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RESUMO

Materiais como 0 bagaco de cana-de-acUcar, sdo fartos na natureza e representam fontes
renovaveis para a extracdo de moléculas de interesse econdmico, como as hemiceluloses.
Entretanto, os métodos de extracdo dessas macromoléculas precisam ser melhor desenvolvidos
para aplicacédo industrial. Deste modo, o objetivo principal do trabalho foi o desenvolvimento
de uma metodologia de extracdo de hemicelulose com alto rendimento e pureza utilizando
fracOes da biomassa de cana-de-agUcar: folha e colmo: entrend, né e fragdo externa. Foram
avaliadas duas estratégias: uma prévia deslignificacdo da biomassa; e deslignificacdo da
hemicelulose extraida de material ndo deslignificado. As hemicelulose extraidas foram
avaliadas como substrato para determinacéo de atividade enzimatica de xilanase. O método de
extracdo de hemicelulose empregou 10g de cada biomassa tratadas com perdxido de hidrogénio
em concentragdes de 3 e 6% (m/v), em volume reacional de 200mL, por 4h, a 75 rpm, a 25°C.
Apos a reacdo, o pH foi corrigido com HCI 6 mols/L até 6, e cerca de 4 lavagens com etanol
foram aplicadas. As reacdes de deslignificacdo das biomassas ocorreram em condicgdes
especificas para cada reagente: clorito de sodio (5, 10 e 20% m/m a 80°C/1 a 3h), peroxido de
hidrogénio (5, 10 e 20% m/m a 25°C/4h) e sulfito de sodio (5,10 e 20% m/m a 121°C/30 min).
A deslignificacdo da hemicelulose seguiu a mesma metodologia da deslignificacdo da
biomassa, no entanto com concentracdo de 10% do reagente de deslignificacdo. A atividade
enzimatica de xilanase, foi realizada com extrato comercial utilizando as hemiceluloses
extraidas e deslignificadas como substrato. As hemiceluloses extraidas foram monitoradas
quanto a sua solubilidade e condutividade em solugéo. Os resultados de extracdo com 3 e 6%
de peroxido mostraram valores entre 7 a 29% de rendimento. Os teores de lignina residual se
mostraram coerentes com a literatura, ficando entre 4 a 10%. A deslignificacdo da biomassa
previamente a extracdo de hemicelulose apresentou melhores resultados, rendendo entre
26,22% a 47,09%, com teor de lignina residual de 0,6% a 17,09%. A deslignificacdo da
hemicelulose apresentou melhores resultados com o emprego de peroxido de hidrogénio, com
reducdo de 58,44% do teor inicial de lignina. As maiores atividades enziméticas foram obtidas
com as hemicelulose provenientes da biomassa deslignificada com perdxido de hidrogénio 5 e
10% (174,97 e 166,12 Ul mL™). Os testes de solubilidade e pureza (baixa presenca de sal)
apontam que as hemiceluloses extraidas apresentaram caracteristicas semelhante ou melhor que
a xilana comercial. Na deslignificacdo das biomassas, 0 peréxido de hidrogénio foi o reagente
que apresentou melhor resultado ao rendimento, pureza e solubilidade da hemicelulose. Este
reagente também foi melhor na deslignificacdo das hemiceluloses, resultando menor teor de
lignina residual. Para produzir um substrato para atividade enzimatica a estratégia de
deslignificacdo da biomassa previamente a extracdo de hemicelulose foi mais adequada,
apresentando maior atividade enzimatica.

Palavras-chave: Biomassa; Cana-de-acucar; Hemicelulose; Lignina; Xilanase.



ABSTRACT

Materials such as sugarcane bagasse are abundant in nature and represent renewable sources
for the extraction of molecules of economic interest, such as hemicelluloses. However, the
extraction methods for these macromolecules need to be better developed for industrial
application. Thus, the main objective of the work has been the development of a hemicellulose
extraction method with high yield and purity using fractions of sugarcane biomass: leaf and
stem: internode, node, and external fraction. Two strategies have been evaluated: a prior
delignification of the biomass, and the delignification of the hemicellulose extracted from non-
delignified material. The extracted hemicellulose has been evaluated as a substrate for the
determination of enzymatic activity of xylanase. The hemicellulose extraction method has
employed 10g of each biomass treated with hydrogen peroxide in concentrations of 3 and 6%
(m/v), in a reaction with volume of 200mL, for 4h, at 75 rpm, at 25°C. After the reaction, the
pH has been corrected with HCI 6 mol/L to 6, and about 4 washes with ethanol have been
applied. The biomass delignification reactions have occurred under specific conditions for each
reagent: sodium chlorite (5, 10, and 20% w/w 80 °C / 1 to 3h), hydrogen peroxide (5, 10, and
20% wi/w 25°C/4h), and sodium sulfite (5.10 and 20% w/w 121°C/30 min). The delignification
of the hemicellulose has followed the same methodology of delignification of the biomass,
however with a concentration of 10% of the delignification reagent. The enzymatic activity of
xylanase has been performed with commercial extract using hemicellulose extracted and
delignified as substrate. The extracted hemicelluloses have been monitored for their solubility
and conductivity in solution. The results of extraction with 3 and 6% peroxide have shown yield
values between 7 and 29%. The residual lignin contents have been consistent with the literature,
ranging from 4 to 10%. The delignification of the biomass prior to the extraction of
hemicellulose presented better results, yielding between 26.22% and 47.09%, with residual
lignin contents of 0.6% to 17.09%. The delignification of hemicellulose has presented better
results with use of hydrogen peroxide, with reduction of 58.44% of the initial lignin content.
The highest enzymatic activities have been obtained with the hemicellulose from the biomass
delignified with hydrogen peroxide 5 and 10% (174.97 and 166.12 IU mL-1). The solubility
and purity tests (low salt content) indicate that the extracted hemicelluloses have presented
characteristics similar to or better than commercial xylan. In the delignification of the biomasses
the hydrogen peroxide has been the reagent that has presented better results referring to yield,
purity, and solubility of the hemicellulose. This reagent has also been better in the
delignification of the hemicelluloses, resulting in lower residual lignin content. To produce a
substrate for enzymatic activity the strategy of delignification of the biomass prior to
hemicellulose extraction has been more adequate, presenting higher enzymatic activity.

Keywords: Biomass; Sugarcane; Hemicellulose; Lignin; Xylanase.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acUcar € uma planta perene de estocagem de sacarose do tipo C4 (uma
referéncia a via na qual o CO: é primeiramente organizado em um composto contendo quatro
atomos de carbono) pertencente ao género Saccharum, que se originou na Asia. A cana-de-
acucar € cultivada em paises tropicais e subtropicais no mundo todo, incluindo os maiores
produtores, como Brasil (721 milhdes de toneladas), a india (347 milhdes de toneladas), a China
(123 milhdes de toneladas) e a Tailandia (96 milhdes de toneladas) (MILLER et al., 2012). O
bagaco é gerado a partir do processo de moagem para a extracdo da sacarose, enquanto que a
palha é gerada na colheita da cana-de-acUcar. O bagaco contém dois tipos de fibras: a fibra da
celulose da casca e a medula vascular do caule. A fibra da medula é composta principalmente
por células de parénquima e a casca, por células de esclerénquima (MILLER et al., 2012). Essas
estruturas distribuidas pelo bagaco deixam o material heterogéneo e com diferentes
recalcitrancias as rotas de conversédo biotecnolégica. A figura 1 mostra o esquema do colmo de
cana-de-acucar, evidenciando que a recalcitrancia a degradacdo quimica, fisica e biolégica do
material aumenta da medula para o cortex. Estes fatores sdo os atuais desafios para o uso da
biomassa lignocelulésica em processos de biorrefinarias.

Todavia, novas possibilidades estdo surgindo para a biomassa lignocelulésica, o que
proporcionard uma melhor aplicacdo dessa matéria—prima, principalmente no uso de sua fracao
de hemicelulose. O pré-tratamento do bagaco, em condicBes alcalinas, com temperatura e
pressao moderadas, é considerado uma estratégia para a extragao da hemicelulose. Na maioria
das aplicacdes é necessario que a hemicelulose esteja com alto grau de pureza, ou seja, com
baixo contetdo de lignina residual. Em algumas aplicacGes, Sd0 necessarias caracteristicas
como alta solubilidade, coloracéo clara e determinado grau de polimeriza¢do. Entretanto, a
maioria dos trabalhos relacionados a extracdo, falham devido ao baixo rendimento e alto teor
de lignina residual, e ndo investigam sua solubilidade. Esses fatores sdo importantes para a
aplicacdo desse polissacarideo, por exemplo em processos que envolvem hidrolise enzimatica
e aplicagdes nas quais a hemicelulose ¢ matéria-prima, como formacéo de filme. Existe a
necessidade de estudos visando a extracdo de hemicelulose com caracteristicas adequadas de
processo (alto rendimento) e de aplicagdo (pureza e solubilidade).

Entre muitas aplicacGes biotecnoldgicas, a hemicelulose pode ser empregada nos
campos de energia, produtos farmacéuticos e de alimentos. O limitante para o uso da

hemicelulose sdo suas caracteristicas, 0 que & uma consequéncia do método de extragdo. Um
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caminho que pode ser explorado, esta relacionado a utilizacdo de espécies de plantas cuja
biomassa apresente menor recalcitrancia, assim como a utilizacdo de biomassa geneticamente
modificada (STUDER et al., 2011). Entretanto, o que foi avaliado neste estudo foi 0 uso de
fracdes da biomassa para identificar sua influéncia nos processos de extracdo de hemicelulose.
Consequentemente, evidenciando a existéncia de fracbes de menor recalcitrancia a extracao de
hemicelulose. Trabalhos recentes tém apontado que fragdes do colmo, como entrend, né e
fracdo externa respondem diferente a pré-tratamentos e hidrdlise enzimatica (BRIENZO et al.,
2016, 2014; COSTA etal., 2013). Baseado nas propriedades de heterogeneidade e recalcitrancia
da biomassa, a presente proposta teve como hipo6tese o emprego de fracGes da biomassa,
podendo identificar fracbes de mais facil extracdo. Outra hipo6tese foi avaliar estratégias de
deslignificacdo da biomassa antes da extracdo da hemicelulose, e deslignificar a hemicelulose
extraida.

Figura 1 — Esquema da estrutura anatémica do colmo da cana-de-agUcar.

Fonte: Costa et al. (2013).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Material lignoceluldsico e biomassa da cana-de-agucar

Dentre os mais variados residuos lignoceluldsicos provenientes da agricultura, um que
se destaca, principalmente em paises tropicais, € o bagaco da cana-de-agucar (PENG et al.,
2009). E um residuo presente de forma abundante em indUstrias de agtcar e alcool em paises
como Brasil, india, Cuba e China (MARTINEZ et al., 2003). Estima-se que a producéo de cana-
de-acucar no pais em 2018/2019 ficara em torno de 700 milhdes de toneladas (CONAB, 2017)).
De acordo com Cerqueira et al., 2007, uma tonelada de cana-de-agucar gera em torno de 140
kg de bagaco e de palha, logo, levando em conta essa previsdo, cerca de 1,7 x 108 toneladas de
residuos serdo produzidas. Os residuos excedentes, que ndo sdo utilizados na cogeracdo de
energia, poderiam estar disponiveis para aplicacdes biotecnoldgicas, gerando moléculas de
maior valor agregado, como derivados da hemicelulose. Logo, por causa da importancia do
bagaco e palha da cana-de-aglicar como residuo agroindustrial, hd um grande interesse no
desenvolvimento de métodos para a producéo de biocombustiveis e outros insumos de alto valor
agregado que poderiam oferecer também vantagens ambientais e econémicas (ADSUL et al.,
2004).

A planta da cana-de-aclcar possui uma grande heterogeneidade morfoldgica,
consistindo em um conjunto de fibras e outros elementos como vasos, parénguima e células
epiteliais (SANJUAN et al., 2001). A planta pode ser dividida em colmos, folhas e um sistema
de raizes (Figura 2). A estrutura do colmo é heterogénea, composta por articulagcdes longas e
cilindricas (entrenos) intercaladas por pequenos nés (MILLER et al., 2012). A superficie
externa do colmo é revestida por cera e impregnada por cutina, a qual € caracteristica da
estrutura de epiderme. A epiderme consiste de uma camada Unica alternada de pequenas e
grandes células (MILLER et al., 2012), formando uma forte e densa estrutura cujo contetdo
depende do tipo de planta (XU, 2010). A epiderme € organizada em paredes paralelas cobertas
por uma espessa camada impermeavel chamada de cuticula (BRIENZO et al., 2014; MILLER
et al., 2012). O que é mais importante do ponto de vista da recalcitrancia e anatomia é que,
proximo a epiderme, existe uma grande concentracao de feixes vasculares. Essa estrutura atribui
grande recalcitrancia a essa regido, a qual foi definida como fracdo externa, englobando a

epiderme (BRIENZO et al., 2016). A fracdo externa é a fracdo mais recalcitrante da cana-de-
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acucar a processos de pré-tratamento, seguida pelo né e entrend (BRIENZO et al., 2014),
enquanto que o entrend é a regido de menor recalcitrancia (COSTA et al., 2013).

A composicdo quimica da biomassa da cana-de-acucar é complexa e constitui
majoritariamente por trés compostos estruturais: celulose, hemicelulose e lignina. A celulose é
um polissacarideo linear composto de unidades de B-1,4-D-glicose, unidas por ligagcdes de
hidrogénio intra e intermoleculares formando uma estrutura cristalina (regides altamente
organizadas) e amorfa (regibes menos organizadas) (LYND et al., 2002). A hemicelulose,
diferentemente da celulose, é heterogénea, possuindo em sua composi¢ao quimica quantidades
diferenciadas de agucares como L-ramnose, L-arabnose, D-xilose, D-manose, D-glucose e D-
galactose, além de acido urdnicos; e lignina, que da a parede celular uma maior complexidade
(GAO etal., 2014, FENGEL e WEGENER, 1984; DE SOUZA et al., 2013). No caso do bagaco
da cana-de-agucar, sua constituicdo gira em torno de 35 a 55 % de celulose, 16 a 36 % de
hemicelulose e 14 a 27 % de lignina (MELATI et al., 2017). Essas macromoléculas sdo de
dificil separacdo/isolamento na sua forma pura, devido a sua organizacdo e recalcitrancia
natural (PENG et al., 2009; SANT’ANNA et al., 2014). Dentre essas fra¢des lignocelulosicas,
a hemicelulose tem recebido muita aten¢do nos Gltimos anos devido a sua importancia na
conversdo da biomassa em combustivel, como o etanol e outros produtos de alto valor agregado,
utilizando estratégias quimicas e bioldgicas para sua conversdo (PENG et al., 2009). Entre os
produtos de alto valor agregado derivados da hemicelulose citam-se: xilo-oligossacarideos
(XO0S), xilitol, hidrogel, curativos e substitutos para a pele humana, filmes para embalagem
biodegradavel, encapsulacdo de drogas, substituto para gordura em queijos, aditivos na
producédo de papel, substituto para gelatina como em gomas alimentares, aditivos na inddstria
téxtil e de cosméticos, produgéo de novos biomateriais como o glucagel, etc (EBRINGEROVA,
2006).

Figura 2 - Estrutura anatémica da cana-de-agUcar.
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2.2 Celulose

A celulose é o polissacarideo renovavel mais abundante no planeta e é composta por
uma cadeia de homopolissacarideos, formada por unidades de anidroglicose, unidas por
ligagdes do tipo B - 1,4 - D - glicose (Figura 3), que compdem uma estrutura cristalina, devido
as suas extensas ligacOes intra e intermoleculares de hidrogénio, que facilitam sua agregacéo
em fibrilas (Figura 2) (PU et al., 2008). As microfibrilas de celulose tém regides altamente
organizadas, e regiBes menos organizadas, definidas como regides cristalinas e amorfas,
respectivamente. A celulose nativa é uma estrutura polimorfica, definida como celulose 1, sendo
que alguns tratamentos quimicos/térmicos podem converté-la em polimorfos II, 11l e IV. A
celulose nativa € encontrada como duas fases cristalinas, conhecidas como Ia e If (ATALLA e
VANDER HART, 1984).

A média aproximada das massas moleculares das celuloses de bagaco de cana-de-agucar
é de cerca de 157.800 a 168.400 g mol-1 e o tamanho das fibras de celulose varia de 1,0 a 1,5
mm (DoHaA do Governo Australiano, 2004). Uma unidade de celulose, conhecida como fibrila
elementar, sofre automontagem, de modo a formar microfibrilas, que podem ser englobadas por
matrizes de hemiceluloses, para produzir macrofibras, criando resisténcia a degradacao quimica
e enzimatica (RAGAUSKAS e BEZERRA, 2016).

A média do grau de polimerizacdo de celulose do bagaco de cana-de-agucar varia de
974 a 1039 mondmeros de glicose (BIAN et al., 2014). O grau de polimerizacdo refere-se a
guantidade de monémeros de glicose presentes no polimero, além de poder influenciar na
eficiéncia da hidrdlise enzimatica. A estrutura natural da celulose é primariamente resistente a
hidrélise enziméatica como resultado de sua cristalinidade altamente organizada e também seu
alto grau de polimerizacdo, além da celulose possuir a caracteristica de ser insolivel em agua
(SANT'ANNA, et al., 2014).
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Figura 3 - Ligac0es glicosidicas que formam a cadeia de celulose

|
Cellulose . CH OH

GCH OH O
\2 1\0/4\5/
/ 7 HOV\ —Od_

/4\
x 5/2§ - \4/’5\0
n
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Figura 4 - Esquematizacao das fibras de celulose e sua estrutura cristalina
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2.3 Lignina
A lignina é conhecida como a macromolécula aromatica mais abundante na natureza. E

uma macromolécula com estrutura que apresenta organizacdo amorfa (Figura 5). Sua
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biossintese pode ser considerada como resultado da polimerizagdo de trés tipos de unidades
fenilpropéanicas, como os monolignais: alcoois p-coumaril, sinapil e coniferil (Figura 6), os
quais sdo responsaveis pela sua forma resistente (RAGAUSKAS e BEZERRA, 2016). Estes
monoligndis sdo a origem das unidades de p-hidroxifenil (H), siringil (S) e lignina guaiacil (G)
na macromolécula de lignina (MOGHADDAM et al., 2014).

A massa molecular da lignina do bagacgo da cana-de-agucar tem, em média, 507 - 3.973
g mol™. A quantidade encontrada na lignina da cana-de-agucar, ¢ relativamente baixa, em torno
de 2,37 % a 4,16 %, no entanto, se analisarmos apenas o0 bagaco, esse nimero sobe para 25 %
(RAGAUSKAS e BEZERRA, 2016, MELATI et al., 2017).

As ligninas do bagaco de cana-de-agucar sdo majoritariamente compostas por ligacoes
alquilaril éter, do tipo B-O-4. A lignina tem funcdo estrutural e de protecdo na parede celular
vegetal, mas a lignina afeta a maioria dos métodos de pré-tratamento do bagago, bem como a
hidrdlise enzimatica. Assim, muitos estudos vém sendo realizados com o intuito de obter mais
informacgdes sobre sua estrutura, a fim de remove-la ou modifica-la usando liquidos idnicos,
amonia, acidos diluidos, entre outros pré-tratamentos (MOGHADDAM et al., 2014; SUN et
al., 2004).

Figura 5 - Estrutura quimica da lignina.
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Figura 6 - Detalhe dos &lcoois que compdem a molécula de lignina: em vermelho, o alcool p - coumaril; em

azul, o alcool coniferil; em verde, o alcool sinapil.
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Fonte: adaptado de Zakzeski et al. (2010) e Boerjan et al. (2003).

2.4 Cinzas e extrativos

Um dos residuos da queima do bagaco de cana-de-agUcar, apds seu uso como cogerador
de combustivel ou energia, junto a outras contaminacdes presentes nas usinas, sao as cinzas do.
Essas cinzas sdo da cor preta e contém uma densidade de 2,39 g cm-3 com particulas irregulares.
Contém cerca de 87,8 % de areia com particulas maiores que 63 um, 11,5 % de fendas com
particulas entre 2 e 63 um, 0,7 % de argila com pelo menos 2 um e 10,32 % de matéria organica
(RAGAUSKAS e BEZERRA, 2016).

No Brasil, a geracdo de cinzas de bagago de cana-de-agucar é estimada em cerca de 2,5
milhdes de toneladas por ano e s&o majoritariamente utilizadas como fertilizantes de solo
(FARIA et al., 2012). Nos ultimos anos, estudos sobre possiveis aplicacdes tecnoldgicas e
econdmicas das cinzas foram desenvolvidos. As cinzas do bagago sdo ricas em silica e,
portanto, podem ser utilizadas para outras finalidades, como matéria-prima ceramica, aditivo
para concreto e agregados finos em argamassa (RAGAUSKAS BEZERRA, 2016).
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Os extrativos no bagago da cana representam de 2,3 a 10,5 % da composic¢do quimica
do material. Eles sdo hidrofébicos e podem ser exemplificados por acidos graxos, ceras,
proteinas, entre outros. Um estudo relatou que cerca de 0,9 % dos extrativos de acetona
continham cerca de 140 mg k-1 de 4cidos n-oleosos, 700 mg k™ de n-aldeidos e 330 mg k* de
n-alcoois graxos (JOSE et al., 2015). Para fins de analises quimicas, os extrativos sdo
geralmente removidos do bagaco.

2.5 Hemiceluloses

As hemiceluloses compdem o segundo polissacarideo renovavel mais abundante do
planeta, ficando atrds apenas da celulose (SUN et al.,, 2001; PENG et al., 2009). Sao
classificadas como polissacarideos heterogéneos, encontrados em grandes quantidades em
madeiras e plantas perenes, formando, junto a celulose e a lignina, a parede celular vegetal
(PENG et al., 2009). No entanto, as hemiceluloses estdo intimamente associadas as celuloses
via conex0es fisicas e ligacGes de hidrogénio, enquanto que, em relacao as ligninas, elas estdo
unidas por ligacGes covalentes, que € caracterizada pelo compartilhamento de um ou mais pares
de elétrons entre 4&tomos, sendo elas principalmente ligagdes do tipo R(radical)-benzil e éter
(FREUDENBERG, 1965; PENG et al., 2009).

Em geral, as hemiceluloses sdo polissacarideos constituidos por cerca de 80 a 200
unidades de residuos de acUcar de baixa massa molecular. A formula quimica geral das
hemiceluloses é (CsHgOa)n, e sdo classificadas entre pentoses e hexoses (CAl e PASZNER,
1988). Dentre as pentoses, destacam-se: D-xilose, L-arabinose e L-ramnose; enquanto que entre
as hexoses sdo mais comuns 0s seguintes acucares: D-glicose, D-manose e D-galactose.
Hemiceluloses também podem conter &cidos urdnicos, sendo mais importantes os acidos 4-O-
metil-D-glucurdnico e D-galacturdnico) (Figura 7) (TIMELL, 1964).

A hemicelulose mais abundante em plantas anuais é a arabinoxilana, que contém residuo
D-xilopiranosil conectado por ligagdes glicosidicas de B-(1-4). A hemicelulose do bagaco de
cana-de-agucar é definida como L-arabino-(4-O-metil-D-glucurona)-D-xilana (BRIENZO et
al., 2009; SUN et aL., 2004). Ligados a elas, como cadeias de unidades simples, nas posic¢oes
C-2, C-3 ou ambeas, estdo residuos de a-L-arabinofuranose e a-D-acido glucurdnico (ou seu
derivado 4-O-metil) (MACGREGOR e FINCHER, 1993; PENG et al., 2009). A xilana (Figura
8), que é de ocorréncia natural, contém grupos O-acetil localizados em alguns dos grupos

hidroxila, nos carbonos 2 ou 3, na sua cadeia principal (PENG et al., 2009).
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Figura 7 - Estrutura dos monossacarideos da hemicelulose.
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Figura 8: Estrutura quimica da xilana.

Fonte: Lee et al. (2014).
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Ao contrério da celulose, a hemicelulose ndo € quimicamente homogénea e sua
composi¢do apresenta grande variacdo de propor¢do e contedo, dependendo da espécie, tipo
de tecido, estagio de crescimento e condi¢Bes ambientais e fisioldgicas (FENGEL e WEGNER,
1984; BRIENZO, 2010; BRIENZO et al., 2014). Existe uma grande variedade no conteudo e
composicdo da hemicelulose nos talos, folhas, raizes e casca. Por exemplo, a hemicelulose do
trigo apresenta diferentes graus de substituicdo entre os tecidos. A relagdo arabinose/xilose é
igual a 1, quando se analisa a parte externa do gréo (pericarpo), enquanto que a parte interna
apresenta baixo grau de substituicdo (0,3) (BRILLOUET e JOSELEAU, 1987). A xilana é o
polissacarideo principal encontrado nas hemiceluloses de madeiras duras, enquanto que a
manana prevalece nas madeiras moles (GAO et al., 2013). A hemicelulose apresenta uma
estrutura amorfa e hidrofilica e, portanto, pode ser mais facilmente removida de paredes
celulares do que a celulose (Figura 9). A xilose e os xilo-oligdmeros sdo frequentemente 0s
principais produtos obtidos do pré-tratamento e da hidrdlise enziméatica da hemicelulose,
podendo ser utilizados como agUlcares fermentesciveis para geracdo de etanol, por exemplo
(GAO et al., 2013).

Outros produtos de valor agregado ou compostos intermediarios, tais como o xilitol, o
furfural e o acido levulinico, utilizados para a producdo de quimicos e polimeros, também
podem ser gerados a partir de hemicelulose através de abordagens cataliticas apropriadas
(ADEN et al., 2004; ALONSO et al., 2010). Outros autores sugeriram que o contedo, bem
como a composicdo da hemicelulose, podem afetar também a recalcitrancia da parede celular
(YORK e O’NEILL, 2008). Acredita-se que as interacGes entre as microfibras da hemicelulose
e da celulose, bem como as ligagdes de lignina-carboidrato, sdo capazes de impedir o ataque
das enzimas (CHUNDAWAT et al., 2011; HSU, 1996). As Arabidopsis transgénicas, com
menor contetddo de grupos metil nas cadeias laterais de glucuronoxilana, liberaram mais xilose
que o tipo de controle selvagem em condi¢cdes de menor severidade apds a hidrélise enzimatica
(URBANOWICZ et al., 2012).

Logo, devido a importancia da hemicelulose na conversdo de biomassa em termos de
producdo de grandes rendimentos de extracdo e como matéria-prima para produtos de valor
agregado, um método eficiente de extracdo e analise desse material é de extrema importancia
para extrair hemicelulose de interesse comercial (alto grau de pureza e solubilidade), tornando

viavel sua producéo.
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Figura 9 - Esquema mostra as configuracGes quimicas da hemicelulose e

suas ligacdes com a lignina.
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Fonte: Toole et al. (2007).

2.6 Métodos de extracdo da hemicelulose

Métodos que visam a recuperacdo de macromoléculas da biomassa, como a lignina e a
hemicelulose, tem como objetivo aumentar a solubilizacdo desses compostos através de sua
extracdo ou despolimeriza¢do ou modificacdo quimica (HELMERIUS et al., 2010). Como as
hemiceluloses estdo firmemente ligadas a lignina e a celulose na parede celular, hd uma certa
dificuldade em separa-las sem que haja uma mudanca significativa em suas estruturas (Figura
10) (BRIENZO et al., 2009; SUN et al., 2004). Para essa finalidade, alguns pré-tratamentos
sdo aplicados, utilizando reagentes quimicos, fisicos e também biolégicos.

Especificamente para a extragdo da hemicelulose, ha uma vasta variedade de pré-
tratamentos quimicos disponiveis (Tabela 1) (HELMERIUS et al., 2010, YOON et al., 2008;
AL-DAJANI e TSCHIRNER, 2008; KENEALY et al., 2006; MOSIER et al., 2005; SUN e
CHENG, 2002). O uso de agua ou de um diluente alcalino antes de uma extracdo mais
concentrada remove a xilana com cadeias mais ramificada. O uso de peroxido em meio alcalino
provoca a remogdo do contetdo de acetil da cadeia de xilana (BRIENZO et al., 2009). O meio
alcalino quebra as ligagoes a-éter da lignina (das unidades fendlicas), solubilizando a molécula
associada, que pode ser uma cadeia de hemiceluloses. O meio alcalino também cliva ligacdes

éster, os quais incluem grupos acetil e &cidos feralico e diferulico, ligando as cadeias de xilana



25

com a lignina. O bagago da cana-de-actcar com alto conteudo de acetil é positivo para a
liberacdo de XOS por meio de pré-tratamentos, tais como a autohidrdlise e a explosdo a vapor.
Esses pré-tratamentos sem a adicdo de catalisador desempenham-se bem com biomassa com
alto contetdo de grupos acetil, fragmentando a xilana em XOS e xilose.

Além dos métodos quimicos de extragdo de hemicelulose a partir de materiais
lignocelulosicos, alguns métodos fisicos podem também ser usados (REN et al., 2006). A
utilizacdo do tratamento com vapor (PULS et al., 1985), a irradiacdo de micro-ondas (AZUMA
et al., 1986) e a sonicacdo (SUN et al., 2004) também sdo utilizados para 0 mesmo fim. Esses
pré-tratamentos, no entanto, estdo sempre associados a extracdo alcalina, que é crucial para
melhorar os resultados de fatores como solubilidade dos componentes e das reacdes quimicas
dos mesmos (REN et al., 2006; LUNDQVIST et al., 2002). Por outro lado, ndo sdo
economicamente viaveis para aplicacdo em escala industrial.

Atualmente, a extragdo de hemicelulose enfrenta dificuldades técnicas e econdmicas
para producdo em larga escala. Alguns trabalhos tém como objetivo essa viabilidade, mas
falham na quantidade de reagentes e no baixo rendimento de extracdo (CELEBIOGLU et al.,
2012), e impurezas como sais, proteinas e lignina (JACQUEMIN et al., 2015). Entretanto, mais
importante do que o rendimento da extracdo, algumas aplicagbes necessitam de uma
hemicelulose com propriedades especificas: grau de polimerizacdo, solubilidade, cor,
ramificagOes e impurezas (lignina residual). Existe potencial comercial para a hemicelulose
para diversas aplicacdes como producdo de xilo-oligossacarideos (XOS), xilitol, hidrogel,
curativos e substitutos para a pele humana, filmes para embalagem biodegradavel, encapsulacéo
de drogas, substituto para gordura em queijos, etc (EBRINGEROVA, 2006). Existe também
necessidade técnica para pesquisa, por exemplo, na determinacdo de atividade enzimatica de
xilanases. Algumas empresas estdo descontinuando a comercializacdo de xilana de birch e
beechwood (exemplo, Sigma Aldrich?), as quais eram utilizadas para atividade enzimatica.
Existe a necessidade do desenvolvimento de uma metodologia para extrair hemicelulose com
caracteristicas apropriadas para determinacgéo de atividade enzimatica.

Considerando que o bagaco de cana-de-agUcar € hoje uma das principais matérias
primas, é importante que a hemicelulose dessa biomassa seja utilizada como substrato para a
determinacdo de atividade de xilanase e em cultivo para induzir a producdo desta enzima.

Muitos trabalhos com bagaco de cana-de-agucar apresentam a hemicelulose com alto

! Empresa Sigma Aldrich descontinua a producio e comercializagdo de  xilanas:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=xylan&interface=All&N=0 &mode
=match%?20partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product
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rendimento de extra¢do, porém com alto contetdo de lignina (BRIENZO et al., 2009; XU et
al., 2006); por outro lado, a hemicelulose extraida mesmo com baixo rendimento ainda
apresenta lignina residual (BANERJEE et al., 2014; SUN et al., 2004). A aceitacdo da
hemicelulose e sua composicao sdo fatores relacionados a sua aplicacdo. Certo contetdo de
lignina ndo é impeditivo da producéo de XOS por hidrolise enzimética (BRIENZO et al., 2010),
mas provavelmente é para algumas aplica¢cbes como atividade enzimética, formacdo de
filme/hidrogel, adicéo a polpa celulésica (LAIANE et al., 2016), confeccédo de pele artificial e

encapsulacao de drogas.

Figura 10 - Esquema mostra a complexa organizacdo estrutural entre a celulose,
hemicelulose e lignina. Essa complexidade esta intimamente ligada a dificuldade da

separacao da hemicelulose entre a lignina e a celulose.
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Tabela 1 - Composicéo da hemicelulose e rendimento de extragdo por diferentes métodos.

Composicédo hemicelulose (%, massa seca)

Xil

50.4
74.9
78.0
93.2
91.0
87.0
82.0
81.0
78.0
431
69.0
78.8

83.4

55.2
68.6
76.5
81.3
43.1
93.2
74.8

Ara

4.4
6.0
5.8
5.6
6.4
7.8
9.3
9.8
11.6
25.1
121
4.6

5.7

10.7
12.7
14.7
11.9
4.4

25.1
9.7

Gal

0.2
13
11
0.7
0.5
0.3
2.7
14
1.0

0.9

7.6
1.9
3.0
1.7
0.2
7.6
1.7

Man

0.4
0.3
nd

1.0
11
14
4.0
11
0.6

0.4

41

0.3
0.5
0.3
4.1
13

Ram

0.2
0.1
Nd
3.0
4.9
6.5
0.7
0.1
0.1

0.2

1.8
*

1.0
0.5
0.1
6.5
1.6

Glu

3.9
6.4
5.4
0.5
11
3.3
41
2.6
2.2
9.8
9.7
3.1

3.0

20.4
7.3
13.0
4.0
0.5
20.4
5.9

AcAidos
urénicos
4.4

5.2

6.5

2.3

2.1

1.7

4.8

5.8

5.6

2.1

1.7

3.2

3.4

7.0
3.5
4.8
3.5
1.7
7.0
4.0

Lignina

10.0
9.6
10.4
6.1
4.5
2.2
3.1
2.7
2.4
13.3
6.3
7.2

3.9

9.6
0.7
4.2
5.1
0.7
13.3
6.0

Massa
Molecular
(g/mol)
21100

21100
22185
40770
86720
77140
35200
35820
37430
6500

22500
27900

12100

7380

23340
38890
45370
6500

86720
33026

Rendimento
(%)

52.0

60.8

94.0

*
*

*

55.5
59.1
62.1
3.0
8.1
14.9

12.2

4.1
9.6
9.6
12.0
3.0
94.0
32.6

Extracdo

Peréxido em meio alcalino (2%, m/v), 20°C, 4h.
Peréxido em meio alcalino (6%, m/v), 60°C, 16h.

Per6xido em meio alcalino (4%, m/v), sulfato de
magnésio (0.25 % m/m), 40°C, 10h.

Tratamentos sucessivos com dgua, NaOH 1 e 3%,
50°C durante 3h, precipitagdo com etanol 15%.
Tratamentos sucessivos com dgua, NaOH 1 e 3%,
50°C durante 3h, precipitagdo com etanol 30%.
Tratamentos sucessivos com agua, NaOH 1 e 3%,
50°C durante 3h, precipitagdo com etanol 60%.

1 M NaOH, 20°C, 18h

1 M NaOH, 30°C, 18h
1 M NaOH, 40°C, 18h
Autohidrélise, 170°C, 15 min.
Autohidroélise, 200°C, 15 min.

Material extraido por autohidrdlise por 15 min,
170°C, e H202 3%, sulfato de magnésio 0.25%,
40°C, 12h.

Material extraido por autohidrdlise por 15 min,
200°C, e H202 3%, sulfate de magnésio 0.25%,
40°C, 12h.

Extragdo por agua 55°C, 2h.

Extragdes sucessivas do bagaco tratado com 0.5 M
NaOH, H202 0,5%, 55°C, 2h.
Extragdes sucessivas do bagaco tratado com 0.5 M

NaOH, H202 (0.5; 1; 1.5; 2; 2.5 and 3%), 55°C, 2h.

0.5 M NaOH a 55°C, 2 h do bagaco tratado com
agua.

Minimo

Maximo

Média
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Referéncia

Brienzo et al., 2009
Brienzo et al., 2009
Brienzo et al., 2009
Peng et al., 2009
Peng et al., 2009
Peng et al., 2009
Xu et al., 2006

Xu et al., 2006

Xu et al., 2006
Banerje et al., 2014
Banerje et al., 2014
Banerje et al., 2014

Banerje et al., 2014

Sun et al., 2004
Sunetal., 2004
Sun et al., 2004
Sun et al., 2004

Legenda da tabela: Ram: ramnose; Ara: arabnose; Xil: xilose; Man: manose; Glu:glucose; Gal: galactose. * Dados ndo fornecidos. Fonte: elaborado pelo autor.
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2.7 Xilanases

As enzimas possuem um papel importante na producéo de varios produtos, com énfase
nos processos biocataliticos, aplicados nas industrias alimenticias e de bebidas. As vantagens
de se usar enzimas é a grande especificidade de agdo, condi¢bes simples para a catalise de
reacOes e diversidade de processos passiveis de serem realizados em relacdo a catalisadores
quimicos. A desvantagem do uso das enzimas na aplicacdo industrial se deve ao alto custo para
isolar e purificar, além de sua recuperacdo do meio reacional no final do processo catalitico
(MORANA et al., 2006). A possibilidade de adquirir enzimas por fontes microbianas é outra
caracteristica importante, levando a uma grande disponibilidade, comparativamente a outras
fontes de enzimas, como tecidos animais (PSZCZOLA, 2001). Dentre 0s micro-organismos que
produzem enzimas de interesse comercial, os fungos do género Aspergillus se destacam. Eles
pertencem a familia das Aspergillaceae, classe Ascomicetos e a subclasse Euascomycetae
(CARVALHO, 2013). Sdo denominados fungos filamentosos superiores pois possuem
estrutura mais complexa do que os demais fungos e se diferenciam dos demais por produzirem
esporos sexuais, 0s ascosporos, contidos nos ascos (PELCZAR et al., 1997). Utilizam como
fonte de carbono, preferencialmente, carboidratos simples como a glicose, mas também podem
consumir sacarose, maltose, amido e celulose. Substancias inorganicas como amonia, alguns
nitratos ou substancias organicas como peptona, sulfatos e fosfatos, podem ser fontes de
nitrogénio. Em menor quantidade, esses fungos requerem, alguns oligoelementos como ferro,
zinco, manganés, cobre, célcio e vitaminas para o seu crescimento. (TRABULSI et al., 1999).
Por sua vez, os ascomicetos realizam um papel ecolégico muito importante pois sdo capazes de
degradar matéria organica, como restos de animais e ainda mais importante, vegetais, que
possuem materiais resistentes como celulose, lignina e hemiceluloses (PELCZAR et al., 1997).

Os materiais lignocelulésicos, estdo sendo usados cada vez mais como fontes de carbono
renovaveis e representam a principal proporc¢do da biomassa de plantas terrestres (BOUDET et
al., 2003; SANCHEZ, 2009). Esses materiais possuem em sua composicdo as ja citadas
celuloses, hemiceluloses e lignina, os quais sofrem o processo de hidrélise enzimatica por
micro-organismos, como os do género Aspergillus, liberando carboidratos que sdo utilizados
como fontes de energia e carbono. Esse processo degradativo é de fundamental importancia
bioldgica e industrial. A biomassa lignoceluldsica inclui residuos agricolas como palhas,
cascas, caules, hastes, bagagos de cana-de-agucar, madeiras deciduas e coniferas, residuos da
industria de polpa e papel, residuos de plantas herbaceas, entre outros sendo utilizados como

substratos e/ou fontes de carbono para induzirem a producdo de diversas enzimas como
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celulases, amilases, proteases e xilanases (SAHA, 2003). Em relacéo a aplicacéo das xilanases,
segundo Biely (1985), h4 uma divisdo em duas categorias: uma associada a polissacaridases
(por exemplo, celulases) e outra livre de celulase. Atualmente, uma das principais aplicacfes
das xilanases e outras enzimas € no pré- branqueamento da polpa de celulose na industria de
papéis. Existem algumas teorias que o tratamento com Xilanases tem funcdo de remover a xilana
precipitada da superficie da polpa (ocorrida durante o cozimento), mas ndo esta totalmente
esclarecida, a maneira exata ainda de como as xilanases agem nos processos de branqueamento.
Outra aplicacdo do complexo xilanolitico é no processamento de fibras vegetais, como o
canhamo ou o linho na industria téxtil (PRADE, 1995). As xilanases sdo componentes de
formulacéo de racdo animal, juntamente com glucanase, pectinase, celulase, protease, amilase,
fitase, galactosidase e lipase. Elas quebram arabinoxilanas presentes na racdo, reduzindo a
viscosidade do material bruto. Se a xilanase é acrescentada na racao contendo milho e sorgo,
ambos séo alimentos de baixa viscosidade, ela melhora a digestdo dos nutrientes na parte inicial
do trato digestivo, resultando em uma melhora no uso de energia. A agdo conjunta com as
glucanases, pectinases, celulases, proteases, amilases, fitases, galactosidases e lipases
melhoram a digestibilidade da mistura alimentar (POLIZELI et al., 2005).

Na industria alimenticia, as xilanases podem ser usadas junto com alfa-amilase que leva
a producao de maltose, por exemplo, na panificacdo, aumentando a maciez e a textura da massa
e do miolo e mantendo o péo fresco por mais tempo. Por outro lado, a amilase maltogénica e a
xilanase dao estabilidade a massa, enquanto a protease altera a elasticidade e a textura do gluten
e melhora a cor e o sabor do pdo (MUSSATTO et al., 2007). As xilanases vem sendo usadas
sobre as arabinoxilanas, que representam 2 a 3 % (m/m) da farinha de trigo, e absorvem cerca
de 1/3 da &gua adicionada a massa, impedindo o desenvolvimento do gluten, reduzindo, assim
0 volume do pédo e prejudicando a textura do mesmo. Assim, a aplicacdo de xilanases
(arabinosidases) a farinha leva a liberacdo da agua retida nas arabinoxilanas, melhorando o
manuseio da massa e permitindo a obtencdo de um produto final com maior volume,
melhorando a estrutura de miolo e textura (CAMACHO; AGUILAR, 2003). Além disso, uma
grande quantidade de arabinoxilooligossacarideos pode ser benéfico a salde, pois influencia o
funcionamento do intestino delgado, melhorando a digestao e absor¢do dos agucares; protecdo
contra as doencas cardiovasculares; prevencdo de cancer colo retal e auxilia no aumento do
bolo fecal e esvaziamento intestinal periodico nas evacuagdes (MENEZES; DURRANT, 2008).
Nas fébricas de biscoitos, a xilanase é recomendada na fabricacdo de cream-crackers e wafers,

melhorando a textura, palatibilidade e uniformidade (POLIZELLI et al., 2005). As xilanases
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também s&o utilizadas na clarifica¢do de sucos e vinhos (BIELY, 1985), na liquefacédo de frutas
e mucilagem de café (WONG et al., 1988).

Técnicas avangadas de biologia molecular permitiram outras aplicacGes das xilanases.
Segundo Ganga et al., (1999), uma levedura recombinante do vinho foi construida com gene
para xilanase de Aspergillus nidulans xInA, resultando em um vinho com melhor aroma de
frutas que o convencional. Durante a fabricacdo da cerveja, a parede celular da cevada é
hidrolisada permitindo a quebra do amido. No entanto, ha a liberacdo de longas cadeias de
arabinoxilanas, que aumentam a viscosidade podendo deixar a cerveja turva. Assim, as
xilanases auxiliam na solubilizacéo das arabinoxilanas a oligossacarideos menores, diminuindo
sua viscosidade e, consequentemente, eliminando a turbidez da cerveja (PRODUCTS AND
SOLUTIONS NOVOZYMES, 2008). A xilanase e a xilana sdo pouco usadas na indudstria
farmacéutica. A xilanase foi algumas vezes empregada com complexo de enzimas
(hemicelulases, proteases e outras) em suplementos alimentares, mas poucos produtos
medicinais possuem essa formulagdo (POLIZELLI et al., 2005). Ja os produtos da hidrdlise da
xilana, como a xilose, podem ser transformados em combustiveis liquidos (etanol), solventes e
adocantes artificiais de baixa caloria. A primeira etapa € a deslignificacdo da hemicelulose que
é material rico em xilana, seguido da hidrolise pela acdo das xilanases e hemicelulases,
produzindo acucares como a Xxilose. Na etapa seguinte os produtos sdo fermentados,
principalmente por levedura (Pichia stipitis e Candida shehatae) produzindo xilitol ou etanol
(SREENATH; JEFFRIES, 2000). Como pbdde ser visto, as Xilanases apresentam grande
importancia econémica pois estdo presentes em diversas areas da producéo industrial.

E uma vez que a producdo de xilana comercial esta sendo descontinuada pelas empresas
do ramo (ex: Sigma Aldrich), é importante analisarmos se as hemiceluloses obtidas pelos
processos de extracdo utilizados nesse trabalho, apresentam boa qualidade a fim de serem

utilizadas como substratos de acdo para as xilanases de interesses comerciais.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a influéncia das fracbes da biomassa de cana-de-agUcar na extracdo da
hemicelulose e avaliar uma metodologia de extragdo com processos de deslignificacdo da

biomassa.

3.1 Objetivos especificos

a) Avaliar o desempenho de metodologias de extracdo de hemicelulose nas diferentes
biomassas da cana-de-acucar: folhas e colmo (n6, entreno e fracdo externa), e bagaco integral;

b) Avaliar uma metodologia de extracdo de hemicelulose avaliando estratégias de prévia
deslignificacdo da biomassa de cana-de-aguUcar;

c) Avaliar uma metodologia de deslignificagdo da hemicelulose extraida da biomassa
de cana-de-agUcar;

d) Avaliar as hemiceluloses extraidas como substrato para determinar atividade
enzimatica;

e) Determinar o teor de lignina das hemiceluloses extraida das diferentes biomassas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Bagaco de cana-de-agucar e cana-de-acucar para separacao das fracoes

A cana-de-agUcar (folha, colmo e bagaco) foi fornecida pelo Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC) da cidade de Piracicaba/SP, considerando a variedade de canas-de-agucar
plantada no estado de S&o Paulo. As fragcdes do colmo foram separadas em externa (contendo
a epiderme), entrend e nd, como reportado na literatura (BRIENZO et al., 2014; SIQUEIRA et
al., 2011). A separacdo foi manual, com um corte a 2 mm da extremidade para remogao da
fracdo externa. O colmo, livre de fracdo externa, foi fracionado em né e entrend. As fracdes
foram prensadas para remocdo da sacarose, lavadas com agua destilada e secas em estufa a 50
°C. As amostras foram moidas e selecionadas em peneira de 20 mesh, submetidas a remogéo
de extrativos em soxhlet, com etanol e agua, por 6 h cada. As amostras foram secas em estufa

a 50 °C e armazenadas em frascos plasticos.

4.1.1 Extracéo da hemicelulose

A extracdo da hemicelulose foi realizada em triplicatas de 10 g (massa seca) cada, com
as fracBes da cana (folha e colmo: entrend, n6 e fracdo externa), com fracGes peneiradas do
bagaco proveniente da industria e com o bagaco integral. A reacdo para extracdo da
hemicelulose foi feita com peroxido de hidrogénio (H202) em concentracfes de 6 % e 3 % m/v,
adicionando-se solucdo 5 M de hidroxido de sddio (NaOH), até atingir pH de 11,6. O
Erlenmeyer foi avolumado até 200mL com agua deionizada e agitada em shaker em cerca de
75 rpm, a 25 °C, por 4 horas. Apos esse periodo, as amostras foram neutralizadas com acido
cloridrico (HCI) 5 M, até pH entre 5~6. Depois de neutralizadas, as amostras foram incubadas
a 50 °C para concentragdo e redugdo de volume para cerca de 1/3. Ao chegar em cerca de 50mL
de volume, as amostras foram precipitadas com etanol 95 % 3 volumes. Apés cerca de 24 horas,
a fragdo liquida foi separada do material precipitado (hemicelulose), sendo o sobrenadante
descartado e uma nova lavagem com etanol 70 % foi realizada. Esse procedimento foi realizado
por trés vezes, a fim de evitar a formagéo de sais nas amostras. Apos as lavagens, as amostras
foram secas em estufa a 60 °C por cerca de 72 h. O material extraido (hemicelulose) foi pesado,

e armazenado em minis-placa de Petri, para posterior analises.
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4.1.2 Caracterizagdo quimica da hemicelulose

A hemicelulose extraida foi caracterizada quanto a sua composi¢do quimica,
hidrolisando aproximadamente 300 mg de hemicelulose, adicionando 3 mL de H2SO4 72%
(m/m); a reacdo ocorreu a 45 °C por 7 minutos, sendo interrompida com adicdo de 84 mL de
agua destilada. Essa mistura foi autoclavada a 121 °C por 30 minutos (BRIENZO et al., 2009;
GOUVEIA et al., 2009). O contetdo foi filtrado em filtro de placa porosa n° 4, previamente
tarado. O residuo solido foi lavado com agua destilada, seco em estufa a 105 °C até um peso
constante para a determinacdo da lignina insoltvel (Klason). A fracdo soltvel foi usada para
determinar os teores de agucares e &cido acético por cromatografia liquida. O teor de lignina
soltvel em &cido foi determinado por medida de absorbancia em 205 nm. Para o calculo da
concentracdo de lignina soluvel foi utilizada uma absortividade de 105 L/g.cm nesse
comprimento de onda (GOUVEIA et al., 2009).

4.1.3 Caracterizacdo quimica da biomassa deslignificada

A biomassa deslignificada foi caracterizada quanto a sua composi¢do quimica,
hidrolisando aproximadamente 300 mg de material, adicionando 3 mL de H2SO4 72% (m/m);
a reacao ocorreu a 30 °C por uma hora, sendo interrompida com adi¢do de 84mL de agua
destilada. Essa mistura foi autoclavada a 121 °C por uma hora (SLUITER et al., 2010). O
conteudo foi filtrado em filtro de placa porosa n° 4, previamente tarado. O residuo sélido foi
lavado com &gua destilada, seco em estufa a 105 °C até um peso constante para a determinagdo
da lignina insolavel (Klason). A fragdo soltvel foi usada para determinar os teores de agUcares
e cido acético por cromatografia liquida. O teor de lignina solivel em acido foi determinado
por medida de absorbancia em 205 nm. Para o calculo da concentracdo de lignina soltvel foi
utilizada uma absortividade de 105 L/g.cm nesse comprimento de onda (GOUVEIA et al.,
2009).

4.1.4 Solubilidade da hemicelulose e condutividade em solucao

A solubilidade da hemicelulose foi determinada de acordo com o método de Bailey
(1992). O método consistiu em preparar uma solucdo de xilana 1% em tampao de acetato de
sodio 50 mM, pH 4,8. A solucéo foi aquecida até atingir o ponto de ebulicdo em micro-ondas;

em seguida, a solucéo foi resfriada e permaneceu sob agitacdo de 80 rpm por uma noite a 25
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°C. A solugdo foi centrifugada a 10000 xg por 15 min para separacdo do material insolGvel, o
qual foi seco em estufa a 60 °C até massa constante.

A condutividade da solucdo de xilana 1 % e solucdo tampé&o acetato de sédio 50 mM,
pH 4,8 foi medida em condutivimetro, a fim de verificar a formacéo de sal nas hemiceluloses

extraidas.

4.2 Estratégias de deslignificacao

A deslignificacdo foi realizada com reagentes especificos para lignina, como clorito de
sodio (NaClO2), peroxido de hidrogénio (H202) e sulfito de sddio (Na2SOs) em meio alcalino.

Duas estratégias foram avaliadas: i) uma etapa de deslignificacdo da biomassa da cana-
de-agUcar antes da extracdo de hemicelulose com H20o; ii) uma etapa de tratamento da
hemicelulose isolada para deslignificacdo usando NaClO2, H2O2 e NaxSOsz (Figura 11). Os
reagentes de deslignificacdo foram aplicados em diversas condigdes. O clorito de sodio foi
comparado com processos de deslignificacdo (SIQUEIRA et al.,, 2011), o perdxido em
branqueamento de polpa celulésica (LIU, 2003) e o sulfito em pré-tratamento de biomassa
(MENDES et al., 2015). As reacdes ocorreram em condi¢fes especificas para cada reagente:
clorito de sodio: 5, 10 e 20 % m/m a 80 °C por 3 horas, utilizando 10 gramas de material, em
volume reacional de 200 mL em meio liquido com agua deionizada; peroxido de hidrogénio 5,
10 e 20 % m/m a 25 °C por 4 horas, também em volume de 200 mL em meio liquido com agua
deionizada; sulfito de so6dio 5,10 e 20 % m/m em temperatura de 121 °C/30 min, em volume de
200 mL no meio liquido com &gua deionizada. Ap6s os processos de deslignificacdo, as
amostras foram lavadas em &gua corrente até o pH ficar igual a mesma, filtradas e a parte sélida
colocada para secar em estufas a 50 °C. Apds livres de umidade, foi realizada a extracdo de
hemicelulose padrdo. No caso da deslignificacdo da hemicelulose extraida, apos aplicacéo dos
tratamentos, as amostras foram lavadas com etanol, seguindo mesma metodologia da extragdo
de hemiceluloses. Posteriormente, elas foram secas e levadas para caracterizagdo quimica. Em
relacdo a essas estratégias, foram determinados o rendimento de extracdo, recuperacdo de
massa, teor de lignina residual, composicdo em agucares, além dos valores obtidos em testes de

condutividade e solubilidade.
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Figura 11 - Esquema de extracdo de hemicelulose das fragdes e bagaco de cana-de-agUcar

seguindo duas estratégias: prévia deslignificacdo (A); e deslignificacdo da hemicelulose

extraida (B).
A) Biomassa
l Delignificacao
| Biomassa delignificada |
Tratamento alcalino | up syl solubilizagao de
hemicelulose do processo
i l de delignificagéo”
Filtracao

Residuo rico

em celulose
Neutralizado com HCL 6 M para pH 6
Concentrado em estufa a 45°C
Precipitagdo com etanol 3 volumes

Lavagem com Lavagem com
solugédo acidae etanol 70 % e seca
secaa 45°C a45°C

Lignina Hemicelulose

soltvel em meio
alcalino

B)

Biomassa

l Tratamento alcalino

Biomassa
hidrolisada

l Filtragdo

Residuo rico filtrado
em celulose

|

Delignificagdo com
Lavagem com l l

NaClO2, H202, Na2S03
solugdo &cidae Neutralizagio com HCL 6 M
secaa 45°C

l Precipitagdo com etanol 3 volumes
Lavagem com etanol 70 %
- 45°
Hemicelulose secaa45°C
soltvel em meio
alcalino

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.3 Determinacao de acucares

As concentracdes de glicose, xilose, arabinose e acido acético foram determinadas por
CLAE, utilizando coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) mantida a 45 °C, detector
de indice de refracdo WATERS 2414, fase mével de H2SO4 0,005 M, fluxo de 0,6 mL/min,
volume de amostra injetada de 20 pL. As amostras foram previamente filtradas em filtro de

seringa de 0,22 pum.

4.4 Atividade enzimatica de xilanase

A atividade enzimatica de xilanase foi determinada seguindo método descrito por
Bailey, Biely e Poutanen (1992). A quantificacdo de acucares redutores liberados a partir da
xilana, foi realizada pelo método do acido-3,5-dinitrossalicilico (MILLER, 1959).

Uma aliquota de 0,9 mL de xilana (materiais extraidos e xilana comercial de birchwood
— Sigma Aldrich) foi adicionada a 0,1 mL de extrato enzimatico e incubada a 50 °C por 5
minutos. A reacdo foi interrompida adicionando-se 1,5 mL de DNS e os tubos foram fervidos
a 100 °C em banho-maria, por 5 minutos. Posteriormente resfriamento, realizou-se a leitura da
absorbancia a 540 nm. Um controle para cada amostra foi também preparado, adicionando-se
o reagente DNS antes do extrato enzimatico. A absorbancia destes controles foi descontada das
respectivas amostras.

A curva padrdo foi construida com soluc@es de xilose (Merck) 0,25, 0,5, 0,75,1,1,5¢
2 mg/mL. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
capaz de catalisar a liberacdo de 1 umol de agucar por minuto, expresso em xilose.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracdo e caracterizacdo quimica das hemiceluloses extraidas com peroxido de

hidrogénio

Os rendimentos de extracdo de hemiceluloses de diferentes fracdes de biomassa de cana-
de-acucar estdo apresentados nas tabelas 2 e 3. Assim como valores de lignina residual no
material e respectivas medidas de condutividade e solubilidade. Estes ensaios utilizaram
peroxido de hidrogénio em concentracéo de 6 % m/v (Tabela 2) e 3 % m/v (Tabela 3), segundo
protocolo de otimizacédo de extracdo de hemicelulose de bagaco de cana-de-acucar (BRIENZO
et al., 2009).

5.1.1 Extragdo com perdxido de hidrogénio 6 %

Partindo da premissa de que a metodologia de extracdo de hemicelulose estudada, foi
previamente otimizada para o bagago da cana-de-acUcar, os resultados obtidos provenientes das
demais fragBes mostraram-se equivalentes/comparaveis. Em relacdo a extracao realizada com
peroxido de hidrogénio 6 % m/v, a fracdo externa e a folha apresentaram rendimentos de
extracOes semelhantes em relacdo ao bagaco, com médias de 29,70 e 24,16 %, respectivamente,
contra 23,9 % do bagaco (Tabela 2). O entrené e 0 no, apesar de resultarem em médias um
pouco menores em relacdo ao bagaco (18,6 e 22,63 %, respectivamente), apresentaram
rendimentos semelhantes aos obtidos por Brienzo et al. (2009). Outros trabalhos mostram
resultados semelhantes em relacdo a quantidade de hemicelulose extraida das fracGes de cana-
de-acucar, como Moraes Rocha et al., 2015, que obtiveram média de 27,6 % de extracdo de
hemicelulose.

As hemicelulose extraidas com 6 % m/v de H202 apresentaram valores de lignina
residual coerentes com os apresentados por Brienzo et al., 2009, entre 4,6 a 14,1 %. Seguindo
a metodologia otimizada para o bagaco, o resultados obtidos variaram do minimo de 4,78 %
para o entrend até o maximo de 8,56 % para a folha, tendo o bagaco como controle, o qual
resultou em média de 7,26 % (Tabela 2). Pode ser observado que quanto menor a % de lignina,
maior a eficacia do tratamento na extragdo de hemicelulose. Logo, pode-se observar que todas

as fracOes resultaram em intervalo/faixa de rendimento encontrado por Brienzo et al., 2009.
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Uma das preocupagdes com a extracdo de hemicelulose é evitar a formacdo de sal, o que
pode ocorrer na etapa de neutralizagdo do meio de extracao (pH 11,6) com &cido cloridrico. A
verificacdo de uma possivel formacéo de sal foi realizada por medida de condutividade. Espera-
se gque quanto maior o valor obtido de condutividade, mais sais poderiam estar presentes nas
amostras. Como a ideia do processo de extracdo foi reduzir ao maximo a concetracdo de sal no
material extraido, a fim de obter uma hemiceluose com alto grau de pureza, os resultados foram
comparados ao valor do tampdo acetato de sédio 5mM e pH 4,8 (como sendo um padrédo
interno), o qual apresentou condutividade 10,46 uS/cm a 25 °C. Também como comparacéo, a
solucgéo de xilana comercial (birchwood - Sigma-Aldrich) nas mesmas condi¢des apresentou
condutividade de 12,04 pS/cm a 25 °C. O menor valor encontrado foi na solugdo de
hemicelulose proveniente da fracdo externa, com média de 18 uS/cm a 25 °C, e a maior
condutividade na solucdo de hemicelulose do bagaco, com média de 19,86 uS/cm a 25 °C
(Tabela 2). Os valores de minimo e maximo sdo préximos, e se comparados a xilana comercial,
que supostamente tem uma pureza maior, ndo apresentou discrepancia entre os resultados
obtidos.

Outra preocupacdo com a extracdo de hemicelulose é a sua solubilidade, a qual pode
influenciar em algumas das suas aplicagdes. Para os testes de solubilidade, a xilana comercial
de birchwood (Sigma-Aldrich), foi utilizada como padréo de controle, para fins de comparacgéo
com as hemiceluloses extraidas nesse trabalho. Com uma solubilidade de 69,7 %, a xilana
comercial mostrou-se abaixo dos valores obtidos pelas hemiceluloses extraidas nesse trabalho
(Tabela 2 e 3). Comparativamente, a solubilidade da hemicelulose da fracao externa foi a menor
encontrada, com média de 80,67 %, enquanto a hemicelulose da folha foi a que apresentou
maior solubilidade, com 94,10 %. No entanto, todos as outras fraches apresentaram
soulbilidades acima dos 90 %, demonstrando que as hemiceluloses extraidas com perdéxido 6
% m/v, aliadas aos resultados de condutividade, possuem qualidade desejaveis para aplicacdes,

uma vez que apresentam pureza e solubilidade elevadas.
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Tabela 2 - Rendimento de extracdo de hemicelulose realizada com perdxido de hidrogénio 6

% mlv, e sua solubilidade e condutividade em solucéo.

Biomassa de Rendimento Lignina Condutividade Solubilidade

cana-de-agUcar (%) (%) (uS/cm a 25 °C) (%, miv)
Bagaco 239+0 7,260 19,86 £ 0,27 93,75+ 0,78
Entrend 18,67 £ 9,47 4,78 + 4,56 19,58 + 0,40 92,23 +1,07
N6 22,63 +£5,20 8,47 + 3,19 19,45 £ 0,94 93,77 £1,97
Fracéo externa 29,70 £ 3,25 6,04 + 1,67 18,00 + 0,40 80,67 £ 4,93
Folha 24,17 +2,18 8,53 +1,59 18,62 +1,42 94,10 +£1,19

Xilana de Birchwood * * 12,04 69,70
Tampdao acetato de * * 10,46 *
sodio pH 4,8

* Dados nédo determinados. Fonte: elaborado pelo autor

5.1.2 Extragdo com perdxido de hidrogénio 3%

Foi avaliado o efeito da reducdo da concentracdo de peroxido de hidrogénio em 50 %
(3 % m/v) na extracdo de hemicelulose das biomassas de cana-de-agucar. Os experimentos
seguiram as mesmas condic¢des dos ensaios anteriores: 4 horas em agitacdo a 75 rpm, a 25 °C,
e posterior lavagens com etanol para precipitacdo do material e reducdo de sal nas amostras.

A diminuicédo da concentracdo do reagente levou a uma reducao de material extraido em
quase 3 vezes para todas as fracOes, excecdo feita ao entrend, do qual foi extraida hemicelulose
em um rendimento apenas 4 % menor em relacdo as condicdes inicias de extracdo (H202 a 6
%) (Tabelas 2 e 3). A justificativa para essa diminui¢do de rendimento em relacdo a
concentracdo utilizada primariamente, pode ser dada pela diminuicdo na quantidade de
reagente, que se mostrou insuficiente para romper a recalcitrancia do material e das suas fracdes
(BRIENZO et al., 2014, SANT’ ANNA et al., 2014). Uma vez que se diminuiu a severidade do
tratamento, 0 mesmo ndo se mostrou adequado para o0 objetivo de extracdo de hemicelulose
com alto rendimento. Porém, observou-se que o entrend se mostrou menos recalcitrante que as
demais fragGes, com maior rendimento de extracdo de hemicelulose (Tabela 3).

As hemiceluloses extraidas com peroxido de hidrogénio 3% m/v apresentaram valores
de lignina residual maiores do que aqueles apresentados para o tratamento com concentragdo

de perdxido de hidrogénio 6 % (Tabela 2). Os teores de lignina residual variaram de 7,54 %
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para a hemicelulose do bagaco até 12,19 % para hemicelulose da folha (Tabela 3). Apesar disso,
os valores encontram-se dentro do intervalo reportado por Brienzo et al., 2009, em metodologia
otimizada para extracdo de hemicelulose para o bagaco, e Moraes Rocha et al., 2015, que
reportaram media de 7,38 % de lignina residual, também para bagaco. Uma hipétese para esse
aumento é que, com a severidade do tratamento reduzida pela metade, a lignina ndo foi
quebrada e solubilizada adequadamente, levando a um aumento no seu contetdo no material
extraido e consequentemente ndo houve melhora no processo de extracdo de hemicelulose.

Em relacdo aos testes de condutividade e solubilidade, a premissa foi a mesma da
extracdo realizada com perdxido de hidrogénio 6 % m/v. O valor minimo e maximo de
condutividade, foram obtidos com a hemicelulose da fracdo externa com 15,22 uS/cm a 25 °C,
e da folha, com 18,86 uS/cm a 25 °C, respectivamente (Tabela 3). Valores esses, melhores até
do que os encontrados na extracdo com peroxido de hidrogénio 6% m/v que apresentou como
melhor resultado, 18 uS/cm a 25 °C (Tabela 2) para a hemicelulose da fragcdo externa e muito
préximo ao da xilana comercial, que apresentou condutividade de 12,04 uS/cm a 25 °C.

A solubilidade das hemiceluloses extraidas com 3% de perdxido de hidrogénio foi
superior ao da xilana comercial, que apresentou 69,7 %. Entretanto, as hemicelulose extraidas
com 3 % apresentaram menor solubilidade em comparacdo as extraidas com 6 % m/v de
peroxido de hidrogénio (Tabelas 2 e 3). O melhor resultado encontrado, foi com a hemicelulose
da folha, com solubilidade de 89,70 %, enquanto a menor solubilidade foi obtida com a
hemicelulose extraida da fracdo externa, com 52,20 % (Tabela 3). Através desses resultados de
condutividade e solubilidade pode-se inferir que as hemiceluloses extraidas com perdxido de
hidrogénio 3 % m/v, apresentam boa pureza e solubilidade, excetuando-se a extraida da fracéo

externa, que apresentou solubilidade menor do que a xilana comercial.
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Tabela 3 - Rendimento de extracdo de hemicelulose realizada com peroxido de hidrogénio 3
% mlv, e sua solubilidade e condutividade em solugéo.

Biomassa de Rendimento Lignina Condutividade Solubilidade
cana-de-agUcar (%) (%) (uS/cm a 25 °C) (%, miv)
Bagaco 7,20 £ 0,57 7,54 +2,02 16,60 £ 1,24 70,15 + 11,38
Entrend 14,60 £ 0,99 9,77 £ 0,98 17,86 + 0,46 87,90 + 4,80
N6 8,80 £ 0,99 7,68 3,96 17,26 £ 0,36 76,25 £ 5,16
Fracgdo externa 8,35+ 3,75 10,49 +1,76 15,22 + 0,35 52,20 £ 0,57
Folha 10,80 £ 0,14 10,80 £ 6,95 18,86 + 1,00 89,70 + 0,85

Xilana de Birchwood * * 12,04 69,70
Tampdao acetato de * * 10,46 *
sodio pH 4,8

* Dados ndo determinados. Fonte: elaborado pelo autor.

5.2. Deslignificacao parcial das biomassas de cana-de-acUcar previamente a extragdo de

hemicelulose

Os proximos trés topicos foram dedicados aos resultados dos ensaios de extracdo de
hemicelulose realizados com prévia deslignificacdo, utilizando concentracfes distintas de
sulfito de sddio, clorito de sédio e peréxido de hidrogénio. As biomassas da cana-de-agucar
submetidas a deslignificacdo e posterior extracdo de hemicelulose foram o bagaco, entrend, no,
fracdo externa e folha. Foram determinados o rendimento de extracdo, recuperacdo de massa,
teor de lignina residual, composicdo em acucares, além dos testes de condutividade e

solubilidade.

5.2.1 Deslignificacdo com sulfito de sodio

Na extracdo de hemicelulose do material previamente deslignificado com sulfito de
sodio 5 % (m/m), ocorreu mais extracdo de material do que o esperado, com valores variando
entre 56,26 % até 79,02 % (Tabela 4). Esses valores assemelham-se a 0s encontrados por Silva,
2016, que reportaram rendimentos (de materiais/solidos) entre 75 a 88 %. Uma vez que para a
hemicelulose, espera se algo entre 30 a 35 % de rendimento, considerando o teor de
hemicelulose no material (BRIENZO et al., 2009), os valores foram mais altos. Deste modo, é

provavel que tenha ocorrido a formagdo de sal no meio junto a hemicelulose, durante a etapa
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de neutralizagdo, como reportado na literatura (FIGUEIREDO et al., 2017). A extragdo de
hemicelulose realizada ap6s deslignificacdo da biomassa com sulfito de sodio 10 % m/m,
resultou em valores entre 9,14 a 33,60 % (Tabela 4), ficando mais proximo dos valores
apresentados na literatura (BRIENZO et al., 2009). As extracdes de hemicelulose dos materiais
deslignificados com 20 % (m/m) de sulfito de s6dio, apresentaram a menor amplitude/variagéo,
com rendimentos em torno de 12,54 a 16,19 % (Tabela 4).

As extracOes de hemiceluloses realizadas com as biomassas deslignificadas com sulfito
de sdédio 10 e 20 %, apresentaram reducéo na lignina residual, variando de 2,47 a 11,8 % (Tabela
4). No entanto, as extracdes dos materiais previamente deslignificados com 5% do reagente
sulfito de sbdio apresentaram valores altos de lignina, como por exemplo, a hemicelulose
extraida do entrend, que apresentou cerca de 24% de lignina residual. Por outro lado, a
hemicelulose extraida do n6 previamente deslignificado, apresentou cerca de 5,63 % de lignina
residual. A hemicelulose extraida do bagaco deslignificado com sulfito de s6dio apresentou
17,64 % de lignina residual, o que é um contetdo relativamente alto, comparando com 0s
valores de 8 a 13 % obtidos por Mendes et al. (2015). Aumentar o tempo de reacdo e
concentracdo de reagentes poderia ser uma alternativa para diminuir o teor de lignina residual.

A solubilidade das hemiceluloses provenientes de todos os tratamentos realizados
mostraram-se melhores que a Xxilana comercial, tendo como valor minimo, 70,30 % de
solubilidade do entrend deslignificado com 20 % de sulfito de sodio, e valor méaximo de 95,70
% de solubilidade da fracdo externa deslignificada com 5 % de sulfito de sodio (Tabela 4).

A condutividade das solucBGes de hemicelulose provenientes de todos os tratamentos
ficaram proximas ao do controle. As amostras de hemiceluloses das biomassas deslignificadas
com sulfito de sddio 10 % (m/m), apresentaram valores menores do que o tampdo: 8,22 a 9,32
46 puS/cm a 25 °C, contra 10,46 puS/cm a 25 °C (Tabela 4). As hemiceluloses extraidas dos
materiais deslignificados com sulfito de sodio 5%, apresentaram 0s maiores valores de
condutividade: de 18,26 46 puS/cm a 25 °C para 0 bagaco até 21,17 46 uS/cma 25 °C a (Tabela
4), 0 que se supde uma maior quantidade de sal nessas amostras, evidenciado também pela ja
citada quantidade de material extraido (FIGUEIREDO et al., 2017). Para as amostras de
hemicelulose cujas biomassas foram deslignificadas com sulfito de sodio 20 %, os resultados
ficaram proximos ao da xilana comercial (12,04 uS/cm a 25 °C), com uma condutividade de
10,50 uS/cm a 25 °C para a hemicelulose do entreno até 13,95 uS/cm a 25°C para a do bagaco,
contra 12,07 uS/cm a 25 °C (Tabela 4).
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Tabela 4 - Caracterizacdo quimica da hemicelulose extraida das biomassas de cana-de-agucar parcialmente deslignificadas com sulfito de sodio.

Biomassa de Sulfito de sédio Rendimento de Glucana Xilana Arabinana Lignina Acido Acético Condutividade Solubilidade
cana-de-agUcar (%, m/m) extracao (%) (%) (%) (%) (%) (%) (uS/ecm a 25 °C) (%, m/v)
5% 68,17 £ 0,30 * * * 17,64 £0,75 * 18,26 + 0,57 93,9+ 0,42
Bagaco 10 % 20,87 32,42 31,78 3,05 4,55 0,77 8,60 76,70
20 % 14,30 3,10 8,15 1,13 11,87 0,16 13,95 92,00
5% 61,58 + 0,37 * * * 24,01 +1,80 * 21,17 +0,36 94,15+ 0,21
Entrend 10 % 9,14 39,88 65,80 4,03 8,22 0,26 8,83 84,30
20 % 12,54 11,11 21,26 2,58 5,52 0,22 10,50 70,30
5% 56,26 + 9,80 * * * 5,63 + 0,30 * 20,40+ 0,74 93,75+ 0,35
N6 10 % 23,38 14,70 26,19 2,99 5,29 0,17 8,22 86,70
20 % 16,19 3,16 10,18 1,16 9,96 0,28 13,29 87,20
5% 79,02 +£0,94 * * * 18,06 + 0,86 * 21,05+0,10 95,70 £ 0,50
Fracéo externa 10 % 33,60 33,87 66,90 3,51 2,47 0,43 9,32 78,60
20 % 14,43 5,16 23,08 1,07 15,86 0,24 11,35 75,90
5% * * * * * * * *
Folha 10 % 21,24 27,84 67,40 4,06 5,28 0,00 8,87 84,20
20 % 15,34 2,96 574 1,36 15,39 0,24 12,26 81,30
Xilana de Birchwood
* * * * * * * 12,04 69,70
Tampao acetato de
sédio pH 4,8 * * * * * * * 10,46 *

* Dados ndo determinados. Fonte: elaborado pelo autor.
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5.2.2 Deslignificacdo com clorito de sddio

A extracdo de hemicelulose do bagaco previamente deslignificado com clorito de sédio
em concentracdes de 5, 10 e 20 % (m/m) apresentou rendimento de 11,10, 29,07 e 12,37 %,
respectivamente (Tabela 5). A hemicelulose extraida da fragéo externa do material parcialmente
deslignificado com clorito de sodio 10 %, foi a que apresentou melhor rendimento de extracédo
de hemicelulose, com valor de 31,26%. Por outro lado, a hemicelulose do entreno parcialmente
deslignificado com clorito de sédio 5 %, foi o que apresentou o0 menor rendimento de extracdo
de hemicelulose, apenas 2,45 % (Tabela 5). Os resultados de rendimento de extragdo de
hemicelulose do material parcialmente deslignificado com clorito de sédio ficaram em um
intervalo de valores entre 26 % a 31 % no bagaco de cana-de-acUcar. Outro trabalho reportou
valores entre 21 e 28 % de extracdo de hemicelulose para diversas biomassas, como pinheiro,
alamo e um tipo de graminea chamada Switchgrass, cuja biomassa é tratada com propdsito de
geracdo de energia na Europa para (GENG et al., 2018). Uma resalva € que os trabalhos da
literatura quantificaram a hemicelulose removida do material (com base na composi¢do quimica
do residuo rico em celulose apos o tratamento de deslignifica¢do). Por outro lado, o presente
trabalho quantifica a hemicelulose solubilizada.

Os resultados referentes ao teor de lignina na hemicelulose da biomassa deslignificada
com clorito de sédio, portam-se parcialmente coerentes com 0 ja encontrado na literatura.
Referente ao bagaco, encontra-se valores proximos aos 9 % de lignina (SIQUEIRA et al., 2013).
No trabalho realizado, os valores para bagaco sdo 9,48, 20,88 e 7,09 %, respectivamente aos
tratamentos realizados com clorito de sodio 5, 10 e 20 % m/m (Tabela 5). J& 0 menor valor de
lignina, ficou com a hemicelulose do entrend deslignificado com clorito de sddio 5 %, com
cerca de 3,94 % (Tabela 5).

A condutividade das solucbes de hemicelulose de todas as fracGes/biomassas
parcialmente deslignificadas com clorito de s6dio 5 %, apresentaram valores na faixa dos 20
puS/cm a 25 °C, superior ao valor encontrado para a xilana comercial: 12,04 uS/cm a 25 °C
(Tabela 5). No entanto, para todos as demais solugdes de xilanas provenientes de diferentes
condigdes de deslignificacdo, os valores de condutividade ficaram abaixo do valor da solugéo
de xilana comercial, com media em torno de 7 uS/cm a 25 °C (Tabela 5).

Os testes de solubilidade referentes as hemiceluloses extraidas do material previamente
deslignificado com clorito de sddio, apresentaram resultados superiores a xilana comercial
(69,7 %) em todos os tratamentos realizados, e com as hemiceluloses extraidas de todas as

biomassas da cana-de-agucar (Tabela 5). O menor resultado encontrado, foi na hemicelulose
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extraida da fracdo externa deslignificada com clorito de sédio 20 % (m/m), com valor de 74,40
% de solubilidade. J& o maior resultado encontrado, foi também na hemicelulose da fracéo
externa, no entanto, do material lignoceluldsico deslignificado com clorito de sédio 5 % m/m.
O valor obtido para ela foi de 91,4 % de solubilidade. A fim de comparacéo, a xilana comercial

apresentou apenas 69,7 % de solubilidade (Tabela 5).



Tabela 5 - Caracterizagdo quimica da hemicelulose extraidas das biomassas de cana-de-agUcar parcialmente deslignificas com clorito de sédio.
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Biomassa de Clorito de sodio Rendimento de Glucana Xilana Arabinana Lignina Acido Acético Condutividade Solubilidade
cana-de-agUcar (%, m/m) extracao (%) (%) (%) (%) (%) (%) (uS/ecm a 25 °C) (%, m/v)
5% 11,10 £ 0,03 * * * 9,48 + 0,16 * 19,73+ 0,84 89,9+4,38
Bagaco 10 % 29,07 33,38 54,55 5,017 20,88 1,90 6,87 84,80
20 % 12,37 11,25 15,66 3,10 7,09 0,40 8,44 75,30
5% 2,45 £ 0,04 * * * 3,94+0,13 * 20,36 +0,80 84,05 + 1,06
Entrend 10 % 6,53 21,14 56,90 2,35 7,88 1,96 5,47 89,60
20% 18,86 9,89 17,31 2,44 9,03 0,59 8,73 77,10
5% 12,00 + 0,06 * * * 14,64 + 0,60 * 20,37 + 0,64 84,05 + 1,06
N6 10 % 11,45 22,08 52,34 2,71 14,49 1,92 7,45 86,80
20 % 13,30 6,64 22,08 2,17 16,79 0,50 7,50 75,60
5% 6,35+ 0,01 * * * 6,32 +0,76 * 20,04 £0,20 91,4 +0,57
Frag&o externa 10 % 31,26 26,83 43,94 4,99 6,54 2,08 6,87 87,70
20 % 24,17 10,15 12,06 2,29 16,11 0,80 9,38 74,40
5% * * * * * * * *
Folha 10 % 21,19 29,52 48,99 4,70 9,24 0,81 7,15 81,50
20 % 10,74 5,63 15,92 4,64 6,86 0,19 8,54 80,90
Xilana de
Birchwood * * * * * * * 12,04 69,70
Tampao acetato
de sédio pH 4,8 * * * * * * * 10,46 *

*Dados ndo determinados. Fonte: elaborado pelo autor
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5.2.3 Deslignificagdo com peroxido de hidrogénio

Em relacdo a deslignificacdo da biomassa realizada com perdxido de hidrogénio,
os rendimentos de extracdo de hemicelulose foram baixos para as fragdes com perdxido
de hidrogénio 5 % m/m, com minimo de 3,38 % e maximo de 10,31 % (Tabela 6). No
entanto, para as fragdes deslignificadas com perdxido 10 e 20 % (m/m), os resultados de
extracdo de hemicelulose foram melhores. Para a deslignificagéo da biomassa realizada
com perdxido de hidrogénio 10 %, o menor valor encontrado de rendimento de extracédo
de hemicelulose, foi com o no, apresentando 26,22 %. O maior rendimento de extracdo
de hemicelulose foi com a folha deslignificada com perdxido de hidrogénio 10 %, com
40,53 % (Tabela 6). Para as fragdes de biomassa deslignificadas com peréxido de
hidrogénio 20%, o menor resultado de extracdo de hemicelulose foi o0 do bagaco, com
12,13 %, enquanto que o maior foi com o entrend, com 47,09 % (Tabela 6). Esses
resultados de rendimento de extracdo de hemicelulose ficaram acima do esperado, em
especial para o bagaco, uma vez que resultados encontrados na literatura apontam
rendimento na faixa dos 11 % (DA COSTA CORREIA et al., 2013), 36 % a menos do
gue o0 maximo reportado nesse trabalho.

Em relacdo a deslignificacdo da biomassa com perdxido de hidrogénio, os
resultados de lignina da hemicelulose extraida, comparados com a literatura, se
mostraram também coerentes, com valores variando de 0,6 % para a hemicelulose do né
deslignificado com perdxido de hidrogénio 5 %, até 17,6 % para a hemicelulose da folha
deslignificada com preodxido de hidrogénio 20 % (Tabela 6). Excetuando-se esse Ultimo
valor méximo de lignina obtido, todos os outros mostraram-se coerentes (Tabela 6) com
o0 apresentados na literatura, que apresentam valores de 7 a 10 %, aproximadamente (DA
COSTA CORREIA et al., 2013).

Nos testes de solubilidade, os valores obtidos nas hemiceluloses extraidas apds
desliginificacdo da biomassa com perdxido de hidrogénio, variaram de no maximo 94 %
para a hemicelulose do no tratado apos deslignificacdo da biomassa com perdéxido de
hidrogénio 20% m/m até o minimo de 74,40 %, encontrado na hemicelulose do bagaco
do mesmo tratamento. Esses valores sdo superiores aos encontrados para a xilana
comercial, que apresentou solubilidade de 69,7 %. Logo, evidenciando que as amostras
obtidas por extracdo, sdo mais sollveis que a xilana comercial. Os resultados de

condutividade mostraram valores menores que o da Xilana comercial também, em sua
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maioria, com valores variando entre 6,76 a 9,74 uS/cm a 25 °C (Tabela 6). A excecdo
ficou por conta dos valores obtidos nas hemiceluloses extraidas apos deslignificagdo com
perdxido de hidrogénio 5 %, que apresentou entre 15 a 17 % uS/cm a 25 °C (Tabela 8).
Para efeito de comparacao, a condutividade da xilana comercial ficou em 12,04 uS/cm a
25 °C (Tabela 6). Logo, mesmo os maiores resultados, ainda ficaram préximos a xilana
comercial, 0 que mostra, junto aos valores de solubilidade, que essa hemicelulose tem

uma boa qualidade.
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Tabela 6 - Caracterizagdo quimica da hemicelulose extraida das biomassas da cana-de-agucar parcialmente deslignificadas com peréxido de

hidrogénio.
Biomassa de Peroxido de hidrogénio Rendimento de Glucana Xilana Arabinana Lignina Acido Acético Condutividade Solubilidade
cana-de-agUcar (%, m/m) extragao (%) (%) (%) (%) (%) (%) (uS/cm a 25 °C) (%, m/v)
5% 3,38 £0,02 * * * 3,27 + 0,06 * 17,15+ 0,41 86,20 + 1,06
Bagaco 10 % 27,58 38,48 66,38 3,94 3,40 2,19 7,95 87,30
20 % 12,13 9,05 13,37 2,73 10,43 0,25 8,08 74,40
5% 8,23+0,01 * * * 9,60 + 0,68 * 17,88 +1,77 87,30 + 0,57
Entren6 10 % 29,20 33,12 57,01 3,10 7,15 2,20 6,76 89,90
20 % 47,09 11,66 31,41 5,68 14,34 0,51 8,67 81,70
5% 10,31+ 0,30 * * * 0,60 + 0,08 * 16,57 + 0,04 92,60 + 0,50
N6 10 % 26,22 23,20 51,45 2,70 6,86 1,94 6,40 88,10
20 % 37,27 24,19 11,25 5,98 3,14 0,68 7,23 94,00
5% 5,58 + 0,04 * * * 7,45+0,17 * 15,9 + 3,00 73,80 +1,06
Frag&o externa 10 % 26,33 45,91 45,91 2,55 10,41 1,94 7,64 82,60
20 % 33,56 14,79 21,40 4,06 11,72 0,52 9,34 79,80
5% * * * * * * * *
Folha 10 % 40,53 53,80 53,80 5,37 10,14 1,90 7,40 85,10
20 % 24,12 4,43 16,94 4,96 17,09 0,16 9,74 74,80
Xilana de
Birchwood * * * * * * * 12,04 69,70
Tampdao acetato
de sédio pH 4,8 * * * * * * * 10,46 *

* Dados ndo determinados. Fonte: elaborado pelo autor.
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5.3 Caracterizacao quimica dos residuos sélidos parcialmente deslignificados

Os dados apresentados nessa secdo sdo referentes a caracterizacdo quimica dos
residuos solidos apds os ensaios de deslignificagdo. A figura 12 ilustra a aparéncia da
biomassa apds deslignificacdo com peroxido de hidrogénio, clorito de sodio e sulfito de
sodio, nas concentracBes de 20 % (m/m). Essa concentracdo foi escolhida por ser a
condicdo mais “severa” em relacdo a todos os processos de deslignificacdo. A tabela 7
mostra os rendimentos obtidos em recuperacao de massa, quantidade de agucares e teores

de lignina, p6s deslignificacao.

Figura 12 - Residuo sélido das biomassas ap0s deslignificacdo parcial com sulfito de

sodio, clorito de sodio e perdxido de hidrogénio

Legenda: fracOes eIinificadas com clorito de sédo 20%: 1 —folha, 2 — e'tréné,
3 — fracdo externa, 4 — bagaco, 5 — nd; fracdes deslignificadas com sulfito de sédio 20%:
6 — folha, 7 — entrend, 8 — fracdo externa, 9 — bagaco, 10 — no; fragGes deslignificadas
com peroxido de hidrogénio 20%: 11 — folha, 12 — entrend, 13 — fracdo externa, 14 —

bagaco, 15 — no.

Para as deslignificagdes da biomassa realizadas com peréxido de hidrogénio 20
%, pode-se observar uma recuperacdo de massa do residuo solido rico em celulose, que
variou de 53,70 % para o entren6 a 76,60 % para 0 bagaco. Em relagéo ao clorito de sodio,
os valores de recuperacdo de massa variaram de 52,80 % para 0 n6 até 60,20 % para a
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folha, o que foi melhor do que os encontrados por Geng et al., 2018 para pinheiro, alamo
e switchgrass, que ficaram entre 36 a 43 %. J& para as deslignificacdes feitas com sulfito
de sodio, esses valores ficaram entre 70,30 % para o entreno e 81,90 % para 0 bagaco
(Tabela 7). De acordo com esses dados, pode-se inferir que os resutados de recuperacao
encontrados para o sulfito de s6dio foram melhores, sendo superiores aos do perdéxido de
hidrogénio e clorito de sddio, que se mostraram parecidos entre si.

O teor de glucana nos materiais deslignificados variou pouco, para as trés
condicdes aplicadas. Para o perdxido de hidrogénio, esses resultados variaram de 64,82
% para a folha até 73,26 % para o entrend. Ja com o clorito de s6dio, os valores de glucana
ficaram entre 64,82 % para a folha e 74,76 % para a fracdo externa. Por fim, o sulfito de
sodio apresentou variacdo de 58,84 % no né até 67,57 % no entreno (Tabela 7). De
maneira geral, a quantidade de glucana se mostrou maior nas biomassas deslignificadas
com clorito de sddio, no entanto, a diferenca em relacdo ao perdxido de hidrogénio ndo
foram significativas, mas todas as fragdes de todos as deslignificagdes apresentaram
valores maiores de glucana do gque os reportados para o material in natura (38 % a 43 %)
(MASARIN et al., 2011; MELATI et al., 2017).

Os resultados de xilana e arabinana mostram as quantidades de hemiceluloses nas
biomassas apds os processos de deslignificacdo. A variacdo para o peroxido de hidrogénio
foi de 31,47 % para o entrend até 34,46 % para 0 nd. Em relacdo ao clorito de sédio, 0s
valores de hemicelulose ficaram entre 33,03 % na folha, e 37,73 % no bagaco. Para o
sulfito de sddio, esses valores ficaram entre 34,45 % para a folha e 38,72 % para 0 no6
(Tabela 7). De modo geral, os valores de hemicelulose se mantiveram quase constantes,
com pouca variacdo entre as amostras. No entanto, é possivel destacar que as
deslignificacbes com sulfito de sbédio apresentaram uma melhor preservacdo da
hemicelulose se comparado aos outros dois reagentes. Comparado com o0s valores
esperados para o material in natura, 25 % a 32 % (MASARIN et al., 2011), os resutados
encontrados para o material deslignificado foram semelhantes, o que demonstra que esses
reagentes ndo agiram de forma efetiva na solubilizacdo de hemiceluloses, o que
supostamente poderia alterar os rendimentos de extracao.

O conteudo de lignina para essas biomassas sdo importantes, uma vez que esses
ensaios tratam-se de deslignificacdo. Os resultados de lignina residual para o perdéxido de
hidrogénio variaram de 7,47 % até 15,24 %, para o entrend e no, respectivamente. Para a

deslignificacdo com clorito de sodio, a lignina residual variou de 5,40 % a 11,62 %,
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respectivamente. Para a fragdo externa e folha, foram determinados valores inferiores,
sendo assim melhores, aos encontrados na literatura, que ficaram entre 0,3 a 1,4 %
(GENG et al., 2018). E em relacdo a deslignificacdo realizada com sulfito de sodio, 0s
valores encontrados de lignina residual ficaram entre 1,23 % para a fracdo externa até
14,42 % para o entrend (Tabela 7). A fim de comparacéo, os valores esperados de lignina
para 0 material in natura variam de 17 a 24 %, 0 que mostra, de acordo com a tabela 7,
que todos os ensaios de deslignificacdo, em especial com clorito de sodio, foram eficazes
na remocao de lignina do material para posterior extracao.

Os resultados reportados a seguir, referem-se a porcentagem de massa de glucana,
xilana e lignina encontrados nos materiais tratados, comparados ao material in natura
(Tabela 8). Logo, quanto maior o valor encontrado, demonstra que o tratamento realizado
removeu menos componentes do material em questdo, enquanto que, quanto menor o
valor encontrado, maior é a remogao do material em questéo.

O teor de glucana recuperada nos materiais deslignificados variou pouco para as
trés condicdes aplicadas. Para o perdxido de hidrogénio, esses resultados variaram de
85,66 % para a folha até 100 % para a fracdo externa. Ja em relacdo o clorito de sédio, os
valores de glucana ficaram entre 75,58 % para a folha até 100 % para a fracdo externa.
Por fim, o sulfito de sodio apresentou variacéo de 86,24 % na folha até 100 % nas demais
fracdes (Tabela 8). De maneira geral, a quantidade de glucana conservada no material se
mostrou maior nas biomassas deslignificadas com sulfito de sodio, no entanto, a diferenca
em relacdo as outra fracdes nao foram significativas.

Os resultados de xilana mostram as quantidades de hemiceluloses conservadas nas
biomassas apds os processos de deslignificacdo. A variacao para o peroxido de hidrogénio
foi de 55,06 % para o n6 até 100 % para o bagaco. Em relacdo ao clorito de sddio, os
valores de hemiceluloses ficaram entre 55,06 % para o n6, a 100 % no bagaco. Para o
sulfito de sddio, esses valores ficaram entre 78,70 % para a fragcdo externa até 100 % para
0 bagaco (Tabela 8). De modo geral, os valores de hemicelulose se mantiveram quase
constantes, com pouca variag¢do entre as amostras. No entanto, é possivel destacar que as
deslignificacbes com sulfito de soédio apresentaram uma melhor preservacdo da
hemicelulose se comparado aos outros dois reagentes.

O contetdo de lignina para essas biomassas sdo ainda mais importantes e
relevantes, uma vez que esses ensaios tratam-se de deslignificacdo. Os resultados de

lignina residual, preservados no material apos a deslignificacdo da biomassa, para o
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peroxido de hidrogénio variaram de 18,18 % até 34,84 %, para o entren0 e fracdo externa,
respectivamente. Para a deslignificacdo com clorito de sodio, a lignina residual variou de
19,05 % a 24,48 %, para 0 bagaco e a folha, respectivamente. E em relacdo a
deslignificacao realizada com sulfito de sédio, os valores encontrados de lignina residual
ficaram entre 5,80 % para a fracdo externa até 45,91 % para o entreno (Tabela 8). Os
valores encontrados demonstram que os tratamentos realizados, foram eficazes para a
remocao de lignina nos substratos utilizados, mostrando ainda que a glucana sofre pouca
ou nenhuma solubilizacdo. Em relacdo as xilanas, elas apresentam uma maior

solubilizacdo, no entanto, a conservagdo no material ainda é maior do que 55 %.
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Tabela 7 - Caracterizagdo quimica dos residuos ricos em celulose apds deslignificagdo parcial com perdxido de hidrogénio, clorito de sodio e

sulfito de sodio, em concentracdo 20 % (m/m).

Biomassa de Reagente de deslignificacéo Glucana Xilana Arabinana Lignina Acido Acético
Recuperagéo de massa (%)

cana-de-agUcar 20 % (m/m) (%) (%) (%) (%) (%)
Peréxido de hidrogénio 76,60 66,90 31,99 3,31 8,41 0,10
Bagaco Clorito de sédio 57,80 72,12 34,37 3,36 7,53 0,03
Sulfito de sodio 81,90 60,67 32,71 3,71 10,46 0,02
Perdxido de hidrogénio 53,70 73,26 28,77 2,70 747 0,00
Entreno Clorito de sodio 54,60 72,21 31,35 3,34 8,79 0,00
Sulfito de sodio 70,30 67,57 32,71 3,86 14,42 0,05
Peroxido de hidrogénio 55,90 68,67 31,18 3,28 15,24 0,00
N6 Clorito de sodio 52,80 69,22 32,94 3,86 10,90 0,12
Sulfito de sodio 74,00 58,84 33,70 5,02 9,75 0,07
Peréxido de hidrogénio 65,11 66,70 30,28 3,54 8,33 0,56
Fracdo externa Clorito de sédio 54,80 74,76 32,60 3,34 5,40 0,00
Sulfito de sodio 71,30 66,87 32,12 3,48 1,23 0,03
Perdxido de hidrogénio 68,20 64,82 29,17 4,21 13,78 0,00
Folha Clorito de sodio 60,20 64,82 28,62 4,41 11,62 0,00
Sulfito de sodio 72,50 61,34 29,29 5,16 13,85 0,00

Fonte: elaborado pelo autor
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Tabela 8 - Caracterizagdo quimica dos residuos ricos em celulose apés deslignificacdo parcial com perdxido de hidrogénio, clorito de sodio e

sulfito de sodio, em concentracdo 20 % (m/m). Resultados em % de massa recuperada em relacdo ao material in natura.

Biomassa de cana-  Reagente de deslignificagéo 20 Recuperacdo de massa Glucana Xilana Lignina

de-agUcar % (m/m) (%) (%) (%) (%)
Peroxido de hidrogénio 76,6 100,00 100,00 27,71

Bagaco Clorito de s6dio 57,8 98,58 100,00 19,05
Sulfito de sodio 81,9 100,00 100,00 37,23

In natura X 100,00 100,00 100,00

Peroxido de hidrogénio 53,7 86,18 62,35 18,18

Entrend Clorito de sodio 54,6 86,40 69,23 21,81
Sulfito de sodio 70,3 100,00 93,12 45,91

In natura * 100,00 100,00 100,00

Peréxido de hidrogénio 55,9 95,76 55,06 32,20

N6 Clorito de s6dio 52,8 91,02 55,06 21,97
Sulfito de s6dio 74,0 100,00 78,80 27,27

In natura * 100,00 100,00 100,00

Perdxido de hidrogénio 65,1 100,00 67,70 34,84

Fracéo externa Clorito de sé6dio 54,8 100,00 61,51 19,35
Sulfito de sodio 71,3 100,00 78,70 5,80

In natura * 100,00 100,00 100,00

Peréxido de hidrogénio 68,2 85,66 78,35 32,87

Folha Clorito de sodio 60,2 75,58 67,72 24,48
Sulfito de sodio 72,5 86,24 83,46 34,97

In natura * 100,00 100,00 100,00

*Dados ndo obtidos. Fonte: elaborado pelo autor
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5.4 Deslignificacdo da hemicelulose extraida

Com o objetivo de reduzir o teor de lignina residual nas hemiceluloses obtidas foi
empregado uma estratégia de deslignificacdo da xilana. Neste estudo foi utilizada a
hemicelulose extraida da fracdo externa da cana-de-agucar com peroxido de hidrogénio
6%. Esta hemicelulose foi escolhida por ter apresentado um melhor rendimento geral nos
demais ensaios: extracdo de hemicelulose com 6 % de perdxido, e nas deslignificacdes
das biomassas realizadas com sulfito de sodio, perdxido de hidrogénio e clorito de sddio,
anteriores a extracdo. Os agentes de deslignificacdo empregados foram peroxido de
hidrogénio, clorito de sddio e sulfito de sédio, em concentracdo de 10 % (m/m). Esta
concentracéo de agente deslignificante foi escolhida por ter apresentado melhor resultado
nos ensaios de deslignificacdo das biomassas de cana-de-agUcar (Tabelas 4,5 e 6). A
figura 13 ilustra a hemicelulose antes e depois da deslignificacdo, A e B, respectivamente.
E possivel observar que a coloragio do material se torna mais claro de acordo com a
reducéo da quantidade de lignina. Ressalta-se que néo foi encontrado na literatura estudos

de deslignificacdo de hemicelulose.

Figura 13 - Aspecto visual/coloracdo da hemicelulose extraida com peréxido de hidrogénio e
deslignificada com sulfito de sddio, clorito de sodio e peroxido de hidrogénio.

Legenda: A: 1 - hemicelulose do bagaco; 2 - hemicelulose da folha; 3 -

hemicelulose da fragdo externa; 4- hemicelulose do n6. B: 1 e 4 - hemicelulose
deslignificada com clorito de sddio; 2 e 5 - hemicelulose deslignificada com sulfito de
sodio; 3 e 6: hemicelulose deslignificada com peroxido de hidrogénio.
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A recuperacdo de massa na deslignificacdo da hemicelulose realizada com sulfito
de sodio 10 % (m/m) com 78,4 % foi a maior, sendo a menor com clorito de s6dio 10 %
m/m 87,08 % (Tabela 9). Em relacdo aos teores de lignina inicial e residual, o peréxido
de hidrogénio resultou em melhor deslignificacao, com reducéo de 58,44 % do teor inicial
de lignina para o teor de lignina residual, caindo dos iniciais 6,04 % para 2,51 %. Os
ensaios de deslignificacdo com clorito de sodio e sulfito de sddio apresentaram resultados
de lignina residual semelhantes, com 5,52 % e 5,82 %, respectivamente. Em relacdo ao
teor inicial de lignina, que apresentou resultado de 6,04 %, os ensaios com clorito de sodio
e sulfito de sodio ndo se mostraram eficientes como os realizados com perdxido de
hidrogénio (Tabela 9).

A solubilidade das hemicelulose deslignificadas apresentaram valores proximos,
sendo o material tratado com peroxido de hidrogénio a mais soltvel, com 95,95 % de
solubilidade, seguido pelo clorito de s6dio com 95,05 % e o sulfito de sddio com 94,2 %
(Tabela 9). Logo, a solubilidade das hemiceluloses deslignificadas foram superiores ao
da xilana comercial (69,70 %), e as hemiceluloses ndo deslignificadas (80,67 %).

Uma vez que as hemiceluloses foram precipitadas novamente com etanol, poderia
ocorrer a formacdo de sal, sendo entdo determinada a condutividade em solucdo. A
hemicelulose deslignificada com peroxido de hidrogénio apresentou 13,68 uS/cm a 25
°C, enquanto que a deslignificada com clorito de sodio apresentou 13,57 uS/cm a 25 °C.
A hemicelulose deslignificada com sulfito de sédio apresentou um valor maior, com
20,67 uS/cm a 25 °C (Tabela 9). No entanto, nenhuma das solucdes de hemicelulose
ficaram discrepantes do valor da solucdo de xilana comercial, que foi de 12,04 uS/cm a
25 °C. Salienta-se que a formacdao de sal pode ser resolvida com o processo de lavagem
com etanol, sendo desejavel a reducdo do numero de lavagens por questbes de custos
operacionais (FIGUEIREDO et al., 2017).



58

Tabela 9 - Deslignificacao de hemicelulose extraida de fracdo externa com peroxido de

hidrogénio 6 %, e seu teor de lignina residual, solubilidade e condutividade.

Reagente de Recuperacao Lignina Lignina  Solubilidade Condutividade
deslignificacéo (10 %, de massa inicial residual (uS/cm
m/m) (%) (%) (%) (%) a25°C)

Peroxido de hidrogénio  79,03+6,35 6,04+1,67 251+0,28 9595+332 13,68+0,13

Clorito de sdédio 87,08+341 6,04+167 552+043 9505+0,21 13,557%0,13
Sulfito de s6dio 784+948 6,04+167 582+069 942+071 20,67+0,05
Xilana de Birchwood * * * 69,70 12,04
Tampéo acetato de * * * * 10,46
sodio pH 4,8

*Dados néo determinados. Fonte: elaborado pelo autor.

5.5 Atividade enzimatica de xilanase utilizando hemiceluloses extraidas

Os resultados obtidos nas atividades enziméticas realizadas com xilanase
comercial estdo apresentados na tabela 10. Para esses ensaios, utilizou-se o extrato
enzimatico Celluclast (Novozymes). Os substratos utilizados foram as hemiceluloses da
fracdo externa obtidas nesse trabalho.

Dentre os resultados obtidos, excetuando-se as hemiceluloses que passaram por
deslignificacdo com clorito de sédio 10% e sulfito de sédio 10 % (58,30 e 84,60 Ul mL"
! respectivamente), todas as outras apresentaram atividade enzimatica maior do que a
xilose comercial (106,37 Ul mL). Destaca-se as hemiceluloses cujos substratos sofreram
prévia deslignificagdo com perdxido de hidrogénio 5 e 10 % (174,97 e 166,12 Ul mL™),
que apresentaram uma atividade enzimatica maior. Era esperado que, com uma maior
quantidade de lignina, a atividade enzimatica poderia diminuir, devido a maior
dificuldade de acdo da enzima no substrato. A cadeia de xilana provavelmente esta
protegida em algumas regides pela lignina. Outro efeito negativo que poderia ter ocorrido
pela presenca de lignina é a adsor¢do improdutiva, indisponibilizando enzima para a
reacdo. No entanto, as maiores atividades foram determinadas com os substratos com
maior quantidade de lignina (Tabela 10). Os teores de lignina neste estudo parecem nao

terem afetado a determinacdo de atividade enzimatica.
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A cadeia de xilana apresenta certa complexidade na sua hidrélise, necessitando
uma grande diversidade de enzimas xilanoliticas/acessorias, com diferentes
especificidades, caracteristicas fisicas, quimicas e bioquimicas para sua completa
hidrolise (POLIZELI et al., 2005). De acordo com Gongalves et al. (2012), os principais
fatores que influenciam a eficiéncia da hidrélise da xilana sdo o comprimento da molécula
e 0 seu grau de substituicdo. Por outro lado, uma caracteristica aqui estudada que pode
influenciar a atividade é a solubilidade. Esta caracteristica foi melhor para as xilanas
obtidas neste trabalho do que a comercial. Provavelmente, este fator tenha contribuido

para obter melhor atividade enziméatica comparando com a comercial.

Tabela 10 - Determinacéo de atividade enzimética com xilanase comercial utilizando

como substrato as xilanas extraidas da fracdo externa.

Procedéncia Ul mL? Teor de lignina (%)
Xilana comercial — Sigma Aldrich 106,37 + 10,46 *
3% peroxido de hidrogénio 143,11 + 18,67 10,49 + 1,76
6% perdxido de hidrogénio 138,23 + 11,55 6,04 + 1,67
Da biomassa deslignificada com 5% peroxido de 174,97 £ 17,30 7,45+ 0,17
hidrogénio
Da biomassa deslignificada com 10% peroxido de 166,12 + 23,14 10,41
hidrogénio
Hemicelulose deslignificada com 10 % peroxido de 136,87 + 21,56 2,51 +0,28
hidrogénio
Hemicelulose deslignificada com 10% clorito de 58,30 + 30,34 5,52 +0,43
sodio
Hemicelulose deslignificada com 10% sulfito de 84,60 + 11,57 5,82 £ 0,69
sodio

* Dados ndo determinados Fonte: elaborado pelo autor.
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6 CONCLUSOES

As extracOes de hemicelulose com perdxido de hidrogénio com concentracdes de
3 e 6 % demonstrou que a reducdo de reagente influencia diretamente a quantidade de
material extraido. Uma excecdo foi observada para a biomassa de entrend, que ndo
apresentou diminuicéo significativa de rendimento. Uma suposicao para esse resultado,
esta ligado ao fato dessa fracdo ser menos recalcitrante que as demais em estudo. Logo,
diante desses resultados, se a extracdo com peroxido de hidrogénio 3 % for realizada
apenas com entrend, ganha-se em economia de reagente, tornando o processo de extragao
Menos ONeroso.

Avaliando todos os processos de deslignificacdo das biomassas para posterior
extracdo de hemicelulose, pode-se afirmar que, considerando todos os parametros
avaliativos da extracdo (rendimento sem e com prévia deslignificacéo, teor de lignina,
solubilidade, condutividade): o perdxido de hidrogénio foi o reagente que apresentou
maior remocao de lignina; as hemiceluloses foram melhor conservadas, em relacdo a
teores de acucares, com as deslignificacdes realizadas com perdxido de hidrogénio; os
melhores rendimentos de extracdo de hemicelulose foram reportados nas deslignificacfes
realizadas com perdxido de hidrogénio. Os resultados obtidos nesse trabalho, também
demonstram que a melhor estratégia é realizar a extracdo de hemicelulose sem
deslignificar a biomassa e, posteriormente realizar a deslignificacdo do material extraido,
obtendo assim, melhor custo-beneficio nos processos de extracdo e qualidade da
hemicelulose.

Em relacdo aos residuos solidos obtidos apds a deslignificacdo das biomassas,
conclui-se que a recuperacao de massa foi maior nas fracdes deslignificadas com sulfito
de sodio. A remocdo de lignina foi melhor nas fracdes deslignificadas com clorito de
sodio. E, os acUcares se mostraram mais conservados nas fracdes deslignificadas com
sulfito de sodio.

As hemicelulose extraidas apresentaram-se apropriadas para determinagdo de
atividade enzimatica de xilanase. As hemiceluloses extraidas da biomassa previamente
deslignificadas com peroxido de hidrogénio em concentractes de 5% e 10% apresentaram
melhores resultado de atividade enzimatica. Os teores de lignina residual na hemicelulose
parecem ndo terem influenciado na atividade da xilanase, talvez um efeito suprimido pela

alta solubilidade das hemicelulose.
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