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RESUMO

A fermentacdo do hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar (BCA), permite a
obtencdo de etanol 2G. Um dos principais desafios neste trabalho foi desenvolver
metodologias para obtenc&o de hidrolisados ricos em glicose para a fermentacao.
Sete pré-tratamentos do BCA resultaram de simplificacfes e ajustes com base em
procedimentos descritos na literatura foram realizados com o objetivo de obter
fracOes ricas de pré-tratamento mais adequado na conversdo de celulose em
acucares fermentaveis em etanol. Técnicas de caracterizacdo quimica, morfologica e
estrutural foram aplicadas ao bagaco de cana e fracbes ricas com celulose foram
apresentadas aos varios pré-tratamentos a fim de prever e compara-los. Estas
técnicas foram SEM, FT-IR, DRX, TG e andlise quimica, utilizando o método TAPPI.
O pré-tratamento com base na utilizacdo de hidréxido de sodio assistida por micro-
ondas provou ser mais eficiente e isto resultou em frac¢des ricas em celulose PT6.
As concentracfes de fendis totais e furanos resultantes de extracbes acidas
aplicadas a fracbes ricas com celulose também foram determinados. As
concentracOes mais elevadas de extracbes com fenol foram obtidos para as fracdes
ricas em celulose, utilizando 30 % (m/v) de acido sulfarico, na presenca de 100 mM
de FeCls, enquanto que as solugbes de &cido sulfurico, ambos os fendis como o0s
furanos foram obtidos em concentracbes mais baixas, possivelmente devido
degradacdo. No entanto, a utilizacdo de 30 % (m/v) de acido sulfurico ndo era
recomendada para a extracdo de fracdes menores de outras concentragdes.
Finalmente, o melhor pré-tratamento resultou no PT6 por seu maior rendimento e
menor perda de massa inicial do BCA, enquanto que o tratamento com 6 % (m/v) de
acido sulfarico, na presenca de 100 mM de FeCl; liberou mais acgucares redutores
libertados mais nado-solubilizado durante os pré-tratamentos. Esta parece a fracdo

mais rica de celulose mais promissora para obtencéo de etanol de segunda geracgao.

Palavras chaves: Biotecnologia. Bagaco de cana. Hidrélise. Viscosidade.

Termogravimetria.



ABSTRACT

The fermentation of sugarcane bagasse hydrolyzate (BCA) allows obtaining ethanol
2G. One of the main challenges in this work was to develop methodologies for
obtaining rich hydrolysates into glucose for fermentation. Seven pretreatments BCA
resulted from simplifications and adjustments based on literature procedures were
carried out with the goal of getting rich fractions from pretreatment most appropriate
in converting cellulose into fermentable sugars into ethanol. Techniques of chemical,
morphological and structural characterization were applied to sugarcane bagasse
and cellulose-enriched fractions were submitted the various pretreatments in order to
predict and compare it. These techniques were SEM, FT-IR, XRD, TG and chemical
analysis using the TAPPI method. The pre- treatment based on the use of sodium
hydroxide assisted by microwave proved to be more efficient and this has resulted in
fractions rich in cellulose PT6. Concentrations of total phenols and furans resulting
from acid extractions applied to cellulose-enriched fractions were also determined.
The highest concentrations of phenol extractions were obtained for fractions rich in
cellulose using 30% (w/v) sulfuric acid in the presence of 100 mM FeCls;, whereas
solutions of sulfuric acid, both total phenols as furans were obtained at lower
concentrations possibly due to degradation. However, the use of 30 % (w/v) sulfuric
acid was not recommended for extracting minor fractions of other concentrations.
Finally, the best pretreatment resulted in a fraction PT6 for its higher performance
and lower loss of the initial mass of the BCA, whereas treatment with 6% (w/v)
sulfuric acid in the presence of 100 mM FeCl; total reducing sugars released more
non- solubilized during the pretreatment . This seems the most promising enriched

fractions of cellulose for obtaining second-generation ethanol.

Keywords: Biotechnology. Sugarcane bagasse. Hydrolysis.  Viscosity.

Thermogravimetry.
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1. INTRODUCAO

O pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar (BCA) é uma etapa
fundamental para poder desestruturar a biomassa vegetal lignoceluldsica,
preparando-a para passar por um processo de hidrolise. Assim, o BCA pré-tratado
hidrolisado podera liberar os aclUcares e estes poderdo ser fermentados por
leveduras, tornando possivel a destilacédo e obtencéo de etanol 2G.

Os diferentes pré-tratamentos, dependendo dos parametros submetidos, como
temperatura, pressdo, tempo e catalisador, permitem obter diferentes caracteristicas
guimicas, morfolégicas e fisicas dos BCA pré-tratados, sendo que, os diversos pré-
tratamentos ndo conseguem remover toda a lignina e todas as hemiceluloses. O pré-
tratamento efetivo seria aquele que permitisse obter um teor maior de celulose ou de
holocelulose, minimizando a degradacdo destes biopolimeros nos diversos pré-
tratamentos. Ja no processo de hidrélise, que pode ser &cida, enzimatica ou por
catalise heterogénea, € importante que seja utilizado um BCA pré-tratado com
menor teor de lignina e com maior teor de celulose ou holocelulose.

Nesse sentido, o presente trabalho realiza um estudo sobre pré-tratamentos do
bagaco da cana-de-acgUcar, visando analisar empiricamente pré-tratamentos e
identificar os que oferecem um melhor preparo ao material a ser utilizado na
hidrélise e liberacdo de agucares. O tipo de hidrdlise escolhida, portanto foi a acida,
e nao a enzimatica, por liberar a xilose com mais facilidade e por custos operativos.
Na hidrélise acida utilizou-se um éacido de Lewis como co-catalizador (FeCls) para
observar seus efeitos na liberacdo dos acucares e formacgdo de inibidores da
fermentacao na hidrélise.

A estrutura do trabalho contém revisédo bibliografica tratando os componentes
maioritarios e minoritarios, os diversos tipos de pré-tratamento e caracterizacédo de
biopolimeros existentes na literatura. O topico seguinte refere-se a objetivos do
presente trabalho, que encontram-se divididos em gerais e especificos, tendo por
finalidade comparar os rendimentos dos sete BCA pré-tratados a fim de selecionar e
melhorar os BCA pré-tratados selecionados para a sua hidrolise. No terceiro topico,
realiza-se uma explanagdo sobre material e métodos utilizados para caracterizar o
BCA moido e os BCA pré-tratados, utilizando-se a metodologia TAPPI, MEV, XRD,
FTIR e TG. Para avaliar a liberacdo de acucares e formacédo de inibidores da

fermentacdo apds a hidrolise, onde utilizou-se métodos bioquimicos e
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posteriormente realizou-se a leitura em espectrofotometro UV em diferentes
comprimentos de onda. No quarto topico, apresenta-se 0s principais resultados e
discusséao obtidos neste trabalho, procurando sustentar a explicacdo dos resultados,
tendo como base os métodos de caracterizacdo discutidos. O uso do FTIR confirma
a deslignificacdo e aumento dos teores de celulose feitas com a metodologia TAPPI.
Nesse mesmo contexto, ainda procura justificar a escolha dos BCA pré-tratados
para a realizacdo da hidrélise acida. Assim, os BCA pré-tratados (PT1, PT4, PT6 e
PT7) foram escolhidos por apresentar um alto rendimento no pré-tratamento da
biomassa. Cabe destacar que o BCA do pré-tratamento 2 apresentou alto
rendimento, mas néo foi escolhido por utilizar hipoclorito de sodio que atualmente
ndo € eco amigavel. Por fim, com os melhores rendimentos dos BCA pré-tratados
mediu-se a solubilizacdo das fracdes lignocelulésicas, previamente caracterizadas, e
a hidrdlise com acido sulfarico 2, 4, 6 e 30% (m/v) foi realizada tendo como medidas
finais concentracdes de acglcares e inibidores da fermentacdo. Com isto, € possivel
concluir que os pré-tratamentos possibilitam um alto teor de celulose, o qual é
essencial para a producéo do etanol 2G devido a esse biopolimeros conter alto teor

de hexoses.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Breve panorama sobre a producao de etanol no Brasil

A cana-de-acUcar € parte de pelo menos seis espécies de gramineas perenes
altas do género Saccharum, e que forma parte da familia Poaceae. Trata-se de uma
planta nativa de climas temperados quentes, comum nas regides tropicais como
Brasil, india, Africa e Asia-Pacifico (CANILHA et al, 2012). Cabe destacar que no
caso do Brasil, ela é destinada a producdo de acucar, bem como a producdo do
etanol, o qual podera tornar-se uma commaodity global, dado o seu potencial na
substituicdo de combustiveis fésseis (HENRIQUE NETO, 2013).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento — BRASIL (2014),
somente na safra 2014/15, a previsao do total de cana-de-acucar moida € de 671,69
milh6es de toneladas, com um aumento de 2,0% na producdo em relacdo a safra
anterior. Isso significa que 12,87 milhdes de toneladas a mais serdo moidas,
conduzindo a producédo de cerca de 39,46 milh6es de toneladas de agucar e 28,37
bilhdes de litros de etanol.

Cada tonelada de cana de acucar colhida e processada pelas usinas gera
cerca de 270-280 kg de bagaco de cana (50% de umidade) e 140 kg de palha de
cana. (CANILHA et al, 2012). Assim, estima-se que as usinas brasileiras produziram
de 178 a 169 milhdes de toneladas de bagaco de cana-de-acucar e 92 milhdes de
toneladas de palha, somente na colheita 2014/15. Em cada milhdo de tonelada de
acucar e / ou etanol, aproximadamente 85% do bagaco é queimado para a producao
de vapor (calor) e geracdo de eletricidade/energia. Como o Brasil € um pais
emergente e empreendedor, busca com a expansdo do mercado do etanol para
competir com a gasolina, considerando-se assim um ganho em termos energéticos
para o pais por se tratar de um combustivel liquido renovavel.

Atualmente o estado de S&o Paulo é o maior produtor de area cultivada de
cana-de-acgucar, respondendo por 51,7% do total da producdo no pais (BRASIL,
2014). Segundo Companhia Nacional de Abastecimento — BRASIL (2013), ha 402
usinas produtoras de agucar e etanol no Brasil, dentre as quais 257 usinas
produzem aclcar e etanol, 127 produzem apenas alcool e 18 produzem apenas

acucar.
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2.2. Bagaco de cana-de-acUcar (BCA)

O bagaco de cana-de-acUcar € um dos principais co-produtos gerados no
processamento da cana-de-agUcar para producdo de aclUcar e etanol. Este co-
produto da moenda da cana-de-acglcar estd disponivel nas usinas sucroalcooleiras,
podendo ser utilizado para gerar energia térmica, elétrica e etanol de segunda
geracdo, utilizando a infraestrutura convencional das plantas de producédo de etanol
(DIAS et al., 2009). Esta via alternativa de produgéo do etanol consiste em hidrolisar
a biomassa celulésica com geracéo de glicose, a qual, durante esse processo deve
ser fermentada (OGEDA; PETRI, 2010).

Segundo Canilha et al., (2011), a composicado do bagaco de cana-de-acucar é
muito variavel, sendo que a explicacdo desse autor parte do principio de que a
diversidade de dados da composicdo quimica dos materiais lignocelulésicos
depende, entre outros fatores, da variedade, da localizac&o e das praticas agricolas
utilizadas para fazer crescer a cultura, bem como, dos métodos empregados em
analises da composicao. Além disso, o bagaco de cana-de-agUcar, como muitos
outros tipos de biomassa, € um co-produto de um processo industrial, que introduz
uma fonte adicional de variagdo composicional (HAMES et al., 2003). Este material
lignoceluldsico (Figura 1) contém teores relativamente altos de mondémeros e
polisacarideos, além de baixos de lignina. As fibras do bagaco da cana-de-acucar
sao constituidas por: 35 — 45% de celulose; 26,2 — 35,8% de hemicelulose e 11,4 —
25,2% de lignina (CANILHA et al., 2011).



Biomassa lignoceluldsica
[

Célula vegetal

Microfibrila
celulésica

Moléculas de
glicose

Figura 1. Estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulésica (SANTOS et al, 2012).
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2.2.1. Hemiceluloses

As hemiceluloses sédo polissacarideos constituintes da parede celular das
plantas, as quais ocupam lugar de segundo polimero renovavel mais abundante nos
materiais lignoceluldsicos, depois da celulose. Elas representam um tipo de
heteropolissacarideo de menor grau de polimerizacdo (100 - 200 unidades) e muito
ramificada, com estrutura complexa que contém como maior constituiente a xilose
seguido de glicose, manose, galactose, arabinose, ramnose, acido glucurénico e
acido galacturénico, em varias quantidades, dependendo da fonte vegetal (RAMOS,
2003; STAMBUK et al., 2008; OGEDA e PETRI 2010; PENG et al., 2012; SANTOS
et al., 2012). As hemiceluloses sdo normalmente ligadas a outros componentes da
parede celular tais como celulose, proteinas da parede celular, lignina e compostos
fendlicos ligados covalentemente e com ligacbes de hidrogénio, e por interacdes
ibnicas e hidrofébicas (PENG et al., 2012).

As principais hemiceluloses encontradas em plantas s&o os xiloglucanos (XyG),
os glucuronoarabinoxilanos (GAX) e os mananos (MN) (Figura 2). A maioria das
plantas possui o0 xiloglucano como hemiceluloses principal. J& as gramineas
apresentam como principal os glucuronoarabinoxilanos (GAXs) (SAAVEDRA et al.,
1988; PENG et al.,, 2012), embora também possuam, em pequenas proporgdes,
xiloglucanos e mananos. Além do GAXs, os B-glucanos sao relativamente
abundantes em todos os tecidos de cana-de-acucar (BUCKERIDGE et al., 2010,
PENG et al., 2012).
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Figura 2. Estrutura quimica das principais hemiceluloses da parede celular das plantas
(BUCKERIDGE et al., 2010; PENG et al., 2012).

2.2.2. Celulose

Como pode ser observada na Figura 3, a celulose é um polimero linear
altamente ordenado de celobiose, cujo comprimento pode apresentar 10.000
unidades de D-glicose em sua cadeia de celulose, formando fibrilas. (STAMBUK et
al., 2008; PANDEY et al., 2000; CHUNDAWAT et al., 2011). A estrutura da celulose
pode ser classificada em trés niveis organizacionais. O primeiro é definido pela
sequéncia de residuos [B-D-glicopiranosidicos unidos por ligacbes covalentes,
formando o homopolimero de anidroglicose com ligacdes B-D (1—4) glicosidicas, da
férmula geral (C¢H100s)n. Na Figura 4, pode-se perceber o segundo nivel que
descreve a conformacdo molecular, isto é, a organizagdo espacial das unidades
repetitivas, sendo caracterizado pelas distancias das ligacdes e respectivos angulos

e pelas ligacdes de hidrogénio intramoleculares. O terceiro nivel define a associacao



30

das moléculas, formando agregados com uma determinada estrutura cristalina.
Estes agregados conferem elevada resisténcia a tensdo, tornando a celulose

insolivel em agua e em um grande numero de outros solventes. (SANTOS et al.,
2012; DHEPE e FUKUOKA, 2008).

Microfribila

Fibra de celulose, -

-
]'\‘
L

Microfribila ~_,+*"

Hemicelulose

e Celulose
Lianina Ligagbes B-D(1—® 4) glicosidicas

Figura 3. Estrutura da celulose (adaptado de TAHERZADEH et al. (2008).

LigagGes de hidrogénio
i intermoleculares

LigacGes de hidrogénio
intramoleculares

~~ku--“--u\—n:}:? 2

Figura 4. Representacao das ligacdes de hidrogénio supramolecular da celulose (SANTOS
et al., 2012).
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2.2.3. Lignina

As ligninas sdo macromoléculas complexos amorfos de fenilpropanos
derivadas de trés unidades monoméricas basicas: p-hidroxifenilas (H), guaiacilas
(G), e siringilas (S) (Figura 5), que variam entre as espécies e de acordo com o tipo
de tecido das células. A estrutura da lignina ndo € homogénea uma vez que
apresenta regides amorfas e estruturas globulares. (SANTOS et al., 2012;
CHUNDAWAT et al., 2011; ZHA e PUNT, 2013; GOSSELINK et al.,, 2004). A
hipotese da estrutura de lignina surge a partir da polimerizacéo dos radicais fenil (3-
O-4- ligado ao éter de arilo que sédo as ligacbes mais comuns) formados pelas
enzimas oxidativas na parede celular. As ligninas de madeira dura sé&o
predominantes nas unidades G e S com vestigios de unidades H. As ligninas de
madeira mole sdo maioritariamente compostas por unidades G (PU et al.,, 2011;
CHUNDAWAT et al, 2011), enquanto que as monocotiledéneas (exemplo: palha de
milho, cana-de-acUcar) incorporam quantidades equivalentes de unidades G e S,
juntamente com quantidades significativamente mais elevadas de unidades H
(CHUNDAWAT et al, 2011).

{I?I-IZDH (III-IZ(}H '.ill-&ﬂH
CH CH CH
Il | Il
CH CH \i:I-I
ocC
OCH,4 H,CO ; By
0OH OH OH
1 11 I1I
alcool p-cumarilico alcool coniferilico ilcool sinapilico

(unidade p-hidroxifenila) (unidade guaiacila)  (unidade siringila)

Figura 5. Alcoois precursores das unidades fenilpropanoides da lignina (ZHA e PUNT, 2013,
PU et al., 2011).
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2.2.4. Extrativos da biomassa vegetal

Segundo Taherzadeh e Karimi (2007), os extrativos geralmente representam a
menor fracdo (1-5%) do material lignocelulésico. No bagaco de cana-de-agucar, o
teor desses extrativos varia de 4,6 - 9,1% (CANILHA et al.,, 2012) e contém um
grande numero de compostos lipofilicos e hidrofilicos. Os extrativos séo classificados
em quatro grupos: a) terpendides e esterdides, b) gorduras e ceras, c) constituintes

fendlicos, e d) componentes inorganicos.

2.2.5. Cinzas

Segundo Taherzadeh e Karimi (2007), os materiais lignocelul6sicos
apresentam pequenas quantidades de cinza que variam de 0 — 2% e gque contém
varios compostos inorganicos. Canilha et al., (2012) reporta uma variacéo de teor de
cinza de 1,0% até 2,8% de varios bagacos de cana-de-agUcar. Estes compostos
inorganicos podem conter éxidos de silicio, potassio, fosforo e ferro.

2.3. Pré-tratamentos aplicados ao bagaco de cana-de-acuUcar

Como ilustrado na Figura 6 (CANILHA et al. 2012), os diversos tipos de pré-
tratamentos podem gerar uma fracao liquida rica em hemiceluloses e lignina (licor
negro) e um residuo soélido que pode ser a celulignina ou holocelulose, dependendo
do pré-tratamento. A holocelulose contém como polimeros principais a celulose e a
hemiceluloses. A hemiceluloses, a celulignina e a holocelulose podem ser
hidrolisadas por via enzimatica, quimica ou fisico-quimica para formar os acucares
Uteis no processo de fermentagcdo por diversos micro-organismos com e sem co-
cultura ou recombinantes (Saccharomyces cereviseae, Zymomonas mobilis, Pichia
stipitis, Clostridium thermocellum, Candida shehatae, Kluyveromyces marxianus,
Issatchenkia orientalis) (CARDONA et al., 2010, GALLARDO et al., 2011). Os
hidrolisados sao fermentados e resultam na producdo de etanol quando séao
previamente neutralizados e/ou detoxificados. A fracdo final rica em celulose das
hidrolises pode ser usado para produzir derivados de papel ou celulose (CARDONA
et al., 2010).
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2.3.1. Pré-tratamento efetivo e ideal

Segundo Santos et al. (2012), um pré-tratamento efetivo deve obedecer a uma
série de caracteristicas, como: resultar em uma elevada recuperacao de todos os
carboidratos, elevada digestibilidade da celulose na hidrolise enzimética
subsequente, elevada concentracédo de soélidos, além de uma elevada concentracao
de acucares livres na fracdo liquida. E deve requerer ainda uma baixa demanda
energética, evitando a formacgéo de subprodutos, resultando em baixo investimento e
custo operacional. Ja para Canilha et al. (2012), o pré-tratamento ideal de biomassa
de cana-de-acucar deve aumentar a area superficial acessivel, descristalizar e
despolimerizar parcialmente a celulose, solubilizar as hemiceluloses e / ou lignina,
modificar a estrutura da lignina, maximizar a digestibilidade enzimatica do material
pré-tratado, minimizar a perda de acUcares e minimizar os custos de capital e de

operacionais.

| Bagaco de cana-de-actcar |

v

| Pré-tratamentos |

v v

Celulignina ou Holocelulose Licor Negro (Lignina) Hemicelulose
(Fracio Sélida) (Fragdo liquida) (Frago liquida)

v v
l

Hidrdlise enzimdtica ou

quimica

.

| Fermentacdo |

'

| Detoxificacdo |

'

| Destilacdo |

v

| Etanol 2G |

Figura 6. Fluxograma modificado da obtencéo do etanol de segunda geracdo (CANILHA et
al.,2012; RAMOS et al., 2003)
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2.3.2. Tipos de pré-tratamentos do bagaco de cana-de-agucar: fundamentos,

vantagens e desvantag ens

Ao longo dos ultimos anos, foram pesquisados muitos métodos de pré-
tratamento. As técnicas de pré-tratamento podem ser agrupadas em quatro
categorias: fisico, quimico, fisico-quimico (ou combinado) e biolégico (CARVALHO et
al, 2009; SANTOS et al, 2012; CANILHA et al., 2012), que sao apresentadas as
vantagens e desvantagens dos pré-tratamentos na tabela 1 e sdo demonstrados nos

exemplos que se seguem.

A. Pré-tratamentos fisicos:

» Moagem: bolas, dois rolos, martelo, facas.

» lIrradiagdo: raios gama, feixe de elétron, micro-ondas.

» Outras: Expansao, extrusao, pirélises.

B. Pré-tratamentos fisico-quimicos:

» Exploséo: exploséo a vapor, exploséo da fibra com amoénia (AFEX), exploséao
a CO,, exploséo a SO..

» Outras: hidrotermico (LHW), alta presséo de vapor, pré-tratamento quimico
junto com micro-ondas; pré-tratamento com sulfito para superar a
recalcitrancia do material lignoceluldsico (SPORL).

C. Pré-tratamento quimico:

> Alcalis: Hidroxido de sédio (NaOH), amdnia, sulfito de amonia, hidroxido de
célcio (Ca(OH),), percloragdo com amoénia reciclada (ARP).

> Acidos: H,SO,, HCI, H3PO,4, HNO3, HO,CCO,H (4cido oxalico).

» Gas: didxido de cloro, dioxido de nitrogénio, didéxido de enxofre.

» Agentes oxidantes: Peroxido de hidrogénio (H,0,), oxidacdo umida, ozénio.

» Extracdo de lignina empregando solventes: organosolve (etanol/agua,
benzeno/agua, etilenoglicol, butanol/agua, acetona, metanol, e acidos
inorganicos fortes ou bases como catalizadores).

D. Pré-tratamento bioldgico:

» Microbiana (fungos e actinomicetos), hidrélise enzimética.
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Tabela 1. Efeito de diferentes pré-tratamentos nos materiais lignocelulésicos (SANTOS et al,
2012; CARVALHO, 20009).

Pré-tratamento Caracteristicas composicionais Vantagens Desvantagens
Celulose Hemicelulose Lignina
Moinho de bolas Intensiva diminuicdo | N&o remove N&o remove Redugéo da | Alto consumo de
do grau de cristalinidade energia
Fisico cristalinidade
Irradiagé@o com | Pouca Significativa Significativa Alta eficiéncia no | Caro
micro-ondas despolimerizagéo solubilizagdo solubilizagdo aquecimento
Acido diluido Pouca 80-100% de | Pouca remocéo, | Condicdes Dificil recuperagao
despolimerizagéo remogao mas ocorre | médias, alta | do &cido, corrosivo
mudanga da | producdo de | e relativamente
estrutura xilose custoso
Hidréxido de s6dio Inchagéo significativa | Consideravel Consideravel Remocdo efetiva | Reagente caro,
solubilizagdo solubilizagdo de ésteres recuperacéao
(>50%) alcalina
cal Insignificante Significativa Parcial Remogdo efetiva | Menos efetivo
despolimerizagio solubilizagao solubilizagao da lignina e acetil, | devido a pobre
(30%) (~40%) barato solubilidade no
tempo
ARP  (percloracdo | Menor de 5% de | ~50% de | ~70% de | Efetiva Recuperagao
o com amonia | despolimerizagio solubilidade solubilizagao deslignificagéo alcalina,
Quimico reciclada) relativamente caro
Peréxido alcalino Consideravel inchago | ~50% de | ~50% de | Efetiva Pequena
solubilidade solubilidade deslignificagéo decomposicdo de
acucares sollveis
Ozondlise N&o foi observada | Pequena Solubilizacio Efetiva Caro, necessidade
despolimerizagio solubilizagao >70% deslignificacdo em | de mais 0z6nio
condi¢des suaves
Oxidagéo umida Pouca >90% 40-50% Remogdo efetiva | ndo é efetivo para
despolimerizagao solubilizagdo solubilizagdo de hemicelulose e | alta concentracédo
lignina de lignina
Organosolve Consideravel inchago | Significativo, Significativo, Alta producdo de | Recuperagdo cara
quase completa pode ser quase | xilose, efetiva | do solvente
completa deslignificagao
Exploséo de vapor | Pouca 80-100% de | Pouca remogdo, | Geragdo eficiente | Degradacédo da
despolimerizagdo remocgao mas ocorre | de energia, baixo | xilana & inibitério
mudanga da | custo de
estrutura reciclagem
AFEX (explosdo da | Diminuicdo do grau | >60% de | 10-20% de | Menor perda de | Recuperagdo de
fibra com amonia) de cristalinidade solubilidade solubilizagéo xilanas, ndo | amodnia, ndo ¢é
Combinado formacéo de | efetivo para alta
inibidores concentragéo de
lignina
Exploséo com | Consideravel inchago | Consideravel Consideravel Néo gera | Processo caro
CO, solubilidade solubilidade inibidores
Hidrotérmico Consideravel inchaco | Quase total | Consideravel Nao requer | ndo é efetivo para
solubilizagéo solubilidade agentes quimicos, | alta concentragdo
néo é corrosivo de lignina
Bioldgico 20-30% de | Acima de 80% de | ~40% de | Baixo Perda de celulose,
Biolégico despolimerizagéo solubilizagdo deslignificagédo requerimento de | baixa taxa de
energia, efetiva | hidrélise

deslignificagao
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2.3.3. Principais pré-tratamentos descritos na literatura

A. Pré-tratamento Fisico: moagem

Um dos principais pré-tratamentos fisicos € a moagem seca. Este pré-
tratamento mecanico tem como vantagem diminuir o tamanho da particula do
bagaco, aumentando a area superficial e reduzindo o grau de polimerizacédo e a
cristalinidade (OGEDA e PETRI, 2010; CANILHA et al., 2012). Este método pode ser
considerado favoravel ao meio ambiente, porque ndo € necesséaria adicdo de
produtos quimicos e ndo gera inibidores (CANILHA et al., 2012), porém, como
desvantagem nao € suficiente para elevar a taxa de conversao de agucar e remocao
de lignina (OGEDA e PETRI, 2010). Além disso, requer um alto consumo de energia
pelas maquinas e, por conseguinte, altos custos na producdo dessa energia.
Moagens repetitivas sdo necessarias antes do outros pré-tratamentos (CANILHA et

al., 2012), por exemplo: a utilizacdo de moinho de facas.

B. Pré-tratamento Quimico:

Diversos pré-tratamentos quimicos estédo descritos na literatura como segue:

Acidos

O pré-tratamento acido (hidrélise acida diluida) é, entre todos os tipos de pré-
tratamentos quimicos da biomassa, o mais utilizado e mais antigo. Na hidrélise acida
diluida, as solubilizagdes das hemiceluloses ocorrem perto a ponto de ebulicdo da
agua como acima dela, enquanto que a hidrélise com acido concentrado é realizada
a baixas temperaturas. Essas hidrolises liberam as pentoses e facilitam a hidrélise
enzimatica do residuo do pré-tratamento (celulignina) (CANILHA et al.,, 2012). O
acido mais comumente utilizado € acido sulfarico (H.SO,4), de modo que seu contato
com a biomassa promove a hidrélise das hemiceluloses em xilose e outros acucares.
No entanto, outros acidos tais como &cido cloridrico, &cido fosférico, acido nitrico, e
0 &cido oxalico (CANILHA et al., 2012; CARDONA et al., 2010) também tém

mostrado resultados promissores. As condi¢cdes do processo podem ser realizadas a
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temperaturas entre 120-180 °C em intervalos de tempos que variam de 15 - 60 min
(CANILHA et al., 2012).

Uma vantagem do processo de pré-tratamento com o acido é a possibilidade
da sua realizacdo proximo a ponto de ebulicio da &gua como acima dela,
consequentemente, uma reducdo dos custos de energia. No entanto, em
concentracOes elevadas de acido podem ocorrer problemas com a corrosdo do
equipamento e os custos de manutencdo ser dispendiosos. Outra desvantagem
deste processo € a possibilidade de formacdo de outros sub-produtos considerados
inibidores da fermentacdo microbiana, como furanos, &cidos carboxilicos, acido
acético, acido formico e levulinico, e compostos fendlicos. (CANILHA et al., 2012;
BANERJEE et al., 2010; CARDONA et al., 2010; TAHERZADEH e KARIMI, 2007).
Por isso, é necessario neutralizar e elevar o pH dos hidrolisado antes das
fermentacdes (CANILHA et al., 2012) para diminuir os efeitos dos inibidores da

fermentacao.

Bases:

O pré-tratamento alcalino compreende tanto um processo de deslignificacdo da
biomassa lignoceluldésica, como uma solubilizacdo de uma quantidade significativa
de hemiceluloses. Neste pré-tratatamento sao utilizadas varias bases, como
hidroxido de calcio (cal), hidroxido de amdnio (TABIL et al., 2011), hidroxido potassio
e hidroxido de sb6dio em combinacdo com perdxido de hidrogénio ou outros
(CANILHA et al., 2012). O mecanismo de acgdo de hidrdlise alcalina & de
saponificacdo de ligacOes éster intermoleculares ligadas com a xilana das
hemiceluloses e outros componentes, como por exemplo, lignina e outra estrutura
das hemiceluloses (SUN e CHEN, 2002; CANILHA et al., 2012). Este processo
utiliza baixas temperaturas e pressdes se comparado a outras tecnologias de pré-
tratamento, no entanto, o tempo de pré-tratamento € na ordem de horas ou dias.
Comparado os processos de pré-tratamento alcalino com o acido, 0s processos
alcalinos provocam menor degradacdo de acUcar, e muitos dos sais causticos
podem ser recuperados e/ou regenerados (TABIL et al., 2011; CANILHA et al., 2012)

O pré-tratamento alcalino dos materiais lignocelulésicos produz inchago da
celulose, levando a um aumento da area de superficie interna, diminuindo o grau de

polimerizacdo e cristalinidade, separando as ligacdes estruturais entre a lignina e
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carboidratos, quebrando a estrutura da lignina (SUN e CHEN, 2002; TABIL et al.,
2011), e fazendo com que a celulose e as hemiceluloses estejam disponiveis para a
hidrolise enzimatica (BANERJEE et al., 2010; CANILHA et al., 2012).

A eficacia do pré-tratamento alcalino varia, dependendo do substrato e das
condicdes de pré- tratamento. Em geral, o pré-tratamento alcalino é mais efetivo em
madeira dura, culturas herbaceas e residuos agricolas com baixo conteudo de
lignina do que em madeira mole que contém um alto teor de lignina (BANERJEE et
al., 2010; CANILHA et al., 2012). Por este processo, a palha da cana-de-acucar e o
BCA podem ser fracionados em lignina soltivel em &lcali, hemiceluloses e residuo
pré-tratado, o que torna facil de utilizad-los para produzir produto de alto valor
agregado. O residuo final (principalmente celulose) pode ser utilizado para produzir
papel ou derivados de celulose, podendo ser também utilizado para geracdo de
acucares mediante hidrélise enzimatica (CARDONA et al., 2010), e estes acUcares
obtidos podem ser eventualmente utilizados para a producdo de etanol. Os custos
de reator sdo mais baixos do que os de tecnologias do pré-tratamento com acido. No
entanto, o uso destes sais tem 0 custo mais alto em concentracdes elevadas, porque
as aguas residuais sdo dificeis de serem tratadas para serem reutilizadas
posteriormente, sendo assim desvantajoso, visto que traz preocupacdes ambientais
(CANILHA et al., 2012).

Agentes oxidantes:

Peroxido alcalino (deslignificacdo oxidativa)

O peroxido alcalino € um meétodo de pré-tratamento que combina pré-
tratamento oxidativo e alcalino que provoca a solubilizagdo das hemiceluloses, a
deslignificagédo (SUN et al., 2004a; BRIENZO et al., 2009; LACHKE et al 2009) e o
inchaco quimico da celulose para melhorar significativamente a sacarificacao
enzimatica (SUN e CHEN, 2002; CANILHA et al., 2012). Durante o pré-tratamento
oxidativo pode ocorrer vérias reacdes como a substituicdo eletrofilica, deslocamento
das cadeias laterais, clivagem de ligacfes éter, alquil, aril ou a clivagem oxidativa
dos nucleos aromaticos (BANERJEE et al., 2010). Em geral, o anion hidroperéxido
(HOO") forma-se quando o peréxido de hidrogénio reage em meio alcalino, no

sistema de branqueamento. Em contraste, o peréxido de hidrogénio € instavel em
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condicdes alcalinas e decompde-se facilmente em radicais hidroxilas (HO") e radicais
anions superdéxido (07). Esta reacdo ocorre mediante a presenca de certos metais
de transicado, tais como manganés, ferro e cobre, os quais séo radicais que causam
a oxidacdo da estrutura da lignina, permitindo a introducdo de grupos hidrofilicos
(carboxila), a clivagem de algumas uniées em interunidades e, eventualmente, a
dissolugcdo da lignina e das hemiceluloses (SUN et al. 2004a). A deslignificacéo
oxidativa tem sido realizada com sucesso em uma operacao de fluxo continuo com
alta carga de biomassa (cerca de 40% de sélidos) e baixa quantidade H,O,, embora
este método ainda € relativamente menos explorado em comparagdo com outros
pré-tratamentos termoquimicos (CANILHA et al., 2012). A deslignificacdo oxidativa
apresenta a vantagem de um baixo consumo de energia, ou seja, sem a alta
capitalizacdo do processo. O custo dos agentes oxidantes é significativo, e o
processo pode levar de horas a alguns dias para ser concluido (BANERJEE et al.,
2010). Apesar da desvantagem em relacdo ao tempo de realizacdo do processo e
custo dos agentes oxidantes, tem-se a vantagem de que a reutilizacdo do solvente é
possivel (LACHKE et al 2009). Este método de pré-tratamento é facil de manusear,
facilmente disponivel, e é ambientalmente amigavel (SUN et al., 2004a), e tem sido
aplicado a uma grande variedade de biomassa, como palha de milho, palha de
cevada, palha de trigo, bambu, palha de arroz e bagaco de cana-de-agucar (SUN et
al., 2004a; CANILHA et al., 2012).

Hipoclorito de sodio

A oxidagéo da celulose com hipoclorito de sodio foi extensivamente estudado
devido a necessidade de prevenir o branqueamento dos téxteis de algodao, onde o
grau de oxidacao e a natureza dos produtos dependem do pH da solucao. O grau de
oxidacao até um pH proximo a 7, sugere que o ion hipoclorito e acido hipocloroso
nao dissociados participam da reacdo (WERTZ et al., 2010). Uma combinacdo de
reagentes que geram espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como oxigénio
singlete (*O,), superéxido (0;), radicais hidroxila (OHY), ou fon hipoclorito (OCI),
podem remover hemiceluloses e lignina da lignocelulose. Uma solucdo contendo
ROS pode ser obtida com hipoclorito de sédio e peroxido de hidrogénio, sendo
utilizados para oxidar bagaco de cana-de-acUcar (LEE et al., 2009). Quando o
hipoclorito de sédio e peréxido de hidrogénio reagem, formam-se produtos
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complexos estaveis (Ox-B) (BOARD OF SUPERVISORS OF LOUISIANA STATE
UNIVERSITY AND AGRICULTURAL AND MECHANICAL COLLEGE THROUGH
THE LSU AGCENTER, 2005). Oxigénio singlete, radicais superoxidos e radicais
hidroxilas sdo produzidos na reacao entre hipoclorito de soédio e perdxido de
hidrogénio. Radicais superéxidos e hidroxila degradam a lignina, oxidando-a, e 0s
carboidratos, gerando espécies reativas de oxigénio (ROS). Quando os radicais
superéxidos reagem com reagentes organicos causam clivagem das cadeias de
carbono-carbono, abertura dos anéis aromaticos e clivagem das cadeias laterais
alifaticas. Diferentemente dos radicais superoxidos, os radicais hidroxila reagem
rapidamente com as moléculas do substrato, que resultam em uma abertura ou a
clivagem das estruturas aromaticas e alifaticas (GIERER, 2000).

Outras aplicacdes na deslignificacdo do BCA utilizando NaClO podem ser
realizadas, ajustando o pH entre 3,8 e 4,0 com &cido acético, tal como foram
realizadas por Sun et al. (2004b) e Liu et al. (2006) para obter holocelulose, sendo

gue foi possivel obter celulose com utilizacdo de bases (NaOH ou KOH).

Acido peracético (agente oxidante)

O &cido peracético (PAA) é reconhecido como um potente agente de oxidacéo
e é muito seletivo em relacdo a estrutura de lignina. O PAA oxida a lignina, clivando
0s anéis aromaticos e gerando acido dicarboxilico e suas lactonas (ZHAO et al.
2007; TAN et al., 2010). A oxidacdo comeca nas porgdes fenolicas com hidroxilagéo
das posi¢cbes orto ou para disponiveis, ou com o deslocamento do grupo para
substituidos. A hidroxilagdo da posi¢ao orto conduz a formacéo de catecois, os quais
sdo o0s primeiros convertidos em orto-quinonas e, em seguida, submetidos a
clivagem do anel para formar acidos mucoénico. O deslocamento para gera
hidroquinonas, que sao rapidamente oxidados a para-quinonas, seguido pela
formacéao de acidos maleico e fumarico (TAN et al., 2010).

Este pré-tratamento causa significativa reducdo na cristalinidade devido ao
inchago estrutural e a dissolugdo da celulose cristalina. Além disso, diminui o
conteudo de hemicelulose (LACHKE et al., 2009). Este processo é considerado
ambientalmente amigavel e muito eficaz na deslignificagéo (TAN et al., 2010).
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C. Pré-tratamento Fisico-Quimico

Diversos pré-tratamentos fisico-quimico estao descritos na literatura como

segue:

Pré-tratamento com bases e acidos assistido com micro-ondas

O pré-tratamento com micro-ondas (aquecimento dielétrico) é considerado um
processo alternativo para o pré-tratamento com aquecimento convencional
(conducéo e conveccdo) e tem sido amplamente utilizado em muitas areas (BINOD
et al., 2012). Se comparado com o método de aquecimento convencional, o pré-
tratamento com micro-ondas usa a interacéo direta entre um objeto aquecido e uma
radiacdo eletromagnética aplicada, gerando alta eficiéncia no aquecimento e
facilidade na operacdo (CANILHA et al., 2012; VANI et al.,, 2012). A principal
vantagem deste processo sd0 0s tempos curtos de reacdo e um aguecimento
homogéneo da mistura da reacédo, bem como a capacidade de se iniciar e parar 0
processo instantaneamente (BINOD et al., 2012; CANILHA et al., 2012; VANI et al.,
2012). O pré-tratamento assistido com micro-ondas do BCA e da palha do bagaco
de cana-de-aclcar pode ser um processo util para poupar tempo e energia com uma
minima geracao de inibidores da fermentacédo (CANILHA et al., 2012).

O pré-tratamento com micro-ondas pode ser considerado como um dos
métodos de pré-tratamento mais promissores para alterar a estrutura nativa de
celulose, com a degradagcdo da lignina e hemicelulose, aumentando assim a
susceptibilidade enzimatica (BINOD et al., 2012; CANILHA et al., 2012). Este pré-
tratamento pode ser combinado com o0s reagentes quimicos que melhoram o
rendimento de acUcar a partir do substrato (CANILHA et al., 2012), e aceleram a
velocidade de reacdo quimica. Diversas pesquisas tém chegado a conclusao de que
0 pré-tratamento com micro-ondas, na presenca de agua, pode melhorar a hidrolise
enzimatica de materiais lignocelulésicos (TABIL et al., 2011). O pré-tratamento com
micro-ondas é geralmente realizado a elevada temperatura (> 130°C) e, em
esséncia, este € uma auto-hidrilise catalisada com &cido em materiais
lignocelulésicos, porque aumenta a acidez com o aumento da temperatura durante o
pré-tratamento com micro-ondas, de modo que a elevacdo da temperatura €&
essencial (CHEN et al., 2011; BINOD et al., 2012).
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Para incrementar a eficiéncia no pré-tratamento com micro-ondas alguns
pesquisadores realizaram trabalhos com acido, alcali ou acido seguido de alcali
assistido com micro-ondas. Este procedimento pode ser uma alternativa para o pré-
tratamento das biomassas lignocelulésicas (TABIL et al., 2011; BINOD et al., 2012,
VANI et al., 2012), como sabugo do milho, casca de mandioca e amendoim (SUN e
CHENG, 2002), palha de trigo (ZHU et al., 2006), painco amarelo (KESHWANI et al,
2007), bagaco de cana-de-acucar (CHEN et al., 2011; BINOD et al., 2012), palha de
cevada, palha de arroz, casca de arroz e madeira (TABIL et al., 2011).

A dificuldade para realizar-se a extracdo quimica usando micro-ondas esta em
conseguir um bom rendimento sem extensa degradacdo das hemiceluloses e
contaminacao com lignina e celulose. Em comparacdo com métodos alternativos, a
extracdo com reagentes quimicos, assistida por micro-ondas, pode ser uma nova
forma de pré-tratamento eco-amigavel para o isolamento das hemiceluloses (PENG
etal., 2012).

Pré-tratamento com exploséo a vapor

A explosdo a vapor € um dos métodos de pré-tratamento mais comuns. Este
método pode ser descrito como um processo termoquimico, onde o material
lignoceluldsico € submetido ao vapor. Este pré-tratamento com pouca adicdo de
reagentes quimicos ou na maioria dos casos sem nenhum reagente quimico, por
isso pode ser considerado como uma tecnologia ambientalmente amigavel
(CANILHA et al.,, 2012; PENG et al., 2012). Neste processo, a biomassa
lignoceluldsica é submetida a vapor e mantida a altas temperaturas e pressoes
(forca mecanica) num reator, de forma que a sua estrutura deve vir a quebrar-se.
Assim, a lignina é facilmente despolimerizada e/ou redistribuida (ALVIRA et al.,
2010; PENG et al., 2012), e conseguentemente, hidrolisa os grupos acetil das
hemiceluloses, formando acido aceético, causando a auto-hidrolise das
hemiceluloses. E importante ressaltar que a agua do pré-tratamento por exploséo a
vapor pode atuar como acido a altas temperaturas e o processo finaliza com uma
rapida descompressdo (ALVIRA et al., 2010; BANERJEE et al., 2010; CANILHA et
al., 2012). A tecnologia de explosao a vapor tem sido efetuada para a producgéo de
etanol em uma ampla gama de matérias-primas como a madeira do alamo, residuos

de oliveiras, residuos herbaceos como palha de milho e palha de trigo. Esse
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procedimento tem apresentado sucesso em madeiras duras e residuos agricolas ou
biomassa herbacea, mas ndo é muito eficaz para madeiras moles devido ao seu
baixo teor de grupos acetil na por¢cao hemiceluldsica (ALVIRA et al., 2010).

O pré-tratamento a explosao a vapor levam a altos rendimentos na solubilidade
das hemiceluloses (produzindo principalmente oligossacarideos) com baixa
solubilidade da lignina (CANILHA et al.,, 2012). O grau de modificacdes na
composicdo quimica e estrutural dos materiais lignocelulosicos deste pré-tratamento
acontece de acordo com o tempo de residéncia, a temperatura, o tamanho da
particula e o teor de unidade da biomassa (SUN e CHEN, 2002; TABIL et al., 2011).
Geralmente, as temperaturas de operacdo estdo entre 160 e 240°'C e a pressao
empregada é entre 0,7 e 4,8 MPa (ou 7,14 e 48,95 at) (SUN e CHEN, 2002;
CANILHA et al., 2012), por véarios segundos a poucos minutos (BANERJEE et al.,
2010), antes de que o material seja exposto a pressdo atmosférica. A adicdo dos
catalisadores como H,SO4 (ou SO;) ou CO; no pré-tratamento com explosao a vapor
pode melhorar eficazmente a hidrélise enzimética e leva a remocdo mais eficiente
das hemiceluloses (SUN e CHEN, 2002).

A abordagem do processo com explosdo a vapor seguido da sacarificacdo
enzimatica é promissora porque apresenta um método que propde aumentar a
guantidade de acucares fermentesciveis provenientes da hidrolise (CANILHA et al.,
2012). No entanto, dependendo das condi¢cdes do prée-tratamento, a explosdo a
vapor tem como desvantagens o alto consumo de energia e a geracgao de inibidores
da fermentacado (furanos, acidos fracos e compostos fendlicos) (BANERJEE et al.,
2010; ALVIRA et al., 2010).

2.3.4. Fluxograma de pré- tratamentos descritos pela literatura

A. Pré-tratamento alcalino a temperatura ambiente

O pré-tratamento apresentado no fluxograma da Figura 7 foi aplicado palha de
arroz, casca e palha de milho, e uma graminea tailandesa como descrito por Deejing
e Ketkorn (2009), e tem como objetivo otimizar a obtencdo de uma biomassa pré-
tratada parcialmente deslignificado com NaOH 8% (m/v) por um tempo de 24 h, a
temperatura ambiente. Apds este pré-tratmento, hidrolisa-se a biomassa pré-tratada

com acido sulfurico diluido com trés temperaturas (100°C, 111°C e 121°C) e tempos
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de 15 e 30 minutos, obtendo assim a liberacdo dos aclcares redutores a serem

determinados pelo método de Somogyi.

Biomassa

\ 4

Pré-tratamento alcalino
(NaOH 8%,m/v), 24h a T. ambiente

\ 4

Filtragem

Licor (parte hemicelulose e lignina) Biomassa parcialmente deslignificada

\ 4

Lavagem com agua

Secagem (80°C/12h)

y

Hidrdlise acida (H,SO, 1,5 e 10%Vv/v),
100°C,111°C ou 121°C/15 e 30 min

h 4

Andlise de acucares redutores

Figura 7. Fluxograma do pré-tratamento alcalino a temperatura ambiente (elaboragéo

prépria, baseada em Deejing e Ketkorn, 2009).

B. Pré-tratamento com acido peracético

Segundo Tan et al. (2010), deve-se utilizar uma solucdo de peroxido de
hidrogénio 30% e de acido acético glacial (1 de H;0,:1 de CH3COOH) para
deslignificar a matéria-prima. Para que seja possivel catalizar esta reacdo de
deslignificagdo a tempo menores, utiliza-se H,SO, em pequenas quantidades 0,5%
(m/m). O pré-tratamento foi feito numa proporcéo 1:8 (solido-liquido), a 80°C em um
intervalo de tempo de 0,2 até 3h. A lignina foi medida com a metodologia TAPPI

T222, e as hemiceluloses e celulose foram calculadas a partir dos acUcares da parte
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liquida (hidrolisado) da determinacgdo de lignina, usando um cromatégrafo com um
sistema Dionex LC20 equipado com um detector eletroquimico ED40. Os produtos
de degradacdo da lignina foram determinados no hidrolisado pré-tratado por
cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotometro de massas. Estas etapas
estéo representadas na figura 8.

Bagaco de cana-de-agucar

\ 4

Pré-tratamento
(acido peracético e H,S0,)

\ 4

Filtragem
Fragdo Liquida (licor negro) Lavagem (até atingir pH neutro)
\ 4 \ 4
Analises dos produtos de degradagao Holocelulose
da lignina

Determinagao da lignina, celulose
hemiceluloses

Figura 8. Fluxograma do pré-tratamento com acido peracético (elaboracéo prépria, baseada
em Tan et al., 2010).

C. Pré-tratamento com H->O, alcalino

Segundo Brienzo et al. (2009), antes do pré-tratamento com H,O, alcalino
deve-se retirar os cations dos metais do BCA, livre extrativos, com 0,2% (m/v) de
EDTA a 90°C, por 1 h, com a finalidade de evitar a descomposicdo rdpida do
peréxido de hidrogénio. O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio (2-6% m/v)
alcalino (pH 11,6) deslignifica e solubiliza as hemiceluloses da biomassa, sendo que
para isso € necessario adicionar MgSO, (0-0,5%, m/m), com a finalidade de
proteger as hemiceluloses de uma degradacao, durante a deslignificacdo oxidativa,

e estabilizar a reacdo durante o pré-tratamento, como se pode observa na figura 9.
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Este pesquisador aponta nos resultados de experimentos por ele realizados, que foi
possivel remover até 94.5% da hemicelulose e até 88% da lignina presentes no

bagaco de cana-de-acucar.

Bagaco de cana-de-agucar

A 4

Retirada dos extrativos

Retirada de metais com EDTA

A 4

Pré-tratamento
(H,0, alcalino e MgSQ,)

Filtragem
Fragdo Liquida Lavagem (até atingir pH neutro)
\4
Precipitagdo Secagem (45°C até peso constante)
A \ 4
Fragdo sélida Fragdo rica em celulose
(parte de hemicelulose e lignina)

Figura 9. Fluxograma do pré-tratamento com peréxido de hidrégenio alcalino (elaboracdo

prépria, baseada em Brienzo et al., 2009).

D. Pré-tratamento alcalino seguido de peréxido de hidrogénio

Segundo Teixeira et al. (2011), para se obter nanofibras de celulose (100 - 200 nm),
a partir do bagaco de cana-de-aclcar, em primeiro lugar deve-se sonificar o BCA,
sem extrativos, seguido de uma deslignificacdo da biomassa com NaOH 5%(m/v) a
55°C,e de um branqueamento com H,O, 11%(v/v) por varias vezes. Terminado o

pré-tratamento, esta fracdo rica em celulose deve ser submetida a uma hidrélise
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acida, seguida de neutralizacdo e ultrasonificacdo. Por ultimo se caracteriza a

nanowhisker com MEV, DRX e TG. Estas etapas estédo descritas na figura 10.

Bagaco de cana-de-agucar

A 4

Retirada dos extrativos

\ 4

Sonificagdo

Liquido (parte de
Tratamento alcalino . -
hemiceluloses e lignina)

Branqueamento (H,0, 11% v/v)

Fragdo Liquida (rica em hemiceluloses) Fragdo rica em celulose

\ 4

Tratamento com H,SO,

Nanowhiskers de celulose

A

Caracterizagdo

Figura 10. Fluxograma do pré-tratamento alcalino seguido de peroxido de hidrogénio

(elaboracao propia, baseada em Teixeira et al. 2011, Sun et al 2004b).

E. Pré-tratamento utilizando hipoclorito de s6dio

Segundo Liu et al. (2006), para obter celulose a partir do bagaco de cana-de-
acucar, é necessario, primeiramente deslignificar com NaClO. A holocelulose obtida
com NaClO é submetida a ultrassom e, logo em seguida, separa-se as hemiceluloses
da holocelulose por tratamento alcalino (NaOH e /ou KOH) a diversas concentracdes e
temperatura ambiente de 23°C. Por ultimo, a fracéo rica em celulose é filtrada e lavada

com agua até ser neutralizada, para se obter a celulose. A partir das celuloses obtidas,
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€ determinado o seu rendimento, caracterizacdo quimica e XRD, GP, FTIR, TG e DTA.
Estas etapas estéo descritas na figura 11.

Bagaco de cana-de-agucar

A 4

Retirada dos extrativos

\ 4

Pré-tratamento
(NaClO ajustado pH 3,8-4,0)

\ 4

Filtragem
Licor negro (Rico em Lignina) Holocelulose
\ 4
Ultrassom
ExtragGes com alcali
\ 4 v
Filtrado

Fragdo rica em celulose

(para isolamento das hemiceluloses)

A 4

Determinagdo de Rendimento e
caracterizacdo

Figura 11. Fluxograma do pré-tratamento com hipoclorito de sddio, adaptado de Liu et al.
(2006).

F. Pré-tratamento alcalino do BCA pré-tratado com exploséo a vapor
Segundo Santos e Gouveia (2009), utiliza-se o bagaco de cana-de-agucar pré-

tratado com explosdo a vapor, onde a deslignificagdo consiste na utilizacdo de

NaOH 1% (m/v) a 100°C por 1 hora a 100 rpm. ApOs esta etapa, a solucéo é filtrada
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para separar a fracdo liquida conhecida como licor negro, na fragdo rica em
celulose, que € lavado varias vezes até atingir um pH neutro. Terminado o pré-
tratamento, esta fracdo rica em celulose € hidrolisada com enzimas e,
posteriormente, determina-se a glicose, xilose, acido acético, hidroximetilfurfural e
furfural, através do uso do HPLC. J4 os fendis totais, sdo determinados com o

método colorimétrico de Folin-Ciocalteau. Estas etapas estdo descritas na figura 12.

Bagaco de cana-de-agucar pré-
tratado por explosdo a vapor

A 4

Desligninficagdo alcalina
(NaOH 1%, 100°C/1h a 100 rpm)

A

Filtragem

Licor negro (rico em Lignina) Lavagem (até atingir pH neutro)

Secagem

Fragdo rica em celulose

Figura 12. Fluxograma do pré-tratamento alcalino do BCA pré-tratado com explosao a vapor

(elaboracao proépria, baseada em Santos e Gouveia, 2009).

G. Pré-tratamento do BCA com alcali assistido com micro-ondas, seguido de

acido assistido com micro-ondas

Segundo Binod, et al. (2012), uma deslignificacdo do bagaco da cana-de acgucar
pode ser realizada com NaOH 1% (m/v), assistido com micro-ondas com diferentes
poténcias (100w — 850w) em tempos curtos (0 - 15 min), seguida de um pré-
tratamento acido assistido com micro-ondas. Terminado o pré-tratamento, o BCA e
as biomassas pré-tratadas sdo caracterizadas da seguinte maneira: caracterizacao

guimica, que compreende a celulose, hemicelulose, lignina, cinza e extrativos



50

mediante a metodologia NREL; e outras caracterizacdes, como andlises de DRX,

MEV, FTIR. Estas etapas estéo descritas na figura 13.

Bagago de cana-de-agucar

v

Secaaem e moaaem

v

1° Pré-tratamento (alcalino assistido
com micro-ondas)

| Filtragem |
Licor negro Lavagem
rico em lignina até atingir pH neutro
| té at H t
| Secaaem |
| Frac&o rica em celulose I .{ Caracterizagdo
2° Pré-tratamento (acido assistido
com micro-ondas)
| Filtracem I
Hidrolisado Lavagem
(rico em xilose) (até atingir pH neutro)

| Secagem |
| Fracdo rica em celulose |

Caracterizagédo

Figura 13. Fluxograma do pré-tratamento do BCA com alcali assistido por micro-ondas,
seguido de &cido assistido por micro-ondas (elaboracdo propria, baseada em Binod et al.,

2012).
2.4. Caracterizacao morfoldgica e fisica do BCA e dos BCA pré-tratados
A. Microscopia eletronica de varredura (MEV)
Um microscépio eletronico de varredura utiliza um feixe de elétrons no lugar de

fétons utilizados em um microscoépio 6ptico convencional, 0 que permite solucionar o

problema de resolugédo relacionado com a fonte de luz branca. O microscépio
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eletrénico de varredura € um dos mais versateis instrumentos disponiveis para a
observacdo e andlise de caracteristicas microestruturais de objetos solidos. A
principal razdo de sua utilidade € a alta resolucdo que pode ser obtida quando as
amostras sdo observadas; valores da ordem de 2 a 5 nm sdo geralmente
apresentados por instrumentos comerciais, enquanto instrumentos de pesquisa
avancada sado capazes de alcancar uma resolucdo em torno de 1 nm. Outra
caracteristica importante do MEV € a aparéncia tridimensional da imagem das
amostras, resultado direto da grande profundidade de campo. Permite, também, o
exame em pequenos aumentos e com grande profundidade de foco, o que
extremamente Util, pois a imagem eletrénica complementa a informacédo dada pela
imagem O6ptica (DEDAVID et al., 2007).

O aspecto mais atrativo do MEV é a facilidade de preparacdo de amostra.
Materiais ndo condutores, como a maioria dos polimeros, requerem em geral apenas
revestimentos condutivos ou uso de baixa voltagem de aceleracdo de feixe. A
montagem da amostra é feita sobre suporte metalico, utilizando adesivos condutivos,
tais como fitas de carbono ou suspensdes coloidais de prata ou carbono. O
revestimento da amostra por um filme condutor tem como objetivo evitar o acumulo
de carga negativa, no caso da mesma ser formada por um material ndo condutor. A
camada de metal deve ser suficientemente continua e fina (menor que 20 nm) para
nao mascarar a topografia da superficie, porém deve ser adequada para conduzir 0
excesso de carga negativa. A evaporagao de metal e a metalizagc&o por sputting s&o
as técnicas mais comuns para esta finalidade. Os metais mais utilizados sao ouro,
liga ouro-paladio, platina, aluminio e carbono (CANEVAROLO, 2004).

O microscopio eletrénico de varredura € um aparelho que pode rapidamente
fornecer informacgdes sobre a morfologia e identificacdo de elementos quimicos de
uma amostra solida. Sua utilizacdo € comum em biologia, odontologia, farmacia,

engenharia, quimica, metalurgia, fisica, medicina e geologia (DEDAVID et al., 2007).

B. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Os métodos analiticos espectroscopicos se baseiam na interpretacdo da
energia radiante com a matéria, medindo a quantidade de radiacdo produzida ou
absorvida por espécies atbmicas ou moleculares. Os métodos espectroscopicos

apresentam-se como uma ferramenta importante para a elucidacdo da estrutura
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molecular e nas determinagfes qualitativas e quantitativas de compostos organicos
e inorganicos. Dentre eles, destaca-se a espectroscopia na regidao do infravermelho
(IV) que se baseia nas transi¢cdes entre dois niveis vibracionais da molécula no
estado eletrénico fundamental, normalmente observada como um espectro de
absorcao (MARTIN et al., 2011).

A regido do espectro eletromagnético correspondente ao infravermelho varia
entre nimeros de onda de 12.800 — 10 cm™ ou 0,78 — 1.000 pm. Essa regido é
dividida em trés partes denominadas IV préximo (12.800 — 4.000 cm™), IV médio
(4.000 - 200 cm™) e IV longinquo (200 — 10 cm™). A regido do IV médio é dividida em
duas regibes principais: a regido da frequéncia de grupo, que corresponde a parte
do espectro entre 4.000 — 1.200 cm™, e a regido denominada impressdo digital
(1.200 — 600 cm™). A interpretacéo dos resultados envolve identificacdo do grupo
funcional ao qual a amostra pertence, e a andlise detalhada da regido de impresséo
digital, que fornece informagfes caracteristicas do composto analisado. As
pequenas modificacbes na estrutura da molécula sdo observadas através de
mudancas nas bandas nesta regido (MARTIN et al., 2011).

As amostras a serem analisadas por espectroscopia de absorcdo no
infravermelho necessitam de um suporte adequado (células para 1V) e janelas
opticas. As janelas 6pticas de KBr sdo adequadas para solu¢cdes ndo aquosas e,
devido a sua elevada solubilidade em agua (65,2 g/100g H,0), sdo transparentes ao
IV na faixa de 4.000 e 400 cm™ (MARTIN et al., 2011).

FTIR tem sido usada como uma técnica simples para a obtencdo de uma
informacdo rapida sobre a estrutura quimica e de cristalinidade das amostras de
celulose, uma vez que trata-se de um meétodo relativamente facil de obtencéo de
informacgdes diretas sobre mudancas quimicas que ocorrem durante varios pré-
tratamentos e tratamentos quimicos (SUN et al., 2004b). Ao contrario da analise
guimica convencional, este método requer amostras em pequenas quantidades e

pouco tempo de analise, além de ser nao destrutivo (POLETTO et al., 2013).

C. Difragao de Raios X e grau de cristalinidade

Esta técnica utiliza o espalhamento coerente da radiacdo X, por estruturas

organizadas (cristais), permitindo realizar estudos morfolégicos em matérias,
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determinando sua estrutura cristalina e sua fracdo (percentual) cristalina
(CANEVAROLO, 2004).

O grau de cristalinidade de um polimero € um importante parametro que define
suas propiedades fisicas e quimicas, juntamente com o0 seu peso molecular (massa
molar) e a sua distribuicdo. A fragdo cristalina (grau de cristalinidade) em um
material polimérico pode ser medida por diversos métodos, tais como medidas de
densidade, calorimetria exploratoria diferencial (DSC) (CANEVAROLO, 2004) e as
seguintes espectroscopias: ressonancia magnética nuclear (RMN), FTIR e Raman.
Ainda se tem também o DRX como um dos métodos mais utilizados (PARK et al.,
2010).

A utilizacdo do DRX para determinar ICr de polimeros foi intensamente
estudada durante a decada de 1960, principalmente através dos trabalhos de
Ruland, Farrow e Wakelin. W. Ruland foi responséavel pelo desenvolvimento de toda
a base de calculo necessaria para a interpretacdo do fenébmeno de espalhamento de
raios X por estruturas crsitalinas e sua utilizagdo quantitativa. Tais equacdes
requerem que as seguintes condicOes sejam satisfeitas para sua perfeita utilizac&o:
1) que as imperfeicdes nos cristais sejam minimas, ou quantificadas por outras
técnicas; 2) que os cristais estejam aleatoriamente distribuidos espacialmente; 3)
gue a organizacdo dos cristais seja tridimensional; e, 4) que existam métodos que
permitam separar os picos cristalinos do espalhamento amorfo, no difratograma do
material (CANEVAROLO, 2004).

O método de Ruland e todos os aperfeicoamentos e detalhamentos posteriores
aplicam uma relacdo simples entre as areas do(s) pico(s) cristalino(s) e o halo
amorfo de um difratograma de raios X (CANEVAROLO, 2004). Terinte et al. (2011)
determinaram o grau de cristalinidade de materiais celulosicos por cinco métodos,
como segue: método de altura de picos (Segal), Ruland-Vonk, Hermans-Weidinger,
Jayme-Knolle e por deconvolucado (ajuste de curva). Este método de deconvolugdo
consiste em técnicas sofisticadas usando procedimentos de deconvolugcédo e €
muitas vezes aplicado para medi¢cOes de cristalinidade, com a utilizacdo do software
adequado (PeakFit, Oringin ou Microsoft Excel) que separa as areas nao cristalinas
e cristalinas para o espectro de difraccao, e ao final aplica-se um ajuste de curvas.

A finalidade da deconvolugdo é aumentar a resolucéo espectral. E usado numa

faixa espectral estreita, onde ha ocorréncia de bandas superpostas. O processo de
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deconvolugcdo mantém a posicdo das bandas, mas altera as respectivas areas e 0
perfil de bandas (CANEVAROLO, 2004).

O ajuste de curva tem como propdsito determinar a posicao e a intensidade de
varias bandas individuais que se superpdem, reproduzindo o perfil da banda
superposta. O ajuste de curva decompde a banda larga superposta em um conjuto
de bandas individuais, considerando o numero de ondas, largura, altura, posicéo e
forma das bandas individuais. Para saber o nimero de bandas existentes na faixa
espectral de interesse, pode-se recorrer a deconvolucdo ou obter o espectro da
segunda derivada, na referida faixa espectral. Denomina-se espectro residual aquele
espectro obtido pela diferenca entre o espectro da amostra e o espectro calculado
pelo ajuste de curva. Quanto menor for o espectro residual, melhor o ajuste de
curva. O ajuste de curva fornece um conjunto de bandas com largura, altura, posicao
e forma definidas que, quando combinadas, geram um espectro que se assemelha

ao espectro da amostra original (CANEVAROLO, 2004).

D. Andlise Termogravimétrica

A termogravimetria (TG) é uma técnica de andlise térmica na qual a variagéo
da massa da amostra (perda ou ganho) é determinada em funcéo da temperatura
e/ou tempo, enquanto a amostra é submetida a uma programacao controlada de
temperatura. Esta técnica possibilita conhecer as alteragbes que o aquecimento
pode provocar na massa das substancias, permitindo estabelecer a faixa de
temperatura em que elas adquirem composi¢ao quimica, fixa, definida e constante, a
temperatura que comecam a se descompor e acompanham o andamento de
reacoes de desidratacdo, oxidagao, combustao, decomposicéo, etc.

Existem trés modos de TG que sao utilizados em analises térmicas: TG
isotérmica, TG quase-isotérmica e TG dinamica ou convencional. Esta ultima permite
que a amostra seja aquecida ou esfriada num ambiente cuja temperatura varia de
maneira pré-determinada, preferencialmente, a razdo de aquecimento ou
resfriamento linear (CANEVAROLO, 2004).

Os experimentos empregados na TG para avaliar as variacdes da massa de
um dado material em funcdo da temperatura sdo executados mediante uma

termobalanca (associagdo forno-balanca), que deve permitir o trabalho sob as mais
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variadas condigdes experimentais (diferentes atmosferas gasosas e massa de
amostra, variadas razdes de aquecimento e/ou condicdes isotérmicas em
temperaturas especificas, etc). As curvas geradas fornecem informacdes quanto a
estabilidade térmica da amostra, a composicdo e a estabilidade dos compostos
intermediarios e do produto final. Obviamente que, durante os processos térmicos, a
amostra deve liberar um produto volatil devido a processos fisicos ou quimicos, tais
como desidratacdo, vaporizacdo, dessorcao, oxidacdo, reducdo, etc; ou deve
interagir com o gas da atmosfera atuante no interior do forno, resultando em
processos que envolvem ganho de massa, tais como absorgéo, oxidacéo de ligas ou
metais e Oleos, etc. As variacbes de massa podem ser determinadas
guantitativamente, enquanto outras informacgdes obtidas a partir de uma curva TG
sdo de natureza empirica, visto que as temperaturas dos eventos térmicos sao
dependentes de parametros relacionados as caracteristicas da amostra e/ou fatores
instrumentais (CANEVAROLO, 2004).

A Termogravimetria € uma das técnicas mais amplamente utilizadas para
monitorar a conformacao de polimeros e sua dependéncia estrutural na degradacéo
térmica de fibras naturais da celulose. Isto porque os diferentes polimeros e
estruturas supramoleculares da celulose se comportam de formas diferentes quando

submetidos a degradagédo térmica (LIU et al., 2006).

E. Viscosidade e massa molecular

A partir da viscosidade pode calcular-se a massa molecular, de modo que,
guanto maior € a massa molecular, maior é a sua viscosidade. Portanto, as massas
moleculares das celuloses sé&o determinadas a partir da viscosidade intrinseca (SUN
et al., 2004b). A viscosidade intrinseca € uma medida do volume hidrodindmico
ocupado por uma molécula. A diminuicdo da viscosidade intrinseca significa uma
diminuicdo do volume hidrodinamico da cadeia macromolecular. Em outras palavras,
a viscosidade intrinseca € uma caracteristica das macromoléculas que esta
relacionado diretamente a sua capacidade de modificar o fluxo, e, indiretamente, o
tamanho e forma deles. Com base em um amplo estudo acerca do calculo das
massas moleculares da celulose determinadas pela viscosidade intrinseca, Evans e
Wallis (1989) mostraram que o grau de polimerizacdo (GP) de uma amostra de

celulose depende da sua viscosidade intrinseca (n) em solucdo de hidroxido de
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cuproetilenodiamina (cuene), que pode ser calculada usando a equacgdo de P%%° =
1,65[n] (SUN et al., 2004b).

2.5. Hidrdlise &cida do bagaco de cana-de-acucar (BCA) e dos BCA pré-tratados

A Quimica proporciona um meio alternativo para a hidrélise da biomassa. Ja
em 1819, Braconnot demonstrou que o tecido de linho dissolvido em H,SO,
concentrado, diluido com agua, e aquecido foi transformado em acucar
fermentescivel. O acido concentrado desempenha uma dupla funcéo na hidrélise da
biomassa. Quando quebra sua rede de ligac6es de hidrogénio intra e inter-cadeia,
os acidos fortes descristalizam a celulose e torna-a acessivel aos reagentes. Esses
acidos ainda catalisam a hidrélise das ligacdes glicosidicas e clivam a celulose e as
hemiceluloses em acucares. Bergius tomou vantagem destes atributos do HCI no
desenvolvimento de um processo comercial que operava na Alemanha entre os
anos 1935-1948. Nos Estados Unidos, varios processos relacionados usando H,SO,
foram desenvolvidos, tipicamente com 80 - 90 % de conversédo da celulose e as
hemiceluloses em acucares (BINDER e RAINES, 2010).

A Figura 14 mostra o mecanismo de hidrolise acida da celulose. O primeiro
passo para a realizacdo da hidrélise acida € a protonacdo do oxigénio glicosidico
(Figura 14a) com posterior quebra da ligagdo C; —O. O carbocétion gerado na etapa
b é estabilizado pelo deslocamento do par de elétrons existente sobre o oxigénio do
anel glicosidico, adjacente a C,. O ataque nucleofilico da agua sobre C; (Figura 14c)
com regeneracdo do acido (Figura 14d e 14e) encerra a etapa de despolimerizacéo
(se esta ocorrer no interior da cadeia da celulose, gerando novos terminais) ou de
producao de glicose (quando ocorre hidrélise diretamente nos terminais) (OGEDA e
PETRI, 2010). Além disso, a hidrdlise acida libera muitos inibidores da fermentagéo
(produtos toxicos na fase de fermentacado, derivados da lignina e degradacdo dos
acucares, tais como, fendis, furanos, acido férmico, acido levulinico e &cido acético
(JONSSON et al., 2013), conforme esta demonstrado na Figura 15. Devido a acidez
do hidrolisado é necessario a neutralizacdo que além de reduzir a corrosdo dos
equipamentos evita uma exposicdo prolongada dos produtos de hidrélise a
decomposicdo acida, além disso o pH deve ser ajustado as condi¢cdes enziméticas.
Por isso, necessita de detoxificacdo do material para que sejam eliminados os

inibidores da fermentacédo, e neutralizada a acidez (ja que a acidez poderia causar
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uma acado corrosiva nos equipamentos utilizados) (YANG e WYMAN, 2008), além de

ajudar os microrganismos a fermentar em condicfes adequadas.

LIH

H
. HL

Figura 14. Mecanismo de hidrélise da celulose catalisada por 4cido (Ogeda e Petri, 2010).
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Figura 15. Formag&o de inibidores da fermentagdo (JONSSON et al., 2013).
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Para se realizar a conversdo de bagaco de cana-de-agUcar em etanol
combustivel, deve-se desestruturar o BCA através da realizacdo de pré-tratamentos
fiscos e quimicos da lignocelulose. O pré-tratamento ou hidrélise acida é uma
estratégia de baixo custo. Esta estratégia consiste na sacarificacdo do bagaco de
cana-de-acUcar, para a liberagcdo dos monémeros de acucares dos polimeros. No
caso de baixas concentracdes de acido (0,5 - 15%) (CARDONA et al., 2010;
THALAGALA et al., 2009a), a biomassa pode ser tratada com altas pressées (10 -
15 atm) e em temperaturas altas (100 - 250°C). As concentracdes de &cido
concentrado estdao entre 30% e 70% (TAHERZADEH e KARIMI, 2007), e as
temperaturas utilizadas devem ser baixas (20 - 45°C) (CAMACHO et al., 1996;
THALAGALA et al., 2009a).

O procedimento para hidrolisar os oligossacarideos de hemiceluloses, celulose
da madeira e residuos vegetais agricolas, consiste em um processo de extracdo em
duas etapas (THALAGALA et al.,, 2009b) da seguinte forma: utilizacdo de acido
sulfarico a 43,5% (v/v) a temperatura de 20°C por 6 h, seguida por uma segunda
etapa que utiliza &cido sulftrico a 55% (v/v) a temperatura de 20°C por 6 h. Assim, a
D-glicose pode ser preparada a partir da sacarificagdo completa dos
oligossacarideos de celulose em temperaturas baixas e a pressao atmosférica.

Um exemplo de hidrélise com acido diluido faz parte da patente de propriedade
do Council of Scientific & Industrial Research_(2009), na qual o Bagaco de cana-de-
acucar foi hidrolizado em duas etapas. Na primeira etapa utilizou-se 1 kg de bagaco
em acido sulfurico diluido com uma concentracédo 7,58% (m/m) e uma concentracéo
de solidos de 16,7% (m/v) a 95°C, 1000 rpm por 1,5h, obtendo maior concentracdo
de xilose 27,5% (m/m) do que glicose 2,5% (m/m). Na segunda operacéao foi feita
hidrolise acida com &acido sulfdrico concentrado com uma concentracdo de 18,7%
(m/m) em condi¢cdes semelhantes as da primeira etapa, porém variando-se apenas o
tempo para 1 hora. Segundo a pesquisa mencionada, obteve-se um aumento
significativo de glicose (30%, m/m) em relacdo ao bagaco seco inicial. Esta ultima
hidrolise confirma a tese sustentada por Ogeda e Petri (2010) de que a hidrélise
acida concentrada aumenta o rendimento de glicose. Nao obstante, os perigos da
manipulacédo de &cidos concentrados a complexidades de recicla-los tém limitado a
aprovacao do presente tecnologia (BINDER e RAINES, 2010).
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho consistiu no pré-tratamento do bagaco de cana-

de-acucar aplicando simplificacbes e modificacbes baseados em pré-tratamentos

conhecidos do BCA, visando obter maior quantidade e menor solubilizacdo das

fracOes ricas em celulose e, assim, possibilitar futuras melhorias no processo de

etanol 2G.

3.2. Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Comparacéo das diferencas entre os rendimentos e solubilizacdo parcial das
fracBes ricas em celulose provenientes dos pré-tratamentos do bagaco de cana-
de-acucar (BCA);

Realizacdo de extracdes acidas diluidas e concentradas das fracfes ricas em
celulose visando retirada de residuos (lignina e hemicelulose), utilizando FeCls

como co-catalisador;

Andlises dos produtos de extracdo &acida, visando avaliar a quantidade de
acucares (ART, xilose, glicose) e formacao de produtos de degradacgéo (furanos

e fendis totais);

Caracterizacdo quimica do BCA e das fracdes ricas em celulose, mediante a
aplicacdo da metodologia TAPPI (Technical Association of the Pulp and Paper

Industry);

Caracterizacdo morfologica (microscopia eletrénica de varredura — MEV) e fisica
(espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier — FT-IR,
termogravimetria — TG, e difragao por raios-x — DRX) do BCA e das fragdes ricas
em celulose para confirmar e/ou fornecer maiores detalhes para a selecdo do

melhor método de pré-tratamento visando a utilizac&o futura do etanol 2G.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Matéria-prima e Métodos de pré-tratamentos

4.1.1. Matéria-prima

As amostras de bagaco de cana-de-acucar (~50% de umidade) utilizadas na
presente pesquisa sdo da primeira safra de 2010, as quais foram gentilmente
cedidas pelo professor Hossamo Hojo, do Instituto de Quimica da UNESP, as quais
tinham sido obtidas junto & Usina da Pedra, localizada na Rodovia Abrdo Assed,
Serrana — SP. As amostras foram transportadas em baixa temperatura e estocadas
em freezer a -80°C. Estas amostras do BCA in natura correspondem a uma mesma

extracdo de caldo de cana realizada na usina.

4.1.2. Secagem e moagem

Antes da moagem do BCA, o mesmo foi seco em estufa a menos de 50°C até
atingir peso constante (PAIVA et al., 2009) e, a seguir, foi triturado em um moinho
de facas (Tecnal, modelo TE-633 do Departamento de Quimica Organica). Triturou-
se incialmente 500 g de bagaco de cana-de-acucar por 10 minutos em duas vezes
consecutivas. O bagaco de cana-de-acucar triturado foi peneirado em malhas (n° 32,
35, e 150), ajudado com um agitador de peneiras (marca Produtest modelo T),
sendo selecionados os BCA com tamanho de particulas < 0,5 mm, para aumentar a
area superficial. As amostras trituradas foram armazenadas a temperatura ambiente
(AGUILAR et. al. 2002; PAIVA et al., 2009; BINOD et al., 2012).

4.1.3. Lavagem do Bagaco de Cana-de-Acucar

As lavagens do BCA peneirado foram feitas duas vezes em &agua a uma
temperatura de 60°C, como recomendado por Schuchardt e Duarte (1986). Este
procedimento foi utilizado em todos os pré-tratamentos, para eliminar os residuos de

acucares do xarope de cana-deacgucar provenientes da moagem na usina.
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4.1.4. Procedimento para remover 0s extrativos do BCA

Os extrativos do BCA foram removidos com tolueno e etanol (2:1, v/v),
utilizando-se um sistema de refluxo durante 6 horas. Em seguida, as amostras foram
lavadas com agua destilada no préprio sistema de refluxo e seco a 50°C até obter
peso constante (SUN et al., 2004a; LIU et al, 2006).

4.1.5. Métodos de pré-tratamentos

Amostras secas de BCA (10g) foram removidas os extrativos para 0s pré-
tratamentos PT1, PT2, PT3, PT5 e BCA moidos (10g) para os pré-tratamentos PT4,
PT6 e PT7. Cada pré-tratamento foi realizado em triplicada, em uma propor¢céao
sélido:liquido de 1:20. A figura 16 apresenta o fluxograma sobre esta pesquisa, onde

0s pré-tratamentos representam um passo relevante para avaliacdo da digestao.

Bagaco de cana-de-aglcar

y

Pré-tratamentos

\4 \ 4

Caracterizagdo quimica (TAPPI), Rendimento e
morfoldgia e caracteristicas fisicas Perda por solubiliza¢ido

v

Avaliagdo da digestabilidade (produtos
de Hidrdlise acida com e sem FeCls)

\ 4 ¥

Agucares: totais, xilose e Inibidores da fermentacao:
glicose furanos e fendis totais

Figura 16. Fluxograma da presente pesquisa
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4.1.5.1. Pré-tratamento 1 (Pré-tratamento com peréxido alcalino).

Uma amostra de BCA livre de extrativo foi tratado com 4% (m/v) de perdxido de
hidrogénio e 0,25% (m/v) de sulfato de magnésio (0,25 m/m) como utilizado na
polpacao kraft, e pH ajustado a 11,6 com NaOH, num volume de reacédo de 200 mL
incubado durante 10 h em banho de agua (40°C), como descrito por Brienzo et al.
(2009). O material resultante deste pré-tratamento denominado fragdo rica em
celulose do PT1 ou BCA pré-tratado do PT1.

4.1.5.2. Pré-tratamento 2 (Pré-tratamento com hipoclorito de sédio)

Uma amostra de BCA livre de extrativo foi deslignificado a 75°C durante 3 h,
em hipoclorito de sddio 6% (v/v) e acido acético para ajustar o pH a 3,8 - 4,0 como
descrito por Liu et al. (2006). Neste trabalho, além do acido acético, adicionou-se
0,5% (m/m) de &cido sulfarico atuando como catalisador segundo Tan et al (2010).
Este pré-tratamento resultou da modificacdo utilizando duas metodologias que se
complementaram. O material que resultou apds este pré-tratamento foi denominado

fracdo rica em celulose do PT2 ou BCA pré-tratado do PT2.

4.1.5.3. Pré-tratamento 3 (Pré-tratamento alcalino a temperatura ambiente)

Uma amostra de BCA livre de extrativo foi pré-tratada com NaOH 8% (m/v)
durante 24 h a temperatura ambiente, tal como o descrito por Deejing e Ketkorn
(2009). O material resultante apés este pré-tratamento foi denominado fracdo rica
em celulose do PT3 ou BCA preé-tratado do PT3.

4.1.5.4. Pré-tratamento 4 (Pré-tratamento alcalino a 100°C)

Uma amostra de bagaco moido foi colocada em um Kitasato junto com 1%
(m/v) de NaOH e aquecida a 100 °C em uma chapa durante 1 hora. Esta
metodologia foi modificada de Santos e Gouveia (2009). O material resultante apés
este pré-tratamento foi denominado fracéo rica em celulose do PT4 ou BCA pré-
tratado do PT4.
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4.1.5.5. Pré-tratamento 5 (Pré-tratamento com hidréxido de sédio seguido de

peréxido de hidrogénio)

Uma amostra de BCA livre de extrativos foi pré-tratada com NaOH 5% (m/v) a
55°C, durante duas horas. Em seguida, os residuos sdlidos foram separados por
filtracdo e a eles foi adicionada uma solucdo de 100 mL de peroxido de hidrogénio
(11%, v/v). Em um frasco Kitasato, os residuos sélidos juntamente com H,O, foram
incubados a 40 °C durante 2 h, com a finalidade de se obter o branqueamento do
residuo. Este processo consiste em uma adaptacdo baseada em Teixeira et al.
(2011). O material resultante deste pré-tratamento 5 foi denominado fragcéo rica em
celulose do PT5 ou BCA pré-tratado do PT5.

4.1.5.6. Pré-tratamento PT6 (Pré-tratamento com alcali assistido com micro-

ondas)

Uma amostra de BCA moido foi submetida a pré-tratamento com NaOH 1%
(w/v) assistido com micro-ondas em forno de micro-ondas doméstico (Brastemp,
BMS35BBHNA 00, Brasil, poténcia 820 W) com uma frequéncia de operacdo de
2450 MHz, durante 3 minutos (ZHU et al., 2006; BINOD et al., 2012). O material
resultante apds este pré-tratamento foi denominado fracao rica em celulose do PT6
ou BCA pré-tratado do PT6.

4.1.5.7. Pré-tratamento PT7 (Pré-tratamento com alcali assistido com micro-

ondas seguido por tratamento acido assistido com micro-ondas)

A biomassa seca do PT6 foi submetida a pré-tratamento com acido H,SO4 1%
(m/v) BINOD et al. (2012) e exposta ao micro-ondas doméstico por 3 minutos. O
material resultante apds este pré-tratamento foi denominado fracédo rica em celulose
do PT7 ou BCA pré-tratado do PT7.
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4.1.6. Lavagem e secagem das fracdes ricas em celulose derivados do pré-

tratamentos

As fracBes ricas em celulose obtidas a partir de todos os pré-tratamentos
descritos foram separados por filtragdo. Em seguida foi feita a lavagem desses BCA
pré-tratados com agua destilada até atingir pH 7, depois foram lavados em etanol
70% (v/v) para ajudar a eliminacdo da agua e a seguir todos foram secos
separadamente em estufa a 50°C até atingir peso constante, como descrito por
Teixeira et al. (2011) e Liu et al (2006). Depois de secas, as fracdes ricas em
celulose foram caracterizadas (TAPPI, XRD, FTIR, TG, MEV) e submetidos a
tratamentos com solucfes de &cido sulfarico para extracdo de residuos de lignina e

hemiceluloses.

4.2. Andlise da composicdo quimica e rendimentos do bagaco de cana-de-
acucar e das fracdes ricas em celulose usando-se metodologias TAPPI

modificadas

Os dados foram obtidos no Laboratério de Fisico-Quimica e Laboratério de
Reciclagem de Polimeros do Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia, junto ao professor Dr. Daniel Pasquini, utilizando-se a metodologia
TAPPI modificada. Nas figuras 17, 18 e 19 apresentam fluxogramas sobre as etapas
da caracterizacdo quimica do BCA e dos BCA pré-tratados ou fragBes ricas em

celulose.

4.2.1. Teor de Umidade

O teor de umidade foi determinado pelo método da estufa de acordo com a
norma modificada TAPPI T264 OM-88. Uma massa de aproximadamente 2 + 0,01 g
de amostra foi colocada em cadinho previamente seco e tarado. Este conjunto foi
condicionado em estufa a 105 + 3 °C por 2 horas, resfriado em dessecador até
atingir temperatura ambiente e pesado. Logo em seguida, o conjunto foi colocado na
estufa por mais 1 hora a 105 + 3 °C e foram repetidos os procedimentos de
arrefecimento e pesagem até se atingir massa constante (quando as pesagens

sucessivas nao diferiram por mais de 0,002 g). Assim, o teor de umidade foi
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calculado como a diferenca percentual entre a massa de amostra inicial e a massa
de amostra depois do processo de secagem. Onde a formula para calcular o teor de

umidade é a seguinte:

o = (MRAU-MRAS)
°= MAU X

TU%: teor de umidade

MAU: massa da amostra Umida

MRAU: massa do conjunto recipiente/ amostra Umida
MRAS: massa do conjunto recipiente/ amostra seca

BCA e BCA pré-tratados Teor de umidade e cinza

Y 1,0 g BCA, 15,0mL H SO
Hidrélise dcida concentrada 2 4

72%(m/m)/ 30°C, 2h

Diluir até atingir uma solugdo
HZSO4 3% (m/m), refluxo por 4h

Hidrdlise acida diluida

Filtragem

y A

Residuo Liquido sobrenadante

y A

Lavagem Anadlise da Lignina soluvel

A 4

Analise de Lignina insoluvel

Figura 17. Fluxograma para medir os teores de umidade, cinza, lignina pela metodologia
TAPPI

4.2.2.Teor de Cinzas

A determinagdo do teor de cinzas foi realizada de acordo com norma
modificada TAPPI T211 OM-93. Em um cadinho de porcelana, previamente seco e
tarado, foi colocada uma massa de aproximadamente 1 g de amostra e o conjunto

foi condicionado a temperatura de 800°C em mufla por 2 h. Em seguida o sistema
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(cadinho + amostra calcinada) foi transferido para uma estufa e posteriormente
resfriado em dessecador até temperatura ambiente e pesado. O conteddo de cinzas
foi determinado considerando a percentagem de massa do residuo (amostra apos a

calcinagédo) com relagdo a massa inicial de amostra seca. Onde a formula para

calcular o teor de cinza € a seguinte:

Tc% = MRAC-MR) 00
(] MA X

TC%: teor de cinzas totais
MR: massa do recipiente
MA: massa da amostra

MRAC:massa do conjunto recipiente/ amostra calcinada
4.2.3. Teor de Lignina Klason Insolavel

A determinacdo do teor de lignina Klason insolavel foi realizada seguindo a
norma TAPPI 222om-98 modificada. Uma massa de aproximadamente 1 £ 0,01 g de
amostra seca foi colocada em Erlenmeyer onde foram adicionados 15,0 mL de
solucado de &cido sulfdrico 72% (m/m) (d = 1,6389 g.mL™), lentamente e sob agitacéo
por 2 horas a temperatura ambiente (contadas a partir da adicdo de acido a
amostra). Apos esse tempo, a mistura foi transferida para um baléo redondo de 1 L,
diluida com agua destilada para a concentracdo de acido sulfarico de 3% (m/m)
(adicdo de agua até que a solucao tenha um volume total de 575 mL) e aquecida em
refluxo por 4 h. Em seguida, filtrou-se a lignina insoltvel em funil de vidro sinterizado
n°4, previamente seco e tarado. Coletou-se o filtrado para analise posterior de
lignina Klason soldvel. A lignina insolavel contida no funil foi lavada e secada em
estufa a 105 * 3 °C por 12 horas, resfriada em dessecador até temperatura ambiente
e pesado (em uma balanca com precisdo de 0,0001 g). O conteudo de lignina
insoltvel foi calculado como a porcentagem da massa de lignina insoluvel em
relacdo a massa inicial de amostra seca, onde obteve-se a seguinte equacao para

calcular o teor de lignina insoluvel:

TLI% = (MFL - MF) 100
(d MA X
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TLI%: teor de lignina insoltvel
MFL: massa do funil somada a massa de lignina, apds a secagem em estufa
MF:  massa do funil limpo e seco

MA: massa da amostra
4.2.4. Teor de Lignina Klason Soluvel

A quantidade de lignina solubilizada em meio &acido foi quantificada por meio da
espectroscopia na regido do ultravioleta de acordo com a norma TAPPI T13M-54
contendo modificacbes. As solugdes analisadas foram preparadas utilizando o
filtrado da etapa anterior e diluindo-o com 4gua até a concentracéo final de 0,05 M
de acido sulfarico. Uma solucdo de referéncia de concentracdo de 0,05 M foi
preparada, a partir do acido sulfarico 72% (m/m). Medidas de absorbéancia do filtrado
foram realizadas nos comprimentos de onda de 215 e 280 nm. A concentracéo (g.L"

1y de lignina Klason soltvel foi calculada pela equac&o abaixo (1):
Equacdo 1. CLS (g/L) = [(4,53 X Ay1s) - Asgo] /300

Onde: CLS (g.L™) = concentracéo de lignina Klason soltvel em meio acido; Azis =
valor da absorbancia a 215 nm; A,go = valor da absorbancia a 280 nm.

A equacédo (1) aplica os mesmos principios da lei de Lambert-Beer. Os dois
valores de absorbancia refletem a necessidade de se fazer uma correcado para os
compostos, como furfural, gerados durante a hidrolise, que interferem na medicao da
lignina solavel. A absorbancia em 280 nm (equacao 2) é, na verdade, uma corregado
para os compostos de furfural enquanto que a absorbancia em 215 nm (equacéo 3)
€ uma medida da concentracdo de lignina solivel mostrada na equacédo (1) é

resultante da resolucado simultanea de outras duas equacdes:

Eguagéo 2. Ayg=0,68Cp+18C_
Eguagéo 3. A»s=0,15Cp+70C,

Onde: Asgo = valor da absorbancia a 280 nm; A,15 = valor da absorbancia a 215 nm;

Cp = concentracdo dos carboidratos (g.L™); C. = concentracéo da lignina soltvel
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(g.L™"). As constantes das equacdes 2 e 3 sdo absortividades molares de 0,68 e 0,15
dos produtos de degradacdo em 280 e 215 nm, respectivamente, e os valores de 18
e 70 sado absortividades molares da lignina solivel em 280 e 215 nm,
respectivamente. Para a obtencdo do teor de lignina sollvel, usa-se a seguinte
equacao:

MLS
TLS% = VA X 100

TLS%: teor de lignina solavel
MLS: massa de lignina na amostra seca

MA: massa da amostra
4.2.5. Obtencéo da holocelulose

A holocelulose é o produto resultante da extracdo da lignina e é constituida por
celulose e hemiceluloses. Este processo de deslignificacdo utiliza o clorito de sédio e
esta baseado na reacdo entre lignina e ClO,, CIO’, produtos estes formados em

reacoes redox de CIO, em meio acido segundo a equacao (4).

Equacdo 4. 8 ClO, + 6H" = 6CIO, + CIO” + CI' + 3H,0

O procedimento para obtencdo da holocelulose (BROWNING, 1967) — método de
extracdo que utiliza clorito &cido como descrito: uma massa de 5 g de amostra seca
foi colocada em um Erlenmeyer de 250 mL com 100 mL de agua destilada. O
Erlenmeyer foi colocado em banho-maria, a 75 °C e a ele foram adicionados 2,0 mL
de acido acético e 3,0 g de clorito de sodio, nesta ordem, tampando o Erlenmeyer
para ndo ocorrer a perda do gas produzido na reacdo. Apds 1 hora, adicionou-se
novamente 2,0 mL de acido acético e 3,0 g de clorito de sodio. Esse processo foi
repetido por mais duas vezes. A mistura foi entéo resfriada a 10 °C, filtrada em funil
de Buchner de vidro sinterizado n°2, previamente seco e tarado, e lavada com agua
destilada a 5 °C até que o residuo fibroso apresentasse colora¢do esbranquicada e o
pH do liquido filtrado fosse igual ao da agua utilizada na lavagem. Em seguida, o
funil de Buchner de vidro sinterizado n°2 com o residuo fibroso foi seco em estufa a

105 + 3 °C por 6 horas, resfriado em dessecador e pesado para se quantificar o
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rendimento da holocelulose. Onde a férmula para calcular o teor de holocelulose é a

seguinte:

. _ (MFH-MF)
TH/()—T x 100

TH%: teor de holocelulose
MFH: massa do funil somada a massa de holocelulose, ap6s a secagem em estufa
MF:  massa do funil limpo e seco

MA: massa da amostra

BCA e BCA pré-tratados 5g

\ 4

L 75°C/1h, 2mL CH_COOH,
Deslignificagdo 3

{ 3g NaCIO2 (4x)
Resfriado { Até atingir 10°C
\ 4 _

Filtrado E'm Fu'nll Buchner

sinterizado n® 4

Agua destilada 5°C até atingir
Lavagem pH da agua de lavagem
Secagem { 105+ 3°C /6h

A

Holocelulose

Figura 18. Fluxograma para medir o teor de holocelulose pela metodologia TAPPI

4.2.6. Teor de a-Celulose

A celulose distingue-se analiticamente das hemiceluloses pela sua
insolubilidade em solugbes alcalinas aquosas. A extragao sucessiva da holocelulose
(preparada pelo método do clorito acido) com hidréxido de potassio 5 e 24 % em
forma sequencial resulta em valores que, somados, representam a fracdo de

hemiceluloses. O residuo fibroso que resulta das duas extragbes acima
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mencionadas é designado a-celulose (BROWNING, 1967). Para a obtencao de a-
celulose na presente pesquisa, transferiu-se 3,0 g de holocelulose seca para um
Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 100 mL de solucdo de KOH (5%) e uma
atmosfera inerte foi obtida pelo aborbulhamento de gas nitrogénio, durante os cinco
minutos iniciais da extracao para evitar a oxidagdo da celulose. O Erlenmeyer foi
tampado e mantido sob agitacdo constante por 2 horas. A mistura foi entéo filtrada
em funil de Buchner de vidro sintetizado n° 2, lavada com 50 mL de solu¢cédo de KOH
(5%) e em seguida com 100 mL de &gua destilada. O residuo fibroso retido no funil
foi transferido mais uma vez de forma quantitativa para o Erlenmeyer de 250 mL. O
mesmo procedimento de extracdo foi repetido utilizando solugcdo de KOH (24 %).
Para lavagem do residuo fibroso retido no funil, utilizou-se 25 mL de solucdo de
KOH (24%), 50 mL de agua destilada, 25 mL de acido acético (10%) e 100 mL de
agua destilada, respectivamente. ApOs a extracdo dos componentes sollUveis em
solucdes aquosas de hidréoxido de potassio, o residuo fibroso foi lavado com agua
destilada até que o filtrado apresentasse pH neutro. O residuo foi entdo lavado com
50 mL de acetona, seco a 105 + 3 °C por 6 horas, e pesado. O conteudo de a-
celulose foi determinado como a percentagem da massa de residuo em relacédo a
massa inicial de amostra seca, levando em conta o rendimento calculado na

obtencao da holocelulose.
(MFA - MF)
— X

o =
TAH% VIAH

100

TAH%: teor de a-celulose com respeito a holocelulose
MFA: massa do funil somada a massa de a-celulose, ap6s a secagem em estufa
MF: massa do funil limpo e seco

MAH: massa da amostra de holocelulose

TH% x TAH%

%=
TA% 100

TA%: teor de a-celulose
4.2.7. Teor das hemiceluloses

O contetdo das hemiceluloses foi determinado e expresso em percentagem
da diferenca entre os teores de holocelulose e a-celulose em relagdo as massas
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iniciais das amostras secas (ZHAO et al.,, 2007; MORAIS et al., 2010). Onde a

férmula para calcular o teor de hemiceluloses é a seguinte:

THe% =TH% - TA%
THe%: teor de hemiceluloses
TH%: teor de holocelulose

TA%: teor de a-celulose

Holocelulose do BCA e BCA pré-tratados 3g

A4

Separac¢do da Hemicelulose 100 mL KOH (5%) em N,/2h

A4

Funil n® 2, 50 mL KOH (5%),

Filtrado e lavagem 100 mL HZO

A4

Separacao da hemicelulose 100 mL KOH (24%) em N,/2h

Funil n°® 2, 25 mL KOH (24%),
50 mL H,0, 25 mL CH;COOH
10%, 100 mL H,0 até pH 7, 50
mL CH5(CO)CH;

Filtrado e lavagem

A 4

Secagem 105 £ 3°C /6h

e

A 4

Pesagem da a-celulose

Figura 19. Fluxograma para medir o teor de a-celulose pela metodologia TAPPI

4.3. Extracdes de aclcares e formacédo de produtos inibidores da fermentacéo

por tratamento com solugdes de acido sulfurico

As extracdes dos aclcares das hemiceluloses variam com a concentracao de
acido sulfarico (2-6%) e com a temperatura, a elevagdo da temperatura acima de
122°C mostrou tempos maximos de hidrolise acima dos quais ocorreu a degradacao
dos acucares simples (AGUILAR et. al., 2002). Em concentracdes maiores (30-49%

m/v) com porcentagens altas de conversao na faixa de 50°-70°C dependendo da
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porcentagem de soélidos (SARROUH et al.,2007). Com base nestas duas literaturas
decidiu-se realizar experimentos com concentracdes acidas tdo baixas quanto 2% a

6% e tao altas como 30%.

4.3.1. Hidrdlise com éacido sulfurico 2-6%

Os materiais ricos em celulose resultantes dos pré-tratamentos foram
submetidos a um sistema de refluxo (Figura 20) com &cido sulftrico diluido em
concentracdes de 2%, 4% e 6% (m/v) a 98°C durante um tempo que variou de 0 - 3
horas (AGUILAR et. al., 2002; HU et. al., 2010), numa proporc¢ao inicial de solido e
liqguido de 1:20, conforme descrito por Nigam (2001); na auséncia e presenca de
catalisador 100 mM FeClz como descrito por Liu et al. (2009). Os residuos dos
materiais resultantes das extragfes acidas foram separados por centrifugacdo. Em
seguida, o liquido sobrenadante foi neutralizado com adicdo de solugbes de
hidréxido de sodio de 0,5 - 1,5 M. Os precipitados de Na,SO, resultantes as
neutralizacbes foram separados por uma segunda centrifugacdo. Ao final os
sobrenadantes foram usados para as analises de acucares extraidos e de inibidores

da fermentacéo formados.

Figura 20. Sistema de refluxo utilizado no presente trabalho.
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4.3.2. Hidrdlise com acido sulfurico 30%

Os residuos dos pré-tratamentos foram submetidos a uma hidrélise acida
concentrada com acido sulfarico (30%) a 80°C (SARROUH et. al., 2007) em tempos
de incubacdo modificados de O - 6 h, e em uma razéo inicial de sélido e liquido de
1:20 (NIGAM, 2001) com e sem adicdo de 100 mM FeCl; como descrito por Liu et al.
(2009). O residuo foi separado por centrifugacdo. Em seguida, o liquido
sobrenadante foi neutralizado com adicdo de concentracdes de 13,17 mol L™ NaOH
e o0 precipitado de Na,SO, formado durante a neutralizacdo foi separado por uma
segunda centrifugacéo. Ao final os sobrenadantes foram usados para as analises de

acucares e de inibidores da fermentacao.

4.4. Ensaios analiticos dos hidrolisados

As curvas padrdes obtidas para cada método de ensaio descrito abaixo foram

ajustadas por regressao lineal (Origin Pro 8) como amostrado no apéndice 1.

4.4.1. Determinacédo de acucares redutores totais

Para determinar os agucares redutores nos hidrolisados dos residuos do BCA
pré-tratados, utiliza-se o método do acido 3,5-dinitrosalicilico (MILLER, 1959). Este
método baseia-se na reducdo do &cido 3,5-dinitrosalicilico, em meio alcalino
(coloracdo amarela), sendo que o produto formado é estavel e tem coloragéo
laranja-avermelhado (3-amino 5-nitro salicilato)) com maxima absor¢do no
comprimento de onda de 546 nm (Figura 21). A faixa de concentracdo de glicose na
curva da regresséao linear elaborada neste estudo foi de 0,005 a 0,0325 % de glicose
(m/v) e equivalente a absorbancias de 0,057 a 0,8935, como mostra a Figura 54 do
apéndice 1.

A composicdo do reagente DNS ¢é a seguinte: 1,09 de Acido 3,5-
dinitrosalicilico; 30,0 g de Tartarato de Potéssio; 1,6 g de Hidroxido de Sédio e 100
mL de agua destilada. Os reagentes foram dissolvidos em agua destilada, e a seguir
adicionou-se o acido reagente do dinitrossalicilico (DNS) os quais foram preparados

separadamente. O reagente foi estocado a temperatura ambiente.



74

COOH COCH

CHO COOH

oH | oH

+ CH +
Or ——
NO
N02 2 NO NH,
2
A R= agticar . ] Acido

Acido 3,5-dinitrossalicllico  redutor genérico Acido 3-amino-5- aldénico

nitrossalicilico
Figura 21. Reagéo do reagente acido dinitrossalicilico € reduzido pelo agucar redutor em
meio alcalino (SILVA et al. 2003).

Para realizar a determinacdo de acUcares redutores utilizou-se trés
componentes: primeiramente foi empregado 2 mL da amostra padrdao (0,1% m/v),
diluida no intervalo da concentracdo (Figura 54, do apéndice 1); em seguida, uma
amostra neutralizada e diluida em &gua; e, por ultimo, o branco foi preparado
adicionando-se 2 mL de agua no lugar da amostra. A todos esses componentes
foram adicionados 2 mL de reagente DNS. Os tubos foram transferidos para banho
de agua fervente (100°C) por 5 minutos e posteriormente foram feitas as leituras de

absorbancia a 546 nm.

4.4.2. Determinacéao de glicose

Os ensaios da glicose foram determinados pelo método enzimatico da glicose
oxidase (McCLEARY et al., 1988), utlizando-se o “kit” de procedéncia de
LABORLAB.

Inicialmente, a glicose presente nas amostras € oxidada a acido glucénico e
peréxido de hidrogénio, em presenca de glicose-oxidase. O peroxido de hidrogénio
formado na presenca de peroxidase e do sistema constituido por fenol e 4-
aminofenazona (aceptor e oxigénio nesta reacdo) reage formando um cromégeno

rosado que absorve a 505 nm como mostra a Figura 22.

. Glicose oxidase | | .
Glicose + 0, + H0 ——— acido glucoénico + H,0,

Peroxidase
2 H,0,+fenol —— 4 H,0 (coloragao rosada)

Figura 22. Reagdo enzimatica para quantificar a glicose.
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O reagente de cor foi constituido pelo “kit” enzimatico de procedéncia Laborlab
(codigo n° 077.011.016), contendo o0s seguintes constituintes: reativo enzimatico
CAT n°. 02202 (glicose oxidase e peroxidase), reativo de cor (1) CAT n°. 02203 (4-
aminofenazona 0,025 mol/L e tampé&o Tris 0,92 mol/L) e reativo de cor (2) CAT n°.
02204 (fenol 0,055 mol/L), pH 7,4 £ 0,10.

As amostras padrfes de glicose foram preparadas com concentracfes na faixa
de 0,03 até 0,27 %(m/v) como mostra a Figura 55 do apéndice 1.

Quanto ao procedimento da determinacdo de glicose, a analise foi realizada
através da adicao de 50 uL das amostras hidrolisadas previamente neutralizadas. Ao
reagente de cor da glicose, a mistura foi entdo incubada em banho termostatizado a
37°C, durante 10 minutos. Por fim, resfriou-se em banho de gelo antes das leituras

em espectrofotdbmetro em comprimento de onda ajustado para 505 nm.
4.4.3. Determinacéo de xilose

A xilose formada durante as hidrélises foi determinada pelo método de
Floroglucinol (1,3,5-trihidrobenzeno), descrito por Eberts et al, (1979). Na presenca
do &cido cloridrico 98%, para produzir furfural, ocorre desidratacdo da xilose. Este
teste baseia-se na reacgao do furfural com floroglucinol para produzir um composto
colorido com elevada absortividade molar. O reagente de cor foi preparado para
conter 0,5 g de floroglucinol,100 mL de &cido acético glacial e 10 mL de HCI
concentrado. Esse reagente € estavel por 4 dias a temperatura ambiente desde que
seja protegido da luz.

A curva de calibracdo da xilose foi feita da seguinte maneira: uma solucao
concentrada de D-xilose (13 mmol L™?) foi preparada em acido benzéico saturado
(0,29 g de acido benzdéico/100 mL de agua) a pH 2,8 a 25°C. Esta solucéo
concentrada foi diluida em concentracées que variam entre a faixa de 0,13 mmol L *
até 3,81 mmol L* de xilose diluida em acido benzéico saturado. As concentracdes
diluidas foram ensaiadas em triplicada para obtencédo das curvas, como mostra a
Figura 56 do apéndice 1.

Quanto ao procedimento, em tubos contendo 5 mL de reagente de cor
adicionou-se 50 pyL de amostra, os quais foram agitados e mantidos a 100°C por 4
minutos. A reacédo foi rapidamente resfriada a temperatura ambiente. O conteudo

dos tubos de ensaios foi homogeneizado por agitacdo antes das leituras de
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absorbancia a 554 nm. O branco foi preparado adicionando-se 50 pyL de agua

destilada no lugar de amostra.

4.4.4. Determinacgao dos fendis totais

Os compostos fendlicos foram determinados pelo método de Singleton et al.
(1999), Waterhouse (2002) que se baseia no uso do reagente folin-ciocalteau em
microescala. Os polifendis reagem com o agente redox (reagente de folin-ciocalteu)
formando um complexo azul que € quantificado na regido do visivel do espectro. Foi
feita uma modificacdo na construcdo da curva de calibracdo utilizando-se vanilina
como padrdo ao invés de acido galico, sugerida por Carvalho et al (2005) e
Rodrigues et al. (2010) a concentragdes da curva foram feitas em intervalo de 100
até 550 mg/L (ver Figura 57 do apéndice 1).

Para a dosagem dos fendis totais dos hidrolisados, 20uL de amostras diluidas
foram pipetadas e adicionou-se 1,58 mL de agua destilada e 100 pL do reagente
Folin-Ciocalteu. Ap6s 8 minutos em repouso, foram adicionados 300 pL da solugéo
de Na,CO3; a 20% (m/v). As amostras foram deixadas em repouso por 2 horas a
temperatura ambiente, sendo as leituras da absorbancia feitas em espectrofotbmetro
a 760 nm. O branco foi feito substituindo o volume da amostra pelo mesmo volume

de agua destilada, mantendo os demais reagentes.

4.4.5. Determinacgéo de furanos

As determinagbes dos hidrolisados de hemicelulose foram baseadas na
diferenca de absorbancia (nm) de A,gp € Aspo, lidas no espectrofotbmetro UV-Vis
para medidas de furanos (furfural e hidroximetilfurfural), utilizando a equacao
descrita por Martinez et al., (2000). As amostras dos hidrolisados neutralizados
foram diluidas com &gua destilada (1:20) para depois fazer as leituras no

espectrofotdmetro.
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4.5. Caracterizacdes morfoldgicas e fisicas do BCA e dos BCA pré-tratados

4.5.1. Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia das amostras (BCA e dos BCA pré-tratados) foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura (MEV) utilizando-se um microscopio modelo
JEOL JSM -7500F, pertencente ao Departamento de Fisico Quimica do Instituto de
Quimica de Araraquara-UNESP. As amostras foram fixadas sobre suportes de
aluminio recobertas por fita de carbono de 1-10 mm por 60 s (2Kb e 9,5 A) sob uma

voltagem de aceleracdo de 2-10 kV para analise da morfologia de cada uma delas.

4.5.2. Espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier

Os experimentos foram realizados em um FTIR Perkin Elmer Spectrum1000
pertencentes ao laboratério de Quimica Inorganica do Instituto de Quimica da
UNESP-Araraquara. O método do disco de KBr (pastilhas ultrafinas) foi utilizado
para se obter os espectros de FTIR. As amostras (BCA e BCA pré-tratados) foram
moidas e misturadas com KBr (em todas as andlises de FTIR foram usados 0,2 g de
KBr e 0,002g de amostra em uma proporgédo de 1:100 m/m de amostra/KBr) para
preparar as pastilhas. Os experimentos foram realizados na faixa de 500-4000cm™,

com uma resolucédo de 4cm™ e um total de 32 varreduras por amostra.

4.5.3. Difragédo de Raios-X

Os difratogramas das amostras (BCA e dos BCA pré-tratados) foram obtidos
a temperatura ambiente dentro de uma variagédo de 20 entre 5° a 40° e uma
velocidade de varredura de 2° min?. O equipamento utilizado foi um difratbmetro
Siemens Kiristalloflex diffractometer, localizado no Departamento de Fisico Quimica
do Instituto de Quimica de Araraquara-UNESP, operando a uma poténcia de 40 kV
com uma corrente de 30 mA sendo a radiacdo Ka do Cu (A=1,5406 A). Antes de
realizar as analises de DRX, todas as amostras foram secas a 50 °C durante 12
horas em uma estufa de ar circulante. O indice de cristalinidade (ICr) das amostras
foram medidas pelo método de deconvolucdo (ajuste de curvas) a partir de um

difractograma de raios-X. Um programa de ajuste de curvas foi usado (PeakFit;
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<www.systat.com>, assumindo os picos como fun¢bes gaussiana (PARK et al,
2010).
Apos isso, o (ICr) foi calculado através da equacao 5 (TERINTE et al, 2011):

Ac
ActAy

Equacio 5. ICr(%) = (—2%-) . 100

Onde Ac e Ax sdo as areas dos picos cristalinos e halo amorfo, respectivamente.

4.5.4. Termogravimetria

Neste trabalho, a estabilidade térmica do BCA e dos BCA pré-tratados foram
avaliadas utilizando o equipamento SDT de TA Instruments do Departamento de
Fisico Quimica do Instituto de Quimica da UNESP-Araraquara. As condicbes de
analise foram as seguintes: atmosfera de nitrogénio e oxigénio com uma vazao de
100 mL.min?, em uma rampa de aquecimento de 20 °C.min*, intervalo de

temperatura de 25 a 600 °C, massa da amostra de 5 a 7 mg e cadinho de alumina.

4.6. Determinagdo da massa molecular média viscosimétrica da a-celulose
do BCA e dos BCA pré-tratados

Para determinagdo da massa molecular viscosimétrica da celulose seguiu-se o
procedimento descrito na norma ABNT NBR 7730. Para isso o primeiro passo foi o
preparo do solvente (solucdo de cuproetilenodiamina). Foi transferido para um
Erlenmeyer 25 mL de agua destilada e 25 mL de cuproetilenodiamina. Esta solucéo
foi usada como controle. Apos as etapas anteriores, foram preparadas solugbes de
celulose. Pesou-se 0,25 g a-celulose do BCA e dos diferentes BCA pré-tratados
triturados e secos em estufa em temperatura aproximada de 105 °C. Transferiu-se
essas amostras para um Erlenmeyer e adicionou-se 25 mL de agua destilada,
agitou-se em agitador magnético continuamente até que a pasta estivesse
completamente dispersa. Transferiu-se 25mL da solucdo de cuproetilenodiamina e
purgou-se com N por 1 minuto. O frasco foi tampado e colocado em agitacdo, em
agitador magnético até a dissolugcdo completa da celulose, por aproximadamente 2
horas.
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Para as medidas de viscosidade usou-se um viscosimetro capilar de Ostwald,
Figura 23, imerso em um banho termostatizado de aproximadamente 25 °C. O
viscosimetro foi preenchido com 10 mL de solucdo usada para dissolver a celulose
(cuproetilenodiamina). Esperou-se 5 minutos para que a temperatura do solvente
entrasse em equilibrio térmico com o banho. Com o auxilio de um pipetador de
borracha elevou-se o nivel do sistema solvente até a marca superior do capilar e
marcou-se o tempo de escoamento até a segunda marca. Foram feitas 5 medidas e
em seguida repetiu-se o0 mesmo procedimento para as solugdes de a-celulose do
BCA e dos diferentes BCA pré-tratados.

Acerca da determinacdo da massa molecular viscosimétrica da celulose, Oliveira

(2013) descreve o seguinte:

marcas
limites para
amedida de
tempa

bulbe para
adicionar capilar
sobventefsoligio

Figura 23. Esquema do viscosimetro de Ostwald.

3 ' i ; t soluca
Célculo da viscosidade relativa: n,¢; = ————
t solvente

Calculo da viscosidade especifica: ng, = n.. — 1

Célculo da viscosidade intrinseca (método do ponto Unico):

\/2' (nsp - lnnrel)

; . . N log(0,75.nint)/
Célculo de grau de polimerizacéao (GP): P = 10 0,905

Determinagéo da Massa Molecular do polimero: MM = 162 x GP

Em que: 162 g.mol™ é a massa de uma unidade glicosidica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Composicao quimica do BCA

A composicdo do BCA in natura é bastante variavel (CANILHA et al 2011).
Assim, foi necessario realizar analise da composicao quimica do bagaco moido seco
armazenado a temperatura ambiente para este estudo seguindo a metodologia
TAPPI e a composicdo obtida foi a seguinte: 40,18% celulose, 34,98%, de
hemicelulose, 23,49% de lignina e 1,56% de cinzas, como descrito em materiais e

métodos.

5.2. Rendimento e composicéo das fragdes ricas em celulose resultantes dos
pré-tratamentos em relacdo ao BCA

Como mostra a Tabela 2, as fracOes ricas em celulose dos PT1, PT4, PT6 e
PT7 foram as que apresentaram os maiores rendimentos de biomassa. As fragdes
do PT3 e do PT5 nao foram selecionadas para estudos posteriores de hidrélise com
acido sulfurico, por apresentarem rendimentos baixos de biomassa. A fracdo PT2
também foi excluida por apresentar rendimento alto no processo que utiliza
hipoclorito de sodio, sendo este prejudicial ao meio ambiente (HILGEMBERG e
BACHA, 2000). Os itens 5.3 a 5.7 e seus subitens, descritos a seguir, mostram o0s
gréficos das analises dos produtos de extracdo (aglcares redutores, xilose, glicose,
furanos e fendis totais) das fracdes ricas em celulose PT1, PT4, PT6 e PT7, em
solucdo de acido sulfarico (2%, 4%, 6% e 30% m/v), na auséncia e presenca de
FeClz em concentracdo 100 mM (YAN et al., 1996; LIU et al., 2009).

Como mostra a Tabela 2, a perda de massa do BCA variou com os diversos
pré-tratamentos entre 28,79 + 2,45% e 61,0 + 0,20%, devido a diferentes condi¢bes
utilizadas, e isto resultou em diminuicbes das massas das amostras do BCA e
aumentos nas massas das fracdes ricas em celulose.

Em geral, os aumentos na perda de massa nos pré-tratamentos do BCA sao
devido a vérios fatores como menores tamanhos de particula, menores propor¢des
de solido/liquido, maiores concentracdes de reagentes utilizados, maiores tempos e
temperaturas de pré-tratamentos. A exemplo disso, Irfan et al. (2011) realizou um

experimento, partindo de amostras do BCA previamente embebidas em KOH por 2
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horas, no qual obtiveram uma perda de massa do BCA méxima de 57,4% utilizando
4% de KOH em um tempo de pré-tratamento na de 15 min em autoclave, proporcéo
sélido: hidrolisado de 1:10, e tamanho de particula de 2mm. O resultado descrito por
estes pesquisadores foi uma perda de massa superior a descrita para obtencédo da
fracdo PT4 (40,41 + 0.81 %), devido ao tempo de 2h no qual o BCA esteve
embebido em uma concentracdo de KOH 4%, concentracdo superior a que foi por

nos utilizada no PT4 da presente pesquisa.

Tabela 2 Comparacgéo entre os pré-tratamentos em relagdo aos rendimentos e perda de
massa correspondentes das fragdes ricas de celulose

Amostras dos Tempo Temperatura Rendimento Perda de
Pre-tratamentos (h) (°C) (%) massa (%)
PT1 11 40 t 55,53+0,66 44,47 + 0,66
PT2 3 75 T 66,80 £ 1,58 33,20+ 1,58
PT3 24 25 48,00 £ 0,10 T 52,00 £ 0,10
PT4 1 100 T 59,59 £ 0,81 40,41 £ 0,81
PT5 4 55 39,00 £ 0,20 61,00 £ 0,20
PT6 0,05 160 T 71,21 £ 2,45 28,79 £ 2,45
PT7 0,05 160 T 64,97 £ 2,98 35,23 £ 2,98

Fonte: elaborado pelo autor

PTL1: Pré-tratamento com perodxido alcalino

PT2: Pré-tratamento com Hipoclorito de sédio

PT3: Pré-tratamento com NaOH 8% (m/v), a temperatura ambiente por 24 h

PT4: Pré-tratamento com NaOH 1% (m/v) a 100°C por 1 hora.

PT5: Pré-tratamento com NaOH 5 %(m/v) seguido de H,0, 11% (v/V)

PT6: Pré-tratamento com NaOH 1%(m/v) assistido por micro-ondas.

PT7: Pré-tratamento com NaOH 1%(m/v) assistido por micro-ondas seguido com H,SO,
1%(m/v) assistido por micro-ondas.

Outra pesquisa realizada por Zhu et al. (2006) obteve uma perda da massa da
palha de trigo de 48,4%, utilizando NaOH 1% (m/v) em um procedimento assistido
por micro-ondas a 700w por 25 min, razao solido: liquido de 1:8, e tamanho de
particula de 1-2 cm, com uma perda de massa superior (48,4%). Neste trabalho
(Tabela 2), as menores perdas de massa foram obtidas para fracbes PT6 (28,79 +
2,45 %) e PT7 (35,23 + 2,98 %). Esta diferenca pode ser devido ao tempo superior
(25 min) de pré-tratamento dos pesquisadores acima citados.

Os calculos de rendimento e perda de massa (ou solubilidade) foram realizados

utilizando as seguintes formulas recomendadas por loelovich (2012):

My
R (%) = 100()
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s%6.= 1001 - (1)
0 Mi

R%: Porcentagem de rendimento

S%: Porcentagem de perda de massa ou solubilidade

M;:  Massa do BCA antes do pré-tratamento

Mg Massa do Fracao rica em celulose ou BCA pré-tratado

Canilha et al. (2011) descrevem a composi¢cao quimica variavel de um bagaco
de cana (BCA) variando da seguinte forma: celulose entre 35,0% - 45,0%,
hemicelulose entre 26,2% - 35,8%, lignina entre 11,4% - 25,2%.

Usando-se a metodologia TAPPI, a Tabela 3 permite mostrar que os
rendimentos das sete fracBes ricas em celulose pré-tratadas aumentaram em
relacdo as porcentagens obtidas para BCA inicial (40,18 + 0,30%). As fracbes
hemiceluloses foram reduzidas a valores na faixa de 15,51 + 0,06% a 32,97 +
0,51%, em relacdo ao valor de 34,98 + 0,26% obtido para BCA. Os pré-tratamentos
que originaram as fragOes ricas em celulose PT4 (7,51 + 0,05 %) e PT5 (6,53 + 0,02
%) extrairam as maiores quantidades de lignina como mostra os valores abaixos
descritos. Em geral, as menores quantidades de cinzas das sete fracdes ricas de
celulose variaram de 0,94 = 0,01 % para a fracédo PT4 a 0,45 £ 0,01 % para a fracéo
PT7. Estas variagcdes em quantidades de cinza (tabela 3) provavelmente provém dos
reagentes adicionados durante os pré-tramentos do BCA, que nédo puderam ser
totalmente retirados durante a etapa da lavagem. O PT5 parece ser o mais eficiente
para a obtencdo de celulose, por deixar menor teor de lignina e hemicelulose nas
Fracdes ricas em celulose, mas este pré-tratamento apresentou o menor rendimento
(39,00 + 0,02 %), em relacdo aos demais pré-tratamentos, motivo pelo qual néao foi

escolhido para a proxima etapa de hidrélise.



Tabela 3. Composi¢des quimicas obtidas para o Bagaco de Cana (BCA) moido e das

fracdes ricas de celulose por metodologia TAPPI.

Fracdes da lignocelulose (%)®

Amostras Celulose Hemiceluloses Lignina Cinzas

BCA 40,18 + 0,30 34,98 + 0,26 23,49 £ 0,15 1,56 + 0,01
PT1 68,88 £ 0,78 23,12 £ 0,26 10,66 + 0,11 4,31 + 0,05
PT2 49,38 + 0,75 22,61+ 0,35 12,18 + 0,13 4,55 + 0,07
PT3 54,93 £ 0,85 32,97 £ 0,51 13,19+ 0,18 5,53+ 0,09
PT4* 64,70 £ 0,50 27,42 +0,21 7,51+ 0,05 0,94 + 0,01
PT5 80,76 + 0,30 15,51 + 0,06 6,53 + 0,02 2,77 £ 0,01
PT6* 54,18 + 0,79 30,37 £ 0,44 14,19+ 0,19 2,07 £ 0,03
PT7 ** 60,73+ 1,24 25,30+ 0,51 13.24+£ 0,25 0,45+ 0,01
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Fonte: elaborado pelo autor; ‘¥ Anélise e experimentos em triplicada

A andlise da composicdo quimica do BCA moido e das sete fracfes ricas em
celulose (Tabela 3) mostra que grande parte destas fracdes foi solubilizada durante
0os pré-tratamentos (Tabela 4). Assim, a quantia da fracdo das hemiceluloses
encontrada para o BCA (34,98% = 0,26 %) foi reduzida como segue (Tabela 3):
15,51 + 0,06 % para a fracdo PT5; 22,61 = 0,35 % para PT2; 23,12 + 0,26 % para
PT1; 25,30 £ 0,51 % para PT7; 27,42 + 0,21 % para PT4; 30,37 + 0,44 % para PT6;
32,97 £ 0,51% para PT3

A Tabela 4 mostra que as perdas por solubilizacdo das fracbes hemiceluldsicas
do BCA durante os sete pré-tratamentos foi como segue: 82,70% para fracéo rica de
celulose PT5; 63,30% para o PT1; 56,83 % para PT2; 53,80 % para PT4; 53,01%
para PT7; e 38,17 % para PT6. Além disto, todos os pré-tratamentos estudados
deste trabalho mostraram deslignificacdes altas quando comparadas ao BCA da
seguinte forma: 89,16 % para fracdes ricas em celulose PT5; 74,81% para PT1,;
73,06% para PT3; 63,39% para PT7; e 57,07% para PT6. Na maioria dos pré-
tratamentos, estas deslignificacdes altas foram devidas a utilizacdo de agentes
guimicos como alcali e peroxido de hidrogénio em diversas concentracdes para
removem a lignina (TABIL et al., 2011). A deslignificacdo com alcali (NaOH 1% em
m/v a 100°C por 1h) foi utilizada para pré-tratar a celulignina. Esta é proveniente de
hidrolise acida do BCA, durante o pré-tratamento por explosdo a vapor, e foi
reduzida de 34,3 + 0,3 % a 55 = 0,2% (OLIVEIRA et al.,, 2012). Por fim, a

solubilizag&o da lignina e da hemicelulose variou com o pré-tratamento, enquanto as



84

menores perdas de celulose foram obtidas juntamente com as fragbes PT7, PT6,
PT4 e PT1. A obtencdo de altos rendimentos de etanol de segunda geracéo

depende das perdas tanto menores quanto possiveis da fracéo rica de celulose.

Tabela 4. Perdas por solubilizagdo dos componentes

macromoleculares das fracdes rica em celulose.

FracOes ricas em

Quantias das fracdes solubilizadas em

celulose relacdo ao bagaco de cana (%)
Celulose Hemiceluloses Lignina
PT1 4,80+ 1,71 63,30+ 0,66  74,81+0,43
PT2 17,91 + 2,39 56,83+1,26 65,38+ 0,93
PT3 34,38+ 1,13 54,77 +0,78 73,06 £ 0,42
PT4 4,03+ 1,66 53,30+0,81 80,95+ 0,32
PT5 21,60+ 0,76 82,70+ 0,17 89,16 + 0,10
PT6 3,97 + 3,66 38,17+235 57,07+1,61
PT7 1,80 + 4,98 53,01 +2,38 63,39+ 1,83

Fonte: elaborado pelo autor

A solubilidade das hemiceluloses € provavelmente devida a esse polimero
estar presente principalmente na superficie exterior da estrutura lignocelulésica, de
onde é extraida facilmente por diversas solu¢des de pré-tratamento. Por outro lado,
as longas cadeias de celulose ndo séo facilmente dissolvidas, uma vez que se
encontram nas partes internas da fibra e, por conseguinte, sdo biopolimeros
semicristalinos com regides cristalinas ordenadas e regides amorfas desordenadas
(Liu et al., 2006).

Ainda com base nas Tabelas 3 e 4, a maior deslignificagdo ocorreu com a
fragdo PT5 (89,16 %), PT4 (80,95 %) e PT1 (74,81 %). A fracdo PT1 foi obtida
seguindo o procedimento descrito por Brienzo et al. (2009). Neste contexto,
podemos afirmar que as deslignificacbes consecutivas do PT5, ajudaram a
branquear o material lignocelulésico, conforme se encontra ilustrado na Figura 24.
Comparando-se a fracao rica em celulose proveniente do PT4 (NaOH 1% em m/v a
100°C por 1 hora), com o fracdo rica em celulose do PT5, verifica-se que esses dois
pré-tratamentos resultaram em deslignificacdo semelhantes, com base na perda de
cor das fracdes Isto pode se confirmado por dados da Tabela 3.

O BCA moido contém 23,49 + 0,15 % da fracao lignina, enquanto uma quantia
aproximada de 23 + 1,01 % foi descrito por Irfan et al. (2011), para o BCA. Estes

pesquisadores observaram que apOs o pré-tratamento com solucdo KOH 2,5 %,
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ocorre uma reducdo no teor de lignina do BCA de até 7,32% (equivalente a
deslignificacdo de 70,72%), enquanto que KOH 4 % reduz o teor de lignina em até
7,6 % (deslignificacdo de 69,6 %), em um tempo de 45 min. Na Tabela 4, obteve-se
uma deslignificacdo de 80,95 % com uma obtencédo de teor de lignina de 7,51 £ 0,05
% (Tabela 3) da fracdo PT4, esta deslignificacao foi superior a encontrada por por
Irfan et al (2011), possivelmente porque utilizou-se NaOH ao invés de KOH e o
tempo de pré-tratamento foi maior (60 minutos) ao utilizado pelos autores acima
mencionados.

A diminuicdo dos teores de lignina e hemicelulose durante os pré-
tratamentos do BCA fez com que aumentasse os teores de celulose (Tabela 3),
podendo denominar a fracdo rica em celulose como sendo “fracao rica em
celulose”, como sugere Meng et al. (2012).

Conforme se encontra representado na Figura 24, as fotografias do BCA e das
diferentes fragbes ricas em celulose (camera Sony modelo DSC-W570 a uma
distancia de 3.5 cm e zoom optico de 2,75), demonstrou que o BCA e as diferentes
fracOes ricas em celulose dos PT1, PT2, PT3, PT4, PT5, PT6 e PT7, apresentam
diferentes cores.

Figura 24. Fotos do BCA e das Fracdes ricas em celulose.

PT1:  Pré-tratamento com peréxido alcalino

PT2:  Pré-tratamento com Hipoclorito de sédio

PT3: Pré-tratamento com NaOH 8% (m/v), a temperatura ambiente por 24 h
PT4: Pré-tratamento com NaOH 1% (m/v) a 100°C por 1 hora.

PT5: Pré-tratamento com NaOH 5 %(m/v) seguido de H,O, 11% (v/v)

PT6:  Pré-tratamento com NaOH 1%(m/v) assistido por micro-ondas.
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PT7: Pré-tratamento com NaOH 1%(m/v) assistido por micro-ondas seguido com H,SO,
1%(m/v) assistido por micro-ondas.

5.3. Liberacdo de acUcares redutores totais (ART) durante extracdo com acido
sulfarico 2-6% das fracdes ricas em celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7): efeito do
tempo e concentracdo do acido sulfarico em auséncia e presenca de FeCl;

Quatro fracdes ricas em celulose do PT1, PT4, PT6 e PT7 foram submetidas
a extracfes com HySO4 2 %, 4 % e 6 % (m/v), em presenca e auséncia de 100 mM
FeCls;. A quantificacdo de acUcares redutores foi determinada pela metodologia do
acido 3,5-dinitrosalicilico em triplicada. O aumento da liberacdo de ART durante as
extracbes acidas a pressdo atmosférica, ocorreu quando houve aumento da
concentracdo de acido sulfarico durante o transcorrer do tempo, como ilustrado nas
figuras 25 a 28. O ART extraido das fragdes ricas em celulose do PT1, PT4, PT6 e
PT7 atingiu concentragbes maximas que se tornaram constantes. A facilidade na

liberacdo do ART das fragBes variou com o tipo de pré-tratamento utilizado.

5.3.1. Acucares redutores liberados apds extracdo com acido sulfurico 2-6%
apilcada a fracao rica de celulose do PT1

As Figuras 25a e 25b descrevem as concentracbes de ART liberadas das
fracbes do PT1 por solucdes de diferentes concentracbes de H,SO,4, 0s quais
mostraram um aumento de ART com o transcorrer do tempo.

Durante extracdo &cida da fracdo rica em celulose do PT1 na presenca do
FeCls, o extrato deste mostra maiores concentracfes de ART do que em auséncia
de FeCls, com o tempo em todas as concentracfes de acido sulfarico utilizadas. A
maior concentragao de ART foi obtida em 3 h em solucdo de H,SO,4 6 % e presenca
de FeCl; 100 mM (235,91 = 9,15 mg/g), que representa um aumento de 27,66 %
comparado com a concentracdo de ART do extrato obtido com H,SO, 6 % na

auséncia de FeClsz (170,66 + 6,19 mg/g), no mesmo periodo de tempo.
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Fonte: elaborado pelo autor
Figura 25. Liberacdo de acucares redutores apds extracdo com acido sulfarico 2-6%

aplicado a fragéo rica em celulose do PT1, em auséncia e presencga do FeClg

5.3.2. Acucares redutores liberados durante extragdo com acido sulfurico 2-6%

aplicada a fracao rica em celulose PT4

Como se pode observar, os valores de ART descritos nas Figuras 26a e 26b,
obtidos com a fracdo rica PT4 por extragdo com solugcbes de acido sulfurico (2-6%)
aumentou a concentracdo de ART com o transcorrer do tempo, exceto durante as
extragcdes com H,SO4 4 e 6 % (m/v) na quais se observa queda na concentracao de
ART em 3h. Observou-se que a fragcdo rica em celulose PT4 liberou maior
guantidade de ART em presenca do FeCl; do que na auséncia de FeCl; A maior

concentracdo de ART obtida da fracdo rica em celulose PT4 com H,SO4 6 % em
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presenca 100 mM FeCl; foi obtida em 3 horas (240,17 + 6,74 mg/g) e isto significa
um aumento de 18,77 % na concentracdo de ART do extrato da fracdo rica em

celulose PT4 com H,SO, 6 % quando comparado com o extrato da mesma fracéo

em auséncia do FeCl; (195,09 + 9,39 mg/qg).

35

B PT4 H,SO, 2% a
300 | B PT4 H_SO, 4%
I PT4 H,SO, 6%
250 4
200 4
150 4
100 4
—_— 50 +
C
=4
E o
& N PT4 H_SO, 2% + FeCl, b
< 100 I PT4 H,SO, 4% + FeCl,
I PT4 H_SO, 6% + FeCl,
250 4
200 4
150 +
100 4
50 -
0
0,0 05 10 15 20 25 3,0 35

Tempo (horas)

Fonte: elaborado pelo autor
Figura 26. Liberacdo de acUcares redutores por extracdo com solugéo de acido sulfarico

2-6% aplicadas a fracéo rica em celulose do PT4, em auséncia e presenca do FeCls;



89

5.3.3. AclUcares redutores liberados durante extracdo com solucdes de acido

sulfarico 2-6% aplicadas a fracéo rica em celulose PT6

350

I PT6 H SO, 2% a
300 | I PT6 H_SO, 4%
I PT6 H_SO, 6%
250 4

200 -

150 4

I PT6 H_SO, 2% + FeCl, " _ b

ART (mglg)

300 | I PT6 H,SO, 4% + FeCl,
I PT6 H,_SO, 6% + FeCl,

0,0 05 1,0 1.5 2,0 25 30 35
Tempo (horas)

Fonte: elaborado pelo autor
Figura 27. Liberac@o de agucares redutores apés hidrélise acida diluida da

fracdo rica em celulose do PT6, em auséncia e presenca do FeCls

A figura 27a e 27b ilustra as concentracdes de ART obtidas da extracdo da
fragdo rica em celulose PT6 com H,SO4. Aumentos crescentes de ART com o
transcorrer do tempo de extracdo foram observados, exceto em solugbes com
H,SO,4 4 e 6 % (m/v), nas quais houve queda de ART apds 3h, como observado na
Figura 27b. Observa-se que na extracdo em presenca de FeCl; foram liberados
maiores concentracdes de ART do que na auséncia de FeCls,

Como se pode observar na Figura 27a, a maior concentracdo de ART (241,64

+ 3,62 mg/g) ocorreu quando o fracdo rica em celulose do PT6 foi hidrolisado com
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H.SO,4 6 %. Na Figura 27b as maiores quantias de ART foram obtidas apés 2 h e 2h
30min utilizado H,SO,4 6 % em presenca de 100 mM FeCl; (304,11 + 20,65 mg/g) e
(298,05 + 18,01 mg/g) respectivamente. Isto representa aumentos de 27,98 e 21,84
% quando comparados com o hidrolisado em auséncia do FeCl; (219,03 £ 2,32 mg/g

em 2h) e (232,97 + 3,97 mg/g em 2,5h).

5.3.4. Acucares redutores liberados durante extracdo com acido sulfarico da

fracdo ricaem celulose PT7

35
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Fonte: elaborado pelo autor
Figura 28. Liberacéo de agUcares redutores totais extraidos com solu¢des de acido sulfurico

2-6% da fracao rica em celulose do PT7, em auséncia e presenca do FeCl
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Como se pode observar nas Figuras 28a e 28b, as concentracbes de ART
extraidas da fracdo rica em celulose PT7 com solu¢cbes de acido H,SO,4 levaram a
aumentos de ART com o tempo de extracdo. Em auséncia de FeCls, as quantias de
ART liberadas ndo variaram significativamente com a concentracdo de acido. Como
se pode observar na Figura 28a, as maiores concentracdes de ART estdo nos
extratos obtidos com a fracéo rica em celulose do PT7 em H,SO4 4 € 6 % apos 3h
(225,56 = 2,92 mg/lg e 229,96 = 3,53 mg/g). Na Figura 28b, as maiores
concentragdes de ART foram obtidas em 2,5 h (206,12 + 3,44 mg/g) e 3 h (221,31
+4,03 mg/g) para as extragdes com H;SO4 6 % em presenca 100 mM FeCl; da

fracao rica em celulose PT7.

5.4. Liberacédo de xilose durante extracdes com solugbes de acido sulfurico 2-
6% obtidas das fragcbes ricas em celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7): efeito do
tempo e concentracdo do acido sulfarico diluido em auséncia e presenca de
FeCl;

Nas extracdes com solucdes de H,SO4 2 %, 4 % e 6 % (m/v), em auséncia e
presenca do FeCl; 100 mM, foram utilizados quatro fragoes ricas em celulose (PT1,
PT4, PT6 e PT7). A quantificacdo da xilose foi determinada pela metodologia do
floroglucinol em triplicada. Como se pode observar nas Figuras 29, 30, 31 e 32, as
concentragbes de xilose aumentaram com o tempo de extragdo. Assim, podemos
afirmar que as solucdes de acido sulfdrico 2-6% liberam mais xilose (CARDONA et
al, 2010) do que glicose da fragcdo das hemiceluloses. Nas curvas de extracéo
observam-se quedas das concentracdes de xilose durante o tempo de extracéo
acida, o que nos leva a concluir que houve uma reacédo de decomposicao da xilose,
formando-se furfural (AGUILAR et al, 2002).

As curvas de extracdo descritas nas Figuras 29, 30, 31 e 32, varios fatores
relacionados ao material pré-tratado (tamanho, forma da particula, estrutura,
acessibilidade de protons, ligacao éter heterociclico, etc.) afetaram a extracao acida,

e isto também foi observado por Cardona et al., (2010).
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5.4.1. Xilose liberada por extracdo com solucdo 2-6% de &cido sulfurico da

fracdo ricaem celulose PT1
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I PT1 H,SO, 6% + FeCl,
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Figura 29. Liberagéo de xilose por extracdo com solugdes de acido sulfurico 2-6%
da fracdo rica em celulose do PT1, em auséncia e presenca do FeCls

Como se pode observar nas Figuras 29a e 29b, as quantias de xilose obtidas
da fracdo rica em celulose do PT1 aumentaram com o tempo, exceto na extragao
com H,SO4, 6 % (m/v) que mostra queda na concentracdo de xilose com 2h,
conforme visto na Figura 29a. Por outro lado, observa-se uma queda na extracao da
xilose com H,SO4 2 % (m/v) em 3 h. Esta Figura (Figura 29a) mostra a extracao de
maior quantidade de xilose (122,90 + 3,24 mg/g) obtida da fragédo rica em celulose

PT1 com H,SO4 2 % com 2,5 h de extracdo. Na Figura 29b, a maior quantia de
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xilose no extrato obtido com H,SO, 6% em presenca de FeCl; 100 mM da fragéo
rica em celulose PT1 (134,00 + 3,89 mg/g) foi obtida com 3 h de extracdo, que
equivale um aumento de 32,38 % quando comparado com o obtido em PT1 na

auséncia de FeCl; (90,61 £ 8,04 mg/g) com 3 h de extracao.

5.4.2. Xilose liberada por extragcdo com solucao 2-6% de acido sulfarico da

fracdo rica em celulose PT4
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Fonte: elaborado pelo autor
Figura 30. Liberac&o de xilose por extragdo com solucao de &cido sulfurico 2-6%

da frag&o rica em celulose do PT4, em auséncia e presenca do FeCls,

Na Figura 30a e 30b, as quantias de xilose extraidas da fracdo rica em celulose
PT4 variou com o tempo, porém na extracdo com solucdo de H,SO, 6% (m/v),
houve queda na concentracdo de xilose em 3h, conforme visto na Figura 30a. O
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mesmo foi observado (Figura 30b) quando a extracao foi realizada com solugéo de
H,SO,4 2% (m/v) com 2h de tratamento. A Figura 30a mostra a maior concentracao
de xilose (163,03 + 1,86 mg/g) formada durante as extracdes feita com a fracdo rica
em celulose PT4 com H,SO,4 6 %, onde ocorre um valor médximo em 2 h30 min de
extragcdo. Na Figura 30b, a maior quantidade de xilose foi obtida com a fragédo PT4
(148,66 = 9,39 mg/g) em H,SO,4 6 % e na presenca de FeCl; 100 mM apds 3h. O
extrato obtido com H,SO, 6% em auséncia de FeCl; forneceu uma quantidade

menor de xilose utilizando a fracdo PT4 (138,30 * 6,56 mg/qg).

5.4.3. Xilose liberada por extragcdo com solucao 2-6% de acido sulfarico da

fracao rica em celulose PT6

Como se pode observar na Figura 31a e 31b, a quantia de xilose dos extratos
obtidos com H,SO,4 2 e 6 % (m/v) da fracdo rica em celulose PT6 aumentou com o
tempo, porém, a Figura 31la mostra queda na quantia de xilose extraida em 3h,
durante a extracdo com H,SO4 6 % (m/v) em auséncia de FeCl; enquanto que em
presenca de FeCl; (Figura 31b), a queda ocorreu em 2h30 min.

Na Figura 31a, a maior concentracao de xilose (179,90 + 5,89 mg/g) resultou
da extragdo aplicada a PT6 com H,SO,4 6 % com 2h30 min. Na Figura 31b, a maior
concentragao de xilose foi obtida as 2 h com H,SO,4 6 % em presenca de FeCl; 100
mM (190,44 £+ 6,55 mg/g) que equivale a um aumento de 12,89 % quando
comparado com a concentracdo de xilose extraida em 2 h com auséncia de FeCl;
(165,90 + 2,09 mg/g).
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Figura 31. Liberacédo de xilose por extracdo com solucao de acido sulfurico 2-6% da fracao

rica em celulose do PT6, em auséncia e presencga do FeCl;

5.4.4. Xilose liberada por extragcdo com solucéo 2-6% de &cido sulfarico da

frac&o rica em celulose PT7

Conforme representa a Figura 32a e 32b, a fracédo rica em celulose PT7 foi
extraida com solugdes 2-6% de acido sulfurico e aumentos na quantidade de xilose
extraida foram observados com o tempo de extracdo. Como se pode observar na
Figura 32a, a maior quantidade de xilose extraida (172,26 + 22,09 mg/g) foi obtida
com H,SO4 4 % em 3 h. Na Figura 32b, as maiores concentracdes de xilose foram
obtidas em 2h30min e em 3 h em solugéo de H,SO4 6 % contendo FeCl; 100mM
(149,56 = 4,68 mg/g e 151,93 + 3,39 mg/g respectivamente), 0 que equivale a
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extracdo de 157,63 £ 6,27 mg/g de xilose em auséncia do FeCl; em 2h30min e

148,70 £ 16,87 mg/g em 3 h.
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Figura 32. Liberac&o de xilose por extracdo com solucdo de acido sulfurico 2-6% da fracao

rica em celulose do PT7, em auséncia e presenca do FeCls
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5.5. Formacao de fenois durante a extracdo das fracGes rica em celulose (PT1,
PT4, PT6 e PT7): efeito do tempo, concentracdo de acido sulfarico auséncia e

presenca de FeCl3

Para determinar a quantidade de fendis totais nos extratos obtidos com H,SO4
2 % - 6 %(m/v), em presenca e auséncia FeClz 100 mM, foram utilizadas fracdes
ricas em celulose selecionadas (PT1, PT4, PT6 e PT7), utilizando-se o método
espectrofotométrico baseado no uso do reagente de Folin-Ciocalteu’s.

As Figuras 33, 34, 35 e 36, demonstram as concentracdes de fendis totais com
aumentos do tempo das extracdes acida em presenca de FeCl; em todos 0s casos.
Estes aumentos de fendis totais aconteceram porque a lignina presente nas fracao
ricas em celulose foram liberadas como lignina sollvel durante as extracbes co-
catalisada com FeCl; (SAKDARONNARONG e JONGLERTJUNYA, 2012). Nessa
perspectiva, para que se tornasse possivel a sua utilizacdo na fermentacao para
produzir etanol 2G, seria necessario utilizar os hidrolisados com menos formacéo de
fendis totais, de forma que se pudesse evitar inibicdo da fermentacéo por parte das
leveduras. (JONSSON et al, 2013). Além disso, é necessario eliminar o FeCls dos
extratos neutralizado mediante a utilizacdo de resina de troca ibnica e eliminar os
fendis totais com aplicacdo de carvédo ativo ou resina de troca i6nica (NAPOLES et
al., 2006), como uma etapa prévia do processo de fermentacéo que para a producao
do etanol quanto de xilitol.

Os extratos das fracdes ricas em celulose obtidas com hidrélise com H,SO4
em auséncia de FeCl; formaram as menores concentracdo de fendis totais (Figuras
33, 34, 35 e 36). O contrario foi observado com os extratos obtidos em presenca de
FeCl; e acido sulfarico. Nas fragdes ricas em celulose extraidas com H,SO, em
presenca de FeCls;, a decomposi¢do da lignina formou maior quantidade de fendis

totais.

5.5.1. Fendis totais formados por extragcdo com acido sulfurico 2-6% da fracéo

ricaem celulose PT1

Como se pode observar na Figura 33b, a fragcéo rica em celulose PT1 mostrou
aumentos com o tempo de extracdo com acido sulfurico 2-6%. As concentracdes de

fendis totais sdo maiores quando as fracdes ricas em celulose foram submetidas a
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extrac6es em presenca de FeCls. As concentracdes maiores de fendis totais foram
obtidas com a fracdo PT1 no ponto de 3 h de extracdo. As maiores concentracdes
de fendis totais obtidas com a hidrélise da fracdo rica em celulose do PT1 nédo
apresentaram diferenca significativa no periodo de 2h30min e 3h conforme mostra a
Figura 33a. Portanto, o tempo de reacdo contribui para maior liberacdo de fendis,

assim como a presenca de FeClj,
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Figura 33. Formacao de fendis totais por extracdo com acido sulfarico 2-6% da fracdo rica

em celulose da hidrdélise acida diluida do PT1, em auséncia e presenca do FeCls;
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5.5.2. Fendis totais formados por extracdo com acido sulfarico 2-6% da fracdo
rica em celulose PT4
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Figura 34. Formacao de fendis totais por extracdo com acido sulfarico 2-6% da fracdo rica

em celulose do PT4, em auséncia e presenca do FeCls,

Como mostra a Figura 34a, a fracdo rica em celulose do PT4 mostrou um
aumento com o tempo na formacdo de fendis, mas em Hy;SO4 4 e 6 % (m/v),
observa-se uma gqueda na concentracdo de fendis totais as de 3h. Em presenca do
FeCl; na solucéo de H,SO4 2 % (m/v) também ocorreu queda em fenodis em 2h30min
(Figura 34b). A maior quantidade de fendis totais foi detectada com PT4 em acido
sulfurico 6 % (m/v) em presenca de FeCl; (50,38 + 1,06 mg/g) com 3 h de extracéo

(Figura 34b). Nesse sentido, a concentracao dos fendis totais desta fracao rica em
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celulose aumentou em 93,05 %, quando comparado com 0 extrato obtido em
auséncia de FeCl; com 3h (3,50 £ 0,27 mg/qg).

Na presenca de FeCls, ocorreu aumento na formacdo de fendis com a
utilizacdo de menor concentracdo de acido até um periodo de reacdo de 2h, sendo
gue, apds esse tempo, a curva passou a apresentar valores decrescentes de fenais.

5.5.3. Fendis totais formados por extragcdo com acido sulfurico 2-6% da fracéo

ricaem celulose PT6
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Figura 35. Formagéao de fendis totais por extragdo com acido sulfarico 2-6% da fragao rica

em celulose do PT6, em auséncia e presenca do FeCls,

Como mostra Figuras 35a e 35b das fragOes ricas de celulose do PT6, os

fendis formados aumentaram com o tempo de reacdo, mas no caso da fracdo rica
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em celulose do PT6 a extracdo com &cido H,SO, 2 e 6% (m/v), mostrou
decréscimos acima de 3 h em auséncia de FeCl; (Figura 35a). As quantidades de
fendis formadas em auséncia de FeCl; foram muito baixas (Figura 35a). A maior
guantidade de fendis foi obtida com o acido H,SO4 6% (m/v) em 3h e na presenca
de FeCl; (79,89 = 0,39 mg/g), conforme mostra a Figura 35b, equivalente a um
aumento de 92,78% quando comparado com o valor obtido em auséncia de FeCls.
Em auséncia de FeCl; obteve-se 5,77 + 0,39 mg/g em 3h. A presenca de FeCl;
favoreceu a liberacdo de fendis totais, com o aumento da concentracdo de &cido e
tempo de extracao.

5.5.4. Fenodis totais formados por extragcdo com acido sulfurico 2-6% da fracéo

ricaem celulose PT7

As Figuras 36a e 36b, mostram aumentos na quantidade de fendis extraido da
fracdo PT7 com solucdes de &cido sulfarico (2, 4 e 6 %. m/v) sendo valores
constantes de fendis totais observados a partir de 1h30min. A quantidades de fendis
totais obtidas em auséncia do FeCl; foram muito menores do que na presenca do
FeCl; como mostra a Figura 36. A Figura 36b demonstra que a maior concentracao
de fenais totais foi obtida com H,SO4 2 % (m/v) em 3 h em presenca de FeCl; (50,68
+ 5,31 mg/g) o que equivale 83,56 %, quando comparado com o obtido com
auséncia de fendis totais (8,33 + 0,11 mg/g).
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Figura 36. Formacgéo de fendis totais por extracdo com solugéo de acido sulfarico 2-6% da

fracdo PT7, em auséncia e presenca do FeCls

A presenca de ion férrico favorece a formacgéao de fendis totais, enquanto que a

auséncia do FeClzreduz a formacao de fendis totais.

5.6. Formacédo de furanos durante a extracdo das fracdes rica em celulose
(PT1, PT4, PT6 e PT7):. efeito do tempo, concentracdo de acido sulfarico

auséncia e presenca de FeCl;

Os furanos séo inibidores da fermentacdo de aclcares monoméricos para obter
etanol 2G, e devem ser removidos antes da fermentagdo (HU et al, 2010). Eles

inlbbem o crescimento da levedura e diminuem o rendimento de etanol e a
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produtividade desse biocombustivel (JONSSON et al, 2013). Estes inibidores podem
ser retirados mediante a purificacdo dos hidrolisados com carvao ativo ou resina de
troca ibnica (NAPOLES et al., 2006).

As Figuras 37, 38, 39 e 40 mostram as concentracdes de furanos em funcéo do
tempo de hidrélise (PT1, PT4, PT6 e PT7) em solu¢cbes de H,SO4 (2 %, 4 % e 6 % ,
m/v), em presenca e auséncia do FeCl; 100 mM. A quantificacdo foi determinada
com o uso da metodologia descrita por Martinez et al. (2000).

As Figuras 37, 38, 39 e 40 mostram aumentos crescentes nas quantidades de
furano formados durante as extracfes com as solucdes de acido sulfdrico em
auséncia e presenca de FeCl; onde obteve-se quantidades maiores de furanos na
auséncia do que na presenca do FeCl; durante as extracdes acidas. Como se sabe,
a geracao de furanos resulta da degradacéo de pentoses e hexoses, sendo que a
maior parte desta degradacdo provém da xilose (AGUILAR et al, 2002, JONSSON et
al, 2013). A diminuicdo de furanos na hidrélise com co-catalisador possivelmente é

devido a degradacéo deste em &cido férmico e levulinico (JONSSON et al, 2013).

5.6.1. Furanos formados durante extracdo com acido sulfurico 2-6% da fracéo

ricaem celulose PT1

Como mostram as Figuras 37a e 37b, houve aumentos crescentes nas
guantidades de furanos formados durante a extragdo com acido sulfurico (2%-6%)
da fracdo PT1. No entanto, com H,SO4 2 % (m/v) ocorreu decréscimo de furanos em
3 h. Outro decréscimo foi observado em 3h com H,SO4 6 % (m/v) e na presenca de
FeCls;

A Figura 37a mostra que as maiores concentracdes de furanos sao
encontradas nos extratos obtidos com acido H,SO4 6 % (m/v) em 2h30 min (0,65
+0,02 mg /g) com 3 h na auséncia de FeCl; (0,67 £ 0,02 mg/g), 0 que equivale a
aumentos de 76,92 % e 83,58 % nos dois respectivos tempos, quando comparados
com os furanos formados em presenca de FeCls ou seja, 0,15 + 0,02mg/g formados
em 2h30min e 0,11 £+ 0,02 mg/g formados em 3 h. A presenca de FeCls diminuiu

consideravelmente a formagao de furanos.
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Figura 37. Formacéo de furanos totais por extracdo com acido sulfarico 2-6% da fracéo

PT1, em auséncia e presenca do FeCl;

Diferentemente dos outros pré-tratamentos, neste caso o favorecimento da
formacao de furanos ocorreu ao longo do tempo, mas apenas em &cido sulfurico 4%

na presenca de FeCls.
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5.6.2. Furanos formados durante extracdo com acido sulfurico 2-6% da fracéo

rica em celulose PT4

As Figuras 38a e 38b, mostram a formacao de fendis durante as extracées da
fracho PT4 por solugcdes de &acido sulfarico (2%-6%). Houve aumentos nas
guantidades de furanos com o tempo de extracdo, porém em &cido sulfarico 6%
observa-se diminuicdo dos furanos no tempo de 3h

A Figura 38a mostra que a maior concentracdo de furanos foi detectada no
hidrolisado com H,SO4 6 % apds 2h30 min em auséncia de FeCl; (1,22 + 0,06
mg/g) o que equivale a um rendimento de 68,03 % comparado com o rendimento
obtido em 2h30 min na presenca de FeCl; (0,39 + 0,03 mg/g).
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Figura 38. Formacgédo de furanos totais por extracdo com acido sulfarico 2-6% da fracéo

PT4, em auséncia e presenca do FeCls;
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5.6.3. Furanos formados durante extracdo com acido sulfurico 2-6% da fracéo

ricaem celulose PT6
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Figura 39. Formacgéo de furanos totais por extracdo com acido sulfarico 2-6% da fracéo
PT6, em auséncia e presenca do FeCls;

As Figuras 39a e 39b, mostram a formacéo de fendis durante as extracdes da
fracdo PT6 por solucbes de acido sulfurico (2%-6%). Houve aumentos nas
guantidades dos furanos com o tempo de extracdo, porém em &cido sulfarico 2,4 e
6% observa-se diminuicdo dos furanos no tempo de 3h

A Figura 39a mostra que a maior concentracdo dos furanos foi detectada no
hidrolisado com H,SO4 6 % apds 2h30 min em auséncia de FeCl; (1,54 + 0,03
mg/g) o que equivale a um rendimento de 48,05 % comparado com o rendimento
obtido em 2h30 min na presenca de FeCl;( 0,80 + 0,10 mg/g).
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5.6.4. Furanos formados durante extracdo com acido sulfurico 2-6% da fracéo

ricaem celulose PT7
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Figura 40. Formacao de furanos totais por extracdo com solugéo de acido sulftrico 2-6% da
fracdo PT7, em auséncia e presenca do FeCl

As Figuras 40a e 40b, mostram que os furanos formados a partir da fragao rica
da celulose do PT7 aumentam com o tempo de extracdo. Conforme mostra a Figura
40a, a maior quantia de furanos (1,29 £+ 0,20 mg/g) foi obtida apdés 3h de extracéo
acida (4%) em auséncia de FeCls, representando um aumento no rendimento de

48,06 % comparado com a extracdo em presenca de FeCl; apos 3 h (0,67 + 0,06

mg/g).
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5.7. Liberacdo dos acucares redutores xilose, glicose e formacao de fendis
totais e furanos: efeito do tempo e hidrélise acida concentrada da fracéo rica

em celulose, em auséncia e presenca de FeCl;

Neste presente trabalho, a hidrélise acida com H,SO,4 30 % (m/v) do fracéo rica
em celulose dos pré-tratamentos 1, 4, 6 e 7 em auséncia e presenca de 100 mM

FeCl; foram realizadas em banho Maria a 80 °C.

5.7.1. Liberacdo de acUcares totais durante as extragcbes com acido sulfarico
30% (m/v) das fracOes rica em celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7).

As Figuras 41a e 41b, mostram as quantias de ART extraidas das fracfes
selecionas ricas em celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7) com H;SO4 30 % (m/v)
aumentaram com o tempo em auséncia de FeCl; No entanto, a fracdo PT7 mostra
diminuicdo em ART ap6s de 3 h Enquanto a fracdo PT6 com H,SO4 30 % (m/v)
mostra decréscimo em 3 h na presenca de FeCl;, As maiores quantidades de ART
foram extraidas da fracéo rica PT7 (230,92 + 4,04 mg/g) com H,SO,4 30 % apos 3 h,
e da PT6 com H,SO, 30 % apds 6 h (223,28 + 4,93 mg/g ), conforme ilustrado na
Figura 41. Estes aumentos em ART equivalem a aumentos em rendimento da ordem
de 54,43% e 36,51% nos dois respectivos tempos, quando comparados com ART
em presenca de FeCls, ou seja, quando comparados a valores de 105,24 + 8,94
mg/g obtidos com PT7 apo6s 3h e 141,75 + 10,67 mg/g com PT6 apbés 6h. O maior
ART foi obtido no extrato da fracdo PT4 apos 6 h (144,51 + 10,87 mg/g), como
mostra a Figura 41a. Comparando-se a quantia maxima de ART obtida com a fragao
PT7 apos 3 h (230,92 + 4,04 mg/g) com a extracdo com sulfurico 6% (304,11 + 20,65
mg/g) PT6 com H,SO4 6 % apos 2 h de extracdo em presenca de FeCls (Figura
41b), observando-se que ocorrem diferenca significativa.

A presenca de FeCl; teve menor concentracdo de ART dos extratos da fracéao
rica (PT1, PT4, PT6 e PT7) do que a auséncia do FeCls;. Este resultado é contrario
ao resultado reportado por SCHUCHARDT e DUARTE (1986). Estes pesquisadores
submeteram a holocelulose (celulose + hemicelulose) do BCA a acédo de solucdes
de HCI 37 %(m/v) contendo LIiCI 80 mM, ZnCl, e FeCl; o qual resultou numa
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obtencdo de melhores rendimentos sem diferencas significativas tanto em auséncia
guanto em presenca FeCl;. No trabalho destes autores, os tempos de extracdo
foram maiores, a concentracdo do acido e da temperatura utilizada foi diferente e a

extragcdo do ART atingiu valor da ordem de 612 mg/g em presenca de LiCl.

sw ,l,l
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- PT7

250 4
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250 | I PT7+FeC l,
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o

1 3 6
Tempo (horas)

Fonte: elaborado pelo autor
Figura 41. Liberacdo de acucares redutores totais apds extracdo dos acucares redutores
totais das fracdes ricas em celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7), com acido sulfurico 30% em

auséncia e presenca do FeCl;
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5.7.2. Liberacdo da xilose durante as extracées com acido sulfarico 30% (m/v)
das fracdes ricas em celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7)

As Figuras 42a e 42b, mostram as quantias de xilose extraidas das fracdo ricas
em celulose (PT1, P 4, PT6 e PT7) com H,SO,4 30 % (m/v). Observa-se aumentos na
concentracao de xilose, exceto no caso da fracdo PT6 em presenca de FeCls, onde
se observa uma queda na concentracéo de xilose com 6 h. A maior concentracao de
xilose foi obtida com o extrato da fracéo rica PT6 ap6s 6 h (196, 98 + 22,10 mg/qg),
conforme mostra a Figura 42a, o que representa concentracdo de xilose 54,76 %

mais elevada do que a obtida a partir da mesma fracdo PT6 em presenca do FeCl;

apos 6 h (89,11 + 4,08 mg/qg).
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Fonte: elaborado pelo autor
Figura 42. Liberacdo da xilose durante as extracdes com acido sulfarico 30% aplicadas as

fracdes ricas em celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7), em auséncia e presenca do FeCl

As concentracbes de xilose ndo apresentaram diferencas significativas nos
extratos obtidos com H,SO,4 30% das fracfes rica em celulose PT6 e PT7 apos 3 h,
bem como da fracdo PT1 apds 6 h, como mostra a Figura 42a. Comparando-se as

concentragcfes maximas de xilose detectadas no extrato obtido da fracdo rica em
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celulose do PT6 apos 6h (196, 98 + 22,10 mg/g) com a xilose do extrato obtido com
acido sulfurico 6% (190,44 £ 6,55 mg/g) apds 2 h em presenca de FeCls (Figura 26b)

nao se observa diferencas significativas.

5.7.3. Liberacao da glicose durante as extragcdes com acido sulfarico 30% (m/v)
das fracdes ricas em celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7)
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Fonte: elaborado pelo autor
Figura 43. Liberacdo da glicose durante as extracdes com acido sulfarico 30% aplicadas as

fracdes ricas em celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7), em auséncia e presenca do FeCl;

A Figura 43, mostra as concentragdes de glicose nos extratos obtidos com
H,SO, 30% (m/v) das fracOes ricas de celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7) na qual
aprecem aumentos da concentracdo com o tempo de extracdo em auséncia de
FeCl;. Cabe destacar que os extratos de duas fracdes ricas em celulose PT1 e PT4,
ndo apresentam concentracdes de glicose até 1h de extragcdo. As maiores
concentracdes de glicose foram obtidas as 6 h de hidrolise acida concentrada (7,89
+ 1,34 mg/g) e (11,66 + 0,68 mg/g), respectivamente. As maiores concentracdes de
glicose nos pré-tratamentos hidrolisados foram obtidas nas fracdes ricas em celulose
do PT6 (46,25 + 1,23mg/g) e do PT7 (55,62 + 1,21 mg/g), apos 6h de extracao.



112

Como previsto, as concentracoes de glicose, possivelmente provenientes da
fracdo hemiceluldsica, foram pequenas (AGUILAR et al, 2002). O FeCl; exerceu
pouca influéncia sobre a extracdo de glicose das fracdes ricas PT1 apos 6h e PT4

apos 3 horas.

5.7.4. Formacéo de fendis durante as extracbes com acido sulfurico 30% (m/v)
das fracdes rica em celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7)

As Figuras 44a e 44b, mostram as quantias de fendis formados durante as extracdes
H,SO,4 30% (m/v) aplicadas as quatro fracbes ricas em celulose (PT1, PT4, PT6 e
PT7). As quantias de fen6is aumentaram com o tempo de extracdo em auséncia e
presenca de FeCls, exceto no caso da fragdo PT7 com a qual se observou queda na
concentracao de fendis apds 6 h. Durante a extracdo com a fracao rica em celulose
PT1 em presenca de FeCl; se observa uma queda na concentracdo de fendis totais
apos 6 h.

A maior concentracdo de fendis totais foi obtida com o extrato da fracdo PT7
apés 3 h (11,92 +0,36 mg/g), conforme mostra a Figura 44a. As maiores
concentracfes de fendis totais foram detectadas nos extratos das fracao ricas PT4 e
do PT6 em presenca de FeCl; ap6s 6 h (16,8 + 0,22 mg/g e 14, 37 + 1,13 mg/qg),
conforme retrata a Figura 44b, que indica as concentracbes de fendis totais de
93,88% para PT4 e 54,41 % para PT6 quando comparados as quantidades de
furanos dos mesmo extratos PT4 (1,03 £ 0,03 mg/g) e PT6 (6,55 + 0,12mg/g) apos 6
h.

Uma explicagéo para as diferentes concentragdes de fenadis totais obtidos apos
1 hora de extracdo das quatro fracdes ricas (PT1, PT4, PT6 e PT7) poderia estar
relacionada com o conteddo de lignina desta fracdo rica em celulose, porém a
liberacdo do heteropolimero amorfo em forma de compostos fendlicos vai depender
das ligacbes covalentes aos polissacarideos através de ligacOes ésteres, e entre
outros componentes da lignina por ligacdes éster e éter (XU et al, 2005), quando
modificadas pelos diferentes pré-tratamentos oxidativos com, NaOH, H,O, alcalino,
observado na Figura 48 nas modificacbes relativas aos diversos picos nas bandas
mostrados nestas fracdes ricas.
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Figura 44. Formacao de fendis durante as extracbes com acido sulfirico 30% aplicadas as
fracdo rica em celulose das quatro fragbes selecionadas (PT1, PT4, PT6 e PT7), em

auséncia e presenca do FeCl;
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5.7.5. Formagdo de furanos durante as extracBes com acido sulfurico 30%
(m/v) das fracdes rica em celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7)
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Fonte: elaborado pelo autor

Figura 45. Formagéao de furanos durante as extragdes com &cido sulfurico 30% (m/v) das

fracdes ricas em celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7), em auséncia e presenca do FeCl;

As Figuras 45a e 45b, mostram as concentracdes de furanos nos extratos das
fracOes ricas em celulose (PT1, PT4, PT6 e PT7) as quais aumentaram com o tempo
de reacdo tanto na auséncia quanto na presenca, portanto, a presenca de FeCl; nédo
exerceu efeito co-catalitico como observado anteriormente.

As maiores concentragdes de furanos totais foram observadas nos extratos da
fracéo rica em celulose do PT6 (2,20 £ 0,01 mg/g) e do PT1 (1,80 + 0,10 mg/g ) apos



115

6h. A presenca destes compostos nos hidrolisados afetam a fermentagdo das

leveduras, com reducado na producéo de etanol.

5.8. Comparacao dos extratos quanto as maiores concentracdes dos produtos
extraidos

A Tabela 5 relne as maiores concentracdes obtidas de acucares redutores,
tais como, xilose e glicose liberadas dos extratos das fragbes ricas com &cido
sulfarico 6% e 30% (m/v). Os agUcares redutores totais maximos foram obtidos nos
extratos com &cido sulfurico 6% aplicado a fracdo rica em celulose do PT6 ap6s 2 h
de extracdo na presenca de FeCl; e nos extratos com acido sulfarico 30% aplicado a
fracdo PT7 apos 2 h.

A concentracdo de glicose elevou-se na extracdo com &acido sulfarico
concentrado 30% apds 2 h 30 min com a fracdo rica em celulose PT4, e apds 6 h
com a fracdo PT7. A concentracdo de xilose da fracao rica em celulose PT6 atingiu a
concentracdo maxima apés 2 h em acido sulftrico diluido 6% (m/v). A obtencéo da
concentracdo maxima de glicose dependeu da elevacdo da concentracdo do acido
sulfrico. Comparando-se os valores dos acucares redutores totais dos extratos da
fracdo rica do PT6, o ART maximo de glicose foi obtido apds 6 h com &cido sulfurico
6%, enquanto a concentracdo de xilose maxima foi independente do acido usado
(diluido ou concentrado) Os valores de xilose foram liberados do extrato da fracéo
rica em celulose do PT6, indicando que degradacfes semelhantes em ART e xilose
ocorreram nas duas concentracbes de acido. Pode-se afirmar que as maiores
guantias de xilose foram obtidas com a fracdo PT6 apds 2 h de extracdo com acido
sulfurico diluido 6% e apos 6 h em acido sulfarico concentrado 30%, enquanto que a
maior concentracdo de glicose foi obtida com acido sulfarico concentrado 30%

utilizando-se a fragao PT7.
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Tabela 5. Concentracdo dos valores maximos de agucares redutores totais, xilose e glicose
encontradas nos extratos das fragdes ricas em celulose durante extracées com solucdes de

acido sulfarico 6% e 30% (m/v)

Produtos de extracdo com &cido sulfarico 6%

~ . Produto
FracOes ricas FeCl;
Produtos Tempo (h)
(100mM)
em celulose (mg/g)
ART PT6 2 Presente 304,11 + 20,65
Xilose PT6 2 Presente 190,44 + 6,55
Glicose PT4 2,5 Ausente 13,87 £ 0,69
Fenois PT6 2 Presente 46,25 + 2,40
Furanos PT6 2 Presente 0,67+ 0,01
Produtos de extragdo com acido sulfarico 30%
Fracgoes ricas FeCl, Produto
Produtos Tempo (h)
(100mM)
em celulose (mg/g)
PT7 3 230,92 + 4,04
ART
PT7 6 186,88 +1,61
Xilose PT6 6 Ausente 196,98 + 1,10
Glicose PT7 6 55,62 + 22,10
Fenois PT7 6 5,15+ 0,31
Furanos PT7 6 0,46 + 0,00

Fonte: elaborado pelo autor
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5.9. Caracteristicas fisicas e morfolégicas do baga¢o de cana-de-ac¢Ucar (BCA)

e das fracdes ricas em celulose

5.9.1. Microscopia eletronica de varredura

A Figura 46 mostra as imagens da microscopia eletronica de varredura (MEV) do

BCA e das sete fragdes ricas em celulose. Para analise simplificada decidiu-se

destacar na Figura 47 apenas as imagens obtidas com amplificacdo de 330x.
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Figura 46. Fotografias e imagens de MEV do BCA e das frac8es ricas em celulose (com
aumentos de 330x a 2000x
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Figura 47. Imagens de MEV das amostras do BCA e das fra¢cfes ricas em
celulose ampliadas 330x

Pré-tratamento com perdxido alcalino

Pré-tratamento com Hipoclorito de sédio

Pré-tratamento com NaOH 8% (m/v), a temperatura ambiente por 24 h
Pré-tratamento com NaOH 1% (m/v) a 100°C por 1 hora.

Pré-tratamento com NaOH 5 %(m/v) seguido de H,0, 11% (v/v)

Pré-tratamento com NaOH 1%(m/v) assistido por micro-ondas.

Pré-tratamento com NaOH 1%(m/v) assistido por micro-ondas seguido com H,SO,
1%(m/v) assistido por micro-ondas.
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As imagens de microscopia eletrbnica de varredura (Figuras 46 e 47)
demonstraram que as fibras originais do BCA passaram por alteracdes morfolégicas.
Os agrupamentos de fibras de celulose parecem ser conectados como uma espécie
de ‘cimento’, fato que pode ser explicado pela presenca de lignina entre as fibras
isoladas. Por outro lado, as fibras das amostras das fragcdes ricas em celulose
apresentam-se mais desestruturadas que a imagem do bagaco de cana. Isto ja era
esperado, uma vez que a lignina remanescente das fibras quando removida, libera
fibras livres (FENGEL e WENER, 1989).

5.9.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A espectroscopia por Infravermelho tem sido extensivamente utilizada em
pesquisas da celulose, por tratar-se de um método relativamente facil de
obtencao de informacfes diretas sobre mudancas quimicas que ocorrem durante
varios pré-tratamentos (SUN et al., 2004b). A Figura 48 representa 0s espectros
do BCA moido e das fracbes ricas em celulose formadas principalmente por
celulose, hemicelulose e lignina. A partir da analise de cada espectro, observou-
se 0 seguinte:

1°) as intensidades de absorcdo das bandas localizadas em 3420,60 cm™ e
2918,26 cm™ sdo devidas ao estiramento das ligacdes OH (SUN et al., 2004b;
ROSA et al., 2010, IRFAN et al., 2011);

2°) a banda de absorcdo em 1736,19 cm™ esta relacionada com a vibragéo
C=0 dos grupos acetil e carbonil da hemicelulose e/ou da lignina (SUN et al.,
2004b; ROSA et al., 2010). Esta desaparece nos espectros das fragcoes ricas em
celulose com excecédo do espectro do fracdo rica em celulose do PT2, onde, o
pico existente indica a banda referente a ligacdo éster. O resultado indicaria que
0s pré-tratamentos poderiam romper quase todas as ligacdes éster entre lignina e
carboidratos, exceto no caso de PT2;

3% a banda de absorcdo em 1638,72 cm™ corresponde a deformacéo
angular das ligacdes H-O-H da agua absorvida (SUN et al., 2004b, LIU et al,
2006);

4°) as bandas de absorcdo em 1606,06 e 1515,91 cm™ sdo atribuidas ao
estiramento C=C dos anéis aromaticos da lignina (EMMEL et al., 2003; SUN et al,

2005), onde as fracdes rica em celulose PT3, PT6 e PT7 apresentam picos
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levemente pronunciados. Esta banda desaparece nas outras fracbes ricas em
celulose, o que pode estar associado a remocao consideravel de lignina como
mostra a analise quimica descrito na Tabela 3;

5% a banda de absorcdo em 1427,07 cm™ é atribuida a deformacéo do
angulo de ligacdo C-H presente na celulose e lignina, enquanto que a banda
localizada em 1376,93 cm™ é atribuida & deformacdo da ligacdo C-H da
hemicelulose, celulose e lignina (ROSA et al., 2010);

6°) outro importante aspecto observado nos espectros da Figura 41 é a
banda localizada por volta de 1252,02 cm™ correspondente & deformacdo
assimétrica axial do grupo =C-O-C, a qual é frequentemente observada quando
grupos tais como, éter, éster e fendis da lignina e/ou da hemicelulose estéo
presentes (EMMEL et al., 2003). A diminuicdo da intensidade de absorcéo desta
banda ocorreu na fracao rica em celulose, exceto no espectro do BCA e da fracao
rica em celulose do PT2. E importante ressaltar que na fracdo rica em celulose do
PT2, esta banda mantém uma intensidade menor em relacdo ao observado para
o BCA moido. Isto indica que os diferentes pré-tratamentos, excetuando o
aplicado para obter a fracdo PT2 (pré-tratamento com NaClO), poderia remover
ligacdes éter entre lignina e carboidratos. Resultados semelhantes a estes foram
obtidos por Liu et al, (2009) com uma fracao rica em celulose de palha de milho
em presenca de FeClg;

7°) a absorcao de grupos hidroxilas ocorre principalmente em duas bandas
localizadas em 1049,57 cm™ e em 1376,93 cm™ referentes & vibracdo do grupo
OH da lignina ou na dobra do grupo C-OH da hemicelulose, e da vibragcado do
grupo hidroxila fendlico (LIU et al, 2009), respectivamente;

8°) a banda localizada em 1165,5 cm™ no espectro do BCA e nas fracdes
rica em celulose é atribuida ao um estiramento C-O das estrutura da celulose,
hemicelulose e lignina e/ou estiramento C-O-C nas estruturas da celulose e
hemiceluose (LIU et al., 2009; ROSA et al., 2009; IRFAN et al., 2011) e;

9°) um ultimo aspecto observado nos espectros € a presenca da banda
localizada em 897,15 cm™, originado das ligagdes B-glicosidicas entre unidades
de glicose para formar a celulose (SUN et al., 2004b; ALEMDART e SAIN, 2008;
CHEN et al, 2011; IRFAN et al., 2011), o que demonstra a presenca predominante
de ligacdes B-glicosidicas entre as unidades de acucar da celulose e hemicelulose
(ROSA et al., 2010; LIU et al, 2009).
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Em geral, quando se compara os espectros de FTIR das fragOes ricas em PT1,
PT2, PT3, PT4, PT5, PT6 e PT7 com o espectro da amostra de partida (BCA moido),
observou-se que houve uma reducgdo de pico 1736,19 cm™, 151591 cm™ e a da
banda localizada em 1252,02 cm™. Isto pode ser explicado por uma reducdo
significativa dos teores das hemiceluloses e da lignina, principalmente, pelos
processos dos pré-tratamentos utilizados. Além disso, pode-se observar um
aumento na intensidade de absorcéo da banda localizada 897,15 cm™, o que indica
que houve um aumento na porcentagem de celulose apOs os pré-tratamentos. E
importante salientar que para a amostra PT2 foi observado um aumento no pico a
1736,19 cm™, sendo que isto pode ser atribuido ao carater oxidativo do processo de
pré-tratamento que deu origem a fracdo PT2, que levou a formacédo de grupos
carbonila, principalmente na estrutura da lignina ainda presente no material
resultante. As variagdes observadas nos espectros FTIR sdo consistentes com 0s
valores das composices quimicas do BCA moido e das fracfes ricas em celulose

descritas na Tabela 3.
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Figura 48. Espectros FTIR do BCA moido e das fragBes ricas em celulose.

5.9.3. Termogravimetria

A Termogravimetria é uma técnica amplamente utilizada para monitorar o0s
polimeros e a dependéncia estrutural da degradacao térmica de fibras da celulose
natural. Isto porque os diferentes polimeros e estruturas supramoleculares da
celulose se comportam de forma diferente quando submetidos a degradacéao térmica
(LIU et al., 2006; SALDARRIAGA et al., 2012).
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5.9.3.1. TG (analise termogravimétrica) e DTG (derivadas das curvas de
termogravimétricas)

Como se pode observar nas Figuras 49, 50 ,51 e 52, em todas as amostras,
os perfis de perda passam basicamente trés eventos quando se encontram em
atmosfera de O, e apenas dois eventos quando se encontram em atmosfera de N..
Independentemente de as amostras se encontrarem em atmosfera de oxigénio ou
nitrogénio, o primeiro evento relaciona-se com a evaporacao de agua adsorvida nos
materiais ou compostos de baixo peso molecular. Em todas as amostras deste
evento ocorreu uma pequena perda de massa, entre as temperaturas de 35 e 150
°C. Ja o segundo evento, corresponde basicamente ao processo de degradacdo da
celulose, que é constituido por varios processos simultaneos: despolimerizagao,
desidratacdo e decomposicao das unidades glicosidicas (ARAKI et al, 1998). O
terceiro evento foi atribuido a oxidacdo e a degradacéo da fracédo rica em celulose
carbonizados e a formacéo dos produtos gasosos de baixo peso molecular (ROMAN
e WINTER, 2004).

5.9.3.1.A. TG e DTG em atmosfera de nitrogénio

A Figura 49 correlaciona as perdas de massa em porcentagem com as
elevacdes de temperatura em atmosfera de nitrogénio enquanto a Figura 50 mostra
as derivadas das massas em funcdo da temperatura. A taxa maxima de
decomposicédo para o BCA moido ocorre a 369 °C, que € maior do que a taxas
obtidas para a fracdo rica em celulose (Tabela 6), devido ao fato de que a
composicdo quimica destes ultimos variou, sendo que esta variagdo resultou dos
diversos pré-tratamentos que deram origem as fragdes ricas em celulose.

As temperaturas iniciais de degradacdo térmica (Tinicial) das amostras
representadas na Tabela 6 foram atribuidas a decomposicédo das hemiceluloses e da
celulose, conforme mostra a Figura 49. O BCA moido apresenta um valor menor de
Tinicial, mas semelhante ao da fracao rica em celulose do PT2. Quando a TG das
amostras atinge 50 % de perda de massa, a temperatura correspondente a
decomposicédo do BCA moido e da fracao rica em celulose (Tabela 6) mostra que a
fracéo rica em celulose do PT2 apresenta o menor valor de Tinicial (330 °C), seguido
pela fracao rica em celulose PT3 (342 °C) e PT7 (344 °C). A fracdo rica em celulose

restante dos pré-tratamentos mostram valores proximos de Tinicial ao mostrado pelo
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BCA moido. Isto nos leva a afirmar que a estabilidade térmica da fracdo rica em
celulose aumenta com o grau de pureza da celulose. A razdo para que este aumento
seja relativamente maior quanto a estabilidade térmica da celulose &,
provavelmente, devido a remoc¢do substancial da hemicelulose, visto que as
hemiceluloses € menos estavel do que o BCA e a fracdo rica em celulose obtidas
durante diferentes pré-tratamentos (SUN et al., 2004b) com perda de lignina.

Como se pode observar nas Tabelas 6 e 7, as quais representam PT4 e PT7
apresentam diferengas em relag&o a outras fracoes rica em celulose bem como em
relacdo ao BCA moido. Em atmosfera de oxigénio, uma porcentagem deste material
carbonizado é cinza. Esta € encontrada em menor quantidade na fracao rica em
celulose PT4 e PT7 do que nas outras fracdes ricas em celulose, conforme mostra a
Tabela 3. Em atmosfera de nitrogénio, os valores do material carbonizado séo
maiores do que em atmosfera de O, devido a condensacdo dos componentes da
lignina e da sua aromatizacdo em atmosfera de N, a altas temperaturas, além da
presenca do contetdo de cinza nas fracBes ricas em celulose e no BCA moido
(MARTIN et al, 2009).

Liu et al. (2006) estudaram a analise térmica de uma fragcdo rica em celulose
em atmosfera de N,, o qual foi obtido por pré-tratamento com KOH/NaOH 8 % (m/v)
seguido de outro tratamento com alcali a uma concentracdo maior (10 %, m/v) em
etapas de 12 h a 23 °C. Os resultados obtidos evidenciaram trés zonas de perda de
massa, sendo a primeira entre 260 - 320 °C, o que pode corresponder a uma perda
de massa de decomposicdo da hemicelulose; enquanto a segunda zona esteve
entre 320 — 360 °C, podendo ser associada a despolimerizagéo térmica da celulose;
e, a terceira zona variou entre 360 - 600 °C, a qual pode ser devido a rupturas na
celulose e nos compostos inorganicos juntamente com os sais formados durante a
extracao e os processos de purificacao.

Como se mostra na Figura 50, as analises das derivadas termogravimétricas
(DTG) nos permitiram descobrir a reatividade do BCA moido e das fracfes ricas em
celulose. Nos experimentos, 0 peso da cada amostra, a taxa de fluxo volumétrico de
N, e a taxa de aquecimento da TG foram controlados com cerca de 5 mg, 100 cc
min® e 20 °C/min, respectivamente. Na distribuicido DTG do BCA, os picos de
hemicelulose e celulose podem ser identificados em 231, 326 e 369 °C (Figura 50).
Os dados obtidos nesta presente pesquisa sdo proximos aos apresentados por

Chen et al (2010), autores que afirmam terem encontrado resultados de picos das
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DTG (ou taxas maximas de pirolises) de glicose, hemicelulose e celulose de 232,
321 e 360 °C respectivamente. Neste sentido, o pico da glicose dos experimentos
por noés realizados representaria a decomposicdo de unidades de glicose que estédo
contidas na hemicelulose e a na celulose.

Apo6s submeter o BCA a diferentes pré-tratamentos (PT1 - PT7), observamos
gue apenas o pico de celulose é exibido, revelando que a hemicelulose é
solubilizada consideravelmente durante os pré-tratamentos (Tabela 4), bem como
aumenta a porcentagem de celulose (Tabela 3). Por outro lado, o pico de celulose
(com atmosfera de N, ou O,) decai com os diferentes pré-tratamentos, exceto 0s
picos das fracBes ricas em celulose dos pré-tratamentos 1, 4 e 5, 0os quais tém
menor conteudo de lignina, como se pode observar na Tabela 3. Segundo Chen et al
(2010), a DTG da lignina (de marca TCI) teve duas zonas de reacao identificadas
com o0 aumento da temperatura de aquecimento. A primeira zona abrange uma
regido de temperatura mais ampla, aproximadamente entre 180 e 500 °C, enquanto
a reacao da segunda zona € provocada quando a temperatura de aquecimento varia
750 - 800 °C. Os picos da primeira e segunda zonas de reagcao apareceram a 360 e
778 °C, respectivamente. Os resultados dos picos das caudas pra a lignina das
fracoes ricas em celulose em diferentes tempos (10,0 — 17,5 min) s&o caracterizados
por uma deterioracdo progressiva em que a temperatura esta entre 320 e 380 °C,
devido a um aumento do conteudo de lignina. Em nossa pesquisa a quantidade de
lignina das fragOes ricas em celulose sofreram diminuicdes com respeito ao BCA
(Tabela 3), por isso as DTGs ndo apresentam picos para lignina, embora a

decomposicéo da lignina mencionada anteriormente esteja dentro dessa zona.
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Figura 49. Curvas de TG em atmosfera de N, para BCA moido e das fracGes ricas em
celulose.
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Figura 50. Curvas de DTG em atmosfera de N, para BCA e das fracbes ricas em celulose.
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Tabela 6. Dados de temperaturas iniciais de degradacéo (T inicial), de degradacgé&o
maxima (T Max),Temperatura com 50 % de perda de massa e rendimento de carvao
residual do BCA e das fracdes ricas em celulose obtidos em andlises TG em

atmosfera de N,

Degradacéo térmica da Rendimento de carvéo
Temp.com ) L .
Amostras hemicelulosel/lignina/celulose residual
50% perda de —

N, Tinicial | TMax | T Max | T Max
massa (°C)* (%)*

CO)* O™ | Oy | (°C)*
BCA 356 203 231 325 369 18,4
PT1 354 256 - - 360 12,0
PT2 330 205 - - 333 17,7
PT3 342 246 - - 339 19,5
PT4 353 271 - - 360 11,7
PT5 356 271 - - 364 12,8
PT6 352 260 - - 358 18,2
PT7 344 267 - - 349 10,7

*Dados da Figura 49, **dados da Figura 50
Fonte: elaborado pelo autor

49.3.1.B. TG e DTG em atmosfera de oxigénio

Nas curvas TG (Figura 51) e DTG (Figura 52) obtidas em atmosfera de O, para
o BCA moido e da fracdo rica em celulose, os picos das hemiceluloses, celulose e
lignina podem ser identificados em 311, 339 e 472 °C, respectivamente. Essas
temperaturas representam valores menores quando comparadas com a TG e DTG
em atmosfera de nitrogénio (Figura 52) para os picos das hemiceluloses e celulose
devido o oxigénio que acelera a pirélise dos compostos, com exce¢ao para 0 caso
da lignina.

Conforme sao representados na Figura 52, os dois primeiros picos da DTG do
BCA moido atingem temperatura de 238 e 331°C, respectivamente. Esses picos
podem ser atribuidos & decomposicdo das hemiceluloses, sendo que os valores da
temperatura estdo préximos aos descritos por Raad et al (2006) para hemicelulose
gue estdo a 200 e 300 °C. Ja a fracéo rica em celulose do PT1 apresenta um pico
levemente pronunciado com um valor de 243 °C que corresponde ao pico da lignina,

enquanto que nos outros a fragéo rica em celulose dos pré-tratamentos desaparece
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0 pico da hemicelulose. Isto vai ao encontro dos dados representado na Tabela 4,
dos diversos pré-tratamentos que solubilizaram a hemicelulose entre 38,17 e 82,70
%. Os picos da celulose e da lignina do BCA e das fracfes ricas em celulose (Tabela
7) estao no intervalo do reportado por Raad et al (2006), autores que afirmam ter
encontrado intervalos da TG da celulose entre 240 e 350 °C e da TG da lignina entre
350 e 500 °C. J& Santos et al (2011) apresenta um intervalo para a lignina do BCA
recém moido de 374 e 490 °C.
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Figura 51. Curvas de TG em atmosfera de O, para BCA e as fracdes ricas em celulose
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Tabela 7. Dados de temperaturas iniciais de degradacéo (T inicial), de degradacgé&o
maxima (T Max),Temperatura com 50 % de perda de massa e rendimento de carvao
residual do BCA e das fracdes ricas em celulose obtidos em andlises TG em
atmosfera de O,

Degradacgéo
Temp. L da fracéo Rendimento
Degradacao térmica da ) ~
com 50% ) o ricaem de carvao
Amostras hemicelulose/lignina/celulose )
perdade celulose residual
em O, a
massa carbénico
(o o TMax | TMax | T Max T Max
T inicial (°C)* (%)*
(OC)** (OC)** (OC)** (OC)**
BCA 332 199 238 311 339 472 59
PT1 334 240 243 338 441 3,5
PT2 316 202 - - 316 437 52
PT3 328 232 - - 330 425 8,9
PT4 336 263 - - 338 443 0,4
PT5 338 263 - - 340 462 4,1
PT6 334 257 - - 336 442 6,4
PT7 326 260 - - 329 489 3,0

*Dados da Figura 51, **dados da Figura 52
Fonte: elaborado pelo autor

5.9.4. Difracdo dos Raios-X

Na Figura 53, os difratogramas do BCA moido e da fracao rica em celulose dos
pré-tratamentos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, conforme se encontram apresentados, sao
tipicos dos materiais semicristalinos devido as bandas amorfas amplas e picos de
cristalinidade. No BCA e na fracao rica em celulose dos pré-tratamentos 2, 3 e 5, ha
uma presenca de celulose do tipo |, verificado pelos picos em 20 ~ 15° (plano 101),
21° (plano 021), 23° (plano 002), e na fracao rica em celulose dos pré-tratamentos 3,
5 e 6 verifica-se a presenca de celulose do tipo Il, que se pode observar nos picos
em 20= 20° (plano 10 1) e 22 ° (plano 002) como descito por BORYSIAK e
GARBARCZYK (2003) e FLAUZINO NETO et al. (2013). A presenca da celulose
alomorfa na fracéo rica em celulose dos pré-tratamentos 3, 5 e 6 acontece devido ao
pré-tratamento efetuado com NaOH em diferentes concentracbes, tempo e

temperatura.
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Figura 53. Difratogramas de raios-X do BCA e das fracdes ricas em celulose

Como podemos observar na Tabela 8, os indices de cristalinidade (ICr)
determinados foram de cerca de 32,42; 41,45; 27,43; 46,12; 45,08; 46,94; 51,60; e,
46,31 % para o BCA moido e para os pré-tratamentos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7,
respectivamente. Estes dados dependem do método de raios X e do modo
experimental usado para medir a celulose (TERINTE et al.,, 2011), pelo qual foi
medida a celulose em p6 de Avicel PH-101, chegando-se a valores de ICr % entre
37-93 %.

O ICr do BCA obtido € baixa, se comparada com o BCA que Binod et al, (2012)
afirma ter encontrado, de 68,23 %, possivelmente por ser diferente a procedéncia da

cana-de-agucar, que € de origem indiana.
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Os valores de ICr mais elevados dos materiais pré-tratados, em comparacao
com o BCA moido podem ser explicados pela reducdo e remocédo dos componentes
nao celulésicos (que sdo essencialmente amorfos) durante os processos de
purificacdo quimica para a deslignificagdo e branqueamento do material de partida
(BCA) (BINOD et al., 2012; VANI et al, 2012). Na Figura 53, com excec¢éo para o
fracdo rica em celulose do PT2, pode se observar que os pré-tratamentos realizados
resultou em picos mais estreitos e mais nitidos para os materiais obtidos. Isso pode
ser explicado devido ao aumento da cristalinidade dos picos, em compara¢cdo com o
material de partida (BCA), tal como é sugerido por TEIXEIRA et al., 2010. Apenas a
amostra do PT2 , na qual foi usado hipoclorito de sédio, resultou em menor ICr
guando comparado com o material de partida (BCA) , isto € , o material tornou-se
mais amorfo. Apesar de ter sido removida parte dos constituintes ndo celulésicos
(lignina e hemiceluloses) das fragdes ricas em celulose do PT2 o ICr diminuiu. Este
tratamento alterou a compressao das fibras, a nivel molecular, no entanto, no nivel
estrutural ndo foi observada nenhuma alteracdo do tipo de estrutura de celulose,
fazendo com que o mesmo se torne mais amorfo e assim, com as cadeias de
celulose mais acessivel (MANSFIELD et al., 1999).

A cristanilidade da celulose afeta as absor¢cdes quimicas de uma fibra, sendo
que a baixa cristalinidade significa maiores regides amorfas (Tabela 8), as quais sao
mais acessiveis aos produtos quimicos e agua. A cristalinidade também esta
relacionada com a resisténcia, e em geral, quanto maior € a cristalinidade, maior é a

forca das fibras, se as estruturas dos polimeros sdo as mesmas (LIU et al., 2006).
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Tabela 8. Os indices de cristalinidade do BCA e das fra¢des ricas em celulose

Unidades de areas

AMOSTRAS :E/:)
CRISTALINO AMORFO

BCA 3269,03 1568,58 32,42
PT1 4117,26 2914,62 41,45
PT2 4006,02 1513,97 27,43
PT3 3126,27 2676,08 46,12
PT4 4690,51 3850,80 45,08
PT5 3334,50 2949,38 46,94
PT6 6203,52 6612,62 51,60
PT7 5762,90 4970,53 46,31

Fonte: elaborado pelo autor

5.10. Determinacdo da massa molecular média viscosimétrica da a-celulose

do BCA e das fragcdes ricas em celulose

Esta degradacao se reflete na massa molar (MM) das cadeias de celulose e
pode ser verificada por meio de GP e MM, valores determinados para as fracdes de
a-celulose das amostras estudadas (BCA e fracdo rica em celulose) e que séo
apresentados na Tabela 9. Observa-se que todas as amostras pré-tratadas
apresentaram reducéo dos valores de GP e MM, que séo o resultado das condi¢des
experimentais de cada processo. Os menores valores foram encontrados nas
amostras do PT2 e do PT3. particularmente, o pré-tratamento 2 € um processo que
utiliza reagentes acidos, por isso as condi¢cdes utilizadas sdo muito agressivas
levando a frag&o rica em celulose do BCA do PT2 a degradacdo da celulose por
hidrolise acida (SUN et al., 2004b).
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Tabela 9. Correlagdo entre composi¢cdo quimica e o grau de polimerizagdo (GP) e massa
molecular (MM) das fracBes a-Celulose do BCA moido e das fracdes ricas em celulose.

a-Celulose
Amostras Massa molecular
(%) GP
MM (g.mol™)
SCB 40,18+0,30 1044 169132
PT1 68,88+0,78 582 94287
PT2 49,38+0,75 457 74081
PT3 54,93+0,85 403 65396
PT4 64,70%0,50 799 129543
PTS 80,76+0,30 704 114133
PT6 54,18+0,79 789 127831
PT7 60,73%1,24 776 125796

Fonte: elaborado pelo autor
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6. CONCLUSOES

1.

Os aspectos mais importantes do presente trabalho formam os seguintes:

Os diferentes tipos de pré-tratamento aplicados ao bagaco de cana-de-acucar
resultante influenciaram na variagcdo da composicao quimica das fracdes ricas em
celuloses que foi evidenciado na caracterizacdo morfologica e fisica das fracdes

rica em celuloses obtidas.

. Os maiores rendimentos do pré-tratamento foram obtidas para as fracdes ricas

em celuloses PT7 (64,97%), PT6 (71,21%), PT2 (66,80%), PT4(59,59%),

PT1(55,53%), devido as condi¢des escolhidas nos pré-tratamentos.

. Para analisar as deslignificacbes dos pré-tratamentos se caracterizaram

quimicamente pela metodologia TAPPI que resultaram em menores teores de
lignina presentes nas fracfes ricas em celulose dos PT4 (7,51%), PT5 (6,53%) e
PT1 (10,66%) enquanto que os menores teores das hemiceluloses foram PT5
(15,51%), PT2 (22,61%), PT1 (23,12%).

. Os espectros infravermelhos do BCA moido e das fracdes ricas em celuloses tém

uma diminui¢do consideravel da intensidade da absor¢édo no numero de ondas, de
1606,06 e de 151591 cm™, exceto na fracdo rica em celulose do PT2 onde
desaparecem estes numeros de ondas indicados, que esta associado a remocéo

de lignina e que se pode confirmar com analise quimica.

. A presenca da celulose alomorfa nas fragdes ricas em celuloses dos PT3, PT5 e

PT6 aconteceu devido ao pré-tratamento ter sido efetuado com NaOH em

diferentes concentracdes, tempo e temperatura.

O Efeito do co-catalizador FeCl; sobre a acdo catalitica do acido sulfurico
depende do pré-tratamento e da concentracdo do acido sulfurico. Assim,
aumentos em ART foram obtidos em presenca do FeCl; para as fragdes ricas em
celulose PT1, PT4, PT6 e PT7 selecionadas.



7.

136

O melhor procedimento de extracdo consiste no uso de uma solucdo de acido
sulfurico 6% em presenca de FeCl; 100mM da fracdo PT6, pelo fato de extrair as
maiores quantidades de ART (304,11 + 20,65 mg/g em 2h) contaminada por uma
guantidade de xilose (190,44 * 6,55 mg/g /em 2h). Nestas condicbes as
guantidades de fendis totais (46,25mg/g em 2h, mas 3,05 mg/g a partir de PT1 em
acido sulfarico 6% em auséncia de FeCl; com ART maximo de 148,96mg/g ) e
furanos (0,67 mg/g em 2h mas 0,07 mg/g a partir de PT1 em acido sulfarico 6% e
em presenca de FeCl; com ART e da ordem de 170,70 mg/g) foram bastantes
elevadas Assim, as menores concentracfes furanos e fendis sao formadas
guando a concentracdo de ART & ainda baixa o que ndo é de interesse para a

producao de etanol.

As concentracdes de ART resultantes das extracdes com acido sulfarico 30 %
(m/v) das fracdes ricas em celuloses dos PT1, PT4, PT6 e PT7 com acido
sulflrico, mostram que os ART aumentaram com o tempo, mas as quantidade
foram menores que as obtidas em &acido sulfurico 6% tanto em auséncia quanto
em presenca de FeCls, As quantidades de fendis e furanos formados foram
menores em acido sulfirico 30%(m/v) tanto na auséncia quanto em presenca do
FeCl; mas as quantidades de fenois foram maiores que as dos furanos em

presenca de FeCls.
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Apéndice 1.
Curvas de dosagem de produtos de hidrélise
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Figura 54. Curva padrdo de calibracdo de glicose 0,1% (m/v) para dosagens de
acucares redutores pelo método DNS (MILLER, 1959). A equacao da reta mostrou o
seguinte: coeficiente angular b=29,922, intercepto da reta a=-0,1002 e fator de
correlagdo (R? m=0,99958), faixa de 0,005 a 0,0325 % de glicose (m/v), equivalente
a absorbéancias y de 0,057 a 0,8935 a 570 nm no o espectrofotdbmetro Bioespectro
modelo SP-22.

AR% = (0,0334* Abs+0,0033) * diluicio
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Figura 55. Curva padrdo de calibracdo de glicose 0,1% (m/v) para dosagens de
glicose pelo método enzimatico da glicose oxidase (McCleary et al., 1988). A equacédo da
reta mostrou o0 seguinte: coeficiente angular b=3,09514, intercepto da reta
a=0,00641 e fator de correlacdo (R? m=0,99986) para o espectrofotdmetro
Bioespectro modelo SP-22.

Gli% = (0,3231* Abs+0,0021) * diluicio
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Figura 56. Curva padréo de calibracédo de xilose (mmol/L) para dosagens de xilose
pelo método Floroglucinol (Eberts et al, 1979). A equagdo da reta mostrou o
seguinte: coeficiente angular b=0,2632, intercepto da reta a=0,0206 e fator de
correlagdo (R*m = 0,99936) para o espectrofotdmetro Bioespectro modelo SP-22.

Xilose(mmol /L) = (3,799* Abs—0,078) *diluicao
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Figura 57. Curva padréo de calibracdo de fendis totais (mg/L) para dosagens de
Fenois totais pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteau (Singleton et al.,
1999). A equacdo da reta mostrou o seguinte: coeficiente angular b=7,9757 *
10, intercepto da reta a=0,0442 e fator de correlacdo (R?>m = 0,9988) para o
espectrofotdmetro Bioespectro modelo SP-22.

Fenois(mg/ L) = (1253,80* Abs—55,42) * diluicao
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Apéndice 2. Graficos de Deconvolugcfes e ajustes de curvas do BCA e BCA
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Figura 59. Deconvolucao do residuo do PT1 (Pré-tratamento com peroxido alcalino)
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Figura 60. Deconvolugéo do residuo do PT2 (Pré-tratamento com hipoclorito de sodio)
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Figura 61. Deconvolucao do residuo do PT3 (pré-tratamento alcalino a temperatura
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Figura 62. Deconvolucao do residuo do PT4 (pré-tratamento alcalino a 100°C)
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Figura 63. Deconvolucao do residuo do PT5 (pré-tratamento com NaoH seguido de H,0,)
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Figura 64. Deconvolugéo do residuo do PT6 (Pré-tratamento com alcali assistido com
micro-ondas )
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Figura 65. Deconvolugéo do residuo do PT7 (Pré-tratamento com alcali assistido com
micro-ondas seguido de pré-tratamento com acido assistido com micro-ondas)
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Tabela 10. Liberacéo de glicose nas fragdes ricas em celulose dos pré-tratamentos 1, 4, 6 e
7 pela hidrolise acida com acido sulfurico 6% (m/v) em auséncia e na presenga do co-
catalizador FeCls.

Glicose ( mg/g) @

Egggofri Acido Tempo Acido sulftrico Acido sulfarico 30% (m/v)
celulose (%) (min) 6% (Mm/v)
Sem Sem Com
FeCI3 FeCI3 FeC|3
6 180 10,81 + 0,47 - -
PT1
30 360 - 7,89+1,34 4,35+ 0,20
6 150 13,87 £ 0,69 - -
PT4 180 11,28 £ 0,74 - -
30 180 - 9,64 + 0,43 8,33+ 0,68
360 - 11,66 + 0,68 ND
6 150 12,01 £ 0,38 - -
180 10,49 + 1,26 - -
PT6
30 180 - 40,40 + 3,04 ND
360 - 46,25+ 1,22 ND
6 180 10,77 + 0,47 - i
PT7 30 180 - 43,03+ 0,91 ND
360 - 55,62+ 1,21 ND

@ Media determinada em triplicada, determinacédo estandar (+SD), glicose determinada por analises

enzimética e expressado em mg/g; ND nao detetado.
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Tabela 11. Formacao de Inibidores da fermentacdo das fragfes ricas em celulose dos preé-
tratamentos 1, 4, 6 e 7 pela hidrélise acida com acido sulfdrico 4 e 6% (m/v) em auséncia e
na presenca do co-catalizador FeCls.

Fracdes Tempo Acido Inibidores da fermentac&o (mg/g)®
ricas em (min) diluido . Sem FeCls .Com FeCl;
celulose (%, miv) Fenois T. Furanos Fenois T. Furanos
150 4 3,08 £ 0,39 0,41+ 0,00 27,79 +1,22 0,24 +£0,03
PT1 6 351+066 065+£0,02 2941+387 0,15%0,02
4 3,60+0,26 0,50+0,02 34,28+0,98 0,26+0,02
180 6 3,14+0,47 0,68+0,02 38,87+229 0,11+0,02
150 4 384+046 0,34+£0,02 2486+1,62 0,19+0,02
6 5,04+0,84 1,21+0,06 46,06+2,16 0,38+0,04
PT4 4 328+032 048+002 2403+632 022+004
180 6 350+0,27 1,13+0,01 50,38+1,06 0,39+0,03
4 719+051 059+£0,02 3229+1,41 0,29%£0,01
150 6 735+068 154+0,03 53,79+1,75 0,80+0,10
PTe 4 6,78+0,28 0,43+£0,02 3553+1,32 0,42%0,02
180 6 577+039 1,21+0,22 79,89+0,39 0,30+0,10
4 953+042 082+£0,00 16,81+2,24 0,50=*0,07
PT7 150 6 9,16+138 087+£0,02 36,85+3.63 0,44+0,04
180 4 9,16+043 1,29+0,20 13,72+x1.14 0,67 =0,06
6 9,38+0,65 1,01+0,02 39,71+4,29 0,54 +0,06

® Media determinada em triplicada, determinacao estandar (+SD) dos analises quimicos para

determinar fendis totais (Martinez et al., 2000) e furanos (Singleton et al.,1999)
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Tabela 12. Formacao dos Inibidores da fermentacdo das fragdes ricas em celulose dos preé-
tratamentos 1, 4, 6 e 7 pela hidrélise 4cida com acido sulfdrico 30% (m/v) em auséncia e

presenca do co-catalizador FeCls.

Fracdes Tempo
ricas em (mirf)) Inibidores (mg/g) @
celulose
Sem FeCl; Com FeCl;
Fenois totais Furanos Fenois totais Furanos
180
PT1 0,93 + 0,05 0,64 + 0,06 5,72+0,16 0,13+ 0,04
360 1,46 + 0,10 1,80 £ 0,10 2,52 +0,10 0,23 + 0,05
180
PT4 0,93 + 0,07 0,41 + 0,02 5,76 £ 0,28 ND
360 1,03 + 0,03 1,22 + 0,09 16,18 + 0,29 0,32 + 0,06
180
PT6 5,96 + 0,23 0,84 £ 0,01 13,28 £+ 1,77 0,80 + 0,06
360 6,55+ 0,12 2,20+0,01 14,37 £ 1,13 0,37 +0,10
180
PT7 11,92 £ 0,36 0,35+ 0,00 5,22+0,12 0,07 £ 0,01
360 5,15+0,31 0,46 + 0,00 12,01 £0,32 0,37 + 0,06

® Media determinada em triplicada, determinacao estandar (+SD) dos analises quimicos para

determinar fendis totais e furanos; ND ndo detetado.



