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AVALIAGAO DO PRE-TRATAMENTO DE BAGAGO DE CANA POR PEROXIDO DE
HIDROGENIO ALCALINO: Il. SUSCEPTIBILIDADE DA BIOMASSA A HIDROLISE
ENZIMATICA E ACESSIBILIDADE AS ENZIMAS
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RESUMO: O pré-tratamento de bagaco de cana ndo moido por perdxido de hidrogénio alcalino foi
avaliado nas condicBGes Otimas para liberacdo de acglcares apo6s hidrdlise enziméatica previamente
determinadas em 8% de sélidos (g solido/mL solu¢&o), solucéo de H,O, 11% v/v (15,65% m/m), pH
11,5 (corrigido com NaOH), temperatura de 25 °C e tempo reacional de 1 h em seis ensaios baseados
em 1,5 L de solucdo de H,O,. No presente trabalho, a avaliagcdo do pré-tratamento ocorreu em termos
da liberacdo de aglcares apds hidrdlise enzimatica e dos perfis de proteina em solucdo durante a
reacdo, que fornecem uma medida indireta da adsor¢do das enzimas. Os resultados combinados da
producdo de aglcares e de proteina em solu¢do demonstram que as enzimas adsorveram ndo somente
na celulose, mas também na hemicelulose e lignina, e sugerem que a secagem ap0s 0 pré-tratamento
tenha induzido o enrijecimento das fibras (hornification).

PALAVRAS-CHAVE: Pré-tratamento; Perdxido de hidrogénio alcalino; Hidrdlise enzimética;
Adsorgao.

INTRODUCAO

A lignocelulose, constituida principalmente pelos polissacarideos celulose e hemicelulose e
pelo polimero lignina, € o recurso natural mais abundante, sendo barato e renovavel, e apresenta o
potencial para ser uma fonte sustentavel de combustiveis e produtos quimicos (RAGAUSKAS et al.,
2006). Os biocombustiveis liquidos tém atraido grande atengdo em diferentes paises ao redor do
mundo devido as suas caracteristicas renovaveis e sustentaveis, além de contribuirem para o
desenvolvimento regional com a criacdo de empregos, diminuirem a dependéncia externa de energia e
petroleo e cooperarem com as reducGes nas emissdes de gases causadores do efeito estufa
(DEMIRBAS, 2009). O etanol, por exemplo, é o biocombustivel mais usado no mundo no setor de
transportes e ha muito é usado como combustivel alternativo, tendo sido inicialmente difundido nos
anos 1900 na Europa e Estados Unidos (BALAT, 2011).

A conversdo de lignocelulose em combustiveis pela hidrolise enzimatica e fermentacdo tem
sido estudada ha muito por apresentar o potencial para fornecer uma fonte renovavel e alternativa de
energia capaz de substituir os combustiveis fosseis (ZHU et al., 2008). O processo geralmente envolve
trés etapas principais: i) pré-tratamento, para romper a estrutura recalcitrante da lignocelulose; ii)
hidrolise enzimética, para hidrolisar os polissacarideos em aglcares fermentesciveis; e iii)

fermentacdo, para converter os aglcares em etanol (HUANG et al., 2011). Como as caracteristicas
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estruturais da biomassa limitam sua acessibilidade as enzimas ou micro-organismos, o pré-tratamento

é uma operacao essencial que visa quebrar a camada de lignina, remover a hemicelulose ou romper a
estrutura cristalina da celulose para tornar a biomassa hidrolisavel (FAN et al., 1981b).

O pré-tratamento tem sido visto como uma das etapas mais caras do processo de conversao de
biomassa em acucares fermentesciveis (MOSIER et al., 2005) e, por isso, algumas caracteristicas sdo
consideradas para que um pré-tratamento seja eficiente e tenha baixo custo (ALVIRA et al., 2010):
altos rendimentos para multiplas matérias-primas em diferentes condicGes, alta digestibilidade do
solido pre-tratado, degradacao ndo significativa dos aglcares, formagdo minima de compostos toxicos,
auséncia da necessidade de reducdo do tamanho da biomassa, operagdo em reatores de tamanho
razoavel e custo moderado, auséncia de producdo de residuos, capacidade de recuperagdo da lignina,
demandas minimas de energia e calor e obtengdo de altas concentragdes de agUcares.

Muitos métodos de pré-tratamento de materiais lignocelulésicos tém sido utilizados antes da
hidrolise enzimética. Esses métodos tém sido classificados em pré-tratamentos fisicos, quimicos,
fisico-quimicos e bioldgicos (TAHERZADEH e KARIMI, 2008). Dentre as diversas técnicas, o pré-
tratamento quimico por peroxido de hidrogénio alcalino tem despertado interesse, pois € conduzido
com reagentes facilmente acessiveis e em condi¢des brandas de temperatura e pressao sem o0 emprego
de &cidos. Além disso, os reagentes apresentam baixa toxicidade e impacto ambiental e o pré-
tratamento é compativel com operagdes de separacdo, forma praticamente nenhum produto secundario
e apresenta quase 100% de recuperacdo da celulose na forma de glicose ap6s hidrolise enzimatica
(BANERJEE et al., 2012; RABELO et al., 2011; RIVERA et al., 2010).

Rabelo (2007) e Garcia (2009) estudaram o pré-tratamento por peroxido de hidrogénio
alcalino e determinaram condic¢fes Gtimas para seu emprego em bagaco de cana. Considerando as
condigdes 6timas determinadas no trabalho de Garcia (2009) para bagaco de cana moido e peneirado,
0 presente trabalho teve por objetivo avaliar o pré-tratamento de bagaco de cana ndo moido, obtido por
colheita ndo mecanizada, por perdxido de hidrogénio alcalino em uma escala 15 vezes maior que a
utilizada por Garcia (2009). Aspectos do pré-tratamento relacionados ao rendimento massico e
composicao quimica da biomassa foram tratados em outro trabalho e esse artigo é dedicado aos efeitos

do pré-tratamento na susceptibilidade da biomassa & hidrdlise enzimética e acessibilidade as enzimas.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
Materiais
Todos os reagentes utilizados nesse trabalho foram de padrdo analitico, a ndo ser que seja

mencionado o contrario.
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O reagente usado na preparacdo da solucdo de pré-tratamento é uma solucdo comercial de
peréxido de hidrogénio 50% (m/m), fornecido pela Buschle & Lepper S.A. e adquirido na empresa
Quibras Quimica Brasileira Ltda. em Maringa — PR.

As enzimas utilizadas nos ensaios de hidrélise foram as enzimas comerciais Celluclast 1,5L e
Novozym 188, ambas cedidas pela empresa Novozymes (Bagsvaerd, Dinamarca). Celluclast 1,5L é
uma celulase produzida pelo fungo Trichoderma reesei, enquanto a Novozym 188 corresponde a uma
B-glicosidase de Aspergillus niger. A atividade de celulase foi determinada seguindo-se o
procedimento padrdo de Adney e Baker (2008), que aplica as diretrizes da International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC) (GHOSE, 1987), sendo expressa em unidades de papel de filtro
(FPU). Para a determinacdo da atividade de celobiase, também seguiu-se o procedimento
recomendado pela IUPAC (GHOSE, 1987), que mede a atividade por meio de uma solucdo de
celobiose 15 mmol/L, expressando tal atividade como CBU (Cellobiose Units) por mL de enzima. A
atividade da enzima Celluclast 1,5L foi determinada em 56,9 FPU/mL e a atividade da enzima
Novozym 188 em 1327,3 CBU/mL.

Pré-tratamento por Peroxido de Hidrogénio Alcalino

Utilizando o trabalho de Garcia (2009) como referéncia, definiu-se que as condigdes de pré-
tratamento por perdxido de hidrogénio alcalino para esse estudo seriam 8% de sélidos (g solido/mL
solugdo), solugéo de H,O, 11% v/v (15,65% m/m), pH 11,5 (corrigido com NaOH), temperatura de 25
°C e tempo reacional de 1 h. Os ensaios de pré-tratamento foram realizados em reator cilindrico de aco
inox com 30 cm de didmetro por 43 cm de comprimento, provido de pas de agitagdo impulsionadas
manualmente.

Foram realizados seis ensaios de pré-tratamento baseados em 1,5 L de H,0, 11% v/v (15,65%
m/m). Inicialmente, adicionou-se ao reator o bagaco e 955 mL de &gua, deixando em contato por
30 min para umidificagdo do bagago. Em seguida, apos a umidificagdo, adicionou-se o reagente H,0,
50% (415 mL) e iniciou-se a correcdo do pH com uma solucido de NaOH de modo que a concentragdo
final de H,O, no reator foi de 11% v/v (15,65% m/m). Depois de atingido o pH 11,5, iniciou-se a
contagem do tempo de reacdo. Foram utilizadas também pequenas quantidades (menor que 50 uL) de
antiespumante Antifoam 204 (Sigma-Aldrich) para extinguir a espuma e evitar perda de material por
transbordamento. Ao término da reacdo, o sobrenadante foi descartado e o bagaco remanescente

lavado com agua até que a agua de lavagem estivesse limpida (aproximadamente 10 lavagens). Na
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sequéncia, o material pré-tratado foi seco em estufa a 105 °C por 24 h, resfriado até temperatura

ambiente e armazenado hermeticamente em geladeira. Ao fim dos ensaios, 0 material produzido em
todas as bateladas foi reunido, homogeneizado, acondicionado em recipiente hermético e armazenado
em geladeira até 0 uso nos ensaios de hidrélise. A caracterizacdo quimica da biomassa apds o pré-
tratamento foi realizada com base nos procedimentos analiticos do National Renewable Energy
Laboratory (NREL) (SLUITER e SLUITER, 2011) e correspondeu a 1,7% cinzas, 5,9% extrativos,
48,9% celulose, 22,5% hemicelulose e 16,87% lignina.

Ensaios de Hidrdlise

Os ensaios de hidrélise foram realizados em Erlenmeyers de 500 mL com base na massa total
de 100 g de acordo com as condicOes apresentadas na Tabela 1. Bagacgo de cana pré-tratado, 10 g de
tampédo de citrato 0,05 mol/L pH 4,8 e benzoato de sédio 1 g/L foram adicionados aos frascos e
transferidos para agitador mecénico a 50 °C e 150 rpm, onde permaneceram por 30 min para atingir
equilibrio térmico. Apds esse periodo, as reacdes de hidrdlise foram iniciadas pela adi¢do das enzimas
na proporcao de 1 FPU/g celulose : 2 CBU/g celulose, uma vez que Rivera et al. (2010) determinaram
a proporcédo de 1 FPU/g bagago : 1,8 CBU/g bagaco como sendo a razdo 6tima para a maximizacgao do
rendimento da hidrolise enzimética de bagago de cana pré-tratado nas mesmas condigdes empregadas
no presente trabalho. O benzoato de sédio, inibidor do crescimento de micro-organismos, foi utilizado
para evitar contaminagdo do meio reacional e cada ensaio foi realizado em duplicata, juntamente com
controles de enzima e substrato. No decorrer dos experimentos, aliquotas de 1,0 mL do meio reacional
de cada ensaio foram coletadas nos tempos 0, 0,5, 1, 2, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 h, de forma que, ao fim do
experimento, o volume total das amostras nao foi superior a 10% do meio reacional, garantindo maior
uniformidade nas caracteristicas da reacdo. As amostras retiradas foram imediatamente fervidas
durante cinco minutos, para inativar as enzimas e finalizar a reacdo, e congeladas até 0 momento das

analises.

Tabela 1 — Condigdes experimentais aplicadas nos ensaios de hidroélise enzimatica.

Condigdes experimentais*

Variaveis Variacdo nacarga  Variacdo na carga
enzimética de s6lidos
Carga enzimatica
(FPU/g-celulose) 29, S B0 =
Concentragdo de 5 3.6,9,12

substrato (%m/m,
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base seca)

*Temperatura, pH, agitacdo e tempo de hidrélise foram mantidos constantes em
50 °C, 4,8, 150 rpm e 72 h, respectivamente, para todos 0s experimentos

Apos as anélises para determinagdo de agucares em solucdo, as conversfes de celulose e
hemicelulose foram calculadas em termos de glicose e xilose equivalente, respectivamente, utilizando

os fatores de conversdo de anidromondmeros em aglcares monoméricos:

Gefna  G+1,053G,

Xe = 1
¢ c;E|inicial 1’1110 ( )
XH — xE,finaI — X (2)
XE,inicial 1’136H
Em que: Xc - conversdo de celulose;

Ge - glicose equivalente (g/kg);
G, - concentracdo de celobiose (g/kg);
G - concentragéo de glicose (g/kg);
C - concentracdo de celulose (g/kg);
Xu - conversédo de hemicelulose;
Xe - xilose equivalente (g/kg);
X - concentracdo de xilose (9/kg);
H - concentracdo de hemicelulose (g/kg).
Os dados experimentais foram convertidos para g/kg (i.e., grama da substancia pela massa

total do sistema expressa em kilograma) devido & natureza heterogénea do sistema.

Determinacio de Aciicares em Solucao

Para quantificacdo dos agUcares em solucédo, as amostras foram descongeladas, centrifugadas a
8000 rpm por 10 min, filtradas em filtros de 0,45 um e transferidas em vials para analise em
cromatdgrafo Varian 920-LC equipado com coluna Biorad Aminex HPX-87H na temperatura de 65
°C, utilizando como fase mével H,SO, 5 mM filtrado e desgaseificado na vazdo 0,6 mL/min. O
volume de injecdo de amostra foi 20 uL e os agucares foram detectados por detector de indice de
refracdo na temperatura de 55 °C em corrida de 35 min. Celobiose, glicose, xilose e arabinose foram

usados como padrdes de calibracdo externa.

Determinacio de Proteina em Solugao

Os perfis de adsor¢do foram obtidos de forma indireta por meio da determinacdo da
quantidade de proteina em solugdo, quantificada pelo método colorimétrico de Bradford
(BRADFORD, 1976) a partir das amostras filtradas, utilizando como padrao albumina bovina (Sigma
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A-2153). Duas curvas padrdo foram construidas (BOMMARIUS et al., 2008), uma para o intervalo

0,010 - 0,100 mg proteina/mL (denominado ensaio de proteina micro) e outra para o intervalo 0,125 —
2,000 mg proteina/mL (denominado ensaio de proteina padrdo). Para o ensaio de proteina micro,
100 pL de amostra foram reagidos com 1,0 mL de reagente Bradford, enquanto para o ensaio de
proteina padrdo, 10 uL de amostra foram reagidos com 1,0 mL de reagente Bradford. Como branco,
foi utilizado 1,0 mL de reagente Bradford. O volume de amostra foi adicionado em cubetas de 1,0 mL
e, em seguida, acrescentou-se 0 volume de reagente Bradford. Apds 5 min £ 20 s, a absorbancia da

solucéo resultante foi medida no comprimento de onda 595 nm em espectrofotdmetro.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ensaios de Hidrdlise

Observou-se que a mistura de enzimas utilizada com suplementagdo de B-glicosidase na razdo
1 FPU/g celulose : 2 CBU/g celulose garantiu baixas concentracdes de celobiose, em que a maxima
concentragdo observada foi para o ensaio com 12% de solidos e correspondeu a 1,3 g/kg. Os perfis
obtidos nos ensaios de hidrdlise foram semelhantes aos perfis apresentados na Figura 1,
correspondente ao experimento com 12% de s6lidos.

Além da formacdo de celobiose e glicose provenientes da hidrdlise da celulose contida no
material, também foi detectada a formacao de xilose. Tal producéo de xilose, originada da hidrolise da
hemicelulose, foi detectada em todos os ensaios de hidrélise realizados. Garcia (2009) também
observou producdo de xilose a partir da hidrolise enzimética de bagago de cana pré-tratado por
peréxido de hidrogénio alcalino empregando celulase de Trichoderma reesei (Sigma-Aldrich ATCC
26921). Isso ocorre porque 0s micro-organismos produtores de celulases podem produzir
hemicelulases (TENKANEN et al., 1992) e celulases comerciais também apresentam atividades
xilanoliticas (CHEN et al., 2007). Hu et al. (2011) relataram atividade xilanase de 438,8 U/mL e j-
xilosidase de 37,8 U/mL para Celluclast 1,5L com 50,3 FPU/mL, bem como atividade xilanase de
32,63 U/mL e B-xilosidase de 3,9 U/mL para Novozym 188 com atividade B-glicosidase de 239,0
U/mL.
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Figura 1 — Perfis experimentais de producéo de celobiose, glicose e xilose a partir da hidrélise enzimatica
de bagaco de cana com 15 FPU/g celulose em 12% (m/m, base seca) de sélidos.

Na Tabela 2, estdo apresentados os valores de conversdo obtidos em cada um dos ensaios de
hidrélise enzimatica. Pode-se observar que, em geral, as conversfes de celulose foram proximas as
conversdes de hemicelulose. A maior conversdo de celulose observada, 42,22%, foi obtida no ensaio
com 9% de soélidos, enquanto a maior conversao de hemicelulose, 50,18%, foi obtida no ensaio com
60 FPU/g celulose.

Tabela 2 — Valores de converséo de celulose (Xc) e hemicelulose (X}) obtidos nos ensaios de hidrdlise apds
72 h de reacdo.

Variagdo na carga enzimatica Variagdo na carga de solidos
Ensaio Xc (%) Xu (%) Ensaio Xc (%0) Xn (%)
5 FPU 30,16 31,32 3% 36,03 38,20
15 FPU 41,93 45,91 6% 38,65 41,16
30 FPU 37,22 42,97 9% 42,22 42,68
60 FPU 40,72 50,18 12% 38,36 38,23

Com base nos rendimentos de hidrélise, o pré-tratamento realizado por Garcia (2009) foi mais
eficiente. Utilizando a razdo 1 FPU: 1 CBU, carga enzimatica de 10 FPU/g sélido e concentracdo de
solidos de 5%, Garcia (2009) obteve rendimento em glicose de 64,30%. Para experimentos de
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hidrélise com 3% de solidos os rendimentos em glicose variaram entre 99,01% (para 15,8 FPU/g
solido com proporgdo de 1 FPU: 1,6 CBU) até 63,51% (para 15,8 FPU/g solido, sem adicdo de p-

glicosidase). Hari Krishna et al. (1998) obtiveram rendimentos em glicose de 70% usando 40 FPU/g

biomassa na hidrélise de bagaco de cana pré-tratado com 1% de perdxido de hidrogénio alcalino.
Considerando que canas-de-agucar de diferentes variedades podem apresentar caracteristicas distintas,
como diferencas na estrutura e composicao da planta, quantidade de sacarose e resisténcia a pragas, €
possivel que as diferencas observadas nos rendimentos sejam oriundas da variedade da cana-de-agUcar
que deu origem ao bagaco.

Apesar da celulase utilizada no presente trabalho ndo ter sido a mesma dos trabalhos citados,
que constitui uma causa possivel para as variacGes observadas, tais diferencas nos rendimentos
também podem ser originadas pelas caracteristicas conferidas ao bagaco durante o pré-tratamento. Fan
et al. (1981a) afirmam que uma alta deslignificacdo pode causar um colapso nos poros da estrutura
devido a recristalizacdo da celulose e, assim, resultar em aumento na cristalinidade. Segundo Hendriks
e Zeeman (2009), a quantidade de enzimas necessaria para altos rendimentos na hidrélise esta
diretamente relacionada com a eficiéncia e tipo de pré-tratamento e, de acordo com Kumar e Wyman
(2009), a adsorcdo da enzima € muito mais rapida que a sacarificacéo e tanto o substrato quanto o pré-
tratamento influenciam a dessor¢édo das enzimas, acessibilidade ao substrato e afinidade das enzimas a
lignina. Além disso, Banerjee et al. (2011) afirmam que o tamanho da particula tem um grande efeito
na digestibilidade enzimatica, em que a hidrélise de particulas menores resultam em rendimentos
maiores de acgUcares monoméricos, €, no presente trabalho, as fibras de bagaco ndo passaram por

nenhum outro processo além do pré-tratamento.

Adsorcio de Enzimas

A determinagdo das concentragcdes de proteina em solucdo durante a hidrolise enzimética
demonstrou que diferentes condi¢des exibem diferentes perfis de adsor¢do. Na Figura 2 estdo
apresentados os resultados de proteina em solugdo obtidos para o conjunto de ensaios de variacdo na
concentracdo enzimatica. Nota-se que no periodo inicial de hidrolise a concentracdo de proteina em
solugdo aumenta e depois volta a diminuir, indicando nova adsor¢do das enzimas. Ao fim das 72 h de
hidrélise, ndo foram detectadas proteinas em solucdo para os ensaios com 30 e 60 FPU/g celulose,
indicando completa adsor¢do das enzimas no substrato. Pelos perfis, observa-se que a carga
enzimatica influenciou os perfis de proteina em solucdo apesar da concentragdo de solidos ser a

mesma em todos os ensaios (5% m/m, base seca).
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Um comportamento similar ao observado nos ensaios com variagdo na concentracdo de
enzimas e visto nos perfis de proteina em solugdo da Figura 3, obtidos para o conjunto de ensaios com
variacdo na concentracdo de sélidos. Mesmo mantendo constante a razdo entre carga enzimatica e
solidos, i.e., 15 FPU/g celulose, nota-se que o comportamento da adsorcdo também foi influenciada
pela concentracgdo de solidos.

Mesmo que os valores de proteina em solucdo fornecam uma maneira de medir a quantidade
de enzima adsorvida de forma indireta, os resultados ndo permitem fazer distingdo entre as enzimas,
i.e., se celulase ou B-glicosidase, tampouco onde elas estdo adsorvidas no substrato, i.e., celulose,
hemicelulose e lignina. No entanto, a analise associada dos valores de proteina em solu¢do com 0s
perfis de hidrolise sugere que as enzimas adsorvem ndo somente na celulose, mas também na
hemicelulose e lignina, e que a distribuicdo dos componentes celulose, hemicelulose e lignina na
superficie do material ndo foi uniforme quando observa-se em todos 0s casos (com excegdo do ensaio
com 5 FPU/g celulose) que a proteina ndo foi completamente recuperada ao final da reagdo, em que
praticamente j& ndo havia producéo de aglcares e a conversdo de substrato ndo foi superior a 50%
(OOSHIMA et al., 1990). Com efeito, as quantidades significativas de xilose nas amostras de hidrolise

evidenciam a adsorcdo das enzimas na hemicelulose.

E/Eo na fase liquida
E/E0 narase liquiaa

Xc (%)

»>

—e—5FPU/gC 15 FPU/gC
@~ 30 FPU/g-C --#-- 60 FPU/g-C

Figura 2 — Fragdo de proteina em solugéo (E/Eo) em fun¢édo do tempo (A) e em funcéo da converséo de
celulose (B) para a hidrdlise de 5% (m/m, base seca) de bagaco de cana para as razfes 5, 15, 30 e 60 FPU/g
celulose, com alimentacéo inicial de proteina (Eo) de 0,106, 0,317, 0,634 e 1,268 g/kg respectivamente.
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Figura 3 — Fracdo de proteina em solucdo (E/Eo) em funcao do tempo (A) e em funcdo da conversdo de
celulose (B) para a hidrolise de bagaco de cana a 15 FPU/g celulose para as concentragdes 3, 6, 9 e 12%
(m/m, base seca), com alimentacdo inicial de proteina (Eo) de 0,190, 0,380, 0,571 e 0,761 g/kg
respectivamente.

Outra caracteristica dos perfis de proteina durante a hidrélise enzimatica do bagaco de cana é
seu comportamento dindmico. Em todos os perfis observa-se que as enzimas retornam para a solucao
ao longo da reacdo. De acordo com Ooshima et al. (1990), este comportamento sugere que a hidrélise
resulta em completa remocdo da celulose e hemicelulose acessiveis no material e que ndo sdo geradas
novas superficies de substrato na biomassa. Um perfil linear, i.e., constante, seria caracteristico da
formac&o de novas superficies de substrato ao longo da hidrélise (OOSHIMA et al., 1990).

Também se pode induzir pelos perfis de proteina em solugdo que as enzimas retornam para a
solucdo em periodos de tempo relativamente curtos, que correspondem a baixas conversdes. Ooshima
et al. (1990) afirmam que se a raz&o entre enzima e substrato é alta, o substrato fica sem superficies
disponiveis mesmo com a liberag&o de enzimas ap0s a hidrolise, pois estd saturado com enzimas.

Considerando que os resultados sugerem a ndo formagdo de novas superficies de substrato,
acredita-se que as diferencas nos rendimentos também possam ter sido originadas pelo enrijecimento
das fibras de bagaco durante a etapa de secagem apds o pré-tratamento. O enrijecimento das fibras
(referido em inglés pelo termo hornification) € o nome dado a perda irreversivel da habilidade de
ligacdo da agua apds secagem da celulose em consequéncia as mudancas irreversiveis na estrutura da
parede celular ocasionadas durante o processo de secagem e umidificacdo. Quando ocorre a secagem
da biomassa, as fibras de celulose sdo firmemente agrupadas por meio das ligacGes de hidrogénio, que

causam encolhimento e perda de poros na parede celular. Quando ocorre nova umidificacdo, a parede
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celular incha e apenas algumas ligagdes de hidrogénio sdo quebradas (LAIVINS e SCALLAN, 1993;

LUO e ZHU, 2011; SCALLAN, 1974).

Luo e Zhu (2011) monstraram que o enrijecimento da fibra induzido por secagem reduz
significativamente a eficiéncia da hidrdlise enzimética, observando reducdo de 54% para 25% na
digestibilidade enzimatica de pinheiro (lodgepole pine) pré-tratado apds secagem a 105 °C por 30 min.
Wang et al. (2012) afirmam que o enrijecimento induzido das fibras reduzem os sitios de ligagdo ou a
acessibilidade da celulose a celulase e, portanto, reduz a capacidade de adsorcdo das enzimas. A
despeito dessas evidéncias, Gould (1985) observou apenas leve diminui¢do da absorgdo de agua em
palha de trigo pré-tratada com peréxido de hidrogénio alcalino apds secagem da biomassa a 110 °C
durante 24 h. No entanto, Luo e Zhu (2011) demonstraram que o fendmeno de enrijecimento é
dependente da estrutura fisica e quimica da parede celular do material ndo seco, da susceptibilidade do

material ndo seco a secagem, do método de secagem e do tempo e temperatura de secagem.

CONCLUSAO

O pré-tratamento de bagaco de cana por peroxido de hidrogénio alcalino foi avaliado quanto a
susceptibilidade da biomassa a hidrélise enzimatica. Para isso, foram utilizadas as enzimas comerciais
Celluclast 1,5L e Novozym 188 na propor¢do 1 FPU/g celulose : 2 CBU/g celulose, que apresentaram
atividade xilanolitica e foram capazes de garantir baixas concentra¢@es de celobiose, em que a maxima
concentragdo observada foi 1,3 g/kg. A maior conversdo de celulose observada foi 42,22% (9% de
s6lidos e 15 FPU/g celulose), enquanto a maior conversao de hemicelulose foi 50,18% (5% de sélidos
e 60 FPU/g celulose).

Além disso, a determinacdo da quantidade de proteina em solugdo durante a reacdo permitiu
inferir informagdes sobre a acessibilidade da celulose as enzimas. Os resultados de adsorcdo da
mistura enzimatica durante os ensaios de hidrélise mostraram que as enzimas adsorveram nao apenas
na celulose, mas também na hemicelulose e lignina, como j& era esperado tendo em vista a produgéo
de xilose. O comportamento dindmico dos perfis de proteina em solugdo sugere que ndo foram geradas
novas superficies de substrato durante a hidrélise. Alem disso, os perfis de proteina em solu¢do em
conjunto com os perfis de producdo de acucares e valores de conversdo de substrato sugerem que a
distribuicdo dos componentes no material ndo foi uniforme. Adicionalmente, o aumento da
concentragdo de proteina em solugdo em valores baixos de conversdo também indica saturagdo dos
solidos com enzimas. Nao se descarta a possibilidade de que a variedade da cana-de-aglcar que deu
origem ao bagago tenha influenciado nos resultados de hidrolise enzimética, bem como o tamanho das

fibras usadas, entretanto, a combinagdo dos resultados sugere que o principal fator que influenciou a
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susceptibilidade do material foi o efeito de enrijecimento induzido pela secagem do material apds o

pré-tratamento.
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