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RESUMO

O material lignocelulosico do qual o bagago é formado contém principal mente aglcares
polimerizados na forma de celulose e hemiceluloses, e compostos fendlicos polimerizados na
forma de lignina. Tais polimeros podem ser hidrolisados via quimica €/ou enzimética, dando
origem a, entre outros compostos, aclcares fermentesciveis. O objetivo desse trabaho foi
investigar alguns tratamentos fisico-quimicos aplicados a0 bagaco de cana de acUcar que
favorecam o aumento da liberagdo de aclcares fermentescivels por hidrélise enzimética, com a
minima producdo possivel de compostos inibidores da fermentacdo alcodlica.

Diferentes condi¢des de pré-tratamento foram testadas, como utilizacdo de H,SO, ou
NaOH em diferentes concentragbes, concomitantemente com a utilizagdo de tratamentos
combinados de o0zbnio, ultrassom e micro-ondas. Os resultados mostraram que tais processos
promoveram certa desestruturacéo do complexo lignoceluldsico da parede celular do bagaco, a
qua foi relacionada com a concentracdo de compostos fendlicos e aglcares redutores. O
bagaco pré-tratado foi entdo submetido a agdo de enzimas celuloliticas e o teor de aglicares
redutores totais formados foi analisado. As condi¢fes nas quais maiores quantidades destes
acucares foram liberados foram: H,SO,4 0,1 M, irradiado por ultrassom durante 5 minutos (81,7
* 0,2 mg de glicose por grama de bagaco) e H,SO, 0,1 M saturado com 0zonio, irradiado por
micro-ondas por 4 minutos (86,0 + 0,2 mg de glicose por grama de bagaco), que representam
um ganho significativo frente aos 6,8 + 0,2 mg de glicose por grama de bagaco néo tratado.

As andlises por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e por Espectrofotometria
no Infravermelho (FTIR-ATR) possibilitaram comparar as modificagbes no sistema estrutural
da parede apds os tratamentos, indicando que pré-tratamentos que utilizaram irradiacdo de
ultrassom foram efetivos na desestruturacéo da hemicelulose e na diminuic¢éo na cristalinidade
da celulose enquanto pré-tratamentos que utilizaram irradiacdo de micro-ondas foram mais
efetivos na remogdo de lignina e hemicelulose. Os resultados da andlise por HPLC-PAD
mostraram que 0s tratamentos com ultrassom apresentaram maiores teores de glicose apés
hidrélise enzimatica em relacdo aos tratamentos com micro-ondas, devido a capacidade de
diminuir a cristalinidade da celulose, gerando fracbes amorfas na qual atuaram as

endoglucanases.

Palavras-chave: Etanol celul6sico, Bioenergia, Hidrélise enzimética, Bagaco de cana



ABSTRACT

The lignocellulosic material of which the sugarcane bagasse is made contains, mainly,
polymerized sugars as cellulose and hemicelluloses and polymerized phenolic compounds as
lignin. These polysaccharides can be hydrolyzated chemically or enzymatically, giving rise to,
among other compounds, fermentable sugars. The aim of this work is to investigate some
physicochemical treatments applied to the sugarcane bagasse that favors the release of the
maximum amount of fermentable sugars by enzymatic hydrolysis, with a minimal production
of alcoholic fermentation inhibitor compounds.

Different pre-treatment conditions were tested as different concentrations of sulfuric
acid or sodium hydroxide concomitantly with the combinated treatments of ozone, ultrasound
and microwaves. Results showed that such processes promoted certain disruption of
lignocellulosic complex of the bagasse cell wall, which was related to the concentration of
phenolic compounds and reducing sugars. Then, the bagasse was subjected to the action of
cellulolytic enzymes and the reducing sugars content was quantified. The conditions in what
the maximum amount of these sugars were released were: H,SO4, 0.1 M, irradiated by
ultrasound for 5 minutes (81.7 + 0,2 mg/g bagasse) and H,SO, 0.1 M irradiated by microwaves
for 4 minutes (86.0 £+ 0,2 mg/g bagasse), that represents a significative gain compared to
untreated bagasse.

Strucural analysis by Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Fourier-Transform
Infrared Spectrophotometry Atennuated Total Reflectance (FTIR-ATR) anaysis alowed
comparing the structural modifications in the wall after the pretreatments, indicating that
ultrasound pretreatments were effective for hemicellul oses desestruturation and decrease in the
cellulose crystallinity index while microwave pretreatments were more effective on lignin and
hemicelluloses removal .

HPLC-PAD results showed that ultrasound pretreatments could release higher glucose
amounts after enzymatic hydrolysis comparing to microwave pretreatments due to its capacity
of decrease the cellulose crystallinity index, giving rise to amorphous regions where

endoglucanases could act.

Keywords: Cellulosic ethanol, bioenergy, enzymatic hydrolysis, sugarcane bagasse.

10



1. INTRODUCAO

O bagaco de cana-de-acUcar € um material lignoceluldsico fibroso que contém 32-50%
de celulose e 19-25% de hemicelulose, embebidos em uma matriz de lignina correspondente a
23-32% dafibra.

A sacarificac@o enzimética da celulose cristalina por fungos e bactérias requer a agéo de
enzimas adtamente especificas que atuam sinergisticamente, cujo produto fina §é,
principalmente, a glicose. Existem trés grupos principais de celulases. as endoglucanases (EG,
endo-1,4-D-glucanohidrolase ou EC 3.2.1.4), que atacam a0 acaso regides de baxa
cristalinidade na fibra de celulose no interior da molécula, hidrolisando as ligacbes 3 (1-4)
acessivels no interior da molécula e geram novas terminacdes de cadeia, onde as exoglucanases
ou celobiohidrolases (CBH, 1,4-3-D-glucana cel obiodehidrolases ou EC 3.2.1.91), degradam a
molécula resultante da acdo da endoglucanase pela remocdo de unidades de glicose ou
celobiose; as R-glucosidases (EC 3.2.1.21), que hidrolisam a celobiose liberando glicose e com
isso impedem a inibicdo da agdo das exoglucanases. As agdes combinadas das endo e
exoglucanases modificam a superficie (topografia) da fibra de celulose acelerando a velocidade
de hidrdlise por facilitar 0 acesso das enzimas aos seus substratos.

A obtencdo do etanol celulésico inclui as seguintes atividades. hidrolise
quimica/lenzimética;, caracterizagdo quimica do hidrolisado; selecdo de micro-organismos
degradadores/fermentadores de fibras lignocelul 6sicas, monitoramento/model amento/controle
das condicbes do processo fermentativo e projeto/construcdo de biorreatores. Tais etapas sdo
muito importantes, mas quando realizados i soladamente conduzem a resultados dispersos e néo
conclusivos sobre a producdo comercial de etanol celulésico, visto que também se entende que
um processo serd avaliado como economicamente viavel se aém de bom rendimento, houver
uma reducao significativa de tempo e consumo de energia.

O entendimento e dominio dos parametros fisico-quimicos e bioldgicos envolvidos na
producdo de aclcares fermentesciveis e ndo fermentesciveis, além da formagdo de compostos
inibidores da acéo microbiol6gica fermentativa, sdo fundamentais para o sucesso do etanol
celulésico. A sacarificac8o enzimética do material lignocelulésico pode ser associada a
diferentes pré-tratamentos fisico-quimicos como, por exemplo, micro-ondas, ultrassom, 0zénio
combinados com modificagbes no pH para se conseguir uma desestruturacdo do complexo

celulose/lignina/hemicelulose da parede celular vegetal e com isso, facilitar 0 acesso das
11



enzimas as fibras. Neste contexto, 0 presente projeto tem como objetivo investigar alguns
tratamentos quimicos combinados com a utilizacdo de ozbnio, ultrassom e micro-ondas
visando a desestruturacdo do complexo lignina/celulose’lhemicelulose a fim de potencializar a
acao de enzimas despolimerizantes de fibras lignocelulésicas no processo de producédo de

etanol celuldsico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Material Lignocelulésico

Materiais lignocelulsicos sdo 0s mais abundantes complexos organicos de carbono na
forma de biomassa (BADHAN et al., 2007 apud SANTOS; GOUVEIA, 2009). O bagaco de
cana-de-acUcar € um material fibroso lignocelulésico que contém 32-50% de celulose, 19-25%
de hemicelulose embebidos em numa matriz de lignina correspondente a 23-32% da fibra
(PANDEY et a., 2000).

A celulose é um homopolissacarideo linear que consiste de unidades de glicose unidas
por ligagdes glicosidicas do tipo R (1-4) cujo tamanho é determinado pelo grau de
polimerizacdo (DP) que varia de 100 a 20.000 DP (RAMOS, 2003; CAMPBELL, 2000). As
cadeias de celulose formam as fibrilas e ementares, caracterizadas por duas regides distintas, a
cristaling, de configuragdo mais ordenada formada por cadeias de celulose unidas por ligagoes
de hidrogénio e forca de van der Waals, e a amorfa, menos ordenada e mais susceptivel a
hidrélise (GOMEZ, 1985).

A sacarificacéo enzimatica da celulose cristalina por fungos e bactérias requer a acdo de
vé&rias enzimas altamente especificas que atuam sinergisticamente e cujo produto final €,
principalmente, a glicose. Existem trés grupos principais de celulases. as endoglucanases (EG,
endo-1,4-D-glucanohidrolase ou EC 3.2.1.4), que atacam a0 acaso regibes de baixa
cristalinidade na fibra de celulose no interior da molécula, hidrolisando as ligacbes 3 (1-4)
acessiveis no interior da molécula e geram novas terminacfes de cadeia, onde as exoglucanases
ou celobiohidrolases (CBH, 1,4-3-D-glucana cel obiodehidrolases ou EC 3.2.1.91), degradam a
molécula resultante da acdo da endoglucanase pela remocdo de unidades de glicose ou
celobiose; as 3-glucosidases (EC 3.2.1.21), que hidrolisam a celobiose liberando glicose e com
isso impedem ainibic&o da ac&io das exoglucanases (RIEDEL et al., 1997; GOMEZ, 1985). As
acOes combinadas das endo e exoglucanases modificam a superficie (topografia) da fibra de
celulose acelerando a velocidade de hidrdlise por facilitar 0 acesso das enzimas aos seus
substratos.

Além das enzimas citadas, outras proteinas como as expansinas e as suoleninas tém

sido reportadas como capazes de afrouxar a estrutura da celulose cristalina, o que favorece a
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sua sacarificagdo (CARVALHO et a., 2009). Na Figura 1 a agdo de cada enzima e da

suolenina é ilustrada.

O glucose lendoglucanase
O~ celobiose ﬂcelobiohidrolase ‘g suclenina
8 soforose 'E-glucosidase U p-glucosidase

Figura 1. Sistema enzimético envolvido na degradacéo da celulose (CARVALHO et al., 2009).

Hemiceluloses sdo heteropolissacarideos formados por pentoses (xilose, ramnose e
arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) ou &cidos urdnicos (4-O-écido
metilglucurdnico e é&cido galacturénico) (RAMOS, 2003). A xilose constitui o maior
componente da hemicelulose, fazendo parte de um complexo de carboidratos poliméricos
incluindo xilana (polimero de xilose) e xiloglicana (heteropolimero de D-xilose e D-glicose) e
outros polimeros como glicomanana (heteropolimero de D-glicose e D-manose),
galactoglicomanana  (heteropolimero de D-galactose, D-glicose e D-manose) e
arabinogal actana (heteropolimero de D-gal actose e D-arabinose).

A hidrdlise da hemicelulose, ilustrada na Figura 2, é redlizada pelas enzimas do
complexo xilanolitico, com destaque para as endoxilanases (1,4-3-D-xilana xilanahidrolase, EC
3.2.1.8), que hidrolisam as ligagOes glicosidicas internas da cadeia principal da molécula de
xilana, resultando em um decréscimo no grau de polimerizacdo do substrato. Outras enzimas
do complexo xilanolitico sdo a exo-1,4-[3-xilosidase (EC 3.2.1.37), a-L-Arabinosidases (EC
3.2.1.55) e acetil esterases (EC 3.1.1.6) (WONG et al., 1988).

14



4]

1

woll >0 OH
H_.v.:nr - /‘ O A & l
4 o 0

DH Eﬁ

{I o (_-,q GH '\ ,r \ /
-]: l'_'lH }U{E'H ; \._/ DP\L/ q\.._..c/. OH

0 /f‘”‘" B \
C ﬁ“u' \ o, o oM .

.H_.L.l | - g ¥
oM o ¢ - \
® 4

CO0H i--ﬁ"-;;:

o

U.

Figura 2. Representacéo esquematica de uma molécula de xilana e as r espectivas agdes das enzimas do
sistema xilanolitico. 1 —endoxilanases; 2 - a-L -ar abionofur anosidases; 3 —glucuronidases; 4 —feruloil e
cumaril esterases; 5 — acetil xilana esterases; 6- [3-xilosidases (Chavez et al., 2006)

A lignina é uma macromolécula polifendlica, amorfa formada pela polimerizacéo
radicalar de unidades de & cool p-hidroxicindmico, com variados grupos metoxilas. A estrutura
guimica da lignina baseia-se em trés precursores monomeéricos. acool coniferil, dcool sinapil,
alcool p-coumaril. Dependendo do grau de metoxilacdo, o grupo aromético é p-hidroxibenzil
(derivado por acool p-coumaril), guaiacil (derivado por dcool coniferil) e siringil (derivado
por @cool sinapilico). A propriedade fisica mais importante desta macromolécula organica é
sua rigidez, que além de proporcionar resisténcia aos tecidos das plantas, também previne o
colapso dos elementos condutores de agua que sdo altamente resistentes a degradacéo
(RAMOS, 2003).

Por conta da natureza e do tamanho da molécula de lignina, as enzimas que a degradam
sd0 inespecificas e catalisam reacdes de oxirreducdo em diversos pontos da molécula. As
principais sdo as lignina-peroxidases (LiP- EC 1.11.10.14), que catalisam reacfes na presenca
de peroxido de hidrogénio (DURAN; ESPOSITO, 2000); as manganés-peroxidases (MnP-EC
1.11.1.13), que catalisam a oxidagdo de fen6is monoaromaticos e outros derivados arométicos
gue dependem de peroxido de hidrogénio e de manganés divalente (KARAM; NICELL, 1997)
e as fenol-oxidases, como a lacase (EC 1.10.3.2), que catalisam as reacfes de oxidacdo dos
componentes fendlicos ou ndo fendlicos quando em presenca de um mediador (DURAN;

ESPOSITO, 1997).
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2.2. Pré-tratamentos do material lignocelulésico

A sacarificacgo enzimatica do material lignoceluldsico pode ser associada a diferentes
pré-tratamentos fisico-quimicos como, por exemplo, micro-ondas, ultrassom (LI1U et al., 2007),
ozobnio combinados com modificagbes no pH para se conseguir uma desestruturagdo do
complexo celulose/ligninalhemicelulose da parede celular vegetal e com isso, facilitar 0 acesso

das enzimas as fibras.

2.2.1. Irradiagao de micro-ondas

As micro-ondas atuam sobre as moléculas de dgua, provocando um intenso movimento
rotacional que, por atrito, gera aguecimento (SANSEVERINO, 2002). Os choques e o
aquecimento provocados por este movimento rotacional podem ser Uteis para promover a
desestruturacdo do complexo ligno-hemicelulésico. Pré-tratamentos de biomassa com a
aplicacdo de micro-ondas em meio alcalino reduziram em 50% do tempo para obtencéo da
mesma quantidade de aglcares redutores por hidrélise enziméatica da palha de arroz quando
comparado ao processo sem micro-ondas (ZHU et a. 2006a), e foi verificado um aumento de
5% no etanol obtido a partir de palha de trigo (ZHU et a. 2006b; ZHU et a. 2006c). Em
adicdo, Cullingford et al. (1993) usaram micro-ondas para sacarificar residuos de celulose sob
alta pressdo atmosférica.

Desta forma, a avaliacdo desta tecnologia na hidrélise de bagaco de cana-de-agUcar
parece ser promissora em termos de aumento no rendimento de obtencéo de aclcares redutores
para producdo de etanol celulésico e principalmente na aceleracdo do processo. Chen et al.
(2011) estudou os efeitos das micro-ondas sobre a estrutura do materia lignoceluldsico e,
utilizando microscopia eletronica de varredura, demonstrou que ha grande fragmentacdo e
desestruturacéo das fibras.

2.2.2. Irradiacgéo de ultrassom

A utilizacdo de ultrassom em processos quimicos vem se tornando mais frequente nos
ultimos anos, dando origem a uma nova subarea da quimica: a sonoquimica. As ondas de

choque ultrassbnicas geradas em meio liquido causam o crescimento seguido do colapso de
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bolhas microscépicas no liquido (IERSEL et al., 2008) que dao origem a microrregides com
temperatura e pressdo que podem, conforme a poténcia empregada, alcancar valores da ordem
de 10* °C e 10® am, respectivamente (BARBOZA, 1992), fendmeno conhecido como
cavitacdo acustica. Tais condi¢cdes podem gerar radicais livres a partir de moléculas estaveis e
produzir emulsdes (SILVA, 2002), além de romper paredes celulares, facilitando a penetracéo
de solventes e aumentando a transferéncia de massa (LIU et al., 2007). A irradiacdo de
ultrassom em meio aquoso promove a sondlise das ligagdes O-H da agua (TEZCANLI-
GUYER, 2004), conforme a Figura 3:

Figura 3. ReagBes envolvidas na sondlise da d&gua (TEZCANLI-GUYER, 2004).

Em solugdes saturadas com oxigénio ou ozonio, reagdes envolvendo a geracdo de
radicais altamente oxidantes sdo favorecidas, conforme mostrado na Figura 4:

Figura 4. ReacBes de sondlise do oxigénio (a) e do ozonio (b) (TEZCANLI-GUYER, 2004).

A utilizac&o de irradiacdo de ultrassom tem sido usada para acelerar processos quimicos
e biologicos. Vargas et a. (2004) demonstraram que é possivel potencializar o processo de
inversdo de carboidratos por ultrassom. Sun et a (2004) conseguiram a solubilizagéo de até
91% da lignina e de 92 % da hemicelulose de bagaco de cana usando solucéo acaina e
peréxido de hidrogénio sob impacto de ondas ultrassonicas. Pétrier et al. (2004) demonstraram
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gue a taxa de degradacéo de fendis em solugdo € maior quando frequéncias mais elevadas séo
utilizadas, fato observado porque o efeito de sondlise da agua é mais acentuado em frequéncias
maiores (GARBELLINI et a., 2008). De acordo com Liu et a. (2005), a irradiacdo de
ultrassom durante 0 processo enzimético de sacarificacéo de residuos de papeis tem um efeito
significativo na cinética do processo e no teor de acucares solUveis totais. Wood et al. (1997)
provaram gue a utilizagdo de ultrassom em ciclos intermitentes pode aumentar a produgdo de
etanol a partir de celulose em 20%, entretanto com metade da quantidade de celulase usada no

mesmo tratamento sem ultrassom.

2.2.3. Utilizacdo de ozbnio

O mecanismo de acdo do ozénio consiste no ataque as ligacdes duplas, que podem
pertencer tanto aos seus anéis fendlicos quanto as cadeias alifaticas dalignina, destruindo o seu
cardter aromético e a cadeia polimérica (GODSAY, 1985), e gerando fragmentos menores,
mais oxigenados que, consequentemente, sdo mais solliveis (NASCIMENTO et a., 1998).
Dentre os polimeros constituintes dos materiais lignoceluldsicos, a lignina € a mais susceptivel
a solubilizagdo por ozondlise (QUESADA et a., 1999). A reacdo caracteristica de adicdo do

0zonio as duplas ligagdes da lignina € mostrada na Figura 5:
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Figura 5. Esquema de ataque as ligaces duplas de ligninas pelo 0zénio (NASCIMENTO et al., 1998).
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O emprego de ozbnio como promotor de solvéncia de lignina ja foi relatado na
literatura (EUPHROSINEMOY et al., 1991; QUESADA et a., 1997) e por meio de um GC-
MS foram detectados os seguintes compostos resultantes da ozondlise: p-hidroxibenzaldeido,
vanilina, seringaldeido, é&cidos p-hidroxibenzoico, vanilico, siringico, glicdlico, oxdlico,
mal 6ni co, butanedidico, malico e glicérico.

Em estudo realizado com residuos de algoddo por Yosef et a. (1994), foi provado que
os teores de compostos fendlicos monoméricos sollveis aumentaram em 100% com a
utilizacdo de ozénio, e que o teor de glicose aumentou de 3,0 para 10,0 g/100g de matéria seca
apos a aplicacdo de celulases. O pré-tratamento com 0zonio aumentou em 54% o teor de
acucares redutores apds acdo enzimatica sobre a palha de arroz (REYES, et al. 1998),
mostrando que a 0zondlise € uma tecnol ogia que ndo deve ser negligenciada.

Mvula et a. (2009) estudaram a cinética da degradagcdo de derivados fendlicos da
lignina através de solucdes aquosas de 0zonio e mostrou 0os mecanismos de formacao de adutos
de ozbnio, bem como radicais superdxido e oxigénio singlete (eletronicamente excitado),
espécies atamente reativas e com alto poder oxidante frente a sitios com elevada densidade

eletrénica, como os grupos aromaticos da lignina.

2.2.4. Efeitos da utilizacdo de acidos ou bases

Varios trabalhos relatam o uso de diferentes &cidos e bases associados a outras técnicas
nas etapas de pré-tratamento do bagaco de cana. Hendriks e Zeeman (2009) estudaram o uso de
substancias de caréter alcalino e verificou-se inicialmente um intumescimento da biomassa, 0
que pode aumentar a acessibilidade das enzimas ao substrato. Ressataram também que ha
solubilizac&o da lignina, bem como modificacdo na cristalinidade da celulose e solubilizaco
parcia da hemicelulose.

Alviraet a (2009) utilizaram tratamentos com NaOH e Ca(OH), e verificaram que tais
substancias podem promover a remocdo de grupos acetil da hemicelulose, diminuindo o
impedimento estérico provocado por tais grupos e aumentando 0 acesso enzimatico a fibra.
Verificou-se, também, que a remocé&o da lignina aumenta a ef etividade enzimética pela reducéo
do numero de sitios de adsor¢édo ndo-produtivos, aumentando a acessibilidade & celul ose.

Geddes et al. (2010) concluiram que pequenas quantidades de H3PO, durante o pré-

tratamento de explosdo a vapor aumenta a solubilizacdo da hemicelulose e, consequentemente,
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a acessibilidade a celulose. A utilizagdo de acidos concentrados causa maior solubilizacgo da
hemicelulose e precipitagdo da lignina solubilizada (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Alvira et
al. (2009) constataram que altas taxas de hidrélise enzimética foram alcancadas quando se
utilizou H,SO, diluido. Xiang et a. (2003) mostraram que tratamentos acidos e térmicos
associados desestabilizam a estrutura da celulose através da ruptura das ligagdes de hidrogénio,
0 que diminui sua cristalinidade.

Deve-se destacar que poucas referéncias do uso do 0zonio associado a energias de alta
frequéncia como micro-ondas e ultrassom foram encontrados na literatura, motivando a
realizacdo desse trabalho. Um dos desafios a serem superados durante o pré-tratamento do
material lignoceluldsico é a diminuicdo da producdo de substancias inibidoras da fermentacéo
alcodlica, que devido a altas temperaturas e condi¢des &cidas que se desenvolvem durante o
processo sdo obtidas secundariamente como produto da degradacéo dos aglicares (ROSSEL,
2007). A natureza e concentracdo destes compostos dependem do tipo de matéria-prima
(contetido de celulose, hemicelulose e lignina), do pré-tratamento utilizado, das condi¢des do
processo (temperatura e tempo de reacdo) e do emprego ou ndo de catalisadores acidos.

Segundo Dominguez (2003), h& trés categorias principais de compostos que sao
potenciais inibidores da fermentacéo alcodlica: compostos furanicos, acidos alifaticos de baixa
massa molecular e derivados fendlicos. Tais compostos exercem efeitos negativos sobre as

enzimas fermentativas af etando a viabilidade do processo.

2.3. Analise estrutur al do bagaco

2.3.1. Analise térmica por calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A definicdo das técnicas termoanaliticas adotada pelalUPAC e ASTM € a seguinte:

Grupo de técnicas nas quais uma propriedade fisica ou quimica de
uma substancia, ou de seus produtos de reacdo, € monitorada em
funcdo do tempo ou temperatura, enquanto a temperatura da amostra,
sob uma atmosfera especifica, € submetida a uma programacao
controlada.
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A utilizagdo deste conjunto de técnicas na elucidacdo do grau de desestruturacdo do
bagaco de cana ap0s diferentes pré-tratamentos foi demonstrada por diversos autores. Dentre
os varios métodos térmicos de andlise, a Calorimetria Exploratéoria Diferencial (DSC) tem
como objetivo o estudo da variagcdo de energia da amostra em relacdo a uma referéncia, em
funcéo da temperatura. As diferencas existentes entre os componentes da fibra lignocelul6sica
faz com que apresentem diferentes comportamentos quando submetidos a um programa
controlado de temperatura. O grau de cristalinidade da celulose afeta diretamente sua
estabilidade térmica e o carater amorfo da hemicelulose e da lignina faz com que tais
componentes tendam a degradar antes da celulose, sendo que a hemicelulose é a estrutura
menos estavel termicamente, devido a presenca dos grupos acetil (WHITE et al, 2011). A
lignina comeca a sofrer degradacéo parcial em temperaturas relativamente baixas, mas tal
processo continua até temperaturas mais elevadas. (BODIRLAU et al, 2008). Desta forma,
espera-se que ateracdes na composicdo (remocdo de lignina, hemicelulose) e/ou estrutura
(alteracdo da cristalinidade da celulose) do bagaco de cana apds 0s pré-tratamentos sejam
detectados.

Os dados sobre pirdlise do bagaco de cana, ou sga, aguecimento na auséncia de
oxigénio, ainda sdo motivos de discussdo. Bonelli et al. (2007) em seus experimentos com TG
sob atmosfera de N, mostraram que 0 processo de pirélise tem inicio em 150°C, com maiores
taxas de perda de massa entre 200 e 380°C. Um estudo sobre a cinética de decomposicao
térmica do bagaco realizado por Lora e Soler (1988) mostrou que por volta de 200°C ha o
inicio do desprendimento de organicos volateis, enquanto as taxas maximas de degradacéo da
hemicelulose e celulose ocorrem por volta de 300 e 350°C, respectivamente.

Ju et al. (2011) em seus experimentos com DSC sob atmosfera de N, relacionaram o
deslocamento dos picos endotérmicos com os tratamentos sofridos pelo bagago. No bagaco in
natura houve um pico endotérmico em 218°C enquanto nos bagacos que sofreram tratamentos
com NaOH 1,0 M e 2,0 M, tais picos se deslocaram para 180 e 195°C, respectivamente. Os
autores associam tais picos a decomposicdo do bagaco, sendo que, os pré-tratamentos
promovem a desintegracdo das estruturas intramoleculares dos polimeros que compdem o
bagaco, diminuindo sua estabilidade térmica.

21



2.3.2. Espectrofotometria no infravermelho por reflectancia total atenuada (FTIR-

ATR)

A absorcdo de radiacdo infravermelha pela molécula é capaz de alterar o estado

vibracional de suas ligagbes. As diferentes ligagbes quimicas em uma molécula possuem
frequéncias de vibragdo quantizadas (SOLOMONS; FRYHLE, 2001) e, variando-se o

comprimento de onda da radiacdo incidente, os componentes absorvem a energia do

Infravermelho em regides particulares da porcdo do espectro. Para compostos organicos, a

porcdo do espectro de interesse é aregido cujo nimero de ondas vai de 4000 a400 cm™.

Os dados séo registrados na forma de um espectro que, geralmente, representa a

Transmitancia (razéo entre a energia radiante transmitida pela amostra e a energia radiante que

nelaincide) nos numeros de ondas correspondentes (BICCA, 1994).

O espectro pode ser dividido em regifes que correspondem a grupos de interacdes, cada

qual correspondente a vibracéo de diferentes ligacdes na molécula (STUART et al. 1998). No

que diz respeito ao bagago de cana, as bandas de interesse sdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Bandas de absor ¢&o obser vadas em materiais lignocelul 6sicos.

Tipo de vibrag&o e grupos funcionais N° de ondas (cm™)
Estiramento O-H 3400 — 3200
Estiramento C-H (sp°) 3000 — 2850
Benzenos substituidos 2000 — 1650
Presenca de grupos carbonila 1730 -1630
Vibrag&o de anel aromético 1605-1590
Vibracdo do anel aromatico de esquel eto fenil propanoico. ~ 1425
Vibracdo do anel siringila 1375 —-1250
Vibragdo do anel guaiacila 1260 — 1230
Estiramento C-O da celulose, hemicelulose ou lignina ~ 1160
Deformagdo C-H aromatico; Deformacéo C-O de dcool primario. 1035 - 1030
Estiramento da Ligac&o glicosidica: indicaaumento do caréter amorfo. ~ 896
Vibrag&o C-H fora do plano de unidades hidroxifenil. ~ 830
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Liu et a. (2008) relacionaram as diferencas nas bandas entre 1260 e 1270 cm™
(atribuida & presenca de grupos Guaiacil) e entre 1330 e 1375 cm (atribuida & presenca de
grupos Siringil) com diferentes espécies de madeiras. Segundo 0s mesmos autores, a presenca
de carbonila na faixa entre 1730 — 1700 cm™ e ndo entre 1675 — 1660 cm™ indica que a
carbonila ndo esta conjugada com o anel aromético.

As bandas de absorcdo em 1600, 1515 e 1425 cm™ correspondem a vibragdes do anel
aromético do esquel eto fenilpropandico, tipico no espectro de ligninas (TEJADO et a., 2007).

Geralmente, segundo Ju et al. (2011), as bandas presentes em 3424, 2914, 1166, 1118,
1075, 1039, 985 e 894 cm™ sd0 associadas com as estruturas centrais da celulose e
hemicelulose, sendo que as bandas entre 1170 e 1000 cm™ sdo tipicas de arabinoxilanas.
Devido a0 fato do bagaco de cana ndo ser transltcido, foi utilizada a Reflectancia Total
Atenuada (ATR).

3. OBJETIVOS

Gerais
Estudar a utilizacdo de tratamentos écidos e alcalinos associado a tratamentos com

0z6nio, micro-ondas e ultrassom do bagaco de cana de aclcar visando a producdo de etanol

celulésico por hidrdlise enzimética.

Especificos

- Promover tratamentos de bagaco de cana em condi¢Bes quimicas &cidas e acalinas
concomitantemente com a utilizac&o de micro-ondas, ultrassom e 0zonio;

- Caracterizar a composi¢do quimica do pré-hidrolisado por métodos colorimétricos
(CFT e ART);

- Avadliar a acdo de enzimas hemiceluloliticas sobre o bagaco de cana pré-tratado com
as metodol ogias propostas e comparar 0s teores de acUcares fermentesciveis liberados com os
obtidos a partir do bagaco in natura e, também comparar com outros pré-tratamentos;

- Caracterizar por HPLC-PAD os sacarideos liberados hidrdlise enzimética;
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- Avdliar o impacto dos processos do pré-tratamento na estrutura fisica do bagaco por
DSC eFTIR-ATR.

4. MATERIAISE METODOS

4.1. Aquisi¢ao do bagaco

O bagaco de canafoi coletado em usinas daregido de S. J. do Rio Preto, lavado 3 vezes
com agua destilada quente, triturado e peneirado para padronizacéo de tamanho (1 a 3 mm)
empregando um triturador agroindustrial. Apds o processo de padronizacéo, o bagaco foi seco

em estufaa 60 °C por 72 horas e mantidos em ambiente seco, ventilado e sem luz.

4.2. Geracao de ozonio

O gés ozobnio foi gerado in situ usando um gerador Radast 10C, Ozoxi-Ozbnio. O
equipamento concentra 0 oxigénio atmosférico por um sistema de peneiras moleculares e
produz ozonio pelo método de descarga por coroa, sendo resfriado a dgua. O equipamento

também permite o controle de poténcia e de fluxo.

4.3. Plangamento experimental

A fim de se conhecer o efeito de cada varidvel e interacdo de varidvels sobre a resposta,
foi utilizado plangjamento fatorial completo tanto para os pré-tratamentos envolvendo
ultrassom, quanto para micro-ondas. O plangjamento foi do tipo 2X, ou seja, foram utilizados
dois niveis para as variaveis estudadas: um inferior (-) e um superior (+).

As variaveis empregadas nos tratamentos com ultrassom e seus nivels estdo
relacionadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Variaveis e respectivos niveis empr egados nos experimentos com ultrassom 22 kHz (US).

Variaveis Nivel Inferior ( -) Nivel Superior (+)
Meio H,SO, NaOH
Concentracéo do &cido ou da base (mol/L) 10° 10"
Oz6nio Ausente Solucéo saturada
Tempo (minutos) 5 10

A Tabela 3 relaciona as variaveis empregadas nos tratamentos com micro-ondas e seus

niveis:

Tabela 3. Variaveis e respectivos niveis empr egados nos experimentos com micro-ondas 2,45 GHz (MO).

Variaveis Nivel Inferior (-) Nivel Superior (+)
Meio H,SO, NaOH
Concentraco do &cido ou da base (mol/L) 10° 10"
Ozobnio Ausente Solucdo saturada
Tempo (minutos) 2 4

Os experimentos foram realizados em duplicata e as respostas foram: o teor de
compostos fendlicos liberados em funcdo da degradacéo da lignina; os teores de aclcares
fermentescivel s formados nos pré-tratamentos e apds a hidrdlise enzimética do bagaco tratado.

A andlise estatistica dos dados foi feita utilizando-se o0 software estatistico Origin 8.0 e
Minitab 16, e com isso foi possivel encontrar avariavel (ou interagdo de variavels) responsavel

por um maior rendimento no processo de hidrolise enzimatica.

4.4. Preparo do bagaco e aplicacédo de ozonio

Aliquotas de 2,0 g de bagaco de cana foram colocadas em baldes de 250 mL onde
foram adicionadas diferentes solugdes &cidas ou basicas nas concentractes especificadas. As
amostras foram mantidas sob fluxo de o0zénio durante 5 minutos, agitadas e mantidas em
repouso nos baldes tampados, e entdo seguiram para os tratamentos com ultrassom ou micro-

ondas.
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4.5. Aplicacao de micro-ondas ou ultrassom

O forno de micro-ondas empregado neste projeto foi adaptado a partir da proposta de
Silva et a. (2006), porém ndo foi utilizado condensador de refluxo uma vez que optou-se por
utilizar um sistema rotativo visando a obtencdo de uma maior homogeneidade na distribuicéo
das micro-ondas na amostra.

Para irradiacdo de ultrassom foi empregada sonda ultrassonica operante a 22 kHz, a
temperatura ambiente. O equipamento permite controle da poténcia de saida e possui
isolamento acustico. A sonda foi inserida nos balGes com as solucdes contendo o bagaco de
cana descritas no item 4.4. A temperatura das amostras ao final das irradiacdes foi medida

utilizando-se pirémetro 6tico.

4.6. Processamento do bagago apds os pr é-tratamentos

Depois de transcorridos os processos de pré-tratamento, a fracdo solubilizada
correspondente ao pré-hidrolisado foi recolhida, centrifugada, filtrada e congel ada para analises
subsequentes. O bagaco tratado foi lavado com agua destilada, seco a 60 °C e armazenado
protegido de luz e umidade.

4.7. Hidr6lise Enzimética

A fim de saber o efeito dos prétratamentos sobre a liberacdo de agUcares
fermentesciveis, o bagaco foi submetido a acdo degradadora de enzimas lignoceluloliticas
presente no extrato enzimético bruto de Myceliophthora L1D3B, cedido por outros membros
do grupo de pesquisa.

A hidrdlise foi realizada em tubos de 50 mL, nos quais foram adicionados 0,25 g de
bagaco de cana proveniente dos pré-tratamentos, 1,0 mL do extrato enzimatico devidamente
diluido e 9,0 mL de &gua destilada. Os tubos foram colocados em banho a 50 °C com agitacdo
orbital a 150 rpm. Depois de transcorrido o tempo de hidrdlise, as amostras foram
centrifugadas, filtradas e o teor de agUcares redutores totais foi determinado pelo método de
Miller. Foram feitos controles para o substrato (bagago néo tratado) e para a enzima (bagaco

ndo tratado + agua destilada) e as hidrdélises foram realizadas em duplicata.
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4.8. M etodologia analitica

4.8.1. Determinacdo de compostos fendlicos totais por Espectrofotometria de UV-
VIS

O teor de compostos fendlicos totais (CFT) sollveis no pré-hidrolisado foi avaliado
pelo método Folin-Ciocalteau (FOLIN; CIOCALTEAU, 1927) modificado. O reagente de
Folin-Ciocalteau tem sua coloragéo alterada de amarelo para diferentes intensidades de azul
gerada pela reducéo dos &cidos fosfotiingstico e fosfomolibdico presentes em sua composi ¢éo,
de acordo com a concentracéo de compostos fendlicos nas amostras.

A reacdo foi conduzida adicionando-se 3,0 mL da amostra filtrada e diluida e 0,2 mL do
reagente de Folin-Ciocalteau em tubos, aos quais, apds 5 minutos, na auséncia de luz, foram
adicionados 0,8 mL de solugdo de NaCOs (150 g/L). Ap6s 30 minutos em repouso, as
absorbancias a 760 nm foram medidas. Foi tracada curva de calibracdo utilizando como padréo

o acido gdlico, e os resultados foram expressos em mg de acido galico/g de bagaco tratado.

4.8.2. Determinacdo de agUcares redutores totais por Espectrofotometria de UV-
VIS

Os agUcares redutores totais solivels (ART) do pré-hidrolisado e do hidrolisado foram
determinados pelo método de Miller (MILLER, 1959) no qual o DNS, ao reagir com 0s
acucares redutores presentes na amostra, sofre reducdo a acido 3-amino-5-nitro salicilico,
reacd0 que apresenta adteracdo de coloracdo do amarelo para tons castanhos,
proporciona mente a quantidade de aglcares redutores em soluc&o.

A reacdo foi conduzida adicionando-se 0,5 mL da amostra filtrada e diluida, juntamente
com 0,5 mL do reagente DNS em tubos que seguiram para o banho de ebulicdo por 10
minutos. Os tubos foram entdo resfriados em banho de gelo por 5 minutos e entdo, em cada
tubo foram adicionados 4,0 mL de &gua destilada e as amostras seguiram para leitura
espectrofotométrica a 540 nm. Foi tracada curva de calibracdo utilizando-se glicose como

padréo e os resultados foram expressos em mg de glicose/g de bagaco tratado.

27



4.8.3. Atividades enziméticas

As atividades enzimaticas do extrato obtido do fungo Myceliophthora L1D3B foram
determinadas a fim de se conhecer seu perfil catalitico. Todos os ensaios foram conduzidos a
50 °C e pH 5,0 (temperatura e pH 6timos do extrato enzimético), e também com a utilizagcdo de
agua em substituicdo ao tampéo acetato.

4.8.3.2. Atividade de 3-glicosidase e 3-xilosidase

A atividade de 3-glicosidase foi determinada com 50 uL do extrato enzimatico bruto
devidamente diluido, 250 pL de tamp&o acetato 0,1 M em pH = 5,0 e 250 uL de pNPG (Sigma
Co.) 4 mM, por 10 minutos em banho termostatico a 50 °C. A reacdo foi interrompida pela
adicdo 2,0 mL de NaxCO3 2,0 M e o pNP liberado foi quantificado em espectrofotometro a 410
nm. Uma unidade de atividade enzimaticafoi definida como a quantidade de enzima necessaria
para liberar 1,0 umol de pNP por minuto de reacdo a partir da respectiva curva padréo. A
atividade de R-xilosidase foi determinada de maneira andloga, utilizando-se como substrato
pNPX (Sigma Co.).

4.8.3.2. Atividade de exoglucanase, endoglucanase e xilanase

A Atividade da exoglucanase foi determinada com 50 uL do extrato enzimatico
devidamente diluido, 450 uL de avicel (Avicel, Sigma Co.) 1,0% em tampéo acetato 0,1 M em
pH = 5,0 por 10 minutos em banho termostético a 50 °C. A reacdo foi interrompida apos 10
minutos pela adicdo de 1,0 mL de DNS. O volume resultante foi colocado em banho de
ebulicdo durante 10 minutos e em seguida foi acrescido de 4,0 mL de agua destilada,
finalmente a quantidade de glicose liberada sera medida por espectrofotometria a A=540 nm
(MILLER,1959).

Uma unidade de atividade enzimdtica foi definida como a quantidade de enzima
necessdria para liberar 1,0 umol de glicose por minuto de reacdo, determinado a partir de curva

padréo de glicose. As atividades de endoglucanase e xilanase foram redizadas de forma
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analoga substituindo-se os substratos por CMC (Sigma Co.) a 1% e xilana (Xylan Birchwood,
Sigma Co.) a 1%.

4.8.3.3. Atividade de PFase (celulase total)

A atividade papel de filtro foi determinada medindo a liberagdo de aclicares redutores
provenientes da hidrdlise do papel de filtro Whatman n°1 (0,5 cm x 6,0 cm). Foram utilizados
500 uL do tampéo acetato 0,1 M pH 5,0 e 250 uL do extrato enzimatico devidamente diluido.
A reacdo foi incubada em banho termostéico por 60 minutos, tempo e a reacdo foi
interrompida pela adi¢do de 1,5 mL de DNS. O volume resultante foi colocado em banho de
ebulicdo por 5 minutos e entdo resfriado em gelo. A seguir, foram adicionados 4,0 mL de &gua
destilada e a quantidade de glicose liberada foi medida por espectrofotometria a A=540 nm
(MILLER,1959).

Uma unidade de atividade enzimatica (UPF) foi definida como a quantidade de enzima

necessdria paraliberar 1,0 umol de glicose por minuto de reagéo.

4.8.4. Andlise térmica do bagaco de cana por calorimetria exploratoria diferencial:
DSC

Esta técnica foi utilizada para comparar as ateracGes ocorridas na estrutura do bagaco
de cana apés os diferentes pré-tratamentos. Cerca de 2 mg de bagaco seco foi inserido no
porta-amostra hermético de aluminio e entdo submetido a aguecimento de 100 a 275 °C, auma
taxa de aguecimento de 25 °C por minuto em um DSC Perkin EImer (DSC 8000). N, puro foi
utilizado como gas de arraste (20 mL/min) e foi utilizado porta-amostra vazio como referéncia.
Para fins de comparacéo, foram analisados o bagaco in natura e também os padrfes. avicel,

CMC, xilana, lignina.
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4.8.5. Andlise do bagaco de cana por espectrofotometria no infravermelho por
reflectanciatotal atenuada: FTIR-ATR

Aproximadamente 0,1 g do bagaco seco foram prensados para a formagao de discos (12
mm de didmetro e 1 mm de espessura). Os espectros foram coletados em um espectrof otdmetro
Perkin Elmer (FT-IR Spectrum Two — UATR Two) naregido de 750 a 4000 cm™. Foi utilizado
ar como background e foram analisadas as amostras de bagaco cujos tratamentos
proporcionaram valores de ART superiores a 40 mg por grama de bagaco apos hidrélise
enzimética. Devido a heterogeneidade do bagaco de cana, o feixe de luz foi posicionado em

diferentes posi¢des da pastilha e foi entdo construido um espectro médio para cada amostra.

4.8.6. Determinacao dos acucares liberados pela acdo enzimatica do bagaco por
HPLC-PAD

A fim de se conhecer o perfil dos aglcares liberados pela hidrélise enzimatica
empregou-se a técnica de cromatografia liquida de ata performance com deteccdo por
amperiometria pulsada (HPLC-PAD; Dionex). A forma de onde empregada foi a “standard
quadrupole” cujos pulsos foram configurados com os seguintes potenciais e duracfes. E; =
0,10V, 0,40 s, E, =-2,00 V, 0,02 s, E3 = 0,60 V, 0,01 s; E, = 0,20 V, 0,06 s. Os diluentes
foram preparados com agua deionizada ultra pura (18M Q) degaseificada com No.

Foi empregado fluxo de 1,0 mL por minuto e os solventes (A = hidroxido de sodio 0,2
mol/L; B = &gua ultrapura; C = acetato de sodio 0,5 mol/L + hidréxido de sodio 0,15 mol/L)
foram eluidos isocraticamente até 14 minutos na propor¢do: 5% de A, 95% de B e 0% de C.
Apobs 14 minutos, a eluicao foi por gradiente até 30 minutos chegando a 90% de A, 0% de B e
10% de C.

As amostras gque apresentaram teores de ART maiores que 40 mg por grama de bagaco
e 0 controle (bagaco ndo tratado) foram diluidas e filtradas em membranas Millex®-GV 0,22
um (Millipore). Foram utilizados os padrdes glicose, xilose, celobiose, arabinose e galactose
(Merk).
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1. Compostos fendlicos e acucar es redutor es solubilizados pel os pr é-tratamentos

Os compostos fendlicos totais (CFT) e aglcares redutores totais (ART) sdo formados a
partir da quebra da lignina e celulose/hemicelulose, respectivamente, durante os pré-
tratamentos. Pode-se relacionar o teor destes compostos com a severidade do pré-tratamento
empregado, sendo possivel, portanto, relacionar o grau de desestruturacdo do material
lignocelulésico com a concentracdo de compostos fendlicos e aclcares redutores totais
solubilizados. Na Tabela 4 sdo relacionados cada um dos pré-tratamentos com ultrassom

descritos no item 4.3 com os respectivos teores de CFT e ART liberados no pré-hidrolisado.

Tabela 4. Teoresde CFT e ART solubilizados a partir dos pré-tratamentos com ultrassom.

Exp. Solucéo [ ](mol/L) irradiac&o (min) O CFT (mg/g bagago) ART (mg/g bagago)

1 H,SO, 0,100 5 - 0,04 + 0,00 -
2 H,SO, 0,100 5 saturada 0,06 + 0,00 -
3 H,SO, 0,100 10 - 0,04+ 0,00 -
4 H,SO, 0,100 10 saturada 0,05+ 0,01 -
5 H,SO, 0,001 5 - 0,13+ 0,00 -
6 H,SO, 0,001 5 saturada 0,14 + 0,00 -
7 H,SO, 0,001 10 - 0,14+ 0,00 -
8 H,SO, 0,001 10 saturada 0,11+ 0,02 -
9 NaOH 0,100 5 - 1,67+ 0,02 2,23+0,03
10 NaOH 0,100 5 saturada 1,91+0,03 2,54+ 0,03
11 NaOH 0,100 10 - 1,76+ 0,01 2,24+ 0,01
12 NaOH 0,100 10 saturada 1,93+ 0,09 2,49 + 0,00
13 NaOH 0,001 5 - 0,16 + 0,00 -
14 NaOH 0,001 5 saturada 0,17 + 0,03 -
15 NaOH 0,001 10 - 0,16 + 0,00 -
16 NaOH 0,001 10 saturada 0,15+ 0,00 -

- valores nao detectados

31



Os tratamentos com ultrassom n&o mostraram diferencas significativas entre si, com
excecdo das amostras tratadas com NaOH 0,1 M, nas quais pode-se observar uma maior
liberaco de CFT e ART em relacdo as demais amostras, observando-se ainda um leve
aumento dos teores de CFT nas amostras que receberem fluxo de ozénio.

A Tabela 5 relaciona cada um dos pré-tratamentos com micro-ondas descritos no item

4.3 com os respectivos teores de CFT e ART liberados no pré-hidrolisado.

Tabela 5. Teoresde CFT e ART solubilizados a partir dos pré-tratamentos com micr o-ondas.

Exp. Solugdo [ ](mol/L) irradiac8o (min) O3 CFT (mg/g bagago)  ART (mg/g bagaco)
17 H,SO, 0,100 2 - 0,06 + 0,01 -
18 H,SO, 0,100 2 saturada 1,65+ 0,01 4,50+ 0,03
19 H,SO, 0,100 4 - 0,07 £ 0,02 9,54+ 0,15
20 H,SO, 0,100 4 saturada 1,82+ 0,04 8,39+ 0,05
21 H,SO, 0,001 2 - 0,07 £ 0,00 -
22 H,SO, 0,001 2 saturada 1,20+ 0,07 -
23 H,SO, 0,001 4 - 0,07 + 0,00 -
24 H,SO, 0,001 4 saturada 1,14 + 0,06 -
25 NaOH 0,100 2 - 11,75+ 0,26 3,55+ 0,07
26 NaOH 0,100 2 saturada 8,74 £ 0,05 3,47+ 0,03
27 NaOH 0,100 4 - 15,30+ 0,19 3,83+ 0,00
28 NaOH 0,100 4 saturada 12,41+ 0,14 3,53+ 0,05
29 NaOH 0,001 2 - 2,46+ 0,21 -
30 NaOH 0,001 2 saturada 1,00 + 0,02 -
31 NaOH 0,001 4 - 3,61+ 0,30 -
32 NaOH 0,001 4 saturada 0,87 + 0,06 -

- valor es nao detectados

Tais andlises podem indicar qual combinacdo de tratamentos teve maior efeito na
desestruturacéo das fibras bagaco através da remocéo da lignina (CFT) ou solubilizacéo parcial
da celulose ou hemicelulose (ART). E importante ressaltar que a degradag&o da celulose néo é
desgjavel, pois menos material estara disponivel para hidrdlise enzimética.
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Os tratamentos com micro-ondas foram responsaveis por uma maior remogdo de CFT
em relagdo aos tratamentos com ultrassom, fato que pode ser explicado pelas elevadas
temperaturas alcangadas durante os tratamentos (na faixa de 180°C contra 60°C das amostras
sonicadas). Observa-se, também que a associacdo de micro-ondas com as maiores
concentrages de H,SO, ou NaOH causaram as maiores perdas de ART, podendo indicar
grandes modificagdes na estrutura da celul ose.

Pode-se observar também que, nas amostras tratadas em meio &cido com ozénio houve
aumento naliberacdo de CFT em relacdo as amostras que ndo receberam tratamento com o gés.
Por outro lado, nas amostras tratadas com 0z6nio em meio basico ocorreu justamente o oposto,

podendo sugerir uma maximizacao dos efeitos do 0zonio quando utilizado pH baixo.

5.2. Atividades enziméticas

Na Tabela 6 sdo mostrados os resultados das atividades enziméticas realizadas com a
utilizacdo de tampdo acetato (pH = 5,0) e também em agua destilada. Os valores das atividades

foram expressos em U por mL de extrato enzimatico e U por g de enzima.

Tabela 6. Resumo das atividades enzimaticas do extrato utilizado na hidr élise do bagago.

Agua Tampé&o
Substrato Atividade u/mL uU/g u/mL U/g
CMC Endoglucanase 25+1 200+ 7 4 +1 350+6
Avicel Exoglucanase - - - -
Xilana Xilanase 69+1 551+5 54+ 1 433+ 6
Papel Filtro Celulase Total 25+0.1 20+1 24+01 19+ 1
pNPG 3 glicosidase 34+1 271+ 12 4+1 268+ 8
pPNPX 3 xilosidase 0,7+0,1 56+0,7 - -

- valor es nao detectados

Pode-se observar que, com excecdo da endoglucanase, as atividades enziméticas
ligeiramente maiores utilizando-se dgua em substituicdo ao tampao acetato, aternativa que foi

ent&o adotada na etapa de hidrdlise enzimética do bagago.
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5.3. Hidrdlise Enzimética

5.3.1. Deter minac&o do tempo 6timo de hidrdlise

A fim de se conhecer o tempo 6timo de hidrdlise enzimética, foi realizado um ensaio
com o bagaco ndo tratado no qual foi avaliado o teor de agUcares redutores hidrolisados em

funcdo do tempo de hidrdlise (Figura 6).

6 E\}
1 / j

[ART] (mg/g bagaco)
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6 12 18 24 30 36 42 48
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Figura 6. Liberacdo de aglcar es redutor es em funcéo do tempo de hidr élise do bagaco.

Pode-se observar um ponto 6timo no tempo de hidrélise em 24 horas, tempo que foi

entdo adotado na etapa de hidrdlise enzimatica do bagaco pré-tratado.

5.3.2. Hidrdlise do bagaco pré-tratado

A hidrdlise enziméatica do bagago pré-tratado foi realizada com uma carga enzimética
conforme tabela 7 e pdde revelar as diferencas nos teores de aclcares liberados em cada

amostra em funcao dos pré-tratamentos.
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Tabela 7. Carga enzimatica empregada na hidr élise enzimatica do bagaco de cana apds os pr é-tr atamentos.

Enzima Atividade (U/g de
bagaco seco)
Endoglucanase 100
Exoglucanase -
Xilanase 276
Celulase Total 10
3-glicosidase 136
[3-xilosidase 3

- valor nao detectado

A hidrdlise do bagaco in natura (ndo tratado) liberou 6,8 + 0,2 mg de ART por grama
de bagago enquanto os controles para a enzima ndo liberaram quantidades detectéveis de

acucares redutores.
Os teores de ART formados ap0s a hidrélise enzimética das amostras de bagaco que

sofreram tratamentos envolvendo ultrassom sdo informados na Tabela 8.
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Tabela 8. Liberacdo de ART por hidrélise enzimética do bagaco submetido previamente aos tratamentos
envolvendo ultrassom.

Exp. Solucdo [ ](mal/L) irradiacéo (min) O3 ART (mg/g bagaco)
1 H,SO, 0,100 5 - 82+0,2
2 H,SO, 0,100 5 saturada 66,7 £ 0,6
3 H,SO, 0,100 10 - 52,3+ 13
4 H,SO, 0,100 10 saturada 542+11
5 H,SO, 0,001 5 - 83+0,1
6 H,SO, 0,001 5 saturada 39+0,2
7 H,SO, 0,001 10 - 8,4+0,3
8 H,SO, 0,001 10 saturada 1,9+01
9 NaOH 0,100 5 - 146+0,2
10 NaOH 0,100 5 saturada 234+04
11 NaOH 0,100 10 - 138+0,1
12 NaOH 0,100 10 saturada 13,2+ 04
13 NaOH 0,001 5 - 71+0,3
14 NaOH 0,001 5 saturada 42+0,1
15 NaOH 0,001 10 - 6,7+04
16 NaOH 0,001 10 saturada 42+0,1

Pode-se observar que ao utilizar as maiores concentragdes de H,SO, e de NaOH

obteve-se maiores teores de ART em relacdo a concentragdo de 0,001 mol/L, sendo que os

tratamentos em meio acido mostraram maior eficiéncia Tais efeitos, bem como a nao-

dependéncia do rendimento da hidrdlise com a presenca de 0z6nio ou tempo de irradiacéo sdo

mostrados naFigura 7.
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Figura 7. Efeito da variacéo dos niveis de cada variavel empregada no planejamento fatorial sobre o teor de
ART ap6s hidr dlise enzimatica para os tratamentos envolvendo ultrassom.

Neste tipo de grafico, as retas ascendentes indicam gque ha aumento da resposta (no
caso, a liberacdo de ART) ao passar a varidvel em questdo do nivel inferior para o superior.
Retas descendentes indicam que ocorre 0 oposto, enquanto retas horizontais indicam que néo
ha efeito da variavel na resposta final. O efeito quantitativo das variaveis principais e de
interacdo sdo mostrados na Figura 8, na qual sdo ilustradas quais as variaveis e interactes
apresentam significancia na resposta final. As barras que passam pela linha vertical de
referéncia indicam as varidveis significativas (poucas vitais) enquanto as barras menores

indicam as variaveis ndo significativas (muitas triviais).
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Figura 8. Quantificacdo dos efeitos principais e de interacdo sobre o teor de ART ap0s a hidrdlise
enzimatica do bagaco nos tratamentos do bagaco utilizando ultrassom.

Coletando as informagdes das Figuras 7 e 8, podemos afirmar com certeza que,
alterando a concentracdo da solucdo utilizada do nivel inferior (0,001 mol/L) para o nivel
superior (0,1 mol/L) hd um ganho médio na hidrdlise enzimética (Figura 7) equivaente a 34,8
mg de glicose por grama de bagaco (Figura 8). De forma andloga, ha uma perda média de cerca
de 24 mg de glicose por grama de bagaco utilizando-se NaOH (nivel superior) ao invés de
H,SO, (nivel inferior).

A Tabela 9 relaciona os pré-tratamentos do bagago de cana baseados na irradiagcéo de
micro-ondas com 0s respectivos teores de ART solubilizados.
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Tabela 9. Liberacdo de ART por hidrélise enzimética do bagaco submetido previamente aos tratamentos
envolvendo micro-ondas.

Exp. Solucdo [ ](mal/L) irradiacéo (min) O3 ART (mg /g bagacgo)
17 H,SO, 0,100 2 - 179+0,2
18 H,SO, 0,100 2 saturada 774+10
19 H,SO, 0,100 4 - 49,4+0,3
20 H,SO, 0,100 4 saturada 86,4+ 0,2
21 H,SO, 0,001 2 - 72+03
22 H,S0O, 0,001 2 saturada 23+0,2
23 H,SO, 0,001 4 - 11,7+0,7
24 H,SO, 0,001 4 saturada 26+0,3
25 NaOH 0,100 2 - 56,0+ 0,5
26 NaOH 0,100 2 saturada 9,8+0,3
27 NaOH 0,100 4 - 67,7+ 0,5
28 NaOH 0,100 4 saturada 324+13
29 NaOH 0,001 2 - 10,5+ 0,1
30 NaOH 0,001 2 saturada 26+0,1
31 NaOH 0,001 4 - 6,5+0,3
32 NaOH 0,001 4 saturada 24+0,1

Assim como nos tratamentos utilizando ultrassom, podem-se observar melhores
rendimentos utilizando-se o nivel superior da variavel concentracdo (0,1 mol/L), sendo que os
experimentos conduzidos em meio &cido se mostraram mais favoraveis em relacdo aos
conduzidos em meio bésico, sendo a combinagdo H,SO, 0,1 mol/L a Unica condi¢do na qual o
0zOnio apresenta efeito positivo. Na Figura 9 é mostrada a influéncia dos efeitos principais

para os tratamentos com micro-ondas.
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No caso dos experimentos com micro-ondas, a varidvel que apresentou maior efeito na

hidrélise enzimética foi a Concentracdo, enquanto a variavel “Ozbnio” isolada tem efeito

praticamente nulo na liberacdo de ART. Os efeitos principais e de interacdo quantificados séo

mostrados na Figura 10.
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Pode-se confirmar ao analisar as Figuras 9 e 10 que a variavel de maior influéncia
quando se utiliza micro-ondas é a concentragdo, sendo que, em meio &cido h& maior
rendimento. As associagdes “Ozonio e Meio” e “Ozonio, Meio e Concentragdo” mostraram-se
significativas utilizando-se micro-ondas, confirmando arelagdo existente entre ozénio e pH.

Para alguns pré-tratamentos houve uma menor liberagdo de agUcares redutores totais
apos a hidrélise enzimética em relac@o ao bagaco néo tratado (cerca de 7 mg/g). Em todas as
amostras envolvidas foi utilizado H,SO, ou NaOH 0,001 mol/L e saturagéo da solu¢do com
ozonio, sugerindo alteracdes na estrutura e€/ou composicdo do materia lignoceluldsico
decorrentes da oxidacéo causada pelo 0zénio que interferem na acéo das enzimas, podendo ser

aformacéo de compostos inibidores ou a oxidacéo de acUcares.

5.4. Andlise térmica por calorimetria exploratoria diferencial: DSC

5.4.1. Comparacao dos valores de AHgeg € Tonset dos padr des Avicel, CMC, Xilana e
Lignina e do bagaco in natura.

Com esta técnica, foi determinada atemperaturainicia de degradacéo (Tonst) € energia
absorvida na desintegracdo das interacbes intramoleculares da estrutura da
celulosefhemicelulose (AHqe), grandeza esta proporcional as éreas dos picos endotérmicos
obtidos a partir das curvas de DSC. Na Figura 11 sGo mostradas as curvas de DSC

correspondentes aos padrdes utilizados e ao bagaco in natura.
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Figura 11. Termogramas do bagaco in natura e dos padr8es CM C, avicel, xilana e lignina.

Pode-se observar que os trés polissacarideos mantiveram-se estavels até temperatura
préxima 185°C enguanto a lignina alcancou 206°C até sua degradacdo. Os valores de Tonset €
AHgeg parao CMC, Xilana, Avicel, Lignina e bagago in natura sdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 10. T € AHgeg do bagago in natura, CM C, xilana, avicel elignina.

Amostra Tonset (°C) AHueg (J/9)
CMC 186+ 4 3001
Xilana 186+5 228+7
Avicel 185+7 139+ 2
Lignina 206+ 2 67+2
Bagaco in natura 215+ 1 65+5

Ao se degradarem, os polissacarideos absorveram maior quantidade de energia em
relacdo alignina, que pode ser explicado pelo rompimento das diferentes interagdes envolvidas
na formac&o do arranjo tridimensional das estruturas. na Avicel, composto utilizado para
representar a fragdo cristalina da celulose, as interagdes envolvidas na formagéo da estrutura
tridimensiona séo as ligagdes de hidrogénio entre cadeias; na xilana, as ligagdes de hidrogénio
sd0 mais fracas, por conta do menor nimero de hidroxilas (SUNDARARAJAN; RAO, 1969) e
do impedimento estérico imposto pelos grupos acetil e pelas ramificagdes na cadeia; no CMC,
composto derivado da celulose utilizado para representar a fracdo amorfa da celulose no qual
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ha substituicdo de hidroxilas por grupos —CH,-COONa, h& predominancia de interacdes de
Van der Waals entre as cadeias; na lignina, diferentemente dos polissacarideos utilizados, o
arranjo tridimensional é formado por ligacdes covalentes entre suas unidades, conferindo-lhe
uma estrutura mais rigida em relacdo aos carboidratos analisados. No bagaco in natura estéo
presentes as interacOes citadas, além de ligaces coval entes lignina-carboidrato, conferindo-lhe
umarigidez ainda superior alignina.

Pode-se notar com os valores de AHgey © Tonse: (i) UMa relagcdo inversa entre
recalcitréncia e o AH obtido, o que pode sugerir que o valor da variacdo de entalpia do evento
endotérmico que ocorre durante o aguecimento sob as condicdes estudadas tem sua ocorréncia
mais acentuada em estruturas menos recalcitrantes; (ii) relacdo direta entre a Ty Obtida €
recalcitrancia, pois para romper estruturas mais estaveis sdo necessarias temperaturas mais
elevadas.

5.4.2. Deter minacgéo de AH ey € Tonset dO bagago de cana pré-tratado

Para este estudo, apenas as amostras de bagaco tratado com é&cido ou base na
concentracdo de 0,1 mol/L foram utilizadas, visto que, nos pré-tratamentos que utilizaram
solugdes diluidas (0,001 mol/L) foram obtidos baixos rendimentos, sendo que em alguns casos,
conforme mencionado anteriormente, a hidrolise enzimética mostrou niveis de ART inferiores
aos do bagago in natura. Na Tabela 11, sdo relacionados Tonss € AHgey das amostras

selecionadas.

43



Tabela 11. Valores de Tone € AHgey d0 bagago pré-tratado.

Exp. Solugdo tirradiacéo O, Tonset (°C) AHeg (J9)
(min)
1 H,SO, 5 - 202+9 83+1
2 H,SO, 5 saturada 199 + 10 90+2
3 H,SO, 10 - 192+ 4 9%+4
4 H,SO, 10 saturada 203+ 22 987
9 NaOH 5 - 204+ 6 R2+7
10 NaOH 5 saturada 194+ 4 112+1
11 NaOH 10 - 198+ 3 110+ 6
12 NaOH 10 saturada 195+5 125+ 4
17 H,SO, 5 - 196+ 4 103+ 7
18 H,SO, 5 saturada 189+ 4 147+ 4
19 H,SO, 10 - 206+ 4 84+3
20 H,SO, 10 saturada 190+ 1 177+1
25 NaOH 5 - 189 + 10 109+ 3
26 NaOH 5 saturada 200+ 10 99+5
27 NaOH 10 - 202+9 108+1
28 NaOH 10 saturada 193+1 94 +1

Observa-se que para todos os tratamentos houve diminuicdo da Tonsse € aumento do
AHyeq @ssociado as alteragoes estruturais da fibra lignoceluldsica. Extrapolando a associagéo
feita entre tais grandezas e a recalcitrancia dos componentes lignoceluldsicos de referencia

utilizados como padrfes, tem-se que os pré-tratamentos foram capazes de atuar no bagaco de

forma a desestruturéa-lo.



5.4.2.1. Relagéo do AHg4ey do bagago de cana apos os pré-tratamentos com US com
osteoresde CFT e ART

A variacdo na entalpia de degradacéo do bagaco por DSC é representado na Figura 12
em funcéo dos teores de CFT na fragéo correspondente ao pré-hidrolisado e os teores de ART

liberados apds a hidrdlise enzimatica.

130 A B
m] |
120 |- -
O O
110 o =
5
= 1
I 100 - -
< | o
] O
90 - m - =
| |
80 - -
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 15 30 45 60 75 90
(mg of CFT/g bagaco) (mg of ART/g bagaco)

Figura 12. Relag&o do AHqe com CFT solubilizado apos os pr é-tratamentos (A) e ART liberados apds
hidrdlise enzimética (B) para as amostras de bagacgo de cana tratados com US nas condicfes descritas na
Tabela 11. Quadrados preenchidos representam amostr as tratadas em meio acido enquanto quadr ados
vazios representam amostr as tratadas em meio alcalino.

Nos experimentos envolvendo a utilizacdo de ultrassom pode-se constatar que ha
grande variagao no AHgey de degradacdo do bagaco para uma variagéo minima do teor de CFT
solubilizados pelos pré-tratamentos. Sabendo-se que tais compostos sdo provenientes da
degradacéo da lignina podemos supor que o mecanismo de agdo do ultrassom na fibra ndo
envolveu remocao de lignina.

A relagdo entre AHgeg € ART tende a uma proporcionaidade inversa, sendo que nos
tratamentos que utilizaram &cido sulfirico os valores de ART foram os maiores para menores
valores no AHgey. A representacéo gréfica do AHgey de desestruturacéo do bagago em funcgéo da
liberacdo de ART e CFT é mostrada na Figura 13.
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Figura 13. Relacdo entre AHgye, ART ap0s hidrdlise enzimatica e CFT das amostr as de bagago de cana pré-
tratado conforme plangjamento fatorial empregado para o US.

Tais dados sugerem que a irradiacéo por ultrassom utilizada tem efeito acentuado sob o
meio reaciona &cido, principamente sobre a fragdo polissacaridica das fibras com a
diminuicéo da cristalinidade da celulose e o aumento da hidrélise da hemicelulose, destacando-
se o ultimo efeito, que causaria o aumento relativo da concentracdo de lignina e celulose no
bagaco que, conforme discutido anteriormente, possuem maior estabilidade térmica, fazendo
com que hgja o0 decréscimo do AHge. A remocgao por hidrdlise da hemicelulose é Util na
sacarificacdo enzimética, pois ocorre a reducéo do impedimento estérico por ela causado paraa
acao das celul ases.

5.4.2.2. Relagdo do AH ey do bagaco de cana ap0s os pr e-tratamentos com MO com
osteoresde CFT e ART

Na Figura 14 sdo mostradas as relagdes entre 0 AHgey das amostras de bagago de cana
pré-tratadas com MO e seus respectivos teores de CFT ap0s os pré-tratamentos e ART apés
hidrdlise enzimética.
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Figura 14. Relagio do AHyey com CFT solubilizado apds os pré-tratamentos (A) e ART liberados apés
hidrdlise enzimética (B) para as amostras de bagaco de cana tratados com M O nas condigdes descritas na
Tabela 11. Quadrados preenchidos representam amostr as tr atadas em meio acido enquanto quadrados
vaziosrepresentam amostras tratadas em meio alcalino.

A utilizacdo de radiacdo de micro-ondas, de maneira geral, foi capaz de atuar de
maneira mais intensa na fibra do bagago de cana, o que pode ser observado pelos valores de
AHgyeq Obtidos serem mais €l evados em relagdo aos experimentos com ultrassom.

De maneira andoga as amostras que foram submetidas a irradiacdo por ultrassom em
meio acido, os tratamentos que associaram micro-ondas e écido sulfrico apresentaram maior
variagdo do AHgey associado a degradacdo térmica do bagaco em DSC para uma menor
variagdo no teor de solubilizagdo de CFT, comportamento oposto ao observado aos tratamentos
com NaOH e MO. Entretanto, observam-se dois pontos (amostras 18 e 20) cujos valores de
AHgeg S0 muito superiores a todos os demais com os correspondentes valores de CFT
proximos aos maiores valores obtidos associando-se US e NaOH.

Os altos valores de AHgeq Obtidos para tais amostras sugerem que houve remogéo da
lignina da fibra, o que contrasta com os vaores de CFT inferiores aos obtidos pelos
tratamentos alcalinos. Cabe aqui ressaltar que tais amostras foram saturadas com 0zonio em
meio fortemente &cido e a associacéo de tais efeitos é conhecida por atacar a lignina reduzindo
seu carater aromatico (diminuindo a concentracdo de CFT no meio). A representacdo gréfica
do AH de desestruturagdo do bagaco em funcdo da liberacdo de ART e CFT para 0s

tratamentos envolvendo a utilizac&o de micro-ondas é mostrada na Figura 15.
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Figura 15. Relacdo entre AHgye, ART ap0s hidrdlise enzimatica e CFT das amostr as de bagago de cana pré-
tratado confor me plangjamento fatorial empregado paraoMO.

Os tratamentos baseados na irradiacdo de MO possibilitam o acance de atas
temperaturas, efeito que, combinado com a utilizacdo de dcalis tem grande €ficacia na
remocéo de lignina, tornando a concentragdo relativa de carboidratos maior na fibra e
corroborando com os altos valores de AHgey. Entretanto, os tratamentos nos quais as maiores
taxas de solubilizacdo de CFT foram alcancadas ainda apresentam teores de ART ap0s a

hidrolise enzimatica inferiores aos mensurados nas amostras 18 e 20.

5.5. Analise do bagaco de cana por espectrofotometria no infravermelho por reflectancia
total atenuada (FTIR-ATR)
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Ao comparar as diferencas no espectro de FTIR-ATR do bagago de cana néo tratado e
das amostras que sofreram diferentes tratamentos, foi possivel observar quais as modificactes
guimicas ocorreram na estrutura da fibra lignocelul 6sica apos cada pré-tratamento. Na Figura
16 sdo mostradas comparagdes entre 0 bagaco néo tratado (linhas escuras) e bagaco submetido
a diferentes pre-tratamentos (linhas claras): (A) H,SO, 0,1 M e 5 min. de US; (B) H,SO, 0,1
M, Oz e 5min. de US; (C) H,SO, 0,1 M e 10 min. de US e (D) H,SO, 0,1 M, O3 e 10 min. de
us.

Figura 16. Compar acéo dos espectros de FTIR-ATR do bagaco in natura (linhas escur as) e bagacos pr é-
tratados (linhas claras): (A) H,SO, 0,1 M eUS por 5 minutos; (B) H,SO, 0,1 M, O3 e US por 5 minutos; (C)
H,S0O, 0,1 M eUSpor 10 minutos; (D) H,SO,40,1 M, Oz e US por 10 minutos.

As mudangas mais significativas observadas foram: o aumento da banda em
aproximadamente 1030 cm™ relacionada & alteragdes na estrutura da hemicelulose (Ju et al.,
2011) e exposicdo da celulose (Zhang et al., 2011); e em aproximadamente 3338 cm™, que
pode ser associada ao estiramento das ligacdes de hidrogénio da celulose, indicando que o
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tratamento empregado foi capaz de tornar tais interagdes mais flexiveis (Sun et al., 2008, apud
Sindhu et al., 2010). Ta efeito pode ser confirmado pelo aumento da intensidade das bandas
em 1150 e 896 cm'*, correspondente ao estiramento das ligacdes glicosidicas relacionado a
diminuicédo da cristalinidade da celulose (Pappas et a., 2001). Um aumento na pequena banda
préxima a 2950 cm™ é relacionada a0 aumento da exposicao das estruturas centrais da celulose
e hemicelulose (Ju et al., 2011). As bandas entre 1250 e 1750 cm™ e em 832 cm™ sio
relacionados & estrutura da lignina; e os em 1604 e 1512 cm™ correspondem a vibragdes do
anel aromético; em 1425 cm, vibracdo de anel aromético de esqueleto fenilpropanico; em
1372 e 1315 cm?, vibragdo de anel aromético de grupamentos siringila; e em 1260 cm™
vibracdo de anel aromatico de grupamentos guaiacila. O aumento da intensidade das bandas
sugere que houve o afrouxamento da estrutura lignocel ulésica como um todo.

E possivel observar algumas diferencas entre os espectros A e B: préximo a 1750 cm™,
gue pode ser relacionada com a remocdo de grupos acetil da hemicelulose; diminuicdo de
intensidade em 1250 cm™, relacionada aos grupos guaiacila de ligninas, sendo que tal
diminuicdo pode ser atribuida a acdo oxidativa do ozénio sobre tal grupo; um maior aumento
de intensidade em 896 cm™, indicando que houve maior diminuicdo da cristainidade da
celulose com a utilizacéo do ozoénio.

Apesar dos espectros C e D mostrarem que houve maior desacetilacdo (1750 cm™) e
modificacdes na lignina (1250 cm™) quando comparados com os espectros A e B, tempos
maiores de irradiacdo de ultrassom apresentaram um maior rendimento na etapa de hidrélise
enzimética, que pode ser explicada pelas diminuicdes de intensidade em 3340 cm™, 2950 cm™?,
1030 cm™, 1150 e 896 cm™, que indicam que houveram poucas modificacdes nas estruturas da
hemicelulose, bem como menor exposicdo da celulose. Na Figura 17, os espectros de FTIR-
ATR do bagaco tratado com: (A) H,SO4 0,1 M, O3 e 2 min. de MO; (B) H,SO, 0,1 M, O3 e4

min. de MO s&o comparados com o0 do bagaco in natura.
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Figura 17. Compar acéo dos espectros de FTIR-ATR do bagaco in natura (linhas escur as) e bagacos pr é-
tratados (linhas claras): (A) H,SO, 0,1 M, O3e MO por 2 minutos; (B) H,SO4 0,1 M, O;eMO por 4
minutos.

Diferentemente dos espectros das amostras cujos tratamentos envolveram ultrassom,
nos espectros das amostras tratadas com micro-ondas foi possivel visualizar alteragdes mais
profundas na estrutura da fibra. No espectro A, pode-se efeitos semelhantes aos tratamentos
que utilizaram ultrassom (em 3338 e 2950 cm™). No entanto, houve significativas diferencas
em 1730 cm™, banda relacionada a desacetilagdo da hemicelulose e em 1250 cm™, banda
relacionada a vibragdo de grupos guaiacila da lignina que apresenta uma diminuicdo de
intensidade que pode ser relacionada a oxidagdo de tais grupos.

No espectro B, 0 bagaco in natura € comparado com o bagaco cujo pré-tratamento foi o
responsavel pela maior liberacdo de aglcares redutores totais apds hidrélise enzimatica e
podem-se notar as mais profundas modificagdes na estrutura do bagaco de cana. Nota-se
claramente a diminuico da intensidade nas bandas relacionadas a lignina 1250 cm™,
correspondente aos grupamentos guaiacila; 1300 cm, correspondente aos grupamentos
siringila e em 835 cm™, banda correspondente &s estruturas centrais da lignina Tais
modificacBes sugerem que houve grande remocdo de lignina da fibra. Observou-se também
grandes modificacbes entre 1750 e 1600 cm™, bandas que podem ser relacionadas a
grupamentos acetil da hemicelulose ou da lignina. A diminuicéo da intensidade de banda em
1030 cm™ pode indicar degradacio da hemicelulose ou celulose. A Figura 18 compara os
espectros FTIR-ATR dos tratamentos que associaram NaOH e diferentes tempos de irradiacéo
de micro-ondas (A) 2 minutos e (B) 4 minutos (linhas claras) com o espectro do bagaco in

natura (linhas escuras).
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Figura 18. Compar acéo entre os espectros obtidos por FTIR-ATR do bagaco in natura, representado pela
linha escura, e (A) bagacgo tratado com NaOH 0,1 M e 2 min. de M O; (B) bagaco tratado com NaOH 0,1 M
e4d min. deMO, representados pelaslinhas claras.

Pode-se observar no espectro A um aumento de intensidade em 3340, 2950 e 1030 cm™?,
correspondente a modificacdes nas estruturas da celulose e hemicelulose. Em 1750 e 1250 cm?,
podem ser observadas diminuicbes nas intensidades, correspondentes a remocdo de
grupamentos acetil da estrutura da hemicelulose e remogdo de grupamentos guaiacila da
estrutura da lignina, respectivamente. Apesar de 0 bagaco correspondente ao espectro B ter
sofrido um tratamento mais agressivo do que o mostrado no espectro A, observam-se as
mesmas modificacdes em 3340, 2950, 1750 e 1250 cm™* porem menos acentuadas. O aumento
de intensidade em 1030 e 896 cm™ podem justificar o maior teor de aglicares redutores totais
liberados apds a hidrdélise enzimética do bagaco de cana pré-tratado correspondente ao espectro
B.

5.6. Quantificagdo de Glicose, Xilose, Celobiose, Arabinose e Galactose por HPL C-PAD

Os diferentes pré-tratamentos empregados atuaram de diferentes maneiras na estrutura
do bagaco e, com isso, € de se esperar que a hidrdlise enzimética libere diferentes perfis de
acucares em cada amostra. Os padrdes que foram quantificados por esta técnica apresentaram

0S seguintes tempos de retencéo, conforme Tabela 12.
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Tabela 12. Tempo de retencdo dos sacar ideos quantificados por HPL C-PAD.

Padréo tempo de retencéo (min.)
Arabinose 4,6
Galactose 55
Glicose 6,1
Xilose 7.4
Celobiose 255

Na Tabela 13, sdo mostrados as concentracdes de Arabinose, Galactose, Glicose, Xilose
e Celobiose para as amostras sel ecionadas.

Tabela 13. Teores de arabinose, celobiose, galactose, glicose e xilose quantificados por HPL C-PAD.

ARA CEL GAL GLI XIL
Amostra 01 4,43+ 0,48 0,22+ 0,02 0,94+ 0,08 9,31+ 0,48 21,80+ 1,10
Amostra 02 8,08 + 0,86 0,22+ 0,01 0,72+ 0,05 17,89+ 0,07 7,47+ 0,30
Amostra 03 5,11+ 0,68 0,19+ 0,01 0,59+ 0,08 13,77+ 0,61 8,35+ 0,07
Amostra 04 5,08+ 0,44 0,19+ 0,01 0,63+ 0,05 11,12+ 0,94 9,59+ 0,23
Amostra 18 6,03+ 1,25 0,25+ 0,01 1,00+ 0,09 2,50+ 0,23 16,87+ 1,33
Amostra 19 6,82 + 0,55 0,28 + 0,02 1,04+ 0,07 2,77+0,10 14,25+ 0,09
Amostra 20 4,46 + 0,36 0,34+ 0,01 1,30+ 0,05 343+0,13 25,70+ 0,63
Amostra 25 139+05 0,30+ 0,01 - 568 +0,11 14,79+ 0,30
Amostra 27 161+0,1 0,22+ 0,01 - 11,76 + 0,23 16,22+ 0,14
Bagaco in natura - 0,024 £ 0,004 0,03+ 0,05 0,14 + 0,03 0,61+ 0,08

- valor es nao detectados

De maneira geral, pode-se constatar que os tratamentos baseados na utilizacdo de
ultrassom (amostras 01 a 04) apresentaram maiores teores de glicose em relagcdo aos
tratamentos com micro-ondas. 1sto pode ser explicado pelo fato dos tratamentos com irradiacéo
por ultrassom terem sido capazes de diminuir a cristalinidade da celulose em maior grau,
(conforme visto nas analises por DSC e FTIR-ATR) aumentando o nimero de regides amorfas

disponiveis para a agdo das endoglucanases. Por outro lado, os tratamentos com micro-ondas
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apresentaram maiores teores de Xilose + Arabinose, e as concentracbes de Galactose e
Celobiose foram muito baixas para todos os tratamentos.

Ao considerar que a concentragéo de glicose liberada na hidrdlise da celulose, € muito
maior que na hidrélise da hemicelulose, podem-se agrupar os sacarideos analisados conforme
sua origem: glicose e celobiose (celulose); arabinose, galactose e xilose (hemicelulose),

conforme Figura 19.
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Figura 19. Comparacéo entre osteor es dos aclcar es redutor es liberados pela hidr 6lise enzimética das
fracOes celulésicas (GLI e CEL) e hemiceluldsicas (ARA, GAL e XIL) do bagaco em fungao de cada pré-
tratamento.

Nota-se, com esse agrupamento, uma tendéncia dos tratamentos com US em favorecer a
hidrdlise da celulose, liberando maiores quantidades de glicose e celobiose em comparacéo aos
tratamentos com MO, que favorecem a hidrdlise da hemicelulose liberando maiores
quantidades de arabinose, galactose e xilose. Cabe aqui ressaltar que a xilose e a arabinose ndo
sdo diretamente fermentesciveis por leveduras industriais e a fermentacdo da galactose exige
linhagens de leveduras especificas (ROSSELL, 2007).



O que foi proposto com os dados obtidos por DSC e FTIR-ATR corrobora com os
dados obtidos por HPLC-PAD: tratamentos com ultrassom em meio é&cido foram capazes de
modificar e/ou remover cadeias de hemicelulose, diminuindo sua concentragéo relativa dafibra
além de causar a diminuicéo de cristalinidade das cadeias de celulose e, consequentemente,
fazendo com que 0 AHge para esses tratamentos néo fossem t&o elevados. Ja os tratamentos
baseados na utilizagdo de MO em meio &cido possibilitaram a remocéo de grupamentos acetil
da hemicelulose, além de maior solubilizagdo da lignina quando utilizado meio alcalino. A
associacao de MO, é&cido sulfurico e ozénio foi capaz de causar as maiores modificacdes na
estrutura do bagaco de cana, destruindo o cardter aromético da lignina, fazendo com que os
tratamentos com tal combinagéo obtivessem os maiores valores de AHqe Na andlise por DSC.
Cabe sdlientar a diferenca entre as concentraces de carboidratos obtidas pelos ensaios
colorimétricos e cromatogréficos (Figura 20).
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Figura 20. Comparacao do teor de AR obtidos pelo método colorimétrico (DNS) e cromatogr afico (HPLC-
PAD).

Tal diferenca se deve ao fato do método de DNS ser um método inespecifico, visto que
areacdo por ele empregada envolve qualquer fragmento de celulose ou hemicelulose que tenha

capacidade redutora. No ensaio cromatogréfico, a quantificacéo foi limitada a cinco sacarideos.
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6. CONCLUSOES

A utilizagdo de 0z6nio mostrou efeito favoravel a hidrdlise apenas quando utilizado em
meio acido nos tratamentos com micro-ondas. Os tratamentos em meio &cido, de maneira geral,
tornaram o bagago mais suscetivel a hidrdlise enzimética, tanto nos tratamentos com ultrassom,
nos quais houve favorecimento da hidrdlise da celulose quanto nos tratamentos com micro-
ondas, em comparacao com os tratamentos em meio basi co.

A varidvel mais significativa tanto para os experimentos com ultrassom quanto para 0s
experimentos com micro-ondas foi a Concentragéo, visto que todos os experimentos nos quais
foram utilizados H,SO, ou NaOH 0,1 mol/L mostraram maiores teores de aclcares redutores
apos a hidrdlise em comparacdo aos experimentos correspondentes nos quais foram utilizados
H.SO,4 ou NaOH 0,001 mol/L.

Foi possivel estabelecer uma correlagdo entre 0 AHgey Obtido pela analise do bagago
tratado em DSC com os teores de CFT no pré-hidrolisado e ART liberados ap6s a hidrdlise
enzimética, sendo que, para os tratamentos com ultrassom as amostras que apresentavam
maiores teores de ART apresentavam menores valores de AHgeq. NOS tratamentos com micro-
ondas, houveram maiores valores de AHgeq para as amostras que apresentaram maiores
rendimentos na hidrdlise enzimatica.

Os espectros obtidos pela espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR) permitiram
identificar em qual frac8o da fibra lignocelul6sica cada tratamento teve impacto: tratamentos
com US em meio écido foram capazes de diminuir a cristalinidade da celulose e remover parte
da hemicelulose, enquanto tratamentos com MO em meio alcalino sem 0z6nio ou em meio
acido com 0zoénio foram capazes de promover desestruturacoes nas cadeias de lignina.

As condigdes nas quais maiores quantidades de ART foram liberados foram: H,SO, 0,1
M, irradiado por ultrassom durante 5 minutos (81,7 + 0,2 mg por grama de bagaco) e H,SO,
0,1 M saturado com 0z6nio, irradiado por micro-ondas por 5 minutos (86,0 + 0,2 mg por grama
de bagaco). Tais tratamentos proporcionaram um aumento significativo (cerca de 12 vezes ou
1.100%) na liberacdo de aglcares frente aos 6,8 mg de glicose por grama de bagaco néo
tratado, indicando desta forma, uma promissora rota para o tratamento do bagaco de cana-de-
acUcar visando a producéo do bioetanol.

Apesar de alguns pré-tratamentos serem os que mais favoreceram a liberacéo de ART

apos a hidrélise enzimética, com teores acima de 80 mg por grama de bagaco, grande parte
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destes agUcares ndo sdo fermentesciveis. Para o tratamento que propiciou 0 maior teor de ART
apos hidrdlise enzimética, apenas 3,4 mg de glicose por grama de bagago foi detectado por
HPLC-PAD.

Os pré-tratamentos que utilizaram irradiacéo de ultrassom foram os que apresentaram
0s maiores teores de glicose apos hidrdlise enzimatica, sendo que a associagdo de H,SO, 0,1
mol/L saturado com 0zonio e irradiacdo de ultrassom por 5 minutos foi 0 que apresentou maior
teor de glicose apos a etapa de hidrélise enzimatica (17,9 mg de glicose por grama de bagaco),
resultado cerca de 128 vezes superior ao obtido pela hidrdlise enzimética do bagaco in natura
(0,14 mg de glicose por grama de bagaco).
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