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RESUMO
O Brasil dispbe-se de um enorme potencial para atuar em novas matrizes
energéticas estabelecidas a partir de fontes renovaveis. Para a obtencdo de
combustiveis renovaveis, a partir de subprodutos agroindustriais, € necessario a
realizacdo de um pré-tratamento nos materiais lignoceluldsicos para desestruturar
sua matriz celular e proporcionar maior acesso as enzimas hidroliticas a fragao
celulésica. Dentro do ambito do conceito apresentado o objetivo deste trabalho foi
avaliar o fracionamento do bagago e da palha de cana-de-agucar com
hidrogenosulfato de trietilamoénio [TEA][HSO4] integrado a recuperagao das fragbes
de lignina e celulose. A parte experimental envolveu a sintese do [TEA][HSO4] e sua
aplicacao no pré-tratamento de subprodutos de cana-de-agucar (bagaco e palha em
suas formas natura e termotratadas). As polpas obtidas foram caracterizadas
quimicamente e hidrolisadas enzimaticamente com preparado enzimatico Cellic
CTec 2. Os licores foram recuperados, concentrados e a lignina precipitada. Os preé-
tratamentos dos subprodutos de cana-de-agucar com [TEA][HSO4] foram seletivos
para a remocgdo de lignina e hemicelulose, resultando em enriquecimento de
celulose da polpa recuperada. As polpas celuldsicas oriundas dos subprodutos de
cana-de-agucar em suas formas natura apos os pré-tratamentos com [TEA][HSO4]
mostraram aumento significativo na conversédo de celulose em glicose (atingindo-se
60-80%). A lignina foi precipitada com sucesso resultando em rendimento médio de
75% apos 4 horas de pré-tratamento. No entanto, as polpas celuldsicas oriundas dos
subprodutos de cana-de-agucar termotratados seguido de pré-tratamento com
[TEA][HSO4] n&o resultaram em aumento da conversdo de celulose em glicose. A
caracterizagao fisico-quimica das ligninas obtidas mostrou que as mesmas sofreram
alteracbes quimicas estruturais, todavia, mantendo-se um padrao carateristico de
lignina relatada na literatura. O pré-tratamento dos subprodutos de cana-de-agucar
com [TEA][HSO4] apresentaram potencial de fracionamento recuperando-se a polpa

rica em celulose e a lignina, portanto sendo técnicamente viavel.

Palavras chaves: Bagaco e palha de cana-de-agucar; Hidrogenosulfato de

trietilaménio; Pré-tratamento; Polpa celuldsica; Hidrolise enzimatica; Lignina.



ABSTRACT
Brazil has a vast potential to engage in new energy matrices established from
renewable sources. To obtain renewable fuels from agro-industrial by-products, it is
necessary to perform pretreatment on lignocellulosic materials to disrupt the cell
matrix and provide greater access to hydrolytic enzymes for cellulosic fraction. Within
the scope of the presented concept, the objective of this work was to evaluate the
fractionation of sugarcane bagasse and straw with triethylammonium hydrogensulfate
[TEA][HSO4] integrated with the recovery of lignin and cellulose fractions. The
experimental part involved the synthesis of [TEA][HSO4] and its application in the
pretreatment of sugarcane by-products (bagasse and straw, both in their natural and
thermotreated forms). The obtained pulps were chemically characterized and
enzymatically hydrolyzed with the Cellic CTec 2 enzymatic preparation. The liquors
were recovered, concentrated, and lignin was precipitated. [TEA][HSO4] was
successfully synthesized. The pretreatments of different sugarcane by-products with
[TEA][HSO4] were selective for lignin and hemicellulose removal. The pulps
recovered after pretreatment with [TEA]J[HSO4] were enriched with cellulose. The
cellulose pulps from sugarcane by-products in their natural forms after pretreatments
with [TEA][HSO4] showed a significant increase in cellulose conversion to glucose
(reaching 60-80%). However, cellulose pulps from thermotreated sugarcane by-
products followed by pretreatment with [TEA][HSO4] did not result in increased
cellulose conversion to glucose. Lignin was successfully precipitated, resulting in an
average yield of 75% after 4 hours of pretreatment. The physicochemical
characterization of the obtained lignins showed that they underwent structural
chemical changes while maintaining a characteristic lignin pattern reported in the
literature. The pretreatment of sugarcane by-products with [TEA]J[HSO4] showed
potential for fractionation, recovering the cellulose-rich pulp and lignin, making it

technically viable.

Keywords: Sugarcane bagasse and straw; Triethylammonium hydrogensulfate;

Pretreatment; Cellulosic pulp; Enzymatic hydrolysis; Lignin.
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[TEA][HSO4]. (a) Bagago de cana-de-agucar. (b) Palha de cana-de-agucar.
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1. INTRODUGAO

Atualmente o uso extensivo de combustiveis fosseis tornou-se uma grande
preocupagao mundial, pois resulta na emissdo de gases toxicos que resultam a
varios problemas ambientais. Além disso, nos ultimos anos o mercado internacional
apresentou um aumento substancial nos precos dos combustiveis fosseis. Esses
fatos justificam a pesquisa cientifica para o uso eficiente de fontes renovaveis para
producdo de biocombustiveis (ELGHARBAWY et al., 2016; GEORGE et al., 2014;
LOLA et al., 2013). Nesse cenario, o Brasil tem uma excelente oportunidade para
atuar em novas matrizes energéticas associadas a produg¢ao de biocombustiveis e
produtos quimicos através de fontes renovaveis (MEINITA; HONG; JEONG, 2012;
MENDES et al.,, 2011; SANTOS et al., 2012). A biomassa vegetal, de fontes
variadas, € amplamente distribuida como subprodutos agroindustriais, como por
exemplo, o bagaco e a palha de cana-de-agucar que sao fontes que tem potencial
sustentavel para a conversdao em bioetanol e outros produtos de alto valor agregado
(BRANDT et al., 2013; CHEN et al., 2015).

A cana-de-acucar €& considerada uma alternativa para o setor de
biocombustiveis, devido ao grande potencial para a producéo de bioetanol. Além da
producao de bioetanol e acucar, as unidades de produgao tém buscado operar com
maior eficiéncia, inclusive com cogeragao de energia elétrica, auxiliando na redugao
dos custos e contribuindo para a sustentabilidade da atividade (PENG et al., 2012;
RAGANATI et al., 2013). O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar,
sendo que o aumento da demanda mundial por bioetanol oriundo de fontes
renovaveis, aliado as grandes areas cultivaveis e condicbes edafoclimaticas
favoraveis a cana-de-agucar, tornam o Brasil um pais promissor para a exportacao
desse bioproduto e seus derivados (PENG et al., 2012; RAGANATI et al., 2013).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2023),
somente na safra 2023/24, foram obtidos 652,9 milhes de toneladas de cana-de-
acgucar. A producgao brasileira de etanol na safra 2023/24, foi acima de 33,8 bilhdes
de litros, com uma reducgédo de 7,8% em razao da preferéncia pela producao de
agucar. Apesar do aumento no consumo de gasolina no ano de 2022, os pregos
favoraveis do agucar incentivaram a producdo deste produto em detrimento ao

etanol.
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O governo do estado de S&o Paulo criou uma lei estadual proibindo
gradativamente a queima da palha de cana-de-agucar no campo, além disso,
disponibilizou recursos para viabilizar os queimadores das termoelétricas das usinas
de acgucar-etanol (RIBEIRO; FICARELLI, 2010). Atualmente em média 80% do
bagaco de cana-de-agucar € queimado nas termoelétricas para cogeragao de
energia o que é fundamental para a viabilidade do processo de producédo de agucar-
etanol. Desta forma, o bagago e a palha de cana-de-agucar podem ser melhores
aproveitados (principalmente a palha que ndo é mais queimada no campo). Um
exemplo seria a produgao de bioetanol 2G (etanol celuldsico) a partir de palha de
cana-de-agucar, que gera um “residuo final” (rico em lignina) apos a etapa de
hidrolise enzimatica que pode ser misturado ao bagago e queimado para cogeragao
de energia, desta forma, proporcionando maior valor agregado a palha de cana-de-
agucar. Além disso, a utilizagdo de bagaco e da palha de cana-de-agucar pode
aumentar substancialmente a produgcao de bioetanol sem aumentar a area de cultivo
de cana-de-agucar (FERREIRA-LEITAO et al., 2010; SANTOS et al., 2012).

Entretanto, o emprego de bagaco e palha de cana-de-agucar para a produgao
de bioetanol 2G fica limitado devido a complexidade da estrutura desses materiais,
que possuem como principais constituintes a celulose, hemicelulose e lignina (WAN
et al., 2015). Desta forma, para ser possivel a produgao de bioetanol 2G a partir de
bagaco e palha de cana-de-agucar torna-se necessario a realizagdo de um pré-
tratamento para desestruturar a matriz celular do material para proporcionar acesso
as enzimas hidroliticas a fracdo celuldsica. A etapa de pré-tratamento do processo
de produgao de bioetanol 2G é o principal gargalo desta tecnologia. Atualmente os
principais pré-tratamentos utilizados em bagaco e palha de cana-de-agucar sao
acidos, bases e explosao a vapor. Os pré-tratamentos com acido sulfurico e/ou
explosdo a vapor ndo proporcionam uma disponibilidade suficiente da celulose sem
a sua prévia degradacao, sendo a eficiéncia da hidrélise enzimatica da celulose
limitada. Além disso, pré-tratamentos acidos causam corrosdao nos equipamentos
(SANTOS et al., 2012; SANTOS et al., 2018). Em relagcdo ao pré-tratamento alcalino
€ mais efetivo, porém, gera um efluente que ndo pode ser aproveitado totalmente
devido a baixa carga de matéria organica, sendo necessario o tratamento do mesmo
para o descarte (MENDES et al., 2011; SANTOS et al., 2012). Atualmente estudos

recentes estdo explorando novos produtos para serem aplicados em pré-tratamentos



16

de materiais lignoceluldsicos. Dentre estes, destacam-se os liquidos i6nicos (LIs),
que podem ser uma alternativa para disponibilizar a lignina e tornar a celulose
disponivel para ser hidrolisada enzimaticamente. O pré-tratamento com LIs é uma
tecnologia recente que proporciona a desestruturagcdo dos materiais lignocelulosicos
com sais de baixo ponto de fusdo. Os LIs se destacam através da obtencao de altos
rendimentos e seletividade sobre as fragbes de hemicelulose e lignina. Além disso,
os Lls podem ser recuperados apos o pré-tratamento, sendo uma alternativa que
pode viabilizar este processo (BRANDT-TALBOT et al., 2017; GSCHWEND et al.,
2016).
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2. OBJETIVO

2.1.

O objetivo geral deste trabalho € avaliar o fracionamento de bagago e palha

Objetivo geral

de cana-de-agucar com hidrogenosulfato de trietilaménio [TEA][HSO4] integrado a

recuperacdo das fragbes de lignina e celulose. Para isso foram definidos os

seguintes objetivos especificos.

2.2,

Objetivos especificos
Sintetizar o liquido iénico [TEA][HSO4];
Determinar condigdes otimas de processo para selecionar variaveis de
operagéo (tempo) no pré-tratamento de bagaco e palha de cana-de-agucar
(em suas formas natura e termotrada) com [TEA][HSO4];
Recuperar as fragdes: solida (polpa celuldsica) e liquida (licor) apds o pré-
tratamento com [TEA][HSO4];
Caracterizar quimicamente e hidrolisar enzimaticamente as polpas
celuldsicas recuperadas anteriormente;
Precipitar a lignina do licor recuperado anteriormente, recuperar as ligninas e
caracteriza-las quimicamente e estruturalmente;
Avaliar o potencial técnico de obtencao da polpa de celulose e da lignina via

pré-tratamento de subprodutos de cana-de-agucar com [TEA]J[HSO4];
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biomassa agroindustrial

O Brasil, um dos maiores produtores agricolas do mundo, gera quantidades
significativas de subprodutos de biomassa em atividades decorrentes da colheita e
transformacao de produtos como arroz, algodéo, cana-de-agucar, milho, soja, dentre
outros. Subprodutos agricolas sao oriundos da fase do cultivo de determinadas
espécies, enquanto os subprodutos agroindustriais resultam do processamento
industrial de biomassa (VICTOR et al., 2018). Trés diferentes subprodutos solidos
sdo produzidos no processamento da cana-de-agucar: palha (durante a colheita),
bagaco e torta de filtro (no processo de bioetanol) (SCARAMUCCI et al., 2006).

3.2. Principais constituintes dos subprodutos agricolas e agroindustriais

3.21. Celulose

A estrutura da celulose pode ser classificada em trés niveis organizacionais.
O primeiro é definido pela sequéncia de residuos B-D-glicopiranosidicos unidos por
ligagcbes covalentes, formando o homopolimero de anidroglicose com ligacbes do
tipo B-D (1—4) glicosidicas (Figura 1), de férmula geral (CeéH1005) n. O segundo nivel
descreve a conformagdo molecular, isto é, a organizagdo espacial das unidades
repetitivas, sendo caracterizado pelas distancias das ligagdes e respectivos angulos
e pelas ligagdes de hidrogénio intramoleculares (Figura 1). O terceiro nivel define a
associagao das moléculas, formando agregados com uma determinada estrutura
cristalina. Estes agregados conferem elevada resisténcia a tens&o, tornando a
celulose insoluvel em agua e em um grande numero de solventes organicos (Figura
1) (SANTOS et al., 2012).
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Figura 1. Representacao da estrutura de um fragmento de celulose.
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Fonte: (FONSECA et al., 2016).

3.2.2. Hemicelulose

As hemiceluloses, também denominadas de polioses, sdo polissacarideos
constituintes da parede celular das plantas, as quais ocupam segunda posi¢cao de
polimero renovavel mais abundante nos materiais lignocelulésicos, depois da
celulose. Elas representam um tipo de polissacarideo linear de menor grau de
polimerizagdo (100-200 unidades) contendo grupos pendentes. A estrutura
complexa contém como constituintes a xilose, glicose, manose, galactose,
arabinose, ramnose, acido metil-glucurénico e acido galacturénico, em variadas
quantidades, dependendo da fonte do vegetal (PAZ-CEDENO et al., 2022; PENG et
al., 2012; SANTOS et al., 2012). As hemiceluloses s&o normalmente ligadas
covalentemente a outros componentes da parede celular dos lignocelulésicos como
a lignina e compostos fendlicos (PENG et al., 2012). As principais hemiceluloses
encontradas em plantas sdo os xiloglucanos (XyG), os glucuronoarabinoxilanos
(GAX) e os mananos (MN). A maioria das plantas de folhosas possui o XyG como
hemicelulose principal. Entretanto, as gramineas apresentam como principal
hemicelulose os glucuronoarabinoxilanos (GAX) (FONSECA et al., 2016; PENG et
al., 2012) (Figura 2), embora também possuam, em pequenas proporgoes,
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xiloglucanos e mananos. Além dos GAX, os B- glucanos também s&o encontrados
em tecidos de cana-de-agucar (PAZ-CEDENO et al., 2022; PENG et al., 2012).

Figura 2. Modelo de estrutura quimica de uma xilana de graminea. Tipos de
ligagdes presentes em uma molécula de xilana.
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Fonte: (PAZ-CEDENO et al., 2022).

3.2.3. Lignina

A lignina € uma macromolécula amorfa complexa constituida de unidades de
fenilpropano derivadas de trés unidades monoméricas basicas: p-hidroxifenilas (H),
guaiacilas (G), e siringilas (S) que variam em quantidade entre as espécies e de
acordo com o tipo de tecido das células. A lignina € uma macromolécula formada
pela polimerizagdo desidrogenativa de alcoois hidroxicinamilicos (p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico). Devido ao processo de polimerizagdo ser aleatério, a
macromolécula de lignina possui estrutura bastante complexa, como mostra o
modelo da Figura 3 (LEE et al., 2009)
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Figura 3. Representagcdo de uma macromolécula de lignina, conforme previsto a
partir da analise de lignina baseada em RMN.
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Fonte: (LEE et al., 2009).

A estrutura da lignina ndo € homogénea uma vez que se apresenta na forma
amorfa com estrutura globular (SANTOS et al.,, 2012; ZHANG et al.,, 2016) . A
hipétese da estrutura de lignina surge a partir da polimerizagado dos radicais fenil
(ligagao do tipo éter 3-O-4 ligado sdo as mais comuns) formados através da agéo de
enzimas oxidativas na parede celular. As ligninas de madeira de folhosas s&o
predominantes G e S com vestigios de unidades H. As ligninas de madeira de
coniferas sdo maioritariamente compostas por unidades G (STEWART et al., 2009;
ZHANG et al., 2016), enquanto que as gramineas (exemplo: palha de milho, palha e
bagaco de cana-de-agucar) incorporam quantidades equivalentes de unidades G e
S, juntamente com quantidades significativamente mais elevadas de unidades H
(STEWART et al., 2009).

3.2.4. Bagaco e palha de cana-de-agucar
Em média 80% do bagago de cana-de-agucar € queimado/oxidado pelas
usinas para cogeragao de energia. Desta forma, o bagago em excesso (em torno de
20% do montante) e a palha de cana-de-agucar, podem ser utilizadas para a
producao de bioetanol 2G. Assim, o rendimento de bioetanol por hectare de cana-
de-acucar poderia aumentar de 6000 L.ha' para 10000 L.ha'. A producdo de
bioetanol 2G a partir de bagago e palha de cana-de-agucar também pode ser

integrada a uma usina de etanol 1G de primeira geragao ja existente, resultando em
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menores investimentos e custos de transporte (MARTINS et al., 2008; SANTOS et
al., 2012).

O bagaco e a palha de cana-de-agucar tém uma estrutura e composi¢cao
quimica altamente complexa. A microestrutura esta ligada a substancias de baixa
massa molecular que incluem substancias organicas e inorganicas. Entretanto, a
macroestrutura compreende a celulose, hemicelulose e lignina (BORTOLAZZO,
2011; MOHAN et al., 2006). A lignina em gramineas encontra-se intimamente ligada
a hemicelulose através dos acidos ferulico e p-cumarico. Esses acidos fendlicos
encontram-se ligados no carbono 5 de uma molécula de arabinose, por uma ligagéao
do tipo éster. O grupo arabinosil esta acoplado a hemicelulose (xilana) através de
uma ligacdo do tipo éter (Figura 4) (DEL RIiO et al., 2015; RABELO, 2010;
SZCZERBOWSKI et al., 2014). A lignina esta conectada aos acidos fendlicos
através de cadeias propandicas no carbono a, sendo essas ligacdes do tipo éter. Os
4cidos fendlicos sdo acoplados na lignina via processos radicalares (DEL RIO et al.,
2015;PIN et al., 2021). No entanto, os acidos ferulico e p-cumarico sdo somente
acoplados a mondmeros (alcodis coniferilico e sinapilico) e ndo a oligbmeros de
lignina, sendo sua principal fungdo atuar como pontos de nucleagdo na biossintese
de lignina em gramineas (MARTONE et al., 2009).

Figura 4. Esquema mostrando residuos de ferulato acoplados a lignina de
gramineas. Esquema mostrando residuos de ferulato e cumarato acoplados a lignina
de gramineas.
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E importante ressaltar que os componentes do bagaco e da palha de cana-
de-agucar se encontram intimamente associados, para assim constituir o complexo
celular da biomassa vegetal. Na parede celular do vegetal, tais compostos se
organizam formando diferentes camadas. Desde a lamela média (LM) até o lumen
da célula, encontram-se as paredes primaria (P), secundaria, formada pelas
camadas S1, S2 e terciaria T ou S3. A lignina ocorre, em maior quantidade, na
parede S2 e apresenta concentracdo elevada na LM. As hemiceluloses dispdem-se
rodeando as microfibrilas de celulose (SANTIAGO; RODRIGUES, 2017). As
microscopias eletrénicas (Figuras 5 AB) mostram as varias camadas da parede
celular e ilustram como a LM envolve as células, funcionando como sustentador do
complexo celular que forma uma planta. As Figuras 6A (microscopia eletronica) e 6B
(modelo didatico) demonstram como as microfibrilas de celulose estdo organizadas e
encaixadas em uma matriz de hemicelulose e lignina (SANTIAGO; RODRIGUES,
2017).

Figura 5. (A) Corte ilustrativo do sistema de camadas na parede das células de
madeira. (B) Microscopia eletrbnica de transmissdo das células de madeira
mostrando as camadas da parede celular: ML = lamela média, P = parede primaria,
S1 = parede secundaria, S2 = parede secundaria e T = parede terciaria.
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Fonte: (FENGEL; WEGENER, 1983; GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009).



24

Figura 6. (A) Microscopia eletrbnica de lignocelulésico. (B) Modelo didatico que
explica como as microfibras de celulose estdo organizadas e encaixadas em uma
matriz de hemicelulose e lignina presente em um lignoceluldsico.
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Fonte: (EK et al., 2009).

3.3. Pré-tratamento de materiais lignocelulésicos com [TEA][HSO4]

O pré-tratamento utilizando-se [TEA][HSO4] que é um LI de sais de baixo
ponto de fusdo, € uma tecnologia recente que resulta na desestruturagdo do material
e consequetemente seu fracionamento. O uso de Lls como solventes de
processamento de biomassa se iniciou através da descoberta do potencial da
dissolugcdo de celulose pelos Lls, seguido por investigagbes sobre o uso de Lls
identificados como solventes alternativos para fiacdo de fibras celuldsicas artificiais
(por exemplo, o processo tecnolégico de loncell-F). Outra area que se mostrou
promissora € a transformacdo de acucares na plataforma quimica de
hidroximetilfurfural (HMF), processo que os Lls se destacam por seus altos
rendimentos e seletividades (BRANDT-TALBOT et al.,, 2017). Existem duas
estratégias principais para o pré-tratamento de biomassa lignocelulésica com LIs em
desenvolvimento: o pré-tratamento de dissolugdo e o pré-tratamento jonosolv. A

primeira envolve a dissolugdo completa do material lignocelulésico, incluindo a
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celulose cristalina. A segunda estratégia, mais recente, utiliza os LIs para fracionar
os materiais lignoceluldsicos, dissolvendo as fragdes hemicelulésica e de lignina
seletivamente, enquanto a celulose é recuperada na forma sdlida (polpa celulésica).
As caracteristicas distintivas do pré-tratamento com Lls incluem baixas pressdes de
processo, reducdo do atrito e abrasdo, além de técnicas inovadoras de separacao
de produtos (EMINOV et al., 2014).

Embora a celulose mantenha sua cristalinidade, os rendimentos de
sacarificagdo sdo aumentados para 70-90% do valor tedrico maximo, devido a
exposicao de suas fibrilas. Estudos anteriores demonstraram que a adi¢ao de 10-
40% de agua aos Lls é essencial para um fracionamento eficaz. Isso se deve a
necessidade de agua para diversas reagdes, incluindo hidrolise de ligagdes di tipo
eter da lignina, ligagdes do tipo éster de acido ferulico e ligagbes glicosidicas da
fracdo hemicelulésica. Além disso, a agua ajuda a reduzir a viscosidade do solvente,
facilitando o processo (SEDDON et al., 2008).

Em resumo, o pré-tratamento com LIs apresenta duas estratégias distintas,
sendo a técnica ionosolv uma abordagem mais recente que fraciona o material
lignoceluldésico na presenca de agua, resultando em altos rendimentos de fragao
celulésica. Isso oferece vantagens significativas em relagdo a outros métodos de
pré-tratamento, com potencial para melhorar a eficiéncia e a viabilidade econdmica
do processo de conversdo da biomassa lignocelulésica em produtos de alto valor
agregado. Neste contexto o [TEA][HSO4] foi selecionado devido a sua seletividade
na dissolugao das fragdes de lignina e hemicelulose (BRANDT-TALBOT et al., 2017;
BRANDT et al., 2011; VERDIA et al., 2014) (Figura 7).

Figura 7. Sintese do hidrogenosulfato de trietlamina [TEA][HSO4] a partir de
trietilamina e acido sulfurico.

Fonte: (Brandt-Talbot et al., 2017).
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3.4. Hidrdlise enzimatica de celulose

O uso de enzimas na hidrdlise dos materiais lignoceluldsicos € vantajoso pela
alta especificidade das reacdes enzimaticas, pelas condigdes amenas de reacgao,
pouca modificagdo quimica e n&o formagao de subprodutos. Apesar de décadas ja
terem sido dedicadas a esses estudos, ainda ndo estdo totalmente compreendidas
as caracteristicas do substrato que atribuem maior eficiéncia de hidrélise. A hidrélise
enzimatica nao leva a formagao de compostos toxicos a processo fermentativos,
como por exemplo, furfural e HMF (BALAT, 2011; ZHANG et al., 2013).

A hidrélise enzimatica requer o contato direto entre a enzima e o substrato. A
enzima deve ultrapassar barreiras fisicas para adsorver a superficie do substrato e
finalmente catalisar a reagédo. A celulose pode ser hidrolisada em oligossacarideos
e/ou glicose via tratamento enzimatico e/ou acido. Existem algumas propriedades
fisico-quimicas que dificultam a hidrélise enzimatica e devem ser entendidas. No
caso da hidrdlise enzimatica, a reacao € realizada sob condicbes mais amenas,
porém requer tempos mais longos de reacao (até 72 h) (MARTINS et al., 2008; PIN
et al., 2021).

A acessibilidade de enzimas para o substrato é critica durante a hidrolise
enzimatica. Por outro lado, a adsorcédo de celulases na superficie do substrato tem
uma importante funcdo (MARTINS et al., 2008). Celulases que adsorvem no
substrato ampliam sua extensdo mostrando um aumento na velocidade de hidrdlise
da celulose cristalina comparada a celulases que adsorvem menos. A descoberta de
dominios de ligacao para celulose (CBDs) em algumas enzimas celuloliticas explica
em parte as diferengas da habilidade de celulases em adsorver na celulose (BERLIN
et al., 2005). Durante a hidrdlise enzimatica de materiais lignocelulésicos com
celulases, acima de 70% do total da enzima adicionada pode n&o ser produtiva
devido a adsorg¢ao na lignina, conhecida como adsorgao improdutiva (BERLIN et al.,
2005). Por isso, € muito importante a remogao de porcdes da lignina na parede
celular do material.

As celulases sao atualmente a terceira categoria de enzimas industriais mais
comercializada em todo o mundo, devido a sua aplicacdo em processamento de
algodao, reciclagem de papel, como enzimas detergentes, na extragao de suco e
como aditivos para alimentagdo animal. No entanto, as celulases poderao se tornar

as enzimas mais comercializadas no mundo, se o bioetanol e outros biocombustiveis
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obtidos pela fermentacdo de acgucares, produzidos a partir de biomassa vegetal.
(JEOH, et al., 2006).

Existem trés tipos de celulases: endocelulase (também conhecidas como
endoglucanase), exocelulase (também conhecidas como celobiohidrolase) e
celobiase ou B-glicosidase. Todos os dominios cataliticos da endocelulase tém um
local ativo aberto que sao capazes de se ligar ao interior de moléculas de celulose.
Em contraste, a exocelulase tém seus sitios ativos localizados em um tunel,
proporcionando uma atividade processual. Existem duas classes de exocelulases: a
primeira classe cliva a extremidade nado redutora de uma molécula de celulose,
liberando a celobiose. Todas as exocelulases conhecidas desta classe estdo na
familia GH-6. A exocelulase da segunda classe cliva a extremidade redutora da
cadeia de celulose, liberando celobiose. A exocelulases fungica desta classe estéo
na familia GH-7, enquanto as bacterianas estdao na familia GH-48 (JEOH, et al.,
2006).

Para a hidrélise da celulose ser eficiente € necessaria a agéo sinérgica das
trés celulases: endo-1,4-B-D-glucanase (EC 3.2.1.4), que clivam aleatoriamente o
interior da cadeia de celulose; exo-1,4-3-D-glucanase ou celobiohidrolase (CBH) (EC
3.2.1.91), que clivam as extremidades redutoras e n&o redutoras da cadeia de
celulose e liberam unidades de celobiose; e 1,4-B-D-glicosidase, ou celobiase, (EC
3.2.1.21), que hidrolisam oligossacarideos e celobiose em glicose. Os trés grupos
catalisam a hidrolise de ligagdes -1,4 glicosidicas, e atuam sinergicamente, criando
sitios para hidrélise, além de reduzir a inibigdo pelo produto (DIAS et al., 2023;
JORGENSEN; OLSSON, 2006) (Figura 10).
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Figura 8. Modo de agdo das enzimas do complexo celulolitico de Trichoderma
reesei.
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Fonte: (MARTINS et al., 2008).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao dos materiais

Os subprodutos de bagago e palha de cana-de-agucar foram obtidos na
Destilaria Seis Lagoas localizada em Brotas, Sdo Paulo, Brasil (safra 2015/2016). O
bagaco e a palha de cana-de-agucar foram previamente lavados com agua
destilada, secos e moidos em um moinho de facas com uma tela de retengcao de
0,84 mm. Os materiais que passaram pela tela foram coletados. Aproximadamente 2
g (base seca) de bagaco e palha de cana-de-agucar foram adicionados a um filtro de
cartucho de papel e inseridos em extrator do tipo Soxhlet acoplados a um bal&o
volumétrico contendo 1 L de etanol aquecido a 95% (v/v) sob aquecimento continuo.
O sistema foi mantido por aproximadamente 6 h. Os filtros de cartuchos de papel
incluindo os subprodutos extraidos foram secos a 25°C até que o etanol evaporasse
completamente e a massa atingisse um valor constante (MASARIN et al., 2011;
FERRAZ et al., 2000). A porcentagem de extrativos foi calculada com base na

diferengca de massa inicial e final.

4.2. Pré-tratamento hidrotérmico de palha e bagago de cana-de-agucar
O pré-tratamento hidrotérmico foi realizado em aproximadamente 50 g de
bagaco e palha de cana-de-agucar (base seca) previamente lavados com agua
destilada (item 4.1). Cada fragdo foi adicionada a reatores individuais de aco
inoxidavel (°PRegmed, Osasco-SP, Brasil). Cada reator é equipado com dispositivos
de controle mecéanico de agitagdo, temperatura e pressdo, compostos por quatro

digestores com capacidade de 1500 mL (Figura 9).
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Figura 9. Equipamento composto de 4 reatores individuais de ago inoxidavel
(®Regmed, Osasco-SP, Brasil).

Assim, 500 mL de agua destilada foram usados para fixar a razao
massa/agua em 10% (m/v). Portanto, 50 g de bagago e palha de cana-de-agucar
(base seca) e 500 mL de agua destilada foram transferidos para os digestores, os
quais foram fechados e a temperatura ajustada para 161 e 177°C por 75,3 € 65 min,
para o bagaco e palha de cana-de-agucar, respectivamente. A agitagao foi fixada em
4 rpm. Ao atingir a temperatura desejada (atingida em média em 40 min), foi iniciado
o tempo de reacgéo. Ao final das reagdes, o equipamento foi desligado e resfriado
naturalmente por 24 h. O material pré-tratado resfriado foi filtrado através de filtros
de vidro sinterizado de porosidade numero 3 de 100 mL (Schott, Alemanha). O
material retido nos filtros (sélidos recuperados) foi lavado com agua destilada até
atingir pH neutro. O material foi entdo retirado do filtro e seco em estufa com
circulagcdo de ar a temperatura de 50°C por 72 h. Os rendimentos dos pré-
tratamentos foram calculados como a diferenca da massa inicial prévio ao pré-
tratamento e a massa final apés o pré-tratamento. O material retido nos filtros

(solidos recuperados) foi armazenado até o momento de seu uso.

4.3. Sintese de [TEA][HSO4]



31

A sintese foi realizada com trietilamina e acido sulfurico (H2SO4). Desta forma,
utilizando-se uma capela munida de exaustdo, pesou-se o0 equivalente a 1 mol de
trietilamina em um baldo de fundo redondo de 1 L contendo uma barra de agitagao
magnética. O bal&o foi colocado em um banho de gelo em uma placa de um agitador
magnético. Foi colocado um funil de adigdo de 250 mL imediatamente para
minimizar a evaporacgao da trietilamina. Na sequéncia foi adicionado 1 mol de H2SO4
usando uma solugcdo de concentragdo conhecida (neste experimento foi de 5 M).
Entdo, foi transferido o H2SO4 para um funil de adi¢do, assim foi adicionando o
mesmo H2SO4 gota a gota a trietilamina, mantendo-se a agitagdo vigorosamente. Na
sequéncia foi lavado o interior do funil de adigao usando agua destilada para garantir
que o H2S04 foi transferido quantitativamente. Ao final da formacéo do [TEA][HSO4],
0 excesso de agua foi removido em rotaevaporador a 70°C por 6 h. Ao final das 6 h
o [TEA][HSOg4] foi recuperado e sua umidade corrigida para 20% (v/v) (BRANDT-
TALBOT et al., 2017).

O pH do [TEA][HSO4] foi mensurado através da diluicdo de 1 mL de solugao
de [TEA]J[HSO4] em 9 mL de agua destilada (1:9, respetivamente). O pH da solugéo
diluida e mensurada usando um medidor de pH Jenway 3510 equipado com um
eletrodo VWR Ag/AgCI SympHony (0,02 pH de precisao).

A umidade do [TEA]J[HSO4] foi mensurada em Karl Fischer, para isso
adicionou-se algumas gotas do [TEA][HSO4] ao titulador Karl Fischer usando uma
seringa pré-pesada. Digitou-se o peso do [TEA]J[HSO4] adicionado ao titulador e
aguardou-se até que o mesmo apresentasse a leitura, e assim registrou-se o

conteudo de agua.

4.4. Ressonancia magnética nuclear (RMN-H) do [TEA][HSO4]

Para a realizacado das analises de RMN-H, as amostras foram preparadas da
seguinte maneira: Foi medido cerca de 500 pL de solvente deuterado
dimetilsulféxido (DMSO) e transferido para um ®Eppendorf de 1 mL. Assim, foi
pipetado cerca de 10 yL de amostra, e adicionamos ao ®Eppendorf contendo o
DMSO. Apds a homogeneizagao, (obtengdo de uma solugdo limpida sem turbidez).
A solucao obtida foi vertida em ®Tubo de RMN (5 milimetros de didmetro, minimo de
17 cm de altura e maximo 19 cm) da marca Wilmad tampado e verificado se o
mesmo estava com cerca de e 4,5-5,0 cm de altura. Posteriormente o ®Tubo de
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RMN foi limpo com um papel macio para retirar as marcas de impresséao digital e
identificado com etiquetas. Os espectros de RMN-H foram registrados em

equipamento da Bruker 400 MHz espectrometro.

4.5. Pré-tratamento de palha e bagago de cana-de-agucar com
[TEA][HSO4]

Os pré-tratamentos foram realizados em um reator (®Regmed, Osasco-SP,
Brasil) (Figura 9). Foram pesados aproximadamente 20 g (base seca) de palha ou
bagaco de cana-de-agucar (previamente lavado com agua destilada, porém sem
moagem e extracao alccolica, item 4.1 e previamente pré-tratado hidrotermicamente,
item 4.2) em cada reator e adicionado 200 g de [TEA][HSO4] 80% (BRANDT-
TALBOT et al., 2017). A consisténcia final da reacéo foi de 10% (m/m). Os reatores
foram fechados e foi selecionada a temperatura de 120°C e agitagao de 4 rpm no
display do equipamento. O equipamento foi acompanhado até atingir 120°C, e entéo
foi disparado um crondmetro. Os tempos de reagao foram de 1, 2, 4,6 e 8 h e ao
completar cada tempo o equipamento foi desligado. As valvulas dos reatores foram
abertas para a saida de vapor, e os reatores foram resfriados. Apds o resfriamento,
os reatores foram abertos e o material foi coletado e filtrado. A fracao liquida (licor)
foi coletada e separada, a fracdo insoluvel retida no filtro vidro sinterizado de
porosidade numero 3 de 100 mL foi lavada e extraida com etanol. Para isso foi
transferido o conteudo da fragédo insoluvel para um Erlenmeyer de 1 L, adicionado
400 mL de etanol 95% (v/v) e colocado em shaker a 120 rpm a 45°C por 1 h. Ao final
da extracao foi separada a fracao liquida da sdlida por decantacdo. Foi coletado o
liquido em um frasco de fundo redondo de 1 L, a extragcao foi repetida 3 vezes. Por
fim o material foi recolhido (quantitativamente) e colocado em estufa de circulagao
de ar a 40°C, por 24 h (massa constante). Assim, foram determinados os
rendimentos dos pré-tratamentos. A fragao liquida obtida na extracdo com etanol foi
misturada a fragao liquida obtida apds o pré-tratamento (licor), gerando uma fragao
liquida final que foi estocada a 5°C até o meomento de seu uso.

4.6. Precipitagao de lignina e recuperagao da fragao liquida e precipitagao

de lignina
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A fracao liquida final obtida no item 4.5 foi utilizada para a precipitagcao da
lignina. Desta forma, o licor foi vertido em um baldo de 1 L o qual foi evaporado em
rotaevaporador (tipo heidolph) a 80°C por 3 h com uma pressao de 200 mbar. O licor
concentrado foi transferindo para um béquer de 1 L e adicionada agua destilada na
proporcao de 3:1 (3 partes de agua para 1 parte de licor concentrado) e deixado em
repouso por 1 h para precipitar a lignina. A suspensao obtida foi transferida em tubos
de centrifuga de 50 mL (previamente secos e pesados), centrifugado por 20 min a
5000 rpm e vertido o sobrenadante (o qual foi recolhido, mensurado seu volume total
e coletada uma fragcdo que foi congelada a -20°C até o momento de seu uso). Na
sequéncia, foi adicionada 50 mL de agua deionizada ao pellet de lignina,
centrifugado novamente e o sobrenadante descartado, o procedimento foi repetido 5
vezes. Por fim, a lignina foi seca no tubo em estufa a 45 °C durante 24 h (massa
constante). Ao final os tubos contendo a lignina seca foram pesados e determinado
o rendimento de obtencgao.

Os licores concentrados e diluidos de cada amostra e tempo de pré-
tratamento foram previamente diluidos e submetidos a determinag&o do espectro de
varredura na regido do ultravioleta (UV) utilizando-se espectrofotdmetro e
determinada a concentragdo de lignina utilizando-se a absortividade de 20 g.L-"'cm"’
(MASARIN et al., 2011).

4.7. Determinacao dos teores de lignina e carboidratos

As amostras obtidas nos itens 4.1 (material moido e extraido com etanol), 4.2,
4.5 e 4.6 foram hidrolisadas com acido sulfarico 72% (m/m) (MASARIN et al., 2011).
Os experimentos foram realizados em duplicata. Assim, 300 mg de amostra foram
tratadas com 3 mL de acido sulfurico 72% (m/m) por 1 h a 30°C. Em seguida, os
conteudos dos tubos de ensaio foram transferidos, quantitativamente, para
Erlenmyers de 250 mL com auxilio de 79 mL de agua. A mistura foi autoclavada por
1 h, a 121 °C, resfriada e filtrada em filtros de vidro sinterizados de porosidade
numero 3 de 30 mL, (previamente secos em estufa a 105 °C por 1 h e meia e
pesados). O material retido foi lavado, com 2 porgdes de 5 mL de agua, e seco até
massa constante. Esse residuo seco correspondeu a lignina insoluvel em acido
(lignina Klason insoluvel). Os filtrados foram avolumados, a 100 mL, e uma pequena
aliquota passada através de cartuchos do tipo SEP-PACK C18 para a retencédo de
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compostos fendlicos e analisados quanto aos teores de carboidratos (glicose, xilose,
arabinose e acido acético) em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (SHIMADZU, modelo NEXERA XR). A analise cromatografica foi realizada
utilizando-se uma coluna BIORAD AMINEX HPX-87H a 60 °C, com H2S04 5 mM a
0,6 ml.min"' como eluente, volume de amostra de 20 uL e detecgéo por indice de
refracdo (SHIMADZU RID-20A) a 60 °C. As concentragdes dos compostos foram
determinadas através de curva analitica preparada com padrdes, de grau analitico,
secos sob pentoxido de fésforo e vacuo. O teor de lignina soluvel em acido foi
determinado através da leitura da absorbancia em 205 nm de uma diluicdo
(usualmente 1:100) do hidrolisado, tomando-se como padrdo uma absortividade de
105 L.g'.cm™.

4.8. Caracterizagao quimica e estrutural das ligninas

As ligninas precipitadas obtidas no item 4.6 foram caraterizadas conforme os
procedimentos a seguir.
Espectrometria no infravermelho com transformada de fourier com reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR): As amostras foram submetidas a um processo de secagem, e
em seguida, pesadas, resultando em um peso médio de aproximadamente 5 mg. A
analise FTIR-ATR foi realizada usando um Spectrum TM 400 série FTIR/NIR,
espectrdmetro equipado com um cristal de seleneto de zinco ATR. A resolugao
espectral foi de 4,0 cm 1 e 16 varreduras/amostras foram acumuladas na regido de
600 e 2400 cm™.
Andlise Termogravimétrica (TG): A temperatura de decomposi¢cao térmica das
amostras de lignina foi determinada por um analisador termogravimétrico Q500
V20.13 Build 39 (TA Instruments). Aproximadamente 5 mg de amostras foram
pesadas e em seguida, foi aquecido a uma taxa de 25 °C.min"' em uma faixa de
temperatura de 10 até 600 °C, sob atmosfera de nitrogénio (atmosfera ndo oxidante)
usando um fluxo taxa de 60 mL.min""’
Analise Elementar: As amostras foram submetidas a um processo de secagem, e em
seguida, pesadas, resultando em um peso médio de aproximadamente 1 mg. A
analise elementar de amostras de lignina foi determinada usando um PerkinElmer
CHNS Analyzer 2400. Aproximadamente 3 mg de lignina foram usados para

determinar os teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre.
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Determinagcdo da massa molecular: A massa molecular média (Mn e Mw) das
ligninas foi determinado utilizando-se um sistema de CLAE (SHIMADZU, modelo
NEXERA XR) equipado com uma coluna de separacédo de polimeros PolySep-SEC
2000 e detecgao por indice de refracao (SHIMADZU PDA-20A-UV). Foi utilizado um
tampao Fosfato com pH 12 para preparacao amostras de lignina. Foi usada como
eluente a uma vazao de 1,5 mL min" a 60 °C. A curva analitica foi elaborada com
padrdes analiticos de polimeros (intervalo 0,13 até 12,4 kDa) de massa molecular
conhecida. Os calculos das massas molares (Mn e Mw) e da dispersibilidade (PD)

foram realizados através da resolucédo da Equacao 1.

Equacéo 1

M, = Z xiM;

Onde:

Mi = Massa molar média da faixa de tamanhos i.

Xi = Fragcao do numero total de cadeias com esse tamanho.

Wi = Fracdo em peso das moléculas nesse intervalo de tamanho.

PD= indice de polidispers&o ou polidispersividade.

Determinagdo de carbonilas: As amostras de lignina foram dissolvidas em 1,4-
dioxano 85% (v/v) na concentragdo de 20 mg.L-'. Foram misturados 2 mL de uma
solugao de lignina e 1 mL de uma solugdo de 0,05 M de boroidreto de sédio. A
mistura foi deixada no escuro por 45 h, a temperatura de 25 °C e, em seguida, os
espectros diferenciados foram registrados na regido de 200-400 nm, contra uma
solugdo ndo reduzida da amostra nas mesmas condi¢cdes (MARTONE et al., 2009) .
Os calculos dos teores de grupos carbonila foram realizados através da resolugéo da
Equacgao 2 (FERRAZ et al., 2000);
Equacao 2

AE31onm = 10500x + 9400y
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AE3zs2nm = 19800x + 2020y

Onde:

AE310nm = A310 x massa molar da formula Ce da lignina em quest&do/Clig

AE342nm = A342 x massa molar da férmula Cs da lignina em questao/Clig

X =n° de y-carbonilas a-B insaturadas/Cog

Y = n° de a-carbonilas/Cg

A310 e A342 = Absorbancia nos respectivos comprimentos de ondas, no espectro
da solugao sem redugao contra a solugao reduzida (ambas em mesma
concentragao).

Clig = concentragao de lignina, em g.L".

Os indices numéricos das equacdes sao valores obtidos a partir da determinacéo de
carbonilas em compostos modelos de lignina (MARTONE, 2009).

Determinacéo de hidroxilicas fendlicas: Foi utilizado o método da espectroscopia UV/
diferencial que consiste na varredura, em espectrofotbmetro, de uma solugcdo de
lignina em meio basico contra a mesma solugdo em meio acido. A determinacéo de
OH fendlico foi feita com base na absortividade média de compostos modelos de
lignina (WEXLER, 1964). As amostras de ligninas foram dissolvidas em 1,4-dioxano
85% (v/v) na concentragdo de 20 mg. L™'. O pH das solucgdes foi ajustado em 13,
com hidroxido de sédio 1 M. Um branco de cada amostra foi feito na mesma diluigao,
porém em pH 1, ajustado pela adicdo de acido cloridrico 1 M. A varredura da
solucdo alcalina contra a solugdo acida foi realizada utilizando-se um

espectrofotdmetro. O teor de hidroxilas fendlicas foi calculado através da Equacao 3:

Equacéao 3

%OH fenslico = (Aabs 250nm X 0,192) / Ciig

Onde:

%OH fendlico = porcentagem de hidroxilas fendlicas.

AAbs 250nm = Absorbancia da solugdo em 250 nm, subtraida da absorbancia
relativa a linha de base do espectro.

0,192 = relagao de porcentagem de OH fendlico por absortividade em 250 nm (L.g

'.cm™), determinada para varios compostos modelos de lignina.
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Determinacdo de absortividade: As amostras de lignina foram dissolvidas em 1,4
dioxano 85% (v/v) na concentragdo de 20 mg.L'. Essas solugdes foram
sucessivamente diluidas com solugdo de dioxano 85% (v/v) e mensurada a

absorbanca em 280 nm em um espectrofotémetro (MARTONE, 2009).

4.9. Determinacgao de atividade de celulases

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada para o preparado
enzimatico comercial Cellic CTec Il (Novozymes). A atividade de celulases totais foi
determinada segundo a metodologia descrita por (GHOSE, 1987). A reacéao
enzimatica foi conduzida em tubos de ensaio de 30 mL contendo 1 mL de tampao
acetato de sédio 50 mM, pH 4,8, uma tira de papel de filtro 1 cm x 5 cm
(aproximadamente 50 mg) e 0,5 mL de extrato enzimatico. Os tubos de ensaios
foram aquecidos em banho maria a 50°C por 60 min. Em seguida, foi adicionado 3
mL de DNS e a mistura foi fervida por 5 min. Foram adicionados 20 mL de agua
destilada em cada tubo e homogeneizou-se a mistura em agitador vortex. A leitura
da absorbancia foi feita em espectrofotbmetro a 540 nm. Foram realizados controles,
adicionando o reagente de DNS antes do preparado enzimatico. Para o branco foi
adicionada agua destilada no lugar da amostra. Os experimentos foram realizados
em triplicata. As concentragdes dos compostos foram determinadas através de uma

curva analitica.

4.10. Hidrdlise enzimatica com celulases comerciais na polpa celuldsica
oriunda dos pré-tratamentos com [TEA][HSO4]

Os materiais ndo tratados e hidrotermicamente pré-tratados (itens 4.1, 4.2, 4.5

e 4.6), foram moidos em moinho de facas com uma tela de retengcdo de 0.84 mm.
Foi pesado aproximadamente 200 mg de material (base seca) em Erlenmeyers de
125 mL. Os materiais foram hidrolisados com celulases comerciais (Cellic Cetec ).
A hidrolise enzimatica foi realizada com 20 FPU de celulases por grama de substrato
(base seca). As reacgbes foram realizadas em 10 mL de uma solugdo de tampao
acetato de sédio 50 mM (pH 4,8). Nesta condigao os experimentos foram realizados
a 1% de consisténcia (relacdo massa: massa de 100 mg da amostra:10 mL de
solugdo (MASARIN et al., 2011). Os experimentos foram realizados sob agitagdo de
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120 rpm, a 45°C, por 72 h. Apds o tempo de hidrélise foi amostrada uma aliquota
que foi tratada termicamente a 100°C por 5 min e analisado em sistema de CLAE
(tem 4.7) para a determinacdo de glicose e xilose (PAZ-CEDENO et al., 2021,
BRANDT-TALBOT et al., 2017b). A conversdo de celulose e xilana foi calculada

conforme a Equacéo 4:

Equacao 4

licose ou xilose *
a=12 - 1+ 100%

Onde:

A = convergéo de celulose ou xilana em glicose ou xilose, respectivamente (%).
Glicose ou Xilose = massa de glicose ou xilose, respectivamente (g).

f= fator de hidrdlise: 0,90 e 0,88 para celulose e xilana, respectivamente (g.g™).

m = massa em base seca inicial de celulose ou xilana no material (g).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese de [TEA][HSO4]

Apos a mistura de acido sulfurico e trietilamina foi observado aumento da
temperatura (o qual foi controlado pela adicdo de gelo para resfriamento)
caracterizando-se uma reacéo do tipo exotérmica. Também foi averiguado através
do aspecto visual a formacéo de liquido homogéneo corroborando com o sucesso da
formacédo do [TEA][HSO4]. Ao final da reagdao o [TEA][HSO4] apresentou umidade
média de 15% (v/v), a qual foi padronizada para 20% (v/v). O [TEA]J[HSO4]
apresentou pH=1. O espectro de RMN-H apresentou a banda de ligagcéao do tipo N-H
(pm=8,97), a qual é caracteristica do [TEA][HSO4] confirmando o sucesso de sua
sintese. Outras bandas do [TEA][HSO4] também foram verificadas, por exemplo, -
CHs, -CH2, e HSOs-, além da banda relativa ao solvente utilizado na analise (DMSO)
(Figura 10).

Figura 10. Espectro de RMN-H de [TEA][HSO4].
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Todas essas caracteristicas verificadas no [TEA][HSO4] corroboram com os

estudos da sintese do mesmo reportados recentemente na literatura (BRANDT-
TALBOT et al., 2017b; GSCHWEND et al., 2019; GSCHWEND et al., 2018).
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5.2. Pré-tratamentos de subprodutos de bagago de cana-de-agucar com
[TEA][HSO4]

Neste estudo, o bagago e a palha de cana-de-agucar (em suas formas natura

e tratada hidrotermicamente) foram pré-tratadas com [TEA]J[HSO4]. O pré-

tratamentos de bagacgo e palha de cana-de-agucar foram realizados em reatores

individuais de ago inoxidavel (°Regmed, Osasco-SP, Brasil) (Figura 9).

5.3. Pré-tratamento de bagaco de cana-de-agucar com [TEA][HSO4] e
caracterizagao quimica das polpas celuldsicas obtidas
A Tabela 1 apresenta a caracterizacdo quimica das polpas celuldsicas
recuperadas apos o pré-tratamento do bagago de cana-de-agucar em sua forma
natura com [TEA]J[HSO4]. A analise da composicdo quimica confirmou o
enriquecimento da polpa celulésica e dissolucido das fracdes de hemicelulose e
lignina. As amostras exibiram variagbes significativas nas porcentagens de
rendimento, abrangendo uma faixa entre 66-41%. Vale destacar que n&o foram
detectados os grupos laterais naso polpas recuepradas, arabinosil e acetil, que s&o
normalmente encontrados na hemicelulose de bagago de cana-de-agucar em sua
forma natura (Tabela 1), conforme relatado na literatura (MASARIN et al., 2011). Os
resultados da somatéria das analises apontaram para uma média de 83-87%. E
importante mencionar que o acido 4-O-metil-glucurénico, comumente identificado
como cadeias laterais na hemicelulose de bagaco de cana-de-agucar, ndo foi
quantificada nas amostras avaliadas, o que pode explicar parte do conteudo
classificado como "composto indeterminado”. Além disso, a presenca de cinzas e 0s
produtos resultantes da degradagdo de agucar durante a hidrolise acida das
amostras também podem ter contribuido de forma limitada para essa fragao
(MASARIN, et al., 2011).
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Tabela 1. Composicédo quimica e rendimento de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com [TEA][HSO4] por diferentes tempos.
Teores apresentados em porcentagem (grama/100 gramas de material bruto, dados em base seca).

Amostras Rendimento Celulose Xilana Grupo Grupo Lignina Soma
(%) (%) (%) Arabinosil Acetil (%) (%)
(%) (%)
Componentes amostras (g/100g polpa basica)

Nao tratado (in natura) (0h) - 33,3+0,3 21,2+0,2 1,3+0,0 21+0,2 251+0,3 83,0
Tratado1 h 66,0 £0,7 49,1+0,5 34+0,2 nd nd 33,2+0,4 857
Tratado 2 h 49,7+ 0,8 59,6 £ 0,2 1,5+0,1 nd nd 236+0,3 84,7
Tratado 4 h 44,0+ 31 65,4 +£0,2 1,3+0,0 nd nd 18,9+0,0 85,6
Tratado 6 h 46,3+ 0,5 70,4 £ 0,1 1,1+0,1 nd nd 14,1+0,0 85,6
Tratado 8 h 41,0£0.1 76,0 £ 1,1 1,0 £ 0, nd nd 10,6+06 87,6

Componentes da biomassa (g/100g de material original, balango de massa)

Nao tratado (in natura) (Oh) - 33,3+ 0,33bcdel  212+0,2 1,3+0,0 21+0,2 251+03 83,0
Tratado1 h 66,0 £ 0,7 32,4 +£0,30¢ 2,3+0,20 nd nd 21,9+0,3 56,6
Tratado 2 h 49,7+ 0,8 29,6 + 0,1¢4d 0,8 +0,01 nd nd 11,7+0,2 421
Tratado 4 h 44,0 + 3,1 28,8 £ 0,19¢ 0,6 +0,02 nd nd 8,3+0,0 37,7
Tratado 6 h 46,3+ 0,5 32,6 +0,0% 0,5+0,01 nd nd 6,5+0,3 39,4
Tratado 8 h 41,0+ 0,1 31,2+ 0,4 0,4 +0,01 nd nd 4,3+0,2 35,9

Todos os dados apresentados sdo a média aritmética segquida pelo desvio padrdo amostral.

O bagaco de cana-de-agtcar néo tratado (natura) contém 2,2% (m/m) de extrativos (base seca).

Apds o pré-tratamento com [TEA][HSO4] as polpas recuperadas ndo apresentaram teores significativos de extrativos.

nd = néo detectado.

Os dados sdo média + desvio padrdo. Em cada coluna, os valores com as mesmas letras sobrescritas ndo diferem entre si, a um nivel de significancia de 0,05
(teste de Tukey).
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A Figura 11 apresenta o aspecto visual das polpas celulésicas recuperadas
de bagacgo de cana-de-agucar em sua forma natura (tempo O h) e apdés o pré-
tratamento com [TEA][HSO4] em fungéo do tempo (1-8 h). As polpas mostraram um
aspecto mais escuro, principalmente nos tempos mais curtos de pré-tratamento 1-2

h, tornando-se mais esbranquicadas apds 4 h de reacéo.

Figura 11. Bagaco de cana-de-agucar em sua forma natura (tempo zero, Oh) e polpas
recuperadas em funcdo do tempo de reacgao apds diferentes tempos de pré-tratamento
com [TEA][HSO4].
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A Figura 12 apresenta o rendimento do pré-tratamento de bagago de cana-de-
agucar em sua forma natura com [TEA][HSO4], os indices de remoc¢ao das fragdes

de lignina e hemicelulose, além da recuperagao da polpa em fung¢ao do tempo.
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Figura 12. Remoc¢ao dos componentes e rendimento em fungdo do tempo de pré-
tratamento de bagaco de cana-de-agucar em sua forma natura com [TEA][HSO.]. A
barra do desvio padrdo pode nao ser visualizada quando for menor que o tamanho
do marcador.
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As amostras provenientes de bagag¢o de cana-de-agucar em suas formas
natura apresentaram variacdo nos teores dos componentes, conforme o tempo de
pré-tratamento. Foi verificada remogéo da fragdo hemicelulésica de 91% (m/m) apds
1 h de reacao, permanecendo neste patamar até 8 h de reagcao em funcéo do tempo
de pré-tratamento. Além disso, foi verificado um aumento gradual do indice no nivel
da dissolugéo da lignina em fungdo do tempo do pré-tratamento, atingindo 83%
(m/m) em 8 h de reagéo. No caso da fragéo celuldsica (polpa recuperada) ndo houve
diferengas significativas em seu teor entre as polpas recuperadas e o bagago de
cana-de-agucar em sua forma natura, evidenciadas por meio do teste de Tukey
(Tabela 1).

A Tabela 2 apresenta a caracterizacdo quimica das polpas celuldsicas obtidas
apos o pré-tratamento com [TEA][HSO4] em bagago de cana-de-agucar previamente
termotratado. O bagaco de cana-de-agucar previamente termotratado apresentou
teores superiores de celulose (40,4%) e lignina (30,6%) quando comparado ao
bagaco de cana-de-agucar em sua forma natura (33,3 e 25,1%, respectivamente)
(Tabelas 1 e 2). O enriquecimento destas fragées ocorreu devido a seletividade do
termotratamento em dissolver a fragdo hemiceluldésica (DIAS et al., 2023; PAZ-
CEDENO et al., 2021).
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Tabela 2. Composi¢do quimica e rendimento de bagago de cana-de-agucar previamente termotratado apds e pré-tratamentodo com
[TEA][HSO4] por diferentes tempos. Teores apresentados em porcentagem (grama/100 gramas de material bruto, dados em base seca).

Amostras Rendimento Celulose Xilana Grupo Grupo Acetil Lignina Soma
(%) (%) (%) Arabinosil (%) (%) (%)
(%)
Componentes amostras (g/100g polpa basica)

Termotratado (0h) - 404+19 12,6 £ 0,7 0,3 +£0,01 0,7 £0,03 30,6 £0,7 84,6
Tratado 1 h 64,5 49,0+ 0,1 2,2+0,1 nd nd 348+0,5 86,0
Tratado 2 h 66,3 63,4 +£0,1 2,6+0,1 nd nd 22,2 +0,1 88,2
Tratado 4 h 66,3 67,4+0,4 3,0£0,0 nd nd 15,3+0,5 857
Tratado 6 h 66,6 69,8 £ 0,1 33104 nd nd 12,1+0,0 85,2
Tratado 8 h 68,0 67,1+0,0 3,9+0,0 nd nd 152+0,3 86,2

Componentes da biomassa (g/100g material original - balango de massa)

Termotratado (0Oh) - 40,4+19 12,6 £0,7 0,3+0,01 0,7 £0,03 306£0,7 84,6
Tratado 1 h 64,5 31,6 £0,1 1,4+0,1 nd nd 22,4 +0,3 55,4
Tratado 2 h 66,3 32,3+0,1 1,3+0,1 nd nd 11,3+0,0 449
Tratado 4 h 66,3 30,3+0,3 1,3+0,0 nd nd 6,9+0,3 38,5
Tratado 6 h 66,6 29,3+0,1 1,4+0,2 nd nd 51+0,0 35,8
Tratado 8 h 68,0 26,9+0,0 1,6 £0,0 nd nd 6,1+0,2 34,6

Todos os dados apresentados sdo a média aritmética seguida pelo desvio padrdo amostral.
O bagaco de cana-de-agucar previamente termotratado ndo apresentou teor significativo de extrativos.
nd = néo detectado.
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No geral os niveis de enriquecimento da polpa celulésica e de remogao das
fracbes de hemicelulose e lignina pela agdo do pré-tratamento do bagaco de cana-
de-agucar termotratado com [TEA]J[HSO4] foram semelhantes aos resultados
reportados para o bagago de cana-de-agucar em sua forma natura. Entretanto,
apesar de o bagaco de cana-de-agucar em sua forma natura apresentar um teor
menor de celulose (33,3%) o enriquecimento desta fragdo ao longo do tempo do pré-
tratamento com [TEA][HSO4] foi superior quando comparado ao bagago de cana-de-
acucar previamente termotratado (Tabelas 2 e 3).

A Figura 13 apresenta o aspecto visual das polpas celulésicas recuperadas
de bagaco de cana-de-agucar previamente (termotratadoa) apds o pré-tratamento
com [TEA][HSO4] em fungdo do tempo. O bagago de cana-de-agucar termotratado
apresentou um leve escurecimento em comparacgao ao previamente termotratamento
comparado ao bagaco de cana-de-agucar em sua forma natura (1-2 h), isto pode
ocorrer devido a dissolugéo e alteragao estrutural da lignina catalisada por acido. As
polpas mostraram um aspecto mais escuro, principalmente nos tempos mais curtos
de pré-tratamento (1-2 h), tornando-se mais esbranquigadas apdés 4 h de reacéo
(GEORGE et al., 2015).

Figura 13. Bagaco de cana-de-agucar termotratado (tempo zero, Oh) e polpas
recuperadas apos pré-tratamento com [TEA][HSO4] em diferentes tempos de reacgao.

1h
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A Figura 14 apresenta o rendimento do pré-tratamento de bagaco de cana-de-
acgucar termotrado com [TEA][HSO4], o indice de remogao das fragdes de lignina e

hemicelulose, além da recuperagao da polpa celuldésica em funcédo do tempo.

Figura 14. Remocao dos componentes e rendimento em fungdo do tempo de pré-
tratamento de bagagco de cana-de-agucar termotratado e pré-tratado com
[TEA][HSO4]. A barra do desvio padrao pode nao ser visualizada quando for menor
que o tamanho do marcador.
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Analisando os resultados € possivel observar que o indice de solubilizagéo
das fragdes de lignina e hemicelulose aumentam em fungéo do tempo de reagdo. Os
perfil dos niveis de remogao das fragdes de lignina e hemicelulose do bagaco de
cana-de-agucar termotratado foram semelhantes ao reportado para bagacgo de cana-
de-agucar em sua forma natura, entretanto, destaca-se uma diferenga substancial no
caso da recuperacao da polpa de celuldsica ao longo do tempo de reagao (até 8 h)
do bagago previamente termotratado, ocorrendo perda deste componente,
diferentemente do bagaco de cana cana-de-agucar em sua forma natura o qual n&o
paresentou remoacgao significativa (Tabela 1), uma expliagdo para este efeito estaria
associadoao indice de cristalinidade da celulose tornando esta fracdo mais

susceptivel a degradacéao pelo pré-tratamento com [TEA][HSO4].
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5.4. Pré-tratamento de palha de cana-de-agucar com [TEA]J[HSO4] e
caracterizagao quimica das polpas celuldsicas obtidas

A Tabela 3 apresenta a caracterizagdo quimica dos componentes
macromoleculares das polpas celulésicas apds o pré-tratamento da palha de cana-
de-agucar em sua forma natura com [TEA][HSO4]. As andlises de composigao
quimica confirmam o enriquecimento da polpa celuldsica e dissolugcdo das fracbes
de hemicelulose e lignina. Os resultados obtidos foram semelhantes ao pré-
tratamento de bagago de cana-de-agucar em sua forma natura com [TEA][HSO4]. No
entanto, para o bagag¢o de cana-de-agucar em sua forma natura foi verificada uma
sutil superioridade no enriquecimento da polpa celulésica recuperada quando
comparado com a polpa recuperada de palha de cana-de-agucar, além dos niveis de
dissolugao de lignina (por exemplo, apds 8 h de reagéo a polpa celuldsica do bagago
de cana-de-agucar atingiu 76% de celulose, enquanto para a palha 70,5%) (Tabelas
1 e 3). Isso ocorreu devido a degradagao da fragado celuldsica da palha de cana-de-

agucar ao longo do pré-tratamento com [TEA][HSOg4] (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 3. Composi¢cao quimica e rendimento de palha de cana-de-agucar pré-tratada com [TEA][HSO4] por diferentes tempos. Teores
apresentados em porcentagem (grama/100 gramas de material bruto, dados em base seca).

Amostras Rendimento Celulose Xilana Arabinosil Acetil Lignina Soma
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Componentes amostras (g/100g polpa basica)

Nao tratado (in natura) - 34,7+0,5 20403 22+0,0 2,7+0,3 25,3+0,3 85,3
Tratado 1 h 66,0 £ 0,7 47,3 10,7 4,0+0,2 nd nd 34,5+0,8 85,8
Tratado 2 h 49,7+0,8 61,1+1,2 26+0,1 nd nd 26,1+0,1 89,8
Tratado 4 h 44,0 £ 3,1 67,5+0,4 3,51£0,1 nd nd 22,2+0,2 93,2
Tratado 6 h 46,3+0,5 70,8 £ 0,6 1,6 £0,1 nd nd 16,5+0,3 88,9
Tratado 8 h 41,0+ 0,1 70,5+04 1,9+£0,0 nd nd 16,4 + 0,3 88,8

Componentes da biomassa (g/100g material original, balan¢o de massa)

Nao tratado (in natura) - 34,7 £ 0,5abcdel  204+0,3 2,2+0,0 2,7+0,3 253+0,3 85,3
Tratado 1 h 66,0 £ 0,7 27,6 £ 0,4°¢ 2,3+0,1 nd nd 20,1+£0,5 49,4
Tratado 2 h 49,7+0,8 25,9 +£0,5° 1,1+0,1 nd nd 11,1+£0,0 38.1
Tratado 4 h 44,0 £ 3,1 27,0 £ 0,24 1,4+0,1 nd nd 8,9+0,1 37,3
Tratado 6 h 46,3+0,5 24,8 £ 0,2¢8f 0,6 £0,02 nd nd 58+0,1 31,2
Tratado 8 h 41,0+ 0,1 22,6 0,1 0,6 £ 0,01 nd nd 52+0,1 28,4

Todos os dados apresentados sdo a média aritmética segquida pelo desvio padrdo amostral.
A palha de cana-de-agtcar néo tratada (in natura) contemcontém 2,2% de extrativos (base seca).
Apés o pré-tratamento com [TEAJ[HSO4] as polpas recuperadas ndo apresentaram teores significativos de extrativos.

nd = nao detectado.

Os dados sdo média * desvio padrdo. Em cada coluna, os valores com as mesmas letras sobrescritas ndo diferem entre si, a um nivel de significancia de 0,05

(teste de Tukey).
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A Figura 15 apresenta o aspecto visual das polpas celulésicas recuperadas
da palha de cana-de-agucar (em sua forma natura) apdés o pré-tratamento com
[TEA][HSO4] em fungdo do tempo. Os resultados foram similares ao bagaco de
cana-de-agucar em sua forma natura, ou seja, um aspecto mais escuro,
principalmente nos tempos mais curtos de pré-tratamento (1-2 h), tornando-se mais
esbranquicadas apds 4 h de reacao.

Figura 15. Palha de cana-de-agucar em sua forma natura (tempo zero, O h) e
polpas recuperadas apoés diferentes tempos de pré-tratamento com [TEA][HSO4].

A Figura 16 apresenta o rendimento do pré-tratamento da palha de cana-de-
agucar em sua forma natura com [TEA][HSO4], o indice de remogao das fragdes de
lignina e hemicelulose, além da recuperagdo da polpa celulésica em fungdo do
tempo.
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Figura 16. Remocéo dos componentes e rendimento em fungdo do tempo de pré-
tratamento de palha de cana-de-agucar natura com [TEA][HSO4]. A barra do desvio
padrao pode nao ser visualizada quando for menor que o tamanho do marcador.
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Os dados mostram que o nivel de remogao da fragdo hemicelulésica atinge
um platé em 2 h de reagéo (aproximadamente 95%), com alteragées minimas entre
2-8 h de reacgdo. Entretanto, a dissolugdo da fragdo de lignina ndo apresentou um
platd definido, sendo verificado um aumento do indice de remocao desta fracao,
todavia, com uma diminui¢cdo da taxa de dissolugdo ao longo do tempo (verificando-
se uma maior taxa até 2h de reagao), resultando em um maximo de dissolugao desta
fracdo de aproximadamente 80% em 8 h de reagdo. A Figura 16 também destaca
uma degradac&do ao longo do tempo de reagédo da fragdo celuldsica (recuperacgéo
meédia da polpa de 64% em 8 h de reagado). Desta forma, os resultados obtidos com
palha de cana-de-acucar foram semelhantes aos do bagago de cana-de-agucar
(Figura 12), ambos em suas formas natura, a exceg¢ao foi uma leve superioridade
nos indices de recuperagao da fragdo celulésica do bagago de cana-de-agucar
quando comparado a palha de cana-de-agucar (por exemplo 85% e 63% (m/m) em 8
h de reacéo, respectivamente).

A Tabela 4 apresenta a caracterizacdo quimica das polpas celuldsicas obtidas
apods o pré-tratamento com [TEA][HSO4] em palha de cana-de-agucar termotratada.
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Tabela 4. Composicado quimica e rendimento de palha de cana-de-acucar termotratada e pré-tratada com [TEA][HSO4] por diferentes
tempos. Teores apresentados em porcentagem (grama/100 gramas de material bruto, dados em base seca).

Rendimento Celulose Xilana Arabinosil Acetil Lignina Soma
Amostras (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Componentes amostras (g/100g polpa basica)

Termotratado (0h) - 50,7+ 1,6 76+0,2 0,1+0,02 0,1+0,1 38,9+1,1 97,4
Tratado 1 h 65,8 48,6 £ 0,2 3,1+£0,1 nd nd 34,3+0,3 86,0
Tratado 2 h 57,7 56,3+ 0,4 34+0,2 nd nd 28,5+ 0,1 88,2
Tratado 4 h 57,7 57,3+£0,2 3,5+£0,5 nd nd 244 +0,3 85,2
Tratado 6 h 60,6 62,0+£0,2 3,401 nd nd 20,3+0,7 85,7
Tratado 8 h 46,6 60,9+ 0,1 50+0,2 nd nd 224 +£0,7 88,3

Componentes da biomassa (g/100g material original, balango de massa)

Termotratado (0h) - 50,7+ 1,6 76+0,2 0,1+£0,01 0,1+0,1 38,9+1,1 97,4
Tratado 1 h 65,8 31,9+0,1 20+£0,0 nd nd 226 0,2 56,5
Tratado 2 h 57,7 27,0+£0,2 1,6 £0,1 nd nd 13,7+0,0 42,3
Tratado 4 h 57,7 25,8+ 0,1 1,6 +£0,3 nd nd 11,0£0,2 38,4
Tratado 6 h 60,6 26,0+0,2 1,4 +£0,0 nd nd 8,6+0,4 36,0
Tratado 8 h 46,6 24,4 +0,0 20+0,1 nd nd 9,0+£0,3 35,4

Todos os dados apresentados sdo a média aritmética sequida pelo desvio padrdo de amostragem.
A palha de cana-de-agtcar previamente termotratada ndo apresentou teor significativo de extrativos.

nd = néo detectado.
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A palha de cana-de-acucar termotratada apresentou teores superiores de
celulose e lignina (50,7 e 38,9%, respectivamente) quando comparado a palha de
cana-de-agucar em sua forma natura (34,7 e 25,3%, respectivamente) (Tabelas 3 e
4). O enriquecimento destas fracbes ocorreu devido a seletividade do
termotratamento na dissolugdo da fragdo hemicelulésica (DIAS et al., 2023; PAZ-
CEDENO et al., 2021). No entanto, o enriquecimento da polpa celulésica apds o pré-
tratamento com [TEA][HSO4] em palha de cana-de-agucar termotratada foi inferior
quando comparado a palha de cana-de-agucar em sua forma natura, independente
do teor de celulose da mesma (Tabelas 3 e 4). Além disso, o presente resultado néo
corrobora com os dados obtidos no pré-tratamento com [TEA][HSO4] em bagacgo de
cana-de-agucar termotratado, sugerindo que o termotratamento na palha de cana-
de-acgucar culminou em alteragcdes substanciais na estrutura da molécula de celulose
resultando em comportamento distinto no pré-tratamento com [TEA][HSO4] (SAHA et
al., 2017) (Tabelas 2 e 4).

A Figura 17 apresenta o aspecto visual das polpas celulésicas recuperadas
de palha de cana-de-agucar (termotratada) apos o pré-tratamento com [TEA][HSO4]
em funcdo do tempo. A palha de cana-de-agucar termotradada mostrou um
escurecimento substancial apds o termotratamento quando comparado a palha de
cana-de-agucar em sua fora natura (Figura 15). As polpas recuperadas apos o pré-
tratamento com [TEA]J[HSO4] mostraram um aspecto mais escuro, principalmente
nos tempos mais curtos de pré-tratamento (1-2 h), tornando-se mais esbranquigadas
apos 4 h de reagdo. Além disso, quando se compara as polpas obtidas de bagaco e
palha de cana-de-agucar termotratadoas seguidas de pré-tratamento com
[TEA][HSO4] observa-se um aspecto mais escuro das polpas oriundas de palha de
cana-de-agucar termotratada (Figuras 13 e 17, respectivamente).
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Figura 17. Palha de cana-de-agucar termotratada (tempo zero, 0 h) e polpas
recuperadas apos pré-tratamento com [TEA]J[HSO4] em diferentes tempos de
reacao.

2h

A Figura 18 apresenta o rendimento do pré-tratamento da palha de cana-de-
agucar termotratada com [TEA][HSO4], o indice de remocé&o das fragdes de lignina e
hemicelulose, além da recuperagao da polpa celuldésica em funcédo do tempo.
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Figura 18. Remocao dos componentes e rendimento em fungdo do tempo de pré-
tratamento de palha de cana-de-agucar termotratada e pré-tratada com [TEA]J[HSO4].
A barra do desvio padrao pode nao ser visualizada quando for menor que o tamanho
do marcador.
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Os dados mostram que o nivel de remogao da fragdo hemicelulésica atinge
um platé em 1 h de reag&o (aproximadamente 78%), com alteragées minimas entre
4-8 h de reagao. Entretanto, a remog¢ao da fragdo de lignina ndo apresentou um
platdé definido, mas sim um aumento substancial do indice de remoc¢ao apés 1 h de
reacdo, com uma maior taxa até 2 h de reacao, resultando em aproximadamente
78% de remocgao em 8 h de reacgdo. A Figura 18 também destaca remocgéao da fragéo
celulésica ao longo do tempo de reagao, resultando em degradacédo substancial a
partir de 1 h de reagao (recuperagao média da polpa de 62%), corroborando com o
menor nivel de enriquecimento da polpa celuldsica verificado anteriormente (Tabela
4). Desta forma, a palha de cana-de-agucar termotratada apresentou um resultando
incomum na dissolucdo da fracdo hemicelulésica e na recuperagao da polpa
celulésica, ndo corroborando com os resultados oriundos do pré-tratamento em
palha e bagacgo de cana-de-agucar (em suas formas natura), bem como o bagago de
cana-de-agucar termotratado, no entanto, o perfil de dissolu¢do da lignina foi

semelhante aos outros materiais previamente avaliados.
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5.5. Hidrdlise enzimatica das polpas celuldésicas recuperadas dos
subprodutos de cana-de-agucar apds os pré-tratamentos com
[TEA][HSO4]

A Figura 19 apresenta o perfil de hidrolise enzimatica de celulose em glicose
das polpas obtidas apds os pré-tratamentos com [TEA][HSO4] em bagacgo e palha de

cana-de-agucar em suas formas natura e termotradas.

Figura 19. Hidrolise enzimatica em fungcdo do tempo de pré-tratamento com
[TEA][HSO4]. a) Palha de cana-de-agucar em suas formas natura e termotratadas.
b) Bagago de cana-de-agucar em suas formas natura e termotratadas. Foi utilizado
preparado enzimatico comercial Cellic CTec Il (Novozymes). A barra do desvio
padrao pode nao ser visualizada quando for menor que o tamanho do marcador.
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O perfil de hidrélise enzimatica da palha de cana-de-agucar foi semelhante
para o bagag¢o de cana-de-agucar, ambos em suas formas natura, com excegao que

o platd de conversao para palha de cana-de-agucar estabelecido em 2 h de reacao,
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atingiu uma conversdo média de celulose em glicose de 55,3%, enquanto o bagaco
de cana-de-agucar atingiu uma conversdo de celulose em glicose de 90%, nas
mesmas condicoes.

Entretanto, o perfil de hidrélise enzimatica do bagago e da palha de cana-de-
agucar termotratadas seguido de pré-tratamento com [TEA]J[HSO4] apresentaram
resultados distintos quando comparado ao bagaco e palha de cana-de-agucar em
suas formas natura. No tempo zero o bagago de cana-de-agucar (biomassa natura e
termotratada) apresentaram conversées médias de celulose em glicose de 25,5 e
68,7%, respectivamente, enquanto a palha de cana-de-agucar de 23,0 e 83,1%,
respectivamente. Desta forma, as biomassas previamente termotratadas resultaram
em aumento substancial da conversao de celulose em glicose.

O bagaco e a palha de cana-de-agucar em suas formas natura apresentaram
um aumento na conversao de celulose em glicose ao longo do pré-tratamento com
[TEA][HSO4] atingindo-se um platé em 4 h de reagéo (conversao média de celulose
em glicose de 86,4 e 58,3%, respectivamente). O bagago de cana-de-agucar
termotratado apresentou uma ligeira diminui¢do na hidrolise enzimatica apos o pré-
tratamento com [TEA][HSO4] em até 2 h de reagdo, entretanto, recuperando-se o
patamar do tempo zero apds 4 h de reacdo. No entanto, a palha de cana-de-acucar
termotratada apresentou uma diminui¢cdo substancial na conversao de celulose em
glicose apd6s 1 h de reagédo (conversdao média de celulose em glicose de 58,4%)
permanecendo neste patamar até 8 h de reacéo.

Os resultados de hidrolise enzimatica das polpas celulésicas em estudo
corroboram com a literatura (BRANDT-TALBOT et al.,, 2017; GSCHWEND et al.,
2016). Os autores reportaram uma conversdo de celulose em glicose média de 75%
em 9 h de pré-tratamento de biomassa de Miscanthus em sua forma natura com
[TEA][HSO4] sendo verificado um platdé a partir deste tempo de reagéo, enquanto
para o bagaco de cana-de-agucar em sua forma natura foi conferido uma conversao

de celulose em glicose média de 90% em 8 h de pré-tratamento com [TEA][HSO4].
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5.6. Obtencao das ligninas da fragao liquida dos subprodutos de cana-de-
acucar apos os pré-tratamentos com [TEA][HSO4]

Ao final dos pré-tratamentos dos subprodutos de cana-de-agucar com
[TEA][HSO4] foram recuperados os licores (frac&o liquida) e os liquidos oriundos das
extracdes alcoolicas na etapa de recuperacao das polpas celuldsicas. Esses liquidos
foram misturados e concentrados (licor concentrado) e posteriormente diluidos com
agua para precipitacdo da lignina (obtendo-se o licor diluido e a lignina precipitada).
A Figura 20 apresenta o aspecto visual do licor concentrado e diluido, além da
lignina precipitada de bagacgo de cana-de-agucar em sua forma natura apés 6 h de
pré-tratamento com [TEA]J[HSO4], outras amostras e tempos de reagao

apresentaram aspecto semelhante.

Figura 20. Licores oriundos de bagaco de cana-de-agucar em sua forma natura
apos pré-tratamento com [TEA]J[HSO4] por 6 h. (a) Licor concentrado. (b) Licor
diluido e precipitagao da lignina.
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As Figuras 21, 22, 23 e 24 apresentam os espectros de varredura na regiao
do ultravioleta (UV) dos licores (concentrado e diluido) obtidos de bagago e palha de

cana-de-agucar em suas formas natura e termotratada.
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Figura 21. Epectros de varreduras na regido do ultravioleta (UV) do licor
concentrado e diluido apos precipitagdo da lignina por diferentes tempos de pré-
tratamento de bagacgo de cana-de-agucar em sua forma natura com [TEA][HSO4].
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Figura 22. Espectros de varreduras na regido do ultravioleta (UV) do licor
concentrado e diluido obtido apds precipitagdo da lignina por diferentes tempos de
pré-tratamento de bagaco de cana-de-agucar termotratado com [TEA][HSO4].
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Figura

23. Espectros de varreduras na regidao do ultravioleta (UV) do licor
concentrado e diluido apos precipitagdo da lignina por obtido apos diferentes tempos
de pré-tratamento de palha de cana-de-agcucar em sua forma natura com

[TEA][HSO4].
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Figura 24. Espectros de varreduras na regido do ultravioleta (UV) do licor
concentrado e diluido obtido apds precipitagdo da lignina por diferentes tempos de
pré-tratamento de palha de cana-de-agucar termotratada com [TEA][HSO4].
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Os espectros foram caracteristicos de lignina de bagago de cana-de-agucar
apresentando duas bandas principais na regido do UV (maximo em 220 e 280 nm)
(FENGEL; WEGENER, 1989; EK et al.,, 2009; MAHMOUD et al., 2021). Foi
averiguado um aumento substancial na intensidade das bandas carateristicas de
lignina apds 4 h de reagdo. Além disso, € notavel a diminui¢do da intensidade das
mesmas bandas no licor diluido quando comparado ao licor concentrado resultando
na precipitagcado da lignina corroborando com os resultados de dissolugdo da mesma
(Figuras 12, 14, 6 e 18).

A Figura 25 apresenta os rendimentos de recuperagéao da lignina em fungao
do tempo de pré-tratamento com [TEA]J[HSOs4] das amostras em estudo. O
rendimento de recuperagéo de lignina do bagaco e da palha de cana-de-agucar em

suas formas natura foram semelhantes atingido um platb em 4 h de reacéo
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(rendimentos médios de 69,3 e 70,8%, respectivamente). A palha de cana-de-agucar
termotratada mostrou um resultado similar a palha de cana-de-acucar em sua forma
natura atingindo um rendimento médio de recuperagcdo de lignina de 75,6%. O
bagaco de cana-de-agucar termotratado mostrou um platé em 2 h de pré-tratamento
atingindo um rendimento médio de recuperacgéo de lignina de 74.3%. Os resultados
obtidos corroboram com os reportados pela literatura (BRANDT-TALBOT et al.,
2017; GSCHWEND et al., 2016). Os autores reportaram um rendimento médio de
recuperacdo de lignina de 75% apos 9 h de pré-tratamento de biomassa de
Miscanthus com [TEA][HSO4] sendo averiguado um platé a partir deste tempo de
reagdo, enquanto para o bagaco de cana-de-agucar em sua forma natura foi
conferido um rendimento médio de recuperacéo de lignina de 75% apos 8 h de pré-
tratamento com [TEA][HSO4].

Figura 25. Rendimento de recuperagao de lignina em funcdo do tempo de pré-
tratamento de bagago e palha de cana-de-agucar em suas formas natura e
termotratada seguido de pré-tratamento com [TEA][HSO4].
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As Figuras 26, 27, 28 e 29 apresentam o0s aspectos visuais das ligninas
recuperadas das amostras em estudo. No geral as aparéncias das ligninas foram
semelhantes para todas as amostras em estudo, apresentando um aspecto marrom
claro o que indica alta pureza (FENGEL; WEGENER, 1983; EK et al., 2009;
MAHMOUD et al., 2021).
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Figura 26. Ligninas recuperadas de bagaco de cana-de-agucar em sua forma natura
apods pré-tratamento com [TEA][HSO4] em diferentes tempos de reacgao.
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Figura 27. Ligninas recuperadas de bagacgo de cana-de-agucar termotratado apés
pré-tratamento com [TEA][HSO4] em diferentes tempos de reacéo.
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Figura 28. Ligninas recuperadas de palha de cana-de-agucar em sua forma natura
apods pré-tratamento com [TEA][HSO4] em diferentes tempos de reacgao.
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Figura 29. Ligninas recuperadas de palha de cana-de-agucar termotratada apds pré-
tratamento com [TEA][HSO4] em diferentes tempos de reacgao.
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5.7. Determinacdao da formacao de compostos das fragoes liquidas
obtidas dos subprodutos de cana-de-agucar apés os pré-tratamentos
com [TEA][HSO4]

A Figura 30 apresenta os teores de produtos formados na fragao liquida (licor)
obtida apds os pré-tratamentos com [TEA][HSO4] do bagaco e palha de cana-de-

agucar em suas formas livres.

Figura 30. Perifl de agucares monoméricos, produtos de desidratagdo e acidos
carboxilicos da fracao liquida apds o pré-tratamento dos subprodutos de cana-de-
agucar com [TEA][HSO4]. (a) Bagago de cana-de-agucar em sua forma natura. (b).
Palha de cana-de-agucar em sua forma natura. Teores apresentados em miligramas
de composto por grama de biomassa pré-tratada (base seca).
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O perfil dos teores de glicose, arabinose, acido acético, HMF e furfural na
fracdo liquida (licor) oriunda dos pré-tratamentos com [TEA]J[HSO4] em bagaco e
palha de cana-de-agucar em suas formas naturas foram relativamente pequenos, se
destacaou o teor de xilose o qual foi observado um ligeiro aumento ao longo do
tempo (Figuras 30ab). O teor maximo de xilose no licor oriundo do pré-tratamento
com [TEA][HSO4] em bagaco de cana-de-agucar em sua forma natura foi de
aproximadamente 10,6 (mg.g™') o que ocorreu em 8 h de reagéo (Figura 30a). Esse
maximo corrobora com a diminuig&o significativa do teor de xilana na polpa (Tabela
1 e Figura 12). O teor maximo de xilose no licor oriundo do pré-tratamento com
[TEA][HSO4] em palha de cana-de-agucar em sua forma natura foi também de
aproximadamente 10,6 (mg.g™') porém, ocorreu em 6 h de reagdo (Figura 30b), pois
em 8 h de reacdo houve diminui¢do do teor de xilose o que pode ser explicado pelo
seu consumo em reacgdes de desidratacdo em meio acido e outras reacdes
secundarias (BRANDT-TALBOT et al., 2017; GSCHWEND et al., 2016; EK et al.,
2009; FENGEL; WEGENER, 1983).

E importante ressaltar que foram detectadas apenas pequenas quantidades
de glicose, HMF e furfural, além disso, ndo foi detectado a presenca de acido
levulinico no licor. As pequenas quantidades de glicose no licor corroboram com o
alto rendimento de recuperacdo da fragao celulésica da polpa obtida apdés o pré-
tratamento com [TEA][HSO4] (Tabelas 1 e 2 e Figuras 12 e 14) (BRANDT-TALBOT
et al., 2017). Além disso, um balango de massa revelou que os grupos arabinosil e
acetil foram completamente removidos durante o pré-tramento com [TEA][HSO4]
(Figura 30 e Tabelas 1 e 2).

A Figura 31 apresenta os teores de produtos formados na fragao liquida (licor)
obtida apos os pré-tratamentos com [TEA][HSO4] no bagago e palha de cana-de-

acgucar previamente termotratados.
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Figura 31. Perifl de agucares monoméricos, produtos de desidratagdo e acidos
carboxilicos da fragdo liquida apds o pré-tratamento dos materiais lignocelulésicos
com [TEA][HSO4]. (a) Bagago de cana-de-agucar termotratato. (b). Palha de cana-
de-agucar termotratada.
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A Figura 31ab apresenta teores de glicose maiores quando comparado aos
licores do bagacgo e palha de cana-de-agucar em suas formas natura (Figura 30).
Esse resultado corrobora com a degradagao parcial da fragao celuldsica do bagago
e da palha de cana-de-agucar previamente termotratados (Tabelas 2 e 4; Figuras 14
e 18). Entretanto, os teores de xilose, arabinose, HMF e furfural culminaram em
valores inferiores comparado aos licores do bagaco e palha de cana-de-agucar em

suas formas natura (Figura 31). Os teores inferiroes destes compostos nos licores
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oriundos do bagaco e palha de cana-de-agucar termotratados corroboram com a
remocao da fracdo hemiceluldsica dos materiais apos a etapa de termotratamento
(Tabelas 3 e 4 e Figuras 14 e 16) (EK et al., 2009; FENGEL; WEGENER, 1983).

5.8. Caracterizagcao quimica e estrutural das ligninas obtidas dos
subprodutos de cana-de-agicar apés pré-tratamento com
[TEA][HSO4]

Os estudos de caracterizacdo visam identificar as alteragdes quimicas e
estruturais das ligninas apds os pré-tratamentos dos subprodutos de cana-de-agucar
com [TEA][HSO4]. As ligninas recuperadas foram apresentadas nas Figuras 26, 27,
28 e 29.

5.8.1 Caracterizagao quimica
A Tabela 5 apresenta a caracterizagdo quimica das ligninas recuperadas apos
o pré-tratamento de bagaco e palha de cana-de-acucar com [TEA][HSO4]. A analise
da composigdo quimica apresenta uma diferenga na porcentagem dos teores de
lignina, celulose, xilana e cinzas das amostras em estudo quando comparados com
uma a lignina comercial (lignina Kraft). Podemos observar que os grupos pendentes
(arabinosil e acetil) ndo foram detectados nas ligninas obtidas dos subprodutos de

cana-de-agucar apos o pré-tratamento com [TEA][HSO4].



Tabela 5. Composig¢do quimica de ligninas obtidas de bagaco e palha de cana-de-agucar em suas formas natura apos pré-
tratamento com [TEA][HSO4] por diferentes tempos. Teores apresentados em porcentagem (grama/100 gramas de material bruto,

dados em base seca).

Amostra ligninas Lignina Total Celulose Xilana Cinzas Total
(%) (%) (%) (%) (%)

Lignina Kraft* 50,00 + 2,002Pcdef 0,60 + 0,00 1,60 + 0,00 49,20 £ 0,40 101,04
Lignina Bagago 1 h 79,39 £ 0,14P 8,72+0,15 0,90 £ 0,04 5,47 £ 0,04 94,48
Lignina Bagago 2 h 86,44 + 0,20¢°P 5,31+ 0,07 0,53 £ 0,00 6,47 £ 0,19 98,74
Lignina Bagago 4 h 81,55 + 0,43¢4b 8,84 £ 0,15 0,47 £ 0,01 4,66 = 0,05 95,53
*Lignina Bagago 6 h 79,26 + 0,248¢ 7,88 £ 0,06 0,84 £ 0,00 5,10 £ 0,06 93,08
Lignina Bagaco 8 h 92,50 + 0,33 1,59 £ 0,16 0,83 £ 0,01 2,18+ 0,14 97,11
Lignina Palha1 h 83,37 + 0,23bcdef 9,74 £ 0,14 0,52 + 0,01 3,44 £ 0,05 97,07
Lignina Palha 2 h 79,33 £ 0,12¢b 10,01 £ 0,02 0,94 £ 0,02 9,11 £ 0,04 99,39
Lignina Palha 4 h 76,49 + 0,369 10,12 £ 0,08 0,45+ 0,02 7,35+ 0,19 94,41
Lignina Palha 6 h 84,14 + 0,31e¢d 7,76 £ 0,06 0,46 + 0,01 4,52 +0,13 96,88
Lignina Palha 8 h 89,32 + 0,24f 3,41 +0,08 0,46 £ 0,03 3,46 £ 0,03 96,65

*Lignina Kraft comercial (Sigma-Aldrich).

Os dados sdo média * desvio padrdo. Em cada coluna, os valores com as mesmas letras sobrescritas ndo diferem entre si, a um nivel de significancia de

0,05 (teste de Tukey).
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A determinagdo da estrutura das ligninas requer a utilizagdo de amostras
purificadas, desprovidas de carboidratos e extrativos, como no caso da lignina Kraft.
Esta ultima apresenta uma composi¢do com aproximadamente 50% de lignina total,
além de baixos teores de celulose (0,6%) e xilana (1,6%). Em comparagdo com as
ligninas provenientes de bagag¢o de cana-de-agucar deste trabalho, observa-se uma
variagdo nos teores, entre 79-92% de lignina total, conforme o tempo de pré-
tratamento, com diferengas estatisticamente significativas evidenciadas por meio do
teste de Tukey (Tabela 5). As ligninas obtidas da palha de cana-de-agucar
apresentam percentuais de lignina total que variaram de 76-89%, superando os
valores obtidos para a lignina Kraft (Tabela 5). Entretanto, os teores de celulose
revelam-se progressivamente superiores, com variagbes de 1,6-8,7% e 3,4-10,1%
para as ligninas obtidas de bagaco e palha de cana-de-agucar, respectivamente. No
que diz respeito a fragdo de xilana, os valores situaram-se entre 0,5-0,9% e 0,4-0,9%
para as ligninas de bagaco e palha de cana-de-agucar, respectivamente. Esses
teores de celulose e xilana sao relativamente baixos e estdo associadas ao método
de pré-tratamento empregado (BRANDT-TALBOT et al., 2017; SALIBA et al., 2001).
Os teores de cinzas variam entre 2,2-6,5% e 3,4-9,1%% para as ligninas de bagaco
e palha de cana-de-acgucar, respectivamente, valores muito menores ao encontrando
na lignina Kraft (49,2%), portanto, as ligninas obtidas no presente trabalho
resultando em maior pureza.

A Figura 32 apresenta as porcentagens de lignina total, ou seja, a pureza das
ligninas obtidas em fungcdo do tempo de pré-tratamento com [TEA][HSO4]. As
ligninas obtidas de bagaco e de palha de cana-de-agucar atingiram um teor maximo
em 8 h de pré-tratamento (92% e 85%), respectivamente, com diferengas
estatisticamente significativas evidenciadas por meio do teste de Tukey. Entretanto,
a palha de cana-de-agucar mostrou um aumento significativo em 1 h de reacéo,

atingindo 85% de pureza (Tabela 5).
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Figura 32. Teor de lignina total em fungédo do tempo de pré-tratamento de bagaco e
palha de cana-de-agucar em suas formas natura com [TEA]J[HSO4]. A barra do
desvio padrao pode nao ser visualizada quando for menor que o tamanho do
marcador.

100
95
90
85
80 / ‘

75

Teor de lignina total (%)

e ——Bagago Natura

Palha Natura

70
2 4 ; 6 8

Tempo pré-tratamento (horas)

A Tabela 6 apresenta a caracterizagdo quimica das ligninas recuperadas apos
o pré-tratamento de bagacgo e palha de cana-de-agucar em suas formas previamente
termotratadas com [TEA]J[HSO4]. A analise da composicdo quimica apresenta
distintos teores e mostra diferenga na porcentagem de lignina, celulose, xilana e
cinzas das amostras em estudo quando comparado com a lignina comercial (lignina
Kraft). Podemos observar que os grupos pendentes (arabinosil e acetil) ndo foram

detectados nas ligninas em estudo apods o pré-tratamento com [TEA][HSO4].



Tabela 6. Composi¢cao quimica de ligninas obtidas de bagago e palha de cana-de-agucar em suas formas termotratadas apés pré-
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tratamento com [TEA][HSO4] por diferentes tempos. Teores apresentados em porcentagem (grama/100 gramas de material bruto,

dados em base seca)

Amostras ligninas Lignina Total Celulose Xilana Cinzas Total
(%) (%) (%) (%) (%)
Lignina Kraft* 50,00 + 2,002 b.cdef 0,60 + 0,00 1,60 + 0,00 49,20 + 0,40 101,04
Lignina Bagaco termotratada 1 h 76,43 £ 0,33 10,45+ 0,12 1,07 £ 0,02 8,568+ 0,17 96,52
Lignina Bagag¢o termotratada 2 h 83,19 £ 0,16¢°P 8,41+ 0,04 0,72 £ 0,01 3,05+ 0,04 95,38
Lignina Bagaco termotratada 4 h 73,64 £ 0,169°¢ 14,36 £ 0,30 1,04 £ 0,02 5,19+0,14 94,22
Lignina Bagago termotratada 6 h 79,50 + 0,208 9,34 + 0,11 0,96 + 0,01 4,59 + 0,09 94,38
Lignina Bagaco termotratada 8 h 91,25 + 0,09 4,20 £ 0,07 0,26 + 0,01 2,29 + 0,07 98,01
Lignina Palha termotratada 1 h 78,81 + 0,24Pcde 6,19 + 0,01 0,62 + 0,00 6,60 + 0,01 92,23
Lignina Palha termotratada 2 h 85,64 + 0,25¢P 4,14 + 0,02 0,73 £ 0,01 5,87 £ 0,09 96,37
Lignina Palha termotratada 4 h 82,38 + 0,494b 5,08 £ 0,10 0,52 + 0,01 4,20 + 0,09 92,19
Lignina Palha termotratada 6 h 80,29 + 0,24¢4 6,27 £ 0,10 0,61 +£0,01 5,65+ 0,27 92,82
Lignina Palha termotratada 8 h 87,60 £ 0,11 3,16 £ 0,04 0,62 + 0,00 5,57 £ 0,09 96,96

*Lignina Kraft comercial (Sigma-Aldrich).
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As ligninas provenientes de bagaco e palha de cana-de-agucar em suas
formas termotradas pré-tratadas com [TEA][HSO4] apresentaram variacdo nos
teores de lignina total de 76-91% e 78,8-87,6%, respectivamente, conforme o tempo
de pré-tratamento, com diferengas estatisticas significativas evidenciadas por meio
do teste de Tukey. As ligninas obtidas de bagago e palha de cana-de-agucar em
suas formas termotradas resultaram em maior pureza quando comparado a lignina
Kraft. Entretanto, os teores de celulose nas ligninas de bagacgo e palha de cana-de-
agucar em suas formas termotratadas revelaram-se progressivamente superiores,
com variagdes de 4,2-10,4% e 3,2-6,3%, respectivamente. No que diz respeito a
fracdo de xilana, os valores situaram-se entre 0,3-1,1% e 0,5-0,7% para as ligninas
de bagaco e palha de -cana-de-agucar em suas formas termotratadas,
respectivamente. Os teores de cinzas variaram entre 2,3-8,6% e 4,2-6,6% para as
ligninas de bagaco e palha de cana-de-agucar em suas formas termotratadas,
respectivamente, valores muito menores ao encontrando na lignina Kraft (49,2%),
portanto, as ligninas obtidas resultaram em maior pureza. Além disso, € possivel
verificar que os teores dos componentes das ligninas de bagaco e palha de cana-de-
agucar em suas formas natura (Tabela 5) foram semelhantes as ligninas de bagaco
e palha de cana-de-agucar em suas formas termotratadas (Tabela 6).

A Figura 33 apresenta as porcentagens de lignina total, ou seja, a pureza das
ligninas obtidas em fungdo do tempo de pré-tratamento com [TEA][HSO4]. As
ligninas obtidas de bagago e de palha de cana-de-agucar em suas formas
termotratadas atingiram um teor maximo em 8 h de pré-tratamento (92% e 87%),
respectivamente, com diferengas estatisticamente significativas evidenciadas por
meio do teste de Tukey. Entretanto, a palha de cana-de-agucar mostrou um aumento
significativo em 2 h de reacéo, atingindo 85% de pureza (Tabela 6).
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Figura 33. Lignina total em fungdo do tempo de pré-tratamento de bagago e palha
de cana-de-agucar em suas formas termotratadas com [TEA]J[HSO4] por diferentes
tempos. A barra do desvio padrao pode nao ser visualizada quando for menor que o
tamanho do marcador.
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A pureza maxima das amostras de lignina obtidas coincidiu para o bagaco e
palha de cana-de-agucar em suas formas natura e termotratadas. Esses resultados
mostram o potencial do pré-tratamento com [TEA][HSO4], o qual foi seletivo para
solubilizag&o da lignina culminando em eficiéncia no fracionamento dos subprodutos

em estudo (Figuras 32 e 33).

5.8.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier com
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)

A andlise de infravermelho é amplamente empregada para caracterizagao de
macromoléculas, devido a sua capacidade de fornecer informagdes diretas e
acessiveis sobre as alteragcbes quimicas que ocorrem durante diversos
procedimentos prévios. As Figuras 34, 35, 36 e 37 representam os espectros das
ligninas obtidas apds os pré-tratamentos de bagago e palha de cana-de-agucar em
suas formas natura e termotratadas com [TEA][HSOg4], além de uma lignina Kraft. A
partir da analise de cada espectro observou-se as bandas de absor¢ao entre 1600 e
837 cm' (com as letras representando cada banda de absorgdo, Tabela 7) que s&o
atribuidas ao estiramento C=C dos anéis aromaticos da macromolécula de lignina
(OLIVEIRA et al., 2022; ROLDAN, 2014; SUN et al., 2013).
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(FTIR-ATR) de ligninas obtidas de bagag¢o de cana-de-agucar em sua forma natura

Figura 34. Atribuicdes de bandas de absorgdo na regido do infravermelho médio
pré-tratada com [TEA][HSO4] em diferentes tempos.
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Figura 35. Atribuicbes de bandas de absor¢do na regido do infravermelho médio
(FTIR-ATR) de ligninas obtidas de palha de cana-de-agucar em sua forma natura pré-
tratada com [TEA]J[HSO4].
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Figura 36. Atribuicdes de bandas de absorg¢do na regidao do infravermelho médio
(FTIR-ATR) para ligninas obtidas de bagaco de cana-de-agucar em sua forma
termotratada e posteriormente pré-tratada com [TEA][HSO4].
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Figura 37. Atribuicdes de bandas de absorg¢do na regidao do infravermelho médio
(FTIR-ATR) de lignina obtida de palha de cana-de-agucar em sua forma
termotratada e posteriormente pré-tratada com [TEA][HSO4].
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Tabela 7. Atribuicdbes de bandas de absor¢do na regido do infravermelho médio
(FTIR-ATR) para materiais lignoceluldsicos.

Letras que
Numero de onda e x identificam as
(cm™) Identificacdo de bandas de absorcao bandas no FTIR-
ATR
Deformacao fora do plano de atomos de
) hidrogénio ligados a carbono aromatico )
677-837 (apenas nos tipos de lignina GS e H). a-b
Unidades H, anel de lignina
1025 C-N Vibracgoes de le,stllramento em aminas c
alifaticas
1124 Modificagdo de anel aromaticos de lignina d
1210 C-N Vibragoes de §§tjramento em aminas e
alifaticas
1261 E atribuido a derivados da unidade propano f
C=0 guaiacila (G)
1328 C-O alongamento, para a unidade siringila (S) g
1429-1457-1500- Estrutura aromatica c~omb|nada com C-_H no N
plano de deformacgéo e elongagao. C=C h-i-j-k
1587 . ~ " -
Vibracdo do anel aromatico de lignina
1509-1587 C=C Vibragao do anel aromatico de lignina -k

Foi constatado que as ligninas obtidas no presente estudo apresentaram
bandas caracteristicas de lignina (bandas j, i h e k; Tabela 7). Entretanto, essas
bandas, com excessao da banda k, ndo apareceram de forma definida no espectro
da lignina Kraft, o que pode estar associado a alta pureza das ligninas obtidas a
partir de bagago e palha de cana-de-agucar em suas formas naturas e
termotratadas, conforme apresentado na Tabela 5 e 6, respectivamente. Outro
importante aspecto observado nos espectros das Figuras 34, 35, 36 e 37 sao as
bandas localizadas entre 677-837 cm™ (a e b, Tabela 7) as quais foram mais
evidentes na lignina Kraft quando comparado com as ligninas obtidas no presente
estudo, pois essas bandas séo caracteristicas de lignina do tipo GS (ligninas de
madeira de folhosas), enquanto que as ligninas obtidas dos subprodutos de cana-
de-agucar (lignina de gramineas) correspondem a lignina do tipo GSH (EK et al,
2009; RALPH et al., 2004).

Outras bandas caracteristicas relacionados a lignina sdo as 1261 e 1328 cm™’

(correspondendo as letras f e g, respectivamente, Tabela 7). A banda f foi mais
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pronunciada na lignina kraft, enquanto a banda g ficou mais evindente nas ligninas
obtidas de bagaco e palha de cana-de-agucar (Figuras 34, 35, 36 e 37).

No geral podemos observar que as bandas das ligninas obtidas de bagaco e
palha de cana-de-agucar em suas formas natura e termotrada em diferentes tempos
de pré-tratamento apresentam picos caracteristicos de lignina com intensidade
semelhantes corroborando com suas purezas. No entanto, a lignina Kraft apresentou
algumas bandas carateristicas de lignina, todavia com intensidades menores (com

excegao da banda f), quando comparado as ligninas obtidas do presente estudo.

5.8.3. Analise termogravimétrica (TG)

A analise termogravimétrica (TG) € utilizada para avaliar como a
macromolécula de lignina se decompdem em atmosfera de nitrogénio ou oxigénio
(JABLONSKY et al., 2015; PIN et al., 2020; TEJADO et al., 2007). As curvas de TG
mostram o perfil de perda de massa dos componentes da amostra em funcao da
temperatura (de degradagéao térmica), portanto, a TG em atmosfera de nitrogénio foi
utilizada para caracterizar as propriedades termoquimicas das ligninas obtidas no
presente estudo. Os resultados das ligninas oriundas de bagago e palha de cana-de-
agucar em suas formas natura seguido de pré-tratamento com [TEA]J[HSO4], além

de uma lignina Kraft sdo apresentados na Figura 38.

Figura 38. Curva termogravimétrica (TG) de decomposi¢cédo de ligninas obtidas de
bagaco e palha de cana-de-agucar em suas formas natura seguido de pré-
tratamento com [TEA][HSO4]. (a) Bagago de cana-de-agucar. (b) Palha de cana-de-
agucar.
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A Figura 38ab apresenta o perfil de perda de massa das ligninas obtidas de

bagaco e palha de cana-de-agucar em suas formas natura seguido de pré-
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tratamento com [TEA]J[HSO4] em fungdo da temperatura, que variou de 100°C a
600°C, correspondendo a temperatura de maxima taxa de decomposicao relatada
na literatura (PIN et al., 2021; HANSEN et al., 2016; MOGHADDAM et al., 2014).

O primeiro processo de decomposi¢cao térmica foi observado em torno de
100°C e esta associado a perda de agua e pequenas tragos de moléculas de xilana
e celulose (Tabela 5). A decomposicao térmica da lignina se inicia a partir de 200°C
com a formagcdo de hidrocarbonetos aromaticos, compostos fendlicos,
hidroxifenolicos e estruturas carateristicas de lignina, como compostos do tipo
guaiacila (G) e siringila (S). A maioria destes produtos derivados da lignina possuem
grupos fendlicos (-OH) em sua constituicdo. No geral, todas ligninas obtidas de
bagaco e palha de cana-de-agucar em suas formas natura e pré-tratada com
[TEA][HSO4] apresentam um perfil de decomposigao semelhante.

As ligninas obtidas de bagaco e palha de cana-de-agucar em suas formas
natura em 6 h de pré-tratamento apresentaram maior taxa de decomposicao entre
300-600°C, ou seja, estas ligninas foram menos estaveis a estas temperaturas
quando comparado as ligninas obtidas em 1, 2, 4 e 8 h, confirmando que o tempo de
pré-tratamento com [TEA][HSO4], resulta em alteragdo da estrutura das ligninas
obtidas. Todavia, as faixas de degradacdo foram semelhantes para todas as
ligninas. Também ¢é possivel verificar uma menor perda de massa para ligninas
obtidas nos tempos de 1 e 8 h, confirmando maior estabilidade destas quando
comparado as ligninas obtidas em 2, 6 e 4 h. (Figura 38ab). A estabilidade térmica
das ligninas esta relacionada a sua estrutura, como diferentes grupos funcionais,
grau de condensacgao da lignina, dentre outras (MOGHADDAM et al., 2014) .

A Figura 39ab apresenta o perfil de perda de massa das amostras de ligninas
de bagaco e palha de cana-de-agucar em suas formas termotratadas seguido de
pré-tratamento com [TEA]J[HSO4] além de uma lignina Kraft em fungdo da

temperatura.
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Figura 39. Curva termogravimétrica (TG) de decomposi¢cao de ligninas obtidas de
bagaco e palha de cana-de-agucar em suas formas termotratadas seguido de pré-
tratamento com [TEA][HSO4]. (a) Bagago de cana-de-agucar. (b) Palha de cana-de-
agucar.
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O primeiro processo de decomposicdo térmica das ligninas também foi
verificado em torno de 100°C, e esta associado a perda de agua e pequenas
moléculas organicas. A decomposi¢ao das ligninas também se iniciou por volta de
200°C semelhante ao reportado anteriormente para as ligninas de bagaco e palha
de cana-de-agucar em suas formas naturas (Figura 38ab) com a formacdo de
hidrocarbonetos aromaticos, compostos fendlicos, hidroxifendlicos e compostos do
tipo guaiacila (G) e siringila (S). A maioria dos produtos possui grupos fendlicos -OH
em sua constituicdo (BREBU; VASILE, 2014).

As ligninas oriundas de bagaco e palha de cana-de-agucar em suas formas
termotratadas seguido de pré-tratamento com [TEA][HSO4] nos tempos de 2,4,6 e 8
h, apresentaram maior taxa de decomposicado entre 300-600°C quando comparado
com a lignina obtida em 1 h (Figura 39ab), confirmando que a exposi¢ao do tempo
ao pré-tratamento com [TEA]J[HSO4] pode resultar em alteracdo da estrutura da
lignina mostrando que esta variavel do pré-tratamento pode influenciar na estrutura
das ligninas obtidas (BREBU; VASILE, 2014) .

O perfil de decomposigao térmica observado para as ligninas oriundas de
palha de cana-de-agucar em sua forma termotratada foram semelhantes as ligninas
obtidas de bagaco de cana-de-agucar, com excegao das ligninas obtidas nos tempos
de 2 e 4 h, as quais resultaram em menor taxa de decomposicédo entre 300-600°C,

portanto sendo mais estaveis termicamente.
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5.8.4. Anadlise elementar e formula Co
Os resultados da analise elementar (C, H, N, O, S) e da férmula empirica (Co)
das ligninas do bagaco e da palha de cana-de-agucar em suas formas natura
seguidas de preé-tratamento com com [TEA][HSO4] calculadas a partir dos resultados

de analise elementar sao apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Analise elementar (C/H/O/N/S), formula empirica Co € massa molar da férmula Co das ligninas obtidas de bagaco e
palha de cana-de-agucar em suas formas natura seguido de pré-tratamento com [TEA][HSO4] por diferentes tempos. Resultados
reportados em porcentagem (grama//100 gramas de material bruto, dados em base seca).

Amostras ligninas ? :I 9 E‘ OS Formula empirica ml\gTasrsgg

) ) ) (%) (Co) (Gmol)
Lignina Kraft* 48,97 523 43,19 - 2,61 CoH11,4 06,0 S0,02 216,00
Lignina Bagago 1 h 61,83 587 29,87 0,72 1,72 CoH10,203,3No,1 So,1 174,68
Lignina Bagago 2 h 55,57 563 35,81 1,15 1,84 CoH10,904,4No2So,1 194,34
Lignina Bagago 4 h 55,43 6,02 34,40 1,58 2,58 CoH11,7042No,2So,2 194 .87
Lignina Bagago 6 h 51,58 7,04 3186 2,95 6,57 CoH14,7042No,4 So4 209,40
Lignina Bagago 8 h 60,02 576 31,16 1,30 1,75 CoH10,403,5No,2So,1 179,93
Lignina Palha1 h 64,15 6,19 29,177 0,50 0,00 CoH10,4 03,1 No,1 So,0 168,36
Lignina Palha2 h 50,19 558 39,48 1,71 3,03 Co H12,0 053 No,3 So,2 215,20
Lignina Palha 4 h 52,11 559 38,01 1,81 2,49 CoH11,605,0No0,3S0,2 207,28
Lignina Palha 6 h 52,09 6,62 33,54 3,04 4,71 CoH137 04,4 No5So;3 207,35
Lignina Palha 8 h 58,80 6,05 31,08 1,86 2,21 CoHi11,1 O3,6 No,2So,1 183,67

*Lignina Kraft comercial (Sigma-Aldrich). Ndo foi detectado Nitrogénio.
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A férmula Co € calculada através dos dados de andlise elementar. Foi
verificado um aumento nos niveis de nitrogénio nas ligninas obtidas de bagaco e
palha de cana-de-agucar no tempo 6 h (com 2,95% e 3,04%, respectivamente),
especialmente quando comparadas com a lignina Kraft a qual n&o apresentou
nitrogénio em sua estrutura. Esse aumento no teor de nitrogénio das ligninas em
estudo esta relacionado ao pré-tratamento do bagaco e palha de cana-de-agucar
com a [TEA][HSO4], pois dos cations deste liquido idnico utilizado no estudo contém
a trietilamina utilizada em sua sintese (item 3.3, Figura 7). O fenbmeno de aumento
do teor de nitrogénio também foi reportado na literatura por outros autores (WANG et
al., 2018).

Além disso, foi verificado a presencga de enxofre em todas as ligninas obtidas,
pois o [TEA][HSO4] também contém enxofre em sua estrutura oriundo do acido
sulfurico utilizado em sua sintese. Portanto, pode-se inferir que os niveis de enxofre
observados nas amostras de ligninas obtidas derivam da presenca de compostos
sulfurados utilizados no processo de pré-tratamento em estudo. Foi verificado um
aumento nos niveis de enxofre nas ligninas obtidas de bagaco e palha de cana-de-
acucar em suas formas natura no tempo 6 h (6,57% e 4,71% (m/m),
respectivamente). Os resultados provenientes da analise elementar para lignina
Kraft (obtida a partir do licor negro oriundo da polpagéo) e das ligninas de bagaco e
palha de cana-de-agucar (Tabela 8) indicam que o carbono é seu componente
principal. Essa constatagdo é de extrema relevancia, dado que o teor de carbono
esta diretamente associado ao poder calorifico. Os teores de carbono das ligninas
de bagaco e palha de cana-de-agucar apresentam proximidade com os valores
reportados na literatura (BATISTA, 2020b) .

A presenca de nitrogénio nas ligninas esta relacionada a presenga de
contaminantes, sendo ideal que o teor fique abaixo de 0,02%, conforme reportado
na literatura (EK et al., 2009; FENGEL; WEGENER, 1983). Ressalta-se que ligninas
com uma maior relagdo carbono/hidrogénio sdo consideradas mais propicias para
cogeracao de energia. Além disso, é crucial manter baixos teores de contaminantes,
especialmente de enxofre, considerando que durante a degradacao térmica pode
ocorrer a liberagdo de SOz (BATISTA, 2020a). A lignina Kraft também apresentou
enxofre em sua estrutura (2,61%), pois no processo de polpacédo € utilizado sulfeto
de sodio (EK et al., 2009; FENGEL; WEGENER, 1983. Portanto, os teores de
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nitrogénio e enxofre presentes nas ligninas obtidas neste trabalho estdo associadas
ao pré-tratamento com [TEA][HSO4]. Salienta-se que ligninas de qualidade devem
estar livre ou conter tragcos de nitrogénio e enxofre.

Os resultados da analise elementar (C, H, N, O, S) e da formula empirica (Co)
das ligninas do bagaco e da palha de cana-de-agucar em suas formas termotratadas

seguidas de pré-tratamento com [TEA][HSO4] sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Analise elementar (C/H/O/N/S), formula empirica C9 e massa molar da férmula Co das ligninas obtidas de bagago e
palha de cana-de-agucar em suas formas termotradas seguido de pré-tratamento com [TEA][HSO4] por diferentes tempos.
Resultados reportados em porcentagem (grama//100 gramas de material bruto, dados em base seca).

. Cc H o) N S Férmula Empirica Massa

Amostra ligninas (%) (%) (%) (%) (%) Co P ?;?rl:;lgi
Lignina Kraft* 48,97 5,23 43,19 - 2,61 CoH11,406,0S0,0 216,00
Lignina Bagago 1 h 63,59 589 2847 128 0,78 Co H10,0 03,0No,2S0,0 169,84
Lignina Bagago 2 h 58,10 5,69 33,72 1,02 147 Co H10,6 03,9 No,1 So,1 185,89
Lignina Bagago 4 h 53,48 6,22 3590 1,74 2,66 CoH126046No0,3S0,2 201,92
Lignina Bagago 6 h 53,65 6,51 35,21 2,11 2,53 CoH13,1 04,5 No3So,2 201,32
Lignina Bagago 8 h 57,32 6,26 32,44 1,52 247 CoH11,8038No,2 So,1 188,43
Lignina Palha 1 h 64,87 6,03 28,16 0,55 0,39 CoH10,0029No,1 So,0 166,48
Lignina Palha2 h 52,62 595 3944 095 1,04 Co H12,2 05,1 No,1 So,1 205,22
Lignina Palha4 h 52,34 6,22 3798 1,34 212 CoH12,804,9 No2 So.1 206,34
Lignina Palha 6 h 51,85 6,48 3566 2,31 3,70 Co H13504,7No,3So,2 208,29
Lignina Palha 8 h 4947 6,86 35,79 266 522 Co Hi15,0 O4,9 No,4 So,4 218,30

*Lignina Kraft comercial (Sigma-Aldrich). N&o foi detectado nitrogénio.
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A Tabela 9 apresenta os resultados da analise elementar (C, H, N, O, S) e a
férmula empirica Co das ligninas obtidas de bagaco e palha de cana-de-agucar em
suas formas termotratadas e subsequente pré-tratamento com [TEA]J[HSOa4]. Os
resultados foram semelhantes as ligninas obtidas de bagago e palha de cana-de-
agucar em suas formas natura (Tabela 8), ou seja, foi observado aumento dos teores
de nitrogénio e enxofre, principalmente das ligninas obtidas em 6 e 8 h de pré-
tratamento com [TEA][HSO4].

5.8.5. Determinacao da massa molar

A Figura 40ab apresenta o perfil de distribuicdo de massa molar (Kd) em
funcdo da absorbancia em 280 nm das ligninas obtidas de bagaco e palha de cana-
de-agucar em suas formas natura seguido de pré-tratamento com [TEA][HSO4]. As
ligninas provenientes do bagaco de cana-de-agucar mostraram dois picos principais,
um mais intenso com Kd entre 0,2-0,3 (pico que foi utilizado para determinagao da
massa molecular média da lignina) e uma segundo pico menos intenso com Kd de
aproximadamente 0,6 (pico ndo utilizado para determinagdo da massa molecular
média da lignina). Esse segundo pico pode estar associado uma lignina de baixa
massa molar derivada do pré-tratamento com [TEA][HSO4] (BRANDT-TALBOT,
2017; PIN, 2020). Ja as ligninas provenientes da palha de cana-de-agucar em sua
foram natura, mostraram picos de Kd em torno de 0,2-0,4 e um segundo pico menos

intenso com Kd de 0,6.
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Figura 40. Perfil de distribuicdo de massa molar (Kd) em fung¢ao da absorbancia em
280 nm de ligninas obtidas de bagacgo e palha de cana-de-agucar em suas formas
naturas seguidas de pré-tratamento com [TEA][HSO4]. (a) Bagago de cana-de-
acgucar. (b) Palha de cana-de-agucar.
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A Figura 41ab apresenta o perfil de distribuigdo de massa molar (Kd) das

ligninas obtidas de bagago e palha de cana-de-agucar em suas formas
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termotratadas seguido de pré-tratamento com [TEA]J[HSO4] em fungdo da
absorbancia em 280 nm. As ligninas provenientes do bagaco e da palha de cana-de-
agucar apresentaram picos principais com Kd entre 0,2-0,3 (pico que foi utilizado
para determinagdo da massa molecular média da lignina). Entretanto, as ligninas do
bagaco de cana-de-agucar, apés 6 e 8 h de pré-tratamento com [TEA]J[HSO4]
apresentam um evidente ombro com Kd de 0,5 (pico n&o utilizado para determinagéo
da massa molecular média da lignina). Os resultados foram semelhantes aos obtidos

para o bagaco e palha de cana-de-agucar.
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Figura 41. Perfil de distribuicdo de massa molar (Kd) em fung¢ao da absorbéancia em
280 nm de ligninas obtidas de bagago e palha de cana-de-agucar em suas
termotratadas seguidas de pré-tratamento com [TEA][HSO4]. (a) Bagago de cana-de-
acgucar. (b) Palha de cana-de-agucar.

a
1 ——1LBT 1h
— BT 2h
—— LBT 4h
@ 0,8 —LBT 6h
9 ——— LBT 8h
«© —— Lignina Kraft
=
(o}
»
Ke)
©
9
©
) 0,4 1
©
©
T
'c
|
0’0 = I J I L I . I =
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
b
I —LPT 1h
——LPT 2h
— LPT 4h
S 08+ ——LPT 6h
b= ——LPT 8h
'g —— Lignina Kraft
[72]
Q
1}
(V]
T
g 04
1}
S
c
>
0,0 L) I T l T I T l T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0



92

Os resultados da massa molecular média das ligninas isoladas de bagacgo e
palha de cana-de-agucar em suas formas natura seguido de pré-tratamento com

[TEA][HSO4], além de uma lignina Kraft sdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Massa molecular média (Mw € Mn) de ligninas obtidas de bagacgo e palha
de cana-de-agucar em suas formas natura seguido de pré-tratamento com
[TEA][HSO4] por diferentes tempos.

Amostras ligninas Mw Mn PDI
Kraft* 7740,06 4033,13 1,92
Bagaco 1h 7346,94 3507,63 2,09
Bagaco 2h 754412  3907,71 1,93
Bagaco 4h 7487,10 3786,80 1,98
Bagaco 6h 6636,96 3373,55 1,97
Bagaco 8h 7222,23 3640,83 1,93
Palha 1h 7875,13 3982,88 1,98
Palha 2h 8266,26 4456,97 1,85
Palha 4h 7674,63 3936,06 1,95
Palha 6h 6762,70 4640,44 1,46
Palha 8h 7406,50 3742,69 1,98

*Lignina Kraft comercial (Sigma-Aldrich).
Mn e Mw: Massas molares médias.
PDI (Mw/Mn): Indice de polidispersidade.

As massas molares médias numéricas (Mn) das ligninas obtidas
permaneceram relativamente inalteradas durante os periodos de pré-tratamento do
bagaco e da palha de cana-de-agucar culminando em valores entre 3500-4000 Da
(incluindo a lignina Kraft), as excegdes foram as ligninas obtidas de palha de cana-
de-agucar em 2 e 4 h, as quais resultaram em valores de Mn de 4457 e 4640 Da,
respectivamente. As massas molares médias (Mw) também permaneceram
relativamente inalteradas durante os periodos de pré-tratamento culminado entre
7000-7500 Da (incluindo a lignina Kraft), as exceg¢des foram as ligninas obtidas de
bagaco de cana-de-agucar em 6 h, a qual resultou em um Mw de 6634 Da, além das
ligninas obtidas de palha de cana-de-agucar em 2 e 6 h de pré-tratamento, as quais
resultaram em Mw de 8266 e 6763 Da, respectivamente. O indice de
polidispersidade (PDI) de todas as ligninas obtidas variaram entre 1,5-2,1.
Resultados semelhantes de Mn e Mw foram relatados na literatura para ligninas
obtidas de biomassa de Miscanthus pré-tratadas com [TEA][HSO4] por (BRANDT-
TALBOT, 2017; PIN, 2020).
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Os resultados de massa molecular média das ligninas obtidas de bagaco e
palha de cana-de-agucar em suas formas termotratadas seguido de pré-tratamento

com [TEA][HSO4], além de uma lignina Kraft sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Massa molecular média (Mw € Mn) de ligninas obtidas de bagacgo e palha
de cana-de-agucar em suas formas termotratada seguido de pré-tratado com
[TEA][HSO4] por diferentes tempos.

Amostras ligninas Mw Mn PDI
Kraft* 7740,06 4033,13 1,92

Bagaco Termotratado 1h  8480,24 4612,70 1,84
Bagago Termotratado 2h  7830,70 3928,10 1,99
Bagago Termotratado 4h  7806,72 3941,10 1,98
Bagago Termotratado 6h  7355,13 3652,02 2,01
Bagaco Termotratado 8h 6845,36 3524,90 1,94
Palha Termotratada 1h 7779,05 3978,53 1,96
Palha Termotratada 2h 7561,29 3985,35 1,90
Palha Termotratada 4h 8079,99 4223,78 1,91
Palha Termotratada 6h 7196,78 3621,98 1,99
Palha Termotratada 8h 7199,02 3698,52 1,95

A massa molecular média numérica (Mn) das ligninas apresentadas na
Tabela 11 permaneceram relativamente inalteradas durante os periodos de pré-
tratamento resultando em um valores entre 3500-4000 Da (incluindo a lignina Kraft),
as excegdes foram as ligninas obtida de bagago de cana-de-agucar por 1 h e da
palha de cana-de-acucar por 4 h de pré-tratamento, que resultaram em valores de
Mn de 4613 e 4224 Da, respectivamente. O mesmo ocorreu com os valores de Mw
que também permaneceram relativamente inalteradas durante os periodos de pré-
tratamento, entre 7000-7800 Da (incluindo a lignina Kraft), as exceg¢des foram as
ligninas obtidas de bagaco de cana-de-agucar em 1 e 6 h, as quais resultaram em
valores de Mw de 8480 e 6845 Da, respectivamente, além da lignina obtida de palha
de cana-de-acucar em 4 h de pré-tratamento, a qual resultou em um valor de Mw de
8079,9 Da. O PDI de todas as ligninas variaram entre 1,8 e 2,0. Resultados
semelhantes de Mn e Mw foram relatados na literatura para ligninas obtidas de
biomassa de Miscanthus pré-tratadas com [TEA][HSO4] por (BRANDT-TALBOT,
2017; PIN, 2020).
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5.8.6. Determinacgao de OH fendlico, carbonilas e absortividade
A Tabela 12 apresenta os teores de grupos fendlicos e carbonilas, além da
abosrtividade das ligninas obtidas de bagaco e palha de cana-de-agucar em suas
formas natura seguido de pré-tratamento com [TEA][HSO4].

Tabela 12. Absortividade, OH fendlico e carbonilas de ligninas de bagago e palha de
cana-de-agucar em suas formas natura seguido de pré-tratamento com [TEA][HSO4] por
diferentes tempos.

OH Carbonilas
Amostras Absor$ivida:de Fendlico Nh°Ceparacada n°Co paracada
ligninas (L.g".cm”) (%) 1 B- carbonila 1 a-carbonila
insaturada insaturada
Kraft* 20,65 1,52 25,70 82,80
Bagaco 1 h 18,38 0,41 10,80 18,26
Bagaco2 h 28,84 0,19 8,17 14,01
Bagaco 4 h 25,53 0,66 9,99 17,51
Bagaco 6 h 21,21 0,18 8,66 17,01
Bagaco 8 h 19,09 0,14 10,59 21,28
Palha1h 36,94 0,75 5,30 10,90
Palha2 h 28,84 0,93 13,05 26,95
Palha4 h 25,53 0,85 14,43 29,24
Palha 6 h 21,22 0,63 8,25 18,69
Palha 8 h 19,09 0,74 10,43 21,79

*Lignina Kraft comercial (Sigma-Aldrich).

Os grupos hidroxila fenodlicos afetam a acidez da lignina, além de suas
propriedades fisico-quimicas, portanto, a determinagdo dos teores de hidroxila
fendlica nas ligninas é crucial para compreender suas caracteristicas. Conforme
apresentado na Tabela 12, as estruturas fendlicas da lignina foram alteradas ao
longo do tempo de pré-tratamento com [TEA][HSOa4]. A porcentagem de hidroxilas
fendlicas nas lignians obtidas de bagacgo e palha de cana-de-agucar variram de 0,14-
0,66% e 0,74-0,93%, respectivamente. Esses resultados revelaram que a estrutura
da lignina foi modificada quando pré-tratada com [TEA]J[HSOs], podendo ser
atribuido a clivagem da ligagao B-O-4 resultando na formacao de hidroxilas fendlicas
(BRANDT et al., 2015). Entretanto, as porcentagens de hidroxilas fendlicas nas
ligninas obtidas apresentaram valores inferiores ao da lignina Kraft, a qual
apresentou um valor de 1,52%, o que indica que as ligninas obtidas ndo foram
alteradas extensivamente, diferentemente do que ocorreu com a lignina Kraft (EK et
al., 2009; FENGEL; WEGENER, 1983).
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A Tabela 12 também aborda a presenga e a distribuicdo dos grupos
carbonilicos (C=0) nas ligninas obtidas, destacando sua possivel conjugagdo com
aneéis aromaticos. Esses grupos, em conjunto com os grupos de hidroxila fendlicas,
influenciam na formagdo de sistemas conjugados que afetam a coloragdo das
ligninas obtidas (OLIVEIRA, 2020). A presenca de carbonilas conjugadas é discutida
em relacdo a posicdo a e subestruturas cinamilicas, enquanto as carbonilas na
posigdo 8 sdo geralmente isoladas (PILO et al., 1993).

Os teores de carbonilas sao detalhadamente apresentados indicando
variagdes significativas em comparagdo com a lignina kraft. A macromolécula da
lignina é descrita como composta por grupos carbonilicos por unidade Co, revelando
uma proporgéo especifica de grupos carbonilicos em cada 100 unidades Cg. Os
teores de carbonilas (a e B) foram particularmente elevados nas ligninas obtidas de
bagaco e de palha de cana-de-agucar em comparagdo com a literatura (OLIVEIRA,
2020), portanto, ha indicios de que as ligninas obtidas foram oxidadas em suas
cadeias laterais (EK et al., 2009; FENGEL; WEGENER, 1983).

Os valores de absortividade das ligninas obtidas de bagago e palha de cana-
de-agucar em suas formas natura seguido de pré-tratamento com [TEA][HSO4]
variaram de 19,1-36,9 e 19,1-36,9 L.g'.cm™, respectivamente, enquanto a lignina
Kraft apresentou um valor de absortividade de 20,6 L.g'.cm™. A literatura reporta
uma absortividade média de lignina em 280 nm de 20 L.g".cm™. Desta forma,
algumas ligninas obtidas culminaram em valores de absortividade um pouco acima
do reportado na literatura, portanto, confirmando indicios de que as ligninas foram
extensivamente oxidadas em suas cadeias laterais (EK et al., 2009; FENGEL;
WEGENER, 1983).

A Tabela 13 apresenta os teores de grupos fendlicos e carbonilas, além da
abosrtividade das ligninas obtidas de bagaco e palha de cana-de-agucar em suas

formas termotratada seguido de pré-tratamento com [TEA][HSO4].
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Tabela 13. Absortividade, OH fendlico e carbonilas de ligninas de bagaco e palha de
cana-de-agucar em suas formas termotratada seguido de pré-tratamento com
[TEA][HSO4] por diferentes tempos.

OH Carbonilas
Amostra Absoerdazde Fenélico h° C9 para cada n° C9 para cada
ligninas (L.g".ecm™) (%) 1 B- carbonila 1 a-carbonila
insaturada insaturada
Kraft* 20,65 1,52 25,70 82,80
Bagago 1 h } - - -
Bagago 2 h 21,27 0,40 8,70 17,5
Bagagco 4 h 26,23 0,70 7,27 15,29
Bagaco 6 h 22,53 0,53 8,64 15,63
Bagaco 8 h 24,35 0,91 7,55 15,58
Palha1h 27,90 0,50 7,00 15,55
Palha2 h 17,59 0,14 11,98 20,28
Palha4 h 14,09 0,65 12,66 24,75
Palha6 h 14,54 1,14 12,66 27,32
Palha 8 h 12,53 0,77 14,99 30,49

*Lignina Kraft comercial (Sigma-Aldrich).

A porcentagem de hidroxilas fendlicas nas ligninas obtidas de bagaco e palha
de cana-de-acucar variram de 0,40-0,91% e 0,14-1,14%, respectivamente. Os
resultados foram semelhantes aos obtidos nas ligninas de bagaco e palha de cana-
de-agucar em suas formas natura seguido de pré-tratamento com [TEA][HSO4]
(Tabela 12), as excegdes foram as ligninas obtida de bagago cana-de-agucar por 8 h
de pré-tratamento com [TEA][HSO4] e da lignina de palha de cana-de-agucar obtida
por 6 h de pré-tratamento com [TEA][HSO4], as quais apresentaram valores mais
elevados de hidroxilicas fendlicas (0,91 e 1,14%, respectivamente). Esses resultados
revelaram que a estrutura da lignina foi modificada quando pré-tratada com
[TEA][HSO4] ao longo do tempo, podendo ser atribuido a clivagem da ligagéo B-O-4
resultando na formagéo de hidroxilas fendlicas (SHU HONG et al., 2017; BRANDT et
al., 2015). Entretanto, as porcentagens de hidroxilas fendlicas nas ligninas obtidas
apresentaram valores inferiores ao da lignina Kraft, a qual apresentou um valor de
1,52%, o que indica que as ligninas obtidas ndao foram alteradas extensivamente,
diferentemente do que ocorreu com a lignina Kraft (EK et al., 2009; FENGEL;
WEGENER, 1983).

Os teores de carbonilas (a e B) foram particularmente elevados nas ligninas
obtidas de bagago e de palha de cana-de-agucar em suas formas termotratada

seguido de pré-tratamento com [TEA]J[HSO4] em comparagdo com a literatura
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(OLIVEIRA et al., 2001), portanto, ha indicios de que as ligninas obtidas foram
extensivamente oxidadas em suas cadeias laterais (EK et al., 2009; FENGEL;
WEGENER, 1983).

Os valores de absortividade das ligninas obtidas de bagago e palha de cana-
de-agucar em suas formas termotratada seguido de pré-tratamento com
[TEA][HSO4] variaram de 21,3-24,3 e 12,5-27,9 L.g'.cm™, respectivamente,
enquanto a lignina Kraft apresentou um valor de absortividade de 20,6 L.g'.cm™. A
literatura reporta uma absortividade média de lignina em 280 nm de 20 L.g'.cm™.
Desta forma, algumas ligninas obtidas de bagago e palha de cana-de-agucar em
suas formas termotratada culminaram em valores distintos de absortividade
relatados na literatura, portanto, confirmando indicios de que as ligninas foram
extensivamente oxidadas em suas cadeias laterais (EK et al., 2009; FENGEL;
WEGENER, 1983).
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CONCLUSAO

Diante do exposto na presente tese pode-se concluir:

A sintese do [TEA][HSO¢] foi realizado com sucesso;

O pré-tratamento dos subprodutos de cana-de-agucar com [TEA][HSO4] foram
seletivos para solubilizagao/remocéao das fragdes de lignina e hemicelulose;

A polpa celulésica recuperada apos o pré-tratamento dos subprodutos de cana-
de-agucar com [TEA][HSO4] tornou-se enriquecida em celulose, com excegao da
palha de cana-de-agucar termotratada;

O licor obtido apds do pré-tratamento dos subprodutos de cana-de-agucar com
[TEA][HSO4] foi recuperado e a lignina precipitada com sucesso;

A polpa celulésica recuperada apos os pré-tratamentos de bagacgo e palha de
cana-de-agucar em suas formas natura com [TEA]J[HSO4] foram hidrolisadas
enzimaticamente com sucesso resultando em aumento substancial de conversao
de celulose em glicose;

A polpa celulésica recuperada apds o pré-tratamento de bagago e palha de
cana-de-agucar em suas formas termotratada com [TEA]J[HSO4] néo
apresentaram eficiéncia na hidrdlise enzimatica resultando em niveis
intermediarios de conversao de celulose em glicose;

Os rendimentos das ligninas obtidas dos subprodutos de cana-de-agucar
seguido de pré-tratamento com [TEA][HSO4] foram relativamente elevados;

A caracterizagao fisico-quimica das ligninas obtidas dos subprodutos de cana-
de-agucar seguido de pré-tratamento com [TEA]J[HSO4] mostraram que estas
sofreram alteragdes quimicas estruturais, todavia, mantendo-se um padrao
carateristico de lignina relatada na literatura;

O pré-tratamento dos subprodutos de cana-de-agucar com [TEA][HSO4]
aprsentou potencial de fracionamento recuperando-se a polpa rica em celulose e

a lignina, portanto sendo técnicamente viavel;
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