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AVALIAGAO DO PRE-TRATAMENTO DE BAGAGO DE CANA POR PEROXIDO DE
HIDROGENIO ALCALINO: I. RENDIMENTO MASSICO E COMPOSICAO QUIMICA DA
BIOMASSA

Mauricio Melo Camara, (UEM), mauriciomcamara@gmail.com
Flavio Faria de Moraes, (UEM), flavio@deq.uem.br

RESUMO: O pré-tratamento de bagacgo de cana por perdxido de hidrogénio alcalino foi avaliado nas
condicBes 6timas para liberacdo de acUcares ap6s hidrélise enzimatica previamente determinadas em
8% de solidos (g so6lido/mL solucéo), solugdo de H,0, 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,0,. No presente trabalho, a técnica foi avaliada em termos do rendimento massico do
pré-tratamento e da variacdo na composicdo da biomassa, realizada com base nos procedimentos
analiticos do National Renewable Energy Laboratory (NREL). O rendimento massico médio foi de
55,4%, com remocdo de 51,58% e 30,75% da lignina e hemicelulose presentes inicialmente,
respectivamente, e aumento na fragdo de celulose em 48,2%, passando de 33% (m/m, base seca) no
bagaco in natura para 48,9% (m/m, base seca) no bagaco pré-tratado.

PALAVRAS-CHAVE: Pré-tratamento; Perdxido de hidrogénio alcalino; Bagaco de cana.

INTRODUCAO

Ha algum tempo, a problematica dos biocombustiveis e 0 uso de energias renovaveis ocupam
0 centro das atengdes nacionais e internacionais em razao do aumento excessivo do preco do petrdleo,
da natureza finita dos combustiveis fésseis e da discussdo mundial sobre a reducdo nas emissdes de
CO; e a consequente diminuicdo do efeito estufa (KOHLHEPP, 2010). Atualmente, o foco esta na
producdo de etanol a partir de culturas como milho, trigo e cana-de-aglcar, bem como a partir dos
abundantes residuos lignocelulésicos agricolas (BALAT, 2011). Do ponto de vista tecnoldgico, os
acucares contidos nas fragoes celuldsica e hemicelulésica da lignocelulose representam os substratos
que podem ser utilizados na produgdo de etanol pela via fermentativa (CANILHA et al., 2009).

A conversdo de biomassa lignocelul6sica em etanol envolve basicamente quatro etapas: i) pré-
tratamento, ii) hidrolise dos polissacarideos contidos no material em agucares, iii) fermentagdo destes
aclcares a etanol, e iv) destilacdo para recuperacdo do etanol (CARDONA ALZATE e SANCHEZ
TORO, 2006). A etapa de hidrdlise é usualmente realizada por métodos enziméaticos ou quimicos, em
que a hidrolise enzimética é preferida por ser conduzida em condi¢cBes brandas e por apresentar
maiores rendimentos em agucar e baixa formagdo de subprodutos (PAN et al., 2005; SUN e CHENG,
2005; TAHERZADEH e KARIMI, 2007). Além disso, as enzimas ndo sdo toxicas e nem corrosivas
(AL-ZUHAIR, 2008).
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O pré-tratamento € uma importante etapa do processo de conversdao da celulose, sendo
necessario para alterar a estrutura da biomassa tornando as moléculas de celulose mais acessiveis as
enzimas que convertem os polimeros em aclcares fermentesciveis. O objetivo do pré-tratamento é
quebrar a barreira de lignina e romper a estrutura cristalina da celulose (MOSIER et al., 2005).

Os processos de pré-tratamento podem ser fisicos, quimicos, biol6gicos ou uma combinagédo
desses métodos. Dentre as diversas técnicas, o pré-tratamento quimico por peréxido de hidrogénio
alcalino tem despertado interesse, pois é realizado com reagentes facilmente acessiveis e de baixa
toxicidade e impacto ambiental, em condi¢fes brandas de temperatura e pressdao sem o emprego de
acidos, além de ser compativel com operacdes de separagdo, formar praticamente nenhum produto
secundario e apresentar quase 100% de recuperagdo da celulose na forma de glicose apds hidrolise
enzimatica (BANERJEE et al., 2012; RABELO et al., 2011; RIVERA et al., 2010).

Rabelo (2007) realizou estudo de otimizacdo do pré-tratamento por peréxido de hidrogénio
alcalino em bagaco de cana ndo moido, obtido de cana queimada e colheita manual, tendo como
objetivo a maximizacdo da concentracdo de glicose apds a hidrélise enzimatica, e determinou as
condi¢des Otimas do pré-tratamento em 1 h de reacdo, 25 °C, 4 g de bagago de cana-de-aglcar ndo
peneirado em 100 mL de solucéo de peroxido de hidrogénio 7,355% (v/v) em pH 11,5. Garcia (2009)
realizou estudo semelhante, dessa vez utilizando bagaco proveniente de colheita mecanizada, moido e
com granulometria menor que 0,5 mm, para determinar se as condi¢cGes Otimas de Rabelo (2007)
continuavam sendo validas. As condi¢cbes ndo permaneceram iguais e as condi¢fes 6timas
determinadas por Garcia (2009) foram 1 h de reacéo, 25 °C, 8 g de bagago em 100 mL de solucéo de
peréxido 11% v/v e pH de 11,5.

Considerando as condigdes Otimas determinadas no trabalho de Garcia (2009) e o fato de que
a necessidade de redugdo do tamanho das particulas de biomassa é uma caracteristica de um pré-
tratamento eficiente (MOSIER et al., 2005), o presente trabalho teve por objetivo avaliar o pré-
tratamento de bagaco de cana ndo moido, obtido por colheita ndo mecanizada, por peroxido de

hidrogénio alcalino em uma escala 15 vezes maior que a utilizada por Garcia (2009).

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
Materiais

Todos os reagentes utilizados nesse trabalho foram de padréo analitico, a ndo ser que seja
mencionado o contrério.

O bagaco de cana-de-acucar utilizado nesse trabalho foi cedido pelo Grupo Santa Terezinha
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O reagente usado na preparacdo da solucdo de pré-tratamento é uma solucdo comercial de
peroxido de hidrogénio 50% (m/m), fornecido pela Buschle & Lepper S.A. e adquirido na empresa

Quibras Quimica Brasileira Ltda. em Maringa — PR.

Pré-tratamento por Peroxido de Hidrogénio Alcalino

Utilizando o trabalho de Garcia (2009) como referéncia, definiu-se que as condi¢des de pré-
tratamento por peroxido de hidrogénio alcalino para esse estudo seriam 8% de sélidos (g sélido/mL
solucéo), solucédo de H,0, 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, foram calculadas as quantidades de agua e reagente H,O, 50% necessérias para
produzir 1,5 L de solu¢do H,0, 11% v/v (15,65% m/m), bem como a quantidade de bagaco seco
correspondente a 8% m/v solugdo (My,g). Em seguida adicionou-se ao reator o bagaco e 88% da massa
da agua, deixando em contato por 30 min para umidificacdo do bagaco. Apds a umidificacéo,
adicionou-se o reagente H,O, 50% e iniciou-se a corre¢do do pH com uma solugdo de NaOH
preparada a partir da massa de agua restante, i.e., 12%. Dessa forma, a concentracéao 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 bagago remanescente
lavado com &gua até que a agua de lavagem estivesse limpida (aproximadamente 10 lavagens). Na
sequéncia, o material pré-tratado foi seco em estufa a 105 °C por 24 h, resfriado em dessecador até
temperatura ambiente e pesado em balanca analitica (Mpysg.pt). A0 fim dos ensaios, o material
produzido em todas as bateladas foi reunido, homogeneizado, acondicionado em recipiente hermético
e armazenado em geladeira até o uso nos experimentos de caracterizacdo. O rendimento massico de

pré-tratamento (R) foi calculado pela equagéo a seguir:

R,.[%] = Moagmt 100 (1)

bag
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Analise da Composicdo Quimica da Biomassa

A caracterizagdo quimica da biomassa antes e depois do pré-tratamento foi realizada com base
nos procedimentos analiticos do National Renewable Energy Laboratory (NREL) e determinam a
guantidade de cinzas, extrativos, carboidratos estruturais (celulose e hemicelulose) e lignina contidos
na biomassa. Todos os resultados sdo calculados em base seca, i.e., por unidade de biomassa seca, e a
determinacgdo do teor de umidade foi realizada sempre antes de cada procedimento de acordo com
Sluiter et al. (2008a).

Inicialmente, o bagaco foi moido em moinho de facas e peneirado. As particulas
correspondentes a fracdo -20/+80 mesh foram separadas e utilizadas na analise de composicdo
(HAMES et al., 2008). O teor de cinzas foi determinado pela carboniza¢do em mufla a 575 + 25 °C
durante 24 h de amostras homogeneizadas de bagaco (SLUITER et al., 2008b). Aproximadamente 3 g
de amostra foram utilizadas na determinagéo dos extrativos na biomassa, realizada em duas extragdes
consecutivas em aparelho Soxhlet, uma com agua e outra com alcool etilico comercial 96 °GL, ambas
por 24 h (SLUITER et al., 2008c). A determinacdo dos carboidratos estruturais e lignina, realizada
apos a etapa de extracdo, seguiu o procedimento padrdo descrito em Sluiter et al. (2011). As amostras
de bagaco extraidas, i.e., resultantes da etapa de extragcdo em Soxhlet, foram submetidas a hidrolise
acida com acido sulfurico 72% (m/m) a 30 °C por 1 h (300 mg de amostra e 3,0 ml de acido sulfurico).
Apos o periodo de 1 h, o &cido foi diluido a concentracdo final de 4% (adicdo de 84,0 mL de agua) e a
mistura aquecida a 121 °C (1,1 bar) em autoclave, também por 1 h. O material resultante foi resfriado
e filtrado com papel de filtro. Os sélidos insoluveis foram secos a 105 °C, carbonizados a 575 °C e a
fracdo carbonizada foi denomidada como lignina insolivel em &cido (lignina de Klason). A
concentragdo de lignina soldvel em &cido presente no filtrado foi determinada pela medida da
absorbancia da amostra em 240 nm usando o valor de absortividade de 25 L g™ cm™. As concentracdes
de aglcares monoméricos na fracdo soltvel foram determinadas apos a neutraliza¢do do filtrado com
carbonato de célcio por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme descrito adiante.

Assim, as concentracgdes de celulose e hemicelulose foram calculadas por:
celulose[%] = celobiose[%)] + glicose[%0] )

hemicelulese[%] = xilose[%] + arabinose[%o] + acetil [%0] (3)

Determinacio de Acucares em Solucio
Para quantificacdo dos aclUcares em solugdo, as amostras foram filtradas em filtros de 0,45 um

e transferidas em vials para anélise em CLAE. A determinacdo de agucares foi feita em cromatografo
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Varian 920-LC equipado com coluna Biorad Aminex HPX-87H na temperatura de 65 °C, utilizando

como fase moével H,SO, 5 mM filtrado e desgaseificado na vazéo 0,6 mL/min. O volume de injecéo de
amostra foi 20 pL e os agUcares foram detectados por detector de indice de refragdo na temperatura de
55 °C em corrida de 35 min. Celobiose, glicose, xilose e acido acético foram usados como padrfes de
calibracdo externa e foram utilizadas correcdes para as reaces de degradacdo dos aglcares durante a
hidrolise &cida. Os fatores de conversdo de acUcares monoméricos em anidromonémeros foram 0,95
(celobiose), 0,90 (glicose), 0,88 (xilose e arabinose) e 0,70 (acetil), calculados com base na adicdo de

agua as unidade monomeéricas dos polissacarideos durante a hidrélise acida.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados seis ensaios de pré-tratamento baseados em 1,5 L de H,0, 11% v/v (15,65%
m/m), i.e., em cada batelada foram tratados 120 g (base seca) de bagaco. Na Tabela 1 estdo
apresentados o0s rendimentos em massa dos ensaios de pré-tratamento, correspondendo a um
rendimento médio de 55,4%.

A perda de massa média de 44,6% observada no pré-tratamento foi semelhante aos resultados
apresentados por Wei e Cheng (1985), que estudaram o efeito do pré-tratamento por perdéxido de
hidrogénio nas caracteristicas estruturais e na hidrélise enzimatica de palha de arroz. Em um estudo da
viabilidade do aumento de escala do pré-tratamento por perdxido de hidrogénio alcalino, Banerjee et
al. (2012) realizaram o pré-tratamento de 1 kg de residuos de milho com H,0, na razdo 0,125 g/g
biomassa, 22 °C, pressdo atmosférica e pH 11,5 durante 48 h, com ajuste periédico do pH. Durante o
pré-tratamento, houve diminuicdo de aproximadamente 35% do material insoltvel, correspondendo a
um rendimento massico aproximado de 65%. Segundo os autores, a maior parte dessa diminui¢éo foi
causada pela solubilizagdo da lignina (passando de 18% para 6%), enquanto uma menor parte foi
causada pela solubilizacdo de glucanos (5,5% do total) e xilanos (10,1% do total).

Tabela 1 — Quantidades finais de bagaco pré-tratado e rendimentos obtidos nos ensaios de pré-
tratamento.

Bagaco
Ensaio Rendimento (%) pré-tratado produzido
(9)
1 61,5 73,8
2 60,1 72,1
3 52,3 62,8
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4 54,0 64,8
5 51,4 61,7
6 52,9 63,5
Média 55,4 66,5

ApoOs 0s ensaios de pré-tratamento, realizou-se 0 ensaio de caracterizacdo para a amostra de
bagaco in natura e para o bagago pré-tratado. Os resultados da caracterizacdo estdo apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2 — Composi¢do quimica do bagaco de cana antes e depois do pré-tratamento com peroxido de
hidrogénio alcalino e perda de massa por componente devido ao pré-tratamento.

Composicéo (%, base seca) Varigdo na

Componente composi¢ao Ya_r lagdo
Bagaco Bagaco o massica* (%0)
. - (%)
in natura pre-tratado
Cinzas 9 +1 1,7 £0,1 -81,1 -89,54
Extrativos 2,18 + 0,05 59 +0,2 170,6 49,94
Lignina 19,3 £0,7 16,87 +0,07 -12,4 -51,58
Celulose 33 +3 489 +0,3 48,2 -17,91
Hemicelulose 18 £2 225 £0,2 25,0 -30,75
Total 81 95,9 -44,6

* Com base no rendimento massico médio de pré-tratamento de 55,4%.

Os resultados da caracterizagdo mostraram que o pré-tratamento foi capaz de aumentar a
fracdo de celulose no bagaco de cana em 48,2%, passando de 33% (m/m, base seca) no bagago in
natura para 48,9% (m/m, base seca) no bagago pré-tratado. Apesar do pré-tratamento por peroxido de
hidrogénio alcalino se destacar pela alta taxa de deslignificacdo, os resultados mostraram que a
reducdo relativa no teor de lignina obtida com o pré-tratamento foi de apenas 12,4% no presente
trabalho. Além disso, um resultado interessante foi o aumento relativo de 25,0% no teor de
hemicelulose (xilanas), visto que um dos efeitos caracteristicos desse tipo de pré-tratamento é também
a solubilizacdo da hemicelulose.

Adicionalmente a comparacdo entre as composicdes antes e depois do pré-tratamento, a
eficiéncia do pré-tratamento também foi avaliada pela massa removida de cada componente, também
apresentada na Tabela 2 e calculada com base no rendimento massico médio obtido nos ensaios de
pré-tratamento e nas composi¢Ges do bagaco in natura e pré-tratado. Por meio dessa abordagem, o

pré-tratamento removeu 51,58% da lignina presente inicialmente, enquanto para a hemicelulose houve
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remocdo de 30,75%, comprovando que o aumento no teor de hemicelulose no material foi um

aumento relativo. Para a celulose, o pré-tratamento solubilizou 17,9% da quantidade presente no
bagaco in natura, corroborando com os resultados de Sun et al. (2000), que obtiveram solubilizacdo de
17,8% para pré-tratamento com peroxido de hidrogénio a 5%. O valor de remocdo da lignina foi
préximo ao obtido por Azzam (1989), que observou remogéo de cerca de 50% da lignina para o pré-
tratamento de bagaco de cana com peroxido de hidrogénio 2% a 30 °C durante 8 h.

Ao comparar os resultados da caracterizacdo do bagago pré-tratado obtidos no presente
trabalho com os resultados de Garcia (2009), apresentados na Tabela 3, observa-se uma grande
diferenga, mesmo que os pré-tratamentos tenham sido realizados nas mesmas condi¢des. Com base na
composicao quimica do material, o pré-tratamento realizado por Garcia (2009) foi mais eficiente,
resultando em aumento de 60,9% no teor de celulose e redugdes de 29,9% e 60,7% nos teores de
hemicelulose e lignina, respectivamente. Além disso, cinzas e extrativos foram completamente
removidos. Garcia (2009) ndo menciona os rendimentos em massa obtidos no pré-tratamento.
Entretanto, foi relatado que o pré-tratamento por peréxido de hidrogénio 7,355% (v/v), pH 11,5, 4%
de solidos (g solido/mL solugédo), a 25 °C durante 1 h, resultou em rendimento em massa de 41,6%
(RABELO, 2007). Adicionalmente, estas condigdes resultaram em redugdo de 72,9% e 45,5% nos
teores de lignina e hemicelulose e aumento de 96,0% no teor de celulose, respectivamente, alcancando

teores finais de 7,0% de lignina, 12,1% de hemicelulose e 77,6% de celulose.

Tabela 3 — Composicdo quimica do bagago de cana antes e depois do pré-tratamento com peréxido de
hidrogénio alcalino, obtido por Garcia (2009).

Bagaco in natura

Bagaco pré-tratado

Componente Diferenga
% (base Desvio % (base Desvio (%)
seca) seca)
Cinzas 1,79 0,02 0 - -100,0
Extrativos 3,3 0,2 0 - -100,0
Lignina 25,1 0,5 9,9 0,4 -60,7
Celulose 37,4 0,5 60,1 0,9 60,9
Hemicelulose 23,7 0,9 16,6 0,6 -29,9
Total 91 1 87 1

Além da diferenca na escala dos pré-tratamentos, as condi¢des de agitacdo e mistura também
foram diferentes. Ambos os pré-tratamentos, de Rabelo (2007) e de Garcia (2009), foram realizados
com 100 mL de solucdo de peroxido de hidrogénio e mantidos sob agitacdo mecénica durante todo o

tempo de reacdo. No presente trabalho, o volume de solugdo de H,O, utilizada foi de 1,5 L e a agitacdo
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foi realizada manualmente por um conjunto de p&s. Embora ndo se possa afirmar que esses dois
fatores foram determinantes para o surgimento das diferencas apresentadas e da redugéo na eficiéncia
do pré-tratamento, acredita-se que tenham influenciado em algum grau, uma vez que Gould (1985)
comenta em seu trabalho que o tratamento aparentou requerer certo grau de agitacdo mecanica para
atingir valores maximos.

Outro aspecto que pode ter contribuido para a reducéo na eficiéncia € a procedéncia do bagaco
de cana, bem como sua condicdo antes do pré-tratamento. Anteriormente, Garcia (2009) concluiu que
0 pré-tratamento é sensivel a procedéncia do bagago ao comparar seus resultados com os de Rabelo
(2007). O bagaco usado por Garcia (2009) foi moido e peneirado e obtido de colheita mecanizada de
cana ndo queimada, enquanto o bagago usado por Rabelo (2007) ndo era moido e provinha de cana
queimada. O bagago usado no presente trabalho ndo era moido e foi obtido por colheita ndo
mecanizada. Novamente, ndo se descarta a possibilidade de que a procedéncia do bagaco e o tamanho
e condigdo das fibras antes do pré-tratamento tenham influenciado em algum grau a eficiéncia do pré-
tratamento.

Gould (1984) ndo observou remocdes significativas de lignina em materiais obtidos por pré-
tratamentos realizados em altas concentragdes de sélidos (> 6 g/mL) e ndo obteve aumentos na
biohidrdlise da celulose para esses materiais. Gould (1985) afirma que é muito provavel que essas
observacBes sejam resultado do desaparecimento de H,O, do meio reacional pela formacdo de O,
pelas rapidas reacdes paralelas ndao deslignificantes. Além disso, Wei e Cheng (1985) afirmam que sob
efeitos cataliticos de fons metalicos, como Fe?, o peréxido de hidrogénio decompdem-se muito mais
rapidamente que na auséncia dos mesmos ions. Gould (1985) observou que a remocdo de
contaminantes metalicos dos sélidos eliminaram a formacgdo de O, da mistura reacional, mesmo em
altas concentragdes de solidos (6-10 g/mL). A remocdo de metais também restaurou a eficiéncia de
remogdo da lignina e aumentou a eficiéncia de sacarificagdo de materiais obtidos por pré-tratamentos
em altas concentragdes de solidos a niveis comparaveis com os obtidos por pré-tratamentos em baixas
concentragdes de solidos. No presente trabalho, nenhuma consideracdo foi feita a respeito da presenca
de ions metélicos no bagago de cana e, por isso, € possivel que os baixos niveis de deslignificacdo

tenham sido afetados pela presenca de tais ions.
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CONCLUSAO

O pré-tratamento de bagaco de cana por peroxido de hidrogénio alcalino apresentou
rendimento massico médio de 55,4% em seis experimentos realizados nas condicGes 6timas de
liberacdo de agucares apds hidrdlise enzimatica definidas para o mesmo material lignocelulésico em
outro trabalho. O pré-tratamento removeu 51,58%, 30,75% e 17,9% da lignina, hemicelulose e
celulose presentes inicialmente, respectivamente, apresentando teores finais de 16,87% de lignina,
28,5% de hemicelulose e 48,9% de celulose. Comparando os resultados obtidos com outros trabalhos
na literatura, acredita-se que os principais fatores envolvidos nas baixas taxas de remocao de lignina e
hemicelulose foram a procedéncia do bagaco, o tamanho e condicéo das fibras antes do pré-tratamento
e a possivel presenca de ions metélicos no bagaco de cana.
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