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RESUMO

O bagaco e folha de cana-de-aclcar podem ser utilizados na producdo de
biocombustiveis e outros produtos de valor agregado. Por ser um material
lignocelul6sico abundante, é muito utilizado em métodos que envolvem o
processamento ou extracdo da celulose, e assim em estudos sobre sua acessibilidade. A
acessibilidade a celulose depende de véarios fatores, como contetido de hemicelulose e
lignina, grau de polimerizagéo e cristalinidade. Tal acessibilidade pode ser medida por
quantidade de corante adsorvido na superficie exposta da celulose. Os exemplos
encontrados na literatura utilizam os corantes Direct Blue e Direct Orange, que se
encontram fora de circulacéo. Este trabalho utiliza de bagaco e folha de cana-de-agUcar
in natura e pré-tratadas com &cido diluido para testar cinco novos corantes (Amarelo
Tartrazina, Amarelo Creplsculo, Vermelho Amaranto, Vermelho Allura e Azul
Brilhante), avaliando o seu uso na determinacdo da acessibilidade a celulose. Cada
corante foi testado em comprimentos de onda que fornecem sua maxima absorbancia e
comparado com os resultados apresentados pelos corantes tradicionais. Os corantes
Amarelo Crepusculo e Vermelho Amaranto provaram-se 0s mais adequados para analise
de biomassas, enquanto os outros ndo apresentaram sensibilidade nem afinidade o
suficiente para indicar as superficies expostas da celulose. O aumento na acessibilidade
e digestibilidade dos materiais testados foi comprovado pelos corantes Direct Blue e
Direct Orange, implicando uma biomassa mais suscetivel a conversdo em agucares. Tal
concluséo foi ratificada corretamente pelos corantes Amarelo Crepusculo e Vermelho
Amaranto, apresentando duas alternativas aos ja descontinuados Direct Blue e Orange.

Palavras-chave: biomassa, cana-de-acUcar, pré-tratamento acido, corantes,
acessibilidade, celulose, digestibilidade, agucares.



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Dentre os materiais lignocelulésicos, o bagago de cana-de-acUcar
(Saccharum sp) é uma abundante biomassa gerada pela atividade agricola,
principalmente nos paises tropicais. Cerca de 585 milhdes de toneladas de cana-de-
acucar foram geradas em 2018 no Brasil (UNICA, 2018). Seu papel na agroindustria o
coloca como alternativa na producdo de biocombustiveis e outros produtos de maior
valor agregado (ADSUL et al., 2004). O bagaco de cana-de-aglcar € constituido em sua
maioria por celulose, hemicelulose e lignina, que estdo organizados na parede celular
vegetal. A presenca de hemicelulose e lignina na matriz lignoceluldsica torna mais
dificil a degradacdo da biomassa e diminui a acessibilidade a celulose; a essa resisténcia
damos o nome de recalcitrancia (ZHAO et al., 2012). A lignina confere rigidez ao
vegetal, o que colabora em sua integridade estrutural (MIEDES et al., 2014). A
hemicelulose, por sua vez, estd intimamente associada a celulose por ligacbes de
hidrogénio (FREUDENBERG, 1965). Propriedades pertencentes a celulose tambem
podem influenciar a acessibilidade. Tais propriedades sdo: cristalinidade e alto grau de
polimerizacdo (NADERI, 2017).

Moagem e pré-tratamentos sdo capazes de alterar as caracteristicas da biomassa
e aumentar a acessibilidade a celulose (TAHERZADEH et al., 2008). O pré-tratamento
acido remove a hemicelulose do material e aumenta a superficie exposta da celulose
(BRIENZO et al., 2017). Corantes como Direct Blue e Direct Orange sdo utilizados para
avaliar a superficie exposta da celulose, servindo de parametro para verificar sua
acessibilidade (CHANDRA et al., 2008). A fim de testar novos corantes (amarelo
tartrazina, amarelo crepusculo, vermelho amaranto, vermelho allura e azul brilhante)
para esse fim, amostras de bagaco e folha de cana-de-acucar foram moidas e pré-
tratadas com &cido para alterar sua estrutura e permitir avaliar a eficacia dos novos
corantes.

Encontrar métodos novos de se utilizar a biomassa € essencial em um contexto
com combustiveis fosseis que poluem o ambiente e que sdo encontrados no planeta em
quantidades limitadas, e, portanto, ndo sdo renovaveis. Avaliar a acessibilidade a
celulose nesses materiais permite apontar quais Sdo promissores na producgdo de
insumos de valor agregado e biocombustiveis e quais metodologias sdo mais eficientes

na manipulagdo dessa biomassa.



Além disso, os corantes Direct Blue e Direct Orange, muito utilizados nessa
area por sua eficiéncia, ndo sdo mais fabricados. Isso torna o necessario o uso de
corantes alternativos. Os corantes alimenticios que foram testados neste trabalho podem
fornecer substitutos, além de ndo serem tdo tdxicos ao meio ambiente quanto os

corantes téxteis anteriormente utilizados.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Material lignocelulésico

Uma matéria prima que demonstra grande potencial na producédo de bioetanol é
a biomassa lignocelulésica, ndo somente pelo baixo custo, mas pela abundancia com
que pode ser obtida (BROWN et al., 2017). Contudo, antes que possa ser utilizada em
grande escala, € necessario que se resolvam certos desafios tecnoldgicos. Composta
principalmente de celulose, que pode constituir de 30% a 40% de suas paredes
celulares, esta biomassa também possui hemicelulose, extrativos, cinzas e lignina
(MENG et al., 2014;). As macromoléculas de lignina sdo constituidas de compostos
polifendlicos, organizados em uma estrutura tridimensional, responsavel por reter
polissacarideos nas paredes celulares de vegetais. As hemiceluloses, por sua vez, sao
polissacarideos amorfos, heterogéneos e ramificados, de recalcitrancia baixa quando
comparada com a lignina (DAVISON et al., 2013). Todavia, por estarem bastante
organizadas na parede celular, essas macromoléculas conferem alta recalcitrancia a
biomassa como um todo (SANT’ANNA et al., 2014).

Dentre os paises com grande producéo de etanol e aclcar esta o Brasil. Durante
essa producdo, a cana-de-agUcar passa por um processo de extracdo da sacarose, que
gera residuos como o bagaco (BEZERRA et al., 2016). Por esse motivo, a alternativa de
utilizar as grandes quantidades de residuos para produzir combustiveis e outros produtos
se torna extremamente benéfica, tanto economicamente quanto ambientalmente
(MORENQO et al., 2017). No entanto, uma grande dificuldade em se usar esses materiais
para a producdo de etanol e outros produtos de valor agregado esta na morfologia e
estrutura quimica da biomassa lignoceluldsica, que a permite proteger seus carboidratos
contra micro-organismos e suas enzimas. A essa resisténcia a acdo de micro-organismos
e agentes quimicos se da o nome de recalcitrancia (ZHAO et al., 2012). Mesmo ap0s
passar por pré-tratamentos, materiais lignocelulésicos requerem em torno de cem vezes

mais enzima do que o amido para realizar a sacarificacdo (VINZANT et al., 2005).



2.2 Celulose

A celulose, que provéem a estrutura presente em todas as plantas, € um
carboidrato fibrilar (BRETT, 2000) encontrado em grande abundancia ao redor do
mundo. Sua biossintese pode chegar a milhares de toneladas anuais (KUKRETY et al.,
2017). A estrutura compacta caracteristica da celulose se deve a formacao de uma rede
rigida por suas moléculas (KOPCKE, 2008). Na parede celular da planta, a celulose esta
organizada na forma de microfibrilas longas e ordenadas, que geram fibras extensas
(SOMERVILLE, 2006). Encontra-se associada a outros compostos como a
hemicelulose, lignina, pectina e proteinas (DAVISON et al., 2013). Geralmente,
moléculas de hemicelulose sdo responsaveis por estruturar as fibras de celulose,
enquanto a lignina se responsabiliza por preencher os espacos entre polissacarideos
(PAGE, 1976). A cristalinidade ¢ uma importante propriedade da celulose (CALIARI et
al., 2017), que possui regides amorfas e cristalinas com caracteristicas diversas. Essas
regides cristalinas sdo constituidas por microfibrilas, que séo arranjos paracristalinos de
dezenas de cadeias de (1,4) B-D-glicose conectadas por ligacdes de hidrogénio ao longo
de seu comprimento, o que forma uma cadeia de glicose mais organizada em
comparacgdo com as areas amorfas (LAUREANO-PEREZ et al., 2005). O que origina as
regides cristalinas sdo a presenca das ligacGes de hidrogénio. S&o também as regides
mais recalcitrantes, pois aumentam a resisténcia a digestibilidade da celulose (ZHU et
al., 2010). Sendo um carboidrato composto por unidades de glicose, o nimero de
unidades na cadeia da molécula de celulose é conhecido como grau de polimerizacao
(EVANS et al., 1989). Altos graus de polimerizacdo dificultam a acdo de enzimas
celuloliticas e oferecem uma estrutura mais resistente e maior (ZHAO et al., 2012). A
celulose é utilizada para as mais diversas finalidades, como a producdo de
biocombustiveis, producdo de fibras, filmes, plasticos, cosméticos, tintas, adesivos,
aglomerados de madeira, na industria alimenticia, revestimentos e nano materiais
(GUERRIERO et al., 2016).



Figura 1: Segmento de uma cadeia de celulose.
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Fonte: O’Sullivan, 1997

2.3 Acessibilidade

A conversdo da biomassa lignocelulésica em bioetanol e produtos de alto valor
agregado € influenciada por muitos fatores, dentre eles pode-se citar a acessibilidade a
celulose para a hidrélise enzimatica (BRIENZO et al., 2015; diversas referencias), e 0
custo elevado das tecnologias utilizadas nesses processos de conversao. A acessibilidade
pode aumentar ou diminuir de acordo com a caracteristicas do proprio substrato, como o
grau de polimerizacdo, a cristalinidade e a heterogeneidade estrutural, que causa a
existéncia de estruturas mais recalcitrantes ou mesmo inacessiveis (CHANDRA et al.,
2008). O acesso limitado a grande parte da celulose € um dos maiores desafios a serem
superados, uma vez que ela se encontra protegida por um conjunto de microfibrilas
bastante rigidas e organizadas (ARANTES et al., 2010). A presenca de hemicelulose e
lignina também influenciam na acessibilidade a celulose, pois alteram a distribuicdo de
poros e a eficacia de pré-tratamentos ou componentes enzimaticos (ESTEGHLALIAN
et al., 2001).

Substratos heterogéneos e porosos, como 0s materiais lignoceluldsicos, tem sua
area superficial dividida entre interna e externa, na qual cada uma tem afinidades
distintas (CHANDRA et al., 2008). Acessibilidade da superficie interna pode ser medida
pelas aberturas superficiais, fendas internas e espacos vazios, que sdo formados pela
retirada de compostos ndo celulésicos, como a hemicelulose e a lignina da parede
celular. Essa retirada é causada por pré-tratamentos que utilizam diferentes métodos
como &cido diluido, alcalino peréxido, explosdo a vapor, entre outros (STONE et al.,
1965). As moléculas da hemicelulose agem como barreiras fisicas que dificultam a
hidrolise enzimatica pois estdo agrupadas, tanto envoltas quanto entre as microfibrilas

de celulose contida nas paredes celulares secundarias (ZHU et al., 2010). Por tal fato,



quando se trata de acessibilidade a celulose, alguns autores consideram a remogéo da
hemicelulose mais relevante que a retirada da lignina no material (LEU et al., 2013).

Um grau de polimerizacdo baixo resulta em mais sitios de ligagdo para enzimas
celulases, o que facilita a hidrdlise. Contudo, a celulose tem que estar acessivel para
enzimas possam entrar em acdo. Mudangas no grau de polimerizacdo estdo sempre
acompanhadas por alteragdes na porosidade e cristalinidade do substrato devido a
moagem pelo qual a biomassa passa, que encurta suas fibras e aumenta
significativamente sua porosidade (ZHAO et al., 2012). A despolimerizagéo, por sua
vez, € 0 processo no qual os polissacarideos se convertem em mondmeros ou em uma
mistura de monémeros (JENKINS et al., 1996).

2.4 Determinacéao da acessibilidade

Diversos métodos podem ser aplicados para avaliar a acessibilidade a celulose
em materiais lignocelulosicos. O método Simons’ Stain utiliza corantes com o objetivo
de medir o dano microscépico sofrido pelas fibras dos materiais lignocelulésicos apds a
moagem (SIMONS, 1950). E empregada uma mistura dos corantes Direct Blue 1 e
Direct Orange 15, pois as moléculas de Direct Blue apresentam massa molecular baixa e
ndo possui afinidade pela celulose, ocupando assim os poros menores da fibra, enquanto
o Direct Orange apresenta massa molecular maior e afinidade grande com a celulose,
por isso adsorve na superficie externa do material (CHANDRA et al., 2008). Foi
apontado através de experimentos que aumentar o tamanho dos poros de materiais
lignoceluldsicos através de acdes biologicas ou fisicas resultam no ganho de acesso do
corante Direct Orange aos poros alargados, o que remove o Direct Blue, devido a sua
maior afinidade com os grupos hidroxila da celulose (YU et al., 1995). Tal método
provou eficiéncia em comparar a acessibilidade relativa em amostras de celulose que
sofreram por diferentes tratamentos (ESTEGHLALIAN et al., 2001).

2.5 Pré-tratamentos

Materiais lignocelulésicos apresentam particulas grandes, que sdo geralmente
inadequadas para etapas de pré-tratamento. Além disso, diversos tipos de moagem
podem ser usados, tanto como uma etapa anterior ao pré-tratamento quanto como
método de pré-tratamento, pois tem a capacidade de aumentar a eficacia da hidrdlise
enzimatica (TAHERZADEH et al., 2008). No entanto, métodos que causam tal efeito

sdo considerados invariaveis, porque consomem muita energia e geram alto custo. Com



isso, o material lignoceluldsico é moido com a intencdo de aumentar a superficie de
contato e reduzir o tamanho de suas particulas. Essa redugdo na organizacdo das fibras
da celulose € bastante desejavel (DA SILVA et al., 2013) pois diminuiria a recalcitrancia
do material. Os moinhos de bolas, que utilizam esferas de diversos materiais e tamanhos
para produzir material em p6 devido aos cortes e impactos gerados na biomassa (LIN et
al., 2010), e os moinhos de discos, que usam chapas serradas com sulcos ou pontas para
esmagar e desestruturar a biomassa (HIDENO et al., 2009), sdo os mais utilizados nos
processos de moagem. O pré-tratamento acido geralmente usa &cido sulfdrico em
temperaturas de até 150° C e pressfes que chegam a 10 atm (SUN et al., 2002). Embora
a celulose seja resistente ao pré-tratamento &cido, podem ocorrer perdas de 2 % a 20%
de celulose dependendo da intensidade do processo e dos fatores envolvidos, como
temperatura, tempo de reacdo e concentracdo de acido (TRAJANO et al., 2013). Essa
perda acontece principalmente em sua fracdo amorfa. Sao altas temperaturas, longos
periodos de reacdo e pH bastante baixo para realmente afetar o material devido a
natureza cristalina da celulose. Contudo, em condi¢cdes que sdo favoraveis a hidrolise
acida da celulose, que atingem a fracdo cristalina, ha degradacdo da glicose gerada em
hidroximetil furfural, cido férmico e levulinico (FITZPATRICK, 2002).
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Figura 2: Consequéncias dos diferentes pré-tratamentos em relagdo a estrutura e
composicao quimica de materiais lignocelulésicos.
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Fonte: Adaptado de MELATI, et al., 2019

3. OBJETIVO
Este estudo teve como objetivo avaliar os corantes Amarelo Tartrazina,

Amarelo Crepusculo, Vermelho Amaranto, Vermelho Allura e Azul Brilhante na
determinacdo da acessibilidade da celulose. Foram utilizadas amostras de bagaco e folha

de cana-de-agUcar pré-tratadas com &cido diluido.
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3.1 Objetivos especificos
. Moer e pré-tratar com &cido diluido amostras de bagaco e folha de cana-
de-agUcar para remover hemicelulose e alterar o material a fim de aumentar

acessibilidade a celulose;

o Avaliar aumento de acessibilidade utilizando 0s novos corantes (amarelo
tartrazina, amarelo crepusculo, vermelho amaranto, vermelho allura e azul brilhante),
verificando quais adsorvem a biomassa e apresentam diferencas entre amostras pré-

tratadas e em in natura;

o Utilizar corantes Direct Blue e Direct Orange para avaliar acessibilidade

e comparar 0s Nnovos corantes com 0os metodos atuais encontrados na literatura.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Preparo e moagem da biomassa
O bagaco e folha de cana-de-actcar foram moidos em moinho de facas e
selecionados por peneiras de 20 mesh. O material foi armazenado em estufas a 60 °C,

para que mantivesse o nivel de umidade baixo.

4.2. Pré-tratamento acido

As amostras de cana-de-agucar (bagaco e folha) foram submetidas a diferentes
condigdes de pre-tratamento com &cido diluido (H2SOs) (ZHANG et al., 2015). A
quantidade de material utilizado foi de 20 g e a reacao foi realizada em frascos de 500
mL, com volume reacional de 200 mL, adicionando-se as concentragdes de acido 5 e 25
% (m/m, massa de &cido por massa de material).

Os frascos foram entdo autoclavados a 121°C por 30 min (BRIENZO et al.,
2014). Apos esfriar, o material foi filtrado em papel de filtro. A fracdo s6lida foi lavada
até o pH da agua de lavagem atingir o pH da agua destilada (4,5 a 5). O material foi
seco em estufa a 60°C e armazenado em frascos plasticos. O experimento foi feito em

duplicata.
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4.3. Determinagéo da acessibilidade a celulose

4.3.1. Novos corantes

Solugdes de cada um dos corantes (amarelo tartrazina, amarelo crepusculo,
vermelho amaranto, vermelho allura e azul brilhante) foram preparadas em
concentragdes de 10 mg/mL. Volumes de 1,0 mL de cada corante e 0,5 mL de solucéo
tampdao pH 6, 0,3 M NazPO4 foram adicionados a 50 mg de bagaco e 50 mg de folha,
que passaram por periodos de 24 horas a 70 °C em shaker a 150 rpm. Feitos em
duplicata.

Os corantes que apresentaram as tendéncias desejadas foram novamente
testados em triplicata para confirmar que o comportamento continuaria sendo 0 mesmo
apos 0s primeiros testes. Apds centrifugacdo foi realizada a leitura em
espectrofotobmetro a fim de avaliar a quantidade de corante adsorvido na fibra,
indiretamente determinado pela diferenca da concentracéo inicial e final de corante no

sobrenadante. Os comprimentos de onda utilizados para cada corante foram:

e Amarelo tartrazina: 420 nm;
e Amarelo crepasculo: 480 nm;
e \ermelho amaranto: 520 nm;
e \ermellho allura: 490 nm;

e Azul brilhante: 630 nm.

4.3.2. Corantes Direct Orange e Direct Blue

A guantidade de corante adsorvido nas fibras (SIMONS, 1950) foi determinada
pela adicdo de 50 mg (massa seca) das amostras pré-tratadas em seis tubos de centrifuga
de 15 mL; e 0,5 mL de solucdo tampéo fosfato salina (pH 6, 0,3 M PO4, 1,4 mM NaCl)
em cada tubo. A solucdo Direct Orange (DO) (10 mg/mL) foi adicionada em diferentes
volumes (0,06, 0,25, 0,375, 0,5, 0,75, 1,0 mL) nos tubos contendo amostras
(CHANDRA et al.,, 2008). A solucdo Direct Blue (DB) (10 mg/mL) também foi
adicionada a cada tubo da mesma forma, para obter no final um conjunto de tubos com
uma mistura 1:1 de corantes DO e DB em diferentes concentragdes.

Os tubos foram preenchidos com agua destilada em um volume final de 5 mL e

foram mantidos a 70°C por 6h e agitacdo de 120 rpm. Os tubos foram centrifugados a
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10.000 rpm por 5 min e uma aliquota do sobrenadante foi utilizada para leitura de
absorbancia em espectrofotometro a 624 e 455 nm.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacdo de adsortividade maxima por corantes Direct Orange e
Direct Blue

A superficie exposta interna da celulose é determinada pelo corante Direct
Blue e a externa pelo corante Direct Orange, respectivamente (CHANDRA et al., 2008).
Esses corantes sdo amplamente utilizados na literatura e seu propdésito foi confirmar que
0s materiais utilizados realmente tiveram sua acessibilidade aumentada por pré-
tratamento. Dessa forma, 0s novos corantes puderam ser testados em materiais onde sua
capacidade de andlise seria aparente (Tabela 1). Amostras de bagaco in natura
apresentaram adsorcao total (soma de ambos corantes adsorvidos) de 125,7 mg/g. Apos
pré-tratamento acido 5%, a adsor¢do aumentou para 243,3 mg/g. Condicbes de pré-
tratamento com acido 25% geraram material com adsorgdo corante de 714 mg/g.
Mostrando a mesma tendéncia, a folha in natura apresentou adsor¢do de 121,6 mg/g.
Pre-tratamento &cido em condicBes de 5% de acido gerou material com adsorcdo de
167,6 mg/g adsorvidos. Pré-tratamento em condicdo com maior concentracdo de acido
25%, gerou material com adsor¢édo de corante de 671,8 mg/g.
Tabela 1: Maxima adsorc¢do dos corantes Direct Orange e Direct Blue em amostras de

bagaco e folha de cana-de-agucar apos diferentes condi¢fes de pré-tratamento acido (5 e
25 %, m/m).

Amostra Adsortividade maxima DO | Adsortividade méaxima DB Razéo Total
(mg/g) (mg/g) (DB/DO) | (mg/g)

Bagagco in natura 65,8 59,9 0,9 125,7
Bagaco acido 5% 126,7 107,6 0,8 234,3
Bagaco acido 25% 513,0 201,0 0,4 714,0
Folha in natura 69,6 52,0 0,7 121,6
Folha 4cido 5% 88,6 79,0 0,9 167,6
Folha 4cido 25% 472,1 199,7 0,4 671,8

Total: soma das adsor¢des dos corantes DO e DB;

DO: Direct Orange;
DB: Direct Blue.

Tanto o bagaco quanto a folha de cana-de-agUcar tiveram sua constituicao
alterada, resultando em maior adsor¢do de corantes e confirmando aumento de
acessibilidade (BRIENZO et al., 2017). Essas alteragbes permitiram que o corante
Direct Orange seja melhor adsorvido por ambas as superficies (interna e externa)

expostas da celulose. O corante Direct Blue tem afinidade menor pela celulose e
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tamanho reduzido, sendo menor que o Direct Orange e adentrando regides da superficie
exposta da celulose onde o Direct Orange pode ndo chegar (YU et al., 1995). Dessa
forma, a acessibilidade pode ser medida ndo s6 pela adsorcdo total, mas também pela
maior quantidade de Direct Orange adsorvida em relacdo a quantidade de Direct Blue
adsorvido, significando aumento da superficie externa, onde as enzimas conseguem agir
de forma mais efetiva (MENG et al., 2014). Tal comportamento € representado pela

diminuicdo da razéo (DB/DO), que acompanha o0 aumento de acessibilidade.
5.2. Testes com novos corantes

Os corantes alimenticios Amarelo Crepusculo, Amarelo Tartrazina, Vermelho
Allura, Vermelho Amaranto e Azul Brilhante foram testados para averiguar sua
afinidade pela celulose e sua sensibilidade ao aumento de acessibilidade. Os corantes
Direct Blue e Direct Orange ndo sdo mais fabricados, tornando os testes para se

encontrar substitutos uma necessidade imediata.
5.2.1. Amarelo Crepusculo

Amostras de bagaco in natura adsorveram 37,4 mg/g de Amarelo Crepusculo
(Figura 3). Apos pre-tratamento em condicGes de acido 5%, o material pré-tratado
apresentou adsorcdo de corante de 177,1 mg/g. Condicdes de pre-tratamento com acido
25% geraram material com adsorcdo de corante de 357,5 mg/g em amostras de bagaco
de cana-de-acucar. A folha in natura apresentou adsorcdo de corante Amarelo
Crepusculo de 19,9 mg/g. Pré-tratamento com acido 5% gerou amostras com adsorcao

de 192,6 mg/g e, apds condigdes severas de acido 25%, adsorveu 406 mg/g.
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Figura 3: Adsorcdo do corante Amarelo Crepusculo (mg/g) em amostras de
bagaco e folha de cana-de-agUcar in natura e ap0s pré-tratamento acido em diferentes
concentracgdes (5 e 25 % m/m, a 121°C/30 min).
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Apesar de ndo apresentar valores altos de adsor¢do, o corante Amarelo
Crepusculo mostrou-se sensivel ao aumento de acessibilidade. Os baixos valores podem
significar que ndo had grande afinidade do corante pela celulose exposta, porém foi
suficiente para diferenciar qual amostra possui maiores regides expostas a adsorcédo de

corantes ou para outros fins.
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5.2.2. Amarelo Tartrazina

Amostras de bagaco in natura mostraram adsorcdo de 609,7 mg/g com corante
Amarelo Tartrazina (Figura 4). Apds pré-tratamento em condigdes de acido 5%, atingiu
adsorcdo de 258,6 mg/g. Apds condicGes de &cido 25%, a adsorcédo cai para 93,7 mg/g.
Amostras de folha in natura apresentaram adsorc¢do de 499,1 mg/g. Condic¢des de &cido
5% mostraram queda na adsorcdo para 173,2 mg/g. Apés pré-tratamento com &cido
25%, nova queda para 82 mg/g.

Figura 4: Adsorcdo do corante Amarelo Creplsculo (mg/g) em amostras de bagaco e
folha de cana-de-aclcar in natura e apOs pré-tratamento &cido em diferentes
concentragdes (5 e 25 % m/m, a 121°C/30 min).
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Diferentemente do corante Amarelo Crepusculo, 0 Amarelo Tartrazina mostrou
menor adsor¢do em materiais com maior acessibilidade. Tal caracteristica dificultaria
muito sua utilizacdo em analises e ndo possui a mesma funcdo dos corantes Direct
Orange e Direct Blue. Porém, a diminuicdo apresentada pode ser usada como outro tipo

de indicador ainda ndo explorado.
5.2.3. Vermelho Allura

Observou-se adsorcao de 392,4 mg/g de corante Vermelho Allura em amostras
de bagaco in natura (Figura 5). Condicbes de pré-tratamento acido 5% geraram
adsorcdo de 289 mg/g e, condigdes mais severas de 25%, 289,6 mg/g. Amostras de
folha de cana-de-acUcar in natura mostraram adsorcdo de 182,9 mg/g. Apds condigdes
de acido 5%, a adsorcdo sobe para 290 mg/g. Por fim, condi¢bes de pré-tratamento

acido 25% apresentaram amostras com 262,4 m/g de corante adsorvido.
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Figura 5: Adsor¢cdo do corante Vermelho Allura (mg/g) em amostras de
bagaco e folha de cana-de-agUcar in natura e ap0s pré-tratamento acido em diferentes
concentracgdes (5 e 25 % m/m, a 121°C/30 min).
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O corante Vermelho Allura mostrou valores de adsor¢do muito préximos e ndo
relacionados a acessibilidade do material. Além disso, ndo apresentou grande afinidade
pela superficie exposta da celulose. Ndo ha potencial de analise aparente em relacéo a
biomassa lignoceluldsica, tanto para afinidade quanto para sensibilidade ao avaliar

acessibilidade.
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5.2.4. Vermelho Amaranto

O bagaco in natura adsorveu 580,6 mg/g de corante Vermelho Amaranto
(Figura 6). Condicbes de &cido 5% elevaram a adsorcdo para 603,9 mg/g. Pré-
tratamento acido em condicOes severas de 25% apresentaram 700,9 mg/g de Vermelho
Amaranto adsorvido. Amostras de folha in natura apresentaram adsorcdo de 545,7
mg/g. Adsorcdo de 592,2 mg/g foi obtida ap6s pré-tratamento com acido 5%. Condicdes
de pré-tratamento acido 25% geraram amostras de folha com 654,3 mg/g de Vermelho

Amaranto adsorvido.
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Figura 6: Adsor¢cdo do corante Vermelho Allura (mg/g) em amostras de
bagaco e folha de cana-de-agUcar in natura e apos pré-tratamento acido em diferentes
concentracgdes (5 e 25 % m/m, a 121°C/30 min).
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O corante Vermelho Amaranto apresentou maior afinidade pela celulose
exposta, representada pelos maiores valores de adsorcdo apresentados. Além disso,
mostrou ligeira sensibilidade ao aumento de acessibilidade. Junto ao corante Amarelo
Crepusculo, mostrou potencial para analisar amostras de biomassa lignocelulésica. Ao
contrério do amarelo, esse corante demonstrou alta afinidade e baixa sensibilidade a

acessibilidade.
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5.2.5. Azul Brilhante

Amostras de bagago in natura adsorveram 175,1 mg/g de corante Azul
Brilhante (Figura 7). Condi¢Bes de acido 5% geraram amostras com adsor¢do de 136,3
mg/g. Por fim, condicfes severas de pré-tratamento acido 25% apresentaram 85,9 mg/g
adsorvidos. Folha de cana-de-agUcar in natura adsorveu 56,8 mg/g de corante. Pré-
tratamento com acido 5% apresentou adsorc¢do de 74,3 mg/g. CondicOes severas de 25%

geraram amostras com 60,7 mg/g de corante adsorvido.

Figura 7: Adsorc¢éo do corante Azul Brilhante (mg/g) em amostras de bagaco e
folha de cana-de-aclcar in natura e apOs pré-tratamento &cido em diferentes
concentragdes (5 e 25 % m/m, a 121°C/30 min).
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O corante Azul Brilhante demonstrou baixa afinidade pela celulose e nenhuma
sensibilidade ao aumento de acessibilidade nas amostras. Possui 0s menores valores de
adsorcdo dentre os corantes testados e ndo mostra capacidade de analise em materiais
lignocelulésicos. Além disso, mesmo em concentragdes de 10 mg/mL se mostra muito

concentrado e necessita de maiores dilui¢Oes para ser utilizado.
5.3. Analise com corantes Amarelo Crepusculo e Vermelho Amaranto

Ambos corantes mostraram resultados positivos em relacdo as suas
capacidades de analise em materiais lignocelulésicos. A fim de comprovar se essa
tendéncia persistiria, mais ensaios em triplicata foram realizados apenas com o0s
corantes Amarelo Crepusculo e Vermelho Amaranto (Figura 8). Bagaco de cana-de-
acucar in natura mostrou adsor¢do de 114 mg/g do corante Amarelo Crepusculo.
Condigdes de 5% e 25% geraram adsor¢des de 180 mg/g e 400,2 mg/g respectivamente.
Para a folha, o material in natura adsorveu 81 mg/g de corante Amarelo Crepusculo.
Condigdes de acido 5% geraram adsorcdo de 172,23 mg/g e condicGes de acido 25%

apresentaram 280,9 mg/g.

O corante Vermelho Amaranto gerou amostras de bagaco in natura com
adsorcdo de 483,6 mg/g. Apds condicdes de acido 5%, o bagaco adsorveu 722,2 mg/g
de corante. Condicdes severas de acido 25% apresentaram adsorcdo de 796,9 mg/g.
Folha in natura adsorveu 496,2 mg/g de corante Vermelho Amaranto. Pré-tratamento
com acido 5% mostrou adsorcdo de 731,1 mg/g. Com condicBes de &cido 25%

obtiveram adsor¢éo de 857 mg/g.
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Figura 8: Adsorcdo dos corantes Amarelo Crepusculo e Vermelho Amaranto (mg/g)
em amostras de bagaco e folha de cana-de-agucar in natura e apds pré-tratamento acido

em diferentes concentracgdes (5 e 25 % m/m, a 121°C/30 min).
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Os testes com estes corantes ratificaram seu potencial para analises em
biomassas lignocelulésicas. Ainda se utilizam dos corantes Direct Blue e Direct Orange
para as analises, mesmo com o fato de terem saido de linha (SHIMIZU et al., 2018).
Isso se da pela grande capacidade desses corantes de detectar aumento na
acessibilidade. O aumento na adsorc¢do ou a diferenca de adsorcdo entre amostras aponta
para um material mais suscetivel a conversao em acucares fermentaveis (BRIENZO et
al., 2017, CHANDRA et al., 2008). Os corantes Amarelo Crepusculo e Vermelho
Amaranto possuem as duas caracteristicas necessarias para a analise de acessibilidade:

afinidade pela superficie exposta da celulose e sensibilidade ao aumento na
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acessibilidade. Essas qualidades sdo usadas para indicar se a biomassa sera facilmente
convertida em agUcares ou ndo, apontando sua digestibilidade (facilidade de acesso para
celulases) (SIQUEIRA et al., 2017).

No entanto, suas maiores virtudes sdo opostas. O Amarelo Crepusculo nédo
possui alta afinidade pela celulose exposta, mas apresenta grande sensibilidade ao
aumento na acessibilidade do material. O corante Vermelho Amaranto possui grande
afinidade pela superficie exposta da celulose, mostrando altos valores de adsor¢éo. No

entanto, ndo possui sensibilidade tdo precisa quanto o corante Amarelo Crepusculo.

6. CONCLUSAO

Primeiramente, os corantes Direct Blue e Direct Orange apontaram aumento na
acessibilidade e, consequentemente, aumento na digestibilidade dos materiais. O corante
Amarelo Crepusculo demonstrou a maior sensibilidade dentre os corantes testados, fator
muito importante ao se analisar acessibilidade. O corante Vermelho Amaranto
apresentou a maior afinidade pela celulose exposta dentre todos os corantes testados. Os
dois possuem qualidades opostas, mais testes utilizando os corantes em conjunto podem
gerar resultados mais expressivos. O corante Amarelo Tartrazina mostrou queda de
adsorcdo com o aumento na acessibilidade, isso o desqualifica para averiguar a
superficie exposta da celulose, mas pode ser outro tipo de indicador ainda ndo

explorado.

Os corantes Vermelho Allura e Azul Brilhante ndo demonstraram afinidade
pela celulose exposta nem sensibilidade ao aumento na acessibilidade. Além disso, ndo
mostraram nenhuma tendéncia de aumento ou diminuic¢do de adsorcdo. Dentre todos os
corantes testados, sdo 0s menos promissores. Continuar 0s testes com 0s corantes
Amarelo Crepuasculo e Vermelho Amaranto pode ser o caminho para substituir os
corantes Direct Blue e Direct Orange na tarefa de analisar as alteragdes estruturais em

amostras de biomassa lignocelulésica.
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