UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ENGENHARIA QUIMICA

Bioadsorcao dos inibidores gerados no pré-tratamento da biomassa

lignoceluldsica em biorrefinarias

MARINA BARBOSA MALUF RIBEIRO

Séo Carlos — SP
2020



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ENGENHARIA QUIMICA

Bioadsorc¢ao dos inibidores gerados no pré-tratamento da biomassa

lignocelulésica em biorrefinarias

MARINA BARBOSA MALUF RIBEIRO

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds-Graduagdo em
Engenharia Quimica da Universidade
Federal do Tridngulo Mineiro como
parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do Titulo de Mestre em
Engenharia  Quimica, 4rea de
concentracdo Engenharia Bioguimica.

Orientadora: Cristiane Sanchez Farinas

Sao Carlos — SP
2020



MEMBROS DA BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE
MARINA BARBOSA MALUF RIBEIRO APRESENTADA AO PROGRAMA DE
POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE SAO CARLOS, EM 29 DE ABRIL DE 2020.

BANCA EXAMINADORA:

Cristiane Sanchez Farinas

Orientadora, EMBRAPA/UFSCar

P / Francisco Guilherme Esteves Nogueira

UFSCar

P / Elaine Cristina Paris
EMBRAPA



“Tudo o que fizerem, fagam de
todo o coragdo, como para o
Senhor, e ndo para os homens.”

Colossenses 3:23



Dedico este trabalho a

Deus por ter me dado esta
oportunidade e a meus pais pelo
incentivo, apoio e amor
incondicionais.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela Sua fidelidade e infinita bondade com a minha vida. Por ter me
dado essa oportunidade de crescimento pessoal e profissional e por ter colocado tantas pessoas
maravilhosas ao meu redor. Por sempre guardar a minha vida em todos os momentos e,
principalmente, nessas tantas idas e vindas na estrada para rever minha familia.

Agradeco aos meus pais, Paulo e Silmara, que sempre estiveram ao meu lado, mesmo
longe, me apoiando e me aconselhando em todos 0s momentos, por ndo medirem esforcos para
me ver feliz e realizada. Obrigada por sempre acreditarem em mim e ndo me deixar desistir.
Meu amor e gratiddo por vocés é imensurdvel. Ao meu irmd Murilo, obrigada por todo
conhecimento compartilhado, pela cumplicidade e por sempre me incentivar a ser melhor.

Ao meu namorado Tulio, obrigada pelo amor e companheirismo, por sempre tentar me
ajudar no que fosse possivel, mesmo longe, pelo apoio e incentivo nas horas dificeis, e por fazer
0 que estivesse ao seu alcance para me ver bem. E principalmente por ter paciéncia comigo nos
momentos de crise.

Aos meus amigos da turma de Mestrado 2018 do PPGEQ UFSCar, minha eterna
gratiddo a todo nosso companheirismo e parceria nessa jornada ardua, obrigada por fazerem
essa caminhada mais feliz e leve em meio a tantas dificuldades. Os momentos ficaréo para
sempre em meu coracao. Em especial a Brenda, Téssia, Gui, Rafa, Leo e Vittor, obrigada por
tantos momentos especiais. Aos colegas do DEQ, que de alguma forma impactaram e fizeram
diferenca na minha vida, obrigada!

As minhas queridas companheiras de Lab da Embrapa, meu muito obrigada por todo
conhecimento compartilhado, pelo companheirismo no dia a dia, por sempre tentarem me
ajudar no possivel e por deixarem meus dias dificeis, mais faceis, sendo com um simples gesto
de carinho, um abraco, um conselho amigo. Em especial a Ludi, Camila, Bruno, Thalita,
Juliana, Monique, Thamara, Marina, obrigada por tudo!

Agradeco a minha orientadora Cristiane Farinas, por sempre me auxiliar e orientar no
caminho certo, pela confianca depositada em mim para a realizacao deste trabalho.

Agradeco a FAPESP pelo apoio financeiro durante o desenvolvimento desse mestrado.
A CAPES e CNPq por contribuir com este trabalho. Ao Programa de Pds-Graduagdo em
Engenharia Quimica da UFSCar pela possibilidade de realizar este projeto.

A todos que, direta ou indiretamente, ajudaram de alguma forma, sendo com um sorriso
de incentivo ou conhecimento compartilhado, auxiliaram no desenvolvimento deste trabalho, o

meu muito obrigada!



RESUMO

Na etapa de pré-tratamento da biomassa lignocelulosica em biorrefinarias séo gerados
compostos que podem atuar como inibidores das etapas subsequentes de hidrélise enzimatica e
fermentacdo alcoolica. Dentre estes inibidores, os compostos fendlicos originados da
degradacdo da lignina podem inibir ou desativar as enzimas durante a reacdo de hidrolise,
impactando significativamente o rendimento global da conversdo da biomassa vegetal em
acucares fermentesciveis. Dessa forma, novas estratégias que contribuam para mitigar o efeito
negativo destes inibidores se tornam necessarias para viabilizar as futuras biorrefinarias. Neste
contexto, uma potencial estratégia € o uso de biomassa microbiana como bioadsorvente para a
remoc¢do dos compostos fenolicos gerados na etapa de pré-tratamento. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o uso da biomassa microbiana de Aspergillus niger para a adsorcao de
compostos fendlicos presentes no licor do pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-
acucar. O cultivo do fungo foi feito para obter a biomassa microbiana e trés tratamentos foram
realizados: autoclave, acido e basico. As biomassas de A. niger pré-tratadas e moidas foram
usadas como bioadsorventes para remo¢do dos compostos fendlicos. Testes com amostras
sintéticas de vanilina (monémero) e acido tanico (oligbmero) mostraram que 0s adsorventes
tém maior afinidade de adsorver moléculas maiores, como o &cido tanico, por ser um material
pouco poroso. Avaliou-se também o efeito da carga de adsorvente, pH e temperatura na
capacidade de adsorc¢do. Foi obtida uma remocéo de 98% de acido tanico pela biomassa tratada
com hidréxido de sodio, enquanto que para a vanilina a afinidade foi menor, com uma remocéo
de pouco mais de 30%. Para os fendlicos totais presentes no licor do pré-tratamento, foi obtida
uma remocao em torno de 40%. Os ensaios de hidrolise enzimatica do bagago hidrotérmico na
presenca do licor apds a remocdo dos inibidores pelos bioadsorventes apresentaram um
aumento de 50% na liberacgéo de glicose. Os resultados obtidos indicam que a biomassa flngica
tem um potencial interessante para a remocao dos inibidores presentes no licor do pré-
tratamento do bagaco de cana-de-aglcar de modo a melhorar a conversdo dos agucares na etapa

de hidrolise enzimética em biorrefinarias.

Palavras-chave: Bioadsorcao, biomassa microbiana, compostos fenolicos.



ABSTRACT

In the pretreatment stage of lignocellulosic biomass in biorefineries can release compounds that
act as inhibitors of the enzymatic hydrolysis and alcoholic fermentation steps. Among the
inhibitors, the phenolic compounds originated from lignin degradation can inhibit or deactivate
the enzymes during the hydrolysis reaction, significantly impacting the overall yield of the
conversion of biomass into soluble sugars. Therefore, new strategies that contribute to mitigate
the negative effect of these inhibitors are necessary to enable the viability of future
biorefineries. In this context, a potential strategy is the use of microbial biomass as a low-cost
biosorbent for the removal of the phenolic compounds generated in the pretreatment stage.
Thus, the aim of this work was to evaluate the use of Aspergillus niger microbial biomass for
adsorption of the phenolic compounds present in the liquor of the hydrothermal pretreatment
of sugarcane bagasse. The fungal cultivation was made to obtain the microbial biomass and
three types of treatments (autoclave, acidic and basic solutions) were used to prepare the
biosorbents. Tests with synthetic samples of vanillin (monomer) and tannic acid (oligomer)
showed that the biosorbents have a greater affinity for adsorbing larger molecules, such as
tannic acid, as it is a low porous material. The effect of the adsorbent load, pH and temperature
on the adsorption capacity was also evaluated. A 98% removal of tannic acid was obtained by
the biomass treated with sodium hydroxide, whereas for vanillin the affinity was lower, with a
removal of just over 30%. For the total phenolics present in the pre-treatment liquor, a removal
of around 40% was obtained. The enzymatic hydrolysis assays of the hydrothermal bagasse in
the presence of the liquor after the removal of the inhibitors by the biosorbents showed a 50%
increase in the glucose release. The results obtained indicate that the fungal biomass has an
interesting potential for the removal of the inhibitors present in the liquor of the pretreatment
of the sugarcane bagasse in order to improve the conversion of the sugars in the enzymatic

hydrolysis stage in biorefineries.

Keywords: biosorption, microbial biomass, phenolic compounds.
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1. INTRODUCAO

O répido crescimento da populacdo mundial e o0 consequente aumento da demanda por
alimentos, energia e agua sdo e irdo continuar sendo grandes desafios para o0 mundo nas
préximas décadas. A sociedade atual ndo pode mais depender somente de fontes de energia ndo
renovaveis e poluentes. Assim, o uso de fontes de energia renovaveis se torna um desafio
cientifico-industrial e uma demanda social (SPERANDIO; FERREIRA FILHO, 2019). Neste
contexto desafiador, as biorrefinarias tem o potencial de suprir boa parte dessa demanda de
energia e insumos para diversos setores industrias de forma ambientalmente sustentavel.

O uso da biomassa lignocelulésica como matéria-prima para a producdo de
biocombustiveis e outros bioprodutos tem ganhado for¢a nos altimos anos (LIGUORI;
FARACO, 2016). No processo de producdo de Etanol de Segunda Geracdo (2G) e outros
bioprodutos nas biorrefinarias é necessaria uma etapa de pré-tratamento da biomassa
lignocelulosica a fim de romper a estrutura recalcitrante de sua parede celular e aumentar a
acessibilidade das enzimas durante o processo de conversdo dos polissacarideos em acucares
simples. No entanto, nessa etapa de pré-tratamento também sao gerados compostos que podem
atuar como inibidores das reacBes bioquimicas subsequentes de hidrélise enzimatica e
fermentacdo alcdolica (KO et al., 2015; MES-HARTREE; SADDLER, 1983; MOSIER et al.,
2005; OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996). Os compostos fendlicos provenientes da
degradacdo da lignina estdo entres os principais inibidores das reaces de hidrolise enzimética
da biomassa vegetal, causando inibi¢do e/ou desativacdo de enzimas do complexo celulolitico
(KIM et al., 2011; MALGAS et al., 2016; MHLONGO et al., 2015; QIN et al., 2016;
TEJIRIAN; XU, 2011; XIMENES et al., 2011; XIMENES et al., 2010). Dessa forma, é
necessario o desenvolvimento de estratégias para minimizar o impacto negativo dos compostos
inibidores gerados, de modo a melhorar o rendimento global das biorrefinarias.

O processo de adsorcao tem se mostrado como uma boa alternativa para a remogéo de
compostos organicos e inorganicos de solugdes aquosas, uma vez que é um dos métodos que
vem sendo mais utilizado para esse tipo de tratamento, sendo o carvéo ativado o adsorvente
mais empregado (DELGADO et al., 2019; DING et al., 2018; MARTIN et al., 2018;
MUKHERJEE et al., 2007; MUSSATO; ROBERTO, 2004). Embora o carvédo ativado seja
bastante eficiente como adsorvente, € um material que apresenta um alto custo de obtencéo e
regeneracdo. Assim, se faz necessario o desenvolvimento de adsorventes de baixo custo, mas
que proporcionem uma eficiente remocdo dos inibidores gerados no pré-tratamento da
biomassa, de modo a aumentar a eficiéncia do processo de hidrélise enzimatica e contribuir

para a utilizacdo efetiva dos acUcares sollveis gerados.



O uso da biomassa microbiana como bioadsorvente se mostra como uma alternativa de
baixo custo e vem sendo amplamente estudado para a remocao de compostos indesejados de
efluentes industriais. Estudos de bioadsor¢édo de compostos fendlicos, metais pesados e corantes
ja demonstraram a eficiéncia e viabilidade da aplicacdo da biomassa microbiana de fungos,
bactérias e algas como adsorvente (DING et al . 2019a; MATHIALAGAN;
VIRARAGHAVAN, 2009; ONAL, 2010; SHROFF; VAIDYA, 2012; VALE et al ., 2016).

A parede celular de fungos é composta, principalmente, de polissacarideos e proteinas
em varias propor¢oes. Esses componentes estruturais garantem a presenca de diferentes grupos
funcionais, como grupos amino e hidroxila, que sdo capazes de se ligar a vérios tipos de
moléculas, estando, assim, envolvidos na bioadsorcdo de diversos compostos. Devido a essas
propriedades, a biomassa de fungo vem ganhando destaque em estudos sobre diferentes tipos
de bioadsorventes (CRINI; BADOT, 2008; FARKAS, 2003; TIGINI et al ., 2012).

Desta forma, considerando que a biomassa microbiana de fungos poderia ser gerada nas
biorrefinarias como um coproduto do processo de producdo de enzimas celuloliticas ou acidos
organicos (CUNHA etal ., 2017; DA SILVA DELABONA et al ., 2016; DEZAM et al ., 2017;
SQUINCA et al ., 2018), por exemplo, se torna plausivel considerar que esse adsorvente estaria
disponivel para aplicacdo sem significativo custo adicional.

Apesar do potencial ja demonstrado destes bioadsorventes em remover compostos
fendlicos, ainda ndo ha estudos que avaliem sua aplicagdo no contexto das biorrefinarias.
Portanto, é de interesse o estudo da utilizacdo da biomassa microbiana de Aspergillus niger
como bioadsorvente para a remoc¢do dos compostos fenolicos inibidores gerados no pré-
tratamento da biomassa lignocelulésica visando contribuir para aumentar o rendimento global

da conversdo da biomassa vegetal nas biorrefinarias.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Processo de conversao da biomassa em biorrefinarias

O conceito de biorrefinaria remete a ideia de integracdo de processos de conversédo de
biomassa, com o objetivo de produzir combustiveis, energia e produtos quimicos. O conceito é
analogo ao das refinarias de petréleo, onde sdo gerados produtos a partir de matérias-primas
fosseis, de forma integrada e otimizada. No entanto, nas biorrefinarias sdo utilizadas matérias-
primas renovaveis, como biomassas e residuos industriais, para a conversdo em
biocombustiveis e outros produtos (CHANDEL et al., 2018; CLARK, 2007). A ideia de
biorrefinarias industriais vem crescendo como uma alternativa bastante promissora para a
criacdo de novas industrias do futuro, especialmente do ponto de vista da sustentabilidade.

O etanol de segunda geracdo (2G) € um dos produtos inseridos neste contexto, pois é
produzido a partir da biomassa residual da producao do etanol de primeira geragéo (1G) a partir
da cana-de-acucar. Os principais constituintes da biomassa lignoceluldsica séo a celulose, em
torno de 35-50%, hemicelulose de 20-35%, 5-30% de lignina e outras substancias de 1-10%
(MENON e RAO, 2012). As etapas do processo de producdo do etanol 2G compreendem o pré-
tratamento da biomassa vegetal, hidrdlise enzimética, fermentacgéo alcéolica e a separacdo do
produto final, o etanol (KUMAR et al., 2016).

A acessibilidade das enzimas na etapa de hidrélise é dificultada devido a recalcitrancia
natural da parede celular vegetal. Assim, se faz necessaria a etapa de pré-tratamento da
biomassa lignocelul6sica para aumentar a eficiéncia das enzimas na hidroélise, pois as enzimas
apresentam um elevado custo para 0 processo e estdo entre os itens de maior custo na produgéo
do etanol lignocelulésico (MACRELLI et al., 2012). Entretanto, no pré-tratamento da biomassa
sdo gerados compostos que podem atuar como inibidores nas etapas subsequentes de hidrdlise
enzimatica e fermentacdo alcoolica. Dessa forma, um método eficiente de pré-tratamento é
aquele em que ha o rompimento do complexo lignocelulésico, aumentando a acessibilidade da

celulose, mas com uma baixa producdo de compostos inibidores (CHANDEL et al., 2018).
2.1.1. Pré-tratamento dos materiais lignocelul6sicos

O pré-tratamento da biomassa vegetal lignocelul6sica tem como objetivo alterar ou
remover impedimentos estruturais de modo a elevar o rendimento da etapa de hidrélise
enzimatica. A biomassa vegetal, na forma como é encontrada na natureza, limita o acesso das
enzimas devido a sua estrutura recalcitrante. Dessa forma, o pré-tratamento € uma etapa
indispensavel para tornar a biomassa mais acessivel, desestruturando a lignina e a hemicelulose

e aumentando o acesso das enzimas ao polimero de celulose (MOSIER et al., 2005; ZHU et al.,



2008). O processo de pré-tratamento age desintegrando a celulose, hemicelulose e lignina, de
forma a converter esses polimeros em fragmentos menores (Figura 1), de mais facil acesso as
enzimas (SHARMA; XU; QIN, 2019). Este processo deve aumentar a eficiéncia da hidrélise
enzimatica, evitar a degradacdo dos carboidratos e a formacéo de compostos inibidores e ser
economicamente viavel (SUN; CHENG, 2002).

Figura 1 — Biomassa lignocelulosica sujeita ao pré-tratamento
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Fonte: Adaptado de Sharma et al., 2019.

Durante os processos de pré-tratamento sdo gerados diversos tipos de compostos que
podem atuar como inibidores das enzimas na hidrdlise e de leveduras na fermentacdo alcoolica.
Os tipos e a concentracdo desses inibidores dependem da composicdo da biomassa e das
condigdes de operagdo de cada tipo de pré-tratamento. Dentre estes inibidores estdo os
compostos fenolicos, gerados a partir da degradacdo da lignina, e os furanos, produtos de
degradacdo dos acucares (HENDRICKS; ZEEMAN, 2009; MES-HARTREE; SADDLER,
1983; MOSIER et al. 2005; PASMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). Varios tipos de pré-
tratamento vém sendo propostos e estudados pela literatura a fim de separar e aproveitar estes
materiais lignocelul6sicos, incluindo processos fisicos, quimicos, bioldgicos, mecanicos ou a
combinacéo destes (ALVIRA et al., 2010).

Dentre eles, os pré-tratamentos hidrotérmicos sdo os tipos mais comumente utilizados
nos processos de conversdo da biomassa e estdo sendo amplamente estudados (ALVIRA et al.,
2010; NITSOS et al., 2013; SUN et al., 2016; ZHUANG et al., 2016). Estes métodos utilizam
agua a alta presséo e alta temperatura para causar a solubilizacdo da hemicelulose, tornando a
celulose mais acessivel as enzimas durante a hidrolise. Quando submetida a altas pressdes e
temperaturas, a &gua aumenta seu grau de ionizacdo e os ions hidroxila gerados atuam como
catalisadores da hidrolise da hemicelulose. As principais variaveis que interferem na eficiéncia
dos processos de pré-tratamento hidrotérmico sdo o tempo de retencdo e a temperatura do
processo (OVEREND; CHORNET, 1987; GUILHERME, 2014; SOUZA, 2016).



Dentre as principais vantagens do pré-tratamento hidrotérmico est o fato do processo
ndo utilizar reagentes quimicos, que € importante no ponto de vista ambiental e econémico; ndo
necessitar de reatores resistentes a corrosdo para o processo; ocorrer a hidrolise de grande parte
da hemicelulose presente no material; além de ter uma menor producéo de compostos inibidores
dos processos enziméticos e fermentativos quando comparados a outros processos (ALVIRA
et al., 2010; GUILHERME, 2014; SOUZA, 2016). Eles podem ser classificados como pré-
tratamento a vapor e aquoso:

e Explosdo a vapor: € o preé-tratamento fisico-quimico mais empregado para biomassa
lignocelulosica. A biomassa é sujeita a um vapor a alta presséo por um periodo de tempo
que pode variar de segundos até minutos, e depois é despressurizada. Esse tratamento
combina forgas mecénicas e efeito quimicos devido a autohidrolise de grupos acetil
presentes na hemicelulose. Com a hidrélise e solubilizacdo da hemicelulose, a lignina é
redistribuida e parcialmente removida do material. A remocao da hemicelulose expde a
superficie da celulose, aumentando a acessibilidade das enzimas a mesma. A principal
desvantagem deste método é que a degradacéo parcial da hemicelulose gera compostos
que podem inibir as etapas subsequentes de hidrélise e fermentacdo (OLIVA et al .,
2003; PAN et al ., 2005; ALVIRA et al ., 2010).

e Agua liquida quente (LHW): alta pressdo é aplicada para manter a 4gua em estado
liquido a altas temperaturas (160-240 °C) e provocar alteracdes na estrutura da biomassa
lignocelulésica. O objetivo deste tratamento € solubilizar grande parta da hemicelulose,
tornar a celulose mais acessivel e evitar a formacédo de inibidores. Apés o tratamento é
obtida uma fracdo solida rica em celulose e uma fracdo liquida rica em agucares
derivados da hemicelulose. Para evitar a formacdo de compostos inibidores, o pH do
processo deve ser mantido entre 4 e 7 (MOSIER et al ., 2005).

2.1.2. Inibidores gerados no pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos

Os compostos gerados na etapa de pré-tratamento da biomassa podem ser divididos em
quatro grupos principais: produtos de degradacdo do agUcar, produtos de degradacéo da lignina,
compostos derivados da estrutura de lignocelulose e ions de metais pesados.

Os produtos de degradacéo do agucar sédo formados, principalmente, de furanos, como
o furfural e o 5-hidroximetilfurfural (HMF) (MES-HARTREE; SADDLER, 1983). Entre os
compostos provenientes da degradacdo da lignina estdo aromaéticos e aromaticos policiclicos
com uma grande variedade de constituintes, que sdo considerados mais t0Xicos que 0s anteriores

para as enzimas da etapa de hidrdlise, mesmo em baixas concentragdes (MICHELIN et al .,



2016; ZHAI, HU, SADDLER, 2016). Durante a etapa de pré-tratamento também sdo liberados
compostos derivados de extrativos e acido acético derivado do grupo acetil presente na
hemicelulose. Ja os ions de metais pesados podem originar se a partir da corrosao dos
equipamentos de hidrolise e também podem inibir a acdo das enzimas (MUSSATTO;
ROBERTO, 2004).

No pré-tratamento hidrotérmico, a hidrdlise das ligacdes mais termolébeis da lignina é
favorecida, o que leva a formacdo de novas ligacdes e a fragmentacdo de partes da lignina,
liberando os compostos fenolicos (TANAHASHI, 1990). Os compostos fendlicos consistem de
um anel aromatico, que possuem ligagdo com grupos do tipo hidroxila, carboxila, metoxila e
outras estruturas ciclicas ndo aromaticas (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). O tipo
de composto fendlico e a concentracdo dos fendlicos totais podem variar com o tipo de
biomassa e o tipo de pré-tratamento, bem como da carga de sélidos utilizada no pré-tratamento
e na hidrdlise enzimética

Vaérios trabalhos encontrados na literatura relatam a inibicdo dos compostos fenolicos
sobre as enzimas utilizadas na conversdo da biomassa vegetal. Ximenes et al. (2010)
caracterizaram a inibicao de enzimas por fenolicos e oligossacarideos liberados durante o pré-
tratamento hidrotérmico e a hidrélise do residuo da producéo de etanol de milho, e constataram
que a vanilina foi o maior inibidor das enzimas estudadas. Tejirian e Xu (2011) utilizaram uma
série de compostos fendlicos simples e oligoméricos, a fim de representar os compostos de
lignina ou seus produtos de degradacdo na inibicdo enzimatica, e verificaram que compostos
oligoméricos, como o &cido tanico, apresentaram maior efeito inibitorio. Kim et al. (2011)
identificaram os principais inibidores soluveis gerados durante o pré-tratamento hidrotérmico
(LHW) de madeira de conifera, que foram o &cido acético, HMF, furfural, e compostos
fenolicos. Seus estudos verificaram que uma forma destes compostos afetarem o rendimento da
hidrolise enzimatica é precipitando as enzimas utilizadas durante a reacdo de hidrolise.

Tendo em vista que estes compostos inibidores alteram significativamente o
desempenho das enzimas na hidrélise, mesmo em baixas concentragdes, se fazem necessarios
métodos para a sua remocéo, de modo a aumentar o rendimento geral do processo de converséo
da biomassa vegetal em biorrefinarias. Porém, para a aplicacdo desses métodos ser vidvel, eles
devem ser eficientes e ndo gerar altos custos adicionais ao processo.

2.2. Métodos para remog¢ao dos compostos inibidores

O processo de adsorcdo € um dos métodos de separacdo mais eficientes e mais

comumente utilizados para remover compostos indesejados de solucdes aquosas (DELGADO



etal ., 2019; DING et al ., 2018; MARTIN et al ., 2018). O processo em si consiste no acimulo
de particulas (adsorbato) presentes em um meio liquido, na superficie do adsorvente. O
fendmeno que ocorre na superficie é controlado por interacbes complexas entre 0s trés
componentes envolvidos: o adsorvente, o adsorbato e o solvente. A afinidade entre o adsorbato
e o solvente também exerce influéncia na adsor¢do, embora o processo seja controlado
principalmente pela interacdo entre o adsorvente e o adsorbato (FURUYA et al., 1997).

A adsorc¢éo pode ter um carater quimico, fisico ou de troca i6nica. A adsorcao quimica,
ou quimissor¢do, envolve a reacdo entre o adsorbato e o adsorvente resultando em uma
mudanca na configuracdo quimica do adsorbato. Esta interacdo pode ser irreversivel. Em alguns
casos, a interacdo pode ocorrer entre moléculas do adsorbato e grupos funcionais presentes na
superficie do adsorvente, o que ndo resulta em transformacdes do adsorbato. A fissisorcdo
resulta da acdo de forcas de Van der Waals, que sdo compostas de forcas de dispersao de
London e forcas eletrostaticas classicas, sendo, em geral, um fenédmeno com baixo grau de
especificidade. A troca i6nica envolve forcas eletrostaticas de ligacdo de espécies idnicas para
os locais de carga oposta a superficie de um adsorvente, com deslocamento subsequente destas
espécies por outro adsorbato idnico de grande afinidade eletrostatica (BANSAL; GOYAL,
2005; SLEJKO, 1985).

H& uma extensa variedade de materiais que podem ser aplicados como adsorventes,
como: carvdes ativados, zedlitas, resinas de troca i6nica, alumina, silica gel, entre outros.
Dentre eles, um dos mais utilizados, devido a sua alta eficiéncia e afinidade com uma grande
variedade de compostos, € o carvdo ativado. Este material possui um alto grau de porosidade e
extensa area de superficie, caracteristicas que geralmente influenciam e favorecem a capacidade
de adsorcdo (BANSAL; GOYAL, 2005; LIN; JUANG, 2009). Embora apresente grandes
vantagens em relacdo a adsorcdo, possui desvantagens de alto custo de fabricacdo e
regeneracao.

O interesse em pesquisas para a producdo de adsorventes alternativos vem se
fortalecendo nos Gltimos anos, em especial, estudos sobre adsorventes de baixo custo e que
possuam boa capacidade de adsorgéo e remogéo de compostos indesejados. Materiais como
bagaco de cana, lama vermelha, argila, ou determinados residuos de operacGes industriais, tais
como cinzas, carvao e residuos da induastria agricola séo classificados como adsorventes de
baixo custo (LIN; JUANG, 2009; FREITAS; FARINAS, 2017). Além disso, alguns trabalhos
da literatura tem reportado a viabilidade do uso de biomassa microbiana como bioadsorvente
em processos de adsorgéo para remocdo de compostos indesejados de solugdes aquosas, tais

como efluentes industriais contendo metais pesados, corantes e compostos fenolicos (BANO et



al., 2018; BORIOVA et al., 2019; JAVANBAKHT; ALAVI; ZILOUEI, 2014;
MATHIALAGAN; VIRARAGHAVAN, 2009; REN et al., 2018; SHROFF; VAIDYA, 2012).
Assim, 0 processo em que se usa materiais biolégicos como adsorventes é chamado de
bioadsorcdo; um processo fisico-quimico definido como a remocdo de substancias de uma
solugdo por um material biologico (GADD, 2009). Diversos estudos relatam a eficiéncia do uso
da biomassa microbiana como bioadsorvente para remocdo de substancias indesejadas de
solugdes aquosas. Alguns estudos também avaliam o efeito de pré-tratamentos realizados na
biomassa de modo a aumentar sua capacidade de adsor¢do dos compostos estudados.

Kapoor e Viraraghavan (1998) realizaram experimentos com biomassa microbiana de
Aspergillus niger ndo tratada e pré-tratada para determinar a eficiéncia da biomassa para
remocao de chumbo, cadmio, cobre e niquel. Eles observaram que a biomassa possui uma boa
eficiéncia como bioadsorvente, e que o pré-tratamento aumenta a capacidade de adsorcdo. Mas
a magnitude do aumento depende do tipo e do método do pré-tratamento. Os experimentos
realizados com biomassa tratada com hidroxido de sodio, detergente e formaldeido
apresentaram resultados de remocdo dos metais bem melhores em comparacdo com 0s
experimentos com biomassa ndo tratada.

Rao e Viraraghavan (2002) conduziram estudos sobre a bioadsorgéo de fenol de uma
solugdo aquosa por biomassa de A. niger. Cinco tipos de biomassa inviabilizadas pré-tratadas
foram utilizadas como bioasorventes para a remocédo do fenol, sendo que a tratada com acido
sulfurico apresentou-se como a mais eficiente. A dessorcdo do fenol usando dgua deionizada
foi de aproximadamente 5%, sugerindo uma boa bioadsorcdo do composto pela biomassa.

Mathialagan e Viraraghavan (2009) estudaram a adsorcéao de pentaclorofenol (PCP) em
solugédo aquosa utilizando biomassa inviabilizada de Aspergillus niger como bioadsorvente.
Eles trataram a biomassa com Vvarios compostos quimicos para obter diferentes biomassas
guimicamente condicionadas e estudaram sua eficiéncia na remocéo de PCP de solucéo aquosa.
A adsor¢do ndo mostrou dependéncia com a variagdo de pH mas observou-se uma diminuigédo
na quantidade de PCP adsorvido com o aumento da temperatura. A biomassa tratada com
CTAB (cetiltrimetil brometo de aménia), um surfactante cationico, foi a que apresentou melhor
capacidade de adsorcdo do composto, com uma remocdo de 100%. O pré-tratamento da
biomassa com CTAB deixou sua superficie mais positiva, aumentando a atracdo das moléculas
de PCP pelo bioadsorvente.

Javaid e colaboradores (2011) avaliaram o potencial da biomassa quimicamente pré-
tratada de A. niger para remover ions de Cu(ll) e Ni(ll) em fase aquosa. Eles trataram a

biomassa com solugdes basicas, acidas e de sais, e observaram que os melhores resultados



foram com as biomassas tratadas com solugdes alcalinas. Também avaliaram a influéncia da
concentracdo da solugdo do pré-tratamento na capacidade de adsorcdo, e perceberam que 0
aumento na concentracdo ndo produz um efeito significativo na remocao dos compostos.

Em estudo sobre a remocao de residuos de corante de aguas residuais da industria téxtil,
Khalaf (2008) analisou a viabilidade da aplicacdo de biomassa inviabilizada de fungo e alga
como bioadsorventes no processo. Ele observou que ambas as biomassas possuem alta
eficiéncia de adsorcéo dos compostos estudados, e ainda observou que elas podem ser utilizadas
repetidas vezes.

Shroff e Vaidya (2012) estudaram o efeito de diferentes pré-tratamentos na biomassa
inviabilizada de Rhizopus arrhizus para a adsorcdo de ions Cr (VI). Os tratamentos foram
realizados com solucBes acidas e basicas, sendo que a melhor capacidade de adsorcdo foi
observada para a biomassa tratada com acido nitrico. Também foi observado que os tratamentos
fisico-quimicos realizados na biomassa promovem um pequeno aumento em sua area
superficial, o que pode estar favorecendo a adsorcao.

Ding e colaboradores (2019) prepararam microesferas de A. niger imobilizadas com
alginato de sddio para serem utilizadas como bioadsorventes para remocao de ions Th de aguas
residuais radioativas e obtiveram uma alta capacidade de adsorgédo de 303,95 mg/g, e mesmo
apos seis ciclos de utilizagdo, a eficiéncia de adsor¢do se manteve em mais de 80%.

No contexto das biorrefinarias, o processo de adsor¢édo se aplica para a remocéo dos
inibidores gerados na etapa de pré-tratamento da biomassa vegetal. Dentre estes compostos
inibidores estdo diversos compostos fendlicos gerados a partir da degradacao da lignina. Assim,
estudos de adsorventes alternativos e de baixo custo que consigam remover estes compostos
fendlicos é de grande interesse, motivando o estudo sobre a viabilidade de aplicacdo da
biomassa microbiana de A. niger como um biadsorvente. Vale destacar ainda que essa biomassa
microbiana podera ser obtida dentro do contexto das biorrefinarias, como biomassa residual dos

processos de producdo de enzimas e/ou acidos organicos.
2.3. Composicao da biomassa microbiana

Alguns detalhes dos mecanismos de bioadsor¢cdo ainda sdo desconhecidos, mas
certamente eles envolvem processos independentes do metabolismo dos microrganismos, 0S
quais acontecem em sua parede celular. Assim, a composicao da parede celular desempenha
um importante papel na escolha dos potenciais microrganismos a serem explorados para

aplicacdo como bioadsorventes (GADD, 2009).
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A parede celular de fungos é uma estrutura macromolecular complexa que consiste,
sobretudo, de polissacarideos e proteinas em vérias proporg¢des, ligados entre si por ligacGes
covalentes e ndo covalentes. A composicdo da parede celular é caracteristica de cada género,
mas pode variar de acordo com as condi¢cdes ambientais e da fase de crescimento. Dentre 0s
polissacarideos presentes, tem-se a quitina e/ou quitosana, os glucanos e mananos. A quitina é
um constituinte importante da parede celular dos fungos e pode ser encontrada em uma
proporcéo de 10 a 20 % em fungos filamentosos (FUKUDA et al., 2009). Essa variedade de
componentes estruturais garantem a presenca de diferentes grupos funcionais, como grupos
amino e hidroxila, que sdo capazes de se ligar a varios tipos de moléculas, estando, assim,
envolvidos na bioadsorcdo de corantes, metais pesados e compostos fendlicos (CRINI;
BADOT, 2008; FARKAS, 2003).

A Figura 2 apresenta a estrutura geral da parede celular de fungos, estrutura rigida,
composta de camadas complexas de polissacarideos e proteinas, sendo que 80 a 90 % da parede
celular dos fungos é composta de polissacarideos. Podem ser observadas duas camadas na
estrutura da parede celular (Figura 2): uma fina camada externa consistente de glicanos mistos
(como glucanos, mananos e galactanos), e uma camada interna microfibrilar grossa de fibras
de polissacarideos compostos de cadeias de quitina (WANG; CHEN, 2009).

Figura 2 — Esquema da estrutura geral da parede celular de fungos.
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Fonte: Adaptado de Talaro e Talaro (2002).
A estrutura quimica da quitina e glucano é mostrada na Figura 3. Os grupos funcionais
presentes em suas estruturas desempenham papéis importantes no processo de bioadsorgdo

utilizando a biomassa de fungo como adsorvente.
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Figura 3 — Estrutura quimica da quitina e glucano.
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Fonte: Wang e Chen, 2009.

A grande diversidade de espécies e as diferencas na composi¢cdo quimica da parede
celular dos fungos faz com que eles possam ser aplicados em processos de bioadsorcdo de
ambos contaminantes catidnicos e aniénicos. Por essas razbes, a biomassa de fungo vem
ganhando destaque em estudos sobre diferentes tipos de bioadsorventes (TIGINI et al., 2012;
CRINI; BADOT, 2008; FARKAS, 2003).

2.3.1. Interacg6es envolvidas na adsorcdo por biomassa flingica

A biomassa de fungo viabilizada, ou invializada, podem ser usadas em processos de
adsorcao devido, principalmente, & composicdo Unica de sua parede celular (GAPLOVSKA et
al., 2018). Materiais bioldgicos possuem estruturas complexas e uma variedade de mecanismos
podem estar envolvidos no processo de adsor¢éo, dadas determinadas condi¢cfes. A variedade
de componentes estruturais presentes na biomassa faz com que muitos grupos funcionais
possam interagir com diferentes tipos de compostos, desempenhando um papel importante em
sua capacidade de adsor¢éo (GADD, 2009).

Kapoor e Viraraghavan (1997) conduziram estudos sobre os sitios de ligacdo de metais
pesados existentes na biomassa de Aspergillus niger. Eles modificaram os grupos funcionais
presentes na superficie da biomassa de modo a avaliar a influéncia de cada um na capacidade
de adsorcdo dos metais. Seus resultados sugeriram que ambos 0s grupos carboxila e amina

desempenham um papel importante na bioadsorcao de metais pesados, enquanto que 0s grupos
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fosfatos e a fracdo lipidica exercem pouca influéncia. Grupos amina em quitina e quitosana sdo
importantes para a quelacéo de ions metélicos. Entretanto, o comportamento da adsor¢éo ainda
depende do ion em questéo e da espeécie de fungo utilizado.

Em estudo sobre os sitios de bioadsorcdo da biomassa de A. niger para quatro diferentes
tipos de corante, Fu e Viraraghavan (2002) modificaram os grupos carboxila, amina e fosfato e
também extrairam a fracdo lipidica da biomassa. Eles observaram que os mecanismos de
adsorcéo para os corantes em biomassa de A. niger sdo dependentes da estrutura quimica e dos
grupos funcionais presentes em cada tipo de corante. Os diferentes grupos funcionais
modificados na biomassa flngica desempenharam papéis diferentes na bioadsor¢do dos
diferentes corantes.

Mathialagan e Viraraghavan (2009) estudaram o papel dos grupos funcionais da
superficie, lipidios e da carga da superficie na bioadsorcdo de pentaclorofenol (PCP). Eles
modificaram os grupos carboxila, amina e fosfato, e extrairam as fragdes lipidicas da biomassa,
0 que resulta no bloqueio desses grupos e lipidios em fazer parte da bioadsorcao. Os resultados
sugeriram que os grupos carboxila desempenham um papel na adsor¢do de PCP, mas 0s grupos
amino e fosfato e as fracGes lipidicas podem ndo ter parte na adsor¢do. Concluiram que grupos

amidas e hidroxilas podem ter contribuido para a adsor¢do de PCP.
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OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi estudar a utilizacdo da biomassa microbiana de

Aspergillus niger como bioadsorvente para remocdo de compostos fenolicos inibidores gerados

no pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar em biorrefinarias. De modo a atingir este

objetivo, 0s seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:

1.

Realizar o cultivo do fungo Aspergillus niger para obter a biomassa microbiana,
utilizando glicose e glicerol como fonte de carbono;

Realizar pré-tratamentos fisico-quimicos na biomassa microbiana para aplicagdo como
bioadsorvente;

Caracterizar os adsorventes obtidos em termos da area superficial, morfologia da
superficie, grupos funcionais da superficie, carga superficial, cristalinidade e
estabilidade térmica;

Avaliar a adsorcdo de compostos fenodlicos sintéticos (vanilina e &cido tanico) em
diferentes condicdes de pH, temperatura e carga de adsorvente;

Avaliar a adsorcdo dos inibidores fendlicos de amostras reais (licor/fracdo liquida)
provenientes do pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-aclcar em
diferentes condicdes;

Determinar a cinética de adsorcdo de vanilina, acido tanico e fendlicos totais do licor
para os adsorventes que apresentaram melhores resultados;

Determinar as isotermas de adsor¢do para a vanilina e &cido tanico com os adsorventes
que apresentarem melhores resultados.

Realizar ensaios de hidrolise enzimética de fonte de celulose com o licor tratado e o

licor ndo tratado pelos bioadsorventes.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Obtencgéo da biomassa microbiana como bioadsorvente

4.1.1. Microrganismo

A linhagem de fungo filamentoso Aspergillus niger C (BRMCTAA 82) foi obtida da
colecdo da Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil. Foi feito um
estoque deste fungo para uso ao longo de todo o desenvolvimento do projeto. Todo o material
utilizado para a obtencéo da biomassa foi previamente esterilizado em autoclave por 15 min a
121°C e 124 kPa, e o procedimento experimental foi conduzido em meio estéril em capela de
fluxo laminar.

Para a solucdo de estoque foi feita a ativacdo dos esporos de A. niger, mantidos a -18°C,
por incubacdo em placa petri contendo meio batata agar dextrose (PDA) 39 g/L, por 96 h a
30°C. Apds os 4 dias, fez-se a raspagem dos esporos com solugdo de glicerol (30%) e NaCl
(0,9%), colocou-se aproximadamente 1 mL da solugdo contendo os esporos em microtubos do
tipo epperdonrf de 1,5 mL, que foram mantidos em congelador a -18°C para uso futuro.

Para o cultivo do fungo por fermentacdo submersa, foi feita inicialmente a ativacdo dos
esporos em estoque por incubagdo em placa petri contendo PDA 39 g/L, por 96 h a 30°C. Os
esporos foram coletados das placas utilizando-se uma solugdo 1% de Tween 80 (Polissorbato
80%) e filtrados com auxilio de uma gaze. A concentracdo de esporos da solucdo foi

determinada através da camara de Neubauer utilizando microscépio (AAKER, Brasil).

4.1.2. Fermentagdo Submersa (FSm)

O meio de cultivo empregado na FSm foi baseado e adaptado do meio proposto por Rao
e Viraraghavan (2002), e tem a seguinte composicdo (Tabela 1). Também foi avaliada a
substituicdo de glicose por glicerol como fonte de carbono, por ser um componente de menor
custo de obtencéo, visto que é um subproduto abundante do processo de producédo do biodiesel
e co-produto das biorrefinarias integradas, e ainda que a glicerina possua larga utilizacdo como
matéria-prima em diversos ramos da industria, sua oferta ainda é bastante superior a sua
demanda (MONTEIRO et al ., 2018). Assim, também foram realizados cultivos utilizando

glicerina 20 g/L no lugar da dextrose.
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Tabela 1 — Composi¢éo do meio de cultivo.

Componentes Concentracéo (g.L)
Dextrose anidra 20
Peptona de soja 10

Extrato de levedura 3

A FSm foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio de
cultivo, a partir da adigdo de um volume de suspensdo de esporos de concentragdo 1,2x10°
esporos/mL de meio de cultivo (KLAIC et al ., 2017). A incubacéo foi realizada por 5 dias em
Incubadora Shaker Innova 42 (New Brunswick), que possui agitacéo orbital, a 30°C e 220 rpm,
sob condicBes aerdbicas. Apos este periodo, o material resultante foi filtrado a vacuo utilizando
papel de filtro e lavado com abundante d4gua deionizada para retirar resquicios do meio de
cultivo ainda aderidos a superficie da biomassa.

Os cultivos estdo sendo realizados durante todo o desenvolvimento do projeto a medida

em que ha a demanda de biomassa para producdo dos bioadsorventes.

4.1.3. Preparacédo dos bioadsorventes

Foram escolhidos trés tipos de tratamentos fisico-quimicos para serem feitos na
biomassa com base na metodologia utilizada por Rao e Viraraghavan (2002), afim de avaliar a
mudanca na capacidade de adsorcdo dos compostos fendlicos pela biomassa fungica. A
biomassa lavada foi tratada em trés modos diferentes:

e Autoclavada por 30 minutos a 121°C e 124 kPa;

e Imersa em solugdo 0,1 M de Acido Sulfurico por 1 hora, lavada novamente com
abundante agua deionizada e entdo autoclavada por 30 minutos a 121°C e 124 kPa;

e Imersa em solucdo 0,1 M de Hidroxido de Sodio por 1 hora, lavada novamente com
abundante agua deionizada e entdo autoclavada por 30 minutos a 121°C e 124 kPa.

As biomassas obtidas ap6s os tratamentos foram espalhadas em placas petri para
secagem em estufa a 60°C por 36 h. Apds a secagem, as biomassas foram moidas por 3 minutos
em moinho do tipo almofariz RM 200, marca Retsch e passadas em peneira com abertura de

300 pum para posteriormente serem usadas como bioadsorventes.
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4.2. Caracterizagdo dos bioadsorventes
4.2.1. Area superficial e volume de poros

Utilizou-se para a analise cerca de 1 g de cada amostra. As amostras foram secas a 45
°C e mantidas sobre vacuo (10 pumHg) overnight (10 horas aproximadamente) a fim de livrar a
superficie das amostras de alguma impureza fisicamente adsorvida. Foi utilizado um
porosimetro modelo ASAP 2020 (Micromeritics USA) empregando-se a técnica de
adsorcéao/dessorcéo de nitrogénio a 77 K para a determinacdo da area superficial e distribuicédo
de poros dos adsorventes. A area superficial foi calculada pela equacdo de Brunauer, Emmett y

Teller (BET) e 0 volume de poros pelo método t-plot.

4.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

De modo a analisar a diferenca na morfologia da superficie de todos os tipos de
adsorvente, foram obtidas imagens de Microscopia Eletronica de Verredura utilizando o
equipamento JEOL modelo JSM-6510/GS. As amostras foram dispostas em uma ponta de aco
inoxidavel com fita adesiva dupla face, em seguida recobertas com uma fina camada de ouro

sob vacuo para aumentar a conducao eletronica e melhorar a qualidade das imagens.

4.2.3. Potencial Zeta

Para a determinacdo do potencial zeta, 25 mg de cada amostra foram adicionados a 25
mL de agua deionizada e foram dispersos com o auxilio de um ultrassom de alta poténcia
(Ultrassom de Ponteira Branson). O pH do meio variou de 2 a 10, sendo as solu¢des ajustadas
com NaOH ou HCI. O potencial das soluc@es de suspensdo foram medidos em mV através do

equipamento Zetasizer Nano ZS da marca Mavern Instruments.

424. FTIR

Os grupos funcionais presentes nos adsorventes foram determinados através de Analise
por infravermelho de Reflectancia Total Atenuada (ATR). Analises de infravermelho foram
realizadas através da técnica de reflectancia total atenuada (ATR), utilizando-se Espectrdmetro
de Infravermelho Médio com Transformada de Fourier (FTIR), modelo Vertex 70, marca
Bruker (Alemanha). O acessorio ATR possui um cristal de diamante e foram tomados 32

espectros com resolugdo de 4 cm™ de cada amostra, na faixa de 400 a 4000 cm™,
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4.2.5. Andlise Termogravimétrica

As medidas foram realizadas em equipamento da TA Instruments, modelo TGA Q500,
em um intervalo de temperatura de 25 a 700 °C, com uma taxa de 10 °C/min. As analises foram

realizadas em atmosfera de nitrogénio (vazdo 60 mL/min).
4.2.6. Difracao de raios X (DRX)

A cristalinidade dos adsorventes foi determinada pelo método de difracdo de raios X
(DRX), utilizando um difratdmetro da Shimadzu XRD 6000 (Jap&o). A intensidade foi gravada
em uma escala de difracéo (20) °5-100. A velocidade de varredura foi de 1° min*, com tenséo

e corrente do tubo de raios X de 30 kV e 30 mA, respectivamente.
4.2.7. Anédlise Elementar

A anélise elementar dos bioadsorventes foi realizada em Analisador Elementar, modelo
CHN 2400 da marca Perkin Elmer. O padréo utilizado para calibragdo foi Acetanilida P. A. (C
=71,09%, H =6,71%, N = 10,36%).

4.3. Procedimento experimental de adsorgao
4.3.1. Adsorcdo de amostras sintéticas

Estudos sobre a inibicdo de enzimas por compostos fenélicos relatam que a vanilina esta
entre os principais inibidores de enzimas celuloliticas (MALGAS et al ., 2016; XIMENES et
al ., 2010; QIN et al ., 2016) e Ximenes et al . (2011) relataram o &cido tanico como 0 maior
inibidor para todas as atividades enzimaticas analisadas. Assim, a vanilina, por ser um composto
monomeérico, e o acido tanico, um composto oligomérico, foram escolhidos para o estudo da
adsorcéo das soluc@es sintéticas, a fim de se ter um conhecimento prévio da adsor¢do de dois
dos principais inibidores de enzimas, e que estdo entre os inibidores gerados no pré-tratamento
de biomassa lignocelulésica, pelos bioadsorventes estudados. As estruturas quimicas da

vanilina e do &cido tanico estdo apresentadas na Figura 4.



18

Figura 4 — Estrutura quimica da vanilina (a) e &cido tanico (b).
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A concentracdo estabelecida para 0s ensaios com essas amostras sintéticas foi de 3 g/L,
que esta na faixa de concentracdo média encontrada de compostos fendlicos totais presentes no
licor do pré-tratamento de diferentes biomassas (XIMENES et al., 2011).

Primeiramente, foram realizados testes preliminares variando a carga de adsorvente em
1,3,5e8% (m/v), em pH 3 (pH préximo ao do licor do pré-tratamento do bagacgo de cana) e
30 °C, para os seis adsorventes produzidos. Também foram realizados ensaios com carvao
ativado comercial para efeito comparativo. Avaliou-se também os efeitos do pH da solucédo e
da temperatura de adsorcdo para os adsorventes que apresentaram melhores resultados, com
uma carga de adsorvente preestabelecida. O pH variou de 2 a 6 em 30 °C e as temperaturas de
adsorcédo de 30 a 50 °C em pH 5, para 3% de adsorvente. Uma vez que as condic@es de hidrdlise
enzimatica sdo pH 5 e 50 °C, foram estabelecidas as condi¢fes maximas de pH e temperatura
avaliados nos experimentos, até 6 para o pH da solucédo e 50 °C para a temperatura de adsorcéao.

Ap0s os primeiros testes preliminares com vanilina e &cido tanico, optou-se por realizar
testes com outros compostos fendlicos que também podem ser gerados a partir da degradacgéo
da lignina durante o pré-tratamento do bagaco de cana. Estes compostos foram o catecol, acido
4-hidroxibenzoico e acido p-coumarico. Os testes foram realizados com uma concentracdo
menor do que a utilizada para vanilina e acido tanico, para se ter um conhecimento prévio da
capacidade de adsorgdo desses compostos pelos bioadsorventes. Foi utilizada a concentracdo
de 1 g/L destes compostos, 3% de carga de adsorvente, em pH 3 e 30° C.

Todos os experimentos de adsor¢éo, tanto para as amostras sintéticas quanto para o licor
do pré-tratamento (item 4.3.2), foram realizados em batelada em tubos de 5 mL, por 24h.

Utilizou-se 2 mL da solucéo a ser adsorvida e a massa de adsorvente correspondente a carga a
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ser estudada. Foi utilizada estufa da marca Ethik Tecnology (Figura 5), a qual protege contra a
entrada de luz para evitar a fotodegradagdo dos compostos e possui um eixo na posigéo
horizontal que permite a acomodacdo das amostras em movimento rotatorio de 360°,
promovendo, assim, a mistura das solugdes durante todo o processo. A rotacdo utilizada nos
experimentos foi de 30 rpm. Apos cada ensaio de adsorcéo, as amostras foram centrifugadas
por 5 minutos a 10000 rpm, o sobrenadante foi separado da fragdo solida para a posterior
determinacédo da concentracdo final do processo. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata. No inicio de cada experimento, foi determinada a concentracéo inicial real de cada

solucéo pelo método descrito no item 4.3.5.

Figura 5 — Estufa utilizada nos experimentos de adsorcao.

4.3.2. Adsorcdo da fracdo liquida do pré-tratamento do bagaco

O licor do pré-tratamento utilizado neste trabalho foi disponibilizado pelo
LNBR/CNPEM. O bagaco de cana-de-agUcar foi pré-tratado hidrotérmicamente a 195 °C por
10 minutos, em uma proporc¢do de 1:10 (m/v). A fracdo liquida proveniente do tratamento foi
mantida em congelador a -18 °C para uso ao longo do desenvolvimento do trabalho.

Foram realizados testes com a fracao liquida e todos os bioadsorventes com pH original
do licor, carga de adsorvente variando em 1, 3 e 5%, a 30 °C e 30 rpm, a fim de avaliar se 0s
diferentes tratamentos da biomassa microbiana e a diferenca na fonte de carbono do cultivo do
fungo influenciavam na capacidade de adsorcéo dos fenolicos totais presentes no licor. Com os

adsorventes que apresentaram os melhores resultados, foram feitos testes com carga de 5%
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variando a temperatura entre 30 e 50 °C, com pH original do licor (proximo de 3) e pH ajustado
para 5, de modo a verificar o efeito do pH e da temperatura na adsor¢do. Os testes foram
realizados em batelada por 24 h e ap0Os isso as amostras foram centrifugadas para a
determinacdo da concentracdo de fendlicos totais presente no sobrenadante pelo método

descrito no item 4.3.5.
4.3.3. Cinética de adsorcao

Para o adsorvente que mostrou a melhor capacidade de remoc¢éo dos compostos, foram
obtidas curvas de cinética de adsorcdo para as amostras sintéticas de vanilina e &cido tanico
com uma concentracéo inicial de 3 g/L, realizadas com 5% de carga de adsorvente, em pH 5 e
30 °C. Para estes ensaios de adsorcao também foi utilizado o carvéo ativado comercial como
adsorvente, a fim de ter um comparativo da capacidade atingida pelo bioadsorvente em relagéo
a um adsorvente comercial.

Vaérios tubos contendo a mesma massa de adsorvente e 0 mesmo volume da solucao
estudada, foram colocados na estufa com rotacdo a 30 rpm e retirados em intervalos de tempo
diferentes. A concentracao na fase solida, isto €, a capacidade de adsorcdo (q) foi obtida a partir
do balango de massa (Equacdo 5) para cada intervalo de tempo.

Co—C
q=V.=— (5)

m

Na Equacdo 1, q € a capacidade de adsor¢do em mg de adsorbato/g de adsorvente. Co e
Ct (mg/L) sao as concentracdes inicial e no tempo t do adsorbato, respectivamente. V é o
volume da solucdo (L) e m a massa do adsorvente (g). As curvas de cinética foram expressas
em termos de capacidade de adsorg¢éo (q) em funcéo do tempo.

Os dados cinéticos foram ajustados a modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem e

pseudo-segunda ordem utilizando o software Origin 8.0 e as Equacdes 6 e 8.
4.3.3.1. Modelo de pseudo-primeira ordem

A Equacdo 9 é conhecida como equacdo de Lagergren e se baseia na capacidade de
adsorcdo de solidos em um meio liquido. Esta equagdo descreve este modelo e sua forma
linearizada é a Equacdo 10 (AZIZIAN, 2004; ONAL, 2010).

q =q.(1—e*t) (6)

k
log(q. — q¢) =logq, ——=t (7)

2,303
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Nas Equacdes 6 e 7, ki € a constante cinética de pseudo-primeira ordem em min? e ge e
gt sdo as capacidades de adsorcdo do adsorvente no equilibrio e no tempo t (min),

respectivamente (mg/g).
4.3.3.2. Modelo de pseudo-segunda ordem

A Equacdo 11 representa 0 modelo de pseudo-segunda ordem e sua forma linearizada é

representada na Equacéo 12 (HO, 2006).

_ qékat
qt o 1+qek2t (8)
=t ©)

ar k20?2 de

Nas Equacdes 8 e 9, k» é a constante cinética de pseudo-segunda ordem, em g/(mg.min).

4.3.4. lsotermas de adsorc¢ao

A isoterma de adsorcdo € a relagdo de equilibrio entre a quantidade de soluto adsorvido
e a concentracdo da fase fluida a uma temperatura constante. As isotermas séo utilizadas para
representar o estado de equilibrio de um sistema de adsorcdo, e podem fornecer diversas
informacdes a respeito do adsorbato, do adsorvente e do processo.

Para a obtencdo de uma isoterma sdo geradas varias concentracfes de equilibrio (Ce),
quando a relacéo entre a concentragéo incial (Co) e a massa de adsorvente (m) é alterada. Os
valores da capacidade de adsorcdo (ge) sdo obtidos a partir da Equacdo 1, que representa o
balanco de massa do sistema. A representacdo grafica dos valores de ge em funcdo de Ce é
denominada de isoterma de adsor¢cdo (COONEY, 1998).

q — (CO_Ce) . V (1)

e m
onde V € o volume da fase liquida.

Foram obtidas curvas de isotermas de adsor¢do de &cido tanico, vanilina e dos fenolicos
totais presentes no licor do pré-tratamento utilizando o bioadsorvente que apresentou 0s
melhores resultados. A faixa de concentracdo utilizada para o acido tanico no bioadsorvente foi
de 0,2 a 8,3 g/L, com acréscimo de 0,5 para cada ponto, e de 0,2 a 6,6 g/L para a vanilina, com
acréscimo de 0,8. As condigdes utilizadas foram pH 5, 30 rpm, 1% (m/v) de bioadsorvente, por
24 h. As temperaturas estudadas foram 30 e 50 °C.

A capacidade de adsorcdo (q) foi calculada a partir do balanco de massa (Equacéo 1)

apos o equilibrio ter sido alcancado. Na equagdo 1, Co e Ce (g/L) sdo as concentragdes inicial



22

e de equilibrio do adsorbato, respectivamente. V é o volume da solugdo (L) e m a massa do
adsorvente (g). Os ajustes aos dados experimentais das isotermas obtidas foram feitos a partir
dos modelos de Langmuir (Eq. 2), Freundlich (Eq. 3) e Redlich-Peterson (Eq. 4). Para estes

ajustes foi utilizado o software Origin 9.0.

e Isoterma de Langmuir

O modelo de Langmuir assume que em um processo de adsorcao, quando o equilibrio é
atingido, o fluxo de moléculas que adsorvem no sélido e que deixam a superficie séo iguais
(COONEY, 1998). Ele se baseia nas hipdteses de que a adsor¢do ocorre em um numero definido
de sitios; a adsorcdo ocorre em monocamada, ou seja, cada sitio pode abrigar somente uma
molécula; a energia de adsor¢do é igual para todos os sitios; e que ndo existe forca de interacdo
entre moléculas adsorvidas adjacentes, porque o numero de sitios por unidade de massa € fixo,
entdo a adsor¢do pode ocorrer até que a condicdo de equilibrio seja satisfeita.

Para isotermas sélidos-liquidos a equacdo € usualmente escrita da seguinte forma
(Equacéo 2):

_ Q.K.Ce
T 1+KL.Ce (2)

Onde g ¢ a quantidade de soluto adsorvido por unidade de massa de adsorvente, Q é a
capacidade limite da adsor¢do, Ce é a concentracdo de soluto na fase liquida residual no
equilibrio e K. € a constante da isoterma.

e Isoterma de Freundlich

Geralmente, 0 modelo de Freundlich represente a maioria dos dados obtidos para fase
liguida (COONEY, 1998). Este modelo é consistente com superficies heterogéneas e
distribuicdo exponencial de energias locais. Em 1926, Freundlich estabeleceu que os dados de
equilibrio de adsorcdo foram melhores descritos pela Equacgdo 3 (SLEJKO, 1985).

g = Kp.Con ®3)
Onde Kr e n sdo constantes caracteristicas e Ce € a concentracao de soluto na fase liquida
residual no equilibrio.
e |soterma de Redlich-Peterson
Este modelo foi desenvolvido a partir das isotermas de Langmuir e Freundlich e pode
ser aplicado a sistemas homogéneos e heterogéneos. A equacdo 4 representa 0 modelo de
Redlich-Peterson.

K.Ce

q=— (4)

- 1+a.Ceb
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K, a e b sdo os pardmetros da isoterma de Redlich-Peterson. O pardmetro b apresenta
valores entre 0 e 1. Quando b tende a 0, a isoterma se reduz a forma da isoterma de Freundlich,
e quando b tende a 1, a isoterma se reduz a forma de Langmuir.

Para encontrar os melhores modelos de isotermas que representam o0s dados
experimentais foi utilizado o critério de Informac&o de Akaike corrigido (AlCc), que tem sido
comumente adotado para a escolha de modelos de isoterma de adsor¢éo. Foi utilizado o AICc
ao invés do AIC puro devido ao pequeno tamanho de amostras utilizadas (N/p<40) (BONATE,
2011). O AlCc estéa representado pela Equacao 10, em que 0 menor valor obtido entre diferentes
modelos de um mesmo conjunto de dados experimentais corresponde ao melhor que pode ser

utilizado para descrevé-los.

N (Yi—ﬁ)z

AlCc = N.In (Zi=1 ~

) +2p + —Zifij) (10)

Onde, N é o nimero de observacdes experimentais, Yi é o valor observado, Yi é o valor

predito, p é o numero total de parametros estimados pelo modelo + 1.

4.3.5. Andlise de concentracdo de compostos fendlicos

A determinacdo das concentracdes de todas as soluges, tanto das solugdes de fenolicos
monocomponente, quanto dos fendlicos totais presentes no licor do pré-tratamento, foram
realizadas pelo método de reducdo de fendlicos utilizando o reagente Folin-Ciocalteu
(SIGMA). Em cubetas apropriadas, colocou-se na seguinte ordem: 20 uL de amostra (diluida
seis vezes) + 1580 pL de agua destilada + 100 uL de Folin-Ciocalteu, homogeneizou-se as
solucdes, esperou-se 3 minutos e entdo acrescentou-se 300 pL de solucdo de carbonato de sodio
anidro (20%), homogeneizou-se novamente, e ap6s 25 minutos, realizou-se as leituras. As
absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro Genesys 10 UV Scanning a 765 nm. Foram
feitas curvas de calibracdo para a vanilina e o acido tanico, e para o licor as concentracdes foram
determinadas usando o &cido galico como padrdo, e o conteudo de fenolicos totais do licor foi
expresso em g acido galico equivalentes por L de solucdo (g AGE/L) (XU; CHANG, 2009). As
curvas de calibracdo para cada composto estdo disponiveis no Apéndice A.

As concentragdes finais de cada experimento foram calculadas através das curvas de
calibracdo (Apéndice) para cada composto e a porcentagem de remog¢do dos compostos foi

calculada pela Equagdo 11.

% Remogdo = (1 — L) x 100 (11)
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Na equacdo y, Cf é a concentracdo final e Ci a concentracdo inicial (g/L) da solug&o.

4.4. Ensaios de Hidrolise Enzimatica

Avaliou-se a inibicdo da Cellic CTec2 (231 FPU/mL and 85 mg protein/mL;
Novozymes Latin America (Araucaria, Brazil)) pelos compostos fendlicos inibidores presentes
no licor do pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-acucar atraves da hidrdlise da

celulose comercial (Celuflok 200, Séo Paulo, Brazil) e do bagaco hidrotérmico.
4.4.1. Procedimento Experimental

Ap0s o0 bagaco de cana-de-acucar ser tratado com &gua quente a 195 °C por 10 min
(Silva et al., 2011), este foi seco em estufa a 50 °C até chegar a umidade final de 7-10%. Apos
este procedimento, o bagaco foi moido em moinho de facas, e em seguida, peneirado em peneira
com abertura de 0,5 mm. Particulas menores que 0,5 mm foram utilizadas nos ensaios de
hidrélise.

Os ensaios de hidrdlise enzimatica foram feitos utilizando o bagaco hidrotérmico e a
Celuflok como fonte de celulose, variando o meio liquido entre licor do pré-tratamento
hidrotérmico do bagaco e licor do pré-tratamento hidrotérmico do bagaco apds o processo de
remocao dos inibidores fendlicos pelos bioadsorventes, de modo a avaliar a inibi¢do da enzima
pelos compostos fendlicos presentes. O pH do licor tratado e do ndo tratado foi ajustado para
pH 5 para a realizacdo da hidrolise. Os ensaios foram conduzidos a uma temperatura de 50 °C,
rotacdo de 30 rpm, por 24 h. A concentracao de enzima Cellic CTec2 utilizada foi de 2 FPU/g
de substrato. Ao final de cada experimento, a concentracao de glicose e ART foi determinada

a partir da metodologia citada nos itens 4.4.2. e 4.4.3., respectivamente.

4.4.2. Andlise da concentracdo de glicose
A concentracdo de glicose foi determinada por meio de uma reacéo enziméatica GOD-
POD, utilizando um kit de determinacgéo de glicose Liquiform da marca Labtest. Em tubos de
ensaio foram colocados 10 puL de amostra + 1 mL do reagente, e a mistura foi colocada em
banho a 37 °C por 10 minutos. O mesmo procedimento foi feito para o padrdo de glicose, e a

concentragédo de glicose de cada amostra foi calculada utilizando as equagdes 12 e 13.

Glicose = Abs teste X Fator de calibragao (12)

100
Abs padrao

Fator de calibracao = (13)
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As leituras foram feitas em cubetas de 1 mL em espectrofotdbmetro Genesis 10 UV

Scanning a 505 nm e a concentracao de glicose é dada em mg/dL.

4.4.3. Determinacdo de AgUcares Redutores Totais (ART)

Os acucares redutores foram medidos em microplacas usando metodologia adaptada de
Miller (1959). Foram colocados em cada poco da microplaca de fundo conico: 100 pL de
amostra diluida + 100 pL de DNS. As microplacas foram colocadas em termomixer da
Eppendorf para aguecimento por 5 minutos em 100 °C e 300 rpm. Em seguida, foram colocadas
na geladeira para o resfriamento por 10 minutos. As amostras foram transferidas para a
microplaca de fundo arredondado e as absorbancias foram medidas em 540 nm. As
concentracdes foram determinadas a partir da curva de calibragdo para o0 DNS apresentada no
Apéndice.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Efeito da fonte de carbono no rendimento dos bioadsorventes

O biodiesel € um combustivel renovavel e tem se mostrado como uma boa alternativa
ao petrodiesel na busca por fontes de energia mais limpas. A producdo global de biodiesel vem
crescendo nos ultimos anos. Estima-se que a producdo ira crescer em torno de 4,5% anualmente
nos proximos anos, chegando a 41 Mm3 em 2022. Um dos gargalos ainda existentes neste
cenario é a grande producéo de glicerol como subproduto da producéo de biodiesel. Embora o
glicerol ja seja utilizado em diversos outros ramos da industria (industria farmacéutica, de
cuidados pessoais, de alimentos, detergentes, entre outras), € importante encontrar novos usos
para essa matéria-prima de modo a assegurar a sustentabilidade da producéo global de biodiesel
(MONTEIRO et al., 2018; ANUAR; ZUHAIRI, 2016).

Glicerol ¢ um composto versatil e renovavel, usado, principalmente, na indudstria
quimica. Sua ampla variedade de aplica¢des industriais, aliada a sua grande oferta no mercado,
tem incentivado a pesquisa por novas aplicagdes. Assim, nesta etapa do estudo foi avaliada a
utilizacdo de glicerol como fonte de carbono para o cultivo do fungo Aspergillus niger, a fim
de obter a sua biomassa para a producdo de bioadsorventes, material que pode ser obtido com
menor custo ou mesmo como subproduto da producdo de biodiesel nas préprias biorrefinarias.

Com o objetivo de comparar a producdo de biomassa pelo fungo com as duas fontes de
carbono, glicose e glicerol, calculou-se o rendimento da producdo de bioadsorvente (biomassa
seca e moida ap0s os tratamentos) em grama de adsorvente por grama de fonte de carbono. A
concentracdo utilizada para as duas fontes de carbono foi de 20 g/L e o cultivo foi realizado em
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultivo cada. Em 100 mL tem-se
2 g de fonte de carbono. Dessa forma, o rendimento foi calculado a partir da biomassa total
final obtida ap6s a moagem, dividido pela massa de fonte de carbono utilizada. A Tabela 2
mostra a média com o desvio padrdo do rendimento da producédo de bioadsorventes a partir de

trés cultivos de A. niger, em g de bioadsorvente por g de fonte de carbono utilizada.

Tabela 2 — Rendimento médio do cultivo de biomassa para producéo de adsorventes
utilizando glicose e glicerol como fonte de carbono.

Fonte de carbono Rendimento (g/g)

Glicose 0,34 +£ 0,06
Glicerol 0,32+ 0,05
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Os rendimentos dos cultivos para as duas fontes de carbono foram muito préximos,
mostrando que o uso do glicerol como fonte de carbono no cultivo do fungo é uma boa op¢éo
para a producdo de bioadsorventes, reduzindo ainda mais os custos do processo.

Deve-se ter em mente que a biomassa do fungo também pode ser obtida nas proprias
biorrefinarias como coproduto do processo de producdo de enzimas e/ou acidos organicos, 0
que ndo traria custo adicional significativo ao processo (CUNHA et al., 2017; DEZAM et al.,
2017; DA SILVA DELABONA et al., 2016; SQUINCA et al., 2018).

5.2. Caracterizagoes
5.2.1. Area superficial e volume de poros

A Figura 6 mostra as isotermas de adsor¢ao/dessorcao de N2 dos adsorventes produzidos
com glicerol como fonte de carbono e submetido aos tratamentos autoclave, &cido e basico. H4
inimeros tipos de isotermas conhecidos até hoje, porém todas sdo variacdes de seis tipos

principais classificados pela IUPAC. Estes seis tipos podem ser observados na Figura 7.

Figura 6 — Isotermas de adsorcao/dessorcao de N2 para os adsorventes produzidos com

glicerol e submetidos aos tratamentos autoclave, acido e basico.
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Figura 7 — Tipos de isotermas de acordo com a classificacdo da IUPAC.
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Fonte: Gregg e Sing, 1982.

Os tipos Il e 11l sdo caracteristicos de materiais onde a adsorcdo de N2 acontece em
multicamadas, podendo remeter a materiais nd0 porosos, Macroporosos ou Com Mmesoporos
(GREGG; SING, 1982). As isotermas obtidas para os bioadsorventes (Figura 6) se assemelham
a esses tipos, 0 que sugere a presenca de macro e mesoporos e a auséncia de microporos nos
adsorventes. A presenca de macro e mesoporos pode favorecer a adsor¢do de moléculas
maiores, como o &cido tanico. Também pode ser observado que a condensacdo ocorre em
pressdes relativas proximas a 1, que sugere a relacdo aos tipos Il e Il de isotermas.

A Tabela 3 apresenta os valores de area superficial obtidas pelo método BET e volume
total de poros pelo método t-plot para os adsorventes produzidos a partir de glicose e glicerol
como fonte de carbono, e submetido aos tratamentos autoclave, &cido e basico. Considerando
erros experimentais da analise no equipamento, pode-se considerar que as areas superficiais
para os adsorventes provenientes de diferentes fontes de carbono e diferentes tratamentos, nao
diferiram significativamente entre si, sendo que os bioadsorventes produzidos a partir das duas
fontes de carbono e submetidos ao tratamento acido apresentaram valores um pouco maiores.
De modo geral, todos os adsorventes apresentaram baixos valores de area superficial.
Entretanto, estes valores estdo de acordo com valores encontrados na literatura para a area
superficial de adsorventes produzidos a partir de biomassa de fungo. Mathialagan e
Viraraghavan (2009) utilizaram a biomassa de A. niger submetida a alguns tratamentos como

bioadsorvente e encontraram valores de area superficial especifica em torno de 1,3 m?/g. Shroff
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e Vaidya (2012) produziram bioadsorventes a partir da biomassa prétratada do fungo Rhizopus

arrhizus e encontraram valores de area superficial proximos a 0,7 m?/g.

Tabela 3 — Valores de area superficial BET e volume de poros para os adsorventes produzidos

a partir de glicose e glicerol e submetidos aos tratamentos autoclave, acido e basico.

Bioadsorventes Aser (m?/g) V total de poro

Fonte de carbono Tratamento BET g (cm3/g)
Autoclave 0,3944 0,002225

Glicose Acido 0,8755 0,003422
Basico 0,4252 0,001553

Autoclave 0,9666 0,001862

Glicerol Acido 1,9269 0,007019
Basico 1,0623 0,003708

5.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Foram feitas imagens de microscopia eletrébnica de varredura para todos os
bioadsorventes estudados de modo a analisar suas morfologias e estruturas da superficie, e
verificar se as diferentes fontes de carbono no cultivo e os diferentes tratamentos realizados na
biomassa afetaram essas caracteristicas. Sob condicdes de fermentacdo submersa, o0 micélio
fangico tende a crescer na forma de pellets por causa da agitacdo mecanica (LIU et al., 2016).
Os pellets de A. niger possuem longas hifas e abundantes estruturas fibrosas em sua superficie
(VALE et al., 2016). Com base no arranjo das hifas, pode-se inferir que os pellets possuem
morfologia heterogénea, o que facilita a difusdo de substratos (PAPAGIANNI; 2004). Os
emaranhados formados pelas hifas criam espacos vazios no pellet, aumentando sua area
superficial especifica (BAYRAMOGLU; ARICA, 2008).

A morfologia da superficie das biomassas obtidas a partir de glicose e glicerol,
respectivamente, ap0os 0s tratamentos, estdo apresentadas nas Figuras 8 e 9. De modo geral, as
caracteristicas morfoldgicas da superficie dos bioadsorventes nao diferiram muito entre si, tanto
de um tratamento para outro, quanto mudando a fonte de carbono do cultivo. As particulas se
mostraram heterogéneas, variando em tamanho e formato. A superficie se mostrou bastante

rugosa e irregular. Imagens similares foram obtidas para a biomassa do fungo Rhizopus
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arrhizus, que foi utilizada como bioadsorvente para a remogdo de ions Cr(VI) por Shroff e
Vaidya (2012).

Figura 8 — Imagens de microscopia da biomassa cultivada com glicose e sujeita aos
tratamentos autoclave (a), acido (b) e basico (c).
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Figura 9 — Imagens de microscopia da biomassa cultivada com glicerol e sujeita aos
tratamentos autoclave (a), acido (b) e basico (c).
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As biomassas obtidas ap6s o tratamento basico (Figuras 8 e 9 (c)) apresentaram uma
superficie levemente mais desintegrada que as demais, 0 que pode ter sido, provavelmente,
devido a quebra da cadeia de polimeros e ruptura da membrana celular apds o tratamento com
solucdo bésica. Isto pode ter ocasionado uma maior exposicao de grupos funcionais, o que pode
levar a um aumento na capacidade de adsorcdo dos compostos estudados pelos bioadsorventes
basicos (SHROFF; VAIDYA, 2012).
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Foram também realizadas imagens da biomassa de A. niger produzida com glicerol e
tratamento basico apos a adsorcédo de acido tanico, a fim de observar as mudancas na morfologia
da superficie do adsorvente apds o contato com a solugdo. Em comparagdo com a Figura 9 (c),
a Figura 10 mostra claramente as mudancas na superficie da biomassa de fungo devido as
interagBes ocorridas entre as moléculas de cido tanico e o bioadsorvente. A superficie sofreu
uma deformacdo, se tornando menos rugosa. Este fendmeno provavelmente ocorreu devido a
ligacdo de moléculas de acido tanico aos grupos funcionais presentes na parede celular,
propiciando uma mudanca na estrutura da superficie da biomassa. Resultados similares de
mudancas na superficie da biomassa ap0s a adsorcdo foram encontrados por outros autores em
estudo utilizando a biomassa de fungo como adsorvente para a remogdo de metais pesados
(HORRUTINER et al., 2011; TUNALI et al., 2005).

Figura 10 — Imagens de microscopia da biomassa bésica apds o contato com solucao de acido

tanico.
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5.2.3. Potencial Zeta

Na Figura 11 (a) e (b) estdo mostradas as analises do potencial Zeta para 0s
bioadsorventes produzidos com glicose e glicerol, respectivamente, e seus respectivos
tratamentos fisico-quimicos.



Figura 11 — Analise do potencial zeta em fungdo do pH da solucéo para os adsorventes

produzidos a partir de glicose (a) e glicerol (b) como fonte de carbono, submetidos aos

Potencial Zeta (mV)

Potencial Zeta (mV)

-20

-30

-40

-10 4

-20 4

-30 4

tratamentos autoclave, acido e basico.

(@)

20

Autoclave
—— Acido
—— Basico

20

Autoclave
—— Acido
—— Basico

10 1

33

Como pode ser observado pelas Figura 11 (a) e (b), o ponto de carga zero (pHpcz) para

todos os adsorventes avaliados esta entre 3 e 4. Em pHs acima do pHpcz, 0S adsorventes estdo

carregados negativamente e adsor¢do de cétions pode ser favorecida, e abaixo do pHpc; 0

adsorvente esta carregado positivamente, e a adsorcao de anions pode ser favorecida (VIEIRA

et al., 2009).
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Os compostos fendlicos sdo naturalmente &cidos fracos e tendem a desprotonar com o
aumento do pH. Assim, é esperado que a capacidade de adsorcao para pHs mais altos decresca,

devido a repulsdo entre as moléculas desprotonadas e a superficie negativa dos adsorventes.

5.24. FTIR

O espectro de infravermelho com transformada de Fourier para 0s adsorventes
produzidos com glicose e glicerol como fonte de carbono e submetidos aos trés tratamentos sao
mostrados na Figura 12. De modo geral, 0 espectro para todos os adsorventes foi similar, ndo
havendo diferencas significativas entre os tratamentos realizados ou entre as fontes de carbono
utilizadas no cultivo. As bandas correspondentes foram semelhantes para todos, com uma
pequena diferenca na intensidade relativa. A Tabela 4 apresenta os possiveis grupos funcionais
caracteristicos das bandas observadas nos espectros.

Figura 12 — Espectro de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-ATR) para 0s
bioadsorventes submetidos aos trés tratamentos (autoclave, acido e basico) e produzidos com

glicose (a) e glicerol (b).
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Tabela 4 — Grupos funcionais correspondentes as bandas obtidas no FTIR dos adsorventes.

Namero de onda (cm™)

Grupos funcionais

Referéncias

1380 Grupos carboxilicos Lletal., 2011

1547 Ligacdes N—H de amidas MATHIALAGAN;
primarias e secundarias VIRARAGHAVAN, 2009

1644 Modo de alongamento C=0 MATHIALAGAN;
de amidas I e Il VIRARAGHAVAN, 2009

Estiramento C—H de grupos
2925 carboxila de compostos SAYGIDEGER et al. 2005
alifaticos
3500-3200 Grupos hidroxilicos (O—H) PAVIA et al. 1979

Para os bioadsorventes autoclave e béasico, de ambas as fontes de carbono, foram

encontradas bandas mais intensas proximas a 1743 cm™, que podem indicar vibrag@es carboxila
ndo ionizadas de &cidos carboxilicos. No geral, para todos os bioadsorventes, também foram

encontradas bandas proximas de 1083 cm™ (aproximadamente 1076 cm™) que indicam
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vibragdes C-O e O—H de estruturas fenolicas (ISHIZAKI e I, 1981; BINIAK et al., 1991). Os
grupos aldeidos e cetonas podem ser observados em bandas proximas a 1388 e 1151 cm™,
respectivamente. Bandas na regido de 700-1028 cm™ podem ser atribuidas a vibragbes de
estiramento de —P—O, —S—O e —CH aromaticas. Bandas proximas a 540 cm™ podem indicar
ligagcBes C—O. Bandas na regido de 1150 a 900 cm™ podem indicar a presenca de grupos fosfato,
como ligagdo P=0 préxima a 1150 cm™, grupo ortofosfato (PO4>) proximo a 1079 cm™ e
ligacBes P—-OH proximo a 1039 cm™ (LOUKIDOU et al., 2003; ROBINSON, 1991). Bandas
proximas a 1550 e 1033 cm™ indicam a presenca de quitina, como é esperado encontrar na
parede celular de um fungo (SPANELOVA; MACHOVIC; BREZINA, 2003). O estiramento
C-O de acidos carboxilicos podem ser encontrados na faixa de 1320-1210 cm™, os picos em
1308 e 1231 cm™ podem ser indicativos da presenca desses (PAVIA et al., 1979).

As bandas encontradas para os bioadsorventes deste trabalho estdo de acordo com
bandas e grupos funcionais encontrados na literatura para a biomassa de A. niger e outras
biomassas microbianas utilizadas como bioadsorvente (VALE et al., 2016; MATHIALAGAN;
VIRARAGHAVAN, 2009; SHROFF; VAIDYA, 2012). Em estudo sobre os grupos funcionais
da superficie da biomassa de A. niger, Mathialagan e Viraraghavan (2009) também encontraram
bandas correspondentes a grupos amina, amidas, hidroxila, ligacbes de C-O de &cidos
carboxilicos e grupos funcionais fosfato.

5.2.5. Andlise Termogravimétrica

As anélises termogravimétricas foram realizadas de modo a analisar a estabilidade
térmica e a perda de massa em funcdo da temperatura para os bioadsorventes. As curvas de
termogravimetria (TG) e as derivadas termogravimétricas (DTG) dos adsorventes submetidos
aos tratamentos fisico-quimicos e produzidos a partir de glicose e glicerol sdo apresentados nas
Figuras 13 e 14, respectivamente.

Entre uma fonte de carbono e outra, as curvas de TG e DTG foram similares. Os
adsorventes tiveram perdas de massa de mais de 70 % até 700 °C, sendo que as biomassas
tratadas com solucdo acida apresentaram uma perda de massa em torno de 5 % menor que 0s
outros tratamentos. Houve uma pequena perda de massa entre 40 e 100 °C, devido a saida de
moléculas de agua adsorvidas fisicamente na estrutura dos materiais. Os adsorventes
apresentaram boa estabilidade térmica, em que a perda de massa significativa comega a partir
de 250 °C, sendo que o adsorvente tratado com solucdo bésica apresentou uma maior

estabilidade térmica, comecando a ser degradado a uma temperatura maior, proxima a 300 °C.
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Pela curva de DTG, € possivel observar trés eventos térmicos principais, como
destacado nas Figuras 13 e 14 (b). No primeiro, pode-se observar que 0 evento ocorre para 0s
bioadsorventes autoclave e acido, mas para o basico ndo ha o pico. E no terceiro evento, o pico
para o bioadsorvente basico é muito pequeno.

Ap0s o tratamento da biomassa com solugéo bésica, o liquido proveniente possuia uma
coloragdo escura, o que ndo era observado no tratamento com solugdo &cida. Possivelmente, o
hidroxido de sddio reagiu com compostos presentes na biomassa, lixiviando materiais com
pontos de ebulicdo menores, por isso a auséncia de picos em determinadas temperaturas para

0s bioadsorventes basicos.

Figura 63 — Curva termogravimétrica (a) e DTG (b) para os adsorventes produzidos com

glicose e submetidos aos tratamentos autoclave, acido e basico.
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Figura 14 — Curva termogravimétrica (a) e DTG (b) para os adsorventes produzidos com

glicerol e submetidos aos tratamentos autoclave, acido e basico.
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As curvas de TG e DTG obtidas para os materiais estudados neste trabalho estdo de
acordo com curvas encontradas na literatura para biomassa de fungo e compostos como quitina,
gue também estd presente na composicdo da biomassa fungica (BARBOSA et al., 2019;
BORGES; DE SOUSA COSTA; DRUZIAN, 2014).

5.2.6. Difracao de raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X dos adsorventes produzidos com glicerol como fonte de
carbono e submetidos aos tratamentos autoclave, acido e basico sdo mostrados na Figura 15.
Pode ser observado que a biomassa tratada com solucdo basica exibe uma intensidade maior e
sinais menos alargados no pico proximo a 20° que os adsorventes sujeitos aos outros
tratamentos, 0 que evidencia que o adsorvente basico é mais cristalino que os demais. Estas
diferencas sugerem que o tratamento com solucdo basica estd modificando a organizacao
estrutural da biomassa, devido, provavelmente, as reac6es ocorridas entre o hidroxido de sodio
e compostos presentes na superficie da biomassa, causando um rearranjo estrutural do material.
Os picos encontrados para 0s adsorventes sdo similares a picos encontrados em difratogramas
de raios X de materiais como quitina, que esta presente na parede celular da biomassa de fungos
(CAMPANA F°; SIGNINI, 2001; CARDOSO, 2008).
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Figura 15 — Difratogramas de raios X para os bioadsorventes autoclave, &cido e basico
produzidos com glicerol.
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5.2.7. Andlise Elementar (CHN)

A anélise elementar em relagcdo aos compostos carbono (C), hidrogénio (H) e nitrogénio
(N) para os adsorventes produzidos a partir de glicose e glicerol como fonte de carbono e
submetidos aos tratamentos autoclave, acido e basico esta apresentada na Tabela 5.

A porcentagem presente de cada composto para os adsorventes obtidos com as duas
fontes de carbono diferentes (glicose e glicerol) foi similar. Entretanto, houve uma variacéo na
porcentagem de carbono nas amostras entre os trés diferentes tratamentos (autoclave, acido e
béasico) realizados. A biomassa tratada com solucdo basica apresentou uma porcentagem de
carbono maior em relacdo a tratada com solucdo acida e a somente autoclavada, tanto a obtida
com glicose como fonte de carbono, quanto para glicerol. Essa diferenca na porcentagem de
carbono corrobora a hip6tese de que com o tratamento basico houve a reacdo do hidroxido de
sodio com compostos presentes na biomassa, promovendo a lixiviagdo desses compostos no
licor proveniente do tratamento, aumentando a porcentagem de carbono em relagdo aos outros

compostos presentes na biomassa.
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Tabela 5 — Porcentagem de carbono (C), hidrogénio (H) e nitrogénio (N) presentes nos
adsorventes obtidos com glicose e glicerol e submetidos aos tratamentos fisico-quimicos.

Bioadsorventes % de cada composto
Fonte de carbono  Tratamento C H N

Autoclave 39,69 4,19 5,51

Glicose Acido 41,40 4,29 4,94
Basico 44,41 4,46 4,95

Autoclave 39,82 4,47 6,12

Glicerol Acido 39,95 4,29 6,06
Basico 44,43 4,45 5,76

5.3. Adsorc¢do com amostras sintéticas

Foi conduzido um estudo com amostras sintéticas de dois compostos que estéo entre 0s
compostos provenientes da degradacdo da lignina a fim de se ter um conhecimento prévio da
capacidade de adsorcao desses compostos pelos bioadsorventes estudados. Estes séo a vanilina,
um mondmero, e o acido tanico, um oligbmero. Estes compostos fendlicos estdo entre os
principais inibidores de enzimas celuloliticas (MALGAS et al., 2016; QIN et al., 2016;
XIMENES et al., 2011).

Apobs o cultivo da biomassa de A. niger com glicose como fonte de carbono, foram
realizados os tratamentos na biomassa e 0s ensaios de adsorcéo foram realizados com os trés
bioadsorventes obtidos nos diferentes tratamentos. Foram realizados ensaios variando a carga
de adsorvente, o pH da solucéo e a temperatura de adsorcdo, a fim de avaliar o efeito dessas
variaveis no processo. A concentracdo inicial utilizada de vanilina e &cido tanico foi de 3 g/L,
que esta na faixa de concentracdo média encontrada para os compostos fendlicos totais
presentes no licor do pré-tratamento hidrotérmico de diferentes biomassas lignocelulésicas
(XIMENES et al., 2011).

Posteriormente, foi realizado o cultivo com glicerol como fonte de carbono e o0s
subsequentes tratamentos na biomassa. Os mesmos ensaios, variando carga, pH e temperatura,
foram conduzidos para estes trés adsorventes. Também foi feito um estudo comparativo entre
0s bioadsorventes obtidos a partir das duas fontes de carbono, de modo a avaliar se esta

mudanca estava afetando a capacidade de adsorcéo.
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5.3.1. Ensaios preliminares

Foram feitos testes variando a carga dos adsorventes autoclavado, &cido e basico obtidos
com glicose como fonte de carbono. A carga variou entre 1, 3, 5 e 8% (m/v), para uma
concentracdo inicial de vanilina e &cido tanico de 3 g/L, em tampéo citrato de sodio pH 3 e 30
°C. A Figura 16 (a) e (b) mostra a influéncia da carga de adsorvente na adsorcdo de vanilina e
acido tanico, respectivamente. Todos os testes foram realizados a uma rotagdo de 30 rpm, por
24 horas.

Figura 16 — Percentual de remocdo de vanilina (a) e acido tanico (b) pelos bioadsorventes
produzidos com glicose em diferentes cargas (1, 3, 5 e 8 % m/v), em pH 3 e 30 °C.
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O aumento da carga de adsorvente de 1 a 8 % (m/v) proporcionou um aumento
significativo da porcentagem de remogédo dos compostos pelos bioadsorventes. Os resultados
mostram que os adsorventes foram eficientes na remocdo de &cido tanico, sendo que o
tratamento que proporcionou uma melhor adsorcdo foi o realizado com solucdo basica. Com
8% de carga de adsorvente tratado com base foi possivel remover mais de 90% de &cido tanico,
e com apenas 1% obteve-se um resultado razoével, com uma remocéao de 60%.

Para a vanilina, a afinidade com os adsorventes foi menor. A biomassa tratada com base
também se mostrou a mais eficaz, porém com uma remogéo de pouco mais de 30% para 8% de
carga de adsorvente.

No estudo de Rao e Viraraghavan (2002) da adsor¢édo de fenol em diferentes biomassas
de A. niger pré-tratadas, o tratamento com hidroxido de sédio se destacou, com uma das maiores
porcentagens de remoc¢do do composto estudado. Foi demonstrado que pré-tratamentos
alcalinos podem ser responsaveis por destruir enzimas autoliticas que causam degradacdo da
biomassa e por remover lipidios e proteinas que mascaram sitios reativos (MURAL-
EEDHARAN; VENKOBACHAR, 1990). Gallagher et al. (1997) sugeriram que o tratamento
com hidroxido de sddio pode aumentar a porcentagem de quitina/quitosana na parede celular,
dissolvendo alguns biopolimeros presentes na parede celular, e que, assim, as unidades de
quitina/quitosana podem entdo ser responsaveis pela adsorcdo de fenol no caso da biomassa
tratada com NaOH.

Como visto nas caracterizacbes dos adsorventes, as andlises de DRX (Figura 15),
termogravimetria (Figuras 13 e 14) e andlise elementar (Tabela 5) mostraram que o tratamento
com solucdo bésica de NaOH estda modificando a estrutura da biomassa, 0 que estd,
possivelmente, aumentando sua capacidade de adsorcéo.

Também foram realizados testes para os bioadsorventes produzidos a partir de glicerol
como fonte de carbono. A carga variou entre 1, 3, 5 e 8% (m/v), para uma concentracdo inicial
de vanilina e acido tanico de 3 g/L, em tampdo pH 3, 30 °C, por 24 h. A Figura 17 (a) e (b)
mostra a influéncia da carga de adsorvente na adsorcdo de vanilina e é&cido tanico,

respectivamente.
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Figura 17 — Percentual de remocdo de vanilina (a) e acido tanico (b) pelos bioadsorventes
produzidos com glicerol em diferentes cargas (1, 3, 5 € 8 % m/v), em pH 3 e 30 °C.
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Os resultados obtidos foram similares aos obtidos para os adsorventes produzidos com
glicose. A biomassa tratada com base proporcionou a melhor remog¢éo dos compostos, com uma
adsorcédo de quase 100% de &cido tanico com carga de 8%, sendo que apenas 1% foi capaz de
remover 70%. A adsorcédo de vanilina pelos adsorventes também se mostrou desfavoravel, com
uma remocao de 26% para a carga de 8% do bioadsorvente basico.

Como visto anteriormente nas analises das caracterizagdes dos bioadsorventes, 0s
adsorventes obtidos com glicose e glicerol ndo apresentaram diferencas significativas entre si.
Dessa forma, como era de se esperar, 0s adsorventes cultivados com as duas fontes de carbono

diferentes apresentaram capacidades de adsorcdo muito parecidas, sendo que, no geral, 0s
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bioadsorventes produzidos com glicerol tiveram uma porcentagem de remocéo de acido tanico
um pouco maior. Tendo em vista também que os rendimentos de producdo de biomassa no
cultivo com as duas fontes de carbono foram muito parecidos, e como o glicerol € uma matéria-
prima abundante e pode ser obtida com um menor custo, ou até como subproduto nas
biorrefinarias, optou-se por fixar essa fonte de carbono para os proximos cultivos, utilizando
somente a biomassa produzida com glicerol para os experimentos das proximas etapas com as
amostras sintéticas.

Como a capacidade de adsorcdo de vanilina pelos bioadsorventes estudados se mostrou
pequena, decidiu-se realizar testes de adsor¢cdo com outros compostos fendlicos para avaliar a
capacidade de adsor¢do desses pelos bioadsorventes. Os compostos selecionados foram: &cido
p-coumarico, catecol e &cido 4-hidroxibenzdico, que também sdo inibidores de enzimas
(MARTIN et al. 2002; PINTO; RIBEIRO; FARINAS, 2018). Os experimentos foram
realizados com os adsorventes obtidos com glicerol como fonte de carbono. Foi utilizada uma
concentracdo de 1 g/L para a solugéo desses compostos, carga de 3% dos bioadsorventes, em
tampédo pH 3 e 30 °C. A Figura 18 mostra a porcentagem de remocao de cada composto pelos

bioadsorventes.

Figura 18 — Percentual de remocdo de catecol, &cido p-coumarico e &cido 4-hidroxibenzoico

com carga de 3% (m/v) dos bioadsorventes autoclave, acido e basico, em pH 3 e 30 °C.
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A adsorcdo desses compostos pelos bioadsorventes também se mostrou desfavoravel,
assim como a adsorcdo da vanilina. As estruturas quimicas desses compostos estdo apresentadas

na Figura 19.
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Figura 19 — Estrutura quimica dos compostos fenolicos.
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Uma possivel explicacdo para a diferenca na capacidade de adsorgdo desses compostos
(vanilina, acido 4-hidroxibenzobico, acido p-coumarico e catecol) em relagcdo ao acido tanico é
gue os adsorventes estdo tendo maior facilidade em adsorver compostos maiores (oligbmeros),
como o &cido tanico. Levando em consideracdo, também, a anélise de area superficial e volume
de poros dos adsorventes, é provavel que a biomassa microbiana seja composta,
majoritariamente, por macro e mesoporos, contendo uma quantidade pequena ou nula de
microporos. A presenca de mesoporos faz com que o adsorvente tenha maior capacidade para
adsorcdo de moléculas maiores. Freitas e Farinas (2017) estudaram a adsorcdo de vanilina e
acido tanico utilizando fuligem do bagaco de cana como adsorvente. Este material possui uma
proporcdo maior de microporos em relagdo aos mesoporos e tiveram resultados de adsorcao
melhores para a vanilina do que para o acido tanico, sugerindo que a porosidade do material
influencia na remocdo de particulas de determinados tamanhos.

De modo a comparar a capacidade de adsor¢do dos adsorventes em relacdo a um
adsorvente comercial, foram realizados ensaios com 0s adsorventes produzidos com glicerol e
com carvdo ativado comercial (CAC) para a adsorcdo de vanilina e &cido tanico. A carga
utilizada para cada um foi de 5%, em pH 3 e 30 °C. A Figura 20 mostra os percentuais de

vanilina e acido tanico removido pelos adsorventes.
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Figura 20 — Percentual de remocdo de vanilina e &cido tanico para os trés adsorventes
(autoclave, &cido e bésico) produzidos e carvao ativado comercial (CAC) em pH 3 e 30 °C.
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O carvdo ativado comercial foi capaz de remover 100% da vanilina nas condi¢cdes
avaliadas, diferentemente da biomassa, que teve uma baixa capacidade de adsorc¢éo de vanilina.
Por outro lado, os adsorventes produzidos a partir da biomassa de fungo e tratados com solucao
acida e basica demonstraram uma maior capacidade de adsorcdo de acido tanico em relagdo ao
carvdo ativado. O carvao ativado comercial € um material altamente microporoso (FREITAS;
FARINAS, 2017), o que pode ter favorecido a adsorcao de vanilina (composto monémero) e

prejudicado a adsorcdo de &cido tanico (composto oligdbmero).
5.3.2. Efeito do pH

O pH inicial da solucdo é um dos parametros mais importantes que controlam o processo
de bioadsor¢do. O pH afeta ndo somente a carga da superficie do adsorvente, mas também o
grau de ionizacdo das moléculas de adsorbato na solucdo (AGARWAL; RAJORIA; RANI,
2018; KHANI; PAHLAVANZADEH; ALIZADEH, 2012). Em pH abaixo do pHpc, cargas
positivas védo se formando na superficie do adsorvente devido a protonagdo dos grupos acidos
e basicos, enfraquecendo as interacdes e aumentando a afinidade com o solvente.

Foi realizado o estudo da influéncia do pH na adsor¢do das amostras sintéticas de
vanilina e &cido tanico pelos bioadsorventes. Os adsorventes utilizados foram os autoclave,
acido e basico produzidos a partir do cultivo com glicerol. O pH variou de 2 a 6, com uma carga
de adsorvente de 3% (m/v), a 30 °C, 30 rpm, por 24 h e uma concentragéo inicial de vanilina e

acido tanico de 3 g/L. O pH foi ajustado adicionando solu¢bes de NaOH ou HCI.
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A Figura 21 (a) e (b) mostra a influéncia do pH na adsorg¢éo de vanilina e &cido tanico
pelos bioadsorventes, respectivamente. Os resultados mostraram que a adsor¢do foi pouco
afetada pela variacdo de pH na faixa estudada, para os dois compostos, com um pequeno
aumento na porcentagem de remoc¢do para pHs maiores. A capacidade de adsorcdo de acido
tanico em pH 4-6 foi favorecida, com uma remocao em torno de 96% de &cido tanico para o
bioadsorvente basico (Figura 21 (b)).

Figura 21 — Efeito da variacdo do pH na adsorcao de vanilina (a) e acido tanico (b) pelos

bioadsorventes, para 3% (m/v) de carga, a 30 °C.
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O é&cido tanico é um &cido fraco, e sua ionizacdo € fortemente dependente do pH da
solugdo. Ele esta em sua forma molecular em pH < 4,5, acima desse pH as moléculas comegam

a ionizar e em pH 7 estdo quase completamente ionizadas (AN; DULTZ, 2007).
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Resultados similares foram obtidos por Wu e Yu (2006) e Rao e Viraraghavan (2002)
na adsorcédo de 2,4-diclorofenol e fenol, respectivamente, utilizando biomassa de fungo como
bioadsorvente. Eles também encontraram um pH étimo para a adsor¢ao desses compostos em
torno de 5. Agarwal e colaboradores (2018) estudaram a adsorcdo de acido tanico utilizando
cinzas tratada com hidréxido de sédio e quitosana como adsorvente. Eles estudaram o efeito do
pH na adsor¢do e observaram que o pH em que houve a maxima capacidade de adsorcao foi
5,5. Em estudos sobre a adsor¢édo de &cido tanico em carvéo ativado, foi observado que o pH
ndo afetou a capacidade de adsorcdo na faixa avaliada naquele trabalho, porém em pH acima
de 6, houve uma queda na porcentagem de remogédo do composto (ONAL, 2010).

Xiao e colaboradores (2012) estudaram a adsorcao de vanilina em resina modificada por
grupos acetoamina e hidroxila. Eles observaram que a vanilina em sua forma molecular foi
favoravel a adsorcao pela resina. Até um pH de 5,31, a capacidade de adsor¢édo de vanilina pela
resina teve pouca variacdo. Acima desse pH as moléculas de vanilina comegcam a ionizar e a
capacidade de adsorcéo cai gradualmente com o aumento do pH.

Com base nos resultados do potencial zeta dos adsorventes comentados anteriormente,
era de se esperar que o aumento do pH da solucdo desfavorecesse a capacidade de adsorcéo dos
bioadsorventes, devido a desprotonacdo dos compostos fendlicos. Entretanto, o aumento do pH
ndo provocou esse efeito na capacidade de remocéo, o que sugere que as forcas eletrostaticas
entre 0s adsorventes e 0os compostos ndo estdo desempenhando um papel significativo no
processo de adsorcdo.

Assim, foi definido o pH 5 para as etapas seguintes de estudo do efeito da temperatura

e obtencdo das curvas de cinética e isotermas de adsorgao.

5.3.3. Efeito da temperatura

A temperatura também € um fator importante no processo de adsor¢cdo, podendo
impactar significativamente a capacidade de remocéo do adsorbato pelo adsorvente. O aumento
da temperatura pode causar um aumento da energia cinética das moléculas, dificultando a
adsorcdo. Por outro lado, 0 aumento da temperatura poderia facilitar a difusdo das moléculas
para o interior do adsorvente.

A Figura 22 (a) e (b) mostram o efeito da temperatura na remogéo de vanilina e acido
tanico pelos bioadsorventes, respectivamente. A adsorcdo ocorreu em diferentes temperaturas
(30, 40 e 50 °C), com uma carga de 3% (m/v), em pH 5 e concentragéo inicial de 3 g/L das

amostras sintéticas. Os compostos apresentaram comportamentos semelhantes de adsorcao, o
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aumento da temperatura de 30 para 50 °C praticamente ndo alterou a capacidade de adsorc¢éo
dos compostos pelos adsorventes.

Figura 22 — Efeito da temperatura na adsorcdo de vanilina (a) e acido tanico (b) pelos

bioadsorventes, para 3% (m/v) de carga, em pH 5.
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5.4. Adsorcédo dos fendlicos totais presentes no licor do pré-tratamento

Foram feitos testes variando a carga de adsorvente em 1, 3 e 5% (m/v) para o0s trés
adsorventes produzidos com glicerol como fonte de carbono. Os experimentos foram realizados
com o pH original do licor (préximo de 3), a 30 °C, 30 rpm, por 24 h. A Figura 23 mostra a
porcentagem de remocdo de fendlicos totais presentes no licor do pré-tratamento para cada

carga de adsorvente estudada.
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Figura 23 — Percentual de remocdo dos fendlicos totais do licor para diferentes cargas (1, 3 e
5%) dos adsorventes autoclave, acido e basico a 30 °C e pH original do licor.
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O aumento da carga de adsorvente de 1 para 5% (m/v) proporcionou um aumento na
capacidade de adsorcdo. Da mesma forma que foi observado para as amostras sintéticas, 0
bioadsorvente que demonstrou uma melhor capacidade de adsorcao foi a biomassa tratada com
solucdo basica, com uma remoc¢do em torno de 32% dos fendlicos totais presentes no licor do
pré-tratamento do bagaco de cana-de-acUcar para a carga de 5% do adsorvente basico. A
capacidade de adsorcéo foi pequena comparada a capacidade atingida para o acido tanico. E
provavel que os adsorventes estdo removendo mais 0s compostos oligoméricos do licor, que
estdo presentes em menores propor¢des, do que 0S monomericos.

Embora a porcentagem de remocao dos fendlicos totais presentes no licor ndo tenha sido
um valor tdo alto, o fato de que provavelmente esta adsorvendo mais 0s compostos oligoméricos
é bastante interessante. Foi reportado que compostos oligoméricos, como o acido tanico,
exercem maior inibicdo na hidrélise enzimatica que a vanilina, composto monomeérico
(FREITAS; FARINAS, 2017, TENUIRIAN; XU, 2011; XIMENES et al., 2010). Freitas e
Farinas (2017) conduziram experimentos de hidrélise enzimatica de uma fonte de celulose com
solucBes de vanilina e &cido tanico antes e apds o tratamento dessas com fuligem como
adsorvente. Foi observado que ndo houve liberacdo de aclcares ap6s a hidrélise nos
experimentos conduzidos com a presenga de &cido tanico.

Também foram realizados experimentos com todos os bioadsorventes produzidos, de
modo a analisar se a diferenga na fonte de carbono influenciou a adsor¢do dos fendlicos. A
Figura 24 mostra a porcentagem de remocéo de fendlicos totais do licor com uma carga de 5%
(m/v) das biomassas autoclave, acido e basica obtidas com glicose e glicerol, em pH original
do licor, 30 °C, 30 rpm, por 24 h.
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Os adsorventes tiveram capacidade de adsorcéo dos fenolicos presentes no licor muito
proximas. Como mostrado na analise dos resultados de infravermelho, os grupos funcionais
presentes na superficie dos adsorventes produzidos a partir de glicose e glicerol foram
praticamente iguais, com uma pequena diferenca na intensidade para algumas bandas. De modo
geral, para todas as caracterizagdes realizadas para os bioadsorventes produzidos a partir das
duas fontes de carbono, os resultados foram bastante similares, variando apenas entre 0s
diferentes tipos de tratamento. Assim, a diferenca na fonte de carbono no cultivo praticamente
ndo interferiu em suas caracteristicas morfologicas e superficiais. Dessa forma, era de se esperar
que as capacidades de adsor¢do ndo variassem muito entre os adsorventes obtidos a partir de

glicose e glicerol.

Figura 24 — Percentual de remocao de fendlicos totais do licor com carga de 5% (m/v) para 0s

6 adsorventes produzidos, a 30 °C e pH original do licor.
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5.4.1. Influéncia do pH e temperatura

Uma das formas de aplicacdo dos bioadsorventes estudados neste trabalho para a
remocao dos compostos inibidores gerados no pré-tratamento da biomassa lignocelulésica é a
insercdo na etapa de hidrdlise enzimatica. Assim, é importante conhecer o comportamento da
adsorcédo desses compostos em diferentes condi¢des para analisar qual seria a melhor forma de
insercdo do bioadsorvente no processo.

Como a hidrdlise enzimética é realizada em pH 5 e 50 °C, os ensaios de adsor¢do dos
fendlicos totais presentes no licor do bagago pré-tratado foram realizados em pH original do
licor (3,4 £ 0,2) e pH ajustado para 5, para as temperaturas de 30 e 50 °C, a fim de verificar se

as condigdes de pH e temperatura influenciavam na capacidade de remogdo dos compostos



52

fendlicos pelos bioadsorventes. Os testes foram realizados com uma carga de 5 % (m/v) da
biomassa obtida a partir de glicerol e tratada com solucéo basica, que demonstrou ser a mais
eficientes nos ensaios anteriores. A concentracdo inicial de fendlicos totais presentes no licor
do pré-tratamento LHW foi de 2,56 + 0,06 g AGE/L. Os ensaios foram conduzidos por 24 horas
a 30 rpm. As porcentagens de remocdo de fendlicos totais do licor para cada condi¢do sao
mostradas na Tabela 6.

Tabela 6 — Porcentagens de remocéao de fenolicos totais do licor em diferentes pHs (3,4 e 5) e

temperaturas (30 e 50 °C) com 5% (m/v) de adsorvente.

Porcentagem de remocao de fendlicos totais (%0)
Temperatura (°C)

pH original do licor pH 5
30 33,25 +1,69 26,55+ 1,30
50 41,81 +1,88 30,95+0,78

Para uma mesma temperatura, o ajuste do pH a partir do original do licor (proximo de
3,4) para 5, provocou uma diminui¢do na capacidade de adsorcdo dos fenolicos. Os compostos
fendlicos tendem a desprotonar com o aumento do pH, o que pode ter causado uma repulsao
entre a superficie negativa do bioadsorvente e as cargas negativas das moléculas de fendlicos.
De modo geral, 0 aumento da temperatura de adsorcdo dos fendlicos do licor favoreceu a
capacidade de remocao pelo bioadsorvente. O aumento na temperatura pode ter facilitado a
difusdo das moléculas para o interior do adsorvente.

Freitas e Farinas (2017) também estudaram a adsorcdo dos inibidores presente no licor
do pré-tratamento do bagaco de cana. Elas utilizaram fuligem do bagaco como adsorvente e
avaliaram a capacidade de adsorcdo e a influéncia do pH e temperatura nessas mesmas
condicGes. Néo foi observado diferencas significativas na remogéo dos fendlicos variando o pH
original do licor (proximo de 3) para 5, e temperatura de 30 para 50 °C.

5.5. Cinética de adsorcao

Foram obtidas curvas de cinética de adsorcao para as amostras sintéticas de vanilina e
acido tanico utilizando o adsorvente que proporcionou a maior capacidade de remocao dos
compostos, o bioadsorvente produzido com glicerol e tratado com solugdo bésica. As curvas

também foram feitas utilizando carvéo ativado comercial (CAC) como adsorvente para efeito
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comparativo entre suas capacidades de adsorcdo. Os ensaios foram realizados a 30 °C, pH 5, 30
rpm, com concentracéo inicial de 3 g/L de soluto e 5 % (m/v) de adsorvente. A Figura 25 (a) e
(b) mostra a cinética de adsorc¢éo de vanilina e &cido tanico, respectivamente, pelos adsorventes
béasico e carvéo ativado em termos de quantidade adsorvida (mg de adsorbato/g de adsorvente)
em funcdo do tempo (minutos). No inicio do processo de adsor¢do, os sitios dos adsorventes
estdo vazios e disponiveis para que ocorra a adsor¢do, o que faz com que o processo seja bem

rapido nos instantes iniciais, e mais lento ao se aproximar do equilibrio.

Figura 25 — Curvas de cinética de adsor¢do de vanilina (a) e acido tanico (b) para 5% (m/v) de
bioadsorvente basico e carvdo ativado comercial (CAC), a30°C,pH5¢e Code 3 g/L.
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A adsorcdo de vanilina em carvéo ativado comercial foi praticamente instantanea. Em

apenas 5 minutos, a capacidade de adsorgéo de vanilina, de aproximadamente 57 mg/g, chegou
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ao equilibrio, com uma reducgdo de 97% da concentracdo inicial. A adsor¢do de vanilina no
bioadsorvente basico também foi rapida. Em 5 minutos, a capacidade de adsorcdao ja estava bem
préxima ao equilibrio, atingido aos 30 minutos com uma capacidade de adsor¢édo préxima de
12 mg/g. Entretanto, a porcentagem de remocao de vanilina pelo bioadsorvente foi bem menor
comparada ao carvao ativado comercial, com uma remogéo de apenas 17 %.

Para o &cido tanico, a adsor¢do pelo bioadsorvente bésico se mostrou muito rapida. Em
apenas 5 minutos, mais de 94% do acido tanico foi removido. O equilibrio foi atingido por volta
de 60 minutos, com uma capacidade de adsorcdo de 64 mg/g. Como visto anteriormente nos
ensaios preliminares de adsorcéo das amostras sintéticas, o carvao ativado tem uma capacidade
de remocéo de acido tanico menor comparado aos adsorventes produzidos a partir da biomassa
de fungo. A adsorcéo de acido tanico em carvéo ativado chegou ao equilibrio ap6s 120 minutos
do processo, com uma capacidade de adsorcdo em torno de 42 mg/g.

Interessantemente, a adsorcao de &cido tanico no bioadsorvente basico se mostrou mais
rapida que em carvao ativado, possivelmente devido a maior quantidade de mesoporos, que
podem estar facilitando a difusdo das moléculas para os poros do adsorvente. A alta capacidade
de adsorcao de vanilina em carvao ativado pode ser explicada devido a alta area de superficie
deste adsorvente, 0 que promove uma maior probabilidade de contato das pequenas moléculas
de vanilina com os poros do adsorvente (FREITAS; FARINAS, 2017).

5.5.1. Ajuste aos modelos cinéticos

Os modelos de pseudo-primeira ordem (Equacéo 9) e pseudo-segunda ordem (Equacao
11) foram ajustados aos dados experimentais das curvas de cinética de vanilina e acido tanico
no bioadsorvente bésico produzido com glicerol, com o auxilio do software Origin 8.0. A Figura
26 mostra os dados experimentais em termos de capacidade de adsor¢do do adsorvente (mg/g)
em funcdo do tempo (min) para a vanilina (a) e acido tanico (b) ajustados aos modelos cinéticos.

As constantes cinéticas obtidas a partir dos ajustes aos modelos sdo mostradas na Tabela 7.
q=q.(1—e™) )

q = 725 (1)

T 1+qekat



Figura 26 — Capacidade de adsorcdo (mg/g) do bioadsorvente bésico em funcéo do tempo

(min) em relacdo a vanilina (a) e &cido tanico (b).
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Tabela 7 — Pardmetros cinéticos obtidos a partir do ajuste aos modelos de pseudo-primeira e

pseudo-segunda ordem para a adsorcao de vanilina e &cido tanico no bioadsorvente basico.

Modelo de pseudo-primeira Modelo de pseudo-segunda

Composto
ordem ordem
ki=0,9147 min'! k. =0,1187 g.mg™t.min’
Vanilina e = 11,205 mg.g* 0e = 11,618 mg.g*t
R2=0,979 R%=0,998
ki =50,705 min‘* k. =0,1637 g.mg™t.min’
Acido Tanico e = 62,58 mg.gt e = 63,373 mg.g*
R2=0,990 R2=0,998

A partir dos dados apresentados na Tabela 7 e na Figura 26, pode-se afirmar que a
adsorcdo de vanilina no bioadsorvente bésico segue uma cinética de pseudo-segunda ordem,
devido ao maior valor de R2. A cinética de cido tanico no bioadsorvente se adequou bem aos
dois modelos, porém, sendo um pouco melhor também para o modelo de pseudo-segunda
ordem. A constante cinética ko, relacionada com a velocidade de adsor¢éo, foi maior para a
adsorcdo de &cido tanico no bioadsorvente. O modelo de pseudo-segunda ordem ¢é visto na
literatura como sendo amplamente aplicavel para a adsor¢do de varios compostos poluentes por
uma variedade de adsorventes (HO; MCKAY, 1999).

5.6. Termodinamica da adsorcéo

5.6.1. Isotermas de adsorc¢ao

Estudos de isotermas sdo importantes para entender melhor o comportamento do
equilibrio entre as fases sélida (adsorvente) e liquida em um sistema a temperatura constante
(MATHIALAGAN; VIRARAGHAVAN, 2009). Geralmente, o equilibrio é descrito por uma
equacao de isoterma onde os parametros expressam as propriedades superficiais e afinidade do
adsorvente em temperatura de pH constantes (GHAEDI et al., 2013).

Assim, foram realizados ensaios de adsor¢do com as amostras sintéticas de vanilina e
acido tanico utilizando diferentes concentracdes de soluto até que fosse atingido o equilibrio da
adsorcéo para cada condicéo. Os testes foram realizados na temperatura de 30 °C, pH 5, 30 rpm,
utilizando 1% (m/v) de adsorvente, por 24 h. O bioadsorvente utilizado foi o produzido a partir

de glicerol como fonte de carbono e sujeito ao tratamento basico, que foi 0 que apresentou 0s
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melhores resultados de remogdo dos fendlicos. A Figura 27 mostra as isotermas obtidas para
cada composto.

Figura 27 — Isotermas de equilibrio de adsorcdo de vanilina e &cido tanico no

bioadsorvente basico.
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Como esperado, obteve-se a maior capacidade méxima de adsorcdo (mais de 0,30 g/g)
para o &cido tanico no bioadsorvente basico (Figura 27), enquanto foi observada uma menor
capacidade maxima de adsorc¢do para a vanilina, de menos de 0,07 g/g. Isso pode ser explicado
devido ao fato de o bioadsorvente ser um material pouco poroso, com uma area superficial
muito pequena e possuir uma baixa ou nula presenca de microporos, o que dificulta a adsor¢éo
de moléculas menores como a vanilina (mondémero), com um tamanho de 0,72 x 0,52 nm
(XIAO et al., 2012).

Pode-se observar que, para o acido tanico, a isoterma é céncava em relacdo ao eixo de
concentracdo, ou seja, a adsorcdo é favoravel e grandes quantidades de soluto podem ser
adsorvidas em baixas concentracfes de solventes. J& para a vanilina, a curva tem a tendéncia
praticamente de uma reta, o que indica uma menor afinidade entre o adsorvente e o soluto. A
isoterma linear sugere que a massa de adsorbato retida por unidade de massa de adsorvente é
proporcional a concentracdo de equilibrio do adsorbato na fase liquida. Ja a isoterma favoravel
(concava) informa que a massa do adsorbato retida por unidade de adsorvente € alta para uma

baixa concentracdo de equilibrio de adsorbato na fase liquida (MOREIRA, 2008).
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Os modelos de Langmuir, Freundlich e Redlich-Peterson foram ajustados aos dados
experimentais e os parametros estimados estdo apresentados na Tabela 8. A Figura 28 (a) e (b)
mostram as isotermas de adsorcdo de vanilina e &cido tanico no bioadsorvente basico,
respectivamente, com as curvas de ajustes dos modelos.

Os parametros de ajuste (R?) estimados pelos ajustes dos modelos e os valores do critério
de informacéo de Akaike corrigido (AICc) estdo dispostos na Tabela 9. Os valores de AlCc
foram determinados a fim de encontrar a melhor equacéo de ajuste para os dados experimentais.

Todos os modelos descreveram bem os dados experimentais da adsorcdo de vanilina e
acido tanico no bioadsorvente basico, com valores de R? maiores que 0,90 (Tabela 9). Os
valores de R? foram bem préximos entre os modelos ajustados, tanto para os dados de acido
tanico quanto para vanilina. Os valores indicam que a isoterma de Freundlich é a melhor para
descrever as isotermas de adsor¢do dos compostos, apresentando um valor de R? um pouco
maior que os demais. Também de acordo com os valores do critério de Akaike corrigido, o
modelo que apresentou o melhor ajuste para as isotermas de vanilina e acido tanico foi o de
Freundlich, pois apresentou um valor menor do AlCc calculado.

O modelo de Freundlich sugere que a adsorcdo ocorre na superficie de sitios
heterogéneos de adsorcdo e que os sitios de interacbes mais fortes sdo ocupados primeiro
(DAVIS et al., 2003). Em geral, em uma adsorcdo favoravel, o valor de n (constante de
Freundlich) tende a estar entre 1 e 10. Quanto maior o valor de n (menor o valor de 1/n), mais
forte a interacdo entre o adsorbato e o adsorvente. Por outro lado, quando o valor de 1/n for
igual a 1, isso indica que a adsor¢éo € linear, ou seja, as energias sao idénticas para todos 0s
sitios de adsorcdo (DELLE-SITE, 2001). O valor de n para a adsorcdo de acido tanico foi de
2,774 (Tabela 8), indicando uma maior afinidade entre o adsorbato e adsorvente, enquanto o
valor de n para a adsorc¢do de vanilina foi proximo de 1 (1,135; Tabela 8), com isso, o valor de
1/n se aproxima de 1, indicando o comportamento de isoterma linear, onde ha uma menor

afinidade entre adsorvente e adsorbato.
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Figura 28 — Isotermas de adsorc¢do de vanilina (a) e &cido tanico (b), a 30 °C, pH 5, 30

rpm com ajuste dos modelos.
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Tabela 8 — Parametros estimados das equacOes das isotermas utilizadas para descrever 0s
dados experimentais da adsor¢do de acido tanico e vanilina a 30 °C.

Composto Langmuir Freundlich Redlich-Peterson
Kr=0,131
KL =0,0301 L/g U K=16,715L/g
- (9/9).(L/g)™"
Vanilina
Q=0,4138 g/ 1,135 a=12783 g
= ) n = )
99 b=0,119
Kr=0,1853
KL =0,7635 L/g un K =92430 L/g
o (9/9).(L/9)
Acido Tanico

a =498862 L/g

=0,4076 g/ n=2774
° 99 b =0,639

Tabela 9 — Coeficientes de correlacdo (R2) e critério de informacéo de Akaike corrigido

(AICc) das equacdes das isotermas utilizadas para descrever os dados experimentais.

Parametro Modelo Vanilina Acido Tanico
Langmuir 0,9441 0,9296
R? Freundlich 0,9468 0,9655
Redlich-Peterson 0,9380 0,9616
Langmuir -87,73 -82,44
AlCc Freundlich -88,23 -93,20
Redlich-Peterson -80,99 -88,48

Também foram realizados ensaios de adsor¢do de &cido tanico a temperatura de 50 °C a
fim de obter sua isoterma nessa temperatura, para avaliar a influéncia da temperatura no
processo de adsorcdo de acido tanico no bioadsorvente basico. As isotermas de acido tanico a
30 e 50 °C estdo apresentadas na Figura 29.

Pode-se observar que o aumento da temperatura de 30 para 50 °C provocou uma
diminuig&o na capacidade méxima de adsorcéo do bioadsorvente basico pelo acido tanico. Isto
sugere gque o processo de bioadsorcao de 4cido tanico pela biomassa de fungo é exotérmico em
sua natureza. Este comportamento j& era esperado, pois 0 aumento da temperatura provoca um

aumento na energia cinética das moléculas, o que pode dificultar o processo de adsorc¢ao.
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Figura 29 — Isotermas de acido tanico no bioadsorvente basico a 30 e 50 °C.
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5.7. Hidrélise Enziméatica

Ensaios de hidrélise de celulose comercial (Celuflok) e do bagaco de cana-de-agUcar
proveniente do pré-tratamento hidrotérmico foram realizadas na presenca dos inibidores
presentes no licor do pré-tratamento do bagaco. Os ensaios foram realizados com o licor com e
sem o tratamento com 0s adsorventes para a remocgdo desses compostos, a fim de avaliar o
aumento da conversao de agUcares ap6s a remocao destes inibidores pelos bioadsorventes.

Primeiramente foram feitos ensaios de adsorcdo dos fendlicos totais do licor do bagacgo
pré-tratado LHW no pH original do licor (3,3 + 0,3) a temperatura de 30 °C, por 24 h a 30 rpm.
Os ensaios foram feitos com uma carga de 5% do bioadsorvente basico produzido com glicerol.
A concentracdo inicial de compostos fendlicos do licor foi de 2,59 + 0,07 g AGE/L. Nessas
condicdes, o bioadsorvente foi capaz de remover em torno de 40% dos fendlicos totais presentes
no licor, resultando em uma concentracéo final de 1,55 + 0,02 g AGE/L.

Os ensaios de hidrolise foram realizados utilizando a Celuflok e o bagago como fonte de
celulose, com as solucdes de licor tratado e nédo tratado, carga de enzima de 2 FPU/ g celulose
para a Celuflok e 2 FPU/g solidos totais para o bagaco, a 50 °C, 30 rpm, por 24 h. O pH dos

licores tratado e ndo tratado foram ajustados para 5. A Figura 30 apresenta o grafico com 0s
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valores de concentracdo de glicose e ART liberados ap6s os experimentos de hidrdlise
enzimaética.

Figura 30 — Concentracdo de glicose e ART liberadas apos a hidrélise enzimatica do
bagaco e celuflok a 50 °C, 30 rpm, por 24 h.
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Na hidrélise da Celuflok com o licor ndo tratado, foram obtidas concentracdes de 8,2 g/L
de glicose e 26,9 g/L de acgUcares redutores totais. J& para 0s experimentos com o licor ap6s
remover 40% dos fendlicos totais, a concentracdo de glicose e ART liberados foi de 10,3 e 28
g/L, respectivamente. Houve um aumento de mais de 25% na conversdo de glicose, e para 0s
acucares redutores totais o0 aumento foi menor, de 4%.

Nos experimentos de hidrélise do bagaco hidrotérmico foram obtidas concentracdes de
3,2 g/L de glicose e 18,9 g/L de ART, com o licor ndo tratado. J& com o licor ap0s a adsor¢édo
dos fendlicos totais pelo bioadsorvente, obtiveram-se concentracoes de 4,8 e 24 g/L de glicose
e ART, respectivamente, resultando em um aumento bastante significativo de 50% na liberagéo
de glicose apds a hidrodlise, e de 27% para a conversdo de agucares redutores totais. Este
resultado foi muito interessante, pois embora a porcentagem de remocéao dos fenolicos totais
pelo bioadsorvente ndo tenha sido um valor tdo alto, provocou um aumento significativo na
conversao dos agucares na etapa de hidrolise.

No licor proveniente do pré-tratamento do bagago de cana-de-aclcar estdo presentes

diversos tipos de compostos fendlicos, gerados a partir da degradagédo da lignina, dentre eles
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compostos monomericos e oligoméricos. Como observado neste trabalho, a partir das
caracterizagdes e dos ensaios de adsorgdo com amostras sintéticas e fendlicos totais, o
bioadsorvente produzido a partir da biomassa de fungo possui caracteristicas que garantem uma
afinidade maior com moléculas maiores, como os oligdmeros, apresentando uma capacidade
de adsorcdo maior desses compostos em comparagdo aos monomeros, que possuem didmetro
de particula bem menores.

Foi reportado na literatura que os compostos oligoméricos, como o acido tanico, podem
exercer uma inibicdo maior que os monémeros na atividade enzimatica durante a hidrdlise
(FREITAS; FARINAS, 2017, TEIJIRIAN; XU, 2011; XIMENES et al., 2010). Assim, mesmo
que o bioadsorvente estudado ndo apresentou uma capacidade muito alta (em torno de 40%) de
adsorcéo dos compostos fendlicos totais presentes no licor, o fato de ele estar adsorvendo mais
0s compostos oligoméricos, que estdo presentes em menores propor¢des que 0 MonomMericos,
surte um efeito bastante significativo e promissor no aumento da conversdo de agucares na etapa
de hidrdlise enzimatica.

Freitas e Farinas (2017) utilizaram a fuligem do bagaco de cana-de-agUcar como
adsorvente para remocdo dos fendlicos inibidores presentes no licor do pré-tratamento e
também realizaram experimentos de hidrélise enzimatica com o licor apds a remocdo dos
fendlicos pelo adsorvente. A fuligem é um material altamente microporoso (maior capacidade
de adsorcdo de mondmeros) e foi capaz de remover mais de 80% dos fendlicos totais presentes
no licor, que possuem uma propor¢ao maior de monomeéricos, por isso uma alta porcentagem
de remocao dos fendlicos totais. Realizaram a hidrolise do bagaco na presenca do licor apds a
remocao dos fendlicos e obtiveram um aumento na liberacdo de glicose de 52%.

Um aspecto importante que deve ser levado em conta na selecdo de um adsorvente para
a remocao de inibidores do processo de conversdo da biomassa é que a perda de agucar deve
ser evitada e/ou minimizada durante a adsor¢do. De modo a investigar a possivel perda de
acucares, foram realizados experimentos de adsorcdo de glicose utilizando o bioadsorvente
basico com uma carga de 5% (m/v). Os experimentos foram conduzidos em estufa com rotacdo
360°a 30 °C, 30 rpm, por 24 h, com uma concentracéo inicial de glicose de 10 g/L. Os resultados
mostraram que houve uma adsorcdo de apenas 12% de acUcares puros de glicose ao usar a
biomassa tratada com solucdo basica como bioadsorvente. Tais resultados sustentam as
vantagens do uso da biomassa de fungo como adsorvente para remoc¢do dos compostos

fenolicos inibidores gerados no pré-tratamento da biomassa lignocelulésica.
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6. CONCLUSOES

O estudo da aplicacdo de biomassa de fungo como bioadsorvente para a remocao de
compostos fendlicos inibidores presentes no licor do pré-tratamento do bagaco de cana-de-
acucar demonstrou a viabilidade da utilizacdo da biomassa de Aspergillus niger como
adsorvente para adsorcdo desses compostos.

O cultivo do fungo com glicose e glicerol como fonte de carbono mostraram rendimentos
de producdo de biomassa bem proximos. Tendo em vista que o glicerol é um produto mais
acessivel e de menor custo, se torna atrativo seu uso como fonte de carbono para o cultivo do
fungo A. niger.

No estudo de adsor¢do com as amostras sintéticas de fendlicos de vanilina e acido tanico,
os adsorventes demonstraram forte afinidade pelo &cido tanico, com uma remocdo de quase
100% para 8% (m/v) de carga do adsorvente tratado com solucdo basica e produzido com
glicerol como fonte de carbono. J& para a vanilina, a afinidade foi menor, com uma remogéo de
pouco mais de 30% para 8% (m/v) da biomassa tratada com solu¢do bésica e obtida por glicose.
Provavelmente as caracteristicas porosas dos adsorventes estdo favorecendo a adsorcdo de
moléculas maiores, como o &cido tanico. O bioadsorvente basico foi capaz de remover mais de
40% dos fendlicos totais presentes no licor do pré-tratamento a 50 °C e pH do licor ajustado
para 5. O aumento da carga de adsorvente proporcionou um aumento na porcentagem de
remocdo dos compostos. Entretanto, diferentes condi¢cbes de pH e temperatura estudados
demonstraram pouca influéncia na capacidade de adsorcdo dos bioadsorventes.

Os bioadsorventes obtidos a partir do tratamento com solugéo basica se mostraram como
0s mais eficazes na remocdo de todos os compostos estudados. Conforme visto nas
caracterizacdes de difracdo de raios X, analise elementar e termogravimétrica, o tratamento
basico esta, possivelmente, modificando a organizacdo estrutural dos bioadsorventes, e assim,
aumentado suas capacidades de adsorcdo.

A cinética de adsorcdo de vanilina e &cido tanico no bioadsorvente basico se mostraram
muito rapidas e as curvas se ajustaram melhor a modelos de pseudo-segunda ordem. As
isotermas de adsor¢cdo mostraram que a adsor¢do de acido tanico € mais favoravel que a de
vanilina, utilizando o bioadsorvente basico e o modelo que melhor se ajustou aos dados
experimentais foi o de Freundlich. A capacidade de adsor¢do de acido tanico diminui com o
aumento da temperatura, indicando que o processo de adsorcao é exotérmico em sua natureza.

Com a remocéo de em torno de 40% dos compostos fendlicos inibidores presentes no

licor do pré-tratamento do bagaco pelo bioadsorvente béasico, foi possivel aumentar em 50% a
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conversdo de glicose na hidrélise enzimatica do bagaco hidrotérmico. Tais resultados
demonstram que o uso da biomassa de fungo como adsorvente para remogéo dos inibidores do

processo de hidrolise enzimatica em biorrefirnarias € bastante promissor.
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7.  SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdo para trabalhos futuros, destacam-se os seguintes estudos:

e Testar outros tipos de tratamentos na biomassa microbiana de modo a tentar aumentar
sua capacidade de adsorcdo dos compostos fendlicos presentes no licor do pré-
tratamento da biomassa lignocelulésica.

e Realizar testes de fermentacdo alcdolica com o licor tratado e ndo tratado com o0s
bioadsorventes apds a hidrélise enzimatica.

e Realizar uma anélise econdmica da viabilidade do uso da biomassa microbiana como

bioadsorvente para remocéo dos inibidores nas biorrefinarias.
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APENDICE

Curvas de calibragdo utilizando o reagente Folin-Ciocalteu para vanilina, &cido tanico

e fendlicos totais presentes no licor utilizando acido galico como padrao.

Figura A1 — Curva de calibracdo para a vanilina
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Figura A2 — Curva de calibracdo para o acido tanico
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Figura A3 — Curva de calibracéo utilizando acido galico como padréo para os fendlicos totais

presentes no licor.
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Figura A4 — Curva de calibracdo de DNS para os agUcares redutores totais presentes no licor.
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