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RESUMO

A conversao da biomassa, onde ha a desconstru¢cao do material lignoceluldsico
em diversos produtos de valor econdmico industrial, pode gerar combustiveis,
solventes, produtos quimicos, e produtos farmacéuticos. Para melhor aproveitar
essa biomassa, moagem e pré-tratamentos podem ser usados para alterar a
estrutura do material lignoceluldsico, e remover lignina e hemicelulose, expondo a
celulose e aumentando sua acessibilidade, o que resulta em uma melhor
digestibilidade enzimatica. Além do fornecimento de variados produtos, a
biomassa € renovavel, sendo assim, € uma solucao para a diminuicdo dos danos
ao meio ambiente oriundos da geracdo de residuos. Neste contexto, este estudo
teve como objetivo identificar o efeito da auto-hidrélise e da hidrélise com &cido
sulfarico e acido acético no bagaco de cana-de-agucar, e analisar sua influéncia
na sacarificacdo enzimatica. As amostras pré-tratadas foram caracterizadas
guimicamente para determinagdo do teor de lignina e posteriormente utilizadas no
processo de hidrdlise enzimatica com a enzima Celic CTec2 (Novozymes), que é
eficiente na conversdo de carboidratos de materiais lignocelulésicos em acucar
fermentavel. Para quantificacdo do teor de glicose presente no hidrolisado obtido
na hidrélise enzimatica foi feita uma analise pelo método DNS. As fracfes
estudadas perderam massa apos passarem pelo tratamento acido, de acordo com
0 aumento da concentracdo desses reagente e da solubilizacdo da lignina,
provocando aumento na acessibilidade a celulose, sendo assim, no material pré-
tratado com acido diluido houve uma melhor eficiéncia na acdo das enzimas na
hidrélise enzimatica do que haveria no material in natura. A caracterizacao
quimica apontou um teor de lignina de em média 21,93 % nas amostras auto-
hidrolisadas, esse valor aumentou nas amostras pré-tratadas com acido diluido,
chegando a uma média de 23,85 % nas com acido acético, e alcancando seus
valores com acido sulfurico, por volta de 29,14 % em média. Os resultados da
hidrélise enzimatica demonstraram uma quantia média de 33,28 mg/g de glicose
nas biomassas que passaram por auto-hidrolise. Os resultados obtidos das
amostras que passaram por pré-tratamento com acido acético e acido sulfurico
diluido foram 38,62 mg/g e 39,36 mg/g em média, respectivamente. Os melhores
valores obtidos com as amostras pré-tratadas por auto-hidrélise tiveram principal
relacdo com o fator do tempo do procedimento. Nas amostras pré-tratadas com
acido diluido as condicdes de maior relevancia aos melhores rendimentos foram a
alta concentracdo de acido e alta temperatura em que foram submetidas.

Palavras-chave: Pré-tratamento, acido, hidrdlise enzimatica, caracterizacéo

guimica, cana-de-acucar, biomassa.



ABSTRACT

The conversion of biomass deconstructs the lignocellulosic material in various
products of industrial economic value, that can generate fuels, solvents, and
chemicals and pharmaceuticals products. To better exploit this biomass, milling
and pre-treatments can be used to alter the structure of the lignocellulosic material,
and remove lignin and hemicellulose, exposing the cellulose and increasing its
accessibility, resulting in a better enzymatic digestibility. Besides supply these
severage products, the biomass is renewable, thus it is a solution to reduce
environmental damage from waste generation. In this context, this study aimed to
identify the effect of sulfuric and acetic acid on the chemical composition of
lignocellulosic biomass, and to analyze its influence on enzymatic saccharification.
The pretreated samples were chemically characterized to determine the lignin
content and later were used in the enzymatic hydrolysis process with the Celic
CTec2 (Novozymes) enzyme, which is efficient at converting carbohydrates from
lignocellulosic materials into fermentable sugar. The quantity of glucose present in
the hydrolyzate obtained in the enzymatic hydrolysis was analysed by the DNS
method. The fractions studied lost mass after the acid treatment, according to the
increase of the reagent concentration and the solubilization of lignin, provoking an
increase in the cellulose accessibility, thus, in the pretreated material with acid
there is a better efficiency in the action of enzymes in enzymatic hydrolysis than in
materials in natura. The chemical characterization indicated an average lignin
content of 21,93 % in the self-hydrolysed samples, this value increased in the
samples pretreated with diluted acid, reaching an average of 23,85 % in the acetic
acid samples, reaching best values with sulfuric acid, around 29,14 % on average.
The results of enzymatic hydrolysis showed an average amount of 33,28 mg/g of
glucose in biomasses self-hydrolysed. The results obtained from samples that
were pretreated with acetic acid and diluted sulfuric acid were 38,62 mg/g and
39,36 mg/g on average, respectively. The best values obtained with the samples
pre-treated by self-hydrolysis were related to the time factor of the procedure. In
the samples pretreated with dilute acid the most relevant conditions to the best
yields were the high acid concentration and the high temperature at which they
were submitted.

Keywords: pretreatment, acid, enzymatic hydrolysis, chemical characterization,
sugarcane, biomass.
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1. INTRODUCAO

A evolucdo do agronegdcio provocou uma expansdo do consumo de
recursos e da geracdo de residuos nas atividades agropecuarias e agroindustriais.
A sobrecarga ambiental esta intensificando problemas como a destruicdo da
camada de oz06nio, o aquecimento global, a diminuicdo da biodiversidade, dentre
outros impactos locais, regionais, e mundiais. O sistema de desenvolvimento atual
demanda uma revolugédo desse modelo deficiente devido a sua desarmonia a uma
sociedade sustentavel (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2000). Dessa forma,
h& um crescente interesse na valorizacdo dos residuos agroindustriais e em suas
oportunidades de avanco para o negécio agropecuario (ROSA et al., 2011).

A biomassa é um recurso renovavel obtido de matéria orgénica. Tem como
vantagem o fato de possuir baixo custo para obtencao, ser renovavel, reaproveitar
residuos, e gerar combustiveis menos poluentes do que os combustiveis fosseis
(AGENCIA NACIONAL DE ENERGIA ELETRICA, 2008).

Atraveés da conversao da biomassa em recursos renovaveis como celulose,
hemicelulose, lignina, pectina, taninos, amido, acidos graxos, colageno, quitosana,
corantes naturais, entre outros, a biorrefinaria gera energia e produtos de valor
agregado, minimizando assim os impactos ambientais, e maximizando a utilizacao
desses recursos considerando o ciclo de vida dos produtos (FERNANDO et al.,
2006).

A celulose é um polissacarideo de glicose, com estrutura rigida e resistente
a hidrdlise, sendo assim um impasse para as aplicacbes do uso de biomassas
(DING; HIMMEL, 2006). A hemicelulose é um polissacarideo mais suscetivel a
hidrolise se comparado a celulose, pois apresenta menor grau de polimerizacao
(FENGEL; WEGENER, 1989). A lignina € uma substancia hidrofébica, com
estrutura mais complexa que 0s outros componentes, o que prejudica 0 processe
de sacarificacdo, sendo assim sua remocao € necessaria para facilitar a hidrolise
da celulose (CHANG; HOLTZAPPLE, 2000). Estas macromoléculas apresentam

interesse industrial, pois sdo matéria prima para diversos produtos.



Neste contexto, a finalidade deste estudo foi analisar a influéncia da auto-
hidrélise e da hidrdlise com &cido sulfarico e acético no pré-tratamento do bagaco
de cana-de-agucar, através de caracterizagcdes quimicas. As amostras foram
submetidas a hidrélise enzimatica com o objetivo de quebrar a cadeia de celulose
em glicose, acucar fermentavel de interesse no processo de producédo de etanol

celulésico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Material lignocelulésico

Os materiais lignocelulésicos sao recursos renovaveis que podem ser
usados para obtencdo de produtos e de energia. Sua transformacdo ocorre de
forma mais sustentavel do que com outras matérias-primas, podendo-se obter
cimento, adesivos, lubrificantes, graxas, racdes de animais, papéis, entre outros. A
biomassa lignocelulésica é particularmente adequada devido a sua disponibilidade
em larga escala, baixo custo, e producdo ambientalmente benigna. Muitos ciclos
de producédo e utilizacdo de energia pela biomassa celuldsica tém emissdes de
gases de efeito estufa préxima de zero em seu ciclo de vida (BRODEUR et al.,
2011).

No entanto a celulose, a hemicelulose, e a lignina, principais componentes
da biomassa vegetal sdo arranjadas de forma que a estrutura seja altamente
recalcitrante, o que dificulta processos fermentativos, e a conversao do material
(CANILHA et al., 2011).

A recalcitrancia ocorre devido a capacidade da estrutura quimica e
morfolégica da lignocelulose proteger seus carboidratos da acdo de
microrganismos ou de suas enzimas, portanto mesmo com um pré-tratamento, o
material lignocelulésico requer 100 vezes mais enzimas para completar a
sacarificacdo do que o amido, por exemplo (VINZANT et al., 2005).

O material lignocelulésico € altamente heterogéneo, o bagaco de cana-de-
acucar por exemplo é composto por aproximadamente 14 a 26 % de lignina, 35 a
54 % de celulose, e 16 a 35 % de hemicelulose (Figura 1). A celulose e a
hemicelulose estdo presentes como polissacarideos, e precisam ser hidrolisados,
por acidos ou enzimas para se tornarem disponiveis a fermentacdo. Além disso,
0s polissacarideos sdo bem organizados em associacdo com a lignina na parede
da célula, com propriedades fisico-quimicas influenciando a recalcitrancia do
material (MELATI et al., 2017).



Figura 1 — Estrutura do material lignocelulésico.

Biomassa lignocelulésica

Fonte: KONDO, 1997.
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Através de pré-tratamentos, como os com &cido diluido, alcalinos, entre
outros, os componentes da biomassa podem ser separados, liberando aguUcares
fermentaveis como xilose, arabinose e glicose, e tornando a celulose (presente no
material pré-tratado) mais acessivel a acdo de enzimas celuloliticas. Este
processamento da biomassa tem alto custo, portanto € extremamente importante
estudos que busquem uma alternativa mais eficaz e barata (CANILHA et al.,
2011).

2.2 Celulose

A celulose tem uma cadeia linear ndo ramificada, formada por unidades de
D-glicose ligadas por ligagbes glicosidicas B (1—4) (Figura 2) (CALIARI et al.,
2017). Nas paredes celulares das plantas sdo organizadas na forma de longas
microfibrilas que resultam em extensas fibras (SOMERVILLE, 2006).

Figura 2 — Estrutura da celulose.

| HO HO
H 0 H 0 o\
H H
NONOH  H 0 OH H
0 H H
I H OH H OH

Fonte: NISHIYAMA et al., 2002.

A celulose estd associada a outros componentes como a hemicelulose,
pectina, proteinas e lignina na parede celular vegetal (DAVISON et al., 2013). As
moléculas de hemicelulose estruturam as fribras da celulose, e a lignina preenche

0S espacos entre estes polissacarideos (PAGE, 1976).
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Uma das propriedades importantes da celulose € a cristalinidade, pois ela
possui regides amorfas e cristalinas que possuem diferentes caracteristicas. As
regides cristalinas séo formadas por microfibras unidas por ligacdes de hidrogénio
ao longo do seu comprimento, de forma melhor organizada do que nas regides
amorfas (Figura 3) (CALIARI et al., 2017; LAUREANO-PEREZ et al., 2005). As
regides amorfas sdo formadas pela ma formacao da estrutura devido a alteragcéo
no processo de cristalizacdo, sendo denominadas também como regides em que a
cristalizag&o foi defeituosa (SILVA, D. J.; D’ALMEIDA, M. L. O., 2009). E composta
por ligagdes [-1,4 entre as unidades de glicopiranoses (ADITIVOS &
INGREDIENTES, 2018). As liga¢cOes de hidrogénio entre as cadeias de celulose
aumentam a recalcitrancia e a resisténcia a acdo de enzimas, ou seja, diminui a
digestibilidade da celulose (ZHU et al., 2008).

Figura 3 — Microfibras da celulose vegetal.

Regiao
Cristalina

Regiao
Amorfa"

Fonte: ULLMANN, 2010.

O grau de polimerizacdo também pode dificultar a acdo de enzimas, pois
guanto maior a cadeia, menor a digestibilidade da enzima devido a estrutura maior
e mais resistente (ZHU et al., 2008).

A celulose pode ser empregada na producdo de biocombustiveis, na
industria alimenticia, na producéo de fibras, cosméticos, madeira, filmes, papéis,

adesivos, plasticos, tintas, revestimentos, entre outros (GUERRIERO et al., 2016).



2.3 Hemicelulose

A hemicelulose é uma classe de carboidratos com composicao e estruturas
diversas conforme o tipo de planta. Sdo polissacarideos de estrutura amorfa, com
cadeia de grupos pendentes, podendo conter pentoses (-D-xilose, a-Larabinose),
hexoses (B-D-manose, B-D-glicose, a-D-galactose) e &cidos urbénicos (Figura 4), e

representa até 35% da massa do material lignocelulésico (TRAJANO et al., 2013).

Figura 4 — AgUcares presentes como componentes das hemiceluloses.

H
H_/—O0H
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B-D-glucose

Devido a estas caracteristicas, sua estrutura oferece menor resisténcia do
gue a celulose a processo de conversdo, como pré-tratamentos quimicos. As
microfibrilas de celulose ficam inseridas na hemicelulose na parede celular, isso
acontece pois as cadeias de hemicelulose interagem com as fibrilas de celulose
formando ligacdes nao-covalentes (DAVISON et al.,, 2013). As ramificacbes e

modificacdes estruturais da hemicelulose n&o permitem a formacdo de
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Fonte: ARAUJO et al., 2013.

microfibrilas (COSGROVE, 2005).

a-L-arabinosefuranose
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As hemiceluloses sao utilizadas na producdo de enzimas, de produtos de
fermentacdo como solventes, racdo para animais, revestimentos, adesivos,
remeédios, aditivos plasticos, impressdes téxteis, e nano particulas (GUERRIERO
et al., 2016).

2.4 Lignina

A liginina € uma macromolécula polifendlica interligada a hemicelulose que
envolve parcialmente os polissacarideos e as microfibrilas da celulose na parede
celular das plantas. E formada por compostos fenolicos como p-hidroxifenil,
guaiacil, e siringil (Figura 5) (ARGYROPOULOS et al., 1998). Proporciona suporte
mecanico e elastico para a planta, facilita o transporte de agua e nutrientes, e

dificulta a entrada de patogenos microbianos (DAVISON et al., 2013).

Figura 5 — Estruturas parciais dos componentes lignocelulésicos e
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Fonte: FERREIRA et al., 2009.
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O material lignocelulésico é composto por uma quantidade de lignina
varidvel, e nota-se que ela é mais abundante em plantas lenhosas, garantindo
maior resisténcia (SAAKE et al., 2007; PALONEN, 2004). Essa resisténcia é o
principal fator que interfere na acessibilidade a celulose, pois ela atua como um
obstaculo fisico e quimico que barra a acdo das enzimas celuloliticas (LU et al.,
2002).

Os estudos buscam a remocdo ou modificagdo da lignina para que ela
permita acesso a celulose, através de pré-tratamentos e lavagem do material ou
pela adicdo de elementos para reagles, essas abordagens sdo utilizadas como
forma de tentar solucionar o problema da recalcitrancia (WANG et al., 2013).

Apesar de ndo ser desejavel em processos de conversdo da celulose, a
lignina pode ser utilizada na producéo de aditivos de cimento, antioxidantes, nano
tubos de carbono, resinas, aditivos de combustiveis, lubrificantes, emulsificantes,
floculantes, dispersantes, tintas, corantes, e graxas (Figura 6) (GUERRIERO et al.,
2016).

Figura 6 — Componentes produzidos da lignina para uso e aplicacao.

L|gl"liﬁ35
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ey » P Resinas Fenaol- s de Sintese
Fenol & Acida Formaldeido
Acdlico
Procesaos el
pxacdanivos
¥ ¥
Fenol, Vaniling e M etanol
Lignina Oxidada

Fonte: GONCALVES, 2000.
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2.5 Pré-tratamento

Uma variedade de tipos de moagens podem ser utilizadas como um passo
anterior ao pré-tratamento. A moagem também pode ser aplicada como um
método de pré-tratamento, pois o material lignocelulésico € moido com a
finalidade de reduzir o tamanho das particulas e aumentar a superficie de contato,
podendo aumentar o rendimento da hidrélise enziméatica (TAHERZADEH et al.,
2008). Entretanto, métodos que provocam tal efeito consomem muita energia, e
sdo considerados inviaveis e escala industrial devido ao custo. A reducdo na
organizacdo das fibras de celulose é desejavel (DA SILVA et al.,, 2013), pois
diminuiria a recalcitrancia do material lignocelulésico.

Os moinhos mais utilizados sé&o o de bolas, que usa esferas de diferentes
tamanhos e materiais gerando cortes e impactos na biomassa para produzir
material em po (LIN et al., 2010) e o de discos, que esmaga a biomassa entre
cortes e usa chapas serradas, com pontas ou sulcos, para desestruturar a
biomassa (HIDENO et al., 2009).

Os pré-tratamentos no geral tém como funcdo desestruturar o material e
remover/modificar componentes da biomassa. Existem varios tipos de pré-
tratamentos, como os acidos, alcalinos, ozondlise, biologicos, explosdes a vapor.
Entretanto, este estudo foca na auto-hidrolise, e na hidrolise com acidos diluidos.
Os custos e complexidade desses métodos variam e devem ser levados em
consideracdo, pois é comum que sejam necessarios em larga escala. Pré-
tratamentos que removem a hemicelulose, e removem ou modificam a estrutura
da lignina, sdo importantes para expor a celulose, aumentando a sua
acessibilidade (Figura 7) (BRIENZO et al., 2017, 2015).
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Figura 7 — Separagédo dos principais componentes da biomassa.

Material
Lignocelulésico

Hemicelulose

Pre-Tratamento P! (pentoses + hexoses)

(auto-hidrolise/pré-hidrolise)

Y OH"ou solv. organicos
Hidrolise 4 (deslignificagdo)

Acida
Celulose + Lignina Solugdo

Clicose (celulignina) Pl de lignina
(Celuloses)

Lignina Celulose

Fonte: PEREIRA et al., 2008.

A eficiéncia do pré-tratamento € avaliada baseada no desempenho da
hidrélise. Em geral, um bom pré-tratamento proporciona altos rendimentos e taxas
de hidrdlise, ndo gera inibidores da fermentacéo, tem baixo custo, ndo apresenta
perda de carboidratos ou degradacdo da biomassa, possibilita a recuperacédo da
lignina e consome pouca energia (BALAT et al., 2008; SILVA et al. 2013).

Apesar de alguns pré-tratamentos fornecerem altos rendimentos de
hidrdlise, outros apresentam uma série de desvantagens, devido a producao de
inibidores da fermentacao, geracdo de efluentes, ou alto gasto energético (MORO
et al., 2015).

2.6 Auto-hidrolise

Os Uunicos reagentes no processo de auto-hidrolise sédo a biomassa e agua,
e 0s equipamentos especificos necessarios operam em altas temperaturas e em
diferentes periodos de tempo (BATALHA et al., 2015).
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O procedimento de auto-hidrélise do material lignoceluldsico € considerado
como um resultado dos grupos acetil liberados da hemicelulose. A ionizagcdo da
agua age como catalisador em altas concentracBes e temperaturas, fornecendo
um meio eficaz para a hidrolise &cida, e perturbando a estrutura fisica
lignocelulésica devido a alta presséo, o que resulta na reducéo da cristalinidade e
da polimerizacéo (LEI et al., 2013).

Neste pré-tratamento a hemicelulose pode ser parcialmente removida, o
gque leva ao aumento na acessibilidade a celulose, melhorando assim a
digestibilidade enzimatica.

O uso de agua e altas temperaturas ao invés da utilizacdo de produtos

quimicos € uma alternativa mais ecologicamente correta (LEI et al., 2013).
2.7 Acido diluido

O pré-tratamento acido da biomassa lignocelulosica modifica a estrutura do
material para posteriormente ser submetido a hidrélise enzimatica. A eficiéncia
desse processo depende da concentracdo do acido, da razdo solido/liquido e da
temperatura (BEHERA et al.,, 2014). Os acidos mais utilizados sdo o éacido
sulfurico, cloridrico, nitrico, fluoridrico, etanoico ou fosforico (ASGHER et al., 2013;
AGUILAR et al., 2002), que quando concentrados sdo extremamente toxicos e
perigosos, e necessitam de um manuseio especial durante e apds o0 processo.
Sendo assim, surgiu a alternativa de estudos com &acidos diluidos em altas
temperaturas (LISSENS et al., 2004; ZHENG et al., 1996; XIAO et al., 2011; HAO
et al., 2012; CARERE et al., 2008; TABIL et al., 2011; MOSIER et al., 2005; DADI
et al., 2006).
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Os &cidos diluidos podem ser usados como catalisadores de uma hidrélise
limitada chamada pré-hidrélise, que consiste na hidrolise da hemicelulose,
principalmente da xilana, devido as ligagdes das hemiceluloses serem mais fracas.
Isso ocorre através do rompimento da regido amorfa, restando assim fracdes de
celulose e lignina, pois apesar de perturbar a estrutura, o polissacarideo ndo é
solubilizado, mantendo-as inalteradas (AGUILAR et al.,, 2002; BEHERA et al.,
2014; ANWARA et al., 2014). Esse processo libera protons que quebram as
ligacbes éter heterociclicas entre os monbémeros de aclUcar nas cadeias
poliméricas formadas pelas hemiceluloses e pela celulose, resultando em varios
compostos, principalmente acucares como xilose, glicose, arabinose, acido
aceético, e outros como oligdbmeros, e produtos de degradacao (furfural) (AGUILAR
et al., 2002).

O pré-tratamento com acido diluido entdo remove a parte amorfa da
biomassa (principalmente arabinoxilana) restando o material pré-tratado
enriquecido com celulose. O procedimento causa varias modificacdes na estrutura
e na composicdo dos materiais pré-tratados através da remocdo das
hemiceluloses e alteracdo da estrutura da lignina (Figura 8) (BRIENZO et al.,
2017).

Figura 8 — Alteracdes estruturais causadas pelo pré-tratamento.

Fonte: MOSIER et al., 2005.
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A celulose é resistente ao pré-tratamento 4cido, entretanto, dependendo da
severidade do processo (concentracdo de acido, temperatura, e tempo de reacéo)
pode gerar perdas de 2 a 20 % de celulose (TRAJANO et al., 2013). Essa perda
de celulose ocorre principalmente na sua fragdo amorfa. Devido a natureza
cristalina da celulose, é necessario alta concentracdo de 4&cido, altas
temperaturas, e longos tempos de reacéo para afetar significativamente o material.
Porém, condi¢Bes que favorecem a hidrélise acida da celulose, atingindo a fracao
cristalina, degradam a glicose gerada em hidroximetilfurfural, acido férmico e
levulinico (FITZPATRICK, 2002).

Nestas condi¢Oes, a hemicelulose pode ser completamente removida sem
causar grandes danos na celulose, pois as ligacbes na hemicelulose sdo mais
fracas do que na celulose (AGUILAR et al., 2002).

A lignina constitui uma estrutura aromatica com mais carbono e menos
oxigénio quando comparada a celulose, além de também ser mais hidrofobica
(GUSTAFSSON et al., 2003; ZHANG et al., 2007). A matriz de lignina pode impor
varias barreiras estruturais a celulase e impedir a ligacao eficaz das suas enzimas,
levando a uma baixa digestibilidade da celulose. Sendo assim, a modificacdo na
estrutura da lignina e sua realocacdo sdo fatores fundamentais para diminuir a
recalcitrancia do material. Outros fatores além da distribuicdo da lignina
contribuem para a recalcitrancia, como o tipo de célula, e a composicdo quimica
(BRIENZO et al., 2017).

Através do pré-tratamento acido tem sido estabelecido que a modificacao
da lignina é um fator mais relevante para acessibilidade da celulose do que a
transformacéo do grau de polimerizacao e cristalinidade, promovendo uma melhor
exposicao da celulose para a hidrolise enzimatica (BRIENZO et al., 2017).

A remocdao da lignina néao é eficiente em pré-tratamentos com acido diluido,
independentemente da biomassa utilizada e do agente acidificante a remoc¢ao da
lignina é sempre baixa. Essa remocédo de xilana e/ou lignina € necessaria para a
sacarificacdo eficaz da celulose, e para diminuir a ligacdo carboidrato-lignina que

aumenta a adsorcao de enzimas (KUMAR et al., 2009).
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A remocao de lignina pode ndo ser tdo baixa se considerar que alguns
produtos de degradacao de acucares podem reagir/condensar e formar compostos
gue sdo quantificados como lignina (TRAJANO et al.,, 2013). Ainda assim,
adicionar &cido sulfarico em um reator de batelada pode aumentar a remocéo de
lignina para até 50% (LIU et al., 2004). A remocdo de lignina é acompanhada pela
geracao de mondmeros aromaticos na fracdo liquida, com os tipos de fendis
variando de acordo com a biomassa pré-tratada, e com as condicbes do pré-
tratamento (DU et al., 2010).

Os pré-tratamentos com &cido diluido tem sido considerados efetivos e
economicamente viaveis, pois ao contrario do acido concentrado gera menos
compostos inibidores, como furfural e hemifurfural, além disso, conseguem uma
maior remocdo da lignina, possibilitando que a celulose seja digerida pelas
enzimas (SHIMIZU, 2018).

2.8 Hidrélise enzimatica

A opcao pela hidrdlise enzimatica ultimamente tem sido mais adotada do
gue a hidrdlise com &acidos concentrados ou diluidos (ZHU et al., 2009), isso
porque a hidrélise acida apresenta alguns problemas como a corrosdo causada
pelo acido concentrado, necessidade de equipamentos altamente resistentes,
necessidade de correcdo do pH para a etapa de fermentacdo, e producdo de
inibidores da fermentacdo (TAHERZADEH et al., 2007a; SOARES et al., 2011).
Além disso, a hidrélise enzimatica pode ser conduzida em condicbes amenas,
apresenta menores custos com equipamentos, e geralmente possui maiores
conversdes da celulose do que a hidrélise acida (BALAT et al., 2008; SOARES et
al., 2011).
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Enzimas sdo moléculas organicas de origem principalmente proteica e
agem nas reac¢fes quimicas das células como catalisadoras, ou seja, aceleram a
velocidade dos processos sem altera-los. Algumas precisam da adicdo de outra
molécula a sua cadeia polipeptidica para se ligarem a outro grupo, que chamamos
de cofator, ou a um grupo de moléculas organicas que chamamos de coenzimas,
em alguns casos elas podem se ligar aos dois grupos. Cada tipo de enzima serve
para uma determinada reacdo, e para seu funcionamento eficaz, sua estrutura
deve ser conservada (ALBERTS et al., 2006; NELSON et al., 2011).

As enzimas possuem uma regido especifica de ligacdo chamada de sitio
ativo, essa regido se encaixa por ligacdes covalentes transitérias nas reacoes,
depois se solta e continua em perfeita forma para novas atividades. Elas agem na
variacao de entropia da reacdo, aumentando sua eficiéncia, e como toda proteina
funcionam em temperatura e pH especificos, caso contrario, elas podem se
desnaturar em condi¢des de altas temperaturas, ou quando ha variacfes extremas
de pH, podendo perder assim sua funcéo (ALBERTS et al., 2006; NELSON et al.,
2011).

A Cellic CTec2 é uma enzima que provou ser eficaz em uma ampla
variedade de materiais lignocelulésicos pré-tratados para a conversdo dos
carboidratos desses materiais em simples acucares antes da fermentacao
(NOVOZYMES A/S, 2010).

A hidrdlise enzimatica de materiais lignocelulésicos é um processo lento,
pois a hidrélise da celulose € prejudicada devido a presenca de lignina, de
hemicelulose, da area de superficie, e da cristalinidade da celulose. Sendo assim,
algumas formas de pré-tratamento Sdo necessarias para aumentar a
acessibilidade da hidrolise enzimética a celulose, que permite que quase toda a
celulose presente no material original seja retida, permitindo assim melhores

rendimentos na hidrélise enzimatica (BALAT et al., 2008).
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A hidrdlise da celulose ocorre conforme as seguintes etapas: transferéncia
das enzimas de um meio aquoso para a superficie das particulas de celulose;
adsorcdo das enzimas e formacdo do complexo enzima-substrato; hidrélise da
celulose; transferéncia de oligbmeros, glicose, e celobiose da superficie das
particulas celuldsicas para 0 meio aquoso; e hidrélise de oligbmeros, e celobiose
em glicose no meio aquoso (WALKER et al.,, 1991). Este processo esta sob a
influéncia de diversos fatores discutidos anteriormente, como a presenca de
lignina e hemicelulose no substrato (BRIENZO et al., 2015).

A deslignificacdo de materiais lignocelulésicos proporciona maior conversao
enzimatica da celulose, principalmente quando se reduz a quantidade de lignina a
niveis abaixo de 50 % (MOONEY et al., 1998), além de aumentar a eficiéncia da
hidrolise, e a quantidade de enzimas que podem ser recuperadas apds 0 processo
(LU et al., 2002). De fato, amostras com maior conteudo de lignina provocam
maior adsorgao improdutiva de enzimas, iSso ocorre pois a celulase adsorve a
lignina, ocupando os poros antes acessiveis, e redepositando-a em superficies de
celulose (OOSHIMA et al., 1990).

Podemos concluir entdo, que os principais fatores relacionados a biomassa
gue afetam a hidrélise enzimatica, sdo a cristalinidade, porosidade, o grau de
polimerizacdo, o tamanho da area superficial, entre outros (RABELO et al., 2010).

A biomassa quando hidrolisada na sua forma natural apresenta
rendimentos muito baixos, menores que 20%. Isso ocorre porque a biomassa
possui uma estrutura celular rigida, complexa e recalcitrante a decomposicao
devido as caracteristicas estruturais dos tecidos vegetais e as interacbes de
natureza fisico-quimicas estabelecidas entre a celulose, a hemicelulose e a
lignina. Assim, o0 pré-tratamento visa alterar a estrutura da biomassa permitindo
gue a celulose se torne mais acessivel a etapa de hidrolise enzimatica (MOOD et
al., 2013).

Para evitar os problemas da acdo da enzima na hidrélise, entre outros,
necessita-se de um pré-tratamento para remover ou modificar a lignina e remover
a hemicelulose, reduzir a cristalinidade da celulose, e aumentar a porosidade do
material (Figura 9) (KELLER et al., 2003).
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Figura 9 — Efeito do pré-tratamento na hidrolise enzimatica.
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Fonte: SHIMIZU, 2018.

A etapa de hidrolise tem a funcéo de converter a celulose e a hemicelulose
presentes na estrutura da biomassa em acucares, principalmente glicose e xilose,
gue serdo posteriormente fermentados pelos microrganismos (RABELO et al.,
2011).

3. OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo determinar o efeito do acido sulfdrico
e acético na composicdo quimica da biomassa lignocelulésica, e sua influéncia na

sacarificacdo enzimatica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Auto-hidrélise do bagacgo de cana-de-agucar

A auto-hidrélise foi realizada para modificar o material, e favorecer a etapa
de hidrélise enzimética através de um melhor acesso a celulose. O procedimento
foi realizado com 5 g de bagaco de cana-de-acucar in natura, moido em moinho
de facas e selecionado em peneira de 20 mesh. Foi utilizado reator de ago-inox
com capacidade para 50 mL, para aquecimento do material entre 87,57 e 172,43
°C, em banho de 6leo termostatizado. Os residuos sélidos e os hidrolisados foram
obtidos ao final das reacdes, em tempos de 6,72 a 63,28 min, e foram separados
por filtracdo a vacuo. A fragdo solida foi lavada e seca em estufa a 45 °C e
caracterizada quimicamente de acordo com o item 4.3.

A Tabela 1 mostra os 11 ensaios de auto-hidrolise, realizados com tempos
e temperaturas determinados a partir de um planejamento experimental, que inclui
alguns extremos para comparacao que foram referenciados de acordo com outras

literaturas.

Tabela 1 — Ensaios da auto-hidrdlise do bagaco de cana-de-acucar.

Ensaios Tempo (min) Temperatura (°C)
1 15 100
2 15 160
3 55 100
4 55 160
5 35 87,57
6 35 172,43
7 6,72 130
8 63,28 130
9 35 130

10 35 130
11 35 130

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Pré-tratamento com acido diluido

Cerca de 5 g de bagaco de cana-de-agucar foi adicionado ao reator
contendo 50 mL de solugao de acido acético, ou acido sulfurico, em diferentes
concentragdes. O reator foi hermeticamente fechado e pressurizado.

O tempo de reacgao iniciou a partir da temperatura desejada, que variou de
100 a 160 °C. Apos o término da reagdo (15 a 55 minutos), o aquecimento foi
interrompido e o sistema resfriado com o auxilio de um banho de gelo até
temperatura ambiente. Apds o resfriamento, a valvula foi aberta para diminuir a
pressao interna. O hidrolisado e o sélido foram filtrados a vacuo, utilizando papel-
filtro. A fragdo solida foi seca em estufa a 45 °C e caracterizada quimicamente de

acordo com o item 4.3.
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Tabela 2 — Ensaios do pré-tratamento com acido diluido (acético ou

sulfurico) do bagago de cana-de-agucar.

. . Temperatura H2504 ou
Ensaios Tempo (min) °C) CH3COOH (%

m/v)

1 15 100 1

2 15 160 1

3 55 100 1

4 55 160 1

5 15 100 3

6 15 160 3

7 55 100 3

8 55 160 3

9 35 79,55 2

10 35 180,45 2

11 1,36 130 2

12 35 130 2

13 35 130 0,32

14 35 130 3,68

15 35 130 2

16 35 130 2

17 35 130 2

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Caracterizacdo quimica da biomassa

Todos os ensaios de caracterizacdo quimica e hidrolise enzimatica foram
realizados em duplicata. Foram adicionados 3 mL de acido sulfurico 72 % (m/m)
em 300 mg de amostra. A reacdo ocorreu em banho-maria a 45° C por 7 minutos.
Apos a realizacao da diluicdo do acido para 4% (m/m), a solucédo foi autoclavada a
1 atm por 30 minutos. Apés o resfriamento a solucéo hidrolisada foi filtrada em
cadinho de placa porosa previamente tarado.

A quantidade de lignina sollvel presente na parte liquida filtrada foi
guantificada através de espectrofotometria a 215 nm e 280 nm, utilizando
absortividade molar da lignina de 105 L/g.cm, e a quantidade de lignina insoltvel

gue ficou retida no cadinho no filtro, foi possivel determinar por gravimetria.
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4.4 Hidrdlise enzimatica da celulose

As amostras in natura e pré-tratadas foram submetidas a hidrélise
enzimatica para avaliar o rendimento de liberacéo de glicose. O procedimento foi
realizado com 0,1 g de amostra, que foram submetidas a hidrélise enzimatica para
comparar a digestibilidade utilizando coquetél comercial (Cellic Ctec 2 -
Novozymes), em meio tampdo de acetato de sédio 50 mmol/L, pH 4,8. Foi
utilizada atividade enzimética de 15 FPU/g de substrato em reag¢do a 50 °C e
agitacdo de 160 rpm.

A fracdo liquida foi filtrada em filtros de seringa de 0,22 um e analisada por
DNS para quantificagdo de glicose liberada. Os valores obtidos foram utilizados
para calcular a digestibilidade enzimatica do material (anidroglicose liberada em
relacédo ao conteudo de glucana/celulose) a partir do teor de celulose presente na

biomassa.

4.5 Método DNS

Para realizacéo da solucéo padrao foi pesado em balanca analitica 0,1 g de
glicose, em seguida essa quantidade foi dissolvida em aproximadamente 20 mL
de agua destilada e transferida para um baldo volumétrico de 100 mL,
completando o volume com agua destilada e homogeneizando. Foram feitas 4
diluicdes da solucdo padrdao de 1,0 g/L de glicose com agua destilada em balGes
volumétricos de 5 mL, em concentracdes de 0,1 g/L, 0,3 g/L, 0,4 g/L e 0,5 g/L de
glicose para determinacao da curva padréao de acucar redutor. A equacédo da curva
padrao foi plotada em uma planilha do programa Microsoft Excel com a

concentracdo de glicose no eixo X e a absorbancia no eixo Y (Gréfico 1).
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Figura 10 — Curva padréo de agucar redutor.

/ y =1,0966x + 0,0951

0,6 / R*=0,9968
0,5

€
C
S
5 /
v 04
©
e
« 0,3
2
3 /
-<C(> 0,2
0,1
0 T T 1
0 0,2 0,4 0,6

Concentragdo (g/L)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram colocados 50 yL de amostra com 450 yL de agua destilada e 750 uL
de DNS em cada tubo de ensaio, depois foram aquecidos a 100°C em banho
maria, e em seguida foram resfriados a temperatura ambiente. As absorbancias
das solucbes foram lidas a 540 nm apos zerar o aparelho com o branco, que
continha apenas agua destilada e o reagente DNS. A partir da equacao da reta
foram realizados os calculos da concentracdo de acucares redutores presentes

em cada amostra, considerando as diluicbes das amostras para a leitura.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados apresentados a seguir sdo referentes a recuperacdao de
massa e a massa solubilizada das amostras apds tratamento, a remocéo de
lignina, e ao rendimento de conversédo de celulose na hidrélise enzimatica, para
avaliar a diferenca dos pré-tratamentos nos materiais lignocelulésicos através dos

valores obtidos sob as diferentes condicdes.
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5.1 Caracterizacdo quimica da biomassa

O pré-tratamento provoca solubilizacdo dos componentes lignocelulosicos
(AGUILAR et al., 2002), sendo assim a diferenca de massa apds o tratamento
pode ser relacionada com a estrutura do material e sua recalcitrancia, ou seja,
guanto maior a variagdo de massa menos recalcitrante sera o material
(BENJAMIN et al., 2013).

A hidrdlise acida pode causar perdas de massas que ndo sao proporcionais
ao teor de lignina em todos o0s ensaios, isso ocorre pois em alguns casos ha a
hidrélise parcial dos polissacarideos, especialmente das xilanas, que apresentam
grande susceptibilidade a despolimerizacdo em meio acido (SILVA et al., 1998).

Os materiais auto-hidrolisados atingiram em média uma perda de 1,20 g,
demonstrando maior perda de massa nos ensaios de maior duracao (55 e 63,28
minutos) (Tabela 3). As biomassas pré-tratadas com &cido diluido obtiveram uma
perda maior de massa em relacdo as auto-hidrolisadas, aproximadamente 1,38 g
com acido acético (Tabela 4), e 2,57 g com acido sulfurico (Tabela 5). Esse
aumento de perda de massa ocorreu principalmente em temperaturas mais
extremas, devido a reacdo do acido com o material ser mais intensa nestas
condi¢Bes, conseguindo assim atingir fracbes mais recalcitrantes da estrutura
lignocelulésica. Nos casos com acido sulfarico, que é um acido mais forte do que o
acético, em que houve alta perda de massa em algumas condi¢cdes destoantes, ha
probabilidade da estrutura do material da amostra ser menos recalcitrante do que
a estrutura dos demais materiais, e assim ter ionizado mais com este reagente,
nao tendo o0 mesmo comportamento do que com o acido acético que € organico.

Os bagacos da cana-de-acucar in natura e pré-tratados foram
caracterizados quanto a sua composi¢ao quimica, determinando o teor de lignina
(soma da lignina solavel e insoltvel).

As biomassas que passaram por auto-hidrélise apresentaram em média
21,93 % de lignina, sendo 14,58 % a menor quantia obtida e 27,65 % a maior
(Tabela 3). Os melhores resultados tiveram maior relagdo com um maior periodo

de tempo do que com a temperatura em que foram condicionados.
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As biomassas que passaram pelo pré-tratamento com &cido acético diluido
tiveram uma média de 23,85 % de lignina, sendo 15,21 % o menor valor obtido e
29,29 % o maior (Tabela 4). A concentragdo de lignina nas biomassas pré-tratadas
com &cido sulfurico foi em média 29,14 %, sendo a menor porcentagem obtida
19,91 %, e a maior 45,39 % (Tabela 5). As menores quantias encontradas nas
amostras que passaram por pré-tratamento com acido diluido tiveram relacéo
principalmente com 0s ensaios com menor concentracdo de acido e/ou menor
temperatura submetida. Ambos os acidos tiveram um maior teor de lignina nos
ensaios com concentracao de 2 % m/v, em uma temperatura de 130 °C por 35
minutos. Conforme dito no item 5.1, em algumas amostras podemos considerar
qgue o &cido sulftrico que é mais forte reagiu ionizando com mais intensidade
materiais menos recalcitrantes, o que explica a diferenca de alguns valores deste

com os do acido acético.

Tabela 3 — Recuperacdo de massa, massa solubilizada, e concentragéo de lignina
no bagaco de cana-de-acUcar auto-hidrolisado.
Recuperacao Massa

Tempo Temperatura

Ensaio (min) °C) de massa (Q) solul(:)oi/lg)zada Lignina (%)
1 15 100 4,02 19,60 24,51+ 1,98
2 15 160 3,74 25,20 22,48 + 7,48
3 55 100 3,09 38,20 27,65 + 3,10
4 55 160 2,85 43,00 26,81 + 1,66
5 35 87,57 3,91 21,80 24,06 + 1,27
6 35 172,43 3,59 28,20 16,28 + 12,16
7 6,72 130 4,35 13,00 18,33+ 9,94
8 63,28 130 3,38 32,40 24,29 + 8,02
9 35 130 4,25 15,00 14,58 + 10,57
10 35 130 4,03 12,00 23,95+ 2,18
11 35 130 4,55 9,00 18,28 + 3,34

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4 — Recuperacdo de massa, massa solubilizada, e concentragdo de lignina
no bagaco de cana-de-acucar pré-tratado com acido acético.

Ensaio (ton,Cln(i?v) T(fn”:rf)o Tem?fé;‘t“ra gg %Jggggg(ag? sﬂgfgida Lignina (%)
1 1 15 100 3.27 34,60 15,47 £ 7,90
2 1 15 160 3,45 31,00 23,11 + 1,85
3 1 55 100 3,98 20,40 25,55 + 1,79
4 1 55 160 2,67 46,60 25,50 + 0,36
5 3 15 100 3,93 21,40 22,86 + 1,60
6 3 15 160 3,82 23,60 25,36 + 1,83
7 3 55 100 3,89 22,20 26,12 + 1,16
8 3 55 160 2,84 43,20 26,72 + 1,30
9 2 35 79,55 4,04 19,20 15,21 + 6,47
10 2 35 180,45 2,76 44,80 25,64 + 7,22
11 2 1,36 130 3,91 21,80 16,59 + 2,03
12 2 35 130 3,81 23,80 21,68 + 6,96
13 0,32 35 130 3,90 22,00 20,06 + 3,79
14 3,68 35 130 3,62 27,60 25,62 + 1,52
15 2 35 130 4,06 18,80 29,29 + 2,25
16 2 35 130 4,10 18,00 22,06 + 7,82
17 2 35 130 3,50 18,40 28,57 + 0,01

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 5 — Recuperacdo de massa, massa solubilizada, e concentragdo de lignina
no bagaco de cana-de-acucar pré-tratado com acido sulfurico.

Ensaio Corg(;)em;s)gao T(Gr}nn?ﬁ)o Tem?)e(z:r? tura 55 crajgggggéc)n o] I':J/lgiji)igda Lignina (%)
1 1 15 100 3,84 23,20 21,04 + 2,47
2 1 15 160 2,67 46,60 30,79 + 4,67
3 1 55 100 2,55 49,00 24,13+ 0,12
4 1 55 160 0,74 85,20 27,26 + 0,06
5 3 15 100 2,95 41,00 29,00 = 2,75
6 3 15 160 1,89 62,20 28,22 + 5,85
7 3 55 100 2,44 51,20 29,91 +1,03
8 3 55 160 1,97 60,60 34,88 £ 5,78
9 2 35 79,55 4,04 19,20 27,72 + 0,58
10 2 35 180,45 2,61 47,80 31,51 + 8,92
11 2 1,36 130 3,40 32,00 19,91 + 2,83
12 2 35 130 2,26 54,80 28,55 + 2,47
13 0,32 35 130 2,15 57,00 35,14 + 5,76
14 3,68 35 130 1,44 71,20 24,67 + 2,73
15 2 35 130 1,93 55,00 45,39 £ 2,73
16 2 35 130 2,33 53,40 2402+1,41
17 2 35 130 2,16 56,80 33,17 £ 1,86

Fonte: Elaborado pelo autor.
5.2 Hidrdlise enzimatica das amostras

Foi realizada hidrélise enzimatica nas amostras para avaliar o efeito da
guantia de lignina do material na digestibilidade da celulose.

As biomassas que foram submetidas a auto-hidrélise resultaram em média
em 33,38 mg/g de celulose convertida em glicose, sendo a menor quantia 20,75
mg/g e a maior 38,22 mg/g (Tabela 6). ApGs pré-tratamento com acido acético a
média aumentou para 38,62 mg/g, tendo como menor valor 15,79 mg/g e como
maior 57,56 mg/g (Tabela 7). As amostras pré-tratadas com acido sulfurico tiveram
os melhores resultados com uma média de 39,36 mg/g de glicose, sendo 0 menor

valor obtido 17,21 mg/g e o maior 59,02 mg/g (Tabela 8).
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Houve relacdo nos rendimentos de glicose com os de lignina que foram
submetidos as mesmas condi¢oes de reacdo. Onde houve maior teor de lignina, o
acesso a celulose foi menor, e assim na maioria desses casos houve um pior
desempenho na sacarificacdo enzimatica. Os valores mais baixos também
decorreram das reagbes com menor temperatura e/ou menor concentragcdo de
acido, entretanto como os demais resultados, os da conversédo pra glicose com
acido sulfarico também foram mais oscilantes, assim como observado no item 5.1
eb.2.

Tabela 6 — Concentracao de glicose no bagaco de cana-de-agUcar auto-

hidrolisado.
traterrinto Tempo (min) Tem?)eg;;l Wra Glicose (mg/g)

Auto-hidrélise 15 100 36,75 + 0,55
15 160 33,62 +0,83

55 100 33,82 +2,07

55 160 38,22 +1,51

35 87,57 34,23 +1,83

35 172,43 20,75 + 3,37

6,72 130 28,53 +1,24

63,28 130 37,08 £1,65

35 130 33,98 £5,69

35 130 35,57 +1,10

35 130 33,50 +0,12

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 7 — Concentracao de glicose no bagaco de cana-de-acglcar pré-tratado
com &cido acético.

tratzrrrinto Corz;)enmt;s)g 4o Tempo (min) Tem?oecr)a Wra- Glicose (mg/g)

Acido acético 1 15 100 34,80 + 3,20
1 15 160 22,75 +1,89

1 55 100 27,43 + 3,05

1 55 160 58,74 + 1,30

3 15 100 31,34 +0,72

3 15 160 41,15 + 0,66

3 55 100 53,24 +1,50

3 55 160 57,56 + 0,18

2 35 79,55 15,79 £ 0,46

2 35 180,45 45,26 + 0,27

2 1,36 130 38,71+ 3,33

2 35 130 40,74 £ 2,21

0,32 35 130 29,71 £ 1,07

3,68 35 130 46,36 + 0,82

2 35 130 31,99 £0,16

2 35 130 37,04 £1,77

2 35 130 44,00 £ 4,16

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 8 — Concentracao de glicose no bagaco de cana-de-acglcar pré-tratado
com &cido sulftrico.

tratz:r?énto Co?&enmt;s)g do Tempo (min) TemE)oeCr;;\ Wra- Glicose (mg/g)

Acido sulftrico 1 15 100 48,56 + 6,73
1 15 160 59,02 + 0,94

1 55 100 44,90 +1,19

1 55 160 18,11 £ 0,20

3 15 100 49,58 + 6,80

3 15 160 39,16 + 1,42

3 55 100 48,68 + 3,35

3 55 160 17,21 £ 0,28

2 35 79,55 38,50 +1,07

2 35 180,45 32,28 +1,75

2 1,36 130 53,81 £ 0,62

2 35 130 43,06 + 3,91

0,32 35 130 45,59 + 3,59

3,68 35 130 35,74 £2,84

2 35 130 31,09 +1,02

2 35 130 36,92 +1,70

2 35 130 26,86 £ 0,64

Fonte: Elaborado pelo autor.
5.3 Correlacéo entre teores de lignina e glicose

SALIBA et al. (1998) verificaram que a lignina moida e isolada com
solventes organicos é a ideal para estudos de caracterizacdo pois sofre poucas
modificacdes. Esse isolamento da lignina envolve o preparo de amostras livres de
extrativos, a partir de uma técnica empregada que ndo cause alteracdes de
natureza quimica, ocasionando mudancas estruturais, em que a lignina resultante

difere da original presente no vegetal.
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Os processos basicos de isolamento sdo trés, nesse estudo foi utilizado o
método como residuo, que é o método de Klason, no qual pela hidrélise acida os
polissacarideos sédo removidos e a lignina é liberada como residuo (FENGEL &
WEGENER, 1984).

A porcentagem de lignina nas amostras deste estudo € semelhante a
resultados obtidos em outras pesquisas, que apontam uma média de 20-30 % de
lignina apos tratamento acido (BENJAMIN et al., 2013).

O bagaco de cana-de-acucar € um material rico em celulose que pode ser
convertida em glicose por hidrélise enziméatica. Entretanto, a associacao da lignina
e da hemicelulose a esse polimero dificulta a acdo das enzimas celuloliticas nessa
conversao.

Quando compara-se as Tabela 3, 4 e 5 com as Tabela 6, 7 e 8 nota-se que
nos ensaios de maior producdo de glicose, coincidiu com amostras com menor
teor de lignina. A lignina remanescente nas amostras prejudicou o rendimento da
hidrolise enzimatica por impor restricdes estruturais sobre a celulose, pois séo
ligadas de maneira que retardam o ataque enzimatico.

Apesar dos valores de conversdo de celulose em glicose deste estudo
poderem ter ligacdo com a quantidade de lignina presente no bagaco pré-tratado
pois a presenca de lignina € um das dificuldades mais notorias para o ataque
enzimatico a estrutura da celulose, € possivel obter altos rendimentos de
conversdo mesmo com porcentagens de lignina relativamente altas no bagaco
pré-tratado, o que indica que apenas as quantidades de lignina removidas ndo séao
um indicativo da eficiéncia do pré-tratamento.

Garcia (2009), usando o bagaco de cana-de-aclUcar em seus ensaios
obteve rendimentos préximos de 100 % na hidrélise de bagaco pré-tratado com
peroxido de hidrogénio alcalino com porcentagem de lignina de 9,87 % e de xilana
de 16,58 %. Fuentes (2009) obteve rendimentos em torno de 80 % na hidrolise de
bagaco pré-tratado com meio alcalino cuja porcentagem de lignina era de 15,6 %

e de hemicelulose de 21,3 %, também usando bagaco de cana-de-acucar.
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Estes resultados indicam que ndo apenas a remog¢ao destes componentes,
mas também a alteracdo na estrutura do material causada pelo pré-tratamento sédo

importantes para obter altos rendimentos na hidrélise enzimatica.

5.4 Analise da interferéncia dos pré-tratamentos

Com base nos resultados obtidos e em outros estudos realizados, foi
possivel notar que a concentracdo de glicose e lignina é afetada por pré-
tratamentos com acidos, principalmente com o acido sulfurico (SANTOS et al.,
2018; AGUILAR et al., 2002; DOMINGUEZ et al., 2008).

O acido sulfarico usado como agente no pré-tratamento do bagaco de cana-
de-acucar solubiliza a xilana e apenas uma pequena parte da lignina, além de
redistribuir a estrutura quimica da lignina remanescente no bagacgo. Usando
tratamentos acidos € necessario uma grande alteracdo na lignina para que 0s
rendimentos de conversdo obtidos ndo sejam baixos (GIA-LUEN GUO et al.,
2009).

A atividade durante a conversdo enzimatica da fracdo celulésica nos
materiais pré-tratados esta estritamente relacionada as propriedades estruturais
do material lignocelulosico, sendo assim o pre-tratamento com éacidos diluidos
pode ser empregado a varios niveis com o objetivo de ajustar essas propriedades
(BERLIN et al., 2006).

Usando 2 % de acido sulfurico a 100 °C, Aguilar et al. (2002) concluiu que
apenas 5 % de celulose foi suscetivel a hidrélise acida, entretanto em condi¢des
mais estritas com 6 % de &cido sulfarico a 128 °C, 51 % foi suscetivel. Além disso,
ele observou que em experimentos a 100 ou 122 °C essa porcentagem sempre foi
inferior do que 18,2 %, sendo assim altas temperaturas sdo claramente
relacionadas com o aumento de glicose, pois nestas condicfes que a celulose é
hidrolisada, onde a regido cristalina, além da amorfa, também reage (AGUILAR et
al., 2002).
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Outras amostras submetidas a hidrolise com acido sulfarico demonstraram
resultados semelhantes ao deste estudo, Canilha et al (2011) apontou que o &cido
sulfarico a 2 % (m/v), temperatura de 150 °C por 30 minutos revelou serem as
melhores condi¢Bes para a hidrélise do bagaco. Essa influéncia também foi notada
neste estudo devido os melhores valores obtidos estarem submetidos a condi¢bes
semelhantes. A temperatura foi o fator que mais influenciou nos teores liberados,
seguida pela concentracdo de acido, e por fim o tempo de permanéncia, nessa
ordem.

Fangkum e Reungsang (2010) também realizaram hidrolise do bagaco com
acido sulfarico, mas em concentracdes de 0,25 e 5,0 % com tempo de reacéo de
60 minutos a 121 °C, e obtiveram o maior teor de glicose de 1,46 g/L com 1,0 %
de concentracéo do acido.

Em um estudo de Gomez et al. (2010) onde houve uma variacdo de
concentragéo de &cido sulfarico no pré-tratamento entre 0,5 e 3,5 % (m/v), tempo
de reacdo entre 15 e 180 minutos, a temperatura de 130 °C, e o bagacgo foi
hidrolisado por uma celulase comercial produzida por Trichoderma reesei (Sigma)
e B -glicosidase de Aspergillus niger (Sigma) em concentracdo de 7 FPU/g e 3,5
Ul/g respectivamente. A combinacéao do pré-tratamento com acido sulfarico (0,5%
(m/v) de acido, por 15 minutos e a 130 °C) e da hidrolise enzimatica resultou em
414,9 mg/g.

Schultz et al. (2017) realizou para cada grama de celulignina o
correspondente a 15 FPU do complexo enzimatico Cellic CTec3 (Novozymes), sob
agitacdo constante de 200 rpm na temperatura de 50 °C, obtendo os melhores
resultados de hidrélise com a combinacédo da hidrolise acida a 1,5 % em volume
de &cido sulfurico em 56 minutos de reacao, que atingiram 24,7 g/L de glicose em

uma conversao de 42,1%.
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Em um estudo de GOmez-Rueda (2010) com pré-tratamento com &cido
sulfarico, verificou-se maxima producéo de glicose a 100 °C por 15 minutos e 0,5
% p/v de acido sulftrico, quando passou por deslignificacdo com 1 % p/v de
hidréxido de sédio por 1 hora a 100 °C atingindo um rendimento aproximado de 92
% de conversao na hidrélise com concentracdo de enzima de celulase de 15
FPU/g e de B-glicosidase de 7,5 CBU/g.

A carga enzimatica e as caracteristicas estruturais estdo intimamente
interligadas na hidrélise enzimatica, ou seja, biomassas com estruturas mais
acessiveis para a enzima necessitardo de menores cargas de enzima para atingir
elevados teores de acucares, enquanto a digestibilidade da biomassa mais
recalcitrante pode ser parcialmente melhorada com altas cargas enzimaticas.
Devido ao alto preco das enzimas, € de interesse que a quantidade de enzima
necessaria para atingir altos rendimentos na hidrolise enzimatica, seja reduzida.

Neste estudo o bagaco pré-tratado com acido acético e sulfdrico diluidos
demonstrou que ndo ocorreu remocao da lignina presente, como pode ser visto na
Tabela 3, 4 e 5. De fato, os rendimentos na hidrolise enzimética foram baixos
(Tabela 6, 7 e 8), 0o que pode ser atribuido a condensacédo da lignina no bagaco
pré-tratado em presenca de &acidos. Uma solugcdo para melhorar essa
suscetibilidade na hidrolise enzimatica seria adicionar uma etapa de
deslignificacdo para remocdo da lignina remanescente no bagaco, e dos
subprodutos formados, permitindo assim alcancar rendimentos mais altos na

etapa de hidrolise.
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5.5 Andlise estatistica

5.5.1Auto-hidrdlise do bagaco de cana-de-agUcar

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica, considerando
nivel de confianca de 95% (p < 0,05). Para a autohidrdlise foram identificados
como significativos as varidveis temperatura e tempo. Os dados apresentaram
ajuste ao modelo, com um R? de 0,87 (Tabela 9). A superficie de resposta indica
gue a maior solubilizacdo ocorre nas condi¢cdes extremas, maior temperatura e

tempo de reacao (Figura 11).

Tabela 9 - Anélise de variancia (ANOVA) para variaveis dependentes na
solubilizacdo de massa (%) do bagaco de cana-de-agUcar na auto-hidrolise.
Factor SQ GL MQ F P

Temperatura (°C) (L) 47,292 1 47,292 525469 0,148932
Temperatura (°C) (Q) 399,588 1 399,588 44,39868 0,021790
Tempo (min) (L) 509,386 1 509,386 56,59845 0,017213
Tempo (min) (Q) 297,926 1 297,926 33,10287 0,028905
Temperatura * Tempo (L) 0,160 1 0,160 0,01778 0,906135
Falta de ajuste 127,283 3 42,4277 4,71419 0,179963
Erro puro 18,000 2 9,000
Total 1243,520 10
R*=0.87

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11 — Superficie de resposta para massa solubilizada do
bagaco de cana-de-acUcar na auto-hidrolisado.

Fitted Surface; Variable: Massa solubilizada (%)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5.2Hidrdlise do bagaco de cana-de-acucar com acido acético

No pré-tratamento &cido diluido as variaveis significativas foram
temperatura, tempo e concentracdo de acido (Tabela 10). Apesar de
apresentar um R2 de 0,87, ndo foi observado um bom ajuste entre os dados
experimentais e os dados previstos pelo modelo. Uma vez que a falta de ajuste
foi significativa, a superficie de resposta néo foi utilizada. Entretanto, protando
os rendimentos em funcdo das condi¢cdes experimentais de temperatura e
concentracdo de acido, observou-se que 0s maiores rendimentos estdo na
regido de maior temperatura (Figura 12).
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Tabela 10 - Analise de variancia (ANOVA) para variaveis dependentes na
solubilizacdo de massa (%) do bagaco de cana-de-acUcar na hidrolise com
acido acético.

Factor SQ GL MQ F P

Temperatura (°C) (L) 578,093
Temperatura (°C) (Q) 347,465
Tempo (min) (L) 46,362

1 578,083 3613,081 0,000227
1 347,465 2171,655 0,000460
1 46,362 289,764 0,003433
Tempo (min) (Q) 59,539 1 59,539 372,116 0,002677
CH3COOH (% mh) (L) 11,993 1 11,993 74,953 0,013080
CH3;COOH (% mh) (Q) 102,0022 1 102,0022 637,154 0,001565
Temperatura * Tempo (L) 295,245 1 295,245 1845,281 0,000541

1

1

5

2

Temperatura * CH;COOH (L) 0,045 0,045 0,281  0,648877

Tempo * CH;COOH (L) 45,125 45,125 282,031 0,003527
Falta de ajuste 142,845 28,5690 178,556 0,005579
Erro puro 0,320 0,160
Total 1492,249 16
R*=0.87

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados

Fonte: Elaborado pelo autor.



44

Figura 12 — Porcentagem de massa solubilizada do bagac¢o de cana-
de-acucar hidrolisado com acido acético.

Fitted Surface; Variable: Massa solubilizada (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=,16
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Fonte: Elaborado pelo autor.
5.5.3Hidrdlise do bagaco de cana-de-agcucar com acido sulfurico

No pré-tratamento acido sulfurico diluido do bagaco de cana-de-acglcar
com as variaveis significativas foram temperatura, tempo e concentracédo de
acido (Tabela 11). A superficie de resposta indica que a maior solubilizacéo de
massa pode ser obtida com temperatura entre 140 e 160°C. Nesta reacao, a

concentracdo de acido apresentou menor influéncia (Figura 13).
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Tabela 11 - Analise de variancia (ANOVA) para variaveis dependentes na
solubilizacdo de massa (%) do bagaco de cana-de-acUcar na hidrélise com
acido sulfurico.

Factor SQ GL MQ F P
Temperatura (°C) (L) 1400,533 1 1400,533 484,0553 0,002059
Temperatura (°C) (Q) 450,994 1 450,994 155,8734 0,006354

Tempo (min) (L) 907,784 1 907,784 313,7501 0,003172
Tempo (min) (Q) 89,938 1 89,938 31,0846 0,030697
CH;COOH (% mA) (L) 89,041 1 89,041 30,7744 0,030992
CH3COOH (% mh) (Q) 228,205 1 228,205 78,8726 0,012443
Temperatura * Tempo (L) 0,125 1 0,125 0,0432 0,854588
Temperatura * CH;COOH (L) 105,125 1 105,125 36,3335 0,026436
Tempo * CHsCOOH (L) 389,205 1 389,205 134,5179 0,007352
Falta de ajuste 255,532 5 51,106 17,6635 0,054444

Erro puro 5,787 2 2,893

Total 4179,802 16

R*=0.87

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 13 - Superficie de massa solubilizada do bagago de cana-de-

acucar hidrolisado com acido sulfurico.

Fitted Surface; Variable: Massa solubilizada (%)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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6. CONCLUSAO

Apo6s o pré-tratamento com acido, principalmente com &cido sulfurico, foi
possivel obter melhores rendimentos de conversdo de celulose em glicose pela
hidrélise enzimatica, corroborando dados das literaturas, pois provavelmente
houve uma maior alteracdo na estrutura da lignina. A alteragcdo na estrutura da
lignina favorece a hidrélise enzimatica e possibilita melhor liberacao de glicose.

A quantidade de lignina remanescente nas amostras, assim como provaveis
alteracbes na estrutura do material lignocelulésico causadas pelos pré-
tratamentos, também devem ser considerados como provaveis razdes prejudiciais
a etapa de hidrélise, podendo ser responsaveis pelos menores rendimentos de
conversao da celulose em glicose.

A celulose pode ser utilizada em muitos produtos, sendo assim residuos
agricolas como o bagaco de cana-de-acucar e técnicas de pré-tratamento com
acido, como a deste trabalho, podem servir como uma excelente alternativa

renovavel para uma variedade de produtos.
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