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RESUMO

O bagaco da cana-de-aclcar € um residuo gerado pela industria sucroalcooleira, uma
biomassa rica em celulose e passivel de ser utilizada como matéria prima para producéo de
etanol 2G. Neste trabalho executou-se a caracterizacdo fisico-quimica do bagaco da cana-de-
acucar e o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio buscando obter maior disponibilidade
da fracdo celulésica disponivel na biomassa. Apds a hidrolise enzimatica, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia constatou a presenga de aglcares fermentesciveis nas amostras como
xilose e glicose, evidenciando que o pré-tratamento é eficaz e possivel de ser aplicado em
grande escala.

Palavras-chaves: Bagaco de cana-de-acucar. Pré-tratamento. Perdxido de hidrogénio.



ABSTRACT

Sugarcane bagasse is a residue generated by the sugar and alcohol industry, a biomass rich in
cellulose and capable of being used as a raw material in the production of 2G ethanol. In this
article, the physical-chemical characterization of the sugarcane bagasse and the pretreatment
with hydrogen peroxide were carried out, in order to obtain greater availability of the
cellulosic fraction available in the biomass. After enzymatic hydrolysis, high performance
liquid chromatography found the presence of fermentable sugars in the samples, such as
xylose and glucose, showing that the pretreatment is effective and can be applied on a large
scale.

Key-words: Sugarcane bagasse. Pre-treatment. Hydrogen peroxide.
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1. INTRODUCAO

O setor energetico é um dos setores de maior relevancia para a economia mundial e a
demanda pelo consumo de combustiveis como fonte de energia vem crescendo cada vez mais.
Uma alternativa para a producdo de energia renovavel é através do uso de matérias primas
renovaveis e os biocombustiveis, tais como bioetanol e biodiesel, sdo promissores para um
desenvolvimento econémico sustentavel (LUCARINI; DELQUIARO; VIDOCA; BRAZ,
2017).

As condi¢Bes ambientais atuais e o mercado energético estdo transformando a
percepcao da utilizacdo de combustiveis fosseis em diversas areas e setores energéticos. A
matriz energética estd se diversificando e o uso de fontes renovaveis de energia corrobora
para a eficiéncia energética nos diversos processos. O interesse em fontes alternativas de
energia abrange a necessidade de mitigacdo das emissGes de gases responsaveis pela
problematica do efeito estufa (ANTERO; DA SILVA; DO VALE, 2019).

Nesse aspecto, a producdo de biocombustiveis tem se destacado em todo o mundo,
sendo o etanol apontado como uma das principais alternativas energéticas para o futuro.
Ainda somos dependentes do petr6leo como fonte predominante de energia, mas a disposi¢do
de fontes limpas de producdo de energia tera seu espaco para desenvolvimento e pode mudar
esse cenario (DELGADO; SOUSA; ROITMAN, 2017).

A recente busca por combustiveis renovaveis que substituam o petréleo e ndo sejam
tdo agressivos ao meio ambiente faz da cana-de-ac¢Ucar um produto de importancia global na
procura por um desenvolvimento mais sustentavel (DE ANDRADE; DE CARVALHO; DE
SOUZA, 2009).

O etanol de segunda geracdo (2G) é uma fonte de energia limpa, renovéavel e com
menor impacto ambiental. O etanol de segunda geragdo é um biocombustivel promissor uma
vez que sua producdo envolve como matéria-prima os materiais lignoceluldsicos, biomassa
mais abundante do planeta, sendo a palha e sabugo de milho, a palha de trigo, a palha e
bagaco da cana de acgucar entre outros, matérias-primas ndo competitivas no mercado
alimenticio, mas sim residuos da agroinddstria e com baixo custo associado (LUCARINI,
DELQUIARO; VIDOCA; BRAZ, 2017).

A utilizacdo da biomassa como recurso energético tem apresentado grande potencial,
mas ainda é um desafio que instiga a curiosidade de varios pesquisadores devido a grande
dificuldade de disponibilizacdo das subunidades do complexo lignoceluldsico; celulose,
hemicelulose e lignina (DA SILVA; DA SILVA, 2016).



Logo, torna-se necessaria e imprescindivel uma etapa de pré-tratamento que possibilite
alteracOes nas subunidades do complexo, expondo as moléculas de celulose, hemiceluloses e
lignina a reacdes. O pré-tratamento € uma das etapas mais caras e dificeis do processo de
utilizacdo da biomassa como recurso energético. Dessa forma, estudos direcionados a novos
pré-tratamentos sdo de extrema importancia para analisar seu real efeito ndo s6 para melhorar
o rendimento de reacdes, mas também para outros fins e para tornar mais viavel a utilizacdo
dessa matéria-prima (CARVALHO; BIANCHI; DA SILVA BORGES; CARVALHO et al.,
2017).

Deste modo, neste trabalho executou-se a caracterizacao fisico-quimica do bagaco da
cana de acucar e o pré-tratamento alcalino com peroxido de hidrogénio, visando a obtencéo de

acucares fermentaveis e sua possivel utilizacao para producéo de etanol 2G.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar fisico-quimicamente o bagaco da cana-de-acUcar e avaliar o desempenho

do pré-tratamento com peroxido de hidrogénio para producéo etanol lignocelulésico.

2.2. Objetivos Especificos
e Caracterizar fisico-quimicamente o bagaco da cana de agUcar;
e Executar o pré-tratamento com perédxido de hidrogénio;

e Aferir, através de cromatografia liquida, a eficiéncia da liberacdo de acUcares para

producdo de etanol do bagacgo de cana-de-agucar.

11



3. REVISAO BIBLIOGRAFIA

3.1. Cadeia Produtiva Agroenergética

Atualmente, houve um grande avanco nos estudos sobre producdo de etanol de
segunda geracdo, como forma de diminuir a dependéncia do petrdleo e com isso aumentar a
matriz energética. (COSTA, 2019) Com o bioetanol houve maior diversificagdo na matriz
energética brasileira desde a época da criagdo do Proalcool, na década de 70. Esse
biocombustivel possibilitou ao pais menor dependéncia dos combustiveis fosseis e tornou o
Brasil referéncia mundial em tecnologias de producdo de bioetanol a partir de cana-de-acUcar
(SILVA; MIGOT; DA SILVA, 2020).

No Brasil a industria sucroalcooleira e as agroindustrias de modo geral sdo uma
excelente representacdo do desenvolvimento do Pais. Por outro lado, gera-se uma altissima
quantidade de residuos como o bagaco de cana de acUcar e as palhas e cascas provenientes de
grdos como milho, trigo, soja, entre outros. Dentre as varias biomassas disponiveis, a
biomassa lignoceluldsica € uma matéria-prima promissora devido a sua abundancia,
disponibilidade e baixo custo (LANGARO; HASAN; FIORESE; MUNHEIRO et al., 2014).

A matriz energética brasileira esta entre as mais limpas do mundo, com 43,5% de
energia de fonte renovavel (em 2016) e com a bioenergia (produtos derivados da cana-de-
acucar e Oleo vegetal, nesse caso o biodiesel), representando mais de 18% (17,5% de
participacdo da biomassa da cana e 1% do biodiesel) ja em 2016 (DELGADO; SOUSA;
ROITMAN, 2017).

A introducdo dos biocombustiveis na matriz energética brasileira se deu com o etanol,
a partir do Programa Nacional do Alcool (Proalcool) em 1975, que teve uma segunda etapa
em 1979. Esse programa surgiu como uma resposta a crise do petroleo, com o objetivo de
reduzir a dependéncia do pais pelo 6leo importado. Ou seja, antes mesmo de uma
preocupacdo ambiental, o Brasil recorreu aos biocombustiveis por questbes de seguranca
energetica, em uma posicdo de vanguarda tecnoldgica em relagcdo & maioria dos paises do
mundo (DELGADO; SOUSA; ROITMAN, 2017).

ROCHA; ORTEGA; KOLTERMANN e ORTEGA (2015) Afirmam que a producéo
de alcool no Brasil vem se firmando como principal fonte alternativa de energia. O aumento
na producdo da inddstria canavieira gera consequentemente, uma maior quantidade de
subprodutos, que representam um potencial significativo de uma fonte renovavel no setor
energético. No Brasil, a producédo do etanol celulosico, advindo da palha e do bagacgo da cana-

de agUcar, é capaz de aumentar em até 50% a producdo de alcool no pais, enfatizando a
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importdncia tanto econdmica quanto ambiental dessa possibilidade, responsavel por
transformar residuo em recurso (SILVA; GOMES; DO NASCIMENTO, 2019).

3.2. Cana de Acucar

A cana-de-agucar é uma angiosperma, da familia Poaceae e género Saccharum, que se
caracteriza por ter caule em colmos e as folhas com silica nas bordas. Tipica de regiées com
clima tropical e subtropical, a origem da cana-de-agUcar € incerta. No Brasil a cana-de-acucar
chegou trazida pelos portugueses, a quantidade de engenhos no litoral brasileiro logo
aumentou rapidamente, fazendo do Brasil um grande produtor de cana-de-aglcar.(DA
SILVA; MARESTONI, 2020) O Brasil é considerado o maior produtor mundial de cana-de-
acucar e seus derivados (LANGARO; HASAN; FIORESE; MUNHEIRO et al., 2014).

Com a cana-de-aglcar pode-se obter o combustivel de primeira geracdo, por meio da
fermentacdo de seu caldo agucarado, e 0 de segunda-geracdo, a partir de seu bagaco e palha
(GRASEL,; STIEHL; BERNARDI; HERPICH et al., 2017).

A cana é usada no Brasil para produzir aclcar, etanol anidro em misturas de gasolina e
etanol hidratado. O etanol hidratado € um alternativa de biocombustivel a gasolina e é
amplamente utilizada em automdveis no Brasil (CARVALHO; MORETTI; COLODETTE;
BI1ZZ0O, 2020).

A atual expansdo da producdo de cana-de-aclcar e etanol no Brasil esta atingindo
novas regides, como o estado de Goids e Mato Grosso do Sul. A mais recente area de
ocupacdo é conhecida pela sigla MATOPIBA, regido que abrange os estados do Maranhdo,
Tocantins, Piaui e Bahia. Essas areas ainda tém grande potencial e comecaram a ser
exploradas pela producdo de grdos e, ultimamente, pela cultura da cana-de-aglcar. No
Tocantins a producdo de grdos e cana-de-agUcar tem-se intensificado por sua localizagdo
estratégica, que favorece a competitividade nas exportacdes e, também, na distribuicdo dos
produtos a nivel nacional. A producéo de cana-de-agucar no Tocantins € destinada a industria
sucroalcooleira. Faz-se importante ressaltar que o municipio de Pedro Afonso, conhecido por
ser destaque na producdo de grdos, especialmente, a soja, tem se tornado responsével pelo
crescimento da participacdo do Estado na producédo de cana-de-agucar apds a instalacdo da
empresa BUNGE no municipio com a finalidade de produzir etanol (DE ABREU;
NASCIMENTO, 2016).
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3.3. Bagaco-da-cana-de-acUcar

No cenério brasileiro, a matéria-prima potencial para a producéo de etanol de segunda
geragdo é o bagaco de cana, que j& é disponivel nos sistemas convencionais de primeira
geracdo (CARVALHO; MORETTI; COLODETTE; BIZZO0, 2020).

Embora seja uma fonte de energia menos poluente, para cada tonelada de cana-de-
acucar produzida, 140 kg permanecem como residuo na forma de bagaco de cana-de-acUcar.
Atualmente, esse bagaco de cana é utilizado para geracdo de energia nas usinas, contudo, essa
biomassa ainda tem o potencial de fornecer compostos de alto valor agregado, como o etanol
de segunda geracdo. Para isso, é necessario realizar um processo de pré-tratamento que
fracione os principais componentes do bagaco: celulose, hemicelulose e lignina (REGO;
VALIM; VIEIRA; VILANI et al., 2018).

NIU e SWATHIKA (2019) Afirmam que o bagaco da cana-de-agUcar é uma
biomassa lignocelulésica composta de celulose, hemiceluloses, lignina e outros extrativos
vegetais. A composi¢cdo do bagaco geralmente difere, pois depende de varios fatores, como
localizacdo, variedadeda cultura, composicdo quimica do solo, fertilizantes, condi¢des
climaticase fatores fisicos. Devido ao seu alto teor de celulose, pode ser usado para producao
de bioetanol.

De acordo com DE OLIVEIRA; MIYASHRO; SCHNEIDER; BONASSA et al.
(2014) o bagaco de cana-de-agucar é um residuo proveniente do processo de moagem de cana,
composta geralmente de 20-25 % de lignina, 25-30 % de polioses, 40-50 % de celulose onde,

0S componentes de menores percentuais sdo extrativos e cinzas.

3.4. Etanol de Segunda Geracéo

O Brasil é considerado o maior produtor mundial de cana-de-agucar e seus derivados
(acucar e etanol). A possibilidade de se produzir combustiveis derivados da maior fonte de
carbono existente no planeta, a lignocelulose, incentivou grandes investimentos na indudstria
de biocombustiveis recentemente (LANGARO; HASAN; FIORESE; MUNHEIRO et al.,
2014).

Segundo DELGADO; SOUSA e ROITMAN (2017), o etanol é um alcool produzido
usualmente pelo processo de fermentacao de agucares. O processo de producdo mais simples,
que envolve menos etapas, € 0 que emprega matérias-primas agucaradas, como a cana de
acucar, pois o acgucar a ser fermentado ja esta disponivel. A biomassa deve passar por uma

etapa de extracdo dos agUcares, 0 que pode ser feito por meio de processos de moagem ou
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difuséo, e depois segue para a fermentagdo. A producdo de etanol a partir de matérias-primas
contendo amido, como é o caso do milho e da mandioca, por exemplo, demanda uma etapa a
mais, chamada de hidrolise, na qual o amido € quebrado em acgucar por meio de enzimas
(hidrdlise enzimatica). Essas duas rotas de producdo sdo consideradas convencionais e 0
alcool obtido é chamado de etanol de primeira geragéo.

Diversas matérias primas podem ser utilizadas na produgdo de etanol, as quais podem
ser divididas em trés categorias: sacarineas, amilaceas e celuldsicas. Na primeira classe estao
envolvidas as fontes que possuem o0 acgucar sacarose (cana-de-agUcar, SOrgo sacarino,
beterraba, entre outros). No segundo grupo (amilaceos) tém-se os produtos compostos por
amido (mandioca, cereais, sorgo, batata, etc.). Em Gltima categoria tém-se as matérias primas
celulosicas, na qual o etanol é produzido a partir da celulose existente em sua composicéo,
destacando-se o eucalipto, bagaco de cana, casca de arroz, entre outros, o chamado etanol de
segunda geracdo (ANTERO; DA SILVA; DO VALE, 2019).

O processo mais complexo é o da producdo de etanol celulésico, ou de segunda
geracdo, obtido a partir de biomassa celul6sica, como o bagaco e a palha da cana. Os
materiais celulésicos possuem uma estrutura rigida e ordenada, dificultando o acesso das
enzimas ao substrato, sendo necessaria uma etapa de prétratamento antes da hidrélise
(DELGADO; SOUSA; ROITMAN, 2017).

A escolha de uma tecnologia eficiente de pré-tratamento é essencial para a viabilidade
econémica do etanol celulésico, uma vez que essa etapa afeta o rendimento de todos os
estagios subsequentes (DELGADO; SOUSA; ROITMAN, 2017).

3.5. Pré-tratamento e Hidrolise Enzimatica

As etapas envolvidas na producdo de biocombustiveis (etanol de segunda geracéo) e
compostas quimicos a partir de biomassa lignocelulosica consistem de preparo do material,
pré-tratamento visando a quebra da lignina, fracionamento, hidrdlise enzimatica da celulose
(sacarificacdo), fermentacdo dos acUcares obtidos na etapa de hidrdlise, recuperacdo do
produto obtido (LANGARO; HASAN; FIORESE; MUNHEIRO et al., 2014).

A dificuldade de converter os materiais lignocelulésicos em acucares € atribuida as
substancias quimicas e caracteristicas morfoldgicas da biomassa, e 0 pré-tratamento &
realizado com o objetivo de aumentar a &rea superficial da biomassa, aumentando sua
porosidade e reduzindo a cristalinidade da celulose (SANTOS-ROCHA; SOUZA; SILVA;
CRUZ et al., 2017).
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Os materiais lignocelulésico sdo resistentes a degradacao; portanto, o pré-tratamento é
necessario também para a quebra das moléculas e para separar a celulose da hemicelulose e da
lignina, para que a hidrdlise enzimatica possa ser realizada, liberando Dglicose / D-xilose para
fermentacdo de etanol. Apesar de haver muitas pesquisas em desenvolvimento, o pré-
tratamento permanece uma das etapas mais caras do processo (SU; ZHAO; KHODADADI;
LEN, 2020).

O pré-tratamento € eficaz quando minimiza os gastos de energia, evita danos fisicos da
biomassa durante o tratamento e é feito com um reagente de baixo custo.Dessa forma as
etapas do tratamento sdo reduzidas e é possivel ter um custo menor, menor impacto ambiental
e maiores rendimentos na obtengdo de biocombustiveis (SILVEIRA; MORAIS; DA COSTA
LOPES; OLEKSZYSZEN et al., 2015).

Apds o pré-tratamento, a hidrélise enzimatica ou quimica da celulose e hemicelulose
libera Dglucose, hexose e pentose, respectivamente, como simples carboidratos fermentaveis.
(SU; ZHAO; KHODADADI; LEN, 2020). Na hidrélise enzimética (sacarificacdo), as
enzimas sdo adicionadas ao material pré-tratado para converter os polissacarideos de
biomassa em acUcares fermentaveis. (CARVALHO; MORETTI; COLODETTE; BIZZO,
2020). GRASEL,; STIEHL; BERNARDI; HERPICH et al. (2017) Afirmam que a hidrdlise
enzimatica da celulose para a producdo de etanol a partir de biomassas lignocelulésicas é
metodologia muito utilizada porque apresenta, em condicdes ideais, rendimento satisfatorio
de glicose.

Apesar de ainda haver gargalos, muitos dos pontos criticos da tecnologia de segunda
geracdo ja foram solucionados, como o desenvolvimento de enzimas para a quebra das
complexas estruturas da materia-prima celuldsica e de leveduras para a fermentacdo dos
acucares. (DELGADO; SOUSA; ROITMAN, 2017). Entretanto, é necessario investimentos
para que os desafios, como o pré-tratamento da matéria-prima na producdo de bioetanol 2G,
sejam superados (SILVA; MIGOT; DA SILVA, 2020).
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4. METODOLOGIA

As analises realizadas para caracterizacao fisico-quimica do bagacgo da cana de agucar
foram teor de umidade, cinza, extrativos, lignina, holocelulose e alfacelulose. A metodologia
empregada foi desenvolvida por Morais et al, (2010). Importante informar que todas as
analises realizadas na etapa de caracterizacdo e hidrélise enzimatica foram executadas em

triplicata.

4.1. Aquisicdo da Biomassa

Neste trabalho foi utilizado o residuo sélido bagaco de cana-de-agucar, provenientes
dos processos industriais de moagem da cana-de-acUcar. As amostras foram gratuitamente
fornecidas pela empresa Bunge, localizada no municipio de Pedro Afonso — TO. As amostras
solidas foram coletadas no patio de estocagem da empresa, buscou-se coletar os residuos mais
recentes, a fim de evitar alteracdes quimicas que podem ocorrer quando elas sdo afetadas
pelos processos de intemperismo e pela fermentacdo natural, buscando preservar as

caracteristicas fisico-quimicas dos materiais.

4.2. Preparo Inicial da Biomassa

Apbs a coleta da amostra a mesma foi destinada ao Laboratorio de Pesquisa em
Quimica Ambiental e de Biocombustiveis — LAPEQ, da Universidade Federal do Tocantins,
onde foram realizadas as anélises para o desenvolvimento do presente projeto. A mesma foi
desidrata em estufa a 652 C até peso constante visando a remocdo da umidade e triturada em
um moinho de facas com peneira de mesh 20. As amostras foram acondicionado em saco

plastico hermético e reservado para as analises.

4.3. Determinacéo do teor de umidade

A massa foi medida em um cadinho, recipiente inerte, sem tendéncia a absorver
umidade e resistente a temperaturas acima de 100°C. A umidade foi feita em triplicata,
portanto os trés cadinhos foram lavados e secos na estufa. Em seguida foram mantidos em
dessecador com silica gel por pelo menos 30 minutos, para garantir o resfriamento até a
temperatura ambiente. A partir desse ponto 0 manuseio do conjunto recipiente/amostra foi
feito com pinca evitando a alteracdo da massa por gordura ou umidade. A massa do recipiente
foi anotada. A balanca foi utilizada na precisdo de 0,1. O material vegetal foi pesado no
recipiente em uma quantidade de aproximadamente 2,0 g e teve sua medida de massa anotada.
Entdo o conjunto material-recipiente foi levado a estufa e permaneceu a 105 £ 2°C, por trés
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horas. Decorrido esse tempo o conjunto foi retirado e posto em um dessecador com silica gel
por meia hora. Os trés conjuntos entdo foram pesados e sua massa anotada. Para maior
precisdo e exatiddo da analise, o conjunto retornou para a estufa por uma hora e o
procedimento de resfriamento-pesagem foi repetido até a obtencdo de uma massa constante.
No total o conjunto material-recipiente foi levado a estufa cinco (05) vezes, totalizando sete
(07) horas em estufa até atingir massa constante.

Com o conhecimento dos valores da massa do recipiente (MR), da massa da amostra
umida (MAU), da massa do conjunto recipiente/amostra umida (MRAU) e da massa do
conjunto recipiente/amostra seca (MRAS), foi possivel o célculo da massa da amostra seca
(AS) e, consequentemente, a determinacdo do teor de umidade (TU%) em percentagem, de
acordo com a equacao a seguir:

Eq. 1

(MRAU — MRAS)X100 _

TU
MAU %

Onde:

MR: Massa do Recipiente

MAU: Massa da Amostra Umida

MRAS: Massa do Conjunto recipiente/amostra seca
TU%: Teor de Umidade em Porcentagem

4.4. Determinacao do Teor de Cinzas

Assim como na determinacdo do teor de umidade, pesou 2,0g do bagago da cana-de-
agucar, levou- se a mufla com programacdo no aparelho para uma rampa com 9,6°C/min até
que a temperatura de atingisse 600°C. Apds o decorrer de trés horas, a temperatura foi
reduzida para 200°C por mais uma hora. Com o conhecimento dos valores da massa do
recipiente (MR), da massa da amostra (MA) e da massa do conjunto recipiente/amostra
calcinada (MRAC), foi possivel o calculo da determinacéo do teor de cinzas totais (TC%), de
acordo com a Equacéo 2 a seguir:

Eq. 2

MEAC-ME
———x100%=TC%

Onde:
MA: Massa da Amostra
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MR: Massa do Recipiente
MRAC: Massa do Conjunto recipiente/amostra seca

4.5. Determinacao do teor de extrativos

A extragcdo foi feita por Soxhlet, colocou-se um cartucho feito com papel filtro
contendo 4,0g de bagaco de cana-de-agucar. Ao baldo de vidro, adicionou 200 mL de hexano.
O conjunto baldo- extrator foi colocado em uma manta aquecedora conectada ao condensador
em um periodo de quatro horas de extracdo. O extrato foi transferido para uma placa de
porcelana com a massa determinada. A placa de porcelana foi posta em uma estufa a 105 £
2°C permanecendo por uma hora. Com o conhecimento dos valores da massa do recipiente
(MR), da massa da amostra (MA), da massa do conjunto recipiente/extrativos (MRE) e da
massa do conjunto recipiente/residuo de solvente (MRRS), foi possivel o célculo da
determinagéo do teor de extrativos (TE%), de acordo com a Equacéo 3 a seguir:

Eq. 03
MRE — MRRS
MA

x 100% = TEY

Onde:

MRE: Massa do Conjunto Recipiente/Extrativos

MRRS: Massa do Conjunto Recipiente/Residuo de Solvente
MA: Massa da Amostra

TE%: Teor de Extrativos

4.6. Determinacéo de Lignina

O teor de lignina foi estimado com adaptacOes realizadas com base nos procedimentos
descritos por Morais; Rosa; Marconcini (2010), onde, sdo adicionados 17 mililitros (mL) de
acido sulfurico 72% em acuradamente 1 (um) grama (g) de amostra seca €, ap6s 15 minutos
de agitacdo vigorosa e cuidadosa, comegou-se a marcar 24 horas de espera para o inicio da
proxima etapa. Depois de decorrido esse tempo, adicionou-se agua destilada até a diluicdo do
acido sulfarico a 4%, e o conteudo foi transferido, quantitativamente, para um baldo e levado
a manta aquecedora por um periodo de 4 horas. Transcorrido o tempo, o conteddo do baldo
foi filtrado a vicuo e o baldo foi sendo lavado com mais &gua destilada, sob agitagéo
constante, para evitar perda de precipitado. O contetdo retido no filtro foi lavado com mais

agua destilada até que o pH do filtrado ficasse neutro. Em seguida, o filtrado foi mantido em
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estufa a 105° C até peso constante. Com base na massa do funil limpo e seco (MF); na massa
da amostra (MA); na massa do funil somada a massa de lignina, apés a secagem em estufa
(MFL); e na massa do funil com cinzas, apos calcinacdo em mufla (MFC), pode-se calcular o
teor de cinzas (TC%) e o teor de lignina insoltvel (TLI1%), conforme as férmulas a seguir:

Eq. 4:

MFC—MF
—— x 1008 =TC%

Eq. 5:

MFL—ML
(—x 1Dﬂ%) —TC%y=TLI%

Onde:

MF: massa do funil limpo e seco;

MA: massa da amostra;

MFC: massa do funil com cinzas;

MFL: massa do funil + lignina (apds secagem em estufa);

TC%: teor de cinzas.

4.7. Determinacéo do Teor de Celulose

A determinacdo do teor de celulose se deu com base em adaptacbes dos trabalhos
realizados por RODRIGUES E PINTO; CALLONI; SILVA (2013). Para a quantificacdo de
celulose presentes nas biomassas utilizadas, pesou-se acuradamente 1 (um) grama (g) das
amostras em tubo de ensaio, e adicionou-se reagente acido (composto por 72,73% de acido
acetico glacial; 18,18% de agua destilada e 9,09% de &cido nitrico). Os tubos de ensaio foram
tampados e levados ao banho Maria por 30 min. Ap0s este processo, 0s tubos foram retirados
do banho Maria e resfriados até atingir a temperatura de 90°C e adicionou-se alcool etilico.
Apobs o resfriamento procedeu-se com a filtracdo a vacuo, sendo que o material foi lavado
com etanol, tolueno e éter sulfurico todos quentes. Apds a filtracdo o papel de filtro com a
amostra foi colocado em um cadinho (previamente calcinado) e levado a estufa a 105° C, por
4 horas. Passado o tempo o sistema (cadinho; papel de filtro e amostra) foi pesado e em
seguida submetido a calcinacdo em forno mufla a 550° C por 15 min. O teor de celulose foi
determinado com base na equacgéo descrita a seguir:

Eqg. 6
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[(Mi—P—Mf)] x 100
md

Onde:

Mi: massa do cadinho + papel + amostra;

P: massa do papel de filtro (papel quantitativo);
Mf: massa do cadinho+ cinzas;

MA: massa da amostra.

4.8. Pré-tratamento com peroxido de hidrogénio

Para a deslignificacdo foi utilizado o pré-tratamento quimico com peroxido de
hidrogénio alcalino e adaptado por LUCARINI et al., (2017a). Foram pesadas 10 g de
amostras de bagaco triturado e adicionados 250 mL de solu¢do de perdxido de hidrogénio 2%
em massa (proporgdo 1:25). Ajustou-se o pH da suspenséo para 11,5 utilizando escamas de
hidroxido de sddio. Posteriormente a mistura reacional foi agitada a 200 rpm, a temperatura
de 30°C até completar 24 horas. Ap6s esse periodo, a biomassa foi filtrada e o componente
residual lavado até a 4&gua de lavagem apresentar pH neutro. Posteriormente, o material obtido

permaneceu em estufa a 60°C até massa constante.

4.9. Hidrdélise Enzimatica

Submeteu-se diretamente a amostra liquida com pré tratamento (TP), sem pré-
tratamento (ST) a hidrélise enzimatica, ap6s a correcdo do pH da mesma com acido cloridrico
(HCI) que ficou entre 4,75-5,25. A enzima utilizada na etapa de hidrolise enzimatica foi a
Cellic CTec2, batch VCNIO013, que foi uma doagdo cortés da empresa Novozymes
Bioenergy ao Laboratorio de Pesquisa de Quimica da Universidade Federal do Tocantins.
Conforme as descrigdes da empresa, esta enzima é um complexo de celulases agressivas (com
alto percentual de B-glucosidase e hemicelulase) que visa degradar celulose em agucar
fermentescivel. Para inicio da hidrolise enzimatica colocou-se as amostras em erlenmeyer e
corrigiu-se o pH de todas as amostras, até aproximadamente 5,0 (cinco). O conjunto foi
encaminhado para a incubadora tipo Shaker, com temperatura na faixa de 50-55° C e agitagéo
de 200 rpm, adicionando-se entdo a enzima comercial celulase CTec2 (12uL), o sistema ficou
encubado por 72 horas.

Ap0s este processo a solucdo foi filtrada, sendo que a biomassa residual foi descartada

e aliquotas do liquido filtrado, onde se encontram os carboidratos, foram estocadas em tubos
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eppendorf, em freezer a -20° C, para posterior analise de aglcares por cromatografia liquida
(CLAE).

4.10. Nomenclatura das amostras

Para a realizacdo deste trabalho optou-se pela divisdo da amostras em amostra sem
pré-tratamento (ST) e amostra com pré-tratamento e hidrélise enzimatica (TP), conforme

tabela:

Tabela 1 — Nomenclatura adotada para as biomassas analisadas.

Biomassa Lignoceluldsica Nomenclatura adotada
Amostra sem pré tratamento ST
Amostra com pre-tratamento TP

Fonte: proprio autor (2020)

4.11. Cromatografia Liquida

A determinagdo e quantificagdo do perfil de carboidratos deu-se por cromatografia
liquida de altaeficiéncia — CLAE. Os componentes de carboidratos nas amostras foram
separados nas seguintes condi¢Ges cromatograficas: equipamento marca Agilent, modelo
1260 infinity 11, equipado com detector de indice de refracdo a 40°C, usando uma coluna
cromatografica Agilent Supelcogel C-610H (30cm x 7.8mm) — Sigma-Aldrich, pré coluna
Supelguard C610H (5cm x 4,6mm) — sigma — Aldrich, a fase mével utilizada foi 0.1%
H3PO4 (4gua deionizada e acido fosférico), com fluxo (vazdo da fase mével) de 0,5mL.min™
, tempo total de corrida de 18 minutos e temperatura de forno de 40°C. Glicose foi usada

como padréo.
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5. RESULTADOS E ANALISE

5.1. Caracterizacéo da composicao fisico-quimica do bagaco de cana-de-agucar

A caracterizagdo da composicdo fisico-quimica do material lignocelulésico é
fundamental para a eficiéncia das etapas de pré-tratamento e hidrolise enzimatica. O tipo de
pré-tratamento empregado € um fator importante e sua escolha ira depender das caracteristicas
e dos componentes quimicos do material lignoceluldsico, tendo como finalidade evitar a
formagdo de coprodutos inibidores da hidrélise e assim otimizar o rendimento na producéo de
acucares (CHANDRA et. al, 2012). O bagaco da cana é composto de cinzas, extrativos,
acidos urdnicos, grupos acetil, aclcares (glucanos, xilanos, galactanos, mananos e arabinanos)
e lignina (CARVALHO; MORETTI; COLODETTE e B1ZZO (2020)).

A Tabela 2 apresenta a composi¢cdo fisico-quimica do bagaco da cana-de-agUcar

empregada no presente trabalho, todos as analises foram feitas em triplicata:

Tabela 2: Composicao fisico-quimica do bagaco da cana de acucar.

Componentes Concentracéo (%)
Celulose 73,3
Lignina 23,95
Cinzas 7,62
Umidade 5,72
Extrativos 2,10

Fonte: proprio autor (2020)

Os resultados de obtidos estdo em conformidade com as caracteristicas da biomassa
bagaco de cana de agticar. SOARES; DO PATROCINIO e DA SILVA (2017) afirmam que na
composigdo da biomassa da cana, existe um predominio da holocelulose, (celulose +
hemicelulose), seguido pela lignina. As biomassas vegetais contém grandes quantidades de
celulose, além de outros polissacarideos hidrolisdveis em glicose para fermentacdo a alcool

combustivel ou para a producdo de produtos quimicos de interesse.

5.2 Pré-tratamento alcalino com peroxido de hidrogénio

Dentro do processo de obtencédo de etanol 2G o pré-tratamento € considerado uma das

etapas mais importantes na producdo de etanol da biomassa lignoceluldsica. Pré-tratamentos
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diferentes levam a materiais com caracteristicas diferentes, influenciando a hidrélise
enzimética e etapas de fermentacdo. O pré-tratamento com perdxido de hidrogénio € um
tratamento alcalino. LAZARINI e MARCONCINI (2019) Em seu trabalho sobre a
caracterizacdo estrutural de fibras de bagaco da cana-de-aclcar geneticamente modificados
constataram que os tratamentos alcalinos elevaram o indice de cristalinidade, mais
acentuadamente que os tratamentos &cidos, dado que removem grande parte da lignina, que é
amorfa, aumentando as fracdes de cristais de celulose no total da amostra, os efeitos dos

tratamentos alcalinos sdo mais evidentes na remocéo da lignina.

Figura 1: Biomassa pré-tratada

Fonte: préprio autor (2020).

Ap6s o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio as amostras passaram pela
hidrélise enzimatica, etapa necessaria para que as moléculas de celulose, hemicelulose e

lignina fossem quebradas e o pré-tratamento pudesse reagir com a biomassa.
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Figura 2: Hidrolise enzimatica da biomassa.

Q,
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Fonte: prdprio autor (2020).

As reacOes de hidrolise enzimética foram realizadas visando a producdo de agucares
fermentesciveis, a fim de detectar a efetividade do pré-tratamento com peroxido de

hidrogénio.

Apbs o pré-tratamento com peréxido de hidrogénio as amostras passaram por
cromatografia liquida e os resultados mostram a presenga de agucares. Dentre 0s agucares
encontrados estdo a arabinose, xilose e glicose. Os resultados da hidrélise enzimatica de 72
horas ap@s o pré-tratamento com peréxido de hidrogénio sdo mostrados na tabela abaixo:

Tabela 3 — Produtos da Hidrolise da Biomassa.

Produto da Hidrolise da ST TP
Biomassa
Arabinose ND ND
Xilose ND D
Glicose ND D

D: detectado ; ND: ndo detectado.
Fonte: Proprio autor (2020)
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@) principal objetivo de um pre - tratamento é remover

a lignina da biomassa_lignocelul6sica . A lignina atua como uma barreira natural que impede

que 0s microorganismos cheguem aos carboidratos, a fim de quebra-los em_agucares
fermentéaveis. (REGO; VALIM; VIEIRA; VILANI et al., 2018)

Ap0s a hidrolise enzimatica das duas biomassas e em compara¢do com a biomassa
sem pré-tratamento ja fica evidente que o tratamento com perdxido de hidrogénio é eficaz na
quebra da lignina e disponibilizacdo de acgucares fermentesciveis. Abaixo temos as
concentragfes encontradas de arabinose, xilose e glicose nas amostras sem pré-tratamento e

com pre-tratamento alcalino com peroxido de hidrogénio:

Tabela 4 - Concentracdes de arabinose, xilose e glicose apds 72 horas de hidrolise enzimatica.

Amostra Concentracéo de Concentracéo de xilose Concentracdo de
arabinose (g.L™) (g.L™ glicose (g.L™)

ST 0,050465 0,248819 0,06336
STII 0,020748 0,099965 0

ST I 0,014826 0,108041 0,02382

TP I 0,030637 0,43389 1,2478

TP I 0,070371 1,099416 3,195

TP I 0,059696 1,164379 2,8439

Fonte: Préprio autor (2020)

As concentragdes de agucares verificadas nas analises foram satisfatorias evidenciando
que o pré-tratamento adotado foi eficiente visto que se as condigdes proporcionam alto
rendimento, gasto energético minimo, sendo sustentavel e economicamente viavel, o pré-
tratamento € considerado eficiente.

O trabalho de REGO et al, (2018) utilizou o tratamento com peroxido de hidrogénio
variando as temperaturas e concentragcdes de perdxido de hidrogénio na biomassa obtendo
1,56 (g.L™) de glicose e 0,9 (g.L™") de xilose em condicdes de concentracio e temperatura
semelhantes as executadas neste trabalho. Quando comparados pode-se notar que a
efetividade na quebra da lignina e disponibilizacdo de glicose e xilose é semelhante e que o

pré-tratamento foi efetivo.
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A partir dos resultados apresentados, € possivel afirmar que o pré-tratamento utilizado
neste trabalho foi eficiente em relagdo a disponibilidade da fragdo celuldsica, visto que ha
uma quantidade significativa de agUcares extraidos. Pode-se observar que glicose e xilose
apresentam maior quantidade, sendo esses agucares 0s que tém maior relevancia, uma vez que
a glicose € representativa da fracdo celulésica e a xilose é predominante na hemicelulose. As

concentragdes de arabinose presentes nas amostras foram insignificantes.

6. CONSIDERACOES FINAIS

A execucdo do presente trabalho conseguiu alcancar os objetivos e foi possivel
executar todas as etapas propostas inicialmente. O resultado da caracterizacao fisico-quimica
do bagaco da cana-de-aclcar apresentou dados semelhantes a composicdo quimica ja
conhecida da biomassa. O pré-tratamento com perdxido de hidrogénio obteve resultados
muito positivos tornando a celulose suscetivel a acdo enzimética e a cromatografia liquida
mostraram a presenca significativa de acucares fermentesciveis, glicose e xilose, na amostra
pré-tratada.

Ademais, a biomassa analisada destacou-se com potencial para aplicacdo na producao
de acucares fermentesciveis e quando estudado quanto a producdo de etanol e seu rendimento,
0 pré-tratamento da biomassa mostrou-se significativamente propicio ao desenvolvimento de

metodologias para uso em escalas experimentais maiores.

6.1. Trabalhos futuros
Ao longo do desenvolvimento deste trabalho, puderam ser identificadas algumas

possibilidades de melhoria e de continuagdo a partir de futuras pesquisas, as quais incluem:
variagOes de tempo da hidrolise enzimatica para verificar a sua eficacia em tempos menores,
tornando o pré-tratamento mais eficiente.

Como os resultados obtidos foram satisfatorios, o presente trabalho se tornard um

artigo de revista e sera enviado para publicacéo.
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