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RESUMO

O sorgo sacarino é uma alternativa viavel para a producdo de etanol devido a sua grande
producdo de caldo e bagago. O bagaco pode ser queimado para a producdo de vapor e energia
elétrica, porém, estudos mostram que existem aplicacdes mais importantes para essa biomassa
e outras fragdes da planta. A estrutura lignocelulésica da biomassa pode ser desestruturada para
disponibilizar seus principais componentes - celulose, hemicelulose e lignina. Esses
componentes também podem ser hidrolisados até suas unidades formadoras. O presente estudo
usou o bagaco, o colmo e a folha de sorgo sacarino e procurou determinar a influéncia de
diferentes pré-tratamentos na extracdo de hemicelulose na forma de polissacarideo (xilana) e
monossacarideo (xilose). A extracdo da xilana foi realizada utilizando-se métodos alcalinos
com H202 6 % e 10 %, NaOH 10 % e KOH 10 %. Para extracdo de xilose foi utilizado um pré-
tratamento com H2SO4 1%. Os materiais pré-tratados foram submetidos a hidrolise enzimatica
para determinacgéo do rendimento de conversdo de celulose em glicose. O bagaco, colmo e folha
in natura apresentaram proporcdo de celulose de 43,58 %, 42,23 % e 35,09 %. A proporcao de
hemicelulose foi de 24,51 %, 22,14 % e 20,51 %, e a de lignina de 26,22 %, 20,92 % e 19,93
%. O rendimento de xilana variou de 17,79 % no pré-tratamento do colmo com H20.6 % e 96,8
% no pré-tratamento do colmo com NaOH 10 %. A hidrolise enzimética do material pré-tratado
apresentou porcentagem de conversao de celulose em glicose entre 20,69 % no residuo do
bagaco pré-tratado com &cido diluido e 92,58 % no residuo da folha pré-tratada com NaOH 10
%. Todas as biomassas apresentaram alto rendimento de extracdo de hemicelulose empregando
0s pré-tratamentos com peroxido de hidrogénio 10 % e hidroxido de s6dio 10 %. A hidrdlise
enzimatica resultou em rendimento superior a 90 % para as trés biomassas pré-tratadas com
peroxido de hidrogénio 10 % e acima de 80 % para as biomassas pré-tratadas com hidréxido de
potéssio 10 %. O sorgo sacarino tem potencial para a produ¢cdo macromoléculas como a xilana
e glucana e para a producdo de acucares fermentaveis como a xilose e glicose.

Palavras chave: Biomassa; Pré-tratamento alcalino e &cido diluido; Hidrolise enzimatica,
Xilana; Xilose, Glicose.



ABSTRACT

Sweet sorghum is a viable alternative for ethanol production due to its large production of juice
and bagasse. Bagasse can be burned to produce steam and electricity. However, studies shows
there are more important applications for this biomass and other plant fractions. The
lignocellulosic structure of the biomass can be broken down to make its main components
available - cellulose, hemicellulose and lignin. These components can also be hydrolyzed to
their forming units. The present study used sweet sorghum bagasse, stalks and leaves and sought
to determine the influence of different pretreatments in the extraction of hemicellulose in the
form of polysaccharide (xylan) and monosaccharide (xylose). Xylan extraction was performed
using alkaline methods with 6% and 10% H.O2, 10% NaOH and 10% KOH. For xylose
extraction, a pretreatment with 1% H>SO4 was used. The pretreated materials were subjected to
enzymatic hydrolysis to determine the conversion efficiency of cellulose to glucose. Untreated
bagasse, stalks and leaves of sweet sorghum presented a proportion of cellulose of 43.58%,
42.23% and 35.09%. The proportion of hemicellulose was 24.51%, 22.14% and 20.51%, and
that of lignin 26.22%, 20.92% and 19.93%. The xylan yield varied from 17.79% in stalks
pretreatment with 6% H>O> and 96.8% in stalks pretreatment with 10% NaOH. The enzymatic
hydrolysis of the pretreated material showed a percentage of conversion of cellulose to glucose
between 20.69% in pretreated bagasse with diluted sulfuric acid and 92.58% in pretreated leaves
with 10% NaOH. AIll biomasses presented high hemicellulose extraction yield using
pretreatments with 10% H20- and 10% NaOH. Enzymatic hydrolysis resulted in a yield greater
than 90% for the three biomasses pretreated with 10% H>O> and above 80% for the biomasses
pretreated with 10% KOH. Sweet sorghum has great potential to produce macromolecules like
xylan and glucan and to produce fermentable sugars like xylose and glucose.

Keywords: Biomass; Diluted acid and alkaline pretreatment; Enzymatic hydrolysis; Xylan;
Xylose, Glucose
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agUcar é a matéria-prima mais usada pelo setor sucroalcooleiro no Brasil. A
estimativa para a safra 2019/2020 é de 642,7 milhdes de toneladas de cana, um aumento na
producdo de 3,6 %, com reducdo de 1,3 % da &rea cultivada em comparacao a safra anterior. A
estimativa de producdo de etanol a partir da cana-de-aclcar é de 33,8 bilhdes de litros,
acréscimo de 4,6 % em relacdo a safra passada (CONAB, 2020).

Porém, durante a entressafra da cana-de-agUcar, tem-se um periodo em que as terras
destinadas ao plantio e toda a infraestrutura e méo-de-obra utilizadas na produgéo de etanol
ficam paralisadas por falta de matéria-prima para a moagem (TEIXEIRA; JARDINE;
BEISMAN, 1997).

Existem, entretanto, indicacfes para 0 uso de consdrcios entre a cana-de-aglcar e outras
culturas com capacidade de suprir a falta de matéria-prima durante a entressafra. Destacam-se
também para a mesma finalidade culturas como a beterraba agucareira e 0 sorgo sacarino
(ALMODARES; HADI, 2009). Dentre essas culturas, o sorgo sacarino € bastante indicado por
apresentar caracteristicas semelhantes a cana-de-aglcar quanto a capacidade de armazenar
acucares nos colmos e ser grande produtora de caldo e bagaco (SOUZA et al., 2005;
TEIXEIRA; JARDINE; BEISMAN, 1997).

A semeadura pode ocorrer entre 0s meses de outubro e novembro, para suprir a falta de
cana-de-acucar entre dezembro e marco, quando as usinas ndao tém matéria-prima para a
moagem (MAY et al., 2012). Como pode ser processado com 0 mesmo maquinario da cana-de-
acucar, ele pode reduzir a ociosidade das maquinas nas refinarias e permitir a geracdo de
emprego e renda durante esse periodo (PARRELLA et al., 2010).

O sorgo sacarino necessita de menos 25 % da agua necessaria em relacdo ao
desenvolvimento da cana-de-agucar (UMAKANTH et al., 2019). Enquanto a necessidade de
agua da cana-de-agUcar € de 36.000 m®/ha, o sorgo sacarino necessita de apenas 8.000 m*/ha
gracas ao seu periodo curto de crescimento e de seu sistema radicular extenso (PRASAD et al.,
2007). Por isso, ele pode ser plantado em regides mais secas, com a possibilidade de ampliar a
producéo de bioetanol para regides onde o cultivo da cana-de-agucar ndo se desenvolve bem.

Para que a estratégia de consorcios entre cana-de-agucar e sorgo tenha potencial
econdmico para ser implantada, € de grande importancia que o bagaco do sorgo sacarino

produzido possa servir de matéria-prima para a producdo de produtos de valor agregado.
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Atualmente existem diversos estudos visando o uso do bagaco de cana-de-aglicar como, por
exemplo, o etanol de segunda geracdo (FERNANDES et al., 2017). Esses estudos também
podem ser aplicados ao bagaco de sorgo sacarino para um melhor aproveitamento dessa cultura
agricola.

Alguns estudos demonstram que ha potencial de rendimento econémico para 0 sorgo
sacarino na producdo de etanol. Seus colmos séo ricos em caldo e contém uma quantidade de
acucares bem proxima da cana-de-agucar (LIU et al., 2012). Na verdade, algumas variedades
podem apresentar teores de acUcares de 15 a 23 %, em compara¢do com a cana-de-agtcar com
14 216 % (UMAKANTH; KUMAR, 2016). O bagaco produzido a partir do seu processamento
é rico em materiais lignoceluldsicos (GOSHADROU; KARIMI; TAHERZADEH, 2011), com
nameros que se aproximam muito dos valores da cana-de-agucar (PIMENTEL et al., 2017). A
partir do material lignocelulésico pode-se produzir a mesma quantidade de etanol de segunda
geracgdo que a cana-de-acglcar (KIM; DAY, 2011).

Considerando que a biomassa de sorgo pode ser produzida em grande quantidade se
utilizada para producdo de etanol, muito residuo sera gerado, principalmente na forma de
bagaco e folhas. Atualmente, o bagaco, que era rejeito do setor sucroalcooleiro, transformou-
se em matéria-prima para a industria e vem sendo valorizado por seu uso pois pode ser
queimado para a producdo de vapor e energia elétrica (ALVES, 2018). Entretanto, novas
aplicacdes vém sendo estudadas para um melhor aproveitamento do material (BEZERRA;
RAGAUSKAS, 2016).

Estes estudos sdo comuns para bagaco de cana-de-aclcar, porém poucos estudos
abordam a extracdo de produtos de valor agregado do bagago de sorgo sacarino, como por
exemplo, a hemicelulose. Nas gramineas como 0 sorgo sacarino, a hemicelulose é constituida
por cadeias de polissacarideos conhecidas como xilanas, as quais podem ser usadas como
matéria-prima para a fabricacéo de hidrogéis e acido latico. Recentemente, uma aplicacdo que
se mostra promissora € a formacao de filmes biodegradaveis (NAIDU; HLANGOTHI; JOHN,
2018). Ao serem hidrolisadas, as xilanas ddo origem a oligdbmeros de xilose, 0s
xilooligosacarideos (XOS). Os XOS podem ser aproveitados na alimentacdo humana e animal
como pré-bidticos que promovem a proliferacdo de bifidobactérias, microrganismos
mutualistas do intestino (FREITAS; CARMONA; BRIENZO, 2019). A hidrélise da xilana
pode produzir a xilose, a qual pode ser utilizada na fabricac&o de xilitol, adogante substituto da
sacarose para diabéticos e que previne caries (MOHAMAD; MUSTAPA KAMAL;

MOKHTAR, 2014). Além disso, é possivel emprega-la em processos fermentativos para a
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producio de etanol (MOYSES et al., 2016) e na fabricagéo do furfural, usado em lubrificantes,
adesivos e nylon (MACHADO et al., 2016).

Diante desta conjuntura, é interessante aplicar esses estudos no sorgo sacarino para
determinar o potencial da cultura na extracao e utilizacdo de produtos de valor agregado que

podem ser aproveitados pela industria.
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2 OBJETIVOS

Determinar a propor¢do de hemicelulose extraida do bagaco, folha e colmo de sorgo
sacarino na forma de macromolécula (xilana) através do uso de pré-tratamentos alcalinos e na

forma de monossacarideo (xilose) com o uso de preé-tratamento acido.

2.1 Objetivos especificos

e Determinar a composicdo quimica do bagaco, colmo e folha do sorgo sacarino in natura;

e Avaliar o rendimento de extracdo de hemicelulose na forma macromolecular (xilana)
do bagaco, colmo e folha em pré-tratamentos com perdxido de hidrogénio, hidroxido de
sodio e hidréxido de potéssio;

e Auvaliar o rendimento da extracao da hemicelulose em forma de monossacarideo (xilose)
em pré-tratamento com acido sulfurico diluido;

e Determinar a composicao quimica da hemicelulose (xilana) extraida;

e Determinar a composicao quimica dos pre-tratados; e

e Avaliar o rendimento em glicose dos materiais pré-tratados através da hidrolise

enzimatica.



15

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 0 sorgo sacarino

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) é uma graminea da familia Poaceae. Sua provéavel
origem é a Africa Oriental, de onde espalhou para outras regides (GNANSOUNOU;
DAURIAT; WYMAN, 2005). As variedades cultivaveis do sorgo sdo divididas em quatro
grupos de acordo com a sua diversidade fenotipica e uso. Os quatro grupos sao chamados de
granifero, forrageiro, energia e sacarino. O sorgo sacarino é a variedade conhecida por ter um
colmo com grande concentracao de agucares solUveis, os quais podem ser convertidos em etanol
(MATHUR et al., 2017). A figura 1 mostra a planta de sorgo sacarino, evidenciando a altura

dos colmos e as paniculas com gréos.

Figura 1: Plantas de sorgo sacarino.

Fonte: Freita (2017).
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3.1.1 Caracteristicas gerais do sorgo sacarino

O sorgo sacarino apresenta metabolismo energético C4, com altas taxas fotossintéticas.
E uma planta com fotoperiodo de dia curto e com um ciclo de vida de 120 a 130 dias a partir
da semeadura (MAGALHAES; DURAES, 2003). O sorgo sacarino possui alta produtividade
em periodos chuvosos, como o verdo, e a maior produtividade ocorre em temperaturas 6timas
de 32 a 34 °C, 0 que torna a espécie muito adaptada a regides semiaridas (MATHUR et al.,
2017). Além disso, possui crescimento rapido, grande acimulo de agUcares, tolerancia a seca e
ao encharcamento, resisténcia a salinidade (HAO et al., 2018) e baixos requisitos durante o
plantio (BARCELOS et al. 2016).

3.1.2 O sorgo sacarino como matéria-prima para a industria.

O sorgo sacarino tem sido amplamente reconhecido como uma cultura agricola
promissora para a producdo de biocombustiveis, pois é grande produtor de caldo, gréos e bagaco
(Figura 2).

O caldo extraido dos colmos é rico em agucares sollveis como a sacarose — 53 a 85 %,
glicose — 9 a 33 % e frutose — 6 a 21 % (APPIAH-NKANSAH et al., 2019), esses acucares
podem ser facilmente fermentados e convertidos em etanol (SIPOS et al., 2009). Aplicando-se
outros processos fermentativos, é possivel obter biocombustiveis como butanol, gas metano e
gas hidrogénio, além de acido butirico, acido latico e acetona (WHITFIELD; CHINN; VEAL,
2012; YU et al., 2012).

Nosso objeto de estudo produz uma panicula com graos ricos em amido que, extraido
dos grdos, pode ser convertido em acucares fermentaveis para a producdo de etanol (RUTTO
et al., 2013). Os grdos também podem ser aproveitados como racdo animal e na alimentagdo
humana, oferecendo uma solucdo para o debate referente ao uso de terras para a producao de
alimento ou matéria-prima para a producdo de combustivel, tendo em vista que a cultura pode
servir para os dois propositos (UMAKANTH et al., 2019).

O sorgo sacarino € um grande produtor de bagaco. Rico em biomassa lignocelulésica, o
bagaco pode ser usado na fabricacdo de etanol de segunda geracdo a partir da hidrélise dos
polissacarideos que constituem sua biomassa (APPIAH-NKANSAH et al., 2019). Além disso,
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0 bagaco do sorgo sacarino também pode ser aproveitado como ra¢do animal e possui maior
quantidade de minerais que o bagaco de cana-de-agucar (BLUMMEL et al., 2009). No mais,

pode ser usado na producéo de calor e energia elétrica a partir de sua queima (YU et al, 2012).

Figura 2. Balanco de massa da extracdo de caldo e producéo de etanol com sorgo sacarino.
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Fonte: Adaptado de Gnansounou; Dauriat; Wyman, (2005); Prasad et al. (2007).

3.2 Componentes da biomassa lignocelulésica

Durante o crescimento da planta, suas células produzem uma parede celular priméria
que possui pequenas proporgdes de celulose e grande quantidade de pectina cuja funcdo esta

relacionada a protecdo. Entretanto, a parede celular secundaria € composta principalmente por
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biomassa lignoceluldsica (HERNANDEZ-BELTRAN et al., 2019), sua estrutura é fibrosa e
composta principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, além de outros componentes
como pectina, ésteres, alcoois, esteroides, proteinas e minerais (MENG; RAGAUSKAS, 2014).

De forma geral, a celulose e a hemicelulose séo polissacarideos fibrosos formados por
mondémeros de agucar. A celulose forma fibras espessas que sdo estruturadas por cadeias
também fibrosas de hemicelulose, ja a lignina é um composto fendlico que preenche o espago
entre as fibras polissacaridicas, protegendo e dando maior rigidez e sustentacdo (Figura 3)
(VASQUEZ et al., 2007; BUCKERIDGE, 2010; DAVISON et al., 2013).

Figura 3: Organizagdo estrutural dos componentes do material lignocelulésico.

Biomassa
vegetal

Hemicelulose Lignina Celulose

Pentose . iy A0~ o - .
A 3 H . r -
Alcool Alcool Alcool Glicose

p-Coumaril Coniferil Sinapil

Hexose

Fonte: Adaptado de Herndndez-Beltran et al. (2019).
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A biomassa lignocelul6sica representa a maior fonte de residuos orgénicos do planeta
(CARVALHO et al., 2013) e é considerada uma matéria-prima promissora por ser abundante e
barata (BROWN; HAWKINS; DORAN-PETERSON, 2017). Destacam-se, entre 0os materiais
lignocelulosicos que podem ser usados na fabricacéo de etanol de segunda geracéo, os residuos
de celulose como papel e papeldo, residuos urbanos soélidos como folhas provenientes da
varrigdo de ruas, residuos agricolas como casca de coco, palha de milho e bagaco de cana e de
sorgo, além de biomassa herbacea como gramineas e biomassa florestal proveniente

principalmente de Pinus e Eucalyptus.

3.2.1 A celulose

A celulose € o polissacarideo mais abundante do planeta (YUAN, 2016), com uma
producéo anual estimada em 1.5 x10'2 toneladas (HEINZE, 2015) e representa de 30 a 50 % da
massa seca da biomassa lignocelulésica (LIMAYEM, RICKE, 2012). Apresenta uma estrutura
linear com até 15.000 unidades de B-D-glicoses unidas por ligagdes glicosidicas -1,4, C-O-C
éter. Essas ligacBes criam uma disposicdo na qual qualquer unidade de glicose se posiciona
girada em 180° em relacdo a outra unidade vizinha, tal organizacdo forma um dimero de
celulose chamado celobiose, que € a verdadeira unidade formadora da molécula (DELMER,
AMOR, 1995). Além disso, essas cadeias lineares também interagem entre si por ligacbes de
hidrogénio intra e intermoleculares (Figura 4).

As ligacOes de hidrogénio entre as cadeias de celobiose proporcionam a agregagédo das
cadeias celulésicas em microfibrilas que se reinem em feixes maiores formando as fibrilas. As
fibrilas, por sua vez. unem-se para formar as fibras de celulose (Figura 5) (PU et al., 2008;
ARANTES; SADDLER, 2010; HEINZE, 2015). Essa organizacao da fibra celuldsica confere
uma série de caracteristicas importantes para a célula vegetal como sustentabilidade, rigidez e
flexibilidade (ALBERSHEIM et al., 2011).



20

Figura 4: Estrutura basica das cadeias celulésicas.
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Fonte: Adaptado de Festucci-Buselli, Otoni e Joshi (2007).

Figura 5. Organizacéo estrutural das fibras celulésicas.
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Fonte: Adaptado de Delmer e Amor (1995).

Uma das caracteristicas mais marcantes da celulose é a cristalinidade. As fibrilas
possuem regides cristalinas, nas quais as cadeias de glicose estdo ligadas em paralelo e formam
fibras com maior resisténcia e regides amorfas, onde o grau de organizacdo € menor e a fibra é
mais flexivel (Figura 6) (VASQUEZ et al, 2007).
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Figura 6 — Regifes amorfa e cristalina das fibras celulésicas.
Regibes cristalinas

/ ~

I

Regido amorfa

Fonte: Autor

As ligacdes de hidrogénio intermoleculares originam as regides cristalinas da celulose,
gue possuem maior recalcitrancia, e isso aumenta a resisténcia a acdo de enzimas e diminui a
digestibilidade da celulose (ZHU et al., 2008). Na verdade, aceita-se que o grau de cristalinidade
desempenhe um papel importante na taxa de reacdo da hidrolise, pois uma amostra
completamente amorfa é hidrolisada muito mais répido que uma amostra parcialmente
cristalina (HALL et al., 2010).

A celulose nativa nas plantas é composta de trés alomorfos cristalinos e duas formas ndo
cristalinas. As formas cristalinas sdo a celulose Ia (comum em bactérias e algas), celulose If3
(comum em plantas superiores) e celulose para-cristalina, que é a menos organizada de todas
as celuloses cristalinas e mais organizada que as duas formas amorfas (HALLAC,
RAGAUSKAS, 2011).

A extensdo da fibra celulésica é medida através de grau de polimerizacdo (GP), que
representa 0 numero de unidades de glicose que forma a cadeia polissacaridica. O GP da
celulose varia de 10000 a 15000 unidades de glicose e essa variagcdo ocorre de acordo com
certos fatores relacionados a parede celular (presenca de parede celular secundaria, espessura e
grau de maturacéo), ao tipo de biomassa e aos processos aplicados sobre ela, que geralmente
diminuem o GP (FENGEL; WENEGER, 1989). O GP também influencia a hidrélise da
celulose. Na biomassa pré-tratada, por exemplo, um alto GP dificulta a hidrélise da celulose
pela celulase (HALLAC; RAGAUSKAS, 2011).



22

De acordo com Reddy e Yang (2007), os caules e folhas do sorgo tém fibras de celulose
com baixo alongamento e tenacidade a quebra semelhantes & outras biomassas lignocelulésicas
como a fibra de coco, algoddo e linho. Comparativamente também apresentam baixa
porcentagem de cristalinidade. 1sso significa que ela tem mais regifes amorfas que facilitam a
hidrdlise quimica e a hidrolise enzimatica. Apesar da baixa cristalinidade, as microfibrilas
apresentam boa orientacao e os cristais de celulose estdo bem ordenados em relagdo ao eixo da
fibra.

A celulose possui grande importancia comercial. Seu uso pelo homem ocorre desde a
invencdo do papiro no Egito Antigo e tornou-se ainda mais importante a partir de 1838, quando
0 quimico francés Anselme Payen isolou e descobriu a substancia. Seu uso mais comum é na
fabricacdo de papel/papeldo, mas também vem sendo utilizada na fabricacao de biofilmes para
industria farmacéutica e de fotografia, filtros para a industria de cigarros e de fios para industria
téxtil, além de pléasticos e explosivos (KLEMM, et al., 2005; SENNA; MENEZES; BOTARO,
2013).

3.2.2 A Hemicelulose

As hemiceluloses representam o segundo polissacarideo mais abundante do planeta
(PENG et al., 2009). As hemiceluloses representam entre 15 e 35% da massa seca da biomassa
lignocelulésica. (LIMAYEM, RICKE, 2012). Ao contrario da celulose, sdo compostas por
cadeias curtas - com 100 a 200 unidades glicosidicas unidas por ligagdes -1,4, com grupos
pendentes que variam conforme a origem da biomassa. As cadeias de hemicelulose séo
heterogéneas, sendo formadas por diferentes monossacarideos. Os principais sdo as pentoses
(D-arabinose e D-xilose), hexoses (D-galactose, D-manose e D-glicose), acidos urdnicos (p-D-
glucurdnico, D-4-O-metilglucurdnico e B-D-galacturanico) e deoxiexoses (a-L-ramnose ¢ o-I-
fucose) (Figura 7). O tipo de grupo funcional e a quantidade em que ocorrem depende da
matéria-prima utilizada (EBRINGEROVA; HROMADKOVA; HEINZE, 2005; GIRIO et al.,
2010; LIMAYEM, RICKE, 2012).
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Figura 7. Principais unidades das fibras de hemicelulose.
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Fonte: Rodrigues e Camargo (2008).

Existem ao menos trés tipos basicos de hemicelulose: xilanas, mananas e xiloglucanas,
que por sua vez podem dividir-se em diferentes subgrupos. As mananas sdo compostas
principalmente de unidades de manose e apresentam quatro subgrupos: mananas,
galactomananas, glucomananas e galactoglucomananas. As xilanas possuem como principal
unidade de sua cadeia principal a xilose e compdem quatro subgrupos: homoxilanas,
arabinoxilanas, glucuronoxilanas e arabinoglucuronoxilanas. As xiloglucanas sdo compostas
principalmente por unidades de xilose e glicose (Figura 8). Dentre as hemiceluloses, as mais
abundantes séo as xilanas (Figura 9), principalmente as glucuronoarabinoxilanas que séo as
hemiceluloses mais presentes em plantas herbaceas e gramineas (EBRINGEROVA;
HROMADKOVA; HEINZE, 2005; GIRIO et al., 2010; NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018).
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Figura 8 — Tipos de hemicelulose.
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Fonte: Adaptado de Naidu, Hlangothi e John, 2018.

Figura 9. Organizacdo quimica das xilanas.

Fonte: Adaptado de Lee, Hamid e Zain (2014).

As cadeias de hemicelulose apresentam apenas organizagdo amorfas. Por isso, exibem
maior susceptibilidade a hidrdlise acida (FENGEL; WEGENER, 1989). Também sdo solUveis
em alcalis (BALAT, 2011). Algumas formas de hemicelulose também podem dissolver-se em
agua a uma temperatura de 150° C (NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018).

As hemiceluloses formam ligacdes de hidrogénio com a celulose e ligacdes covalentes
do tipo R(radical)-benzil e éter com a lignina, o que garante estabilidade a parede celular (PENG
et al., 2009). Também forma ligacGes tipo éster com grupos acetil e acidos hidroxicindmicos
em paredes celulares de gramineas (EBRINGEROVA; HEINZE, 2000).
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A presenca da celulose e da hemicelulose proporciona importantes propriedades para as
fibras, contribuindo para a mobilidade interna, o aumento da flexibilidade e o intumescimento
dessas estruturas (BIANCHI, 1995). No caso da hemicelulose, também pode ser utilizada como
energia extracelular, sistema de armazenagem de produtos brutos e mecanismo de retencgéo de
agua em sementes (WYMAN et al., 2005).

De acordo com Sun et al. (2013), nos colmos do sorgo sacarino, 0s monossacarideos
predominantes da hemicelulose sdo a xilose e a arabinose, derivadas das arabinoxilanas,
enquanto pequenas quantidades de galactose provavelmente sdo derivadas de
galactoarabinoxilanas e arabinogalactanas. De fato, os autores afirmam que a estrutura das
hemiceluloses extraidas com solugdes alcalinas foi identificada como L-arabino-4-O-metil-
glucurono-D-xylana.

Ja Ray et al. (2019), citam que no sorgo sacarino a hemicelulose contém maiores
concentragcdes de glicose (17-50 %), xilose (15-29 %) e galactose (11-40 %) e menores
concentracdes de arabinose (5-14 %), manose (0-14 %), rhamnose (2-10 %) e acidos urdnicos
(1-2 %). As raz0bes entre xilose e arabinose determinam o grau de ramificacdo da molécula e
alto grau de polimerizacéo e cadeias poliméricas menores ocorrem devido a menor razao e vice-
versa (VALMURUGAN et al., 2020).

Os usos comerciais da hemicelulose sdo muitos. Ela é usada na fabricacdo de hidrogéis
e na biorremediacgdo da dgua devido a capacidade de adsorcdo de metais pesados como paladio,
cadmio e zinco. Também é empregada na fabricacao de biofilmes utilizados no encapsulamento
de medicamentos. Além disso, hidrélise da hemicelulose pode originar xilooligosacarideos,
aplicados como prebioticos devido a sua capacidade de estimular o crescimento de bactérias da
flora intestinal como lactobacilos e bifidobactérias. Outro produto da hidrdlise da hemicelulose
é a xilose, mondmero que forma a cadeia principal da hemicelulose que pode ser convertida em
etanol, acido latico, furfural e xilitol (adocante) (EBRINGEROVA; HROMADKOVA;
HEINZE, 2005; NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018).

3.2.3 A Lignina

A lignina representa entre 10 % e 20 % da biomassa lignocelulésica (LIMAYEM;
RICKE, 2012). Sdo macromoléculas tridimensionais e complexas de natureza polimérica e

morfologicamente amorfas (KLOCK et al., 2005), formadas de mondmeros de trés tipos de
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hidroxifenilpropanoides que diferem entre si pelo grau de metoxilacéo, o alcool coniferilico, o
alcool sinapilico e o alcool p-cumarilico (Figura 10) (FASANELLA, 2008; SETTE
WECHSELBERGER; CRESTINI, 2011). Esses alcoois originam as unidades guaiacil (G),
siringil (S) e p-hidroxifenil (H) que se ligam para formar a macromolécula da lignina através
de ligagdes do tipo f-O-4', B-5', a-O-4', 4-O-5', B-B’ e em menor quantidade por ligagdes B-1'¢
5-5° (Figura 11) (LI; PU; RAGAUSKAS, 2016).

Figura 10: Precursores primarios da lignina.
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Fonte: Dos Santos Abreu, Do Nascimento e Maria (1999).

Figura 11: Organizag&o estrutural da lignina
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Fonte: Adaptado de Li, Pu e Ragauskas (2016).
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A proporgao de mondmeros na lignina difere entre os taxons e as espécies. Ela é similar
entre monocotileddneas e dicotiledoneas e 0s mondémeros G e S sdo mais comuns. No entanto,
as primeiras possuem uma pequena, mas significativa, quantidade do monémero H, enquanto é
encontrada nas dicotiledéneas em menor porcentagem (GRABBER et al., 2004, SETTE
WECHSELBERGER; CRESTINI, 2011). A proporcéo de monémeros H pode ser ligeiramente
mais alta em gramineas e as gimnospermas sao compostas apenas por monémeros G, com
pequenas quantidades de monémeros H (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003). Além das
diferencas entre as espécies, a composic¢do da lignina também pode diferir entre os tipos de
células (VANHOLME et al., 2010).

Na biomassa lignocelul6sica, a lignina estd presente em todas as camadas da parede
celular secundaria, porém € um componente majoritdrio apenas na lamela média
(FASANELLA, 2008). Evolutivamente, € provavel que esteja relacionada a colonizacdo do
ambiente terrestre pelas plantas (BOUDET; LAPIERRE; GRIMA-PETTENATI, 1995). Na
parede celular, a lignina liga-se a hemicelulose através de uma ligagdo do tipo o — éter entre 0
C6 da B-manose da glucoromanana e a posi¢ao a da lignina. Essa liga¢do forma o Complexo
Lignina Carboidrato — (CLC) (Figura 12) (NISHIMURA et al., 2018). Isso envolve as fibras e
as mantém unidas como uma cola e garante a integridade e rigidez a biomassa lignocelul6sica.
Como ¢ insollvel e recalcitrante, a lignina protege as fibras da agua e do ataque de agentes
microbianos (NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018).

Figura 12 — Formagdo do Complexo Lignina Carboidrato a partir de ligagdes o — éter.
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Fonte: Adaptado de Nishimura et al. (2018).
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No colmo de sorgo sacarino, a lignina possui quantidades relevantes de monémeros G
e S e quantidades menores de monomeros H (SHE et al., 2010) ligados entre si,
predominantemente, por ligac@es do tipo p-O-4’ e com menores quantidades de ligagoes B-p’,
B-5°, B-1', a-O-4 ¢ B-O-4 (SUN et al., 2013). A lignina possui diversos usos comerciais. Devido
ao seu alto valor calorifero, pode ser queimada para a producdo de calor e eletricidade
(PIMENTEL et al., 2017), também pode ser utilizada como cola natural das fibras na producéo
de compostos de madeira (HUTTERMANN; MAI; KHARAZIPOUR, 2001). Além disso, é
possivel ser utilizada na producéo de antioxidantes, emulsificantes, floculantes, dispersantes,
aditivos de combustiveis, resinas, lubrificantes, tintas, corantes, graxas e aditivos para cimento
(GUERRIERO et al., 2016).

3.2.4 Cinzas e extrativos

As cinzas provenientes da queima da biomassa sdo caracterizadas como residuos sélidos
ndo biodegradaveis ricos em silica cristalina. A queima de biomassa, como o0 bagaco de cana-
de-agUcar, para a cogeracao de energia forma grandes quantidades de cinzas. No Brasil, 2,5
milhGes de toneladas de cinzas sdo produzidas por ano e sdo basicamente utilizadas como
fertilizantes (FARIA; GURGEL; HOLANDA, 2012) que podem ser aplicados em culturas
florestais e agricolas (OLANDERS; STEENARI, 1995). Também podem ser utilizados como
aditivos na producgéo de argila ceramica (FARIA; GURGEL; HOLANDA, 2012) e concreto
(KATARE; MADURWAR, 2017).

Os extrativos sdo representados por compostos que ndo fazem parte do complexo
celulose-hemicelulose-lignina, geralmente sdo removidos da biomassa antes das etapas
analiticas. Os procedimentos de remocao de extrativos usam agua e etanol para solubilizar esses
compostos; 0s compostos sollveis em agua podem incluir material inorganico (que pode ser
proveniente do solo ou fertilizantes associados a biomassa), aglicares ndo estruturais e material
nitrogenado, j& os compostos soltveis em etanol incluem clorofila e ceras (SLUITER et al.,
2005).
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3.3 Caracteristicas da biomassa lignocelulosica do sorgo sacarino

O bagaco do sorgo sacarino apresenta caracteristica de biomassa lignocelulésica (LIU
et al., 2012). Considerando os resultados de diversos estudos, Pin (2015) cita uma média
percentual de biomassa lignoceluldsica no sorgo sacarino de 69,7 % (em relacdo ao total de
massa seca), sendo 34,3 % de celulose, 23 % de hemicelulose e 12,4 % de lignina. A Tabela 1

mostra a composi¢do quimica da biomassa do sorgo sacarino segundo os autores consultados.

Tabela 1. Composicao guimica da biomassa lignocelulésica do sorgo sacarino.
Composicado (% massa seca)

Autores Material Celulose Hemicelulose Lignina  Cinzas
SIPOS et al., 2009 Bagaco 36,25 25,64 18,6 -
THANAPIMMETHA etal, 2011 Bagaco 58,23 25,42 14,95 1,4
KIM; DAY, 2011 Bagaco 44,6 27,1 20,7 0,4
ZHANG et al., 2011 Bagaco 45,3 26,3 15,2 -
GOSHADROU et al., 2011 Bagaco 41,33 17,96 18,25 -
CHEN etal., 2012 Bagaco 45 28 22 5
HEREDIA-OLEA et al., 2012 Bagaco 42,4 12,4 14 -
VANCOV; MCINTOSH, 2012  Folha 32,4 27 9,9 0,7
YU etal., 2012 Bagaco 22,8 32,5 22,2 2,5
POONSRISAWAT etal., 2013  Folha 44,5 38,6 6,1 -
GANESH KUMAR et al., 2014  Bagaco 45 34 21 5,4
SUN et al., 2015 Colmo 41,1 25,9 21,4 -
OSTOVAREH et al., 2015 Colmo 35,5 14,3 15,5 -
Ll etal., 2015 Bagaco 38,1 35,2 16,3 2,1
CAO etal., 2016 Bagaco 36,4 21,9 13,9 0,7
CAOetal., 2017 Bagaco 30,5 19,8 22,8 -
DESHAVATH et al., 2017 Bagaco 34,8 29,7 14,3 -
NOZARI et al., 2018 Colmo 38,2 18,9 191 -
CAMARGO et al., 2019 Bagaco 36 31,1 24,7 3,3

* (-) ndo determinado.

Fonte: Autor.
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3.4 Pre-tratamentos da biomassa lignocelulésica

O maior problema na extracdo de macromoléculas da biomassa lignocelulésica é que a
grande organizacdo dos componentes dessa estrutura confere recalcitrancia muito grande ao
material (SANT’ANNA; DE SOUZA; BRIENZO, 2014; ZHAO, ZHANG; LIU, 2012). As
aplicacBes que possam existir na extracdo dos componentes do material lignoceluldsico séo
limitadas pela associacdo entre os trés principais componentes da parede celular das plantas: a
celulose, a hemicelulose e a lignina (RAMOS, 2003).

Nesse sentido, existem estudos que procuram por meétodos para se separar 0S trés
principais componentes da biomassa lignoceluldsica sem que isso cause a degradagdo que 0s
inutilize e mantenha seu valor econémico (ALONSO et al., 2017).

Vérios métodos de pré-tratamentos fisicos (moagem, microondas, extrusdo), quimicos
(&lcali, acido, organossolv, liquidos i6nicos), fisico-quimicos (explosdo a vapor, amonia) e
biolégicos ou combinados sdo propostos e desenvolvidos para diminuir a recalcitrancia dos
materiais lignocelul6sicos. Esses pré-tratamentos visam por tornar a celulose mais acessivel as
enzimas que agem na hidrélise enzimética e convertem o0s carboidratos em acUcares
fermentaveis (MELATI et al., 2019).

Um método adequado de pré-tratamento deve hidrolisar as ligacdes de hidrogénio das
regides cristalinas da celulose, quebrar as ligac6es cruzadas da hemicelulose com a lignina e
aumentar a superficie de contato e a porosidade da celulose para a acdo de enzimas em posterior
hidrolise enzimatica. Também € importante que 0 método evite a producao elevada de produtos
inibitorios da acdo enzimatica como furfural, 5-hidroxi-metil-furfural (HMF), &cido férmico,
acido acético, acido levulinico e compostos fenélicos (HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

A Figura 13 mostra como o0s pré-tratamentos agem na estrutura da biomassa

lignocelulosica.
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Figura 13: A acdo dos pré-tratamentos na biomassa lignocelulésica
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Fonte: Adaptado de Haghighi Mood et al. (2013).

Os preé-tratamentos fisicos sdo utilizados com o propdsito de diminuir o tamanho da
particula e muitas vezes alterar a cristalinidade e o grau de polimerizacéo da celulose (ALVIRA,
TOMAS-PEJO; NEGRO, 2010; CHANDRA et al., 2007; SILVA, 2016). As vantagens desses
métodos é que sdo indiferentes as caracteristicas fisicas e quimicas da biomassa. Porém, as
técnicas ndo removem a lignina e consomem muito tempo e energia e, dependendo do tamanho
da particula, podem representar o maior custo do processo (ALVES, 2018).

Nos pré-tratamentos quimicos sdo usadas solu¢Bes com substancias que reagem de
alguma forma com os componentes da biomassa lignocelulésica, separando seus componentes
e facilitando o acesso aos polissacarideos formadores. Tém sido os mais utilizados, pois
removem a lignina sem interferir na celulose e com baixa degradacdo da hemicelulose
(SANTOS et al., 2012). Os métodos mais utilizados para a separacdo dos componentes da
biomassa tém sido solu¢des de acido diluido como as de acido sulfurico (H2S04), &cido nitrico
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(HNO:3) e &cido hidrocloridrico (HCI) (RAMOS, 2003), além de solucdes alcalinas de hidroxido
de potéssio (KOH) e de hidréxido de sddio (NaOH); e solugdes com agentes oxidantes como o
peroxido de hidrogénio (H202) que, em solucdes alcalinas, forma radicais que reagem com a
hemicelulose e a lignina, levando a dissolucdo dessas substancias (RABELO, 2007).

Os pre-tratamentos bioldgicos visam a utilizagdo de enzimas produzidas por
microrganismos que degradam os componentes da biomassa lignocelulésica. Dentre esses
microrganismos estdo, por exemplo, bactérias do tipo Cellulomonas fimi e Clostridium
thermocellum e por fungos como Trichoderma reesei, Humicola insolens e Penicillium
pinophilum (GARCIA, 2009).

3.4.1 Pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino.

Atualmente, existe um grande interesse no uso do peroxido de hidrogénio (H202) como
agente oxidante na extracdo de materiais lignoceluldsicos, pois o método apresenta como
vantagens o fato de ndo usar &cidos durante a extracdo, ndo deixar residuos na biomassa, usar
reagentes acessiveis e ocorrer em condi¢des brandas de temperatura e pressio (ARAUJO,
2016), apesar de Cao et al., (2016) relatarem aumento no rendimento na hidrolise da celulose e
na producdo de acuUcares ao usar alta pressdo e temperatura — H202 5 % (m/v) e posterior
autoclave a 121 °C, 60 min, NaOH 2 % (m/m).

O uso do peroxido de hidrogénio tem como finalidade remover a lignina e a
hemicelulose, deixando o residuo celulésico exposto a acdo das enzimas (BRIENZO et al.,
2017). O perdxido em meio alcalino remove do conteudo de acetil da cadeia de xilana
(BRIENZO; SIQUEIRA; MILAGRES, 2009), com isso, 0 método torna possivel recuperar boa
parte da celulose em forma de glicose apds a hidrolise enziméatica (BANERJEE et al., 2011).

O perdxido de hidrogénio se dissocia em superdxidos e radicais hidroxila que promovem
a despolimerizacdo e fragmentacédo da lignina (SELIG et al., 2009). O meio alcalino quebra as
ligagdes a-éter solubilizando a molécula associada e cliva ligacGes éster, que incluem grupos
acetil e acidos feralico e diferdlico, ligando cadeias de xilana com a lignina (MELATI, 2018).
O esquema abaixo mostra as reacfes que proporcionam a quebra da lignina (GOULD, 1985).

* H,O2, + OH" - H,O + HOO" (2
*HOO + H0; > H0+ 02+ 0OH (2)
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Deve-se reduzir a velocidade de decomposicao do perdxido de hidrogénio para que ndo
haja formacao excessiva de radicais livres que podem degradar os polissacarideos. Metais como
o ferro, o cobre e 0 manganés podem acelerar essa decomposi¢édo, sendo necessaria a eliminacéo
desses metais no processo (ALVES, 2018).

O pré-tratamento com perdxido de hidrogénio também atua sobre a hemicelulose,
porém, diferentemente de quando usa-se pré-tratamentos acidos onde o polissacarideo é muito
degradado, ao usar o peroxido de hidrogénio, a hemicelulose € somente solubilizada ou
parcialmente degradada (GARCIA, 2009).

3.4.2 Pré-tratamento alcalino

Os pré-tratamentos alcalinos aplicam diversos reagentes tais como amonia, hidroxido
de sodio (NaOH) e hidroxido de potassio (KOH) para aumentar a digestibilidade enzimatica da
celulose. Esses compostos sdo menos reativos que os reagentes acidos e os pré-tratamentos sao
realizados sob condigdes mais brandas, a temperatura ambiente, o que elimina a necessidade de
materiais caros e solucdes para lidar com problemas como a corrosdo (KIM; LEE; KIM, 2016).

O pre-tratamento alcalino provoca a dissolucdo da lignina e hemicelulose, a
desesterificacdo das ligacOes éster intermoleculares, alteram o GP e as propriedades fisicas dos
solidos tratados que podem envolver mudangas na area superficial, porosidade e cristalinidade
(KIM; LEE; KIM, 20186).

O pré-tratamento empregando hidroxido de sodio gera material com maior grau de
hidrélise enzimatica que outros reagentes alcalinos. Silverstein et al. (2007) relataram remocéo
de lignina maior que 60 % usando NaOH 2 % no pre-tratamento de caule de algod&o. Ja Varga,
Scengyel e Recaey (2002) relataram remocéo de até 95 % usando NaOH 10 % em palha de
milho. O NaOH ataca as ligacOes entre a lignina e hemicelulose, especificamente, quebra as
ligagDes éteres e ésteres na estrutura do CLC e também provoca a clivagem das ligagdes éster
e carbono-carbono nas moléculas de lignina (KIM; LEE; KIM, 2016).

O uso do hidroxido de sédio em escala comercial possui limitagdes, custos elevados e
problemas relacionados com a descarga de sal no efluente do processo sdo alguns problemas
enfrentados. Estudos vém sendo feitos para tentar explorar o reaproveitamento do NaOH no

efluente para novos pre-tratamentos ou, entdo, sua substituicdo pelo KOH, que pode ser
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reaproveitado como fertilizante (L1U et al., 2015).

O KOH é bem menos explorado no pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica mas tem
potencial devido a sua capacidade de desacetilar a biomassa. O KOH tem capacidade de
degradar fibras bem ordenadas em nanotubos de carbono, enquanto o NaOH ataca
principalmente as fibras mais desordenadas. 1sso mostra que, possivelmente, o0 KOH poderia
ser aplicado para a desestruturacdo das regides cristalinas da celulose, facilitando a hidrélise
enzimatica (SHARMA et al., 2012 apud RAYMUNDO-PINERO et al., 2005).

De acordo com Paixdo et al. (2016), ao comparar os efeitos do NaOH e KOH na
deslignificacdo de bagacgo de cana-de-agucar, relatou-se uma reducédo do teor de lignina de 19 %
para 5 % no pré-tratamento com KOH enquanto para NaOH a reducdo foi para 7 %. O teor de
celulose aumentou de 42 % para 80% com o KOH e para 72 % com o NaOH. O teor de
hemicelulose foi reduzido de 29 % para 14 % e 11 % usando KOH e NaOH, respectivamente.
Quanto a perda de solidos o valor foi de 54 % para 0 KOH e 56 % para 0 NaOH. Isso mostra
que o KOH foi mais efetivo para a remogdo da lignina e para o aumento do contetdo geral de

polissacarideos.

3.4.3 Pré-tratamento com acido diluido

Os pré-tratamentos acidos sdo 0s processos mais comumente aplicados em biomassa
lignoceluldsica (BRIENZO et al., 2017). Os acidos mais usados tém sido os inorganicos
(sulfurico, nitrico, hidrocloridrico e fosférico) e organicos (férmico, acético e propiénico) e o
acido sulfarico apresenta maiores rendimentos de hidrolise comparado aos acidos
hidrocloridrico, nitrico e fosforico. O tratamento com acido diluido geralmente refere-se a
concentracgdes inferiores ou iguais a 10 %, com temperatura entre 100 °C e 240 °C, com presséo
superior a 1 atm (CHEN et al., 2017).

O método solubiliza a hemicelulose e causa alteracbes na estrutura da lignina,
quebrando as ligacdes entre a lignina e os carboidratos da biomassa lignocelulésica (SANTOS,
2015). Além disso, converte a hemicelulose em aglcares monoméricos fermentaveis e remove
parcialmente a lignina que se redistribui na superficie das fibras celulésicas, o que torna a
celulose mais acessivel a hidrolise enzimética pela acdo das exoglucanases e endoglucanases
(CANILHA; SANTOS; ROCHA, 2011). Apés o tratamento, obtém-se uma solucdo hidrolisada
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contendo agucares simples (xilose, arabinose, glicose e galactose), além de um residuo solido
formado por celulose e lignina (CAMARGO et al., 2019).

A principal desvantagem deste pré-tratamento é a formacao de uma série de compostos
toxicos como o furfural e 0 HMF. Esses compostos inibem a acao enzimatica e fermentativa de
microrganismos. Outro problema é que o &cido deve ser neutralizado antes da hidrélise e da
fermentac&o. Além disso, ndo é eficiente em remover a lignina, mesmo com condicOes severas
de pré-tratamento (CHEN et al., 2017), e requer equipamentos que resistam a corrosdo
(RASMUSSEN; SORENSEN; MEYER, 2014). Outra desvantagem & gue 0 processo nao induz
ao inchamento da regido cristalina da celulose, o que provavelmente seria a causa do baixo
rendimento do método (MORAIS; BROETTO, 2012).

3.4.4 Hidrolise enzimética da celulose

A hidrélise enzimatica da celulose ocorre pela acdo de um complexo de enzimas,
denominadas de celulases, que agem sobre a estrutura da celulose quebrando-a em monémeros
de glicose. Para hidrolisar completamente a celulose entram em acgéo trés classes de enzimas.
A primeira classe é das endo-1,4-B-D-glucanases ou endoglucanases, que atuam nas regides
amorfas da cadeia celulosica quebrando as ligacbes glicosidicas e criando terminais,
diminuindo a polimerizacdo da celulose. A segunda classe é das exo-1,4-B-D-glucanases ou
celobiohidrolases (CBHSs), que atuam sobre as regides cristalinas da celulose e sdo responsaveis
pela quebra nos terminais, formando unidades de celobiose. S&o dois tipos de celobiohidrolases,
as CBHs | e as CBHs Il, atuam nas extremidades redutoras e ndo-redutoras, respectivamente.
A terceira classe é das 1,4-B-D-glucosidades, que quebram a celobiose em glicose (HORN et
al., 2012).

A acéo dessas enzimas € sinergica (Figura 14), as endoglucanases agem rompendo a
estrutura cristalina da celulose e facilitando a atuagédo das celobiohidrolases. A agéo termina
quando a celulose € hidrolisada em celobiose, pois esta inibe a acdo das celobiohidrolases. Entra
em acdo, entdo, as B-glicosidades que quebram a celobiose em glicose e que, por sua vez, inibem
a acdo das B-glicosidades (HORN et al., 2012).
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Figura 14: A acdo sinérgica das celulases sobre as fibras de celulose.

Fonte: Adaptado de Vanholme et al. (2013).

Para que a acdo dessas enzimas ocorra, quanto maior a superficie da celulose acessivel
as enzimas, mais rapida serd a reacdo, levando, consequentemente, a uma maior taxa de
conversdo em glicose (SHIMIZU et al., 2020). Porém, o processo ndo €é influenciado apenas
pelas condic¢Ges do substrato, mas também por fatores enzimaticos como a fonte de enzimas,
inibicdo do produto, inativacdo térmica, balanco de atividade sinérgica e compatibilidade
enzimatica (YANG et al., 2011).

A hidrolise enzimatica tem sido muito aplicada em pré-tratamentos para fermentagéo
posterior, pois ndo produz produtores que inibem a acdo das leveduras (REIS et al., 2016). Além
disso, apresenta custos baixos se comparado a hidrdlise acida, uma vez que é realizada em
condigdes suaves de pH (4,8) e temperatura (45-50 °C) e n&o apresenta corroséo de
equipamentos (DUFF; MURRAY, 1996). Entretanto, os rendimentos ficam bem abaixo de
100 % e converter biomassas ricas em celulose cristalina requer pré-tratamentos mais rigorosos
(HORN et al., 2012).
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A Figura 15 mostra o fluxograma de como foi aplicada a metodologia dessa pesquisa.
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4.1 Obtencdo do material

Fonte: Autor

O sorgo foi plantado na &rea experimental do Departamento de Producdo Vegetal da

Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista

(UNESP) - Campus Jaboticabal-SP. O bagaco (mistura de colmo e folha moidos para a retirada

de caldo), os colmos e as folhas do sorgo sacarino foram enviados para o Laboratorio Central
do Instituto de Pesquisas em Bioenergia (IPBEN) da UNESP — Campus Rio Claro-SP.
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4.1.1 Caracteristicas gerais da implantacéo e colheita do sorgo sacarino

O gendtipo Malibu J53 de sorgo sacarino foi cultivado durante a safra 2018/2019. O
municipio de Jaboticabal localiza-se a nordeste do Estado de Sdo Paulo (21° 17 a21°18’ S e
48° 08’ a48° 10’ W), com altitude média de 585 metros. O clima de acordo com a classificacéo
climética de Koppen é do tipo subtropical com inverno seco e precipitagdo média de 1.600 mm
ao ano, com chuvas concentradas entre outubro e margo e relativa estiagem entre abril e
setembro. Durante o periodo de plantio as temperaturas médias foram de 25,7 °C e a
precipitagdo foi de 261,5 mm. O relevo do local do plantio é predominantemente suave
ondulado a ondulado e o solo é um Latossolo vermelho-escuro, eutrofico “A” moderado com
texturaargilosa. (FREITA, 2017). A Tabela 2 mostra a analise quimica realizada no Laboratorio

de Analise do Solo.

Tabela 2. Composic¢do quimica do solo da area de plantio do sorgo sacarino.

Composi¢do quimica

P S| Ca Mg K Al H+Al SB CTC \Y M
Camada pH M.O. (Resina) SMP
(cm) (CaCl®) (gdm?®) (Mg dm®) (mmolc dm®) (%)
0-25 5,7 24 16 5 24 13 2,6 1 24 40,3 64,0 63 2
25-50 54 18 10 5 22 10 26 1 25 343 595 58 2

* M.O.- Matéria organica, P — Fésforo, S- Enxofre, Ca — Célcio, K — Potéssio, Al- Aluminio, H+Al- Acidez
potencial, SB- Soma de bases, CTC-Capacidade de troca de cations, V%- saturagdo por bases, m% saturacdo por
aluminio

Fonte: Freita, 2017.

A instalacdo da cultura ocorreu em sistema de plantio direto com sementes. Utilizou-se
semeadora de 5 linhas com taxa de 8 a 9 sementes por metro linear e espacamento de 0,45
metros entre linhas. Obteve-se aproximadamente 130.000 a 140.000 plantas.ha™. Para a
adubacdo aplicou-se 36-126-72 kg.ha* de N-P-Os K0, Utilizando-se 350 kg.ha™* da formula
8-28-16 mais micronutrientes. Realizou-se também uma adubac&o de cobertura aos 25 dias apos
a semeadura (d.a.s.) aplicando-se 45-0-45 kg/ha de N-P20s KO, utilizando-se 225 kg/ha da
formula 20-0-20 (FERREIRA, 2015). A Figura 16 mostra algumas etapas do processo de

implantacéo da cultura.
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Figura 16. Etapas do plantio do sorgo sacarino.

Fonte: Ferreira, 2015

4.1.2 Colheita e preparo do material

Os colmos do sorgo sacarino foram colhidos aproximadamente aos 118 d.a.s. (periodo
com melhor qualidade tecnolégica do sorgo). Os colmos foram limpos e moidos em moenda de
um terno para a extragdo do caldo. O bagaco passou por um aparelho desfibrador e em seguida
foi colocado sobre lonas para secar sob a luz do sol. Apds seco foi armazenado em sacos
plasticos para sua futura utilizacdo (FERREIRA, 2015)

Os colmos e as folhas foram lavados para a retirada de poeira e terra e secos ao sol.
Ambos os materiais foram picotados com uma tesoura de jardinagem em tiras de
aproximadamente 10 cm. Os trés materiais foram moidos em moinho de facas (Marconi - MA
580) com utilizagdo de peneira de 20 mesh e armazenados em sacos plasticos a temperatura
ambiente. A Figura 17 mostra o aspecto dos materiais apos a moagem.
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Figura 17. Aspecto dos materiais apés a moagem.

BAGACO COLMO FOLHA

Fonte: Autor

4.2 Composic¢do quimica da biomassa do sorgo

4.2.1 Determinacéo do teor de extrativos

Foram confeccionados saquinhos de papel filtro para acondicionar as amostras para
extragdo em soxhlet. Os saquinhos foram pesados em balanca analitica (Bel - M214Ai) e as
massas anotadas. Dentro dos saquinhos foram acondicionados separadamente 1 g do bagaco,
do colmo e da folha do sorgo sacarino. As amostras foram colocadas no soxhlet (Lucadema -
145/6) para a remocao dos extrativos.

A lavagem do material para a remocdao de extrativos foi realizada primeiramente com
etanol 96 % por 8 horas e depois com agua deionizada por mais 8 horas. Ao final, as amostras
foram secas em estufa a 105 °C e pesadas em balanca analitica. A massa de extrativos removidos
foi calculada subtraindo a massa final da massa inicial do saquinho com a amostra.
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4.2.2 Determinagéo do teor de cinzas

Os cadinhos de porcelana foram colocados em mufla (MA 385-2) a 575 °C por de 4
horas. Posteriormente, foram retirados da mufla e colocados no dessecador, até atingir a
temperatura ambiente (cerca de 1 hora). Os cadinhos foram pesados em balanga analitica (Bel
- M 214Ai) e suas massas foram anotadas. Foram pesados 1g do bagaco, do colmo e da folha
no cadinho as massas exatas foram anotadas.

Os cadinhos com os materiais foram colocados na mufla a 575 °C por 4 horas, foram
retirados da mufla e colocados no dessecador até atingir a temperatura ambiente. Novamente,
os cadinhos foram pesados em balanca analitica. A porcentagem de cinzas foi calculada com a
massa de material obtido no cadinho apds calcinacdo em relacdo a massa de material

empregado.

4.2.3 Caracterizagdo quimica do material in natura, pré-tratado e da hemicelulose

As amostras do bagaco, colmo e folha do sorgo in natura livre de extrativos, os pré-
tratados e a xilana foram empregados na caracterizacdo quimica. A caracterizacdo quimica
consistiu em hidrolisar aproximadamente 300 mg de cada material adicionando 3 mL de H>SO4
72 % (m/m). A reacdo ocorreu a 45 °C por 7 minutos e entdo foi interrompida com adicéo de
84 mL de &gua destilada. Posteriormente as amostras foram colocadas em autoclave (Stermax
—2L) a 121 °C por 30 minutos.

Esta metodologia foi avaliada na caracterizagcdo quimica de bagacgo de cana-de-agucar
(GOUVEIA et al., 2009) e de hemicelulose (BRIENZO; SIQUEIRA; MILAGRES, 2009). O
conteudo foi filtrado em filtro de placa porosa n°® 4 previamente tarado. O residuo sélido foi
lavado com agua destilada e seco em estufa a 105 °C até massa constante para a determinacao
da lignina insoltvel. O teor de lignina soltvel em acido foi determinado em espectrofotometro
(Bel - UV M51) por medida de absorbancia entre 215 nm e 280 nm. Os teores de agucares

(glicose, xilose e arabinose) e acido acético foram determinados em HPLC.
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4.3 Extracao de hemicelulose (macromolecular)

4.3.1 Extracédo com peréxido de hidrogénio

As amostras do bagaco, colmo e folha do sorgo sacarino foram tratadas com solucéo de
acido tetracético etilenodiamina (EDTA) 0,2 % (m/v) durante 1 h a 90 °C (Banho-maria com
circulacdo Solab — SL154/10) para remocdo de metais. Posteriormente, as amostras dos
materiais com 10 g foram colocadas em frascos Schott, seguido da adicdo de 200 ml de H20>
6 %, pH ajustado com NaOH 5 mol/L em 11,6. A extracdo foi realizada com condig¢des
otimizadas para bagaco de cana-de-agucar, H202 6 % (m/v) a 25 °C durante 4 h e submetido a
agitacdo de 135 rpm (BRIENZO; SIQUEIRA; MILAGRES, 2009). Também foi realizada uma
extragdo com H202 10 % (m/v) a 25 °C durante 24 h com agitacdo de 135 rpm. Apos a reacéo,
0 material passou por filtragem em papel de filtro.

O material s6lido proveniente do pré-tratamento foi lavado até a &gua de lavagem chegar
em pH da agua destilada (4,5 a 5,0), sendo seco em estufa a 60 °C (Solab - SL100) e
armazenado. A fracdo liquida da extracdo de xilana teve seu pH imediatamente corrigido para
6,0 com adi¢do de HCI 6 mol/L. Esta solugdo foi concentrada cerca de 3 vezes (relagdo volume)
em uma estufa a 45 °C. A hemicelulose foi precipitada adicionando 3 volumes de etanol 96 %.
Apos a sedimentacdo do material, o sobrenadante foi removido e ao precipitado adicionado uma
solucdo de etanol 70 %. Esta etapa, lavagem com etanol 70 %, foi repetida por 4 vezes até obter-

se um sobrenadante limpido. A hemicelulose foi separada e seca em estufa a 45 °C.

4.3.2 Extragéo com hidroxido de sodio

As amostras do bagaco, colmo e folha de sorgo sacarino com 10 g de material foram
colocadas em frasco Schott, seguido da adigdo de 200 mL de solugdo de NaOH 10 % (m/v). Os
frascos foram colocados em banho-maria com circulagdo (Solab — SL-154/10) a 70 °C durante
4 h com agitacdo de 70 rpm. Ap0s a reacdo, o material passou por filtragem em papel de filtro.

Em seguida o pH do filtrado foi imediatamente corrigido para 6,0 com adi¢ao de HCI 6 mol/L.
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Esta solugéo foi concentrada cerca de 3 vezes (relacdo volume) em uma estufa a 45 °C. (Solab
- SL100).

A hemicelulose foi precipitada adicionando 3 volumes de etanol 96 %. Apds a
sedimentacdo do material, o sobrenadante foi removido e ao precipitado adicionado uma
solucdo de etanol 70 %. Esta etapa, lavagem com etanol 70 %, foi repetida por 10 vezes até
obter-se um sobrenadante limpido. O residuo foi separado e seco em estufa a 45 °C. O material
solido pré-tratado foi lavado até a agua de lavagem chegar em pH da agua destilada (4,5 a 5,0),

sendo seco em estufa a 60 °C e armazenado.

4.3.3 Extracéo com hidrdxido de potéssio

As amostras do bagaco, colmo e folha de sorgo sacarino com 10 g de material foram
colocadas em frasco Schott, sequido da adi¢do de solucdo de KOH 10 % (m/v). Os frascos
foram colocados em banho-maria com circulagdo (Solab — SL-154/10) a 70 °C durante 4 h com
agitacdo de 70 rom. (DE FIGUEIREDO et al., 2017). Ap6s a reacdo, o material passou por
filtragem em papel de filtro. Em seguida, o pH do filtrado foi imediatamente corrigido para 6,0
com adicdo de HCI 6 mol/L. Esta solucgdo foi concentrada cerca de 3 vezes (relagdo volume)
em uma estufa a 45 °C.

A hemicelulose foi precipitada adicionando 3 volumes de etanol 96 %. Apds a
sedimentacdo do material, o sobrenadante foi removido e ao precipitado adicionado uma
solucdo de etanol 70 %. Esta etapa, lavagem com etanol 70 %, foi repetida por 10 vezes até
obter-se um sobrenadante limpido. O residuo foi separado e seco em estufa a 45 °C. O material
solido pré-tratado foi lavado até a agua de lavagem chegar em pH da agua destilada (4,5 a 5,0),

sendo seco em estufa a 60 °C e posteriormente armazenado.

4.3.4 Rendimento de extracdo de hemicelulose/xilana

O rendimento de extracdo de hemicelulose/xilana do bagaco, colmo e folha foi

determinado pela relacéo entre a quantidade de hemicelulose extraida em massa pela quantidade
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de material utilizado:

Rendimento de extracdo, % = Mhn* 100
Mi* h %

Mn = massa de hemicelulose extraida (g);
Mi = massa inicial de sorgo (g).

h % = porcentagem de hemicelulose

4.4 Extracao de hemicelulose (monomérica)

Para extracdo de hemicelulose na forma monomerica foi utilizado um pré-tratamento
com acido sulfurico diluido. Foram pesadas 5 g do bagaco, do colmo e da folha de sorgo
sacarino in natura em frasco schott e entdo adicionados 50 mL de solucéo de &cido sulfarico —
2 % m/v. As amostras foram colocadas em autoclave (Stermax — 2L) a 121 °C por 1 h. Ap6s o
resfriamento as amostras foram filtradas. O material solido pré-tratado foi lavado até a agua de
lavagem chegar em pH da agua destilada (4,5 a 5,0), sendo seco em estufa a 60 °C e armazenado.
A fracdo liquida foi novamente filtrada em filtro de seringa 0,22 um e armazenado em geladeira
a 4 °C para posterior determinacéo de glicose em HPLC.

4.5 Hidrolise enziméatica

As amostras do residuo solido do bagaco, colmo e folha do sorgo provenientes dos pré-
tratamentos foram submetidas a hidrélise enzimatica para avaliar o rendimento em glicose. Foi
pesado 0,1 g de material em tubos falcon de 50 mL e submetido a hidrdlise enzimatica para
comparar a digestibilidade utilizando coguetel comercial (Cellic Ctec), em 5 mL de tampéo de
acetato de sodio 50 mmol/L, pH 4,8. A atividade enzimética utilizada foi de 12 FPU/g, em
reacdo a 50 °C e agitacdo de 140 rpm em incubadora shaker (Solab - SL-222) por 24 h
(BRIENZO et al., 2015; SHIMIZU et al., 2018). Apos o tempo de reacdo, as amostras foram
submetidas a um banho térmico de 100 °C por 5 minutos para a desnaturacao da celulase. Apds
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o resfriamento, as amostras foram filtradas em filtro de seringa 0,22 pum previamente a
determinacéo de glicose em HPLC. O rendimento em glicose (anidroglicose, fator de hidratagéo

0,9) foi expresso com base no conteudo de celulose no material.

4.6 Determinacao da concentracao de acucares

As amostras provenientes do pré-tratamento com acido diluido, da hidrdlise enzimatica
e das caracterizacdes quimicas foram filtradas em filtro de seringa 0,22 um previamente a
analise em HPLC para a determinacdo da concentracdo de acucares. As concentracdes de
glicose, xilose, arabinose e acido acético foram determinadas por HPLC, utilizando uma coluna
Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) mantida a 45 °C, detector de indice de refracéo
WATERS 2414, fase movel de H.SO4 0,005 mol/L, fluxo de 0,6 mL/min e volume de amostra
injetada de 20 mL (BRIENZO, 2010)

4.7 — Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média de triplicatas e o desvio padrdo
mostrado. O teste de Tukey foi aplicado aos resultados para identificar valores
estatisticamente semelhantes (identificados pel mesma letra nas tabelas). Foi utilizado o
software DX6Trial-expert (ANOVA), com nivel de significancia de 95 % (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo quimica da biomassa do sorgo in natura

Na Tabela 3, estdo os resultados da composic¢éo quimica do bagaco, colmo e folha do

Sorgo sacarino in natura.

Tabela 3. Composic¢do guimica do sorgo sacarino in natura.

- L MATERIAL
Composicao Quimica

(% massa seca) Bagaco Colmo Folha
Glucana/Celulose 43,58 + 6,26% 42,23 +£6,51% 35,09 + 2,242
Xilana 2451+ 2,672 22,14+ 3,042 20,51+ 1,402
Arabinana 2,33+0,61% 2,19+0,34% 3,51+0,34°
Acido Acético 0,55+ 0,242 0,45+ 0,062 0,25+ 0,042
Lignina Total 26,22 + 0,092 20,92 +0,83° 19,93 £0,91°
Extrativos 21,84 + 1,402 36,33 +0,42° 32,31 +1,00°
Cinzas 4,09 + 0,052 3,10+0,02° 4,41 +0,08°¢

* Resultados com diferentes letras (a, b, ¢) na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os materiais.

No sorgo sacarino, bagaco, colmo e folha in natura apresentam porcentagens de
glucana/celulose com valores estatisticamente semelhantes. A proporcao de glucana no bagaco
de sorgo sacarino foi reportada na literatura com valores entre 22,8 % e 58,23 %
(THANAPIMMETHA et al., 2011; YU et al., 2012). No colmo, a proporcdo de glucana
reportada na literatura variou de 35,5 % a 41,1 % (OSTOVAREH et al., 2015; SUN et al.,
2015) e na folha foi reportada na literatura uma proporgéo entre 32,4 % e 44,5 % (VANCOV,
MCINTOSH, 2012; POONSRISAWAT et al., 2013). No presente estudo, a porcentagem de
glucana do bagaco e da folha esta entre os valores apresentados na literatura e a porcentagem
de glucana do colmo é estatisticamente semelhante ao valor maximo apresentado na literatura.

Bagaco, colmo e folha in natura apresentaram valores estatisticamente semelhantes
para as proporcdes de xilana. A proporc¢éo de xilana de sorgo sacarino foi reportada na literatura
entre 12,4 % e 35,2 % para 0 bagaco (HEREDIA-OLEA et al., 2012; L1 et al., 2015), entre 14,3
% a 25,9 % para o colmo (OSTOVAREH et al., 2015; SUN et al., 2015) e entre 27 % e 38,6 %
para a folha (VANCOV, MCINTOSH, 2012; POONSRISAWAT et al., 2013). O presente
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estudo expbe que a porcentagem de xilana no bagaco e no colmo esti entre os valores
apresentados pela literatura e para a folha os valores estdo abaixo do valor minimo encontrado
na literatura.

A folha apresentou a maior porcentagem de arabinana em relacdo ao bagaco e colmo
que apresentaram porcentagens estatisticamente semelhantes. No bagago de sorgo sacarino, as
proporcOes de arabinana relatadas na literatura foram de 1,94 % (GOSHADROU, KARIMI,
TAHERZADEH, 2011) e 2,2 % (WElI et al., 2018). No colmo foi de 2,3 % (SUN et al., 2015)
e na folha a proporcédo foi de 2,64 % (VANCOV; MCINTOSH, 2012). O presente estudo
determinou para o bagaco, colmo e folha porcentagens de arabinana maiores que as relatadas
pela literatura. Na hemicelulose, as razdes entre xilose e arabinose determinam o grau de
ramificacdo da molécula. Altos graus de polimerizacgéo e cadeias poliméricas menores ocorrem
devido a menor razdo e vice-versa (VALMURUGAN et al., 2020). Nesse sentido, as xilanas
com maior grau de polimerizagdo e com cadeias poliméricas menores sdo o bagago e colmo
seguidos pela folha.

As porcentagens de acido acético se mostraram estatisticamente semelhantes no bagaco,
colmo e folha in natura (Tabela 3). Wei et al. (2018) relataram proporc¢édo de 0,08 % de acido
acético em bagaco de sorgo sacarino, valor menor que o apresentado por este estudo.

As maiores porcentagens de lignina total foram obtidas no bagaco, enquanto colmo e
folha apresentaram porcentagens estatisticamente semelhantes (Tabela 3). Proporgdes de
lignina foram reportadas na literatura com valores entre 13,9 % e 24,7 % no bagaco (CAO et
al., 2016; CAMARGO et al., 2019), entre 15,5 % e 21,4 % no colmo (OSTOVAREH et al.,
2015; SUN et al., 2015) e entre 6,1 % e 9,9 % na folha (VANCOV, MCINTOSH, 2012;
POONSRISAWAT et al., 2013). No bagaco e na folha, as porcentagens de lignina do presente
estudo ficaram acima do maximo apresentado pela literatura e para o colmo os valores ficaram
entre os apresentados pela literatura.

Como a lignina protege as fibras de celulose e hemicelulose, altas porcentagens de
lignina indicam materiais mais recalcitrantes (ZHAO; ZHANG; LIU, 2012). Nesse sentido,
entre 0s materiais in natura, o bagago apresenta maior recalcitrancia que o colmo e a folha.

O colmo e o bagaco apresentaram a maior e a menor porcentagem de extrativos.
Comparativamente, trés estudos citaram para o bagaco de sorgo sacarino uma proporcao de
extrativos de 23,4 % (HEREDIA-OLEA; PEREZ-CARRILLO; SERNA-SALDIVAR, 2012),
15,55 % (DESHAVATH et al., 2017), 11,72 % (REIS et al., 2016) e 8,74 % (CAMARGO et
al., 2019). A proporcao de extrativos do presente estudo para o bagaco de sorgo sacarino foi

estatisticamente semelhante ao maior valor encontrado na literatura. A remocéo de extrativos
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inclui duas etapas de extracdo: a primeira etapa para remover compostos sollveis em etanol ou
outro solvente organico e a segunda para compostos sollveis em dgua. A remocao de extrativos
deve ocorrer pois podem interferir na determinacao de acucares e lignina insoluvel (SLUITTER
et al., 2005).

De acordo com Thammasouk, Tandjo e Penner et al. (1997), a remogéo dos extrativos
da biomassa de palha de milho, festuca e switchgrass diminuiu a proporcéo de lignina insolvel
nos materiais. Segundo os autores, certos extrativos podem condensar-se e aderir novamente a
lignina ou tornarem-se insollveis nas condicdes acidas da analise quimica da biomassa.
Portanto, a remogdo dos extrativos pode determinar a verdadeira porcentagem de lignina
insoltvel na biomassa lignocelulésica. Neste mesmo estudo, também houve uma redugéo no
contetdo de celulose, a qual pode ser proveniente de compostos ndo-celuldsicos que contém
glicose, provavelmente acucares de baixo peso molecular. Tal situacdo também pode ser
essencial na determinacédo da verdadeira porcentagem de celulose na biomassa.

A folha apresentou 0 maior teor de cinzas e o colmo o menor teor, 4,41 % e 3,10 %
respectivamente. Estudos citaram porcentagem de cinzas no bagaco de sorgo sacarino de 0,8 %
(KIM; DAY, 2011), 1,09 % (REIS et al., 2016), 1,4 % (THANAPIMMETHA et al., 2011),
2,0 % (WANG; LUO; SHAHBAZI, 2013), 2,4 % (HEREDIA-OLEA; PEREZ-CARRILLO;
SERNA-SALDIVAR, 2012) e 3,31 % (CAMARGO et al., 2019). Para o colmo, a porcentagem
de cinzas foi reportada como 2,1 % (LI et al., 2015) e 2,5 % (YU et al., 2012) e porcentagem
de cinzas na folha de 0,7 % (VANCOV; MCINTOSH, 2012). Todas as porcentagens de cinzas
apresentadas na literatura sao menores que as do presente estudo.

Em processos industriais onde h& queima da biomassa para cogeracao de calor e energia,
a deposicéo de cinzas pode diminuir a transferéncia de calor e aumentar a corrosao do tubo da
caldeira e dos custos com limpeza de equipamentos, provocando perda de otimizacdo no
processo (LLORENTE e GARCIA, 2005; TAN e LAGERKVIST, 2011). De acordo com 0s
resultados, o colmo seria 0 material mais indicado para ser utilizado na queima da biomassa

para cogeracgdo de calor e energia elétrica em processos industriais.
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5.2 Extracdo de hemicelulose em meio alcalino

5.2.1 Rendimento da extragdo

Na Tabela 4 estdo reunidos os rendimentos de hemicelulose (em porcentagem, base

seca) considerando os trés materiais usados e 0s quatro pre-tratamentos alcalinos aplicados.

Tabela 4. Rendimento de extracéo de xilana da biomassa do sorgo sacarino.
Rendimento em xilana (%0)

Pré-trat ¢ Material
re-tratamento Bagaco Colmo Folha
H.0, 6% 24,61 + 2,04 B 17,79 + 2,65¢°¢ 40,07 + 5,40P*
H.0, 10% 80,54 + 7,15A" 92,49 + 2,817 93,45 + 3,187
NaOH 10% 89,05+ 7,04 A2 96,80 + 4,137 83,04 + 3,438
KOH 10% 75,48 + 16,1542 73,24 + 11,2382 65,25 + 11,662

* Resultados com diferentes letras minusculas (a, b, ¢) na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os
materiais. Resultados com diferentes letras mailsculas (A, B, C) na mesma coluna indicam diferenca
estatistica entre os pré-tratamentos.

No pré-tratamento com H202 6 %, o maior rendimento de extracdo de xilana ocorreu
com a folha e 0 menor rendimento com o colmo, 17,79 % e 40,07 % respectivamente. No pré-
tratamento com H202 10 % os rendimentos de extragdo de xilana da folha e colmo foram
estatisticamente semelhantes e maiores que os do bagaco. Ja nos pré-tratamentos com NaOH
10 % e KOH 10 %, os rendimentos dos trés materiais foram estatisticamente semelhantes,
considerando 0 mesmo tratamento.

Os menores rendimentos de extracdo de xilana ocorreram com os trés materias no pré-
tratamento com H202 6 %. Este pré-tratamento foi otimizado para bagago de cana-de-agUcar
(BRIENZO et al., 2009), porém, entre os pre-tratamentos testados nesse estudo, mostrou-se 0
de menor eficacia para 0 sorgo sacarino. Para o0 sorgo, foi necessario uma maior concentracao

de perxoxido de hidrogénio (10 % m/v) para extrair xilana com maior rendimento.
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Os maiores rendimentos de extracdo de Xilana ocorreram com os pré-tratamentos dos
trés materiais com NaOH 10 % e H20- 10 %. Os rendimentos de extragdo de xilana com o pré-
tratamento com KOH 10 % apresentaram médias inferiores em comparacdo ao NaOH 10 % e
H.O> 10 %, todavia, o rendimento de extracdo de xilana do bagago apresentou-se
estatisticamente semelhante a esses valores.

Usando pré-tratamentos com concentra¢es de NaOH diferentes do presente estudo, Li
et al. (2015) relataram rendimento de hemicelulose de 88,6 % e Xu, Li e Sun et al. (2018)
obtiveram rendimento de 64,7 % no colmo de sorgo sacarino. Wei et al. (2018) relataram
rendimento de hemicelulose de 33 % no bagaco de sorgo sacarino. No pré-tratamento com
NaOH do presente estudo, foram obtidos rendimentos de hemicelulose de 89,05 % no bagaco,
96,80 % no colmo e de 83,04 % na folha. Os rendimentos do pré-tratamento com NaOH do
presente estudo foram superiores aos encontrados na literatura, destancado-se o emprego de
apenas uma etapa no processo de extracao.

Usando pré-tratamentos com concentra¢es de KOH diferentes do presente estudo, Wei
et al. (2018) relataram um rendimento de xilana com o bagaco de sorgo sacarino de 21,4 % e
de 7,6 %. Para o colmo de sorgo sacarino, Sun et al. (2013) relataram rendimento de extracdo
de xilana de 76,3 %. No pré-tratamento com KOH do presente estudo, foram obtidos
rendimentos de hemicelulose de 75,48 % no bagaco, 73,24 % no colmo e de 65,25 % na folha.
Com o bagaco, os rendimentos de extracdo de xilana do pré-tratamento com KOH do presente
estudo foram superiores aos encontrados na literatura. J& para o colmo os valores foram um
pouco inferiores aos da literatura. Porém, destaca-se novamente o emprego de apenas uma etapa
no processo de extracao.

Os pré-tratamentos alcalinos que usam NaOH e KOH como reagentes sdo eficazes na
extracdo da hemicelulose devido a sua capacidade de quebrar as ligacGes de hidrogénio e
hidrolisar as ligagdes éster, resultando no inchago da celulose e diminuindo sua cristalinidade.
Além disso, solucdes de substancias alcalinas e etanol conseguem diminuir a recalcitrancia

natural das paredes celulares das células vegetais (WEI et al., 2018).
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Ap0s sua secagem em estufa a 45 °C, a xilana obtida dos pré-tratamentos com H>02 6 %
e 10 % apresentou uma coloracdo amarelada e consisténcia quebradica. Foram necessarias
quatro lavagens com etanol para clarificar o hidrolisado. A clarificacdo é uma evidéncia da
eliminacdo da maior parte da lignina do hidrolisado e da xilana. Ja a xilana extraida com NaOH
10 % e KOH 10 % apresentou uma coloracao preta e consisténcia dura. Foram necessarias até
dez lavagens com etanol para eliminar a maior parte da lignina presente no hidrolisado.
Atualmente, para reduzir custos de producdo, existe um esforco em diminuir essas lavagens
com etanol (FIGUEIREDO, 2016).

Nesse sentido, se considerados os maiores rendimentos de extracdo de xilana e o
namero de lavagens com etanol, o pré-tratamento com H>O. 10 % é o que rende maior

proporcéo de xilana em relagdo ao nimero de lavagens necessarias ao processo.

5.2.2 Caracterizacao quimica da xilana

Na Tabela 5 estdo os resultados da caracteriza¢do quimica da xilana extraida do bagaco,

colmo e folha do sorgo sacarino com os pré-tratamentos alcalinos.

Tabela 5. Composicdo guimica da xilana do sorgo sacarino.

Composicéo MATERIAL
Preé-tratamento QU(:;;I)IC& Bagaco Colmo Folha
Glicose 5,49 +1,17 A2 5,74 +0,53A2 6,39 £0,77A2
Xilose 40,23 £ 6,24A2 34,46 £ 7,917 38,81 £4,09A2
H202 6% Arabinose 5,18 +1,08A2 7,10 +1,56A2 9,01 +£1,0A2
Acido acético - - -
Lignina Total 11,73 £ 2,24 Aa 9,63 +2,63A4 14,77 £ 2,71 A2
Glicose 3,19 +£0,73Ba 6,80 + 1,51 Ab 7,78 £ 1,44 A0
Xilose 44,73 +£ 85541 41,21 £7,08 A2 51,99 +9,26A2
H202 10% Arabinose 4,53 +1,01A2 6,26 + 1,17AD 10,24 + 1,94 A0
Acido acético - - -
Lignina Total 582 +1,12Aa 6,64 +1,92A4 10,92 £ 2,19 Ab
Glicose 3,01+0,81 82 6,71+ 0,56 A2 4,94 +1,38A¢2
Xilose 71,90 + 4,83 B2 72,52 + 5,48 Ba 37,31 £ 3,61 AP
NaOH 10% Arabinose 6,66 + 1,21 A2 8,04 + 0,55 A2 7,13+ 2,24 A2
Acido acético - - -
Lignina Total 8,44 £ 1,94 Ad 5,50 + 0,38 AP 9,66 + 1,47 Ad
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Composicéo MATERIAL
Pré-tratamento Qu(:';;)ica Bagaco Colmo Folha
Glicose 2,40+0,6782 4,50+ 0,84A2 3,77 £1,32A¢
Xilose 60,84 +2,81¢ 2 54,25 + 10,5542 45,46 + 15,8 A2
KOH 10% Arabinose 6,28 £ 0,56 A2 6,20 £ 1,28A¢2 7,05+ 2,59 A2
Acido acético - - -
Lignina Total 11,78 £ 1,42 A2 9,03 £2,52 A2 14,59 + 3,18 A2

* (-) ndo detectado /Resultados com diferentes letras mindsculas (a, b, ¢) na mesma linha indicam
diferenca estatistica entre os materiais. Resultados com diferentes letras maiusculas (A, B, C) na mesma coluna
indicam diferenca estatistica entre os pré-tratamentos.

As xilanas extraidas apresentam composicdo quimica parecida entre si. As maiores
porcentagens foram para a xilose, o principal agucar da xilana. A porcentagem de glicose e
arabinose foram menores e a de lignina diminuiu se comparada aos valores do sorgo in natura.

Na hemicelulose, o rendimento de xilose e arabinose determina o grau de ramificacéo.
Altos graus de polimerizacdo e cadeias poliméricas curtas ocorrem devido a menor propor¢ado
e vice-versa (VELMURUGAN et al., 2020).

Na xilana, as maiores porcentagens de xilose foram daquelas extraidas do bagaco e
colmo com NaOH 10 %. As porcentagens de glicose, arabinose e lignina total foram
estatisticamente semelhantes considerando-se os trés materiais e 0s quatro pré-tratamentos.

Os valores de xilose foram pouco menores e os valores de arabinose foram
estatisticamente semelhantes aos apresentados por Wei et al. (2018), que relataram na
hemicelulose, porcentagens de 79 % de xilose, 5,3 % de arabinose, 1,7 % de glicose e 5,6 % de
lignina e cinzas (extracdo com NaOH 12 %, 80 °C, 4 h). Usando outro método, os autores
relataram na xilana, a proporc¢édo de 63,6 % de xilose, 5,7 % de arabinose, 0,5 % de glicose e
11 % de lignina e cinzas (extracdo com KOH 2 %, 75 °C, 3 h). No pré-tratamento com KOH
10 %, as porcentagens de xilose na xilana foram estatisticamente semelhantes os apresentados.
De acordo com os autores, se comparados os dois métodos usados, o pré-tratamento com NaOH
foi mais eficiente em extrair a xilana da biomassa, mas ambos extrairam xilana com
predominancia de xilose. Esta situacdo também foi identificada no presente estudo se
considerados os pré-tratamentos do bagaco e colmo com NaOH 10 % e KOH 10 %. Com a

folha os valores foram estatisticamente semelhantes nesta mesma situagéo.
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Li et al. (2015), usando pré-tratamento fracionado com sete etapas sequenciais
relataram que o pré-tratamento com agua quente liberou porcentagens de 56,45 % de glicose,
26,83 % de xilose, 6,72 % de galactose e 6,62 % de arabinose. Segundo o0s autores, o resultado
indicou a presenca de glucanas propensas a dissolucdo em agua. Nos pré-tratamentos com
dioxano e DMSO, a xilose foi o principal aglcar liberado das fragdes hemicelulésicas (51,33
% e 58,5 % respectivamente) com quantidades menores de arabinose e glicose. Por causa desses
resultados, os autores sugerem que a hemicelulose era rica em glucoronoxilanas e
arabinoxilanas. Nas quatro fracdes pré-tratadas com NaOH, a xilose foi o0 agucar predominante
(61,8 % - 76 %) seguida da arabinose. O aumento da concentracdo de NaOH de 0,5 % para 1,5
% aumentou o conteudo de xilose de 61,8 % para 76 %, mas diminuiu as porcentagens de
glicose e arabinose. A medida que a concentracio de NaOH aumentou para 3 % e 6 %, 0
conteddo de xilose diminuiu para 74,3 % e 74,8 %, sem diminuicdo de arabinose e glicose.

Os resultados sugerem que o pré-tratamento com menor concentragdo de NaOH
favoreceu a extracdo de grupos constituintes das ramificacdes da xilana enquanto a maior
concentracdo de NaOH provocou a hidrélise da cadeia principal da xilana. Além disso, a maior
concentracdo de NaOH liberou hemicelulose com menor grau de ramificacao devido aos baixos
rendimentos de arabinose e xilose. Observou-se um aumento da porcentagem de glicose
conforme a concentracdo de NaOH subiu de 3 % para 6 %, provavelmente fruto da degradagéo
de regides amorfas da celulose (LI et al., 2015).

Nesse sentido, ndo houve esse tipo de situacdo nos pré-tratamentos com H.O2 6 % e
10 %. Ao elevar a proporcdo do reagente, ndo houve elevacdo das proporcdes de xilose e
arabinose que apresentaram resultados estatisticamente semelhantes em relagdo aos materiais e
pré-tratamentos. Ja no pré-tratamento do bagaco e colmo com NaOH 10 %, o aumento da
proporcéao de xilose pode indicar que o pré-tratamento foi efetivo em atacar a cadeia principal
da hemicelulose, principalmente aquelas com menor grau de polimerizagcdo e maior grau de
ramificagdes.

O presente estudo, considerando o rendimento de extracdo e a composic¢ao quimica da
xilana extraida do bagaco e colmo com NaOH 10 %, indica essa condi¢cdo como a mais efetiva
na extracdo de xilana, principalmente se for utilizada posteriormente para fins de hidrdlise

enzimatica, devido a sua proporcao de xilose presente na xilana.
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5.2.3 Recuperacdo de massa do material pré-tratado

Os valores para a recuperacdo de massa dos materiais pré-tratados estdo expressos na
Tabela 6. A partir dos pré-tratamentos, pode-se realizar uma quantificacdo de biomassa
resultante apds extracao/solubilizacdo de hemicelulose e lignina. Assim, foi possivel

estabelecer a porcentagem de rendimento do material pré-tratado ou recuperacao de massa.

Tabela 6. Recuperacdo de massa dos pré-tratamentos alcalinos.

Pré-tratamento Amostra Recuperacgdo de massa (%0)

Bagaco 57,20 + 1,35 A2

H,0, 6% Colmo 53,93+ 1,05 AP
Folha 47,30+ 1,57 A¢

Bagaco 4563+ 1,858

H.0O, 10% Colmo 4527 +0,58 B2
Folha 36,90 + 1,60 BP

Bagaco 46,00+ 1,51 B2

NaOH 10% Colmo 37,67 +1,27 ¢
Folha 33,67 +2,28°¢¢

Bagaco 50,73 +1,30 ¢

KOH 10% Colmo 42,57 +1,00 PP
Folha 38,77 £1,10 B¢

* Resultados com diferentes letras mindsculas (a, b, ¢) na mesma linha indicam diferenca estatistica
entre os materiais. Resultados com diferentes letras maitsculas (A, B, C) na mesma coluna indicam
diferenca estatistica entre os pré-tratamentos.

Nos pré-tratamentos com H202 6 %, NaOH 10 % e KOH 10 % houve maior recuperagdo
de massa com o bagaco, seguido do colmo e da folha, com a menor recuperacdo. No pre-
tratamento com H202 10 %, a recuperacdo de massa foi estatisticamente semelhante no bagaco
e colmo e menor na folha. A maior recuperacéo de massa com o bagago, pode ser uma evidéncia
da sua maior recalcitrancia, como observado o teor de lignina (Tabela 3).

Cardoso et al. (2013) citaram média de recuperacdo de massa de 38 % com folha de
sorgo submetida ao pré-tratamento alcalino (NaOH 5 %, 120°C, 15 e 30 minutos). Esse valor
foi maior que o do presente estudo se comparado a recuperacdo de massa da folha no pré-
tratamento com NaOH 10 %, estatisticamente semelhante dos valores dos pré-tratamentos com
KOH 10% e H202 10 % e menor que o resultado do pré-tratamento com H202 6 %.

A recuperacao de massa pode ser um indicativo da recalcitrancia do material, sendo a
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menor perda de massa associada ao material mais recalcitrante (BENJAMIN; CHENG;
GORGENS, 2013). Nesse sentido, a folha mostrou-se o material menos recalcitrante do sorgo
sacarino e o bagaco foi o material mais recalcitrante. Os dados da caracterizagdo quimica do
material in natura demonstram que o bagaco e a folha sdo os materiais com a maior e a menor
porcentagem de lignina total, vindo provavelmente desse fato a maior e a menor recalcitrancia
desses materiais.

No pré-tratamento da folha com NaOH 10 % houve a menor recuperagdo de massa. O
método, portanto, se mostra o mais eficaz em desfazer a estrutura da biomassa lignoceluldsica
desse material. J& no pre-tratamento do bagagco com H202 6 % houve a maior recuperagdo de
massa. O método foi 0 menos eficaz em desfazer a estrutura da biomassa lignoceluldsica desse
material. Um pré-tratamento obtém menor recuperacdo de massa quando possui grande
capacidade de solubilizar hemicelulose e lignina e separa-las da celulose. Nessa situacao, o pré-
tratado resultante do processo apresenta pequenas porcentagens de hemicelulose e lignina e
possui um residuo rico em celulose livre dos componentes que impedem sua desestruturacao

durante a hidrélise enzimatica

5.2.4. Caracterizacdo quimica do material pré-tratado

Os resultados da caracterizagdo quimica do material pré-tratado do bagacgo, colmo e

folha em pré-tratamentos alcalinos estdo expressos na Tabela 7.

Tabela 7. Composicdo guimica dos pré-tratados com métodos alcalinos.

Composicéo MATERIAL
Pre-tratamento (% %l;lsf?:sica) Bagaco Colmo Folha

Glucana 53,74 +5,67A2 37,83 +10,28”A2 47,35+ 4,07A4
H202 6% Hemicelulose Total 24,06 +1,65A4 19,60 £5,92 A2 1959+ 1,63 A2
Lignina Total 13,86 + 0,38 A2 13,17 £4,17A2 9,20 + 1,30 AP
Glucana 46,03 + 3,65A1 60,17 +2,52Bb 61,82 +8,66BP
H202 10% Hemicelulose Total 9,92 + 0,79 Ba 17,63 +0,66AP  14,86+0,52B¢
Lignina Total 11,56 +159A2 9,75+20942 1390+ 1,70A%
Glucana 54,56 +1,85A2 53,19+ 41678 43,83 +9,77 A2

NaOH 10% Hemicelulose Total 7,42 +1538a 4,90 £ 0,27 Bb 45+10¢CP
Lignina Total 17,20 + 1,93 A2 13,95+ 2,96 AP 9,40 + 1,14 Ab
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Composicéo MATERIAL
Pré-tratamento Quimica
(% massa seca) Bagaco Colmo Folha
Glucana 40,48 £ 13,4342 44,05 +7,89A72 48,22 +1,04A2
KOH 10% Hemicelulose Total 7,37 £2,78 B2 8,32+ 1,44¢a 9,27 +0,46 P2
Lignina Total 18,37 £ 5,794 14,83 +3,0642 11,32 +2,17A2

* Resultados com diferentes letras mindsculas (a, b, ¢) na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os
materiais. Resultados com diferentes letras maidsculas (A, B, C) na mesma coluna indicam diferenca estatistica
entre os pré-tratamentos.

O colmo e a folha pré-tratados, apds extracdo da xilana com H202 10 % apresentaram as
maiores porcentagens de glucana. Para a hemicelulose total, as menores porcentagens
ocorreram com o colmo e a folha pré-tratada com NaOH 10 %. Os valores de lignina total
foram estatisticamente semelhantes em todas as amostras.

De forma geral, a porcentagem de glucana aumentou e a porcentagem de hemicelulose
total e lignina diminuiu nos materiais pré-tratados em relacdo aos materiais in natura (Tabela
3). As porcentagens de glucana aumentaram 11,74 % no bagaco, 15,58 % no colmo e 43,34 %
na folha e as porcentagens de xilana e lignina diminuiram respectivamente 55,49 % e 41,87 %
no bagaco, 49,11 % e 38,24 % no colmo e 50,35 % e 45,05 % na folha. Esse resultado era
esperado, pois 0s pré-tratamentos alcalinos provocam a quebra da ligacdo éster, resultando na
alteracdo da estrutura da lignina e remocéo parcial da hemicelulose (MELATI et al., 2019;
ALVES, 2018).

A diminuicdo da porcentagem de hemicelulose nos materiais pré-tratados em relagcdo aos
materiais in natura indica a eficacia do método em extrair a xilana da biomassa. Nas situacdes
em que a porcentagem de hemicelulose nos pré-tratados foi baixa, como no caso do colmo e
folha pré-tratados com NaOH 10 %, o rendimento de extracdo de xilana foi relativamente alto,
mostrando a eficacia do método na remocdo da hemicelulose da biomassa do sorgo sacarino. Ja
nos casos em que a porcentagem de hemicelulose nos pre-tratados foi alta, como no pré-
tratamento com H202 6%, o rendimento de extracdo de xilana foi 0 menor de todos. Este
resultado corrobora a menor eficacia desse pré-tratamento na extracdo de xilana do sorgo
sacarino.

O aumento da celulose e a diminui¢do da lignina nos materiais pré-tratados possibilita que,
na hidrélise enzimatica, uma maior quantidade de material fique acessivel e possa ser
hidrolisado pela celulase se comparado com os materiais in natura (SHIMIZU et al., 2020).
Isso aumenta a quantidade de substrato para a producdo de etanol em processos fermentativos

(CAO et al., 2016). Para fins de hidrolise enzimatica, é interessante que o residuo rico em
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celulose tenha baixas proporgoes de lignina e hemicelulose, pois a remogéo de hemicelulose
aumenta o rendimento da hidrdlise enzimética da celulose. Além disso, ligninas também devem
ser removidas porque a celulase tem aminoacidos hidrofébicos que podem interagir com a
superficie da lignina, causando inativacdo da enzima durante a hidrélise e reduzindo a eficiéncia
do processo catalitico (OGEDA; PETRI, 2010; SCHMATZ; TYHODA; BRIENZO, 2020).
Os resultados do presente trabalho demonstram que os pré-tratados do colmo e da folha
com H202 10 % sdo os mais indicados no uso como substrato para hidrdlise enzimatica e
producdo de glicose para processos fermentativos, principalmente pela maior porcentagem de
celulose nos materiais, ja que a pocentagem de lignina mostrou-se estatisticamente semelhante

entre os pré-tratados.

5.3 Extracdo de hemicelulose em meio acido

5.3.1 Caracterizacdo quimica da fracdo liquida

Na Tabela 8 estd demonstrada a caracterizacao das fracdes liquidas do pré-tratamento
com acido sulfurico diluido do bagaco, colmo e folha do sorgo sacarino, evidenciando o
conteddo de glicose, xilose, arabinose e &cido acético. Esses componentes representam 0S
principais compostos solubilizados da biomassa lignoceluldsica nesse tipo de pré-tratamento
(OLIVEIRA; ROSSEL; MACIEL-FILHO, 2017).

Tabela 8. Rendimento de acUcares e acido acético no pré-tratamento com acido diluido.

x MATERIAL
Concentracao
(g/ L) Bagaco Colmo Folha
Glicose 1,24 + 0,062 1,90 + 1,012 2,83 £0,492
Xilose 14,74 +£1,63% 10,20 £ 5,362 19,28 +2,82°
Arabinose 1,400,172 1,42 +0,722 3,85+0,72°
Acido acético 1,46 £ 0,212 1,66 + 0,902 2,11 £0,452

* Resultados com diferentes letras (a, b, ¢) na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os materiais.
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As concentracdes de glicose e acido acético sdo estatisticamente iguais nos trés
materiais. A folha foi o material que apresentou maior concentracao de xilose e arabinose, 19,28
g/L e 3,85 g/L, respectivamente.

Camargo et al. (2019) obtiveram do bagaco de sorgo os seguintes valores para aglcares
e acido aceético: 2,42 g/L de glicose, 14,22 g/L de xilose, 0,95 g/L de arabinose e 1,34 g/L de
acido acético (H2SO4 1,75 %, 121 °C, 40 min) e no presente estudo os resultados séo proximos
aos citados pelo autor. Partida-Sedas et al. (2016) utilizando bagaco de sorgo determinou
valores de glicose e xilose em 11,55 g/L e 41,27 g/L (H2SOa4 1,75 %, 36 min), sendo estes
maiores que o do presente estudo.

Téllez-Luis, Ramirez e Vasquez (2002) obtiveram do pré-tratamento da folha de sorgo
0s seguintes resultados para aclcares e acido acético: 6,73 g/L de glicose; 18,17 g/L de xilose
e 1,51 g/L de acido acético (H2SOa4 2 %, 122 °C, 71 min). Herrera et al. (2003) obtiveram valores
de 3,8 g/L de glicose, 16,2 g/L de xilose e 1,9 g/L de acido acético (HCI 6 %, 122 °C, 70 min).
O presente estudo obteve valores menores para a glicose e acido acético e maiores para xilose
comparados aos autores citados. Estudando a folha de sorgo, Herrera et al. (2004) obtiveram
valores de 4,7 g/L de glicose, 21,3 g/L de xilose e 2,8 g/L de &cido acético (HCI 6 %, 100 °C,
83 min), todos superiores aos do presente estudo.

Yu et al (2012) pré-trataram o colmo de sorgo sacarino e obtiveram 32 g/L de glicose,
11,2 g/L de xilose, 2,5 g/L de arabinose e 3,8 g/L de acido acético (acido acético 0,2 % m/v,
170 °C, 10 min). Os valores de glicose e acido acético foram menores e de xilose foi maior aos
determinados no presente ensaio. Zhang et al. (2014) obtiveram no colmo 23,9 g/L de xilose e
2,52 g/L de &cido acético (H2S04 0,75 %, 140 °C, 10 min), ambos valores superiores aos do
presente estudo.

No presente estudo a maior solubilizagdo de agucares foi para 0os componentes da
hemicelulose (xilose principalmente), o que € caracteristico do pré-tratamento acido diluido
(ALVES, 2018). As concentragdes de glicose foram baixas, ndo passando de 2,83 g/L o que
demonstra que em condicdes de &cido diluido a celulose foi pouco afetada (CAMARGO et al.,
2019). Apenas quando as condicBes de temperatura do pré-tratamento aumentam (acima de 150
°C) € que a concentracéo de glicose tambem comeca a aumentar (LIU et al., 2012).

Principalmente devido as concentracdes de xilose e arabinose presentes no hidrolisado
da folha do sorgo sacarino, os resultados demonstram que esse é o material mais indicado para
a producdo de agUcares provenientes da hidrolise da hemicelulose usando o pré-tratamento com

acido diluido.
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5.3.2 Recuperacdo de massa do material pré-tratado com &cido diluido

Na Tabela 9 encontram-se os valores para a recuperagéo de massa do bagaco, colmo e
folha do sorgo sacarino pré-tratado com acido diluido. No pré-tratamento com &cido diluido a
maior recuperacao de massa ocorreu com o bagaco, 64,4 %, e as menores com a folha, 57,33 %,

e 0 colmo, 54,73%, os quais apresentaram resultados estatisticamente semelhantes.

Tabela 9. Recuperacdo de massa do pré-tratado com &cido diluido.

Pré-tratamento Material Recuperacgdo de massa
Bagaco 64,40 + 2,112
H,SO, 1% Colmo 54,73 +1,81°
Folha 57,33+ 1,15°
* Resultados com diferentes letras (a, b, ¢) na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre
0S materiais.

Cardoso et al. (2013) citaram média de recuperacdo de massa de 51 % com folha de
sorgo submetida ao pré-tratamento acido (H2SO450 g/L, 120 °C, 15 e 30 minutos). Observa-se
que o resultado da literatura foi menor que o do presente estudo.

Como na recuperacdo de massa dos pré-tratamentos alcalinos, os resultados sdo
coerentes quando relacionados a porcentagem de lignina total desses materiais in natura,
demonstrando que o maior teor de lignina no bagaco torna o material mais recalcitrante e,
portanto, aquele que apresenta maior recuperacdo de massa também no pré-tratamento com
acido diluido.

Comparada a recuperagdo de massa dos pré-tratamentos alcalinos (Tabela 6), os valores
da recuperacdo de massa no pré-tratamento com &cido diluido (Tabela 9) foram maiores. A
excecdo foi observada para o colmo pré-tratado com H.O> 6 %, com um resultado

estatisticamente semelhante comparado ao mesmo material no pré-tratamento acido.
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5.3.3 Caracterizagdo quimica do material pré-tratado com acido diluido

Na tabela 10 encontram-se os resultados da caracterizacdo quimica do material pre-
tratado que foi realizada a fim de determinar sua proporcéo de celulose (glucana), hemicelulose
(xilana, arabinana e acido acético) e lignina total. As porcentagens de glucana e lignina foram
estatisticamente semelhantes para os trés materiais. As porcentagens de hemicelulose total

foram estatisticamente iguais no bagacgo e colmo e maiores que na folha.

Tabela 10. Composi¢do quimica do residuo pré-tratado com acido diluido.

Composicéo Material
Pre-tratamento Quimica Bagaco Colmo Folha
(% massa seca)
Glucana 49,44 +494?% 50,36+3,13* 44,71+5,28?2
H.SO4 1% Hemicelulose Total 7,63+0,59° 752+0,79°2 5,69 + 0,66 °
Lignina Total 2948+6,25* 3534+7,80% 3462+7,44°

* Resultados com diferentes letras (a, b, ¢) na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os materiais.

Poonsrisawat et al., (2013) relataram, na folha de sorgo sacarino pré-tratada (H2SO4
3%, 120 °C, 10 minutos), porcentagens de 69,5 % de celulose (glucana), de 0,44 % de
hemicelulose (xilana) e de 19,53 % de lignina. Os valores de celulose foram maiores e de
hemicelulose e lignina foram menores que os do presente estudo.

Para 0 bagaco do sorgo sacarino pré-tratado (H2SO4 0,5 %, 180 °C, 5 minutos), Wang,
Luo e Shahbazi (2013) relataram porcentagens de 65,8 % de celulose (glucana), 34,8 % de
lignina e completa remocéo de hemicelulose. Os valores de celulose e lignina foram maiores e
de hemicelulose menores que os do presente estudo.

No colmo do sorgo sacarino pré-tratado, Yu et al., (2012) relataram porcentagens de
42,6 % de celulose (glucana), de 11,3 % de hemicelulose (xilana) e de 41,6 % de lignina. Os
valores de celulose foram menores e de hemicelulose e lignina maiores que os do presente
estudo.

Em relagdo aos materiais in natura, assim como ocorreu com 0s pré-tratados dos
métodos alcalinos (Tabela 7), houve um aumento da porcentagem de glucana e uma diminuicéo

da porcentagem de hemicelulose. Ja a porcentagem de lignina, diferentemente do que ocorreu
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nos pré-tratamentos alcalinos, aumentou nos pré-tratados com &cido diluido. Para o bagaco de
cana-de-agucar pre-tratado com &cido diluido, Brienzo et al. (2017) relataram situagao idéntica,
com diminuicdo das porcentagens de hemicelulose e aumento das porcentagens de celulose e
lignina no material.

O pré-tratamento com acido diluido hidrolisa a hemicelulose, pois h4 uma evidente
diminuicdo da sua porcentagem no pré-tratado, porém, consideravelmente sem hidrolisar a
celulose e sem remover a lignina, haja visto o0 aumento das porcentagens dessas substancias no
material pré-tratado (WU et al., 2011). No hidrolisado, a concentracdo de glicose foi
relativamente baixa e de xilose é relativamente alta (Tabela 8), o0 que comprova esta situacao.

A folha pré-tratada foi o material que apresentou a menor porcentagem de hemicelulose.
De acordo com o presente estudo, devido ao menor teor de lignina, a folha é o material menos
recalcitrante do sorgo sacarino, principalmente se comparada com o bagaco. Isso justifica a
menor proporcdo de hemicelulose no pré-tratado, provavelmente devido ao fato da
hemicelulose ter sofrido maior grau de hidrélise no material. Outra situagdo que corrobora essa
conclusdo € o fato da folha apresentar o maior teor de xilose no hidrolisado do pré-tratamento
(Tabela 8).

5.4 Hidrolise enziméatica do residuo sélido

Na Tabela 11 estdo especificados os valores de rendimento de glicose da hidrolise
enzimatica do residuo pré-tratado do bagaco, colmo e folha do sorgo sacarino provenientes dos

tratamentos alcalinos e acido.

Tabela 11. Conversdo de celulose em glicose na hidrélise enzimética.
Conversao da celulose (%0)

Material
Pré-tratamento Bagaco Colmo Folha
H.0, 6% 32,96 +5,55¢¢ 50,42 + 13,91 B 58,41 + 3,62 B2
H.0, 10% 92,58 + 15,8542 87,95+ 6,39 A2 91,12 + 4,09 A2

NaOH 10% 52,27 +5,82 Bb 91,21+5,17A¢ 54,63 + 5,35 B2
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Converséo da celulose (%0)

Material
Pre-tratamento Bagaco Colmo Folha
KOH 10% 82,85+ 6,28A2 83,03+ 7,81A2 84,06 + 6,35 A2
H,SO4 1% 20,69 + 5,54 P¢ 29,58 +2,98 b 58,63 + 2,77 B2

* Resultados com diferentes letras mindsculas (a, b, ¢) na mesma linha indicam diferenca estatistica
entre os materiais. Resultados com diferentes letras maidsculas (A, B, C) na mesma coluna indicam
diferenca estatistica entre os pré-tratamentos.

Considerando os trés materiais e todos os pré-tratamentos aplicados, as maiores
conversdes de celulose em glicose foram obtidas nos pré-tratamentos com H202 10 % e KOH
10 % e no pré-tratamento do colmo com NaOH 10 %. Para todas essas situacdes os valores sao
estatisticamente semelhantes. Os valores mais baixos foram obtidos nos pré-tratamentos com
H2S041 % e H202 6 % e no pré-tratamento do bagaco e da folha com NaOH 10 %.

Zhang et al. (2011), realizaram a hidrdlise enzimatica (tampéo citrato 0,05 mol/L, 50 °C,
20 FPU/g, 72 h) do bagaco de sorgo sacarino pré-tratado por diferentes métodos. No pré-tratado
com H2SO041 % (20 min., temperatura ambiente e posterior autoclave por 10 min., 180 °C),
relataram 50 % de conversdo da celulose. Este resultado é maior que o do presente estudo se
comparado a0 mesmo material pré-tratado com H,SO4 1%. Usando pré-tratamentos com
liquidos idnicos (45 g [BMIM] CI; 110 °C; 120 rpm, 1 h) e alcalino (CaCOs3 1,5 % m/v, 121 °C,
1 h), a conversdo foi de 40 % e para o pré-tratado com explosdo a vapor a conversdo foi de
70 %. No presente estudo, os pré-tratados do bagaco com H20210 % e KOH 10 % apresentaram
valores de conversfes maiores que os relatados acima.

Reis et al., (2016) obtiveram 88,07 % de conversdo na hidrélise enzimatica (tampao
citrato 0,05 mol/L, 50 °C, 20 FPU/g, 48 h, 150 rpm) do residuo do bagaco de sorgo sacarino
pré-tratado (H2027,5 % v/v, pH 11.5 ajustado com NaOH 5 mol/L, 1 h, 150 rpm e temperatura
ambiente). No pré-tratado do bagaco com H202 10 %, o valor de conversao foi estatisticamente
semelhante e no pré-tratado do bagaco com H202 6 %, o valor de conversdo foi menor que o
apresentado pela literatura.

Wou et al., (2011), ao realizarem hidrolise enzimatica (tampéo citrato 50 mmol/L, 50 °C,
20 FPU/g, 96 h) em residuo sélido do bagaco pré-tratado (NaOH 2,5 mol/L, 120 minutos,

temperatura ambiente) de duas variedades de sorgo sacarino, relataram uma converséo de
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glicose de 90 % (variedade SILO5) e 98,7 % (variedade Kyushuko4). J& CAO et al., (2012),
realizando a hidrélise enzimatica (tampdo citrato 50 mmol/L, 50 °C, 20 FPU/g, 96 h) dos
residuos sélidos do bagaco de sorgo sacarino provenientes de cinco diferentes pré-tratamentos,
relataram conversao de até 74,29 % (pré-tratamento NaOH 2 % m/v, 5 min. mais autoclave a
121 °C, 60 min. e apds resfriamento adicdo de H2025 % (m/v) temperatura ambiente no escuro,
24 h).

Pengilly et al., (2015), realizando hidrolise enzimatica (tamp&o citrato, 50 °C, 15 FPU/qg,
120 h, 90 rpm) em residuo sélido de bagaco de sorgo sacarino pré-tratado com explosao a vapor
(200 °C, 5 min.), relataram converséo de glicose de 85,12 %.

Os pré-tratados provenientes do tratamento com acido diluido resultaram em menores
conversdes. Analisando os resultados da caracterizacdo quimica dos pré-tratados com acido
diluido, percebe-se que a quantidade de lignina é bem maior que dos pré-tratados com o0s
métodos alcalinos. Na verdade, o pré-tratamento &cido ndo remove a lignina (CARDOSO et al.,
2013; SCHMATZ, TYHODA, BRIENZO, 2020) e também hidrolisa as regides amorfas da
celulose, consequentemente, aumentando sua cristalinidade (TANG et al., 2011). As duas
situacbes, maior teor de lignina e cristalinidade, dificultam o acesso das enzimas durante a
hidrélise enzimatica, diminuindo a eficacia do processo. Portanto, era de se esperar que a
hidrélise enzimatica fosse menos efetiva nos pré-tratados com &cido diluido devido a maior
quantidade de lignina presente.

Wu et al. (2011) também relataram menor conversdo em pré-tratados com H2S04(0,5%,
20-60 min., 170 °C) em comparacdo com método alcalino (NaOH 2,5 mol/L, 120 minutos,
temperatura ambiente). De acordo com os autores, o pré-tratamento com acido diluido hidrolisa
muito bem a hemicelulose, porém, ndo remove a lignina e ndo ataca a estrutura cristalina da
celulose com a mesma eficiéncia que os pré-tratamentos alcalinos, concluindo que a
hemicelulose contribuiu de forma relativamente pequena para a recalcitrancia da hidrdlise,

enquanto a lignina afetou decisivamente a digestibilidade enzimatica da celulose.
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Ainda considerando o pre-tratamento acido e comparando 0s trés materiais, a maior
conversdo de celulose em glicose ocorreu com a folha e a menor com o bagago. Como a
caracterizacdo quimica dos materiais in natura mostrou que o bagaco possui maior quantidade
de lignina que a folha, poderia-se concluir que esse fato teria sido determinante para que a
conversao fosse maior na folha que no bagaco. Contudo, se considerada a caracterizagéo
quimica do pré-tratado, percebe-se que a quantidade de lignina é estatisticamente semelhante
nos trés materiais. A principal diferenca entre os materiais esta na quantidade de hemicelulose
total, que € maior no pré-tratado do bagaco que na folha. Conclui-se, portanto, que a menor
proporcao de hemicelulose na folha pré-tratada facilitou o acesso das enzimas, proporcionando
maior conversao de celulose em glicose.

Os materiais pre-tratados provenientes do pré-tratamento com H;O2 6 % também
renderam baixas concentracdes de glicose em comparacgdo a hidrélise enzimatica dos demais
pré-tratamentos alcalinos aplicados. Nesses pré-tratados, a quantidade de lignina foi
estatisticamente semelhante entre os materiais e entre os métodos usados. Porém, se
considerarmos a quantidade de hemicelulose total, no geral ela foi maior nos pré-tratados com
H2.O2 6 %, provavelmente porque as ligagdes entre a celulose-hemicelulose ndo foram
quebradas de forma efetiva, impedindo também o acesso das enzimas as fibras de celulose.

Se comparadas as conversdes da hidrélise enzimatica com as taxas do rendimento de
xilana, percebe-se que os pré-tratados com maior taxa de conversdo sdo provenientes dos
métodos que também apresentaram os maiores rendimentos de xilana. Relacionando este fato
com os resultados da caracterizacdo quimica dos materiais pré-tratados, fica evidente que o pré-
tratamento com H2O, 10 % foi menos efetivo em solubilizar tanto a hemicelulose como a
lignina e separa-las da celulose, pois 0s teores desses compostos nos pré-tratados foram maiores
se comparados com os pré-tratamentos com NaOH e KOH 10 %.

Entretanto, o teor de celulose também foi maior nos pré-tratados com H2O2 10 % e é
possivel que a maior proporcao de hemicelulose e lignina tenha sido compensada pelo maior
teor de celulose no material pré-tratado com H202 10 %, o que fez as conversdes da hidrolise
enzimatica tenham sido estatisticamente semelhantes aos pré-tratados com NaOH 10 % e KOH
10 %.

No pré-tratado com NaOH 10 %, o colmo foi o material onde houve maior conversao
de celulose em glicose, enquanto que no bagaco e na folha o rendimento foi menor. Como o
colmo pré-tratado com NaOH 10 % apresentou o maior rendimento de xilana do presente
estudo, € possivel que isso tenha influenciado o rendimento da hidrolise enzimatica, pois a

extracdo da xilana pode ter possibilitado o acesso das enzimas as fibras de celulose. A
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caracterizagdo quimica demonstra que a quantidade de hemicelulose e lignina no pré-tratado do
colmo é bem menor se comparada ao pré-tratado do bagaco, o que pode confirmar a hipotese.

Esse fato ndo ocorre na comparacéo dos pré-tratados do colmo e folha.
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6 CONCLUSOES

As trés biomassas do sorgo sacarino utilizadas no presente estudo, bagaco, colmo e folha
apresentaram altos rendimentos de hemicelulose. Os rendimentos foram superiores a 90 % para
0 colmo submetido ao pré-tratamento com hidroxido de sodio 10 % e para o colmo e folha
submetidos ao pre-tratamento com perdxido de hidrogénio 10 % e rendimentos acima de 80 %
no bagaco e folha submetidos ao pre-tratamento com hidroxido de sodio 10 % e no bagago
submetido ao pré-tratamento com perédxido de hidrogénio 10 %. Essas condi¢des sdo as mais
indicadas para a extracdo de hemicelulose do sorgo sacarino.

As xilanas com as maiores proporcdes de xilose foram obtidas do bagaco e do colmo no
pré-tratamento com hidréxido de sédio 10 %, sendo as mais indicadas para uso na hidrdlise
enzimatica por Xxilanases. Entretanto, as xilanas extraidas com perédxido de hidrogénio 10 %
precisaram de menos etapas de lavagem com etanol para a sua separacdo da lignina, podendo
diminuir os custos de producdo durante a extracao.

No pré-tratamento com &cido diluido, a folha foi o material na qual houve os maiores
rendimentos de xilose, arabinose e glicose. Sendo assim, no sorgo sacarino, é o material mais
indicado para a producdo de acucares fermentaveis a partir da hidrélise acida.

Na hidrolise enzimatica, os pré-tratados apresentaram rendimentos superiores a 90 % nas
trés biomassas submetidas ao pré-tratamento com perédxido de hidrogénio 10 % e para o colmo
no pre-tratamento com hidréxido de sodio 10 % e rendimentos acima de 80 % para as trés
biomassas no pré-tratamento com hidréxido de potassio 10 %.

Os pré-tratados com perdxido de hidrogénio 10 %, hidréxido de sodio 10 % e hidréxido
de potassio 10 % apresentaram as menores recuperacdes de massa e também as maiores
conversdes de celulose em glicose na hidrolise enzimatica, com excecdo dos rendimentos dos
pré-tratados do bagaco e da folha com hidréxido de sodio 10 %, e sdo 0s mais indicados no uso
como substrato para hidrélise enzimatica. No pré-tratado com &cido diluido, a alta porcentagem
de lignina presente fez as conversdes de celulose serem mais baixas e no pré-tratado com
perdxido de hidrogénio 6 %, a maior porcentagem de hemicelulose (xilana) nos pré-tratados foi
a causa das baixas conversoes de celulose.

O sorgo sacarino, de acordo com o presente estudo, apresenta bom potencial para a
producdo de macromoléculas como a celulose (glucana) e a hemicelulose (xilana), e para a

producdo de agucares fermentaveis como a xilose, arabinose e glicose.
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