
hemicelulose na forma de macromolécula (xilana) e monossacarideo (xilose). No rendimento
em xilana do pré-tratamento alcalino, observou-se que, quanto menor o tamanho da particula,
maior a quantidade de xilana solubilizada. Isso comprova a hipdtese deste trabalho, que, menor
tamanho de particula poderia resultar em maior extracdo de hemicelulose. Considerando como
uma caracteristica importante da hemicelulose, todas as amostras apresentaram solubilidade
acima de 96 %.

O residuo rico em celulose do pré-tratamento alcalino, com peréxido de hidrogénio foi
caracterizado quanto a sua composi¢do quimica, observando uma tendéncia nos valores de
glucana, conforme diminuiu o tamanho de particula, aumentou o teor desse polissacarideo no
bagaco pré-tratado. J& para o material solido, rico em celulose, resultante do pré-tratamento
acido diluido os valores de glucana nao seguiram uma tendéncia.

A hidrélise enziméatica do material pré-tratado em meio alcalino resultou em maior
rendimento em glicose para todas as fragdes/granulometrias estudadas, mostrando tendéncia
em aumento com diminuic¢do da granulometria. Deste modo, um aproveitamento em conjunto

da hemicelulose e celulose pode ocorrer com pré-tratamento alcalino.
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