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RESUMO

No presente trabalho foi avaliada a utilizagdo de pré-tratamentos com micro-ondas e
ultrassom, associados ou ndo a agentes quimicos, sobre o bagagco de cana-de-acucar para
posterior sacarificacdo enzimdtica para producdo de acucares fermentesciveis. Os
sobrenadantes dos pré-tratamentos foram analisados por HPLC-RI para quantificacao de
acucares e HPLC-UV para determinacdo de compostos fendlicos, provenientes da degradacao
da lignina e inibidores da sacarifica¢do. Os bagagos pré-tratados foram hidrolisados com dois
complexos enzimdticos fornecidos pela Novozymes, o complexo NS50012 contendo diversas
enzimas como celulases, xilanases e hemicelulases e o complexo NS50013 mais especifico,
contendo maior atividade de B-glicosidase. Verificou-se que as amostras controle tratadas
com micro-ondas e ultrassom sofreram perda de massa de 3% e 1,6% respectivamente,
porém, variagOes considerdveis ocorreram com as amostras tratadas com acidos minerais,
chegando a 55,8 % de perda de massa com 4cido cloridrico, seguido do acido nitrico, com
perda de 51,5%, ambas com liberacao de acticares, como glicose e xilose. Em meio alcalino, a
maior perda foi com o tratamento de NaOH , com 17,3%. O uso de peréxido de hidrogénio
seguido de hidréxido de s6dio mostrou-se eficiente na deslignificacdo, com perdas de massa
na ordem de 22 e 17%, com o uso de micro-ondas e ultrassom, respectivamente. O uso de
CaO proporcionou perda de massa de 45,7 % e o tratamento realizado com sais cujos cations
sao acidos de Lewis como o CaCl, e o FeCl, resultaram em reducio de 30-35% na massa do
bagaco. No tratamento ultrassonico destacam-se valores entre 11-29% para os dcidos, mas, de
modo geral, os tratamentos com uso de ultrassom demonstraram serem menos efetivos na
perda de massa quando comparados ao uso de micro-ondas. Foram detectadas liberacdes de
acucares como glicose, xilose e celobiose, apds pré-tratamentos com HCI, H,SO4, HNO3,
NaOH, Fe;O3; e CaO com micro-ondas e pré-tratamento seqiiencial, com liberacdo de
celobiose, fator negativo pela inibicdo da B-glicosidase presente nos complexos. As micro-
ondas favoreceram a hidrélise quimica parcial das fibras que causou a desestruturacao do
bagaco liberando quantidades significativas de agucares, diferentemente dos pré-tratamentos
acidos com uso de ultrassom. O pré-tratamento alcalino resultou em grande liberacdo de
xilose e perda de massa de aproximadamente 18%, ou seja, primeiramente o pré-tratamento
atuou sobre a deslignificacdo e depois favoreceu o ataque quimico sobre a hemicelulose.
Observou-se que o complexo NS50013 atuou de forma mais branda na sacarificacdo do
bagaco, com valores de acucares redutores totais inferiores aos encontrados para o complexo
NS50012, que por apresentar um pool de enzimas mais diversificado possibilitou uma melhor
sacarificacdo, evidenciando entdo que a agdo sinergistica das enzimas aumenta a eficiéncia
global do processo hidrolitico e que cada pré-tratamento responde diferentemente frente a
acdo complexo enzimatico. Os maiores teores de glicose foram obtidos com o pré-tratamento
iodo associado ao metanol no ultrassom e com o pré-tratamento empregando NaOH seguido
de H,0O, com micro-ondas para a NS50012. Para o complexo NS50013 o pré-tratamento
seqiiencial também foi eficaz produzindo condicdes para a atividade enzimética e liberagcao de
montantes considerdveis de glicose. Fica claro que uso de determinados agentes quimicos
como potencializadores da desestruturagdo da biomassa permitem diferentes rendimentos na
hidrdlise enzimdtica.

Palavras-chave: Bagaco de cana, pré-tratamento, hidrélise enzimédtica



ABSTRACT

In this work it was tested the utilization of microwave and ultrasound as pretreatments
of the sugarcane bagasse associated or not with chemical agents, for later enzymatic
saccharification for the production of fermentable sugars. The supernatants of the
pretreatments was analyze by HPLC-RI for sugars quantification and HPLC-UV for
determination of fenolic compounds, from the lignin degradation and fermentation inhibitors.
The treated bagasse was hydrolyzed with two different enzymatic complexes provided by
Novozymes, the NS50012 complex that content some different enzymes like cellulases,
xylanases and hemicellulases, and the NS50013 complex that is more specific, with larger
values of B-glucosidase. It was checked that the control samples treated with microwave and
ultrasound suffered weight loss of 3% and 1,6% respectively, and considerable variations
occurred with the samples treated with mineral acids, reaching to 55,8% of weight loss with
chloridric acid, followed of nitric acid, with loss of 51,5%, both with sugar liberation, as such
as glucose and xylose. In alkaline medium, the larger weight loss was with the treatment with
NaOH, com 17,3%. The utilization of hydrogen peroxide followed by NaOH showed
efficiency in the delignification, with weight losses in the order of 22% and 17%, with
microwave and ultrasound, respectively. The utilization of CaO provided weight loss of
45,7% and the treatment realized with salts that the cation are Lewis acids like CaCl, and
FeCl, resulting in reductions of 30-35% in bagasse weight. In the ultrasound treatment stand
out values between 29-11% for the acids, but, in overall, the ultrasound treatments showed be
fewer effective in weight loss when compared with microwave utilization. Was detect
liberation of sugars like glucose, xylose and cellobiose, after treatments with HCI, H,SOy,
HNOj3, NaOH, Fe,03 and CaO with microwave and sequential pretreatment, with liberation of
cellobiose, negative factor by the inhibition of the B-glucosidase present in the complexes.
The microwave favored the partial chemical hydrolyses of the fibers that caused the
destructuring of bagasse liberating significant amounts of sugars, differently of acid
pretreatments with ultrasound. The alkaline pretreatment resulting in great liberation of xylose
and weight loss of approximately 18%, in other words, first the pretreatment act on the
delignification and after favored the chemical attack on the hemicellulose. Was observe that
the NS50013 complex act more lenient in the saccharification of bagasse, with values of total
redactor sugars smaller than the found for NS50012 complex, because of the more diversified
pool of enzymes that enabled a better saccharification, evidencing that the synergistic action
of enzymes increases the global efficiency of hydrolytic process and that each one
pretreatment responses differently in front of the enzymatic complex action. The bigger levels
of glucose was obtained with the pretreatment of iodine associated with methanol in
ultrasound and with the pretreatment using NaOH followed by H,0O, with microwave for
NS50012. For the NS50013 complex the sequential pretreatment also was efficient providing
conditions for the enzymatic activity and liberating considerable amounts of glucose. Is clear
that the utilization of some chemical agents as enhancers of biomass destructuring allow
different yield in enzymatic hydrolysis.

Keywords: sugarcane bagasse, pretreatment, enzymatic hydrolysis
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1 INTRODUCAO

Os residuos agricolas podem ser transformados em combustiveis ou produtos com
valor agregado por meio de processos quimicos e/ou bioldgicos. O papel do Brasil na busca
pela producdo de combustiveis alternativos tem cada vez mais relevancia e espago no
mercado mundial mostrando seu pioneirismo, lideranga e busca por tecnologias e fontes
renovaveis para alcancgar sua autonomia energética (GOMES, 2004; RAMOS, 2000).

O Brasil dispde de uma grande variedade de residuos agricolas e agroindustriais de
grande interesse econdmico como aqueles oriundos de industrias de papel e celulose
(materiais desclassificados de eucalipto e pinus), derivados da madeira (serragem), usinas de
acucar e élcool (bagaco de cana e palha) e, de modo geral, residuos agricolas gerados pelas
culturas como a palha de graos e cereais (palha e farelo de trigo, casca e sabugo de milho,
cascas de arroz, aveia e café), dentre outros (RAMOS, 2000).

Como substrato para a producdo de etanol celuldsico busca-se o uso desses residuos
agroindustriais como descritos em vérios estudos recentes, pelo uso da palha de arroz, palha e
farelo de trigo (PALMAROLA-ANDRADOS et al., 2005; HONGZHANG, 2006; TABKA et
al., 2006; KARIMI; EMTIAZI; TAHERZADEH, 2006), fibra de alfafa (SREENATH et al.,
2001), palha e fibra de milho (DIEN et al., 2006), serragem de madeira (SASSNER; GALBE;
ZACCHI, 2006), residuos amildceos e gomas (BAI; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2007;
LEWANDOWICZ; JANKOWSKI; FORNAL, 2000), entre outros.

Conforme a Unido Nacional da Industria Canavieira (UNICA, 2009) a producdo de
etanol aumentou consideravelmente nos ultimos anos, sendo que a lideranca mundial na
producdo de cana-de-agucar é do Brasil, tendo processado aproximadamente 504 milhdes de
toneladas na safra 2008/2009, na principal regido produtora do Pais, a Centro-Sul; com
estimativa de moagem para 550 milhdes de toneladas para a safra 2009/2010. O setor
sucroalcooleiro brasileiro tem um faturamento anual bruto de cerca de US$ 32 bilhdes, sendo
que na safra 2008/09, 44% da receita foi gerada pela comercializacdo de acucar, 54% do
etanol, e 2% pela comercializacio de energia elétrica no mercado interno.

De acordo com a Comissdao de Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentdvel -
CMADS, 2008 a producao de etanol a partir da hidrélise da biomassa de cana-de-acticar pode
triplicar a quantidade de combustivel produzido em relacdo 4 area plantada no Brasil. Uma

tonelada de bagaco de cana pode produzir teoricamente até 186 litros de etanol através de



processos de hidrélise e fermentacdo que sao objetos de estudo em diversos paises. Segundo a
Secretaria de Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovacdo do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia - MCT, 2008 se fosse aproveitado apenas 12% do bagaco de cana gerado no
Brasil seria possivel produzir dois bilhdes de litros de etanol sem aumentar a drea plantada.
Esse bagaco é em grande parte utilizado para produgdo de energia a partir da queima em
caldeiras. Entretanto, a viabilizacdo de novas tecnologias de utilizagdao do bagaco de cana-de-
acucar poderd usar parte desse material para a produgao de etanol celuldsico, agregando entdo
valor econdmico ao residuo gerado.

E importante salientar as vantagens para o uso deste residuo como, por exemplo, sua
disponibilidade e o aumento da produgdo de etanol sem o crescimento total da drea cultivada,
ja que a expansao dessa cultura tem sido motivo de controvérsias, pois segundo Ramos (2000)
o uso de monoculturas com finalidade energética pode gerar reducao na fertilidade do solo e
comprometimento na disponibilidade da producdo de alimentos.

A utilizacao dos componentes obtidos a partir desses materiais lignoceluldsicos hoje é
o maior desafio para producdo de etanol celuldsico e acredita-se no uso de técnicas de pré-
tratamento e deslignificacdo associadas com a ruptura da fibra vegetal. Estes pré-processos
podem ser térmicos, quimicos, fisicos, bioldgicos ou combinagdes entre eles, o que dependera
do grau de desestruturacdo requerido e do fim a que se destina o processo. Pré-tratamentos
que combinam métodos fisicos e quimicos t€ém sido apontados na literatura como os mais
eficientes como, por exemplo, o uso de explosio a vapor (FOCHER; MARZETTI,
CRESCENZI, 1988; WOOD; SADDLER, 1988), uso de ultrassom (MARTINES; DAVOLO;
JUNIOR, 1999) e micro-ondas (SANSEVERINO, 2002).

As propriedades estruturais da lignocelulose podem ser justificadas pela associa¢io
intima que existe entre os trés componentes principais da parede celular; a celulose, a
hemicelulose e a lignina. As estruturas microfibrilares de celulose encontram-se embebidas
em uma matriz composta por hemicelulose e lignina, cuja fun¢do estrutural ¢ de agir como
barreira natural 4 degradacdo microbiana. Em funcao, tanto da natureza do substrato quanto
da natureza do complexo enzimatico responsavel pela sua transformacao, pode-se facilmente
perceber que a hidrélise enzimética tem limitantes associados as mudangas na estrutura do
bagaco de cana-de-acicar e aqueles relativos ao comportamento das enzimas durante o
processo hidrolitico (FAN; GHARPURAY; LEE, 1982).

Geralmente, os compostos encontrados apds os pré-tratamentos agem como inibidores
das reagdes enzimaticas e dos processos fermentativos, sendo pouco estudados e, além disso,

no pos-tratamento deixam de ser extraidos do meio reacional por razdes técnicas ou



econOmicas. A caracterizacdo quimica das fracdes obtidas e/ou a identificacdo dos compostos
formados podem servir para a selecdo e/ou escolha adequada do pré-tratamento vidvel.
Resultados significativos quanto a liberagdo de substratos apds pré-tratamentos ou a
verificacdo da inibicdo causada pelos mesmos nas etapas de hidrélise enzimdtica e
fermentacdo serdo uteis para validar um processo eficaz para obtencdo do etanol celuldsico.
De modo geral, apesar de ja ter sido extensivamente estudado vérios modelos de pré-
tratamentos sobre materiais lignoceluldsicos, ainda hd caréncia de fundamentos cientificos
quanto a formacgdo de substratos e inibidores e a comprovacdo da viabilidade econdmica do

processo como um todo (FOCHER et al., 1988).



2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo a avaliacdo de diferentes processos fisico-
quimicos como pré-tratamento do bagaco de cana-de-agtcar e suas contribuicdes em etapa
posterior de hidrélise enzimatica para producdo de actcares fermentesciveis soluiveis.

O trabalho ¢ dividido em duas etapas principais: a primeira de pré-tratamentos do
bagaco de cana-de-acticar usando radiagdo micro-ondas e ultrassom combinados ou ndo com
diferentes agentes quimicos; e a segunda de hidrélise enzimdtica do pré-tratado com
determinacdo da quantidade de carboidratos fermentesciveis liberados, verificando desta

maneira os diferentes rendimentos obtidos com os complexos enzimaticos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O aperfeicoamento de novas tecnologias para tratamentos dos materiais
lignocelulésicos tem sido desejado do ponto de vista econOmico ao considerar-se sua
utilizacdo como substrato em processos para producdo de etanol celulésico (KRISHNA;
REDDY; CHOWDARY, 2001; RECZEY; KADAR; SZENGYEL, 2004). Diversos processos
sao desenvolvidos para uso desses materiais transformando-os em compostos quimicos e
produtos de alto valor agregado como 4lcool, enzimas, dcidos organicos, aminodcidos, etc. O
uso de residuos agroindustriais em bioprocessos € uma alternativa racional para produgdo de
substratos e uma contribuic¢ao significativa para amenizar o problema do excesso de residuos
causadores de poluicio (PANDEY er al., 2000a; PRIMO-YUFERA; GIL-TORTOSA;
GARCIA-BREIO, 1995). A disponibilidade de residuos como matérias primas agricolas, por
exemplo, trigo, mandioca, arroz e milho (SUN; CHENG, 2002) e principalmente o residuo
bagaco de cana-de-agucar (Saccharum officinarum), que é o mais abundante pela grande
quantidade ofertada no setor sucroalcooleiro, tem se mostrado excelente fonte de carboidratos
buscando assim a minimizagio dos custos de producdo de etanol combustivel. (MARTIN;

KLINKE; THOMSEN, 2006).

3.1 Bagaco de cana-de-acgicar

No processo industrial tradicional para fabricacdo de dlcool etilico emprega-se como
substrato o caldo de cana-de-aciicar e o melago, misturados em diferentes proporcdes, em
processos batelada-alimentada (mais utilizado) ou continuo e ocorre a obtencdo do caldo e a
reutilizacdo das células da levedura Saccharomyces cerevisiae (AMORIM; BASSO; LOPES,
2004). O bagaco de cana € um material fibroso obtido apds a extragdo do caldo e ao sair da
moenda tem aproximadamente 30% da massa da cana € em torno de 50% de umidade. Os
principais fatores que afetam a composi¢ao quimica do bagago estdo relacionados com: o tipo
de cana, o tipo de solo, as técnicas de colheita e até o manuseio. Este bagaco é geralmente
queimado para aquecimento das caldeiras e geracdo de energia elétrica, sendo o excedente
visto como biomassa em potencial para producdo do etanol celulésico. Sua composicao
quimica € constituida por trés fragdes principais: celulose com 46%, hemicelulose com 27%,
lignina total com 26% e o restante como teor de cinzas (CANILHA et al., 2007).

Além da fracdo lignoceluldsica, apresenta por volta de 35% de pectina, importante



polimero constituinte da lamela média e parede primdaria da célula vegetal, 25% de
xiloglicanas e 5% de arabinoglicanas (GLAZER; NIKALDO, 1994). Por apresentar baixo
conteddo de residuos, em torno de aproximadamente 2% , o bagaco mostra vantagens em
comparacdo com outros tipos de residuos industriais como a palha de arroz e palha de trigo,
no qual tem respectivamente 17,5% e 11% de cinzas (PANDEY et al., 2000b).

Este material apresenta grande resisténcia a acdo de enzimas hidroliticas e ataques
microbianos, devido ao fato de ocorrer uma grande associagdo entre a celulose com a
hemicelulose e a lignina formando um rigido complexo. Por sua vez, a lignina esta
covalentemente associada com a hemicelulose criando uma espécie de barreira protetora que

impede o acesso de agentes hidroliticos a celulose (MARTﬂV; KLINKE; THOMSEN, 2006).

3.2 Composto lignoceluldsico

O principal desafio tecnoldgico do processamento do material celuldsico € superar a
resisténcia da celulose para posterior hidrélise (LASER et al., 2002). A parede vegetal €
composta por fibrilas celuldsicas arranjadas em uma extensa matriz amorfa composta por
carboidratos com ligantes polifendlicos. Esta matriz de carboidratos € identificada por
polimeros de pentose lineares e ramificados, classificados como hemicelulose. O composto
majoritario dos ligantes polifendlicos, por sua vez, € denominado lignina (AMER; DREW,
1980).

As microfibrilas de celulose sdo revestidas com hemicelulose e entrelagadas com a
lignina, formando assim as fibras, ou seja, a celulose aparece embebida em uma matriz
amorfa de lignina e hemicelulose, formando a lignocelulose, como visto na Figura 1. Além do
componente lignoceluldsico, a pectina € um importante polimero constituinte do material, que
por sua vez apresenta variacoes na quantidade de componentes devido a fatores como espécie,

idade e parte da planta (GOMES, 2004).



Figura 1: Complexo Lignocelul6sico.
Fonte:http://www.life.ku.dk/forsking/online_artikler/artikler/~/media/
BIOKEMI_INFO/artikelbilleder/lignocellulose?2.gif.ashx.

Pesquisas sugerem que o material celuldsico seja pré-tratado para entdo ser
enzimaticamente hidrolisado. Isto implica na busca pela ruptura do complexo celulolitico e
pela deslignificagdo. Para ser efetivo, o pré-tratamento deve produzir fibras modificadas e
limitar a extensdo na qual o pré-tratamento torna-se inibidor do desenvolvimento dos
microrganismos fermentadores. Deve-se também ser economicamente vidvel e limitar custos
associados ao tratamento dos residuos (LASER et al., 2002).

Tanto na hidrélise enzimatica quanto na fermentacdo alcodlica existe a presenga de
inibidores que podem ser produtos derivados da hidrélise de hemiceluloses, como &cido
acético, liberado a partir de grupos acetil do material bruto ou furfural e hidroximetilfurfural,
gerados na degradacdo de acticares ou ainda produtos derivados da degradagdo da lignina
como compostos fendlicos, dcidos arométicos e aldeidos. Acidos orgadnicos como vanilico,
siringico, caprdico, caprilico e palmitico s@o citados entre os dcidos com capacidades
inibitdrias presentes nos meios de fermentagao obtidos a partir de materiais lignoceluldsicos

(PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998).
3.3 Componentes do material lignocelulésico e enzimas hidroliticas
3.3.1 Celulose
A celulose € um homopolimero linear formado por ligacdes glicosidicas do tipo

(1—4) entre unidades de glicose apresentando mais de 10.000 residuos como demonstrado na

Figura 2 (CAMPBELL, 2000).
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Figura 2: Unidade Basica da cadeia de celulose.

Fonte: http://www.geocities.com/capecanaveral/launchpad/
9071/celulose.gif

A celulose esta presente na parede celular vegetal, sendo que sua deposi¢ao é maior e
combinada com lignina nas células envolvidas com suporte e transporte. E dividida em lamela
média, parede primdria e parede secunddria, esta ultima dividida em 3 camadas, sendo S1 a
primeira e mais delgada, rica em lignina, S2, também delgada e rica em celulose e S3, a mais
interna, com lignina relativamente abundante presente na matriz celulésica como mostra a

Figura 3 (CARLILE; WATKINSON; GOODAY, 2001).
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Figura 3: Estrutura da parede celular vegetal (TAIZ;ZEIGER, 2003).

A cadeia da celulose € estabilizada por ligacdes de hidrogénio internas a cadeia e entre
as cadeias adjacentes que se encontram na posicdo paralela e com a mesma polaridade. As
interacdes (internas e entre cadeias) formam um aglomerado cristalino chamado de
microfibrila (GLAZER; NIKAIDO, 1994). A regido cristalina por si mesma representa um
obstaculo extra para o processo de hidrélise (MARTfN; KLINKE; THOMSEN, 2006) e tem

elevada resisténcia a tracdo e inerte a acdo de solventes comuns (CAMPBELL, 2000). Ocorre



a combinacdo das microfibrilas para formar fibras largas, que por sua vez, se organizam em
camadas finas (lamelas) para formar a estrutura da parede celular vegetal como observado na
Figura 4. Essa drea organizada é chamada regido cristalina, em contraste com a regido amorfa,
que ¢ menos ordenada. A propor¢do dessas fracdes na celulose isolada varia com sua origem.

(GLAZER; NIKAIDO, 1994).
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Figura 4: Representagdo da ordenagdo das microfibrilas na parede celular.
Fonte: http://academic.brooklyn.cuny.edu/biology/bio4fv/page/cellulosefibers.jpg

3.3.1.1 Complexo celulolitico — celulases

A degradacdo enzimatica da celulose na natureza € feita por um sistema de enzimas
extracelulares que, em fungos, sdo liberadas diretamente no meio, enquanto que em bactérias
aparecem ligadas a parede celular (GOMES, 2004). Segundo Wood e McCrae (1982), uma
variedade muito grande de microrganismos € capaz de produzir um sistema enzimatico que
degrade materiais celuldsicos. Estudos sobre o mecanismo de acdo das celulases postularam
que o sistema celulase deveria primeiro atacar a celulose cristalina modificando-a ou
desagregando-a (celulose amorfa) de tal forma que a outra enzima possa causar a
despolimerizagdo ou hidrdlise das cadeias de celuloses (PALMA-FERNANDEZ, 2002).

O sistema celulolitico consiste:

- Endoglucanases ou endocelulases - EC 3.2.1.4, que atacam a carboxi-metil-celulose

(CMC) e regido amorfa da celulose, ao acaso, liberando celooligossacarideos.



-Exo-1,4-B-D-glucanases ou exocelulases(CBH) - EC 3.2.1.91, que atacam o avicel e
celulose amorfa sequencialmente, liberando unidades de celobiose a partir da extremidade ndo
redutora da cadeia de celulose. Essa enzima, atuando sinergisticamente com a endoglucanase,
promove extensa degradacao da celulose cristalina.

- B - glicosidases ou celobiases - EC 3.2.1.21, que removem residuos de glicose a
partir da extremidade ndo redutora de celodextrinas e ndo interage cooperativamente com as
endoglucanases na hidrdélise da celulose cristalina (GOMES, 2004).

A enzima avicelase atua na porcdo fibrosa da molécula de celulose, e tem acdo de
exoglucanase ao remover monomeros ou dimeros das por¢des terminais das cadeias. Por outro
lado, a enzima carboximetilcelulase tem atuac¢do na por¢do cristalina da molécula de celulose,
comportando-se como endoglucanase. Sendo assim, ela atua na quebra de ligacdes na parte
interna da cadeia, expondo as microfibrilas ao ataque subseqiiente de outras enzimas, além de
aumentar o numero de oligossacarideos com terminagdes susceptiveis ao ataque das
exoglucanases.

Segundo Woodward (1982) e Coughlan (1985), as enzimas endo e exoglucanases em
associacdo com a [-glicosidase atuam sequencialmente e sinergisticamente para degradar
celulose cristalina a glicose. As endoglucanases agem ao acaso nas regides de baixa
cristalinidade das fibras celuldsicas, enquanto a celobiohidrolase remove unidades de
celobiose a partir da terminac¢do ndo redutora da cadeia celulésica. A B-glicosidase hidrolisa
celobiose a glicose. Conforme o mecanismo de acdo das celulases retratado na Figura 5,
observa-se que a B-glicosidase € um constituinte importante do complexo enzimético na
conversdo da celulose a glicose, superando a inibi¢ao das celulases, uma vez que catalisam a
hidrélise da celobiose e celooligossacarideos de cadeia pequena até glicose, mas nao
degradam celulose. Dessa forma, as B-glicosidases podem ser consideradas um fator limitante
da velocidade da reacdo enzimatica de sacarificacdo completa da celulose (PALMA-

FERNANDEZ, 2002).
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Figura 5: Mecanismo da hidrélise enzimética da celulose (adaptado de PALMA-FERNANDEZ, 2002).

Essas enzimas celuloliticas sdo extensivamente usadas em Vvarios processos
biotecnoldgicos, incluindo a produgdo do etanol combustivel através de residuos celuldsicos

agricolas (XIN; YINBO; PEUIL, 1993; BOTHAST; SAHA, 1997).
3.3.2 Lignina

A palavra lignina vem do latim lignum, que significa madeira e trata-se de um dos
principais componentes dos tecidos vegetais. Em estudos passados concluiu-se que a lignina é
de natureza aromdtica e muito complexa sendo que pontos relativos, principalmente em
relacdo a sua estrutura, ainda permanecem duvidosos. Isto decorre da grande diversidade de
ligagcdes em sua formacao, como também pelas modificacOes estruturais pela qual o material
sofre durante o isolamento das paredes celulares (SALIBA et al., 2001).

A lignina é um heteropolimero tridimensional amorfo de elevado peso molecular,
formado pela polimerizac¢ao oxidativa de nove unidades de fenil-propano, compostas por nove

carbonos e seus precursores diretos como alcoois coniferil, sinapil e p-coumaril(Figura 6). Ja
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a lignina presente em gramineas € formada pela mistura de dlcoois coniferilico, sinapilico e p-
cumarilico (GOMES; SILVA, 2004).Em funcao de sua estrutura, esse biopolimero € de dificil
degradacdo comparado com outros polissacarideos (GLAZER; NIKAIDO, 1994; AMER;
DREW, 1980; GOMES; SILVA, 2004).

Figura 6: Exemplo de fragmento de estrutura da Lignina.
Fonte:http://academic.scranton.edu/faculty/canm1/
inorganic/inorganicmoduleport.html.

3.3.2.1 Enzimas lignoliticas - ligninases

O mecanismo de degradacdo da lignina é feito por fenoloxidases e sua atuacdo
lignolitica ocorre em funcdo da agdo sinergistica das enzimas liberadas extracelularmente como
as lacases, lignina-peroxidases (LiP), manganés-peroxidases (MnP) e outras oxidases tais como
a tirosinase, catecol desidrogenase, glicose oxidase, glioxil oxidase, glioxal oxidase e arialcool
desidrogenase, que através de acdo oxidativa nao-especifica quebram o polimero de lignina de
modo extensivo (GOMES; SILVA, 2004).Enquanto a LiP quebra ligacdes ndo aromaticas, a
MnP e as lacases podem oxidar os componentes fendlicos da lignina (MAYER; HAREL, 1979).

As lacases sao classificadas como cobre-oxidases e apresentam um sitio multinuclear de
cobre. As peroxidases apresentam sitios ativos com grupos prostéticos € como as mais atuantes
temos as enzimas lignina-peroxidase (LiP) - EC. 1.11.1.14, reportadas pela primeira vez em

1984 no basidiomiceto Phanaerochaete chrysosporium, € manganés-peroxidase - EC 1.11.1.13,
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que sdo glicoproteinas globulares formadas por 11-12% de o-hélice com dois dominios
delimitando uma cavidade central que abriga o grupo heme, no qual existem dois residuos
conservados, uma histidina e um dcido aspartico. As LiPs sdo estabilizadas por oito pontes
dissulfeto e apresentam preferéncia por substratos arométicos nao fendlicos, com formacao de
cations arométicos apds o processo de oxidag¢do, sendo um exemplo deste tipo de substrato o

alcool veratrilico (GOMES; SILVA, 2004).

3.3.3. Hemicelulose

Hemiceluloses sdo heteropolissacarideos altamente ramificados e nado cristalinos na
maior parte dos casos. Como residuos presentes podem ser citados as pentoses como D-xilose e
L-arabinose, as hexoses como D-galactose, L-galactose, D-manose, L-raminose e L-fucose e o
acido D-galacturdnico. Tais residuos sdo diversamente modificados por acetilacdo e metilagdo
(GLAZER; NIKAIDO, 1994). O termo hemicelulose descrito inicialmente por Schulze (1981)
foi usado para designar fragdes de polissacarideos da parede celular vegetal facilmente
hidrolisaveis e desde entdo tem sido utilizado imprecisamente para descrever grupos de
heteropolissacarideos = complexos  ndo-celuldsicos, classificados com base nos
monossacarideos constituintes (WILLIAMS, 1989). Houve redefini¢des com base em suas
propriedades quimicas, como somente polissacarideos da parede celular ligados ndo
covalentemente a celulose (BAUER et al., 1973; KENNEDY; WHITE, 1988).

As hemiceluloses sdo abundantes e baratas fontes de carboidratos fermenteciveis. De
acordo com o mondmero constituinte sdo classificadas como xilanas, mananas, galactanas e
arabinanas. Prende-se firmemente a superficie das microfibrilas de celulose, envolvendo-as e
mantendo ligacdes cruzadas através de ligagdes de hidrogénio (BOCCHINI, 2004). A maioria
das hemiceluloses sdo moléculas relativamente pequenas, contendo entre 70 e 200 residuos de
monossacarideos, sendo as hemiceluloses de madeiras duras as moléculas maiores, com 150 a
200 unidades, conforme vistos na figura 7. (COUGHLAN, 1992; KENNEDY; WHITE,
1988). A composicao das hemiceluloses em plantas pode ser influenciada por vérios fatores,
tais como crescimento, maturacdo, natureza do solo, clima, localizacdo geogréfica e tipo de

fertilizante usado (WILKIE, 1979).
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i-L-Arabinoluranose

Figura 7: Estrutura da Hemicelulose.
Fonte:http://blogs.princeton.edu/chm333/f2006/biomass/bio_oil/02_chemistry
processing_the_basics/01_chemistry

Murty e Chandra (1997) demonstraram a fermentacdo de hemiceluloses de residuos
agricolas tais como residuos de madeira, talo de banana e bagaco de cana-de-actcar por
Clostridium sp CSAIV e apresentaram significante quantidade de hemiceluloses em suas
composi¢des de 12 a 23%, aproximadamente. Sob condicdes 6timas de cultivo, a taxa de
crescimento da linhagem bacteriana aumentou, bem como a concentragdo de etanol na
cultura. Neste estudo, os autores confirmaram que a fonte e a composi¢cdo da hemicelulose
téem importante papel na fermentacdo do substrato por microrganismos e sua utilizagdo
eficiente pode contribuir para a melhoria dos processos de bioconversao, com o intuito de
aumentar a competitividade econdmica dos mesmos (YU et al., 1987). Tem ocorrido aumento
de interesse no uso de hemiceluloses ndo somente para producdo de etanol celuldsico, mas
como polimeros para a utilizacdo nas industrias quimica e farmacéutica, na producdo de
biopolimeros cationicos, hidrogéis e derivados de ésteres alquilicos de cadeias longas (SUN et

al., 2004a).

3.3.3.1 Xilanas

As xilanas s3o os principais polissacarideos da fracdo hemiceluldsica das plantas,
sendo formadas por uma cadeia principal de residuos de xilose (Figura 9), unidos por ligagcdes
glicosidicas B-1,4, com diferentes grupos substituintes na cadeia principal. A xilana é o

segundo polissacarideo mais abundante na natureza (PRADE, 1995), apresentam cadeias
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laterais curtas constituidas por residuos arabinosil, glucoronosil e acetil (SUNNA;

ANTRANIKIAN, 1997; BIELY, 1985).

exoxilanases

CHE N
endoxilanases
N o

»’D—H?
5 H {on o
@ o
HO\ tgH - H
\ﬁ‘g} 1 xilana + S—h‘g

f-xilosidase

Figura 8: Estrutura da Xilana e ago das xilanases (adaptado de GOMES et al., 2007).

Como observado na figura 8, as xilanas estdo em intimo contato com a celulose através
de fortes interacdes formadas por ligagdes de hidrogénio e por forcas de Van der Waals
(WONG; TAN; SADDLER, 1988). Suas moléculas sdo orientadas paralelamente as cadeias de
celulose, na matriz da parede celular, e localizadas entre as microfibrilas de celulose
(NORTHCOTE, 1972). A xilana ligada covalentemente com a lignina e ndo covalentemente
com a celulose tem papel importante na manuten¢do da integridade da celulose, protegendo as

fibras contra o ataque das celulases (BEG et al., 2001; UFFEN, 1997).

HO —0
HMDH
OH

Figura 9: Estrutura molecular da xilose.
Fonte:http://bioweb.sungrant.org/NR/rdonlyres/DDEA9C37-CF9D-4B23-98 AE-
1464D9193446/0/F2StructureofXylose.gif

Como exemplos, na figura 10, tém-se as madeiras duras que contém O-acetil-4-O-
metilglucuronoxilanas altamente acetiladas, sendo que o grupo acetil confere a solubilidade

parcial desta molécula em 4gua. Jd as madeiras macias contém arabino-4-O-
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metilglucuroxilanas, com substituicdo do grupo acetil por unidades de o-L-arabinofuranosil

(BOCCHINI, 2004).

COOH
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Figura 10: Estrutura de O-acetil-4-O-metilglicuronoxilana presente em madeiras duras. Os nimeros indicam os
atomos de carbono aos quais se ligam os grupos substituintes. Ac: grupo acetil; a-4-O-metilglicurénico
(SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997).

3.3.3.2 Complexo Xilanolitico - Xilanases

Xilanases sdo glicosidases - EC. 3.2.1.x, que catalisam a hidrdlise das liga¢des 1,4--D-
xilosidicas na xilana, que por sua vez, é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza.
Estas enzimas sdo classificadas atualmente como glicosidases, de modo que sdo formadas
familias com seqii€ncias relacionadas. Até o momento, 96 familias de glicosidases foram
descritas divididas em 14 clas, sendo aproximadamente um terco destas enzimas poliespecificas
para substrato (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005). Sabe-se que a eficiente exploracao das
fragdes hemiceluldsicas, principalmente a xilana requer um complexo entendimento sobre os
sistemas enzimdticos que realizam sua conversdo a compostos utilizaveis (WONG; TAN;
SADDLER, 1988).

A hidrélise do substrato ocorre por atuagdo de um complexo xilanolitico, com destaque
para as endoxilanases ou 1,4-B-D-xilanohidrolase - EC 3.2.1.8, que hidrolisam as ligagcdes
glicosidicas internas da cadeia principal da molécula de xilana resultando em um decréscimo no
grau de polimerizac¢do do substrato. Outras enzimas do complexo xilanolitico sdo a exo-1,4-3-
xilosidase - EC 3.2.1.37, o-L-Arabinosidase - EC 3.2.1.55 e acetil esterases - EC 3.1.1.6
(WONG; TAN; SADDLER, 1988). Enzimas despolimerizantes que atuam sinergisticamente
na sacarificacdo da xilana podem ser produzidas por microrganismos (FERREIRA-FILHO,

1994) caracterizando assim o complexo xilanolitico formado por:
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- Endo-B-1,4-xilanases ou 1,4-B-D-xilana hidrolase - EC 3.2.1.8, que hidrolisam as
ligacOes internas da cadeia principal da xilana, produzindo xilooligossacarideos e
promovendo a diminui¢do do grau de polimerizacao desse polissacarideo.

- B-xilosidases ou B-D-xilosideo xilohidrolase - EC 3.2.1.37, que hidrolisam pequenos
xilooligossacarideos a xilose, a partir da extremidade ndo redutora.

- Enzimas desramificantes como a-L-arabinofuranosidases - EC 3.2.1.55, a-
glucoronidases - EC 3.2.1 e acetilxilana esterases - EC 3.1.1.6 que hidrolisam as cadeias
laterais da molécula (GOMES, 2004).

Por se tratar de um substrato complexo e heterogéneo, a hidrdlise completa da xilana
requer a acdo de um sistema de enzimas com diferentes especificidades e modos de agdo

demonstrada na Figura 11.

Figura 11: Complexo xilanolitico. A: Enzimas envolvidas na degradacdo da xilana. Ac: grupos acetil;
a- araf: arabinofuranose; a-4-0-Me-GIcA: dcido a-4-0-metilglicurdnico. B: Hidrélise de xilooligossacarideos
pela B- xilosidase (SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997).

Xilanases microbianas degradam a xilana e alteram a interface entre a celulose e a
lignina. Desta forma, facilitam a remog¢do da lignina associada a xilana na superficie das

fibras, encontradas na Figura 12 (BOCCHINI, 2004).
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Figura 12: Remogao da lignina associada a hemicelulose da polpa de madeira, pela acao da xilanase
(TECHAPUN et al., 2003).

3.3.4 Pectinas

Substancias pécticas sao polissacarideos coloidais dcidos e complexos, com residuos
de 4cido galacturénico unidos por ligacdes o (1-4). As cadeias laterais consistem em L-
ramnose, arabinose, galactose e xilose (KASHYAP er al., 2001). Essas moléculas sdao
diferenciadas de acordo com a natureza da cadeia principal e comumente é usado o termo
geral de pectina para todas as substancias pécticas (CHEFTEL; CHEFTEL, 1992).

Protopectinas sdo substincias pécticas insoliveis em &dgua encontradas em tecidos
vegetais e que servem de base para a producdo de compostos soliveis. Acidos pécticos,
também chamados de acidos poligalactur6nicos sdo galacturonanas que contém quantidades
bastante reduzidas de grupos metoxil, ou seja, baixo grau de metoxilacdo. Ja os dcidos
pectinicos s@o galacturonanas com quantidades varidveis e geralmente altas de grupos
metoxil, formando o grupo de alto grau de metoxilagdo. J4 a pectina € um nome genérico
utilizado para designar misturas variadas de componentes cujo &cido péctico ou
poligalacturonico € o principal componente. Na sua forma natural, a pectina estd presente na
parede celular e geralmente apresenta-se interligada com outros polissacarideos estruturais e
proteinas, formando assim moléculas insoldveis de protopectina (KASHYAP et al., 2001).

Conforme figura 13, a cadeia principal da pectina € formada de monomeros de acido D-
galacturbnico que se unem por ligacdes glicosidicas a- 1,4 (COLLMER; RIED; MOUNT,
1988). Um pequeno niimero de ramnose, arabinose e galactose € parte integrante da molécula

de pectina como cadeia lateral (PANDA; SUSHMA; KUMAR, 2004).
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Figura 13: Estrutura da Pectina (adaptado de BRANDAO, ANDRADE, 1999)

A pectina confere viscosidade nos meios em que se encontra € nos tecidos de frutas
verdes, estd ligada as microfibrilas de celulose para constituirem a parede celular vegetal. Esta
pectina € caracteristicamente insolivel conferindo rigidez a parede onde durante o
amadurecimento sua estrutura € alterada tornando-se mais soluvel, pela acdo de enzimas
pectinoliticas. Substincias pécticas atuam na retenc¢do de liquidos quando o tecido vegetal é
lesionado, pois as moléculas de pectina remanescentes junto as fibrilas de celulose e cadeias
laterais de hemicelulose facilitam a retengcdao de dgua (KASHYAP et al., 2001; PIFERRI et
al.,1989).

3.3.4.1 Enzimas Pectinoliticas — Pectinases

Substancias pécticas sdo degradadas por enzimas pectinoliticas produzidas por plantas
e também por microrganismos e entre os principais produtores de pectinases estdo:
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, penicillium frequentans, bacillus subtilis, entre outros
(SOARES, 1999). As pectinases sdao enzimas responsdveis pela degradacdo da longa e
complexa cadeia da pectina. Sua aplicacdo industrial foi observada inicialmente a partir de
1930 para produgdo de vinhos e sucos de frutas (SILVA, 2003).

Como observado na figura 14, estas enzimas, em funcdo do seu modo de ataque a
cadeia de pectina e pela preferéncia do substrato (pectina, adcido péctico ou protopectina) sao
classificadas em: desesterificante ou desmetoxilante (pectinaesterases); despolimerizantes
(incluem as hidrolases e as liases) e protopectinases que solubilizam a protopectina para

formar pectina (UENOJO; PASTORE 2007).
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- Desesterificante ou desmetoxilante como: Pectina esterases (PE) ou também
chamada de polimetilgalacturonase esterase (PMGE) - EC 3.1.1.1, desesterificam o
grupamento metoxila da pectina formando acido péctico, liberando metanol e hidrogénio
(SILVA, 2003; UENOJO; PASTORE 2007).

- Despolimerizantes envolvem as hidrolases (catalisam a hidrélise de ligagdes a-1,4) e
as liases (catalisam a B-eliminacdo). Dentre as hidrolases temos: Poligalacturonases (PG) que
catalisam a hidrélise de ligacdes glicosidicas entre dois residuos de dcido galacturdnico. E a
maior enzima com func¢do hidrolitica, podendo apresentar acdo endo- (hidrélise aleatéria) ou
exo- (hidrélise seqiiencial) do acido péctico (MACMILLAN, SHEIMAN, 1974; SILVA,
2003). J4 as liases, também chamadas transeliminases, rompem ligacdes glicosidicas
resultando em galacturonideos e incluem: Pectina liases (PL) ou polimetilgalacturnato liase
(PMGL) - EC 4.2.2.10, que eliminam residuos de polimetilgalacturonato de uma forma
aleatéria formando metil oligogalacturonatos insaturados. As pectato liases ou
poligalacturonato liase (PGL) - EC 4.2.2.2, atuam sobre o poligalacturonato, produzindo
oligalacturonatos insaturados, sendo os pectatos geralmente bons substratos para a atuacao da
enzima diminuindo sua atividade a medida que diminui a cadeia de oligogalacturonato. As
protopectinases solubilizam protopectina, formando pectina soluvel altamente polimerizada

(SILVA, 2003; UENOJO; PASTORE 2007).

Figura 14: Mecanismo de acdo das pectinases (DA SILVA; FRANCO; GOMES, 1997).
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3.4. Pré-tratamentos para a Sacarificacao do Bagaco de Cana-de-aciicar

A transformacdo do bagaco de cana-de-actcar em etanol celuldsico envolve duas etapas:
a desestruturac@o e hidrdlise das fracoes celulose e hemicelulose para a obtencio de agucares
como glicose, xilose e arabinose e a fermentacdo alcodlica dos agucares redutores liberados em
etanol (ADSUL et al., 2005). O efeito positivo de um pré-tratamento dos materiais
lignocelulésicos ja foi reconhecido ha bastante tempo e este tem sido citado na literatura
como um dos passos mais importantes para melhora do rendimento da hidrélise (LEE, 1997;
MOSIER et al., 2005).

Como visto na figura 15, o material lignoceluldsico deve conter propriedades apds os
pré-tratamentos como produzir fibras desordenadas cuja por¢do contendo celulose possa sofrer
hidrélise pelas celulases sem maiores problemas, ndo liberar ou liberar quantidades pequenas de
compostos com efeito inibitério; e o pré-tratamento deve ter um alto grau de simplicidade e ser
economicamente viavel (ADSUL et al., 2005; MARTIN; KLINKE; THOMSEN, 2006).

Existem vérios métodos de pré-tratamentos: fisicos (explosdo a vapor, radiacdo gama,
micro-ondas, fluidos supercriticos, ultrassom, etc.), quimicos (alcalinos, 4cidos, solventes,
gases, etc.) e bioldgicos (enzimas isoladas ou fungos) ou até mesmo combinacdes destes.
Buscando a desorganizagdo da fibra vegetal, como demonstrado na figura 15, pré-tratamentos
do bagaco tém sido propostos incluindo o emprego de explosdo a vapor (RAMOS, 2000),
explosdao por CO, (MARTIN; JONSSON, 2002; MARTIN; KLINKE; THOMSEN, 2006;
SUN; CHENG, 2002), 4gua quente (LASER et al., 2002; SASAKI; ADSCHIRI; ARAI 2003),
peroxidacdo (MARTIN et al., 2006), hidrélise parcial 4cida (AGUILAR et al., 2002) hidrdlise
dcida com H,SO4 ou HCL (SUN; CHENG, 2002), com é&cido peracético (TEIXEIRA;
LINDEN; SCHROEDER, 1999) ou alcalina com NaOH ou aménia (KURAKAKE; KISAKA;
KOMAKI, 2001), pirdlise e pirdlise com vacuo (GARCA; CHAALA; ROY, 2002), uso de
amodnia ou CO, (SUN; CHENG, 2002) ozondlise, oxidacdo imida (WO), biodegradacao da
lignina, explosdo da fibra pela amonia (AFEX), uso de solventes organicos, uso de glicerol
(DEMIRBAS, 1998), uso de micro-ondas (SANSEVERINO, 2002), uso de ultrassom
(MARTINES; DAVOLOS; JUNIOR, 1999; INGRAM; WOOD; ALDRICH, 1997), entre
outros.

Esses métodos promovem uma boa remo¢do da lignina e liberagdo da celulose e
hemicelulose, mas geralmente produzem compostos indesejaveis sendo aromaticos fendlicos

como hidroxibenzaldeidos e seringaldeidos, furanicos como furfuraldeido e 5 -hidroximetil 2 -
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furfuraldeido, além dos acidos férmico, acético, vanilico e levulinico, os quais sdo derivados
principalmente da quebra da lignina e inibem a atividade microbiana fermentativa.

E importante lembrar que independente da forma do pré-tratamento e da hidrdlise
empregados e do teor de agucares obtidos, se ocorrerem formacdo de inibidores para a
fermentacdo ou necessitarem de etapas de purificacdo do hidrolisado, o processo serd técnica e

economicamente invidvel (DELGENES; MOLETTA; NAVARRO, 1996).
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Figura 15: Exemplo ilustrativo do efeito desejado do pré-tratamento sobre o material lignoceluldsico.
Fonte:http://www.biomassmagazine.com/images/upload/20080403103622.jpg

3.4.1 Micro-ondas

No espectro eletromagnético (figura 16), as micro-ondas sdo radia¢des eletromagnéticas
ndo ionizantes que se situam entre as ondas de radio e a radia¢do infravermelha e caracterizam-
se por ter freqii€ncia de emissdo compreendida entre 300MHz e 300GHz. (SANSEVERINO,
2002).
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Figura 16. Localizacdo da regido de micro-ondas no espectro eletromagnético (SANSEVERINO, 2002).
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Os primeiros relatos de reagdes organicas conduzidas em micro-ondas surgiram em
1986 e foram feitas em frasco selado com uma compara¢c@o com o aquecimento convencional.
Uma notdvel reducdo no tempo de reacdo foi observada, embora nao tenha havido um
controle de pressdao. O aquecimento por micro-ondas é completamente diferente daquele que
ocorre em um forno convencional. Segundo Sanseverino, 2002 o aquecimento por micro-
ondas € também chamado de aquecimento dielétrico, e existem dois mecanismos principais
para a transformacdo de energia eletromagnética em calor. O primeiro deles é chamado
rotacdo de dipolo, e relaciona-se com o alinhamento das moléculas (que tem dipolos
permanentes ou induzidos) com o campo elétrico aplicado. Quando o campo € removido as
moléculas voltam a um estado desordenado, e a energia que foi absorvida para esta orientacao
nestes dipolos € dissipada na forma de calor.

O segundo mecanismo € chamado de conducdo idnica, e o calor € gerado através de
perdas por fric¢do, que acontecem através da migracdo de ions dissolvidos quando sob a acdo
de um campo eletromagnético. Estas perdas dependem do tamanho, carga, condutividade dos
ions dissolvidos e interagdo destes ultimos com o solvente. Em geral, substancias polares
absorvem bem micro-ondas (como &4gua, acetonitrila, etanol), enquanto que substincias
menos polares (hidrocarbonetos alifaticos ou aromaticos) ou substancias com momento de
dipolo nulo (CCly, CO,) absorvem micro-ondas fracamente (SANSEVERINO, 2002).

A acdo das micro-ondas sobre as moléculas de d4gua provoca um intenso movimento
rotacional que, por atrito gera aquecimento. Os choques provocados por este movimento
rotacional podem ser uteis para promover a desestruturacdio do complexo ligno-
hemicelulésico e conseqiientemente facilitar a acdo enzimadtica sobre os polimeros que o
compdem. Reacdes organicas com aquecimento por micro-ondas podem ser conduzidas em
fornos de micro-ondas modificados, em digestores e/ou reatores de micro-ondas. A grande
vantagem seria o baixo custo destas modificacdes quando comparado com o preco de um
equipamento para laboratério. Além disso, a possibilidade de realizacdo de refluxo, a
facilidade de adaptacdo do forno, a auséncia de solventes organicos, sendo, portanto apontada
como técnica de quimica limpa, entre outras sdo vidveis, apenas necessitando de uma
seguranca operacional maior (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2006; SANSEVERINO, 2002).

Pré-tratamentos de biomassa com a aplicacdo de micro-ondas em meio alcalino
reduziram em 50% do tempo para obtencdo da mesma quantidade de agucares redutores por
hidrélise enzimética da palha de arroz quando comparado ao processo sem micro-ondas (ZHU
et al., 2006a) e um aumento de 5% no etanol obtido a partir de palha de trigo (ZHU et al.,

7z

2006b; ZHU et al., 2006c). Desta forma, o uso da radiagdo micro-ondas é uma forma
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interessante de conduzir reagdes organicas pela grande reducio nos tempos de reacdo e bons
rendimentos. A técnica € promissora do ponto de vista industrial, j4 existindo vérios reatores
em uma escala de laboratério (SANSEVERINO, 2002). Silva; Ferreira e Souza (2006)
serviram como referéncia principal para as modifica¢gdes feitas no forno de micro-ondas que

foi utilizado neste trabalho.

3.4.2 Ultrassom

z

Outra alternativa de pré-tratamento € o uso de ultrassom normalmente usado na
inddstria para limpeza de materiais, solda de plésticos, processos quimicos, preparacdo de
emulsdo e suspensdo, desgaseificacdo de solventes, entre outros (MARTINES; DAVOLO;
JUNIOR, 1999). O ultrassom é um método fisico que reduz o grau de cristalinidade, diminui
o grau de polimerizagdo, aumenta a fracao soldivel da fibrila de celulose e também ajuda a
reduzir o tamanho das particulas, podendo ser usado diferentes poténcias como visto na

Figura 17 INGRAM; WOOD; ALDRICH, 1997).
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Figura 17. Regido de freqiiéncia do som (MARTINES; DAVOLO; JUNIOR, 1999).

O tratamento em banho de ultrassom promove a intensa vibracdo das moléculas,
gerando calor e causando alteragOes estruturais das fibras celuldsicas. Um dos principais
efeitos deste pré-tratamento foi aumentar a capacidade de retencdo de 4dgua do substrato
contribuindo assim para um maior desenvolvimento da capilaridade e retardando o processo
de drenagem. Essas modificagdes possibilitam um maior alcance das enzimas ao substrato,
sendo benéficas, portanto para a bioconversao de celulose em etanol. A cavitacdo ultrassonica
€ um processo complexo, influenciado por varidveis como temperatura, tempo, intensidade,
freqiiéncia do ultrassom e a superficie do substrato. E responsdvel por suavizar a superficie
das microfibrilas constituintes da celulose, aumentando a drea hidratada disponivel para acdo

enzimatica (INGRAM; WOOD; ALDRICH, 1997).
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Estudos realizados com prévia aplicagcdo de banho de ultrassom em papel oficio e
subseqiiente sacarificacdo e fermentacdo resultaram em maior rendimento na producdo de
etanol quando comparados com os resultados do material que nao foi submetido ao processo
do banho de ultrassom. Ingram; Wood e Aldrich (1997) reportam que apds 24 horas de
tratamento ultra-sdnico em papel oficio com concomitante sacarificacdo enzimadtica, o
aumento na produgdo de etanol foi da ordem de 50%. Apdés 96 horas de tratamento, o
aumento foi de 16%. Vargas et al. (2004) demonstraram que € possivel potencializar o
processo de inversdao de carboidratos por ultrassom e Sun et al. (2004b) conseguiram a
solubilizacdo de até 91% da lignina e de 92% da hemicelulose de bagaco de cana usando
solugdo alcalina e peréxido de hidrogénio sob impacto de ondas ultra-sonicas. O uso do
ultrassom em reagdes no laboratério tem se tornado comum e a extensdao da tecnologia para
reacOes em escala industrial vird em seguida atrelada os recentes avancos no entendimento da

natureza da cavitacao e os efeitos quimicos do ultrassom.

3.4.3 Pré-Tratamentos Quimicos Associados com Micro-ondas e Ultrassom

Diferentes condi¢des quimicas, como meios alcalinos, dcidos e oxidativos foram
impostos ao bagaco durante o tratamento sob acdo de micro-ondas e ultrassom. Alguns
processos de pré-tratamento menos agressivos (condigdes mais brandas de temperatura e
pressdo, auséncia de 4cidos) tém sido citados na literatura como eficazes. Entre eles temos o
pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino (GOULD, 1984 e 1985; GOULD, U.S.
Pat. N° 4,649,113, 1987; AMIJED et al., 1992; KRISHNA et al., 1998) e peréxido de
hidrogénio seguido de hidroxido de sddio, bastante conhecido das industrias de papel e

celulose, sendo utilizado para alvejar polpas de madeira altamente lignificadas.

3.5 Hidrolise Enzimatica

A busca por técnicas de hidrélise do bagaco de cana-de-agicar com métodos que evitem
ou minimizem a formacao de compostos toxicos € fundamental para 0 maximo aproveitamento
dos materiais lignoceluldsicos. As rotas mais conhecidas sdo as hidrélises 4cida e enzimética
(Macedo, 2003). Embora a hidrélise dcida de biomassa seja eficiente e relativamente barata,
gera residuos poluentes e produtos que inibem a fermentagdo posterior. Além disso, se as

condicdes de reacdo (temperatura, concentracdo de dcido) ndo forem muito bem controladas,
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ocorre degradacdo dos produtos finais, incluindo a degradacao da glicose, o que ndo ocorre na
hidrdlise enzimdtica devido a especificidade da enzima.

O processo enzimdtico oferece potencial de reduc¢do de custos em longo prazo
(SZCZODRAK; FIEDUREK, 1996, WYMAN, 1999; RILEY, 2002, LASER et al., 2002;
MACEDO, 2003; LEATHERS, 2003), pois é possivel se atingir rendimentos préximos dos
estequiométricos e em condi¢cdes menos criticas de temperatura, pressdo e agressividade
quimica, além do processo ser menos poluente. No entanto, este processo ainda ¢é
economicamente invidvel, o que reforca a necessidade de se fazer pesquisas sobre o assunto.

O maior problema € o custo das enzimas usadas e neste ponto o Brasil possui uma
vantagem extraordindria devido, ndo s6 a grande disponibilidade de matéria-prima, mas
também a possibilidade de integragdo com usinas de agucar e destilarias, usando a infra-
estrutura existente. A grande dificuldade nos EUA e Europa € o alto custo da matéria-prima, o
que os forca a pesquisar a fermentacdo simultinea das pentoses e a recuperacdo de
subprodutos para tornar o processo vidavel (ROSSEL et al., 2005).

A obtencdo dessas enzimas se da principalmente através de bactérias e fungos, sendo
alguns exemplos flingicos representados principalmente por Aspergillus spp. e Penicillium spp.
A hidrdlise enzimdtica da celulose requer adsor¢do da celulase na superficie da celulose,
biodegradacdo da celulose em agticares fermenteciveis e desadsor¢do da celulase. Entretanto, a
baixa acessibilidade da enzima a estrutura da fibra do bagago é uma barreira a ser vencida
quando se busca a otimizagao do processo (SUN; CHENG, 2002).

Muitos microrganismos possuem eficientes sistemas enzimaticos capazes de converter a
lignocelulose em metabolito essencial para seu crescimento. Esse complexo enzimdtico inclui
Celulases (endo-1,4-B-celulase — EC 3.2.1.4; exo-1,4-B-glicosidase — EC 3.2.1.74; exo-1,4-B-D-
celobiohidrolase — EC 3.2.1.91 e B-glicosidase — EC 3.2.1.21); Hemicelulases (B-1,4-D-
endoxilanase — EC 3.2.1.8; exo-1,4-B-xilosidase — EC 3.2.1.37; a-L-arabinosidases — EC
3.2.1.55 e acetil esterases — EC 3.1.1.6) e Ligninases (lacases — EC 1.10.3.2; manganés
peroxidase — EC 1.11.1.13 e lignina peroxidase — EC 1.11.1.14). Enzimas do grupo pectinolitico
como pectina esterases - PE — EC 3.1.1.11; pectina liase (exo-PL — EC 4.2.2.9 e endo-PL — EC
4.2.2.2) e poligalacturonase (exoPG — EC 3.2.1.67 e endoPG — EC 3.2.1.15) t€m sido também
produzidas por fermentacdo de residuos lignoceluldsicos (KANG; PARK; LEE, 2004; DA
SILVA; FRANCO; GOMES, 1997).

Sabe-se que as enzimas celulases sdo inibidas por celobiose e glicose e o padrao desta
inibicao tem sido objeto de varios estudos. A celobiose € um inibidor mais forte do que a

glicose; ela é transformada em glicose pelas P-glicosidases. Como muitos complexos
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enzimaticos comerciais apresentam baixas concentracdes de [-glicosidase, é indicado que
se adicione PB-glicosidase de outras fontes aos complexos enzimdticos para diminuir a
concentracdo de celobiose no meio reacional, diminuindo assim, a inibi¢do
(SZCZODRAK; FIEDUREK, 1996; SUN;CHENG, 2002). Além da inibicdo, algumas
varidveis como a concentragdo do substrato, o grau de cristalinizacdo e polimerizacdo da
celulose, contetido de lignina e a realizacdo de pré-tratamentos podem afetar razoavelmente
as taxas de hidrolise do material. A forte inibicao de celulases pelos seus subprodutos como
celobiose e glicose e custos ainda desfavordveis para a implantacio em maior escala do

processo sdo questdes a serem exploradas INGRAM; WOOD; ALDRICH, 1997).



4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos fisico-quimicos foram desenvolvidos no Laboratério de Fisico-
Quimica, no Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais e 0s ensaios enzimaticos foram
realizados no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada no Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista — UNESP, em Sao

José do Rio Preto, SP.

4.1. Obtencao e Preparo do Bagaco de Cana-de-acicar

O bagaco de cana-de-agucar foi obtido a partir de usinas da regido de Sao José do Rio
Preto, referente a safra do inicio de 2008. Inicialmente o bagaco in natura foi lavado
exaustivamente para remocdo de quaisquer acucares livres presentes nas fibras, seco em
estufa a 60 °C com fluxo de ar por 48 horas e em seguida a granulometria das fibras foi
padronizada por passagem em peneira granulométrica de 100 mesh. Apds tais procedimentos,
o bagaco foi armazenado em sacos plésticos de polipropileno lacrado, dispostos em local seco

para posterior utilizagdo.

4.2. Pré-Tratamentos

Neste trabalho foram avaliados diferentes tratamentos do bagaco de cana com a
finalidade de se potencializar a acdo de enzimas hidroliticas no processo de sacarificacao.
Para os pré-tratamentos do bagaco de cana-de-acucar foram utilizados agentes quimicos
associados com: radiacdo com micro-ondas a pressdo atmosférica, em sistema aberto
empregando forno de micro-ondas doméstico adaptado com condensador de refluxo para se
evitar a perda de solvente (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2006; CADDICK, 1995;
SANSEVERINO, 2002), e em banho de ultrassom de 40 kHz (MARTINES; DAVOLOS;
JUNIOR, 1999).

4.2.1. Agentes quimicos

Solugdes de cardter alcalino: NaOH(aq.) e NaOH(met.); carater dcido: HCL, H,;SOy,
HI, HNOs;. carater oxidativo: H,O,, I, (met.), I, (et.); solugdes de sais e 6xidos: Fe,Os FeCl,,

CaO, CaCl,, KI, NH4SOy4; e tratamento seqiiencial com H,0, seguido de NaOH. Todas as
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solucdes foram preparadas com 1% m/v ou v/v. Sabe-se que as concentra¢cdes molares nao sao

equivalentes nestas situagdes, mas justifica-se em fun¢do do carater exploratério do ensaio.

4.2.2. Micro-ondas

No presente trabalho foi usado um forno de micro-ondas doméstico adaptado Modelo
Electrolux com capacidade de 20 litros e freqiiéncia de magnetron de 2450 MHz. Esse
equipamento foi adaptado segundo Silva; Ferreira; Souza, (2006) para permitir a realizacdo de
reacOes em sistemas a pressdo atmosférica com refluxo em diferentes taxas de exposi¢do do

material as micro-ondas, como visto na Figura 18.

Figura 18: Adaptagdo do forno de micro-ondas doméstico para realizacio de refluxo.

Foi necessario furar a parte superior do forno de micro-ondas exatamente no centro de
sua cavidade. Um conector foi construido para permitir a adaptacdo do condensador de
refluxo revestido com anel de cobre e uma rolha de borracha ajustada ao sistema para evitar o
vazamento de radiacdo. Os experimentos foram realizados no interior de uma capela sendo
utilizados os equipamentos de protec@o individual adequados. Para aumentar a seguranga os
pontos por onde passam as conexdes foram vedadas externamente com cola de silicone que,

além de impedir o possivel vazamento de micro-ondas, é de facil remoc¢do e resistente a
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temperaturas superiores a 110 °C. O condensador permite o refluxo dos solventes, ndo
ocorrendo ressecamento nem queima do material a ser tratado.

Com a finalidade de aumentar a vida ttil do magnetron, foi adaptado um cooler acima
deste, forcando a saida do ar quente, como pode ser observado na Figura 19. Esses
dispositivos evitam o desligamento do magnetron pelo termostato do forno por

superaquecimento, garantindo assim os tempos de rea¢do programados.

Figura 19. Adaptagdo do forno de micro-ondas doméstico para realizagio de refluxo (furagdes da cuba,
revestimento com anel de cobre e cooler).

Em um baldo de 250 ml conectado a um condensador de refluxo foram adicionados
5,0 g de bagaco de cana pré-tratado e lavado e 50 ml da solu¢do com o agente quimico a ser
testado. O forno foi programado em poténcia maxima e os tempos de tratamento foram de
cinco e dez minutos. No pré-tratamento seqiiencial com peréxido de hidrogénio e hidréxido
de sodio os tempos reacionais foram divididos, 50% do tempo para o peréxido de hidrogénio
e 50% do tempo apds a adicdo do hidréxido de sédio totalizando como antes cinco ou dez
minutos de reagao.

Ap0s esse tempo, o baldo foi resfriado e transferiu-se o liquido resultante para frascos
de vidro que foram armazenados em freezer a -20 °C para posterior andlise cromatografica.
No sélido residual foi adicionada dgua destilada para lavagem e retirada do excesso de agente
quimico e encaminhado para secagem na estufa a 60°C por 48 horas para determinagio de

perda de massa. O material seco foi reservado para utilizacao nas hidrdlises enzimaticas.
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4.2.3 Ultrassom

Os ensaios em banhos de ultrassom seguiram o mesmo procedimento descrito no item
4.2.2, exceto que as amostras eram acondicionadas em erlenmeyers de 250 ml ao invés do baldao
e permaneciam em imersdao parcial no banho, assegurando-se que todo o volume da amostra

permanecia imerso, durante o tempo de acao da radiacdo ultrassonica.

4.2.4 Determinacao da perda de massa do bagaco pré-tratado

A determinacdo da perda de massa mostra a atuacdo e o reflexo de cada tratamento
sobre o material fibroso. A perda de massa foi determinada pela variagdo ocorrida apds os
diferentes tratamentos fisico-quimicos. Apds cada tratamento, o bagago foi novamente pesado
e sua massa comparada com a massa inicial (5,0g). A diferenca de massa foi expressa em

percentagem de massa perdida e o controle foi realizado com 4gua destilada.

4.2.5 Analises cromatograficas do bagaco pré-tratado

Como forma de avaliar a extensdo da degradacdo da fracdo lignocelulésica das fibras
pelos pré-tratamentos foram realizadas andlises qualitativas e quantitativas de agicares em
termos do perfil cromatografico dos componentes resultantes do bagago tratado por meio de
HPLC (Jasco PU-980 Intelligent HPLC Pump) com detector espectrofotométrico UV/VIS
(Jasco UV-975 Intelligent UV/VIS Detector) em 255 nm e refratometro (Shodex RI-72),
acoplados em série nesta ordem.

Utilizou-se como eluente dgua deionizada em fluxo de 0,9 ml/min e coluna de
BioRAD HPLC Carbohydrate Analysis Column Aminex® HPX-87C (300 mm x 7,8 mm)
instalada em forno (Dionex STH 585) a 80°C. O liquido resultante dos diferentes pré-
tratamentos foram centrifugados durante 10 min a 16530g e 20 pl do sobrenadante era
utilizado para as andlises cromatograficas.

Todas as amostras eram analisadas em duplicata. Foram preparadas curvas padriao dos
acucares glicose, xilose e celobiose nas concentracdes de 0,01 %, 0,03 %, 0,05 %, 0,10 %,
0,30 %, 0,50 % e 1,0 %, seguindo os mesmos procedimentos descritos acima, as quais
permitiram a identificacdo qualitativa e quantitativa destes acucares através da correlacido da

area dos picos.

31



4.3. Complexos Enzimaticos

Os complexos enziméticos utilizados foram obtidos através da empresa Novozymes®
Latin América Ltda (Araucdria - PR, Brasil): NS50013 — complexo de celulases e NS50012 —
complexo enzimético contendo diferentes enzimas como celulases, hemicelulases, xilanases,
etc. Foi avaliado o perfil enzimdtico do extrato bruto para padronizacdo de atividade

enzimatica utilizada na hidrélise.

4.3.1. Atividades Enzimaticas

4.3.1.1. Hemicelulases

4.3.1.1.1 Xilanase

A atividade enzimadtica da xilanase foi determinada por meio reacional composto de
450ul de substrato (solu¢do 0,5% de xilana Birchwood Sigma Co. em tampao &4cido
acético/NaOH 0,1 M em pH 5,0) e 50 ul da solu¢do enzimdtica convenientemente diluida,
incubada em banho maria por 10 minutos a 45 °C.

O agtcar redutor foi quantificado pelo método Somogyi e Nelson (SOMOGYT, 1945;
NELSON,1944) que se dd em fungdo dos actcares reduzirem o fon cuiprico do reativo I a
oxido cuproso, em meio alcalino e a quente. Em seguida, o 6xido cuproso reage com o dnion
arsénio-molibdato do reativo II produzindo um composto de coloracdo azul (6xidos de
molibdénio, M0,03, com Anax = 540 nm). Uma unidade de xilanase foi definida como a
quantidade de enzima necessdria para liberar 1 umol de xilose por minuto de reacdo,

utilizando a curva padrao de xilose para quantificacio.
4.3.1.2. Celulases

4.3.1.2.1 Avicelase e CMCase

A atividade da avicelase foi determinada por procedimento idéntico ao do item 4.3.1.1,
exceto que o substrato foi substituido por celulose microcristalina (Avicel - Sigma Co.) a
0,5%. O mesmo procedimento foi utilizado para a quantificagdo da CMCase (endoglucanase

ou B—glucanase) utilizando-se como substrato carboximetilcelulose (CMC - Sigma Co). Uma
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unidade enzimadtica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1umol de

glicose por minuto de reacdo, utilizando a curva padrdo de glicose para quantificacdo.

4.3.1.2.2 B-glicosidase

A mistura de reacdo foi composta de 50 pL do extrato enzimatico bruto,
convenientemente diluido, 250 pL de 4-nitrofenol-D-glicopiranosideo 4 mM (PNPG, Sigma
Co.) e 250 pL de solugdo tampao 4cido acético/NaOH 0,1 M e pH 5,0. A mistura do substrato
mais tampao foi incubada a 45 °C e a reacao foi interrompida ap6s 10 minutos pela adi¢ao de
2,0 ml de Na,COs 2 M, o nitrofenol liberado foi quantificado por espectrofotometria na regiao
do visivel em 410 nm. A atividade enzimatica foi determinada por curva padrao de nitrofenol.
Uma unidade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessdria para liberar 1

pmol de nitrofenol por minuto de reagéo.
4.3.1.3. Ligninases

4.3.1.3.1 Lacase

A atividade de lacase foi determinada a 30 °C usando 2,2”-azino-bis-etilbenthiazolina
(ABTS) como substrato, em meio reacional contendo 0,1 ml de tampao 4cido acético/NaOH
0,1 M (pH 5,0), 0,8 ml de solucao de ABTS a 0,03 % (p/v) e 0,1 ml da solu¢cdo enzimética
bruta. A oxida¢do do ABTS foi medida pelo monitoramento do aumento da absorbancia a 420
nm. Uma unidade enzimadtica foi definida como a quantidade de enzima necessdria para
oxidar 1 pmol de ABTS por minuto, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 3,6 x

10*/mol/cm para o ABTS oxidado (BOURBONNAIS;PAICE, 1988).
4.3.1.4. Pectinases
O mesmo procedimento do item 4.3.1.1 foi adotado para determinacdo da atividade
das pectinases usando tampao 4cido acético/NaOH pH 5,0 com 1 % de pectina.
4.4. Hidrolise enzimatica
A hidrélise enzimética foi realizada em frascos de vidro esterilizados contendo 0,15 g

de bagaco seco com 6 ml de tampao acido acético/NaOH 0,1 M pH 5,0 que foram colocados

em banho maria a 45°C e apds a estabilizacdo da temperatura foram adicionados 1,5 ml de
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extrato enzimatico diluido 20 vezes para padronizacdo da atividade de avicelase em 300 U/ml.
O meio reacional foi incubado a 45 °C por 24 horas sob agitagdo de 200 rpm.

Para a reacdo foram realizados ensaios em duplicata tanto para amostra hidrolisada
quanto para o controle de cada amostra para o desconto do teor de aguicares ja presentes nas
amostras pré-tratadas. Frascos hermeticamente fechados foram empregados para evitar a
evaporacao da dgua e apds 24 horas de hidrdlise a reacdo foi paralisada em banho de gelo.
Foram analisados também os hidrolisados em tempo zero que serviram como controles da
reacdo. Os sobrenadantes foram entdo cuidadosamente transferidos para microtubos tipo
eppendorf e congelados em freezer a -20 °C para ensaios posteriores.

A quantidade de agticares redutores liberados durante a hidrélise foi quantificada por
meio do método de Somogy-Nelson (SOMOGYT, 1945; NELSON, 1944) e por HPLC como

descrito anteriormente.

4.4.1. Determinacao de acicares redutores totais soliveis no hidrolisado

Para determinacdo de agucares redutores totais liberados com a hidrdlise enzimatica
foi utilizado a metodologia de Somogy-Nelson (SOMOGYI, 1945; NELSON, 1944). As
amostras foram anteriormente filtradas e centrifugadas, sendo que nos controles
correspondem aos acucares ja presentes nas fibras. Os reativos I e Il da reacdo de Somogy-
Nelson foram preparados com reagentes analiticos e foi elaborada curva padrdo com

diferentes concentracdes de glicose e os resultados expressos em mg de ART/g de bagaco.

4.4.2. Determinacido de acuicares redutores por analise cromatografica do

hidrolisado

Uma série de compostos entre sacarideos de diferentes tamanhos, compostos
fendlicos, aldeidos, dcidos, ésteres, entre outros podem ser obtidos no processo de hidrélise
enzimatica. Geralmente os artigos da literatura da 4rea expressam seus resultados somente
pela quantificacdo de acgucares redutores, porém € importante salientar a importancia da
determinacdo de compostos inibidores de microrganismos fermentadores por HPLC-RI para
determinacdo de carboidratos e HPLC-UV para determinacao de compostos fendlicos (A=255
nm). As andlises cromatograficas do hidrolisado foram realizadas de maneira andloga a

descrita no item 4.2.5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Estudo de variacao de massa do pré-tratado

Foram realizadas andlises de perda de massa nos tratamentos com micro-ondas e
ultrassom sendo os valores representados em porcentagem, segundo andlise estatistica das
amostras em duplicata. Sao mostrados na Tabela 1 os valores médios referentes a diferenca de
massa expressa em percentagem nos tempos 5 e 10 minutos e o controle para o pré-tratamento
com uso de micro-ondas.

Foi possivel observar claramente que os pré-tratamentos com tempo de reacdo de 5
minutos, tanto com uso de micro-ondas quanto com uso de ultrassom, foram menos eficientes
que os pré-tratamentos com 10 minutos. Em funcdo disso, foram considerados nos ensaios
cromatograficos e nas discussdes a seguir apenas as perdas de massa dos pré-tratamentos
executados com tempos de exposicdo da fibra de 10 minutos, devido sua maior
potencialidade.

Verificou-se que as amostras controle (pré-tratamentos fisicos com micro-ondas e
ultrassom sem o uso de agentes quimicos), em relacdo ao controle in natura, sofreram perda
de massa na ordem de 3% para micro-ondas e 1,6% para ultrassom. Observou-se também
variacOes considerdveis nas massas das amostras tratadas com todos os dcidos minerais
chegando a 55,8 % de perda de massa da amostra tratada com acido cloridrico, seguido da

amostra tratada com 4cido nitrico, com perda de 51,5%, com o uso das micro-ondas.
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Tabela 1. Determinacdo da massa perdida e variacao da perda de massa em porcentagem das
amostras de bagaco de cana em funcdo dos diferentes tratamentos sob acao de micro-ondas
em diferentes tempos de exposi¢ao da fibra.

Solucoes Micro-ondas em 5 minutos Micro-ondas em 10 minutos
Massa Perda de Massa Perda de
Perdida (g) Massa (%) Perdida (g) Massa (%)
Controle 0,09 1,78+0,72 0,15 3,08+0,90
HCL 1,83 36,02+0,96 2,87 55,82+0,88
H,SO,4 1,98 38,60+0,52 2,26 44,04+0,49
HI 1,72 33,50+0,99 2,35 45,88+1,38
HNO;3 2,03 40,11+1,51 2,64 51,53+2,03
NaOH 0,22 4,3442,03 0,88 17,3243,63
H,0, + NaOH(Seq) 0,86 16,89+0,98 1,15 22,82+0,45
NaOH em Metanol 0,11 2,15+0,76 0,18 3,58+1,38
Fe,03 0,83 16,27+0,66 1,78 33,68+6,53
FeCl, 0,93 18,30+0,96 1,80 35,08+0,46
CaO 1,13 22,28+2,14 2,38 45,72+0,78
CaCl, 1,11 21,8543,16 1,59 30,47£1,06
KI 0,99 19,64+1,68 1,98 38,17£2,70
NH4SO4 0,42 8,36+0,79 0,66 13,05+3,05
I, em Etanol 0,55 10,76+0,83 0,91 18,05+4,12
I, em Metanol 0,11 2,17+0,93 0,15 2,99+40,21
H,03 10y 0,20 3,97+£2.24 0,36 7,26+2,73
H,0; 20y 0,36 7,15£1,89 0,52 10,35+1,99

De forma geral, os tratamentos dcidos com micro-ondas foram extremamente efetivos
na perda de massa e também ocorreram perdas de massa moderadas em meio alcalino sendo a
maior no pré-tratamento com NaOH, de 17,3%. Dentre os dois 6xidos inorganicos estudados,
o oxido de célcio foi o que proporcionou uma perda de massa de 45,7 %, o que pode ser
considerada da mesma magnitude que os resultados obtidos pelos dcidos inorganicos. O
tratamento realizado com sais cujos cdtions sdo dcidos de Lewis como o CaCl, e o FeCl,
resultaram em perdas de massa moderadas, sendo que proporcionaram em média uma reducao
de 30-35% na massa do bagaco.

Ja o tratamento com KI acarretou aproximadamente 38,2%, o que deve estar mais
relacionado com a natureza do anion do que com o cétion. Os tratamentos oxidativos como
perdxido de hidrogénio e o iodo associado com solventes proporcionaram reducdes de massas

muito pequenas quando comparados com outros tratamentos. Ou seja, os resultados
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demonstram claramente que o uso de agentes quimicos tem grande participagdo na
desestruturacdo do bagaco de cana-de-agucar.

A Tabela 2 traz os valores referentes a diferenca de massa expressa em percentagem
de massa perdida nos tempos 5 e 10 minutos e o controle para os tratamentos com uso do

ultrassom.

Tabela 2. Determina¢do da massa perdida e variacao da perda de massa em porcentagem das
amostras de bagaco de cana em funcao dos diferentes tratamentos sob acao de ultrassom em
diferentes tempos de exposi¢do da fibra.

Solucoes Ultrassom em 5 minutos Ultrassom em 10 minutos
Massa Perda de Massa Perda de

Perdida(g) Massa(%) Perdida(g) Massa(%)

Controle 0,01 0,20+0,39 0,09 1,66+0,48
HCL 0,64 12,81+0,96 1,39 27,37£1,05
H,SO,4 0,51 10,08+0,73 0,59 11,72+0,04
HI 0,45 8,96+1,18 1,48 29,04+2,97
HNO; 0,44 8,75+1,13 1,27 24.,79+0,70
NaOH 0,08 1,57+2,06 0,15 2,85+0,07
H,0, + NaOH(Seq) 0,12 2,36+0,73 0,75 14,82+0,74
NaOH em Metanol 0,16 3,16+0,28 0,44 8,58+6,38
Fe,03 0,38 7,48+0,13 1,23 24.47+0,77
FeCl, 0,02 0,39+1,16 0,06 1,36+0,57
CaO 0,55 10,72+1,83 1,14 22,06+0,11
CaCl, 0,42 8,30+1,92 0,88 17,26+2,46
KI 0,07 1,39+3,02 0,10 2,1940,59
NH4SO4 0,11 2,18+1,53 0,25 4,87+0,29
I, em Etanol 0,13 2,56+0,78 0,49 9,41+5,01
I, em Metanol 0,00 0,00+0,00 0,48 9,51+0,25
H,03 10y 0,11 2,19+0,93 0,24 4,85+1,47
H,0; 20y 0,19 3,77£1,18 0,39 7,4620,80

No tratamento ultrassonico destacam-se valores entre 29-11% para os dcidos, sendo
que o mais efetivo foi o dcido iodidrico (29%), diferentemente do ocorrido no tratamento com
micro-ondas onde o dcido iodidrico apresentou rendimentos altos de perda de massa (45%),
porém, ainda foi menor que o dcido cloridrico (55%) com as micro-ondas. Tem-se o 6xido de
ferro (Fe>O3) com 24,47% e o 6xido de calcio (CaO) com 22,06% e variaveis entre 7 — 9%

para os pré-tratamentos oxidativos.
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De modo geral, os tratamentos com uso de ultrassom demonstraram ser pouco efetivos
na perda de massa quando comparados aos tratamentos com uso de micro-ondas, com valores
de perda de massa numa faixa relativamente menor, como exemplo o controle que mostrou
valores préximos a 1,6% no ultrassom e a 3% no micro-ondas comprovando o potencial de

atuacao maior da radiacdo micro-ondas.

5.2. Analises cromatograficas qualitativas do pré-tratado

Para cada pré-tratamento realizado no bagaco de cana sdo apresentados os
cromatogramas de indice de refracdo para deteccdo de carboidratos e de ultravioleta para
deteccao de fendlicos em geral. Os tempos de retengao dos padrdes de carboidratos estudados
estdo relacionados na Tabela 3. Os cromatogramas de indice de refracdo e de ultravioleta dos

padrdes analiticos encontram-se no Anexo 1.

Tabela 3. Tempo de reten¢do dos padrdes de carboidratos no pré-tratamento

Padrao Cromatografico Tempo de Retencao (min)
Glicose 7,0
Xilose 7,6
Celobiose 5,5
Maltose 5,7
Sacarose 5,6
NaOH 4,0
Iodo (Ib) 5,0
Solventes (Etanol e Metanol) 11,0

Foi observado que os compostos quimicos empregados nos tratamentos podem
contribuir para formagao de picos cromatograficos nos intervalos de tempo mencionados,
sendo assim os picos detectados em tempos de retencdo menores que 4 minutos € maiores que
11 minutos ndo foram considerados na discussdo dos resultados. No caso de um pico
cromatogrifico ocorrer no mesmo tempo nos detectores de indice de refracio e de
ultravioleta, este ndo serd considerado como carboidrato, devido a presenca de grupos
cromoforos.

Nas amostras controle nao foi detectada a presenca de carboidratos de acordo com o
tempo de retencdo dos padrdes analiticos empregados, tanto no tratamento com micro-ondas
como no tratamento com ultrassom (Figura 20 e 21). Nas figuras 22 e 23 s@o apresentados os

tratamentos com peréxido de hidrogénio que nao demonstraram a presencga de carboidratos,

devido a presenca de compostos croméforos nos picos com o detector de ultravioleta.
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Figura 20: Cromatogramas da amostra controle no tratamento com micro-ondas (a) com detector de indice de

refrac@o e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 21: Cromatogramas da amostra controle no tratamento com ultrassom (a) com detector de indice de

refracdo e (b) com detector de ultravioleta.

Isto se dd porque os acucares nao sdo cromoéforos, pois possuem ligagdes duplas

conjugadas, comuns apenas nos compostos que absorvem no visivel, justificando assim a

auséncia de aguicares nos cromatogramas com picos iguais nos dois detectores utilizados.
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Figura 22: Cromatogramas da amostra tratada com peréxido de hidrogénio no tratamento com micro-ondas (a)
com detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 23: Cromatogramas da amostra tratada com peréxido de hidrogénio no tratamento com ultrassom (a)
com detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Nos cromatogramas dos pré-tratamentos com NaOH aquoso foi encontrado pico no tempo da

xilose para o uso de micro-ondas, como pode ser visto na figura 24.
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Figura 24: Cromatogramas da amostra tratada com hidréxido de sédio no tratamento com micro-ondas (a) com
detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 25: Cromatogramas da amostra tratada com hidréxido de sédio no tratamento com ultrassom (a) com
detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.

Os tratamentos com hidroxido de sddio associado ao metanol mostraram diferentes
picos nos detectores de ultravioleta, tanto no tratamento com micro-ondas quanto com o
ultrassom demonstrando assim a efetiva atuacdo do meio alcalino na fragdo de lignina do

bagaco de cana-de-agucar (Figuras 26 e 27).
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Figura 26: Cromatogramas da amostra tratada com hidréxido de sédio associado ao metanol no tratamento com
micro-ondas (a) com detector de indice de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.

40



BUIT

LI

55

g -

10

2l

30

a0

sh

60 a0 s s

110

1200

130

.0

15

L0

T

) \
\_//"Jk‘*

N

de oo e o oh o alc i e ph b o

Figura 27: Cromatogramas da amostra tratada com hidréxido de sédio associado ao metanol no tratamento com
ultrassom (a) com detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.

Os tratamentos oxidativos com iodo associados aos solventes como etanol e metanol

mostrados da Figura 28 até a Figura 31 também ndo demonstraram residuos de carboidratos

sendo pouco significativo na determinac¢do de residuos fenoélicos, tendo somente variacoes de

massa de aproximadamente 4% para ultrassom e 9,5% para micro-ondas.
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Figura 28: Cromatogramas da amostra tratada com iodo associado ao etanol no tratamento com micro-ondas (a)

com detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 29: Cromatogramas da amostra tratada com iodo associado ao etanol no tratamento com ultrassom (a)

com detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.

41




10,8

200 —

vy —

100 — \\

47 — —

n) —= 13

e ah s aw s g0 e wh e e e e w8
Figura 30: Cromatogramas da amostra tratada com iodo associado ao metanol no tratamento com micro-ondas
(a) com detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 31: Cromatogramas da amostra tratada com iodo associado ao metanol no tratamento com ultrassom (a)
com detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.

Nos tratamentos com sulfato de amonio correspondentes as Figuras 32 e 33, ndo
ocorreram liberagdes de carboidratos, com tempos de retencdo similares aos padrdes
estudados. Através do detector de ultravioleta foi possivel visualizar liberacdes de compostos

croméforos, o que possivelmente deve-se a degradacdo da lignina.
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Figura 32: Cromatogramas da amostra tratada com sulfato de amdnio no tratamento com micro-ondas (a) com
detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 33: Cromatogramas da amostra tratada com sulfato de amonio no tratamento com ultrassom (a) com
detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.

Os tratamentos &4cidos mostrados nas Figuras 34 até 41 sugerem que houve
desestruturacdo do bagaco de cana-de-acucar e liberacdo de carboidratos nos picos variando
entre 5 e 8 minutos no detector de indice de refracdo sendo provavel a presenca de pequena
quantidade de acgucares como glicose, xilose e celobiose comparados com os padrdes
analiticos. Os cromatogramas com detector de ultravioleta do pré-tratamento com &cido
sulfirico com micro-ondas e ultrassom, vistos nas figuras 34b e 35b, demostram o perfil de
desestruturacdo quimica do bagaco. Além desta deslignificacdo, foi detectado com o uso de

micro-ondas pico coerente ao tempo de retengdo da xilose.
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Figura 34: Cromatogramas da amostra tratada com 4cido sulfiirico no tratamento com micro-ondas (a) com
detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 35: Cromatogramas da amostra tratada com é4cido sulfiirico no tratamento com ultrassom (a) com
detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Com o 4cido cloridrico foi encontrado pico em 7,6 minutos referente a xilose e 5,5
minutos referente a celobiose, no tratamento com micro-ondas (Figura 36). Além disso,
apresentaram a maior porcentagem de massa perdida justificando o aparecimento de

carboidrato pelo possivel desarranjo na estrutura do bagaco.
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Figura 36: Cromatogramas da amostra tratada com é4cido cloridrico no tratamento com micro-ondas (a) com
detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 37: Cromatogramas da amostra tratada com &cido cloridrico no tratamento com ultrassom (a) com
detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.

As amostras tratadas com 4cido nitrico liberaram compostos fendlicos como
mostrados nas Figuras 38 até 40 e também ocorreu liberacdo de xilose no tempo de 7,7

minutos com o uso das micro-ondas, demonstrado na figura 38.
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Figura 38: Cromatogramas da amostra tratada com écido nitrico no tratamento com micro-ondas (a) com
detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 39: Cromatogramas da amostra tratada com 4cido nitrico no tratamento com ultrassom (a) com detector
de indice de refracdo e com detector de ultravioleta.
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Figura 40: Cromatogramas da amostra tratada com 4cido iodidrico no tratamento com micro-ondas (a) com
detector de indice de refragdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 41: Cromatogramas da amostra tratada com 4cido iodidrico no tratamento com ultrassom (a) com
detector de indice de refracdo e com detector de ultravioleta.

Embora se tenha conseguido uma perda de massa significativa com o emprego do
acido iodidrico ndo foi detectado nenhum pico correspondente aos carboidratos com tempos
de retencdo estabelecidos. No entanto apresentaram picos cromatograficos com o detector de
ultravioleta liberando compostos aromaticos e fendlicos relacionados com a deslignificacao.

Podemos entdo inferir que os diferentes tipos de dcidos empregados nos tratamentos
promovem libera¢des de diferentes compostos quimicos originados da fracdo lignocelul6sica.

Para os tratamentos com o6xidos, tanto o 6xido de ferro (Figuras 42 e 43) quanto o

oxido de célcio (Figuras 46 e 47) o uso das micro-ondas associadas a esses agentes quimicos

45



resultaram na liberacdo de acucares, pois os picos foram detectados no indice de refracdo e

ndo apareceram no ultravioleta, o que nos leva a crer que se trata de carboidratos.
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Figura 42: Cromatogramas da amostra tratada com 6xido de ferro no tratamento com micro-ondas (a) com
detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 43: Cromatograma da amostra tratada com 6xido de ferro no tratamento com ultrassom (a) com detector
de indice de refracdo e com detector de ultravioleta.

O uso de radiagdo micro-ondas associada a solug¢do de cloreto de ferro promoveu
liberagdo de um composto com tempo compativel com a xilose e a celobiose e no detector de
ultravioleta foi comprovado a presenca de compostos fendlicos possivelmente liberados na
desestruturacdo da lignina (Figuras 44 e 45) permitindo assim que a fracdo hemiceluldsica
fosse liberada. Embora o agente quimico seja um 4cido de Lewis, sua acdo como agente de

despolimerizagao nao foi elucidada até o momento, necessitando-se de novos estudos.
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Figura 44: Cromatogramas da amostra tratada com cloreto de ferro no tratamento com micro-ondas (a) com
detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 45: Cromatogramas da amostra tratada com cloreto de ferro no tratamento com ultrassom (a) com
detector de indice de refracdo e com detector de ultravioleta.
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Figura 46: Cromatogramas da amostra tratada com 6xido de cdlcio no tratamento com micro-ondas (a) com
detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 47: Cromatograma da amostra tratada com 6xido de calcio no tratamento com ultrassom (a) com detector
de indice de refracdo e com detector de ultravioleta.

Com o uso do CaO associado as micro-ondas houve liberacao de glicose e xilose (Figura 46)

pela grande perda de massa da ordem de 45% ocorrida no pré-tratamento.

O tratamento com cloreto de célcio ndo promoveu liberacdo de compostos com elui¢do
dentro da faixa seguida na metodologia analitica embora se tenha obtido uma redugdo de
30,4% na massa da fibra com este pré-tratamento no micro-ondas (Figura 48 e 49).

Supde-se que o entendimento para essa disparidade seja porque possivelmente os pré-
tratamentos causem somente a desestruturacao na fibra do bagaco de cana-de-agucar devido a
perda de massa obtida. O uso do iodeto de potdssio ndo foi significativo segundo os
cromatogramas, pois embora se tenha detectado um pico no detector de indice de refracdo, o
mesmo pico foi encontrado no detector de ultravioleta demonstrando apenas presenca de

outros compostos podendo ser arométicos ou fendlicos (Figura 50 e 51).
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Figura 48: Cromatogramas da amostra tratada com cloreto de célcio no tratamento com micro-ondas (a) com

detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 49: Cromatogramas da amostra tratada com cloreto de célcio no tratamento com ultrassom (a) com
detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 50: Cromatogramas da amostra tratada com iodeto de potdssio no tratamento com micro-ondas (a) com

detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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Figura 51: Cromatogramas da amostra tratada com iodeto de potdssio no tratamento com ultrassom (a) com

detector de indice de refracdo e (b) com detector de ultravioleta.
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O tratamento seqiiencial com H,0, seguido de NaOH promoveu somente liberagdo da
celobiose, pelo tempo de retencao demonstrado nas Figura 52, para uso de micro-ondas e na
Figura 53 para uso de ultrassom. A deslignificacdo da fibra ocorreu de forma efetiva,

permitindo assim que a fracao hemicelulésica fosse liberada liberando assim oligossacarideos.
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Figura 52: Cromatogramas da amostra tratada com peréxido de hidrogénio seguido de hidréxido de sédio

(seqiiencial) no tratamento com micro-ondas (a) com detector de indice de refracdo e (b) com detector de
ultravioleta.
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Figura 53: Cromatogramas da amostra tratada com per6xido de hidrogénio seguido de hidréxido de sédio
(seqiiencial) no tratamento com ultrassom (a) com detector de indice de refragc@o e (b) com detector de
ultravioleta.

5.3. Analises Cromatograficas Quantitativas do Pré-tratado

Dentre todos os pré-tratamentos efetuados, somente os relacionados na Tabela 4
tiveram picos identificados com os padrdes analiticos sendo quantificados pela avaliacdo
cromatogréfica de acucares por HPLC-RI.

Pode-se observar que as duas amostras controle ndo indicaram liberacdo de
monossacarideos, confirmados com os resultados das andlises por HPLC-RI; porém, houve
perda de massa da ordem de 1,5 e 3% para ultrassom e micro-ondas, respectivamente. Esta
perda de massa pode estar associada 4 solubilizacio de fracdes de polissacarideos,

principalmente xilana (LASER et al., 2002), ou a deslignificacdo da fibra.
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Tabela 4. Quantificacdo de Acucares (mg/g) Liberados no Pré-tratamento.
Pré- Tratamentos  Glicose  Xilose Celobiose  Acucares Totais

In natura - - - -
Controle ** - - - -
Controle ™ - - - -
HCL ™ - 132,1 90,6 2227

H,SO, ™ - 141,2 - 141,2
HNO; ™ - 133,7 - 133,7
NaOH ™ - 2549 - 2549
Seqiiencial ** - - 86,0 86,0
Seqiiencial ™ - - 113,2 113,2
FeCl, ™ - 84,8 92,73 177,5
Fe,0; ™ - - 85,8 85,8
CaO ™ 111,5 84,8 - 196,3

Pré-tratados resultantes de diversos pré-tratamentos com uso de micro-ondas e ultrassom com
tempo de reag@o de 10 minutos. Resultados expressos em Mg/g : Mg de acticar redutor e agticar
redutor total por grama de bagaco. ( - ) composto ndo identificado; (us) uso de ultrassom e

(mo) uso de micro-ondas.

Os pré-tratamentos 4cidos tiveram valores considerados altos, como o 4cido cloridrico
com 222,7mg/g de acucares totais sendo, 132,1mg/g de xilose e 90,6mg/g de celobiose. De
acordo com os resultados, o meio acido favoreceu a hidrélise quimica parcial da fibra
potencializada pela acdo das altas temperaturas das micro-ondas que favoreceram a
desestruturacdo liberando quantidades significativas de xilose, diferentemente dos pré-
tratamentos dcidos com uso de ultrassom.

O pré-tratamento alcalino, comumente realizado para deslignificacdo de materiais
lignoceluldsicos (ADSUL et al.,2005) resultou em liberagdo de 255mg/g de xilose e perda de
massa de aproximadamente 18%, ou seja, primeiramente o pré-tratamento atuou na
deslignificacdo e favoreceu a continua acdo do agente quimico sobre a hemicelulose com
liberacdo de quantidades significativas de xilose.

J4 o tratamento seqiiencial com H;O»q) seguido de NaOH,q) proporcionou uma
solubilizacdo de 22% da massa da fibra, porém com a liberacao de celobiose, no micro-ondas
e no ultrassom, detectada por HPLC-RI, o que ndo € desejdvel, uma vez que a celobiose ¢ um
inibidor de B-glicosidades (LADISH et al., 1983).

O uso de 6xido de cdlcio proporcionou uma perda de massa de 45,7% no micro-ondas,
resultado este da mesma magnitude que os obtidos pelos dcidos minerais. Foi detectada a
presenca de glicose (111,5 mg/g) e também xilose (84,8 mg/g), totalizando 196,3 mg/g de
actucares totais. O processo de polpacdao com 6xido de cdlcio (FOELKEL; BARRICHELO,

1975) usado em residuos agricolas como palhas de cereais e bagaco de cana produz celulose
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com tempo de cozimento de 2 horas a temperatura de 98°C. Uma vez que o CaO em meio
aquoso produz Ca(OH),, que em baixas concentracdes ndo inibe o processo fermentativo,
torna-se uma forma interessante para o processo de desestruturacdo das fibras destinadas a
producdo de etanol celulésico, porém, deve ser levado em conta a possibilidade de inibicao
enzimatica pelos compostos gerados no pré-tratamento.

O FeCl, age como catalisador para o processo de degradacdo da lignina e pode
favorecer a desagregacdo da fibra resultando em perda de massa 1,3% com uso de ultrassom,
sem formacado de actcares e de 35,1% com uso do micro-ondas com liberagdo de agucares
como xilose e celobiose, pela possivel deslignificacdo sofrida viabilizando a acdo do agente
quimico para liberagdo dos agucares encontrados.

O uso de 6xido de ferro proporcionou liberagao de 86 mg/g de celobiose, considerado
um fator negativo pela alta inibicdo da B-glicosidase presente nos complexos enzimaticos. A
deslignificacdo e ataque quimico as fibras podem produzir outros compostos fendlicos
inibidores da acao enzimaética.

E importante salientar que independente da eficiéncia dos pré-tratamentos empregados
ou do teor de acucares obtidos, se ocorrerem formacao de inibidores para a hidrélise enzimatica
ou posteriormente para a fermentacdo ou necessitarem de etapas de purificacdo do hidrolisado,
o processo serd técnica e economicamente invidvel (DELGENES; MOLETTA; NAVARRO,
1996). Para verificar a viabilidade dos pré-tratamentos executados, os mesmos serao
correlacionados com as eficiéncias ou inibi¢des enzimaticas ocorridas durante a sacarificacao

do bagaco de cana-de-agucar.

5.4. Determinacao das Atividades Enzimaticas dos Complexos NS50012 e
NS50013

Foi observado que o complexo enzimético NS50012 encontra-se com bom perfil de
atividade enzimadtica em pH na faixa de 3,3 — 5,5 e com temperatura entre 25 — 55°C. Para o
complexo NS50013 temos pH de 4,5 — 6,5 e temperatura entre 45 — 60°C. Portanto, para uma
eficiente hidrdlise enzimadtica os ensaios foram efetuados com tampao em pH 5,0 e
temperatura de 45°C em agitacdo constante. O perfil de atividade enzimdtica dos complexos
empregados foi determinado pela quantificacdo de carboximetilcelulase, avicelase, -
glicosidase, xilanase, pectinase e lacase. Uma unidade (U) de atividade enzimética foi

definida como a quantidade de enzima necessdria para liberar 1umol de produto por minuto.
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As atividades enzimadticas foram expressas em U/ml. A Tabela 5 demonstra o perfil dos

complexos enzimaticos NS50012 e NS50013.

Tabela 5. Perfil de atividades enzimdticas dos complexos NS50012 e NS50013 utilizados
para hidrélise enzimatica.

Atividades Enzimaticas MultiComplexo Complexo Celulolitico
NS50012 ((U/ml) NS50013(U/ml)

Xilanase 18.783,07 1.135,45

Carboximetilcelulase 14.168,36 22.922.,43

Avicelase 6.268,33 6.285,11

B- Glicosidase 122,30 300,84

Pectinase 703,02 197,75

Lacase Ausente Ausente

Para a utilizagdo desses complexos enzimdticos na hidrdlise da fibra foi feita a
padronizacao em 300 U/ml de avicelase, sendo os extratos brutos diluidos em 20 vezes para
posterior utilizacdo. Apds a determinacao do perfil de atividades dos complexos enzimaticos,
foi avaliada a sua aplicag@o na sacarificacdo de aliquotas de bagaco in natura e bagacos pré-

tratados.

5.5. Ensaio Enzimatico

Os hidrolisados foram obtidos a partir da acdo enzimética sobre o bagaco de cana sem
tratamento e pré-tratado. Como descrito no item 4.4., o material foi submetido a filtracdo e
centrifugacdo para eliminacdo de particulas sélidas em suspensdao e encaminhado para
determinacdo de agucares redutores totais pelo método Somogy-Nelson e identificacdo e
quantificacdo de aguicares presentes com HPLC-RI. As andlises foram realizadas em duplicata
e correlacionadas com as curvas-padrao.

Na Figura 54 estao apresentados os cromatogramas do padrao de acucares, utilizando

detectores de indice de refragdo e ultravioleta.
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Figura 54: Perfil Cromatogréfico dos padrdes analiticos em HPLC para o hidrolisado com detector de indice de
refracdo e com detector de ultravioleta.

52



5.5.1. Determinacao de Aciicares Redutores e Aciicares Redutores Totais
do Hidrolisado

A Tabela 6 apresenta os resultados da sacarificagdo com o multicomplexo enzimatico
NS50012. O teor de acucares redutores e de aclcares redutores totais presentes nos
complexos enzimdticos utilizados foram subtraidos nos cdlculos, evitando-se assim falso

positivo nos valores.
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Tabela 6. Acucares redutores e acgucares redutores totais resultantes da sacarificacdo
enzimadtica do bagacgo de cana (mg/g) com uso do multicomplexo enzimético NS50012.

Hidrolisado - NS50012  Glicose Xilose Celobiose Acucares Redutores Totais

In natura 191,1 126,5 - 352,2
Controle ** 213,7 - - 313,0
Controle ™ 259,2 - - 266,1
HC1 ™ 175,6 175,2 - 440,1
HC1 ™ 074,0 166,7 - 418,3
H,SO, " 189,2 189,8 - 389,1
H,SO4 ™ 200,6 192,6 - 388,1
HI™ 108,3 122,0 - 455,3
HI ™ 317,7 230,0 - 438,4
NHO3 ™ 363,9 - - 423,7
HNO3 ™ 108,3 122,0 - 392,2
NaOH us 262.0 127,6 - 325,7
NaOH mo 117,9 152,4 - 385.,9
Sequencial ** 384,5 - - 463,3
Sequencial ™ 317,0 - - 412.5
NaOH + Met 269,6 206,5 - 354,2
NaOH em Met ™ 210,8 041,9 - 405,4
Fe,0; " 315,0 - - 353,2
Fe,0; ™ 110,7 - - 409,5
FeCl, ** 275,8 044,8 - 458,3
FeCl, ™ 253,1 100,1 - 368,6
CaO"™ 150,9 2342 - 491,8
CaO™ 112,5 214,0 - 557,0
CaCl, ™ 321,7 - - 421,6
CaCl, ™ 069,2 - - 563,5
KI" 3134 - - 622,7
KI™ 244,1 - - 643,8
NH4S04 ** 112,3 015,2 - 524,3
NH4S04 ™ 354,0 - - 566.,4
L, em Etanol " 220,1 053,9 - 470,7
I, em Etanol ™ 318,3 - - 538,9
I, em Metanol *° 416,8 - - 543,9
I, em Metanol ™ 140,5 - - 508,0
H,0; 10y " 037,8 016,3 - 513,6
H,05 100 ™ 325,2 013,0 - 465,4
H,0; 50, " 286,4 - - 513,4
H,05 50y ™ 211,8 - - 534,0
Enzima diluida 26,58 - - 108,6

Hidrolisados obtidos apds 24 horas de sacarificag@o: valores expressos em mg/g: mg de actcar redutor ou
actcar redutor total por grama de bagaco de cana. ( - ) composto nao identificado; ( us ) uso de ultrassom

e ( mo ) uso de micro-ondas.
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Os teores de acticares obtidos na sacarificacdo do controle in natura comprovam a
capacidade lignocelulolitica do complexo enzimdatico NS50012, que atuou tanto sobre a
celulose liberando 191 mggiicose/gbagaco, quanto na hemicelulose liberando 126 mgxiiose/Spagaco-

Era de fato esperado que o valor de ART superasse a soma dos teores de glicose e
xilose, uma vez que no hidrolisado pode existir uma complexa mistura de carboidratos de
ordem superior com terminacOes redutoras e que ndo foram detectados na andlise
cromatogréfica, além de outras substancias redutoras do meio que podem ser detectadas como
falso positivo.

Encontra-se na Figura 55 os resultados cromatograficos em duplicata da amostra e a
dopagem com mistura de padrdes analiticos 0,3% para confirmacdo. A coluna cromatografica

empregada ndo permitiu a determinacao da quantidade de celobiose presente nos hidrolisados.
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Figura 55:Perfil Cromatografico do bagago in natura hidrolisado pelo complexo enzimatico NS50012.
Cromatogramas do bagaco in natura: (a) (b) (c) amostra 1, amostra 2 e dopagem no detector de ultravioleta; (d) (e) (f)
amostra 1, amostra 2 e dopagem no detector de indice de refrac@o, respectivamente.

N

A Tabela 7 apresenta valores referentes a sacarificacio com o complexo celulolitico

NS50013.
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Tabela 7. Avaliacao dos agucares redutores e aguicares redutores totais (mg/g) resultantes da
sacarificac@o enzimdtica do bagaco de cana com uso do complexo celulolitico NS50013.

Hidrolisado - NS50013 Glicose Xilose Celobiose Acucares Redutores Totais

In natura 138,1 - - 227.5
Controle ** 093,1 - - 122,6
Controle ™ 082,0 - - 148.,4
HCI ™ 137,3 - - 214,7
HC1 ™ 215,2 - - 305,8
H,SO, " 211,4 - - 250,2
H,SO, ™ 077,4 - - 147,7
HI™ 188,4 - - 220,9
HI ™ 2223 - - 260,6
NHO3 " 266,5 - - 263,8
HNO3 ™ 163,9 - - 247.8
NaOH us 048,7 - - 150,7
NaOH mo 059,6 - - 224.0
Sequencial ** 388,4 - - 416,8
Sequencial ™ 107,0 - - 164,1
NaOH + Met 262,3 - - 314,7
NaOH + Met ™ 343,2 - - 477,7
Fe,03 " 076,6 - - 153,7
Fe,0; ™ 146,6 - - 227.6
FeCl, ** 247,8 - - 377,9
FeCl, ™ 306,4 - - 360,6
CaO"™ 293.0 - - 337,1
CaO™ 171,4 - - 449.4
CaCl, " 115,3 - - 139,0
CaCl, ™ 2332 - - 2214
KI" 121,2 - - 161,9
K1 ™ 095,5 - - 126,7
NH4S04 “* 218.,5 - - 263,1
NH4S04 ™° 124.,4 - - 154,0
I, em Etanol *° 086,4 - - 107,5
I, em Etanol ™ 162,5 - - 231,8
I, em Metanol ** 159,5 - - 307,1
I, em Metanol ™ 182,5 - - 234,6
H,0; 10y " 184.,9 - - 201,7
H>05 10v ™ 044,5 - - 162,2
H,0; 500 ™ 181,6 - - 166,6
H>05 200 ™ 177,6 - - 250,3
Enzima diluida 08,08 - - 115,6

Hidrolisados obtidos ap6s 24 horas de sacarificagdo: valores expressos em mg/g: mg de agucar redutor ou agticar
redutor total por grama de bagago de cana. ( - ) composto ndo identificado; (u s ) uso de ultrassom e ( mo ) uso

de micro-ondas.
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Observando-se a Tabela 7 verificou-se que com o complexo NS50013 houve liberacao
de glicose apos hidrélise enzimdtica quantificada pelo HPLC-RI, provavelmente pela
expressiva quantidade de celulases presentes no extrato enzimdtico que atuaram
sinergisticamente promovendo intensa degradacao da fracao celuldsica da fibra, pois sabe-se
que a avicelase ataca a celulose amorfa ao acaso, liberando fragmentos poliméricos menores,
contribuindo portanto para a rdpida diminuicdo da cadeia de celulose, a carboximetilcelulase
atua na regido amorfa da celulose liberando celooligossacarideos a partir das extremidades
ndo redutoras. A completa degradacdo da celulose, no entanto, € finalizada pela B-glicosidase
que quebra celobiose e celooligossacarideos, completando a degradacdo da celulose até
glicose (GOMES, 2004).

Evidenciou-se que o complexo celulolitico NS50013 atuou de forma mais branda na
sacarificacdo do bagaco, tendo uma capacidade de hidrélise menor, demonstrada pelos valores
de ART inferiores aos encontrados para o complexo NS50012, podendo estar relacionado
com o fato do complexo NS50012 ser um multicomplexo enzimatico contendo celulases,
xilanases e hemicelulases que em associacdo produzem uma melhor sacarificagdo do bagaco
de cana. Fica claro que a acdo sinergistica de diversas enzimas aumentam a efici€ncia global

do processo hidrolitico (BEUKES et al.,2008).

5.6. Avaliacio da Interferéncia/Influéncia dos Diferentes Pré-Tratamentos na

Sacarificacao do Bagaco de Cana-de-acucar.

Foi testada a influéncia dos diferentes pré-tratamentos frente a hidrdlise enzimatica
apos 24 horas de sacarificagdo. Os diferentes pré-tratamentos refletiram tanto positivo quanto
negativamente na hidrélise enzimaética.

Os controles demonstraram valores de ART menores que o bagago in natura, nos dois
complexos, porém foram observados maiores teores de glicose nos controles que no
hidrolisado do bagaco in natura comprovando que o uso de ultrassom e micro-ondas podem
auxiliar na desestruturacdo da fibra vegetal, criando condicdes do complexo enzimatico
atingir por¢des mais profundas na fibra e permitir maiores rendimentos em glicose.

A Figura 56 demonstra os cromatogramas do bagaco pré-tratado com ultrassom e
hidrolisado pelo complexo enzimatico NS50012 com presenca de picos com dreas maiores no
tempo de retencdo da glicose quando comparados com 0s picos presentes nos cromatogramas

do bagaco in natura.
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Figura 56: Perfil Cromatografico do bagago pré-tratado com uso de Ultrassom hidrolisado pelo
complexo enzimdtico NS50012.

Cromatogramas do bagaco pré-tratado com uso de Ultrassom: (a) (b) (c) amostra 1, amostra 2 e dopagem no detector de

ultravioleta; (d) (e) (f) amostra 1, amostra 2 e dopagem no detector de indice de refracdo, respectivamente.

A interpretacdo dos efeitos dos pré-tratamentos sobre a acdo enzimdtica é de alta
complexidade, que pode ser constatada no caso do pré-tratamento com HCI em micro-ondas,
que embora tenha sido provado sua alta capacidade de solubilizacdo da fibra vegetal com
perda de massa na ordem de 55,8%, apresentou 74 mggiicose/ Ebagaco, UM dos menores teores de
glicose obtido pela hidrdlise enzimatica com o complexo NS50012, sendo uma das possiveis
explicacOes a liberacdo e/ou destrui¢do dos carboidratos pela acdo do 4cido. Os teores de
xilose foram significativos, na ordem de 166,7mgxiiose/8bagaco demonstrando a ampla atuagdo
do multicomplexo NS50012. J4 com o complexo NS50013, que apresenta grande quantidade
de celulases, foi encontrado 215,2 mggjicose/Zpagaco» demonstrando a especificidade deste
complexo que aparentemente degradou a celulose desprendida no pré-tratamento, pois no pré-
tratado foi quantificado apenas xilose e celobiose responsdveis pela liberacdo de 2227
MEART agago-

A grande quantidade de glicose liberada na sacarificacdo do bagaco de cana com o
complexo NS50013 pode ser justificada pela maior quantidade de B-glicosidase existente no
meio. Sabe-se que a B-glicosidase é responsavel pelo controle da velocidade global da reagcdo
de hidrélise celulolitica, desempenhando assim, um efeito crucial na degradacdo enzimaética

da celulose, pois hidrolisa a celobiose que atua como inibidor enzimético (PARRY et al.,
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2002; LEITE et al., 2007) e por se apresentar em maior quantidade estas enzimas ndo
sofreram significativa inibicdo como ocorrido com o multicomplexo NS50012.

Para o pré-tratamento com uso de acido cloridrico no ultrassom, visto na Figura 57
verificou-se que ndo houve liberagdo de agucares no pré-tratamento, mas foram coletados
valores consideraveis de glicose na sacarificacio sendo 175,6 mggjicose/Ebagaco COM 0 complexo
NS50012 e 137,3 mggiicose/ Ebagaco cOM 0 complexo NS50013. Esta eficiéncia hidrolitica esta
relacionada com a desestruturacdo ocorrida na fibra vegetal durante o pré-tratamento, com

perda de massa de 27%.

Figura 57: Perfil Cromatografico do bagacgo pré-tratado com HCI em ultrassom hidrolisado pelo
complexo enzimdtico NS50012.
Cromatogramas do bagago pré-tratado com HCI em Ultrassom: (a) (b) (c) amostra 1, amostra 2 e dopagem no detector de
ultravioleta; (d) (e) (f) amostra 1, amostra 2 e dopagem no detector de indice de refracdo, respectivamente.

De forma geral, o uso de 4cidos como pré-tratamento da fibra do bagaco resultaram
em grandes perdas de massa, algumas favordveis a atuacdo das enzimas outras extremamente
inibitérias, como pode ser observado com o uso de HI e HNO; tanto em micro-ondas como
em ultrassom, valores estes encontrados nas tabelas 6 € 7.

O uso de H,SO4 proporcionou valores superiores de ART na hidrélise usando o
complexo NS50012, sendo liberados 189,2mg/g de glicose com uso de ultrassom e 200,0
mg/g de glicose com uso de microondas. Como comparacdo temos a hidrélise do farelo de

trigo que foi submetido a processos de liquefacdo e sacarificacio e foi observado que quando
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submetida apenas a hidrélise enzimadtica, foram liberados 22,0g de agucares redutores por 100g
do sdlido inicial, enquanto que a realizacdo de um pré-tratamento em alta temperatura (170 °C)
por 20 minutos associado com a hidrélise enzimatica causou a liberacao de 45,2g de agucares
redutores a partir de 100g do sélido inicial. A realizacdo de hidrélise dcida com 1% de H,SO4
por 40 minutos a 130 °C provocou a liberacdo de 50,4g de actcares redutores. J4 a associagdao
entre o pré-tratamento com 0,2% de H,SO4 por 20 minutos a 160 °C e hidrdlise enzimatica
mostraram os melhores resultados, com liberacdo de 53,0g de actcares redutores a partir de
100g do sdlido inicial (PALMAROLA-ANDRADOS et al., 2005).

Segundo Pires; Reis e Carvalho (2006), foi comprovado a reducao nos constituintes da
parede celular com a adi¢cao de NaOH e o aumento na digestibilidade da matéria seca podendo
aumentar a eficiéncia do ataque enzimatico a fibra. Nas hidrélises enzimadticas, nas quais o
bagaco foi tratado com NaOH, os valores de glicose obtidos com o uso de ultrassom para o
multicomplexo NS50012 foram superiores, 262 mgglicose/Sbagaco» aqueles gerados nos
controles, 191,1 mggjicose/Zbagaco» POrém, o uso de NaOH com ultrassom para o complexo
NS50013 apresentou valores baixos 48,7 mggicose/Ebagaco> Provavelmente pelo NaOH ter
causado grande deslignificagcdo, comprovado pela auséncia de agucares no pré-tratado
liberando a fragdo hemiceluldsica da fibra. Devido ao complexo NS50013 ser celulolitico,
pode ter ocorrido pequena atuagdo enzimdtica neste material pré-tratado.

O NaOH com o uso de micro-ondas para o complexo NS50012 apresentou valores
menores (117,9 mgglicose/Ebagaco) que 0 controle in natura, explicado pela liberagdo de
compostos inibidores do processo hidrolitico devido a exposi¢@o da fibra ao aquecimento das
micro-ondas. Baixos teores de glicose no hidrolisado com NaOH em micro-ondas e ultrassom
em comparacao ao hidrolisado in natura podem também ser observados na sacarificagdo com
o complexo NS50013.

Este resultado € bastante significativo, pois confirma que o agente quimico NaOH
associado a processos fisicos como micro-ondas causam desestruturacdo da fibra gerando
fragmentos fendlicos de lignina que inibem n3o somente a fermentagdo alcodlica, mas
também a prépria hidrélise enzimatica.

O maior teor de glicose produzido por hidrélise enzimdtica com o multicomplexo
NS50012 foi obtido com o pré-tratamento usando iodo associado ao metanol em ultrassom
com liberagdo de 416,8 mggiicose/Coagaco» S€guUido do pré-tratamento empregando NaOH
seguido de H,O, que demonstrou valores de glicose em 384.,5 mggiicose/Ebagaco- SeU perfil
cromatografico € demonstrado na Figura 58. J4 com o uso das micro-ondas os valores para

iodo com metanol foram de 317 mggiicose/ gbagaco €Videnciando que a melhoria na sacarificacio
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nao tenha sido resultado somente dos pré-tratamentos fisicos, e sim do uso do agente quimico

como potencializador da desestruturacdo da biomassa que permitiu um maior rendimento na

hidrélise enzimadtica. lodo com metanol em micro-ondas para o multicomplexo NS50012

apresentou valores relativamente inferiores (140,5 mggiicose/ €bagaco) @0s obtidos com o uso do

mesmo agente quimico associado as micro-ondas.

o
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Figura 58: Perfil Cromatografico do bagacgo pré-tratado com H,0, seguido de NaOH (sequencial) hidrolisado pelo
complexo enzimatico NS50012.

Para o complexo NS50013, o uso de iodo com metanol gerou valores proximos ao

controle in natura e com o uso do pré-tratamento seqiiencial demonstrou valores de 215,2

MEglicose/ Yoagaco d€ glicose com micro-ondas (Figura 59), porém, valores menores que os

obtidos com o multicomplexo enzimatico NS50012. Constatou-se que o perfil do complexo

enzimatico influi diretamente na sacarificacdo, pois mantendo os mesmos pré-tratamentos e as

mesmas condi¢des sdo encontrados diferentes perfis de hidrdlise. Fica evidente entdo a

necessidade da agdo sinergistica de vdarias enzimas, produzidas por microrganismos
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diferentes, e o estudo de acdo dos diferentes complexos enzimdticos com sua inibi¢do ou

favorecimento frente a certos compostos, pois assim as dificuldades e barreiras encontradas

pelo complexo de um microrganismo sdo contornadas pela atividade de outro aumentando a

eficiéncia global da hidrélise enzimatica (BEUKES et al., 2008).

R
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Figura 59: Perfil Cromatografico do bagacgo pré-tratado com H,0, seguido de NaOH (sequencial) hidrolisado pelo
complexo celulolitico NS50013.

Segundo Gould (U.S. Pat. N° 4,649,113; 1987), o pré-tratamento de materiais

lignocelulésicos com perdxido alcalino dissolve a lignina e reduz bastante a cristalinidade da

celulose, o que a torna mais susceptivel ao ataque das enzimas na etapa de hidrélise. Além

disso, causa menor degradacdo de acucares do que nos processos dcidos (KIM;

HOLTZAPPLE, 2005).

A atuacgdo do perdxido de hidrogénio no pré-tratamento do hidrolisado com complexo

NS50012 foi altamente eficiente, aumentando consideravelmente os valores de ART, tanto

com uso de ultrassom como das micro-ondas, demonstrando o poder deslignificante do agente
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quimico. O aumento da concentracdo do H,O, de 10 para 20 volumes com uso do micro-
ondas teve efeito inibitorio para a atuacdo enzimatica, refletindo na obtencdo de glicose, com
perda de 34,9%, como observado na Tabela 6.

Para os hidrolisados do complexo NS50013, no pré-tratamento com H,O, 10V
associado as micro-ondas observou-se a diminui¢do da eficiéncia hidrolitica resultando em
44,5mg de glicose e 162,2 mg/ART, valores estes muito proximos do hidrolisado in natura,
como pode ser observado na Tabela 7. Os teores de glicose € ART com o uso do ultrassom
apresentaram valores maiores que o controle in natura, porém sao valores considerados
médios se comparados com a eficiéncia do mesmo pré-tratamento com o multicomplexo
NS50012.

O pré-tratamento com NaOH associado ao metanol apresentou valores de ART
maiores com os dois complexos enziméaticos quando usado com micro-ondas,provavelmente
pelo aquecimento e vaporizacdo em refluxo do solvente, dando maior condi¢do para a
desestruturacdo da fibra. O uso de sulfato de amo6nio ndo foi um pré-tratamento com grandes
liberacdes de glicose, porém, com o uso das micro-ondas a acdo do complexo foi
potencializada, principalmente com o uso do NS50012.

Valores de ART e teores de glicose considerados altos (tabelas 6 e 7) foram
verificados com o pré-tratamento iodeto de potdssio utilizando o complexo NS50012, no
entanto, o0 mesmo comportamento hidrolitico nao foi verificado com o complexo NS50013,
demonstrando que cada complexo enzimatico reage diferentemente aos compostos presentes
no bagaco apds o pré-tratamento.

O mesmo comportamento de inibicdo do complexo NS50013 foi verificado com o
pré-tratamento iodo com etanol, em micro-ondas e ultrassom, demonstrando mais uma vez
que o complexo NS50012 tem maior influéncia na sacarificacdo da fibra e menor taxa de
inibicao em relacdo aos pré-tratamentos estudados.

De acordo com Tokuyasu et al. (2008), o tratamento das fibras com cloreto de célcio
promove um aumento da drea superficial potencializando a sacarificagdo enzimadtica da
celulose, podendo ser confirmado com o aumento dos valores de ART na hidrélise enzimética
quando comparados com o controle in natura. Os resultados de ART estdo descritos na
Tabela 6 para o multicomplexo NS50012 e na Tabela 7 para o complexo NS50013.

O uso de CaO proporciona deslignificagdo das fibras podendo produzir compostos
fendlicos inibidores da acdo enzimadtica, como foi de fato caracterizado pelo baixo teor de
glicose (112,5 mggiicose/Ebagaco) Obtido com a enzima NS50012, sendo que a hidrdlise do

bagaco tratado em ultrassom rendeu 150,9 mggjicose/€bagaco, OU S€ja valores inferiores aos
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obtidos com o bagaco in natura, conforme Figura 60.
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Figura 60: Perfil Cromatografico do bagaco pré-tratado com 6xido de célcio hidrolisado pelo multicomplexo enzimatico
NS50012.

O efeito negativo de algumas substancias sobre a atividade enzimadtica, principalmente
da B-glicosidase foi investigado e verificou-se que ampla faixa de enzimas foram fortemente
inibidas pelo Hg** Ag*, Cu®" K*, Mg**, Fe**, Co™, Cu** e Ca®® tiveram suas atividades
enzimdticas diminuidas na presenca destas substancias (PALMA-FERNANDEZ,2002).
Como j4 discutido anteriormente, o uso de CaO mostrou-se eficiente como pré-tratamento,
liberando grandes quantidades de ART, porém, quando quantificados por HPLC-RI
observamos que ocorreu diminuicao dos teores de glicose em relacdo ao controle in natura,
no uso do micro-ondas e do ultrassom. Esse fato pode ser explicado pela forte inibicdo da -
glicosidase causada pela presenca de metais nos pré-tratamentos.

O FeCl, age como catalisador para o processo de degradacdo da lignina e quando
associado ao ultrassom e microondas pode favorecer a desagregacdo da fibra viabilizando a

atividade do complexo enzimdtico NS50012 que, apds a hidrélise, apresentou teores de
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glicose consideraveis, sendo 275,8 mgglicose/ Eoagaco NO ultrassom e 253,1 mgglicose/Zbagaco NO
micro-ondas. Na sacarificacdo do bagaco de cana com o complexo NS50013 também foram
observados teores de glicose satisfatérios sendo 306,4 mggiicose/ Ebagaco €M micro-ondas e 247,8
MEglicose/ Tbagaco €M ultrassom. Este processo poderd ser considerado como alvo para novos
estudos pela eficiéncia demonstrada, possibilitando condi¢des para novas pesquisas com

diferentes concentragdes do agente quimico e tempos de exposi¢do da fibra.
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6 CONCLUSAO

Foi constatado que ao submeter-se as fibras do bagaco de cana-de-actcar aos pré-
tratamentos ocorreu algum tipo de alteracdo gerando compostos desconhecidos, quando
detectados no ultravioleta, podendo ser aromdticos ou fendlicos oriundos da provavel
deslignificacio ou detectados no indice de refracdo, podendo ser actucares redutores
desprendidos durante o pré- tratamento.

Com relagdo ao estudo da perda de massa e os ensaios cromatograficos pode-se
concluir que os tratamentos dcidos com micro-ondas foram extremamente efetivos na perda
de massa e na desestruturagdo da fibra com liberacdo de agicares como glicose e xilose,
detectados por HPLC-RI, devido a altas temperaturas no meio acidificado, diferentemente dos
pré-tratamentos com uso de ultrassom que demonstraram ter menor efetividade.

Fica evidente que uso de ultrassom e micro-ondas como pré-tratamentos, utilizados de
forma isolada, ndo favorecem a hidrdlise enzimdtica, justificado pela diminuicao nos teores de
ART em relagdo a hidrdlise do bagago in natura. J4 quando se associa esses métodos fisicos
com uso de agentes quimicos, o pré-tratamento exerce grande participa¢do na desestruturacao
do bagaco de cana-de-agucar, trazendo possiveis melhorias ou inibi¢des para a sacarificacdo
enzimatica, de acordo com a acdo de cada agente quimico.

Em funcdo dos dados obtidos, embora se constate que alguns tratamentos tenham
proporcionado grandes variagdes de massas, por outro lado, 0os cromatogramas nao
apresentaram picos condizentes com os padrdes analiticos testados, podendo assim inferir que
os pré-tratamentos tenham atuacio no processo de deslignificacdo da fibra ou uma hidrélise
parcial do bagacgo esteja produzindo oligossacarideos, os quais ndo puderam ser analisados
pela metodologia empregada. Foram determinados por HPLC-RI a liberacdo de agucares
como glicose, xilose e celobiose, sendo estes liberados apds pré-tratamento com HCL, H,SOy,
HNOs3, NaOH; Fe,03 e CaO com uso de micro-ondas e pré-tratamento seqiiencial com uso de
ultrassom e com as micro-ondas resultando em liberacdo de celobiose, considerado um fator
negativo pela alta inibi¢ao da B-glicosidase presente nos complexos enzimaticos.

A eficiéncia do pré-tratamento e os teores de acticares obtidos somente serdo vidveis se
nao ocorrerem formacdo de inibidores para a hidrélise enzimdtica ou posteriormente para a
fermentacdo. Os bagacos tratados foram submetidos a acdo de complexos enziméticos
fornecidos pela empresa Novozymes para verificagao da influéncia dos tratamentos efetuados
sobre a a¢do destas enzimas no processo de despolimerizagao das fibras do bagaco de cana de

actucar e pode-se observar claramente que o complexo celulolitico NS50013 atuou de forma
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mais branda na sacarificacio do bagaco, tendo uma capacidade de hidrélise menor,
demonstrada pelos valores de ART inferiores aos encontrados para o complexo NS50012,
podendo estar relacionado com o fato do complexo NS50012 ser um multicomplexo
enzimatico contendo celulases, xilanases e hemicelulases que em associacdo produzem uma
melhor sacarificagdo do bagago de cana.

Na hidrélise enzimética com o multicomplexo NS50012, os maiores teores de glicose
foram obtidos com o pré-tratamento iodo associado ao metanol no ultrassom, seguido do pré-
tratamento empregando H,O, seguido de NaOH . J4 com o uso das micro-ondas, com o
mesmo complexo, os valores evidenciaram que a eficiéncia na sacarificacdo tenha sido
resultado do uso do agente quimico, que com as micro-ondas formaram compostos inibidores
o acarretaram menor rendimento na hidrélise enzimatica. Para o complexo NS50013 o pré-
tratamento seqiiencial também foi eficaz dando condicdes para a atuagdo enzimadtica e
liberacao de considerdvel quantidade de glicose.

Dentre todos os pré-tratamentos testados destacaram-se o HCI, o CaO e o seqiiencial,
pelas altas perdas de massa apresentadas, tanto com uso de micro-ondas como com ultrassom.
Com o uso do HCl, grandes quantidades de agucares redutores totais foram liberados no pré-
tratamento e possivelmente ocorreu a formag¢do de compostos inibidores devido a hidrdlise
parcial 4cida prejudicando assim a sacarificacdo, fato observado na atuacdo dos dois
complexos enzimaticos.

Com o uso de ultrassom associado ao CaO nao houve liberagcao de acucares durante o
pré-tratamento, no entanto, na hidrélise foram obtidos valores satisfatérios de glicose e de
ART demonstrando a desestruturacao na fibra causada pelo agente quimico. J4 com o uso das
micro-ondas os valores de ART também foram maiores que aos valores do hidrolisado in
natura, porém, houve pequena liberacdo de glicose, devido a formagdo de compostos
inibidores gerados pela carga térmica da radiacdo associada ao 6xido. A ocorréncia de maior
teor de glicose no pré-tratamento foi vista com uso de CaO em ultrassom, tanto com a
utilizacdo do complexo NS50012 como o uso do complexo celulolitico NS50013.
Comportamento similar ao do pré-tratamento com CaO em micro-ondas ocorreu com o
complexo NS50013 no pré-tratamento seqiiencial em micro-ondas, que apesar de elevadas
perdas de massa, resultou em baixo rendimento hidrolitico.

O pré-tratamento seqiiencial com o uso de ultrassom mostrou-se muito promissor para
ambos 0s complexos enziméticos, no entanto, com menor potencialidade para o complexo
NS50013, devido a especificidade do mesmo. Os valores de ART foram relativamente altos

em relacdo ao hidrolisado in natura, sendo na sua totalidade teores de glicose demonstrando a
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eficiéncia hidrolitica deste pré-tratamento e possibilidade de substrato para a fermentacdo
alcodlica com uso de Sacharomyces cerevisiae, ndo necessitando de leveduras altamente
especificas.

Fica evidente que a acdo sinergistica de diversas enzimas aumentam a eficiéncia
global do processo hidrolitico, porém, cada pré-tratamento responde diferentemente a
alteracdo do complexo enzimadtico utilizado. Com o estudo detalhado sobre a efetividade dos
pré-tratamentos e sua relacdo com o uso de complexos enzimaticos resistentes, acredita-se que
essas informacdes possam ser utilizadas na otimizagao da hidrdlise enzimética e
consequentemente na producgdo de etanol através de materiais lignoceluldsicos disponiveis

atualmente como residuos agroindustriais.
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ANEXO 1
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Figura A. Cromatogramas do padrio de glicose (a) com detector de indice de refracdo e (b) com

detector de ultravioleta do pré-tratamento.
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Figura B. Cromatogramas do padrdo de xilose (a) com detector de indice de refracdo e (b) com

detector de ultravioleta do pré-tratamento.
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Figura C. Cromatogramas do padrdo da celobiose (a) com detector de indice de refrac@o e (b)

com detector de ultravioleta do pré-tratamento.
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Figura D. Cromatogramas do padrdo de maltose (a) e sacarose (b) com detector de indice de

refracdo do pré-tratamento.
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Figura E. Cromatogramas do padrao de etanol (a) com detector de indice de refracdo e padrao de

metanol (b) com detector de indice de refra¢do do pré-tratamento.
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Figura F. Cromatogramas do padrdo de iodo em metanol (a) com detector de indice de refragdo e

(b) com detector de ultravioleta do pré-tratamento.

84



N e //\
a /o
/
/
\ / \
/\ 0,250 — // \
/
AR /o
J/
\\LM - e N -
—
B EXl 70 ah <l I B ) i we  aw ouh e ide 1 1 N i ] 5h ot Bl 80 owhe 1o e b wh s
a b

Figura G. Cromatogramas do padrdo de NaOH em metanol (a) com detector de indice de

refracdo e (b) com detector de ultravioleta do pré-tratamento.
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