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1 - Titulo - Efeito dos Diferentes Tratamentos Quimicos na Hidrodlise
Enzimatica do Bagaco de Cana-de-Acgucar

2 — Objetivos

2.1. Objetivo Geral — Obter o biocombustivel etanol a partir do bagago de

cana-de-agucar.

3.2. Objetivo Especifico — Avaliar o efeito de varios tipos de pré-tratamentos
quimicos na deslignificacdo do bagaco de cana-de-acUcar e sua subsequente

suscetibilidade a hidrélise enzimatica.

3 — Introducao

A maior parte de toda a energia consumida no mundo € proveniente de
fontes ndo renovaveis, como o petréleo, carvdo e gas natural*. Com a previséo
do esgotamento dos recursos energéticos fosseis em um periodo de tempo
relativamente curto, torna-se imprescindivel a busca de fontes alternativas e
renovaveis de energia, também chamadas de energias limpas®. Neste
contexto, o uso de etanol proveniente da fermentacdo de matérias primas
renovaveis surge como uma grande alternativa para a substituicdo aos
combustiveis fosseis>.

Segundo SCHUCHARDT?, para um pais tropical como o Brasil, a
biomassa é o substituto natural para o petréleo.

Residuos agricolas como madeira, cana-de-agucar e palha de cereais,
sdo as principais fontes de biomassa®. O bagaco de cana-de-actcar e a palha
de cereal moida séo residuos lignocelulésicos produzidos abundantemente no
Brasil, estando disponiveis para a utilizacdo biotecnolégica®. No Brasil, o
bagaco de cana-de-acucar, um subproduto da industria sucroalcoleira, destaca-
se como um dos materiais lignocelulésicos mais abundantes, chegando a uma
producédo superior a 100 milhdes de toneladas, das quais cerca de 8% nao tem
destinacdo apropriada®. Uma das formas de utilizacdo deste bagaco é na
geracdo de energia para a prépria usina’>. Embora a maior parte do bagaco

seja queimado, as sobras sdo ainda bastante significativas®.



O bagaco de cana-de-acgucar é constituido de celulose, hemicelulose e
lignina na proporcdo aproximada®® de 50:30:20. A celulose é um
homopolissacarideo linear formado por unidades de glicose®®. A segunda
fracdo, denominada hemicelulose, apresenta composicéo heteropolissacaridea,
sendo constituida por varios agucares, cujas propor¢des dependem da origem
do material. Na maioria dos residuos industriais, entretanto, verifica-se a
presenca de pentoses, em particular xilose e arabinose. A ultima fracao,
denominada lignina, é constituida por alcoois aromaticos polimerizados®.

A separacéo seletiva das fragbes constituintes do bagaco de cana-de-
acucar permite o emprego de cada fragdo para a obtencdo de produtos de alto
valor agregado. A obtencdo de etanol por fermentacdo da celulose, por
exemplo, requer a separacdo da mesma dos outros dois componentes
presentes e posterior hidrélise para a geracéo de glicose?.

A regido de Assis contempla véarias Usinas de Actcar e Alcool o que
estimula o emprego deste residuo lignocelulésico ndo s6é como fonte de
energia, mas também para a producao do biocombustivel etanol.

A utilizacdo de biocombustiveis renovaveis vem despertando um
interesse cada vez maior em todo o mundo porque, além de reduzir a
dependéncia externa de petroleo, o uso de tais combustiveis resulta em uma
diminuicao significativa das emissdes de gases toxicos para a atmosfera. O
emprego de residuos lignocelulésicos, como o bagaco de cana-de-acgUcar,
como biomassa € interessante para a producdo e energias renovaveis, pois
contribui para um melhor balanco da quantidade de carbono no ambiente.
Antes de o carbono ser emitido na atmosfera, via combustdo, a producdo de
etanol exige, por exemplo, a plantacdo de cana-de-acucar, processo que retira
carbono da atmosfera para auxiliar o crescimento das plantas, processo este
chamado de “sequestro de carbono”. J& os combustiveis fosseis sdo estoques
de carbono, antes isolado no subsolo, e que passam a ser emitidos na
atmosfera, desequilibrando o ciclo de carbono. O emprego desta biomassa
como fonte de energia renovavel e menos poluente que as de origem fassil,
vem de encontro ao Protocolo de Kyoto em que diversos paises assumiram o
compromisso de reduzir a emissao de gases toxicos que provocam o efeito

estufa. Tais fatores justificam o estudo do efeito dos diferentes métodos de



tratamentos quimicos do bagaco de cana-de-agUcar na bioconversdo desta
biomassa em acucares fermentaveis para posterior obtengéo de bioetanol.

4 — Uso da biomassa na geracdo de energias renovave is

Devido a crescente demanda por energia no mundo, € inevitavel que os
combustiveis fosseis, particularmente o petrdleo, se esgote num futuro
préximo®. Segundo SCHUCHARDT et al.®, as reservas mundiais de petréleo
irdo acabar dentro dos proximos 100 anos. A busca por fontes alternativas de
energia é, portanto, de suma importancia’. Com isto a utilizacdo de
combustiveis renovaveis tem despertado um crescente interesse em todo o
mundo®. O emprego de tais combustiveis, além de reduzir a dependéncia
externa de petréleo, implica em uma diminuicdo significativa das emissfes de
gases toxicos para a atmosfera®.

Segundo previsdes, por volta do ano de 2014 o consumo de petréleo ira
aumentar significativamente, fazendo o preco do barril subir tanto que forcara a
diminuicdo do consumo®. Neste contexto, é recomendavel que se busque
tecnologias para a substituicdo do petréleo como fonte de insumos e energia®°.
Uma alternativa seria 0 emprego de outros combustiveis fésseis como o gas
natural e o carvao mineral, 0os quais apresentam reservas bastantes maiores e
poderiam substituir o petréleo. Contudo, além de serem de dificil transformacgéo
em matéria prima para a industria quimica, ndo resolveriam outro grande
problema relacionado com o petrdleo: o impacto ambiental devido a formacéao
de CO, e gases sulfurados na sua queima ou transformacdo®’. A biomassa
seria um substituto natural para o petrdleo no Brasil, sendo necesséario somente
1% da massa produzida anualmente no pais para substituir o petrdleo. Esta
porcentagem nao afetaria a producao de alimentos, nem causaria devastacao
ou outra forma de agrecdo as florestas®.

De acordo com FISCHER apud MARTINS? estudos indicam que o
emprego da biomassa para fins energéticos vem tendo uma participacdo
crescente na matriz energética mundial, com uma estimativa de que até o ano
de 2050 o uso de biomassa disponivel devera dobrar.

SHENG® e AGBLEVOR’ destacam que a producéo de etanol utilizando
biomassa lignoceluldsica tem atraido a atencdo de pesquisadores a procura de



energia alternativa. KIM®, por exemplo, propds a fermentacdo, em meio sélido,
da palha de arroz e farelo de trigo por Aspergillus niger para a producao de
etanol. Segundo HELEG apud KIM®, este processo consiste primeiramente na
hidrolise dos materiais lignocelulésicos, produzindo principalmente glicose e

xilose e posterior bioconversao destes acucares em etanol.

5 — Utilizacdo do bagaco de cana-de-agcUcar como mat é€ria-prima

lignocelulésica

O bagaco de cana-de-agucar, um residuo do processo de extracao de
aclcar, é um material lignocelulésico abundante e de baixo custo™.

No Brasil para cada tonelada de cana-de-acUcar processada Ssao
gerados em média 230 Kg de bagaco®.

O uso mais frequente do bagaco de cana-de-acUcar € na producdo de
energia pela sua combustdo, sendo esta uma pratica tradicional em todo o
mundo®*°. No Brasil para cada 1 tonelada de cana moida é produzida cerca de
30 KW/h de energia®. Este procedimento, entretanto, causa poluicdo,
aumentando a emissdo de CO,. Uma alternativa para o uso do bagaco de
cana-de-acucar € a producdo biotecnologica de etanol, a qual resultaria em
produto de maior valor agregado®. No Brasil 0 bagaco de cana-de-aclcar
constitui o material lignocelulésico mais importante a ser utilizado na producéo

de bioetanol‘!

. Nas ultimas safras a producdo superou os 10 milhdes de
toneladas. Como deste montante 6% a 10% nao tem destinacéo apropriada o

bagaco excedente pode ser empregado na producéo de etanol?.
5.1. Composi¢cdo Quimica do Bagacgo de Cana-de-Acucar

O bagaco de cana-de-acUcar € constituido basicamente de trés
polimeros®*?: celulose (polimero de glicose), hemicelulose (cadeias ramificadas
de acucares, maioria aldolpentoses, principalmente xilose) e lignina (polimero
de fenilpropano) na proporcéo aproximada de 50:30:20.

A celulose (figura 1) € um homopolissacarideo constituido por unidades

glicosidicas que sdo unidas por ligacdes - -1,4%*3.
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Figura 1 — Estrutura de uma cadeia de celulose®®

A hemicelulose é uma mistura heterogénea de diferentes
polissacarideos, cuja composicdo varia dependendo do tipo de planta®'3. No
entanto, a hemicelulose do bagacgo consiste principalmente de xilanas (figura
2), um heteropolissacarideo unido por ligacdes --1,4 de xilose que pode ser
acetilada e substituida com uma variedade de carboidratos, sendo os mais

comuns a arabinose e a glucuronose®*>4,
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Figura 2 — Estrutura da O-acetil-(4-metilglucurono)-xilana™

A lignina (figura 3)*® é um polimero aromatico heterogéneo que resulta
da condensacdo radicalar dos alcoois aromaticos precursores coniferilico,

cumarilico e sinapilico (figura 4)*.
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Figura 3 — Estrutura proposta para a lignina™
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Figura 4 — Alcoois precursores da lignina: A — &lcool p-cumarilico; B - &lcool
coniferilico; C — &lcool sinapilico™

A lignina unida covalentemente a hemicelulose forma uma matriz

complexa que envolve as microfibras de celulose, formando assim, o complexo

lignocelulésico®® (figura 5).
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Figura 5 — Complexo lignoceluldsico

A funcao da lignina é “cimentar” as fibras, atuando como um agente de

endurecimento, protegendo a parede celular do ataque enzimético por

microorganismos®® 4,



5.2 — Pré-tratamento de Materiais Lignocelulésicos

Varias tecnologias podem ser utilizadas para efetuar a hidrolise dos
polissacarideos presentes em materiais lignocelulésicos®. Estas diferentes
tecnologias podem ser empregadas individualmente ou combinadas: cozimento
com vapor a alta pressdo seguida ou ndo de decomposicao rapida, hidrélise
acida, hidrolise alcalina, uso de peroxido de hidrogénio dissolugcéao da lignina a
quente com solvente organico ou alcali, entre outros®. Contudo, dependendo da
severidade do processo, produtos inibidores para os microorganismos que irdo
fermentar os acUcares, poderdo ser obtidos. Estes produtos inibidores ndo sao
gerados quando o complexo de enzimas celulases e xilanases catalisam esta
hidrélise®. Porém, para o emprego da hidrélise enzimatica é essencial uma
etapa de pré-tratamento para preparar efetivamente a celulose para o ataque
enzimatico'?. Neste pré-tratamento ocorre um fracionamento dos trés principais
constituintes da fitobiomassa (figura 6) e um conseqiente aumento da

suscetibilidade da celulose ao ataque enzimatico®.
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Figura 6 — Fracionamento dos constituintes da biomassa apos pré-tratamento

RAMOS* descreve varios métodos de pré-tratamentos fisicos e quimicos

para o fracionamento de materiais lignocelulésicos. Segundo o autor o sucesso



relativo de cada método usualmente depende da eficiéncia com que o material
lignocelulésico é transformado e, no caso especifico da bioconversdo, da
extensdo com que a hidrélise enzimatica da celulose é melhorada.

WYMAN et al*? descrevem que os pré-tratamentos com &cido sulfdrico
diluido, com aménia e com cal, estdo entre as op¢des mais promissoras.

AGUIAR e MENEZES'® submeteram dois tipos de bagaco de cana-de-
acucar a hidrélise enziméatica: o sem pré-tratamento e o bagaco tratado com
hidroxido de sodio 4%, acido fosférico e vapor d’ agua. De acordo com o0s
autores as maiores porcentagens de hidrdlise foram alcancadas com o bagaco
de cana tratado, evidenciando que o tratamento fisico e quimico é necessério
para um melhor aproveitamento do conteddo celulésico do bagaco. O pré-
tratamento aumentou a suscetibilidade da celulose a hidrolise enzimatica,
culminando em maiores conversées em acuUcares redutores do que

simplesmente a moagem do bagaco.

6 — Enzimas celuloliticas

As celulases (figura 7) sdo capazes de hidrolisar a celulose, que é a
matéria-prima mais abundante do planeta e a principal fonte de carbono. A
celulose, encontrada nas paredes celulares de vegetais, apresenta-se em
forma amorfa e cristalina®'’. A celulose amorfa é mais suscetivel a hidrélise
enzimatica do que a forma ordenada ou cristalina. Assim, quanto maior for a
proporcdo da forma cristalina, maior a resisténcia ao ataque enzimatico. No
entanto, complexos enzimaticos produzidos por varios tipos de microrganismos
tém se demonstrado capazes de catalisar a hidrolise de celulose, tanto

cristalina quanto amorfa, em acticares sollveis de baixa massa molar'®.



Figura 7- Estrutura terceéaria da celulase de Trichoderma reesei (modelo de fita)®.

A conversao enzimatica da celulose em glicose é uma tarefa ardua, em
decorréncia da natureza fisica do substrato®. Na sua forma nativa, a celulose é
composta principalmente de fibras cristalinas insoluveis, nas quais as pontes
de hidrogénio mantém as moléculas unidas. A figura 8 ilustra as pontes de
hidrogénio formando redes/fibras cristalinas insoltveis?.

Figura 8 — Fibras cristalinas de celulose, ilustrando influéncia das pontes de
hidrogénio?



Estas fibras sdo embebidas em uma matriz de hemicelulose e lignina, a
qual reduz a acessibilidade as enzimas celuloliticas®. Assim, para hidrélise da
celulose necessita-se de um consorcio de enzimas: as endoglucaneses (B-1,4-
glicano-glicanoidrolase), as B-1,4-glicano-celobiohidrolases (exoglucanases) e

as B-1,4-glucosidases (uma celobiase)'®™

, pois elas possuem uma acao
sinérgica entre elas’. As primeiras dividlem a celulose nativa ao acaso,
possibilitando a formacdo de cadeias menores de celotriose, celobiose e
glicose, enquanto que as segundas atuam nas extremidades néo redutoras das
cadeias, separando moléculas de celobiose. Finalmente as glicosidases
hidrolisam celobiose a glicose®™.

A figura 9 representa a degradacdo da celulose utilizando endo e

exoenzimas.
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Figura 9 — Mecanismo da degradacao da celulose™®



7 — Metodologia

7.1 — Materiais

- Algodéo.

- Bacia de plastico.

- Baldo de fundo chato de 1000 mL.
- Baldo Volumétrico de 1000 mL.

- Bastéo de vidro.

- Béquer de 2000, 600 e 250 mL.

- Boneca.

- Cubeta.

- Espéatula.

- Erlenmeyer 125 mL.

- Frasco de vacina.

- Funil de vidro.

- Grade para tubo de ensaio.

- pinga stainless LB2 — S4

- Pipeta volumétrica de 50, 3 e 5 mL.
- Proveta de 250 e 500 mL.

- Rolha.

- Seringa de plastico (descartavel).
- Tubo de ensaio (pyrex).

- Tubo de Folin Won de 25 mL.

- Algodao.

- Bacia de plastico.

- Baldo de fundo chato de 1000 mL.
- Baldo Volumétrico de 1000 mL.

- Bastao de vidro.

7.2 — Reagentes

- Acido 3,5 - dinitro salicilico (Vetec).
- Acido citrico (Carlo Erba).



- Acido sulfurico (Quimex).

- Bagaco de cana-de-agucar cedido pela Usina Silvio Tiroli.

- Celulase de origem microbiana Trichoderma reesei-Novozymes A/S (NS
50013).

- Citrato de sédio (Vetec).

- Glucose (Vetec).

- Hidréxido de sédio (Quimex).

- Indicador universal (Merck).

- Peréxido de Hidrogénio (Dinamica) .

- Sulfito de sédio (Synth).

7.3 — Equipamentos

- Agitador de tubo de ensaio (Phoenix)

- Agitador magnético/Chapa aquecedora TE — 085 — (Tecnal).
- Agitador mecanico (Fisatom 713).

- Autoclave vertical (Phoenix).

- Balanca analitica (Gehaka, BG 1000).

- Bico de bunsen.

- Espectrofotdmetro (Tecnal/Fento 700 Plus).

- Estufa (Tecnal-397/4).

- Estufa para cultura Bacteriol6gica (Tecnal TE-398/2).
- Micropipetador (Digipet, vol. 5 — 50 pL).

- Peneira de 100 mesh (Bertel Ind. Metallrgica Ltda).
- Peneira de 60 mesh (Bertel Ind. MetalUrgica Ltda).

- pHmetro digital (Tecnal).

- Termometro (Icoterm — 635).

7.4 — Procedimento Experimental
7.4.1 — Selecao do Bagaco.
Os 4Kg de bagaco de cana-de-acucar cedido pela Usina Silvio Tiroli,

foram selecionados para retirar particulas maiores e sujeiras obtendo 3,6Kg de

bagaco de cana-de-agucar.em pequenos pedacos.



7.4.2 - Etapa de lavagem

Os 3,6Kg bagaco de cana foram divididas em fracGes, para que todas
tivessem como massa inicial 50 gramas.

Cada fracdo de 50 gramas foi adicionada em um béquer de 2000 mL
com 1500 mL de agua destilada. A mistura foi aquecida a 70°C e mantida nesta
temperatura por 3 horas sob agitacdo mecanica constante de 1000 RPM,
trocando a agua a cada hora,. Em seguida a mistura foi filtrada e as fracfes

foram secas em estufa a 65°C até obter peso constante.

7.4.3 - Pré-tratamentos do Bagaco

7.4.3.1 — Pré—tratamento com agua destilada

O pré-tratamento com agua destilada, denominado explosdo a vapor, foi
realizado em duas etapas.

Na primeira etapa foram introduzidos 12,5 gramas de bagaco e 250 mL
de 4gua destilada em um baldo de fundo chato de 1000 mL, o qual foi vedado
com uma boneca. Em seguida, este baldo foi autoclavado a 121°C durante 30
minutos. Depois o bagaco foi filtrado simultaneamente em peneira tamis de 60
e 100 mesh e lavado com bastante agua destilada. Apds ficar em média 12
horas filtrando em tamis, o bagaco retido na peneira de 60 mesh foi seco em
estufa a 65°C até obter massa constante.

Na segunda etapa foi realizado o0 mesmo processo com o bagaco que

sobrou da primeira etapa.

7.4.3.2 — Pré—tratamento com hidréoxido de sédio 4%

O pré-tratamento com hidroxido de sodio 4%, denominado exploséo a
vapor, foi realizado em duas etapas.

Na primeira etapa foram introduzidos 12,5 gramas de bagaco e 250 mL
de solucéo hidroxido de sodio 4% em um baldo de fundo chato de 1000 mL, o
qual foi vedado com uma boneca. Em seguida, este baldo foi autoclavado a

121°C durante 30 minutos. Depois o0 bagaco foi filtrado simultaneamente em



peneira tamis de 60 e 100 mesh e lavado com bastante dgua destilada e
neutralizado com uma solucao de &cido cloridrico 1%. Apds ficar em média 12
horas filtrando em tamis, o bagaco retido na peneira de 60 mesh foi seco em
estufa a 65°C até obter massa constante.

Na segunda etapa foi realizado o0 mesmo processo com o bagaco que
sobrou da primeira etapa.

7.4.3.3 — Pré—tratamento com acido sulfarico (0,5; 1,0; 2,0; 2,5 e 3,0%)

Primeiramente foi preparada uma solugéo acido sulfarico PA 3% (v/v), e
diluida para concentracbes 0,5 a 2,5% (v/v). Para preparar a solucdo de 3%
(v/v), pipetou-se 60 mL de acido sulfarico PA, em seguida transferiu-se para um
baldo de 2L e completou-se com agua destilada. Para preparar as demais
solugdes foram retiradas aliquotas da solugdo mais concentrada e transferidas
para baldes de 250 mL e completado com agua destilada. Para preparar a
solucdo de 2,5% (v/v) pipetou-se 208,5 mL da solucdo de 3% (v/v). Para
preparar a solucéo de 2,0% (v/v) pipetou-se 167 mL da solucao de 3% (v/v).
Para preparar a solugao de 1,5% (v/v) pipetou-se 125 mL da solucdo de 3%
(v/v). Para preparar a solucdo de 1,0% (v/v) pipetou-se 84 mL da solucdo de
3% (v/v) e a solucdo de 0,5% (v/v) foi preparada pipetando-se 42 mL da
solugéo de 3% (v/v).

O pré-tratamento com &cido sulfarico em varias concentracoes,
denominado exploséo acida, foi realizado em duas etapas.

Na primeira etapa em cada baldo de fundo chato de 1000 mL foram
introduzidos 250 mL de acido sulfurico variando as concentracbes de 0,5 a
3,0% e 12,5 gramas de bagacgo e vedado com uma boneca. Em seguida, este
bal&o foi autoclavado & 121°C durante 20 minutos. Depois o bagaco foi filtrado
simultaneamente em tamis de 60 e 100 mesh, lavado com bastante agua
destilada e neutralizado com uma solucéo de hidréxido de sodio 1%. Apds ficar
em meédia 12 horas filtrando em tamis, o bagaco retido na peneira de 60 mesh
foi seco em estufa a 65°C até obter massa constante.

Na segunda etapa o bagaco obtido da primeira etapa foi adicionado a
um baldo de fundo chato de 1000 mL com 250 mL de agua destilada e

novamente autoclavado a 121°C durante 30 minutos. Depois o bagaco foi



filtrado simultaneamente em tamis de 60 e 100 mesh e lavado com agua
destilada. Apos ficar em média 12 horas filtrando em tamis, o bagaco retido na

peneira de 60 mesh foi seco em estufa a 65°C até obter massa constante.

7.4.3.4 — Pré—tratamento com Perdéxido de Hidrogénio

No pré-tratamento alcalino com peroxido de hidrogénio, 5,00g de bagaco
de cana-de-acucar foram suspensa em 250mL de agua oxigenada 1% (v/v). O
pH desta suspenséo foi ajustado em 11,5 com solugéo aquosa de hidroxido de
sédio e mantido em agitacdo por 24hrs. Depois o bagaco foi filtrado
simultaneamente em peneira tamis de 60 e 100 mesh e lavado com bastante
agua destilada e neutralizado com uma solugcéo de acido cloridrico 1%. Apos
ficar em média 12 horas filtrando em tamis, o bagaco retido na peneira de 60
mesh foi seco em estufa a 65°C até obter massa constante.

Foram obtidas oito porcdes diferentes de bagaco de cana-de-acucar pre-

tratados para posterior hidrolise.

7.5 - Hidrélise

7.5.1 - Preparacéo da curva de calibracéo

Primeiramente foi preparada uma solucdo de glicose PA 1g/L, e diluida
para concentracdes 0,1 a 0,9 g/L. Para preparar a solucédo de 1g/L, pesou-se
em um béquer 0,5058 gramas de glicose. Adicionou-se agua para dissolver o
soluto e em seguida transferiu-se para um baldo de 500mL e completou-se
com agua destilada. Para preparar as demais solu¢cdes foram retiradas
aliquotas da solucdo mais concentrada e transferidas para balées de 100mL e
completado com agua destilada. Para preparar a solu¢cdo de 0,9g/L pipetou-se
90,0mL da solucédo de 1g/L. Para preparar a solucao de 0,8g/L pipetou-se
80,0mL da solucéo 1g/L. Para preparar a solugao 0,7g/L pipetou-se 70,0mL da
solugdo de 1g/L. Para preparar a solucdo de 0,6g/L pipetou-se 60,0 mL da
solucdo de 1g/L. Para preparar a solucdo de 0,5 g/L pipetou-se 50,0 mL da
solucdo de 1g/L. Para preparar a solucdo de 0,4g/L pipetou-se 40,0 mL da
solugdo de 1g/L Para preparar a solugcdo de 0,3g/L pipetou-se 30,0 mL da



solugdo de 1g/L. Para preparar a solucdo de 0,2 g/L pipetou-se 20,0 mL da
solugéo de 1g/L e a solugao de 0,1g/L foi preparada pipetando-se 10 mL da
solucdo de 1g/L. Em seguida foi realizado a quantificacdo de acucar redutor
pelo método de Miller®®, e depois feita a leitura da absorbancia em 540 nm.
Com os dados de absorbancia obtidos foi realizada a confecgcdo da curva de

calibragao.
7.5.3— Hidrolise Enzimatica

Em um frasco de vacina foram colocados 0,05g de bagaco pré-tratado
com 5 mL da solucdo enzimatica (100 uL de complexo enzimatico(50013) em
20 mL de solugéo tampao citrato, pH=4,8) . Em seguida o frasco foi vedado e a
reagdo prosseguiu por 24 horas a +/- 50C, sob agit acdo magnética constante
em estufa bacteriolégica. Todos os oito tipos de bagago passaram pelo mesmo
processo de hidrolise em triplicata.

O complexo enzimatico de origem microbiana Trichoderma reesei foi

gentilmente fornecida pela empresa Novozymes A/S, (NS 50013).

7.5.3.1 — Quantificacao de acucar redutor pelo méto  do de Miller (Padré&o)

A guantificagdo do agucar redutor proveniente da hidrélise dos bagacos
pré-tratados foi realizada pelo método DNS, proposto por Miller®.

Primeiramente foi colocado em um tubo de Folin Won de 25 mL, 3 mL de
solucdo DNS ( Acido 3,5 - dinitro salicilico, sulfito de sédio e hidroxido de sédio)
junto com 1,5 mL de solucdo de enzima apds a hidrélise e 1,5mL de agua
destilada. Em seguida o tubo foi inserido em banho-maria (ebulicdo) durante 5
minutos, logo apods resfriado com auxilio de banho de gelo e diluido para 25
mL. A amostra foi lida em absorbancia de 540 nm.

Para a construcdo da curva de calibragcdo foi realizado o mesmo
procedimento, porém adicionou-se no tubo de Folin Won 1,0 mL das solucdes
de glicose de concentragdo conhecida e 1,5 mL de 4gua destilada, ao invés de

1,5 mL de solugéo de enzima apoés hidrélise®’.



7.5.3.1.1 — Dilui¢Bes efetuadas durante a quantific acdo de agucar redutor
pelo método de Miller

Para os bagacos pré-tratados exceto o pré tratado com apenas agua
destilada a quantificacdo de acucar redutor pelo método de Miller? foi realizada
inserindo em um tubo de folin won de 25 mL, 0,15 mL da amostra, junto com
1,35 mL de agua destilada e 3 mL de solugdo DNS (Acido 3,5 - dinitro salicilico,
sulfito de sédio e hidréxido de sédio). Logo apds o tubo foi inserido em banho-
maria (ebulicdo) durante 5 minutos, em seguida resfriado com auxilio de banho
de gelo e diluido para 25 mL. A amostra foi lida em absorbéancia de 540 nm.

Para o pré-tratamento a vapor com agua destilada e o branco a

quantificacdo do acucar redutor foi realizada sem diluicéo.

8 — Resultados e Discusséao.

A importancia da lavagem com agua quente é a de remover as
substancias neste meio, que se encontram aderidas no bagago de cana,
provenientes da lavoura e processo industrial tais como:

« sacarose, residual do processo industrial,
- (glicidios de baixa massa molecular,

« sais inorganicos,

- terra,

- adubos e outros residuos agricolas.

Todas as explosdes foram feitas em triplicata.

A explosédo com agua foi efetuada seguindo a metodologia de AGUIAR e
MENEZES™.

Segundo WYMAN et al.’® a &gua sob pressdo pode remover a
hemicelulose e lignina. A agua sob pressdo pode penetrar na estrutura da
célula da biomassa, hidratar a celulose e liberar a hemicelulose.

A figura 10 ilustra o bagaco apos explosdo com agua.



Figura 10 — Bagago ap0s explosdo com agua

A explosdo com &cido sulfarico diluido foi efetuada seguindo a
metodologia de GRILO e ARAUJO?..

Segundo WYMAN et al'? acido sulfarico diluido a temperaturas
moderadas libera eficientemente a hemicelulose, aumentando em quase 100%
o rendimento da glicose a partir da celulose.

A figura 11 abaixo mostra o bagacgo apds explosdo com acido sulftrico

com 0,5 a 2%.



C D
Figura 11 — Bagaco tratado com: A) H,SO, 0,5%; B) H,SO, 1,0%; C) H,SO, 1,5% e D)
H,SO, 2,0%.

A exploséo alcalina foi efetuada seguindo a metodologia de AGUIAR e
MENEZES?™.

O uso de reagentes alcalinos aumenta a digestibilidade da celulose,
sendo um dos métodos mais comuns para a remoc¢ao de volumosas somas de
lignina de materiais lignocelulésicos®.

A figura 12 mostra o bagaco apos explosdo com hidroxido de sodio 4%.



Figura 12 - Bagago apoés explosdo com hidroxido de sodio 4%

O tratamento do bagaco com peréxido de hidrogénio em pH 11,5 foi
realizado seguindo a metodologia de REYS et al.*?>. Segundo estes autores
entre os varios grupos funcionais caracteristicos da lignina (grupos fendlicos,
duplas ligacbes e grupos carbonila), as carbonilas conjugadas ao anel
aromatico parecem ser os cromoéforos mais efetivos para dar inicio ao processo
de fotodegradacao. A figura 13 mostra o bagaco apoés tratamento com peréxido

de hidrogénio em pH 11,5.

Figura 13 - Bagaco tratado com H,O, em pH 11,5.

As filtragbes em peneiras tamis de 60 e 100 mesh, efetuadas em todos

os tipos de explosdes, tiveram como objetivo reter a celulose e hemicelulose do



bagaco na peneira de 60 mesh, separando da lignina que fica retida na peneira
de 100 mesh.

A quantificacdo dos acucares redutores obtidos apds a hidrdlise
enzimatica foi feita pelo método DNS (3,5-dinitrosilicilico)**. Neste método, a
dosagem de acucares com poder redutor € feito com base na redugédo, em
solucdo alcalina, do &cido 3,5-dinitrosalicilico, sendo os grupos carbonila do

acucar oxidados a carboxila® (figura 14).

Ho O CHO o O COOH
H—+—OH H——OH
HO———H HO—+—H
* H—F/—OH —— + H———OH
O.N
2 NOZ H__OH OZN NH2 H__OH
Acido ?éi;grrgltgc))sallcﬂlco CH,0H Acido 3-amino-5-nitrosalicilico CH,OH
Glicose (vermelho-acastanhada) Acido Glucdnicc

Figura 14 — Reacdes envolvidas Método de dosagem de aglcares com DNS"#°,

O composto resultante desta reacdo, o acido 3-amino-5-nitrosalicilico,
tem uma cor vermelho-acastanhada. A intensidade da cor, medida pela
absorbancia a 540 nm, é diretamente proporcional a concentracédo de acglcares
redutores da solucao original*” %°.

Para determinar a concentracdo dos aguUcares redutores obtidos apds
hidrélise dos bagagos pré-tratados, foi feita uma curva de calibragdo com
solucbes de concentracbes conhecida de glicose’’. Os valores médios das
concentraces e absorbancias da curva de calibracdo estdo apresentados na

tabela 1 e figura 15.



Tabela 1 - Concentragdes e absorbéancias da curva de calibragéo.

Concentracgao (g/L) Absorbancia (540 nm)
1,0 0,398
0,9 0,361
0,8 0,325
0,7 0,290
0,6 0,240
0,5 0,188
0,4 0,146
0,3 0,112
0,2 0,076
0,1 0,019

Curva padrao de glicose

Absorbancia
0,45 -

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0

-0,05 6 0,1 0,2—03 040506070809 1 1,1
concentracdo de glicose (g/L)

y=0,414x- 0,011
R*=0,996

Figura 15 — Curva de calibracéo de acucar redutor

Os valores das concentracfes de acgucares redutores encontrados, apos
hidrélise enzimatica de cada bagaco que foi efetuado o pré-tratamento, esta
apresentado na tabela 2. O célculo foi efetuado utilizando-se a curva de

calibracdo de acucar redutor.



Tabela 2 — Valores de absorbancia, diluicdo e concentracdo de agucares

redutores obtidos.

Absorbancia a

Concentracao

de Acgucar

Concentracao

final de Agucar

Pré-tratamento 540 nm (Média)  redutor Total Diluicao Redutor (g/L)
(g/L)
Agua Destilada 0,098 0,369 01:10 3,69
NaOH 4% 0,785 2,914 01:10 29,14
Acido Sulfarico 0,5% 0,383 1,423 01:10 14,23
Acido Sulfarico 1,0% 0,402 1,493 01:10 14,93
Acido Sulfarico 1,5% 0,391 1,455 01:10 14,55
Acido Sulfarico 2,0% 0,446 1,658 01:10 16,58
Peroxido de

Hidrogénio Alcalino 0,131 0,492 01:10 4,92

E importante ressaltar que ao efetuar a determinacéo de aclcar redutor

pelo método de Miller®®, as amostras foram diluidas para que as mesmas

estivessem dentro da lineariedade, obedecendo a Lei de Beer - Lambert.

Foi realizado também um ensaio de hidrélise enzimatica do bagaco de

cana-de-acucar num periodo de 48 horas. O grafico apresentado na figura 16

demonstra o perfil de formacao de acucar redutor.

14,0
12,0
10,0 A

8,0 1

Concetragdo de ART (mg/mL)

Tratamento a Vapor
Tratamento a vapor alcalino

tratamento alcalino peroxido de
hidrogénio

x tratamento a vapor acido 0,5%

tratamento a vapor acido 1,0%

tratamento a vapor acido 1,5%

6,0
.
4071, I .,
204 s =% —
0,0 # ; ; ; ; ;
0 10 20 30 40 50

Tempo (horas)

60

Figura 16 — Perfil de hidrolise do bagaco de cana de agucar num periodo de 48 horas



9 — Conclusao

Os sistemas de pré-tratamentos empregados foram de fundamental
importancia no processo de deslignificacdo do bagaco de cana-de-acucar,
tornando 0 mesmo mais suscetivel ao ataque enzimatico.

Os resultados obtidos demonstraram que o pré-tratamento mais eficiente

foi o método de explosdo a vapor com hidréxido de sodio 4%.
10. Produtos gerados com o desenvolvimento do traba Iho
10.1 - Apresentacao em Eventos Cientifico

Semana Nacional de Ciéncia e tecnologia - 2° Forum Cientifico — FEMA.

Novembro/2009. Apresentacgéo oral.
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