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Pre-Treatment Combined H,S0;/H,0,/NaOH to Obtain the Lignocellulosic Fractions
of Sugarcane Bagasse

Abstract: The second generation ethanol (E2G) production process using residual lignocellulosic biomass
such as bagasse and straw from sugarcane, has stimulated research to the use of different types of pre-
treatments that enhance the greater use of cellulose in obtaining the E2G. This process aims to reduce
the crystallinity of the cellulose, favoring exposure to enzymatic attack. In this present study, sugarcane
bagasse (SCB) was subjected to pre-treatment combined with dilute sulfuric acid 1.45% (v/v), followed
by delignification with hydrogen peroxide 7.5% (v/v) and sodium hydroxide 4.0% (v/v). Chemical
characterization was performed by high performance liquid chromatography (HPLC), by diffuse
reflectance infrared Fourier transform spectroscopy (DRIFTS), neutral detergent fiber (NDF), acid
detergent fiber (ADF), acid detergent lignin (ADL) and scanning electron microscopy (SEM). The chemical
pre-treatment evaluated preserved the cellulosic chain and allowed the removal of 85.8% (m/m) lignin
and 70.7% (m/m) hemicellulose. The resulting biomass has mass percentage in cellulose of 39.5 and
45.1 as determined by HPLC techniques and ADF / NDF, respectively.

Keywords: Sugarcane bagasse; combined pre-treatment; second generation ethanol.

Resumo

O processo de producdo de etanol de segunda geracdo (E2G), utilizando biomassas lignoceluldsicas
residuais, como bagaco e palha da cana de agucar, vem fomentando a pesquisa para a utilizagdo de
diferentes tipos de pré-tratamentos que potencializem o maior aproveitamento da celulose na obtengado
do E2G. Este processo visa diminuir a cristalinidade da celulose, favorecendo a exposicdo ao ataque
enzimdtico. Neste trabalho, o bagaco de cana-de-agucar (BCA) foi submetido ao pré-tratamento
combinado com o &cido sulfurico diluido 1,45% (v/v), seguido da deslignificagdo com perdxido de
hidrogénio 7,5% (v/v) e hidréxido de sdédio 4,0% (v/v). A caracterizagdo quimica foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por espectroscopia por reflectancia difusa no
infravermelho com transformada de Fourier (DRIFTS), fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente
acido (FDA), lignina em detergente acido (LDA) e, por microscopia eletronica de varredura (MEV). O pré-
tratamento quimico estudado preservou a cadeia celuldsica e permitiu a remogdo de 85,8% (m/m) de
lignina e 70,7% (m/m) de hemicelulose. A biomassa resultante apresentou porcentagem massica em
celulose de 39,5 e 45,1, determinada pelas técnicas CLAE e FDA/FDN, respectivamente.

Palavras-chave: Bagaco de cana- de-aglcar; pré-tratamento combinado; etanol de segunda geracao.
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1. Introdugdo renovdvel, em que 15,4% é atribuido aos
derivados da cana-de-actcar.' A produgio do
etanol de primeira geragdo (E1G), a partir da
fermentacdo do caldo extraido da moagem

A matriz energética brasileira apresenta, . o .
da cana-de-agucar, utiliza 1/3 da energia

atualmente, uma oferta de 42,1% de energia
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contida na cana e o restante encontra-se na
forma de residuos agroindustriais, como o
bagaco e a palha de cana-de-agucar. Estes
residuos formam matérias-primas
promissoras na producdo do etanol de
segunda geracdo (E2G)*?, pois ja fazem parte
da cadeia produtiva do E1G,>* além de terem
alto teor de carboidratos. Estes residuos sdo
utilizados no suprimento energético das
usinas através dos processos de cogeracdo,*’
e servem de matéria-prima para a producdo
de insumos e diversos produtos destinados as
industrias de quimica fina, automotivas e de
alimentos®, tais como compostos furanicos,
E2G, biopolimeros, acido levulinico e 4cido
succinico.®’

O uso do E2G visa aumentar o volume do
biocombustivel,  contribuindo com o
suprimento do mercado automobilistico
interno e a reducdo na importacdo. Além
disso, € uma oportunidade de aumentar a
produtividade do etanol em 40%, sem alterar
as areas de plantio, nem competir com a
producdo de alimentos.”®

O bagaco da cana-de-aglcar, como uma
fibra vegetal, é constituido majoritariamente
por trés fungGes poliméricas: celulose
(hexoses), hemicelulose (pentoses), lignina e
por compostos de baixo peso molecular
como extrativos e cinzas.” Sua estrutura
celular é complexa e formada por grupos
quimicos que se repetem em diferentes
ligagGes carbono-carbono (C-C) e éter (C-O-
C), contribuindo para sua elevada
recalcitrancia, ou seja, resisténcia aos
ataques quimicos e microbiano.™

O reaproveitamento do bagagco na
producdo do E2G envolve etapas de pré-
tratamento, que removem a lignina e
hemicelulose, caracterizadas por formarem
uma capa protetora natural e, assim, impedir
a acessibilidade das enzimas a celulose
durante o processo de sacarificacdo, seguida
de etapas de hidrélise e fermentacdo,
responsaveis pela conversdo dos acglcares
fermentesciveis (glicose) em etanol.>**

a

Cogeragao: Processo no qual se da a
geracdo de energia elétrica pela queima do
bagaco

Vo

O pré-tratamento é um grande desafio na
produgdo do E2G por influenciar fortemente
nas etapas subsequentes e, por isso ainda
requer o desenvolvimento de tecnologias
eficientes e de baixo custo. O desempenho
da técnica a ser utilizada é avaliado em
fungcdo da maxima exposicdo da celulose,
minima formagdo de inibidores de
fermentacdo e baixo consumo de insumos e
energia.”>?> Podem ser classificados em
guimicos, fisicos e bioldgicos, mas dentre
eles, o quimico vem sendo o mais estudado
em razdo da sua viabilidade técnica e
econbmica. O pré-tratamento quimico pode
ser acido, basico ou oxidativo, diferindo pela

acdo do reagente e pelo mecanismo
envolvido na alteracdo da estrutura
celular>®® A combinacdo de solucdes

acidas e basicas favorece o uso de condicdes
amenas de temperatura e pressdo,
diminuindo os custos de operac¢do.'* O pré-
tratamento com 4cido sulfurico diluido é o
responsavel por promover a dissolugdo de
parte da hemicelulose, enquanto uma
solucdo alcalina de perdxido de hidrogénio
favorece a remocdo da lignina e solubilizacdo
da hemicelulose remanescente, podendo
extrair também Oleos vegetais, proteinas e
minerais que compdem a biomassa.'"***

O presente trabalho visou avaliar a

eficiéncia do  pré-tratamento  quimico
combinado na estrutura recalcitrante da
lignocelulose, utilizando, inicialmente,

solugdo de acido sulfurico diluido (H,SO,) e,
em seguida, solucdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,) em meio alcalino. A
combinagdo destas solugdes no mesmo
processo estd sendo relatada pela primeira
vez, diferindo da literatura especializada.'®™*®

O 4cido sulfdrico diluido é vantajoso
guanto a remocdo da fracdo hemicelulésica,
com baixa degradacdo da celulose,’®" e o
hidréxido de sédio™®*®'° e o perdxido de
hidrogéniozo'21 apresentam, respectivamente,
seletividade para a remocao e oxidacdo da
lignina, reduzindo a formacdo de residuos
s6lidos.®** Além disso, o pré-tratamento
combinado com estes reagentes propiciaram
condicbes operacionais de mais baixa
temperatura.
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A metodologia utilizada neste trabalho
permitiu a otimizacdo das condi¢cdes de
reacdo vigentes, em relagdo a literatura
especializada,zo’zz'23 e teve como foco a
minimizacdo de custos operacionais com
reducdo da temperatura e do tempo de
reacdo. As etapas de caracterizagcdo quimica
das fragoes lignoceluldsicas foram realizadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) a fim de determinar a composi¢do
quimica do bagaco, assim como fornecer
resultados quantitativos das fracdes massicas
de lignina e hemicelulose removidas durante
a etapa de pré-tratamento. As técnicas de
fibora  detergente acido (FDA), fibra
detergente neutro (FDN) e lignina detergente
acido (LDA) também foram utilizadas para a
guantificacdo dos componentes majoritarios
do bagaco in natura. Em adicdo, foram
realizadas analises por meio da
espectroscopia por reflectancia difusa no
infravermelho com transformada de Fourier
(DRIFTS) para a identificacdo dos grupos
funcionais relativos a cada componente do
bagaco antes e apds a agdo quimica, e
microscopia eletronica de varredura (MEV)
para verificacdo das alteracGes morfoldgicas
das fibras apds o pré-tratamento.

2. Materiais e Métodos

2.1. Preparagao do Bagaco da Cana-de-
Agucar

Cem gramas (100 g) de bagaco da cana-
de-acucar (BCA) in natura foram lavados em
agua corrente em ciclos de 12 horas. O
material obtido foi seco em estufa Quimis
(Q317B252) a 100 °C em ciclos de 3 horas.
Este procedimento foi repetido até a
estabilizacdo da massa, obtendo-se cerca de
90 g do bagaco in natura, medido em balanca
gravimétrica. Em seguida, o bagaco foi
triturado, em um moinho de facas Laboratory
MILL-Model 4 e peneirado, utilizando
peneiras Série Taylor entre 42-60 mesh.

de Assumpgdo, S. M. N. et al.

2.2. Pré-Tratamento Quimico

Vinte gramas (20 g) de BCA
previamente lavado e seco foram
introduzidos em um baldo contendo solucdo
de H,SO, 1,45% (v/v) na proporgdo 1:10
(m/v), a temperatura de 105 °C, durante 75
minutos, sob agitacdo constante, em
evaporador rotativo Fisatom (Modelo 802 D).
Em seguida, o bagaco foi transferido para um
baldo contendo H,0,7,5% (v/v) com pH 11,5,
ajustado com solucdo de NaOH 4,0% (v/v), na
proporcdo 1:20 (m/v) em evaporador
rotativo a temperatura de 80 °C, sob agitacdo
constante, durante 3 horas. Apds o término
deste procedimento, a fracdo sodlida
remanescente foi lavada com agua destilada
até atingir a neutralidade, e seca em estufa
Quimis (Q317B252) a 100 °C até estabilizacdo
da massa. Ao final da etapa de pré-
tratamento foram obtidos 10 g de bagaco
pré-tratado.

2.3. Métodos para Identificacido e
Quantificacdo das Fragoes Lignoceluldsicas

As fracbes do bagaco in natura e bagaco
pré-tratado foram analisadas quanto ao teor
dos carboidratos, lignina, acidos organicos e
inibidores de fermenta¢do. A metodologia
aplicada é uma adaptagdo da norma
American Society for Testing Method ASTM-E
1758-01,%* que quantifica a frag3o lignina por
gravimetria e por espectroscopia UV-Visivel.
Para as fragdes de carboidratos, acidos
organicos e inibidores, utilizou-se a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Todas as etapas aplicadas para a
separacdo, identificacdo e quantificagdo das
fracGes lignoceluldsicas, para o bagacgo in
natura e pré-tratado, estdo descritas neste
topico.

2.3.1.
Lignoceluldsicas

Separacdo  das  Fragbes
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Dois gramas (2 g) de BCA foi submetido a
hidrolise com 4acido sulfdrico (H,S0,) 72%
(v/v) a 45 °C por 7 minutos, em seguida, 275
mL de agua destilada foram adicionadas a
mistura obtida e, esta foi colocada em
autoclave vertical da marca Phoenix modelo
AV-300 a 121 °C durante 30 minutos. O
material resultante foi submetido a uma
filtracdo simples em papel de filtro
qualitativo Whatman n°1. A fracdo liquida foi
utilizada para a quantificacdo dos
carboidratos, inibidores de fermentacao,
(furfural e 5-hidroximetilfurfural (S5HMF)) e
lignina soluvel, enquanto a fracdo sélida foi
utilizada para a quantificacdo do teor da
lignina insollvel e o teor de cinzas.

2.3.1.1. Quantificagdo da
Insoluvel por Gravimetria

Lignina

A fracdo sdlida, resultante  do
procedimento anterior, foi lavada com 2 L de
agua destilada, transferida para pesa-filtros,

_ (Aligzso — Apd2s0)

Cpi =
lig Elig
Onde:

Cig: concentragdo da lignina solavel (g.L™);
Ajigaso: absorbancia da lignina em 280 nm;

Apd 280 = (18 + (38,

Onde:

C:: concentracdo do furfural (g.L); Cy:
concentragdgo do  5-HMF (g.L'l); €18
absortividade do furfural; =,: absortividade
do 5-HMF.

2.3.1.3. Quantificagdo de Carboidratos,
Acidos Orgdnicos e Inibidores na Fragdo
Liquida por CLAE

As concentracdes (em glL?) dos

Vo

previamente secos e tarados. Para a secagem
foi utilizada estufa Quimis (Q317B252) a 105
°C até estabilizacdo da massa. A porcentagem
de lignina insoltlvel foi obtida pela diferenca
entre as massas final e inicial, dividida pela
massa seca inicial.

2.3.1.2. Quantificagdo da Lignina Soluvel
por UV-visivel

Para a determinacdo do teor da lignina
soluvel utilizou-se a fracdo liquida obtida com
a filtragdo do material hidrolisado. Uma
aliqguota desta fragcdao foi analisada em
espectrofotometro UV-Vis da Shimadzu,
modelo UV-2450, em comprimento de onda
de 280 nm. O cdlculo da concentracao da
lignina solivel foi obtido utilizando as
equacoes 1 e 2, em que o valor adotado para
a absortividade do furfural foi igual a 146,85
g'.cm™ e, para a do 5-hidroximetilfurfural (5-
HMF) foi de 114 g*.cm™.®

Equagao 1

Aua280: absorbancia do furfural e 5-HMF e;

€j,g: absortividade da lignina.

Equagao 2

carboidratos, acidos organicos e dos
inibidores de fermentagdo foram obtidas por
CLAE, utilizando um equipamento da marca
Shimadzu modelo LC-10AD. Para isto foi
necessaria a obtencdo prévia de curvas
analiticas, com padrées de agucares e
inibidores. Inicialmente, foi preparada uma
mistura de padrdes contendo carboidratos
(celobiose, glicose, xilose, arabinose) e acidos
organicos (acido acético, acido glucordnico e
acido férmico) e, outra mistura dos inibidores
de fermentacdo (furfural e 5-HMF), obtendo-
se curvas distintas. Todas as andlises foram
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feitas em replicatas, e, as concentragdes
variaramde 0-3 g.L'".

As analises cromatograficas foram
realizadas em Laboratério de Controle de
Processos Quimicos (LADABIO) da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar),
Sao Paulo. A quantificagdo dos carboidratos e
acidos organicos presentes no bagaco foi
realizada com uma coluna de separagdo
Aminex HPX 87H (BioRad), solucdo de acido
sulfarico 0,005 mol.L™ como fase moével, fluxo
de 0,6 mL.min™, temperatura do forno em 45
°C e, detector de indice de refragdo (RID-10),
marca Shimadzu, modelo LC-10AD. Para a
analise dos inibidores de fermentacao, a fase
moével foi constituida de solucdo de

<1 — (%)) X

S =

Onde:

S: solubilidade do componente; m,: massa
do BCA pré-tratado seco (g); yp: composi¢do
madssica do componente no BCA pré-tratado;
m;: massa do BCA in natura seco (g); v
composicdo do componente no BCA in
natura.

2.4. Caracterizagdo Quimica por Fibra
Detergente Neutro (FDN), Fibra Detergente
Acido (FDA) e Lignina em Detergente Acido
(LDA) do Bagago in natura

Primeiramente, o bagaco foi triturado e
teve sua granulometria reduzida a 0,5 mm.
Em seguida, 0,55 g de bagaco (em triplicata)
foram pesados em saquinhos (porta-
amostras) confeccionados em TNT (tecido
nao tecido), os quais foram posteriormente
lacrados.

Os porta-amostras foram introduzidos em
um equipamento da marca ANKON e
submetidos ao procedimento de lavagem
com detergente neutro (FDN) a fim de
realizar a remocdo (solubilizacdo) de

100

de Assumpgdo, S. M. N. et al.

acetonitrila e dgua ultrapura, na proporc¢ao
de 1:8 com coluna C-18 da Waters. Foram
utilizados fluxo de 0,8 mL.min™, temperatura
ambiente, tempo de corrida de 10 minutos e
detector de UV (SPD-10AV) a 274 nm.

2.3.2. Cdlculo da Perda Madssica dos
Componentes

Os calculos para avaliagdo da solubilidade
ou perda massica de cada componente no
bagaco de cana de agucar (BCA), apds o pré-
tratamento, foram realizados através da
Equacao 3.

Equagao 3

pectinas, proteinas, aclcares e lipideos,
resultando em um residuo fibroso constituido
essencialmente de celulose, hemicelulose e
lignina. Tal processo ocorreu em um sistema
fechado e sob agitacdao constante durante 1
hora, a temperatura de 100 °C. Transcorrido
o0 tempo necessario, a solugdao de FDN foi
removida e adicionada agua destilada (2 L),
na temperatura de 90 °C e, durante 5
minutos, os porta-amostras foram lavados
por trés vezes, substituindo-se a agua
destilada a cada lavagem. Em seguida, foram
retirados, escorridos e deixados imersos em
acetona por 5 minutos para remoc¢ao da
agua, e posteriormente secos em estufa a
105 °C durante 12 horas. Finalmente, foram
acondicionados em dessecador e pesados,
possibilitando a realizacdo dos cdlculos com
as massas obtidas.

Na etapa seguinte, os porta-amostras
foram submetidos a lavagem com detergente
acido (FDA) para quantificacdo do teor de
hemicelulose. O procedimento foi o mesmo
utilizado para o detergente neutro (FDN),
ocorrendo apenas a substituicdo do
detergente acido pelo neutro. O célculo para
determinacdo do teor de hemicelulose
consiste na diferenca entre a massa inicial
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(FDN) e final (FDA).*

Para determinacdo do teor de lignina
(lignina em detergente 4cido - LDA), as
amostras ainda contidas nos porta-amostras
apods tratamento com a solugdo acida (FDA),
devidamente secas e pesadas, foram imersas
em uma solucdo de H,SO, 72% (v/v) a
temperatura ambiente, por 3 horas, sofrendo
agitacdo a cada 1 hora. Apds o tempo
necessario, os porta-amostras foram lavados
com 3agua destilada até obtencdo de pH
neutro e, imersos em béquer de 250 ml,
contendo acetona, durante 3 minutos. Na
sequéncia, estes foram retirados do
recipiente, colocados em uma bandeja limpa
para volatilizacdo da acetona, e logo em
seguida secos novamente em estufa a
temperatura de 105 °C por 12 horas, depois
resfriados em dessecador e pesados. O
calculo para a determinacdo do teor de
lignina é feito através da diferenga entre as
massas inicial (FDA) e final (apds o
tratamento com o acido sulfurico) e, o
resultado, dividido pelo valor correspondente
a MS (matéria seca total) pertencente ao
BCA, cujo valor final é multiplicado por 100
para a obtencdo em porcentagem.

Finalmente, o teor de celulose é obtido

Vo

em porcentagem.

2.5. Caracterizagdes Textural e Quimica
dos Bagacos in natura e Pré-Tratado

2.5.1. Andlise por Espectroscopia por
Reflectdncia Difusa no Infravermelho com
Transformada de Fourier (DRIFTS)

A avaliagdo das alteracdGes na estrutura
quimica do BCA, antes e apds o pré-
tratamento, foi possivel mediante a andlise
por espectroscopia de reflectancia difusa no
infravermelho com transformada de Fourier
(DRIFTS). Os grupos funcionais
predominantes na celulose, lignina e
hemicelulose foram identificados mediante
conhecimento prévio da estrutura do bagaco
adquirida através da revisdo da literatura. Os
experimentos foram realizados em
espectrofotometro DRS-8000 Shimadzu com
registro espectral na regidao 4000 — 400 cm™,
acumulando 45 leituras com 4 cm™. No
Quadro 1 estdo representadas as bandas de

absorcdo tipicas para os compostos
pela diferenca entre os valores encontrados  |ignocelulésicos.
de FDA e lignina (respectivamente), ambos
Quadro 1. Atribuicdes tipicas em materiais lignoceluldsicos por DRIFTS?
Faixa de absor¢do (cm™) Grupos Funcionais Atribuicdo
3640-3200 H|droxna,s .(OH) de alc?gls, fenodis e Vigifie eealee
acidos carboxilicos
H H Iquil, alifati
3000-2840 CH; e CHsde grupo§ ? quil, alitaticos Extrativos e celulose
e aromaticos
m - -
1870-1540 Carboni aé.(C O) de cetonas, aa_dos Hemicelulose
carboxilicos e de grupos acetil
1610-1516 (C=C) de anéis aromaticos Lignina
1420-1330 Hidroxilas (OH) de fendis Lignina e carboidratos
1400-1200 Hidroxilas (OH.) de fgnolls e (C-0-C) Hemicelulose e lignina
em aril-alquil-éter
1150-1085 (C-O-C) em anel de piranose Lignina
900-675 (C-H) em anéis aromaticos Lignina
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2.5.2. Andlise por Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura foi
atil na analise das alteragdes morfoldgicas
sofridas pelo bagaco da cana-de-aglcar antes
e apds as etapas de pré-tratamento. As
andlises foram realizadas no Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz - Fundagdo Oswald
Cruz (FIOCRUZ) em Microscépico Eletronico
modelo Denton Vaccum LLC Desk IV.
Inicialmente, as amostras foram metalizadas
com 10 mm de ouro em atmosfera de
argbnio por 300 segundos, com vacuo de
aproximadamente 10 Torr em equipamento
Jeol JSM-6390 1.0 com tensdo de 12 kv,
produzindo fétons de 4.500 keV. O angulo de
incidéncia foi de aproximadamente 38 deg e
ampliagdo de 500 vezes.

3. Resultados e Discussao

3.1. Curvas Analiticas e Analise

Cromatografica

As curvas analiticas utilizadas para a
quantificagdo dos componentes das fragdes
lignocelulésicas, por CLAE, estao
apresentadas na Figura 1. Nas Figuras 1A e
1B encontram-se as curvas dos aglcares e
acidos organicos, e em 1C, dos inibidores. Na
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Tabela 1 encontram-se as equacgbes das
curvas obtidas e os coeficientes de
determinacao (R%), que apresentaram valores
proximos de um (1), indicando ser satisfatoria
a linearidade dos graficos. As equacgbes
obtidas foram utilizadas para a quantificacdo
dos componentes do bagaco de cana, por
CLAE, conforme cromatograma mostrado na
Figura 2.

Na Figura 2, estdo apresentados os
cromatogramas obtidos na quantificacdo de
aclcares e acidos organicos,
respectivamente, para os bagagos de cana-
de-acucar in natura, Figura 2A, e pré-tratado,
Figura 2B. Em ambas os cromatogramas,
pode-se observar que a glicose e a xilose
apresentaram os picos de maior area, sendo
estes aclcares 0s que possuem maior
relevancia, uma vez que a glicose é
representativa da fracdo celuldsica, e a xilose
é predominante na lignocelulose.

O 4cido acético, acido glucurdnico e a
celobiose ndo foram quantificados, conforme
mostrado no cromatograma, Figura 2 e
Tabela 2, pois as concentracGes destes
compostos estdo abaixo do limite de
guantificacdo do equipamento.

Na Figura 3, estdo apresentados os
cromatogramas obtidos para os inibidores,
HMF e furfural, utilizando a técnica CLAE,
para os bagacos de cana-de-agucar in natura,
Figura 3A, e pré-tratado, Figura 3B, conforme
metodologia descrita no item 2.3.1.3.

Rev. Virtual Quim. |Vol 8| |[No. 4| |803-822|



Area

de Assumpgéo, S. M. N. et al. D‘/q

8x10° 2,8x10*
—-—Qelobiose —s—Xilose
7x10°4 ——Ac. Glucurénico 2 4x16° Glicose
—+— Arabinose
6x10°4 —*—Ac. Férmico
—&— Ac. Acético
5x10° 4
©
4x10° 4 A 2
X &
3x10° 4
2x10° 4
1x10° 4
0 T T T T T o0 +r—-—ar-—r-—-1r-—r-—-a-r-—r—r—r—r—r—r
%9 it 92 2 0 0,5 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22

tragdo/ g.L" 3 :
Concentragdo/ g Concentragédo / g.L”

1,8x10'4 = Furfural
1,6x107 1 <M
1,4x107 4
1,2x107
1,0x107 1 c
8,0x10° 1
6,0x10° 1
4,0x10° 4

2,0x10°

0,0

X T ! T L T " T L T ¥ T . T L

0,0 0,2 04 0,6 08 1,0 1,2 14 1,6
Concentragio /g.L”

Figura 1. Curvas analiticas para quantificacao dos carboidratos, acidos organicos e inibidores

obtidas por CLAE

Tabela 1. Equag¢des das curvas analiticas e respectivos coeficientes de determinac¢do (R?)
para cada componente obtido por CLAE

Coeficiente de

Composto Equacdo da Reta (y = ax + b) determinagao
(R?)

Celobiose Y =14610,56x + 135,18 0,9993
Acido glucurénico Y =12484,69x + 112,75 0,9992
Glicose Y =12704,26x + 377,67 0,9996
Xilose Y =13031,74x + 140,34 0,9997
Arabinose Y =12933,52x + 31,77 0,9997
Acido Férmico Y =1352,36x—6,21 0,9999
Acido Acético Y =5179,78x — 8,57 0,9999
Furfural Y =5,78.10% + 2,1. 10° 0,9914
5-HMF Y=1,53.10'x — 8,91. 10° 0,9932
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Figura 2. Cromatogramas obtidos da andlise de aguUcares e acidos do bagaco de cana (A) in

natura e (B) pré-tratado, por CLAE
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Figura 3. Cromatogramas obtidos da analise de inibidores do bagaco de cana (A) in natura e

(B) pré-tratado, por CLAE
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Verificou-se que as concentracdes de
inibidores no bagaco sdo praticamente
despreziveis, frente aos aglcares, e que as
concentragdes destes, no bagaco in natura,
sdo maiores que no bagaco pré-tratado,
indicando a eficiéncia do tratamento
combinado na retirada destes compostos, o
que é relevante, uma vez que estes inibidores

Vo

tendem a diminuir a conversdo dos acucares
em outros produtos.

Na Tabela 2, estdo apresentadas as
concentragoes dos agucares, acidos organicos
e inibidores, obtidas pela técnica CLAE, para
os bagacos in natura e pré-tratado, e seus
respectivos desvios padroes.

Tabela 2. Concentragbes dos carboidratos, acidos organicos e inibidores do BCA in natura e
pré-tratado obtidas com a técnica CLAE, por padronizagdo externa, e, seus respectivos desvios

padroes

Carboidratos e acidos

Concentragao (g.L'l)

organicos BCA in natura BCA pré-tratado
Acido Acético 0,01 £0,02 0,00 £ 0,00
Acido Férmico 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
Acido Glucurdnico 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
Arabinose 0,00+0,01 0,04 £0,04
Celobiose 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Glicose 1,32+£0,30 3,93 0,60
Xilose 0,24 + 0,09 0,91+0,18

Furfural 0,01+£0,01

0,00 £ 0,00
5-HMF 0,02 £0,01 0,01+0,01

N = 3, numero de replicatas.

A partir dos resultados apresentados na
Tabela 2 é possivel afirmar que o pré-
tratamento utilizado neste trabalho foi
eficiente em relagdo a disponibilizacdo da
fracdo celuldsica, uma vez que houve um
aumento no teor de acucares, glicose e
xilose, quantificado pela técnica CLAE, em
relacdo ao bagaco in natura.

3.2. Quantificagdo das FragOes
Lignocelulésicas do BCA in natura por CLAE e
FDA/FDN e Lignina em Detergente Acido
(LDA)

O estudo dos efeitos produzidos pela
etapa de pré-tratamento sobre a estrutura

lignocelulésica s6 foi possivel apds a
guantificacdo  prévia dos  compostos
majoritarios (celulose, hemicelulose e lignina)
do bagaco in natura, conforme Tabela 3. Os
resultados de composicdo massica do BCA in
natura com a técnica CLAE foram obtidos a
partir dos dados apresentados na Tabela 2,
expressos em concentracio (g.L), e
convertidos em  composicdo  madssica
percentual, de acordo com a literatura
especializadazs, e estdao mostrados na Tabela
3.

A técnica FDA/FDN, que emprega o
método idealizado por Van Soest®, considera
gue os constituintes das plantas podem ser
divididos em conteldo celular (lipidios,
compostos nitrogenados, gorduras, amido, e
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outros compostos sollveis em agua) e parede
celular (proteina insolavel, hemicelulose,
celulose e lignina). Este método faz uso de
solucBes detergentes para solubilizar o
conteddo celular e/ou hemicelulose, tendo
como residuo a fibra em detergente. Tais
solucBes sdo divididas em dois tipos:
detergente neutro e detergente acido.
Utilizando-se a solugdo de detergente neutro
solubiliza-se o conteudo celular, restando o
conteudo insoltvel (hemicelulose, celulose e
lignina), chamado entdo de fibra em
detergente neutro (FDN). A extracdo com o
detergente 4cido, feita de forma similar a
com detergente neutro, solubiliza o conteudo
celular remanescente e a hemicelulose,
restando celulose e lignina. Esta extracdo é
usada para estimar a quantidade de
hemicelulose, a partir da diferenca entre FDN
e FDA, respectivamente, e ao mesmo tempo
trata-se de uma andlise preparatéria para
determinacdo de celulose e lignina,
chamando-se entdo este residuo final de
fibra em detergente acido (FDA).

Para a determinacdo da lignina em
detergente acido (LDA) foi empregada uma
solucdo de H,S0O, 72%. E importante ressaltar
que o detergente acido é capaz de remover
proteinas e outros materiais sollUveis neste
meio que possam interferir na determinacao
da lignina. Desta forma, parte-se do principio
que a fibra FDA seja composta apenas de
lignina e celulose, sendo esta Ultima
dissolvida pela solugao de H,SO, 72% na
etapa de isolamento da lignina para sua
quantificagdo.  Porém, amostras que
apresentam altos teores de material
inorganico (cinzas insollveis) e outros
materiais, como a cutinab, terdo seus
percentuais contabilizados dentro do teor de
lignina,”® uma vez que s3o de dificil remogao
e ndo sdo solubilizados pelo detergente acido
nem pelo detergente neutro. Encontrado o
percentual de lignina, foi possivel quantificar
o teor de celulose a partir da diferenca entre

® Cutina: polimero formado por muitos &cidos
de cadeia longa unidos por ligagdes éster. A
cutina esta localizada na parede secundaria
de células vegetais.
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o residuo FDA (composto de celulose mais
lignina) e o teor de lignina encontrado
anteriormente. Os materiais indesejaveis ndo
removidos durante a realizacdo da analise
FDN e/ou FDA foram contabilizados nas
determinacgdes subsequentes de
hemicelulose, lignina e celulose. Por este
motivo, os valores do teor destas substancias
apresentaram variagdes quando comparados
aos valores obtidos por outras técnicas, como
pode ser verificado na Tabela 3.

Para os componentes majoritarios da
biomassa, lignina, hemicelulose e celulose, os
valores de composicdo massica na técnica
CLAE encontram-se bem prdoximos dos
valores reportados na literatura, conforme
mostrado da Tabela 3. E importante salientar
que o teor de cada componente varia de
acordo com as condicdes de plantio, colheita,
armazenamento e da espécie da cana-de-
aclcar.

Apesar da analise de fibras realizada
através da metodologia FDN e FDA ser
caracterizada pelo diferencial de solubilidade
dos componentes, pode-se perceber que os
resultados foram satisfatorios na
guantificacdo dos componentes majoritarios
(45,1% de celulose, 22,1% de hemicelulose e
26,1% de lignina) constituintes do BCA, uma
vez que estdo muito proximos da literatura e
dos resultados obtidos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (39,5% de celulose,
20,5% de hemicelulose e 22,5% de lignina),
conforme mostrado na Tabela 3.

3.2.1. Comparativo Entre as Técnicas de
Quantificago para a Composigdo do BCA in
natura

A guantificacdo das fracGes
lignoceluldsicas pela técnica do CLAE e do
FDA/FDN foram realizadas em triplicatas,
logo foi possivel o cédlculo do desvio padrdo
para os resultados de composicdo massica
obtidos. Para o célculo do desvio padrédo foi
considerado a média das diferengas entre o
valor de cada evento e a média central. Outra
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medida dispersiva utilizada neste trabalho foi
o erro relativo entre as composi¢cdes massicas
do BCA in natura. Na Tabela 4 estdo
mostrados os valores de desvio padrao
obtidos para cada técnica avaliada neste
trabalho, assim como o erro relativo entre

Vo

se a diferenca entre os valores de
composicbes massicas obtidas por cada
técnica, dividido pela composicdo de cada
fracdo, obtida pelo CLAE. Neste cdélculo
tomou-se como referéncia a composi¢ao
massica obtida pelo CLAE, por ser uma

elas. Os erros relativos para a composigdo  técnica que apresenta menor erro.

massica das fragdes lignoceluldsicas referem-

Tabela 3. Composi¢cdo massica dos constituintes do BCA in natura relatados na literatura e
obtidos neste trabalho

Componentes (%)

Fonte Celulose Hemicelulose (%) Lignina Outros Técnica utilizada
(%) (%) (%)
Gomez et al ' 37,3 23,6 25,1 13,9 CLAE
Rabelo et al ** 39,6 23,9 25,8 10,8 CLAE
Arruda® 43,1 28,6 20,8 7,5 CLAE
Esteves™ 37,7 25,9 21,0 15,4 CLAE
Carvalho® 38,8 29,4 21,7 10,1 CLAE
Fonseca® 39,4 32,7 20,8 7,1 CLAE
Fuentes® 37,4 23,7 25,1 13,9 CLAE
Gomes et al > 40,5 28,9 10,7 19,9 FDA/FDN
Neste trabalho* 39,5 20,5 22,5 17,5 CLAE
Neste trabalho** 45,1 22,1 26,1 6,7 FDA/FDN

*composicdo obtida por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE;
**composicdo obtida por meio de metodologia de andlise de fibras, FDA e FDN.

Tabela 4. Erro relativo entre as analises deste trabalho

Composicao BCA in natura (%)

Técnica
I Celulose Hemicelulose Lignina
CLAE 39,5+0,7 20,5+ 1,0 22,5+0,3
FDA/FDN 45,1+2,1 22,1+2,5 26,1+2,4
Erro relativo 14,3% 8,0% 15,8%

investigacdo nutricional de biomassas para os
ruminantes. Os resultados obtidos com esta

De modo comparativo, e considerando os
resultados obtidos por CLAE como referéncia,

utilizando a metodologia que segue a norma
ASTM E1758-01%, infere-se que o percentual
de erro entre as técnicas utilizadas, FDA/FDN
e CLAE, encontra-se na ordem de 15%. Além
disso, verifica-se menor desvio padrdo na
composicdo das amostras obtida com a CLAE,
0 que permite maior confiabilidade dos
resultados.

As anélises FDA/FDN s3o muito utilizadas
nos estudos de fibras alimentares, visando a

técnica, considerada de baixo custo, podem
apresentar maiores desvios quanto ao
conteldo da parede celular, uma vez que é
susceptivel a retencdo de proteinas, pectinas®
e taninosd, devido ao ndo fracionamento
total dos constituintes da parede celular com
o detergente neutro. Além disso, é limitante
guanto ao teor da fracdao hemiceluldsica real
presente no material em virtude da
solubilizacdo incompleta da hemicelulose
com o tratamento com detergente acido. Por
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se tratar de uma técnica gravimétrica, podem
ocorrer erros grosseiros no que se refere a
manipulacdo excessiva dos analistas, tomada
de aliquotas e erros de pesagem, que
diminuem a precisdo dos resultados. Em
contrapartida, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, por se tratar de uma técnica cujo
equipamento é automatizado requerendo
menor  intervencdo do  analista, &
caracterizada pela grande precisdo e elevada
eficiéncia na separacdao dos compostos com
uma alta resolucdo, entretanto apresenta
custo elevado.

3.3. Quantificagao das
Lignocelulésicas do BCA Pré-Tratado

FragOes

Na Tabela 5 estdo apresentados os dados
comparativos da composicdo quimica do

de Assumpgdo, S. M. N. et al.

bagaco in natura e do bagaco pré-tratado
obtidos por CLAE, conforme ASTM E1758-
01.** Ressalta-se que os valores referentes
aos 4cidos organicos, furfural e 5-
hidroximetilfurfural ja estdo incorporados na
composicdo da celulose e hemicelulose, uma
vez que sdo provenientes da degradacao
destes carboidratos. E possivel notar um
aumento da concentragdo, percentual
massica, da celulose no bagaco pré-tratado,
em virtude da remocao das fracdes de lignina
e hemicelulose. Essa resposta é positiva por
tornar a celulose mais disponivel para etapas
posteriores de sacarificacdo.

Com a Equacdo 3 mencionada no item
2.3.2, calculou-se a perda madssica
(solubilidade) de cada componente do
bagaco antes e apds o pré-tratamento,
dispostos na Tabela 6.

Tabela 5. Composicao percentual massica do BCA in natura e pré-tratado obtido por CLAE

Componentes do

Composi¢ao massica (%)

bagaco BCA in natura BCA apds o’pl:é-tratamento BCA apoés o Pré-tratan.wnto
acido acido e alcalino combinado
Celulose 39,5 46,2 67,8
Hemicelulose 20,5 13,1 12,5
Lignina 22,5 24,7 6,6
Outros 17,5 16,0 13,1

Tabela 6. Solubilizagdo mdssica (%) dos componentes majoritarios do bagaco apds os pré-

tratamentos acido, e acido e alcalino combinado

BCA apos o pré-tratamento

Componentes BCA ap0ds o Pré-tratamento acido 4cido e alcalino combinado
Celulose 17,5
Hemicelulose 48,3 70,7
Lignina 13,4 85,8
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Conforme pode ser observado nas Tabelas
5 e 6, houve um enriquecimento do teor de
celulose em 67,8% (m/m) em relagdo a
biomassa in natura, com significativa
solubilizacdo de 70,7% (m/m) da
hemicelulose e, 85,8% (m/m) da lignina. A
remocgao de pelo menos 50% da hemicelulose
ja é suficiente para aumentar sensivelmente
a eficiéncia da etapa da hidrdlise
enzimatica.”® Na Tabela 6, observa-se que o
pré-tratamento com solucdo acida
apresentou uma maior seletividade quanto a
remocado da hemicelulose, conforme indicado
por Alvira et al.’® e Carvalho et al.*® Além
disso, é possivel verificar que a perda massica
de celulose foi 17,5%, apds o pré-tratamento
combinado. Nada et al.'* relata que a
celulose é composta por uma fase 15%
amorfa que é mais facilmente hidrolisada e
solubilizada. A perda massica sinalizada neste
estudo aponta que a fase amorfa da celulose
foi degradada com a acdo do pré-tratamento
combinado.

A perda massica da lignina, por sua vez,
foi bastante expressiva. Os fendis, derivados
da lignina, inibem a acdo de micro-
organismos nas etapas de hidrélise e
fermentacdo. Logo, a reducdo da lignina é
positiva e indica que a biomassa pré-tratada
estd mais adequada para a producdo de E2G.
Os principais derivados da lignina sdo o acido
4-hidroxibenzdico, vanilina, catecol e o
seringaldeido, 4acido vanilico e 4cido
ferdlico.”

Na literatura foram encontrados trabalhos
que estudaram o pré-tratamento combinado

[Va
de materiais lignoceluldsicos, Wang et al.*®,
ao realizar o pré-tratamento combinado do
bagaco com 4dcido fosfdrico seguido de
solucdo de perdxido de hidrogénio alcalino,
obtiveram uma perda massica em celulose de
29% (m/m), com solubilizacdo madssica de
74,4% de hemicelulose e 76,4% de lignina.
Rezende et al.* estudaram o pré-tratamento
do bagaco da cana com o 4cido sulfurico
diluido seguido do uso de solucdo de
hidréxido de sddio, resultando na remogao
massica de 85% de lignina e 96%
hemicelulose e, degradacdo de 30% (m/m) da
celulose.  Kim e Kim* obtiveram uma
deslignificacdo de 70% (m/m) e remocdo de
83% (m/m) de hemicelulose, ao pré-tratar a
fibra de palma com 4&cido sulfurico diluido,
seguido de solucdo de hidréxido de sddio.
Chen et al.** ao pré-tratar o BCA com o
peroxido de hidrogénio seguido de explosdo
a vapor, conseguiram solubilizar 60,9% (m/m)
da hemicelulose e remover 75,7% (m/m) da
lignina. Estes resultados permitem
comprovar que os percentuais obtidos neste
trabalho sdo bastante promissores para o
pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos,
em particular, o bagaco da cana-de-agucar.

3.4. Anadlise por Espectroscopia por
Reflectancia Difusa no Infravermelho com
Transformada de Fourier (DRIFTS)

As andlises realizadas por DRIFTS
possibilitaram a observa¢do das alteragOes
estruturais, conforme mostrado na Figura 4.
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- In natura

—— Pré-tratamento H,SO, 1,45% (v/v)
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Figura 4. Espectros do DRIFTS das amostras de bagaco in natura e pré-tratadas

Na Figura 4, que apresenta os espectros
do BCA in natura, pré-tratado com H,SO, e
pré-tratado combinado (H,S0O, +
H,0,/NaOH), é perceptivel a existéncia de
bandas que podem ser atribuidas aos
componentes majoritarios da biomassa. A
celulose é representada por duas bandas
especificas, sendo a primeira, em 3432 cm™
pela vibragdo dos grupos hidroxila (OH) dos
alcoois, fendis e 4cidos carboxilicos, e a
segunda, em 2903 cm™  referente as
vibragOes dos grupos metil (CH;) e metileno
(CH,), em compostos alifaticos.””*° Em ambas
regides ficou evidenciada uma perda pouco
significativa deste componente no bagaco
pré-tratado. Este comportamento ratifica os
resultados anteriores da baixa solubilizagdo
da celulose, preservando assim a fracdo de
interesse para a obtencdo do E2G a partir da
sua hidrdélise.

A lignina e a hemicelulose podem ser
observadas nas demais bandas apontadas
nos espectros. Os grupos funcionais
presentes na cadeia hemicelulésica sdo
representados pelos picos em 1721 cm™ que
se referem ao estiramento das carbonilas
(C=0) provenientes de vibragGes de acidos
carboxilicos e cetonas e, em 1247 cm’,
caracteristico do estiramento simétrico da

ligacdo (C-O-C) da lignina. Zhao et al.,* em
estudo similar, também indicou as bandas
supracitadas referentes a hemicelulose.

A alteracdo estrutural da lignina, por sua
vez, é evidenciada em 1604 cm™ referente ao
estiramento da ligagdo (C=C) do anel
aromatico e, em 1357 cm™, atribuida a
vibragao da deformacdo angular de hidroxilas
(OH) ligadas a grupos fendlicos. Outra
evidéncia da presenca da lignina refere-se a
banda em 834 cm™ relativa a vibracdo de
deformagdo de ligagdes do tipo carbono-
hidrogénio (C-H) provenientes de compostos
aromaticos.”’ As atribuicdes destas bandas
espectrais também foram citadas por Yang et
al® Com os espectros apresentados,
observa-se nestas cinco ultimas bandas uma
reducdo do sinal analitico no bagaco pré-
tratado quando comparado ao bagaco in
natura. Os resultados confirmam que houve
a remocdo de fragbes de lignina e
hemicelulose no bagaco apds o pré-
tratamento.
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3.5. Andlise por Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV)

O pré-tratamento do bagaco promove
alteracbes morfoldgicas que garantem a
menor cristalinidade da celulose, com
consequente aumento da acessibilidade das

/ X500

50um

Va

enzimas na hidrodlise. A Figura 5 apresenta as
imagens obtidas com a Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) das amostras
de bagaco in natura (5A), apds o pré-
tratamento acido (5B) e, apds o pré-
tratamento com 4cido e alcalino combinado
(5C).

i

T SeeEOoZ.

50um

Figura 5. Micrografia Eletronica de Varredura (MEV) das amostras de bagaco da cana (A)
sem pré-tratamento (in natura), (B) pré-tratamento com solucdo de 4acido sulfurico e (C) pré-
tratamento com 4cido sulfurico e peréxido de hidrogénio em meio alcalino

Observa-se na Figura 5A, uma estrutura
vegetal bem organizada com fibras lisas,
compactas e sem nenhuma ruptura,
caracteristicas do bagaco sem o pré-
tratamento. Isso ocorre devido a presenca da
camada protetora formada pela lignina e
hemicelulose. O baga¢o submetido ao pré-
tratamento com acido sulfirico (Figura 5B)
ndao apresentou alteragbes morfoldgicas
significativas, apenas formacgao de fissuras na
superficie. Apds o pré-tratamento acido e

alcalino combinado, Figura 5C, verificou-se a
ocorréncia de dois tipos de eventos: a
abertura de fendas ou canais, e a formacao
de uma parede celular estratificada. Para
Rezende et al.,*® as varias camadas formadas
indicam uma fibra com maior area superficial,
enquanto as fendas caracterizam uma maior
porosidade da fibra.

A partir destas micrografias infere-se que
o0 pré-tratamento contribuiu para maior
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desorganizacao fisica das fibras, resultando
assim em uma maior acessibilidade para as
enzimas durante a hidrélise enzimatica na
obtencdo do E2G.

4. Conclusoes

O pré-tratamento com acido sulfurico
combinado com perdxido de hidrogénio em
meio alcalino foi bem sucedido. A novidade
deste trabalho consiste na acdo dos trés
reagentes em conjunto, que resultou em uma

fracdo rica em celulose, com remocdo
significativa da lignina e hemicelulose,
caracterizadas por serem  estruturas

recalcitrantes e prejudiciais a etapa de
hidrélise enzimatica da celulose na producao
do etanol de segunda geracdo. Portanto, a
combinacdo de solucbes acidas e alcalinas
permitiu maior acessibilidade a celulose em
um pré-tratamento sob condi¢Ges amenas de
concentracdo de reagentes, reduzindo assim
os custos de producdo.

As limitagGes quanto ao fracionamento
dos constituintes da parede celular do
material lignoceluldsico, assim como, a
possibilidade da solubilizagdo parcial da
cadeia hemicelulésica durante a analise
composicional do BCA por meio da andlise de
fioras (FDN e FDA), sdo justificativas
pertinentes para os valores encontrados nao
estarem tdo exatos quando comparados com
outras técnicas de determinacgao
composicional. Porém, devido a simplicidade
e baixo custo desta andlise, frente a outras
técnicas, como a cromatografica liquida de
alta eficiéncia (CLAE), a andlise de fibras
apresenta grande praticidade, podendo ser
utilizada como alternativa a norma ASTM
E1758-01, para a quantificacdo de materiais
utilizados para producdo do E2G. A técnica
CLAE assegura um menor erro na
quantificacdo das fracbes lignoceluldsicas,
sendo a técnica mais difundida para esta
metodologia.
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