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Resumo

O aproveitamento de residuos € uma das questdes amplamente discutidas no
cenario ambiental e econémico no mundo todo. O desenvolvimento de tecnologias
que possam dar destinos apropriados a residuos que seriam descartados de forma
impropria, pode também movimentar a economia com producdo de energia e
moléculas de valor agregado. O bagaco de cana-de-acucar € um destes residuos,
utilizado atualmente para a cogeracao de energia, agora se apresenta, gracas a novas
tecnologias desenvolvidas, como uma matéria-prima entdo empregado para a
producédo de etanol, polimeros entre outros compostos que possuem valor agregado.
Alguns desafios, no entanto, precisam ser superados, a lignina, um dos componentes
dessa biomassa como é uma barreira a acdo de enzimas que realizam a hidrélise dos
polissacarideos presentes nesse material. Neste contexto, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito de pré-tratamentos e seu impacto em diferentes fracdes
da biomassa de cana-de-ac¢ucar. Dois diferentes pré-tratamentos foram empregados,
um com acido sulfdrico diluido (5, 10 e 20 % m/m, a 121°C/30 min), seguindo de uma
deslignificacdo branda com clorito de sédio (30 % m/m, a 70°C/1 h). A &rea superficial
da lignina foi determinada o corante catibnico Azure B em solugdo de 0,1 g/ml.
Hidrélises enzimatica (15 FPU/g por 24 h — Cellic Cetec 2 — Novozymes) foi aplicada
nos materiais para avaliar o rendimento em glicose. O pré-tratamento acido diluido
removeu até 40% da hemicelulose de todas as fracbes em estudo. A deslignificacdo
branda com clorito de sddio diminui o teor de lignina nos materiais, originando um
material rico em celulose. O corante Azure B permitiu determinar a superficie ocupada
pela lignina apds o pré-tratamento acido, e a residual apés a deslignificacéo. A fracao
e condicdo com maior area superficial total de lignina foi a folha pré-tratada com acido
a 5 % com 52 m?/g de material. A fracdo externa apresentou a maior area superficial
especifica (240 m2/g) apds a aplicacdo de deslignificacdo. Os resultados indicam que
a reducdo na éarea superficial da lignina impacta positivamente no rendimento em

glicose de hidrolise enzimatica

Palavras chave: cana-de-agucar, lignina, pseudo-lignina, pré-tratamento &cido
diluido, deslignificacéo, hidrélise enzimatica



Abstract

The reutilization of residues is a contemporary question in the environmental and
economic scenario in the world. The development of technologies that could give
proper destination to residues that would be discarded, could as well generate income
by producing energy and chemical molecules of economic interest. The sugarcane
bagasse is one of these sub products, used mostly for energy generation through its
burning, presents itself now as an alternative to the production of biofuels due to the
development of new strategies and technologies. Some challenges remain
nonetheless, lignin, one of lignocellulosic biomass main components acts like a barrier,
blocking the interaction between enzymes and the polysaccharides. In this context, the
present study aimed to show the effect of two distinct pretreatments and their
combination and its impacts in the lignocellulosic biomass digestibility. The
pretreatments employed were dilute sulfuric acid (5, 10 and 20 % w/w, at 121°C/30
min), followed by a delignification with sodium chlorite (30 % w/w at 70°C/ 1 h). The
lignin surface area was determined by the cationic dye Azure B in solution of 0.1 g/mL.
Enzymatic hydrolysis (15 FPU/g for 24 h — Cellic Ctec 2 - Novozymes) of the material
was employed to assess the glucose yield. The dilute acid pretreatment removed part
of the hemicellulose in all fractions in study. The delignification with sodium chlorite
reduced the lignin content in all samples, consequently increasing the overall glucan
content. The Azure B dye detected the lignin surface area after the dilute acid
pretreatment, and its remaining area after the delignification. The fraction with highest
surface area was the leaves pretreated with 5% of diluted acid, resulting in 52 m2/g of
material. The external fraction showed the highest specific surface area with 240 m2/g
of lignin after the delignification procedure. The results of enzymatic hydrolysis and
lignin surface area imply that the reduction of lignin surface area results in an increase

in enzymatic hydrolysis for all fractions in study.

Keywords: sugarcane, lignin, pseudo-lignin, dilute acid pretreatment, delignification,
enzymatic hydrolysis.



1. INTRODUCAO

O residuo fibroso resultante da remocgdo do “suco” da cana-de-acucar
(sacarose), e sua maceracdo € chamado de bagaco de cana-de-acucar, um dos
residuos de agricultura mais abundantes no planeta (FERNANDES et al., 2017).
Diversas aplicacdes deste residuo estdo descritas como estudo na literatura, as quais
vao desde a producéo de papel, até a producao de biocombustiveis (LOH et al., 2013).
Estratégias de utilizacdo do bagaco para a geracdo de energia, principalmente na
forma de biocombustiveis liquidos vém sendo estudadas ao longo dos anos. A
possibilidade de gerar energia sustentavel associado com o baixo custo do bagaco, o
tornam um alvo para o desenvolvimento de novas tecnologias nesta area (BEZERRA,
RAGAUSKAS, 2016). Porém, o material lignoceluldsico é recalcitrante e precisa de
pré-tratamento para modificar sua estrutura.

Os constituintes principais do bagaco sdo: celulose, hemicelulose, lignina,
extrativos e cinzas, sendo 0s trés primeiros constituintes 0s presentes em maior
qguantidade. A alta composicdo em polissacarideos favorece a sua aplicacdo em
reacOes de hidrélise gerando carboidratos simples, os quais sdo empregados em
fermentacdes para geracéo de produtos, sendo o principal o etanol (REZENDE et al.,
2011). De forma semelhante a outras plantas, os polissacarideos presentes no bagaco
sao formados por celulose e hemicelulose, imersos em uma matriz de lignina. A lignina
€ um composto fendlico amorfo, resistente a ataques enzimaticos e degradacéo,
sendo considerado o principal elemento responsavel pela recalcitrancia da parede
celular a hidrélise enzimatica da celulose (HIMMEL et al., 2007; ISIKGOR et al. 2015).

Para diminuir a recalcitrancia do material lignocelulésico, a qual é devida a
composicdo quimica em combinacdo as propriedades fisico-quimicas (BRIENZO et
al., 2015), e aumentar a taxa de conversdo enzimatica da celulose e hemicelulose a
carboidratos simples, diversos pré-tratamentos vem sendo estudados (KUMAR;
SHARMA, 2017; KUMAR et al.,, 2009). Os diferentes pré-tratamentos possuem
diferentes caracteristicas e maneiras de acao distintas, levando, portanto, a diferentes
alteracdes na composicéo e estrutura do material lignocelulésico. Os pré-tratamentos
podem diminuir a cristalinidade e grau de polimerizagcéo da celulose, remover parte do
conteudo de lignina ou hemicelulose, ou modificar a estrutura da lignina (KUMAR,;

SHARNA, 2017). Os pré-tratamentos podem afetar a celulose, levando a
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despolimerizacéo parcial, dependendo da sua severidade (ZENG et al., 2014). Alguns
pontos negativos s&do possiveis perdas de carboidratos por degradacdo, com
producdo de inibidores enzimaticos ou compostos que afetam negativamente o
processo subsequente de fermentacdo (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Os pré-tratamentos fisico-quimicos mais utilizados na industria do etanol sdo a
explosdo a vapor, os pré-tratamentos de acido diluido, e os alcalinos, sendo que os
efeitos causados por cada um destes variam. Os pré-tratamentos &cidos sao
considerados mais eficientes e econémicos se comparados com 0s pré-tratamentos
alcalinos ou oxidativos, e sdo capazes de solubilizar a hemicelulose (na forma de
monossacarideo) e uma pequena fracdo da lignina. Portanto, é um pré-tratamento
bastante utilizado como método de separacao de hemicelulose quando seu objetivo é
obter um hidrolisado rico em xilose. Pré-tratamentos que utilizam substancias
alcalinas como hidroxido de sédio sdo capazes de solubilizar hemicelulose e lignina,
além de contribuir com melhora na digestdo enzimética das fibras de celulose
(REZENDE et al., 2011). Por fim, o pré-tratamento por explosdo a vapor modifica a
estrutura do material lignoceluldsico, levando a altas taxas de liberag&o de glicose por
hidrolise enzimatica. Porém, este pré-tratamento ocasiona a formacédo de alguns
compostos inibitérios do processo de fermentagdo (LASER et al., 2002; JONSSON;
MARTIN, 2016).

Devido aos impactos negativos no rendimento de hidrolise enzimética
causados pela presenca de lignina (barreira fisica e adsor¢cdo improdutiva de
enzimas), sua remocdo ou modificacdo se faz necessaria para a conversdo de
materiais lignocelulésicos em biocombustiveis. Neste contexto, o presente estudo
analisou a éarea superficial referente a lignina total, levando em consideracdo a
ocorréncia de depodsitos de lignina sobre o material ap6s a aplicagcdo dos pré-
tratamentos &cido diluido e sua combinacdo deslignificacdo branda com clorito de
sédio. As analises foram baseadas na estimativa da area superficial da lignina (total e
especifica) através da adsorcédo do corante Azure B. De forma complementar, a
adsorcédo de corante foi relacionada com a composi¢cao quimica do material (lignina

residual total) e rendimento em glicose na hidrélise enzimatica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bioetanol e o papel da biomassa lignoceluldsica

Uma das melhores alternativas para a reducao do uso de combustiveis fosseis
sdo os biocombustiveis. O processo da fotossintese é responsavel por permitir que
agua, energia solar e CO2 sejam assimilados em moléculas organicas que podem ser
usadas como fonte de energia (ISIKGOR et al., 2015). Dados de 2015 mostram que
cerca de 9,6 % do total de combustiveis produzidos mundialmente sdo provenientes
do uso de biomassa e outros residuos nao relacionados (INTERNATIONAL ENERGY
AGENCY, 2017).

Os biomateriais provenientes dos constituintes principais da parede vegetal de
gramineas e madeira sdo comumente denominados de materiais lignoceluldsicos.
Estes materiais possuem em sua composi¢ao elementos organicos como carboidratos
dispostos na forma de polissacarideos, tais como a celulose e hemicelulose. Outros
compostos organicos aromaticos formam a lignina, e alguns compostos presentes em
menor quantidade como extrativos, cinzas, proteinas e pectina (USMANI et al., 2017).

O emprego de materiais lignocelulésicos vem crescendo com o passar dos
anos através do desenvolvimento de novos produtos e materiais, especialmente
aqueles com potencial de reduzir o uso de derivados de petréleo, ou substitui-los
completamente. Os custos ambientais da extracdo do petrdleo e as questdes sociais
e econbmicas relacionadas a este favorecem as caracteristicas positivas da aplicacao
da biomassa no desenvolvimento de materiais que substituam os derivados de
petréleo. Dentre 0s pontos positivos podemos citar o baixo custo ambiental, tendo em
vista que o impacto causado pelo cultivo de biomassa é potencialmente menor do que
o custo ambiental possivel causado pela extracéo do petréleo, o seu custo reduzido,
e a ampla disponibilidade (USMANI et al., 2017).

Para a producdo de bioetanol em larga escala a partir de biomassa
lignoceluldsica se faz necessario o uso de um material com elevado conteddo de
carboidratos. Alguns exemplos classicos ja utilizados nas técnicas de producédo de
bioetanol e outros biocombustiveis sdo a cana-de-acgucar, comumente utilizada na
forma do proéprio suco (sacarose), e o amido proveniente do milho (FERNANDES et
al., 2017). Para aproveitar ao maximo todas as fracdes da biomassa, o

desenvolvimento de uma biorrefinaria integrada, onde todos os subprodutos podem
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ser reaproveitados para fins econdmicos surge como uma pratica plausivel para
diminuir os custos da producao de etanol de segunda geracdo (CHEALI et al., 2015).

Para aumentar a producgéo de etanol, sem aumentar a producao de sacarose e
amido, o que resultaria no aumento da area plantada de cana-de-acucar e milho,
novas fontes de acucar fermentavel vém sendo exploradas como por exemplo o0s
materiais celulésicos, ou lignocelulésicos presentes nas paredes celulares das
plantas. Dentre os materiais lignocelulésicos, 0 mais comumente produzido no Brasil
€ 0 bagaco de cana-de-acucar. Este tipo de substrato € amplamente utilizado no Brasil
(ROCHA et al., 2015a)., sendo que a estimativa para a safra 2017/2018 seja de
aproximadamente 646 milhdes de toneladas de cana-de-acucar, e uma producéo
estimada de 26,12 bilhGes de litros de etanol (CONAB, 2017). Com alto potencial de
queima, este bagaco é utilizado principalmente para geracdo de energia elétrica
necessaria para o funcionamento das usinas, podendo uma parte inclusive a ser
vendida para distribuicdo. Mas apesar da amplitude de aplicacdes, boa parte deste
subproduto ainda nédo € aproveitada (ROCHA et al., 2015a). Para o Brasil ainda ha
um problema recente, a partir de 2008 o investimento de capital na industria de agucar
e etanol tém estagnado, e este fator combinado com as condi¢Bes climaticas
adversas, além do aumento no preco da expansao da producdo de cana-de-acucar,
gue se da principalmente devido a falta de espaco para cultivo na regido sudeste, além
de que as melhores terras para o cultivo dessa variedade ja estarem ocupadas,
forcando a expansédo a ocorrer na direcdo de terras menos férteis (DRABIK et al.,
2015).

O bagaco de cana-de-acucar € composto majoritariamente de celulose,
hemicelulose e lignina, e outros compostos que aparecem em menor quantidade como
extrativos e cinzas. Dentre os trés principais componentes, a celulose corresponde a
maior parcela da biomassa total do bagaco, com cerca 42 %, enquanto a Hemicelulose
corresponde a cerca de 28 %, por fim a lignina corresponde a cerca de 25 % da
composic¢ao quimica total do bagaco (ROCHA et al., 2012b).

A celulose é o componente mais abundante dentre a biomassa global, presente
em todas as paredes celulares de tecidos vegetais, e é encontrada como um
polissacarideo linear composto de unidades de glicose ligadas por meio de ligacdes
glicosidicas do tipo B-1,4. A hemicelulose & também abundante na biomassa, a

composi¢cdo da hemicelulose varia de planta para planta, sendo composta por
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mondmeros dextrogiros de xilose, manose, glicose ou galactose, formando um
polissacarideo ramificado com grupos pendentes (CHEN, 2014). A lignina € um
composto exclusivo de gimnospermas e angiospermas, € o componente da parede
celular mais heterogéneo de todos, sendo que sua composi¢cao pode variar entre as
células de um mesmo tecido, € composta principalmente de alcool p-coumaril, coniferil
e sinapil. O bagaco de cana-de-acucar oferece outras vantagens quando comparado
a outros materiais lignocelulésicos como a palha de arroz e a palha de trigo, devido a
seu baixo teor de cinzas (CARDONA et al., 2010).

2.2 Heterogeneidade da biomassa de cana-de-acucar

Uma dificuldade em se trabalhar com residuos lignoceluldésicos como o bagaco
de cana-de-acucar € a sua heterogeneidade. A cana-de-acUcar é composta de trés
principais sistemas, raizes, folhas e caule, que também pode ser chamado de colmo
(BRIENZO et al., 2014). O colmo € uma estrutura comprida que tem funcdo de
sustentar as folhas da planta, € segmentado em nés e entrends. O no é a porcdo onde
as folhas se ligam ao colmo, geralmente sdo mais curtos e densos, enquanto que 0s
entrends sao mais compridos. A figura 1 apresenta a divisdo em frac6es da cana-de-
acucar (A), separada primariamente em palha e colmo (B), e suas subdivisdes em ng,
entrend e epiderme (C). Um corte transversal nos entren0s mostrara que essa regiao
€ composta por diferentes tecidos, a epiderme, o cortex e a medula. A figura 2
apresenta por microscopia de varredura a morfologia diversa do né e entrend,
destacando em vermelho as regifes dos feixes vasculares. A epiderme é a porcao
mais externa, e apresenta dois tipos de células, podendo ser constituida de apenas
uma Unica camada, ou de multiplas camadas de células, estas estando organizadas
de duas formas diferentes, as longas e as curtas, que se ordenam de forma intercalada
(BRIENZO et al., 2014).
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Figura 1. Divisdo em fracbes da cana-de-aclcar. A: planta inteira. B: Stalk
corresponde ao caule e Straw corresponde a folha. C: Internode corresponde ao
entrend, node corresponde ao no, epidermis-free stalk corresponde a porcao do caule
livre de epiderme e epidermis fraction corresponde a fragdo externa (contendo

epiderme).
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Fonte: SANT’ANNA et al., 2014.

As folhas por sua vez sdo compostas por duas estruturas principais, a bainha
e o limbo. As bainhas das folhas de cana-de-ac¢ucar geralmente encobrem uma longa
porcao do entrend, e as vezes, até mais de um. O limbo corresponde a parte laminar
da folha, que quando observado através de um corte longitudinal apresenta 3 regifes
distintas: A epiderme, que similar ao colmo protege os tecidos mais internos da folha,
além de possuir estbmatos que realizam as trocas gasosas. O mesofilo é composto
principalmente por células fotossintetizantes. E por fim, também similar ao colmo, as
folhas apresentam um conjunto de feixes vasculares em seu interior, que distribuem
nutrientes e agua para as células (RAVEN et al., 2005).

Deste modo, o bagaco € composto por varias fragdes/tecidos do colmo da
cana-de-agucar, caracterizando-o como um material heterogéneo. As folhas da cana-
de-aclcar sdo, atualmente, foco de estudos para conversdo em bioetanol. Como
matéria-prima, esta ndo seria complexa se ndo fosse misturada com ponteiros de
colmo durante a colheita. Assim, o bagaco e palha (mistura de folha e pontas de

colmo) da cana-de-agucar sdo materiais heterogéneos, compostos por diferentes
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tecidos/fracbes, o que contribui para sua recalcitrancia (SANT'ANNA, SOUZA e
BRIENZO, 2014). Esta recalcitrancia tem inviabilizado processos industriais de
producdo de biocombustiveis e moléculas de alto valor agregado.

A recalcitrancia € impulsionada pela grande variagdo nos componentes
quimicos da biomassa lignocelulésica, a qual garantem a biomassa diferentes
propriedades fisico-quimicas que acarretam impactos nos processos de pré-
tratamento e modificacdo da sua estrutura. Entre essas propriedades podemos citar o
tamanho de particula, o qual esta diretamente relacionado com a superficie de contato
e consequentemente transferéncia de massa. Um material mais particulado, ou seja,
com menor tamanho de particula, € mais facilmente atacado pelos agentes quimicos
e biolégicos, e com o aumento da superficie de contato total, aumenta também a

velocidade de reacfes quimicas (CAl et al., 2017).

Figura 2. Corte transversal de (a) entreno e (b) n6. Em destaque (al,a2,bl,b2), os

feixes vasculares.

Fonte: BRIENZO et al., 2016.
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3. LIGNINA

3.1 Definicao e Funcéao

A lignina € uma macromolécula amorfa que atua na planta provendo rigidez e
integridade estrutural, sendo responsavel por aderir as células umas as outras,
tornando o tecido resistente (HOLLADAY et al., 2007; GHAFFAR; FAN, 2014). Essa
macromolécula desempenha um papel fundamental nas plantas, conferindo também
suporte mecanico aos tecidos, garantindo a adeséo das fibras. A lignina é responséavel
por diminuir a permeabilidade das células do vaso de xilema, contribuindo para o
transporte de dgua e nutrientes ao longo da planta Uma das caracteristicas importante
para o desenvolvimento da planta, é a protecdo contra ataques de microrganismos e
suas enzimas (GHAFFAR; FAN, 2014).

A lignina foi descrita em 1838, por Anselme Payen, como uma substancia rica
em carbonos responsavel por englobar a celulose dentro dos tecidos das arvores
(SJOSTROM, 1993). De fato, a lignina € uma macromolécula de estrutura complexa
a qual varia de acordo com a origem da biomassa A lignina € basicamente formada
por diferentes estruturas com anéis aromaticos, ligados entre si por ligacdes
covalentes entre carbonos e carbono-oxigénio (HOLLADAY et al., 2007). As ligacbes
entre 0s compostos ou precursores que formam a lignina configuram uma rede de
ligagbes que confere uma caracteristica tridimensional a macromolécula.

A lignina € um composto Unico dentre os componentes da biomassa, devido a
sua estrutura aromatica, ndo reage como carboidratos ou 6leos vegetais, €
guimicamente e estruturalmente mais complexa. Apesar dos desafios, existem
diversas aplicacdes biotecnoldgicas para esta macromolécula, como a producéo de
biocombustiveis, produ¢do de moléculas de interesse industrial como fibras de
carbono e também a producdo de quimicos diversos como aromaticos (HOLLADAY
et al., 2007). A lignina também pode ser aplicada para geracdo de floculantes
empregados para a remocdo de corantes cationicos em meio liquido (FANG et al.,
2010) Esta macromolécula ainda pode ser adicionada a compostos biotecnologicos
para modificar suas propriedades como cristalinidade e hidrofobicidade (CHUNG et
al., 2013).

A histéria da pesquisa em lignina comecou ha mais de 100 anos, quando 0s

pesquisadores da época buscavam meios de remover esse componente da madeira
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para obter uma celulose mais pura para a producéao de papel. Durante esse periodo,
e até a pouco tempo, a lignina foi tratada como um produto sem importancia. Porém,
diversos estudos da sua funcdo biologica, além da sua composi¢cdo quimica,
caracterizaram a lignina como uma molécula de interesse biotecnolédgico
(HATAKEYAMA; HATAKEYAMA, 2009; HEITNER et al., 2016). Os monolignais,
alcoois precursores da lignina, sdo compostos de uma cadeia lateral com trés
carbonos acoplada a um anel fendlico (EUDES et al., 2012). A quantidade de lignina
presente no material varia de acordo com a espécie, sendo que para o bagaco de
cana-de-acucar cerca de 25 % de lignina (ROCHA et al., 2012b). Para plantas do
género Phragmites (graminea) a lignina chega a ser cerca de 20 % da composicdo da
planta (JUNG et al., 2015). Para o capim elefante, outra graminea, a composicao de
lignina € de aproximadamente 24 % (SANTOS et al., 2018). A quantidade de lignina
presente pode variar entre plantas da mesma espécie cultivadas em locais diferentes,
como no caso de Miscanthus sinensis cultivadas em duas regifes distintas da Coreia
do Sul, onde observou-se uma diferenga de 10 % em massa seca em lignina (JUNG
et al.,, 2015).

Os precursores das moléculas de lignina séo principalmente trés, o acido para-
cumarico, para-cumaroyl-CoA e o para-cumaraldeido (LABEEUW et al., 2015), que
participam das vias bioquimicas do fenilpropano, levando a formacdo dos
“monémeros” (Figura 3) de lignina que sao os monolignadis: p-coumaril, p-coniferil e p-
sinapil (RAGAUSKAS et al., 2014).

Figura 3. Monoligndis, os precursores da molécula de lignina. Da esquerda para a

direita as estruturas dos alcoois: Coniferilico, Sinapilico e p-Coumarilico.

(le:OH ClH:OH (le:OH
It I8 I
CH CH CH
OCH,; CH,O OCH,
OH OH OH
Alcool Coniferilico Alcdol Sinapilico Alcool p-Coumarilico

Adaptado de: WHETTEN et al., 1998.
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Os trés monémeros precursores da macromolécula de lignina séo incorporados
na forma dos fenilpropanoides: para-hidroxifenil, guaiacil e siringil. Estas estruturas se
arranjam tridimensionalmente formando a macromolécula de lignina, um material
heterogéneo de estrutura irregular (HATAKEYAMA; HATAKEYAMA, 2009;
RAGAUSKAS et al., 2014).

A biosintese da macromolécula de lignina ocorre de forma irregular na parede
celular, os fenilpropandides (4-hidroxifenil, guaiacil e siringil) sdo transportados até a
periferia da célula e incorporados na parede celular através de acdes de enzimas
oxidativas, levando a producéo de radicais desses fenilpropandides que se ligam entre
si, formando a macromolécula de lignina.

Todos os genes relacionados a sintese de monolignéis estdo descritos na
literatura e muitos destes foram modificados ou regulados para influenciar na
producao de lignina, como no caso do ferulato-5-hidroxilase, o gene F5H, e o caffeic-
acid-O-metiltransferase, o COMT. E comum observar que diversos genes
relacionados a sintese da lignina sdo alvos de estudos de biologia molecular
(SIMMONS et al., 2010).

A lignina de plantas pode ser dividida em trés tipos, a madeira mole (softwood)
ou coniferas, a madeira dura (hardwood) e a lignina de gramineas (PEARL, 1967). As
coniferas possuem um elevado contetdo de lignina se comparado a angiospermas do
tipo madeira dura, chegando a até 35 % de massa seca total.

As coniferas também sdo consideradas mais dificeis de manipular e, portanto,
tem sido utilizada principalmente para a producédo de carvao, isso se da devido a
proporcao elevada de fenilpropandides do tipo guaiacil, em relacdo a ligninas do tipo
siringil, o que leva a formac&o de uma lignina mais densa, gracas ao maior numero de
ligacbes de carbono (carbono-carbono) que a molécula de guaiacil é capaz de
acomodar (WAGNER et al., 2015).

A lignina confere ao material lignocelulésico uma caracteristica recalcitrante,
principalmente devido a capacidade de ligacdo com as diversas moléculas
constituintes da parede celular (VANHOLME et al., 2010) Deste modo, esfor¢cos vem
sendo empregados na obtencéo de variedades geneticamente modificadas onde o
conteudo de lignina é inferior ao natural (CARROLL; SOMERVILLE, 2009). Apesar de

alteracdes na quantidade de lignina levar a problemas de desenvolvimento da planta,
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alteracbes na composicdo da lignina parecem nao ter nenhum efeito negativo
(VANHOLME et al., 2012), o que pode ser explorado para obter variedades com
composi¢cBes quimicas favoraveis aos métodos de pré-tratamento atuais. Um dos
exemplos dados anteriormente, o gene COMT, quando regulado para expressao baixa
leva a producédo de um fenotipo com baixo conteudo de lignina, e estudos feitos com
Panicum virgatum, a grama comum, levaram a obtencdo de variedades com até
14,7 % menos lignina (FU et al., 2010).

A composi¢do em monolignoéis pode ser um fator negativo na biodegradacéo, e
consequentemente resistente a modificacfes estruturais por pré-tratamentos de
materiais lignocelulésicos que, de fato, a densidade da lignina esta relacionada com o
namero e tipo de ligacdes quimicas que podem ser realizadas entre os mondmeros
(MACHINET et al., 2011). Ligninas ricas em grupos guaiacil sdo mais recalcitrantes

do que as ricas em siringil.

3.2 Impacto da lignina em processos biotecnoldgicos

O uso de bagaco e palha de cana-de-ac¢lcar para a producéo de etanol é uma
das estratégias mais promissoras atualmente, j& que apenas uma fracdo (sacarose)
da biomassa total dessa planta € aproveitada para a producdo de biocombustiveis.
Antigamente, cerca de uma década, o bagaco era comumente descartado, sendo
considerado como um produto com baixo valor de venda, porem com alto potencial
de exploragcdo, principalmente para a producédo de etanol de segunda geracéo
(MARABEZI, 2009). Atualmente, parte do bagaco gerado na producédo de etanol e
acucar é empregado na cogeracao de energia elétrica. Recentemente, parte da palha
deixada no campo tem sido recolhida e utilizada na producéo de etanol de segunda
geracdo (JUNIOR; AGUDO, 2009). Apesar de o bagaco ter um emprego na cogeragao
de energia, ainda existe excedente. E também, existe o interesse em aumentar a
producédo de etanol, o que volta a atencéo para o bagaco e palha como matéria-prima,
porém, existe a necessidade de desenvolvimento de tecnologia para tornar o processo
competitivo/viavel e atrativo.

O emprego da biomassa lignocelulésica em processos de conversao em

bioetanol tem barreiras como a sua organizacao estrutural e composic¢do. A lignina,
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por sua caracteristica complexa e estruturalmente resistente a quebra, se apresenta
como um entrave na obtencéo de celulose/glicose. Ainda, seus derivados gerados nos
processos de pré-tratamento podem inibir agdo enzimética e microrganismos da etapa
de fermentacao. A lignina funciona como uma barreira fisica protegendo a celulose da
acdo de enzimas hidroliticas, como as celulases. A lignina esta distribuida nos
espacos da parede celular, interagindo covalentemente com outras moléculas dessa
estrutura, por meio de ligagdes cruzadas que ocorrem entre a lignina e o0s
componentes da parede celular. Deste modo, a parede celular apresenta uma
estrutura mecanicamente resistente. Para contornar esse problema, uma série de pré-
tratamentos vém sendo estudados de forma a remover ou modificar a estrutura da
lignina. E importante destacar que a acdo dos pré-tratamentos também modifica as
propriedades fisico-quimicas da biomassa, como a acessibilidade a celulose,
melhorando a acdo enzimatica (BRIENZO et al., 2015). Além de barreira fisica, a
lignina causa adsorcéo das enzimas, de forma irreversivel (improdutiva), diminuindo
a disponibilidade de enzimas no meio de reagéo.

A adsorgdo da enzima depende da estrutura e composi¢cao da lignina no
substrato, e por esse motivo alguns trabalhos defendem a importancia da remocéo da
lignina, por exemplo, através do pré-tratamento alcalino (ZHAO et al., 2012). Segundo
Nakagame et al., (2010) a lignina proveniente de gramineas possui menor taxa de
adsorcao de enzimas se comparada a lignina de madeira. Paliativamente, a adicao de
surfactantes ndo idnicos parece ajudar a reduzir essa interacdo improdutiva entre as
enzimas e a lignina. Park et al., (1992) examinaram diferentes tipos de surfactantes,
comparando o0s resultados obtidos em reacdes enzimaticas posteriores. Alguns
resultados positivos estao relacionados com a concentracao do surfactante utilizado,
sendo que para o Tween 20 concentracdes até 0,05 % resultaram em maiores taxas
de conversao, em torno de 2,7 mg/ml, enquanto que concentraces um pouco mais
elevadas como 0,15 % renderam valores proximos de 2,4 mg/ml. A utilizacdo de
Tween 80 também se mostrou bastante eficiente para a reducdo na adsorcao
improdutiva de enzimas a lignina em material pré-tratado por explosdo a vapor. A
adicdo de 1 % em concentracdo do surfactante ndo idnico leva a um aumento de cerca
de 25 % em rendimento de glicose em comparacado com o material hidrolisado sem a
adicao do surfactante (JIN et al., 2016).
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3.3 Determinacéao de lignina

A determinacado da quantidade e tipo de lignina presente em uma amostra é um
procedimento complexo devido a natureza da matriz lignocelulésica, na qual a lignina
estd presente interagindo covalentemente com outras macromoléculas, como a
celulose, a hemicelulose (MONTIES, 1989).

Os métodos de determinacao de lignina podem ser divididos principalmente em
dois: os métodos gravimétricos, onde € necesséario o isolamento da lignina ou de
fracOes da parede celular (ALLEN, 1989); e os métodos espectrofotométricos, onde a
lignina é apresentada em uma forma solivel a um espectrofotdbmetro para
determinacao da absorbancia da solucdo (MORRISON, 1972; BRUCE; WEST, 1989).
Ha ainda métodos mais recentes de andlise, a espectroscopia de refletancia no
infravermelho proximo e médio, que permite realizar analises em um grande numero
de amostras em um curto periodo de tempo, necessitando apenas da moagem do
material, ao contrario dos dois primeiros métodos, onde ambos necessitam de um
longo tratamento da amostra antes da aplicacéo da técnica (FOLEY et al., 1998). Além
do uso do infravermelho, ainda temos outras técnicas de espectroscopia como a
Raman, que se baseia no uso de luz monocromatica em uma determinada frequéncia.
Este método possui como caracteristica a habilidade de demonstrar a distribuicédo
espacial dos constituintes da matéria por meio dos sinais obtidos no espectro
(COLARES et al., 2015).

Sabe-se que a presenca de lignina pode prejudicar a hidrélise do material por
diminuir a acessibilidade devido seu impedimento fisico (SIPPONEN et al., 2014a). A
maioria dos métodos de determinacdo de lignina sdo degradativos (ESHKIKI et al.,
2007), e por esse motivo se torna impossivel a medicao da lignina em sua estrutura
natural, na superficie acessivel do material vegetal. A area superficial de lignina, ou
seja, a area total das fibras que estdo cobertas por lignina, esta relacionada
diretamente com a capacidade de conversao por hidrélise enzimatica, uma vez que a
presenca de lignina sobre as fibras e também dentro dos poros impacta
negativamente na acao das enzimas (SIPPONEN et al., 2014a). A determinacao desta
area pode ser realizada pelo emprego de um corante catidbnico em solu¢do aquosa,
como o Azure B, que possui a capacidade de aderir a moléculas de lignina no material.

O corante possui maxima afinidade a lignina em pH préximo de 7, o que condiz com
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a constante de dissociacdo acida dos monoligndis do tipo guaiacil e siringil que estéao
entre 7 e 10, portanto quanto mais proximo deste valor se torna o pH da solucdo, maior
a quantidade de lignina dissociada (SIPPONEN et al., 2014b). O Azure B funciona
como uma base, removendo o proton do grupo hidroxila no anel fendlico dos
mondmeros de lignina, ocorre entdo, a ligacdo entre o anion formado no anel
aromatico e a regido protonada do corante (SIPPONEN et al., 2014b).

A area superficial da lignina (exposta) pode ser determinada segundo o método
desenvolvido por Sipponen et al., (2014b). Para o entendimento deste método,
primeiramente sera descrito alguns dos parametros considerados na reacao e calculo.
A primeira etapa corresponde ao calculo da capacidade de adsorcdo em equilibrio do

corante (Qe), dada por:

B v0(CO — Ce)
€= mAd

(1)
Onde vO corresponde ao volume da solugdo de corante, CO e Ce, sao
respectivamente, as concentracdes de corante, em mg/mL™1, no tempo zero e ao

final do ensaio e mAd é a massa de adsorvente utilizada. A concentracdo de corante

(CO e Ce) é calculada pela igualdade %z%, onde Cl1 e C2 correspondem

respectivamente a concentracdo de corante final e inicial, e A1 e A2, correspondem
as absorbancias medidas em um mesmo comprimento de onda para as duas
solugdes, sendo que Al corresponde a absorbancia medida para C1 enquanto A2
corresponde ao resultado obtido para C2.

Em seguida, o autor utilizou a capacidade de adsorcdo em equilibrio (Qe)
(Equacdo 1) para calcular a capacidade maxima de adsorcdo (Xm) utilizando a
equacao:

Qe = Xm Al x Ce
Al x Ce

(2)

Nesta equacdo, Al é a constante de equilibrio de Langmuir e Ce é a
concentracédo de corante calculada anteriormente no ponto final da reacdo. Para a
continuacgao dos célculos, assume-se que o corante Azure B possui geometria esférica

e € estimado que a area de superficie coberta pela molécula seja de 0,66 nmz2.
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A éarea superficial de lignina (SA) € obtida entdo pela seguinte equacao:
SA =b 1,297 * Xm(3)

Na equacéo 3, a constante 1,297(m2/mg) € a area coberta por uma unidade de
massa do corante (mg), Xm é a capacidade maxima de adsor¢ao obtida na equagéo
anterior (3) e b é o fator de correcdo para adsorcao inespecifica, que é dado por:

h=1-— Xm(CelC)(l—PL)( )

Xm(Mat)

Neste caso, equacao 4, XM(CelC) é a capacidade méxima de adsorcao de corante
em um substrato celulésico cristalino (Emcocel 50M foi o material utilizado pelo autor),
PL é a proporcédo de lignina no material (Massa de Lignina/Massa de material) e por
altimo, Xm(Mat) é a capacidade maxima de adsorgdo para o material a ser analisado.

A area superficial especifica da lignina pode também ser calculada por meio de
uma equagao semelhante a equacado 3, apenas substituindo Xm por X’'m, que
corresponde a capacidade maxima de adsorcéo dividida pela proporcéo de lignina

(PL) no material. Temos entéo:
SSA =b*1,297 * X'm (5)

Deste modo, a utilizacdo de corantes catidbnicos permite a estimativa da éarea
superficial da fibra a ser coberta pela lignina sem uso de métodos degradativos. Tais
métodos, podem vir a modificar a estrutura da macromolécula de lignina, e néo
informam o quanto de lignina estd impactando como barreira fisica ao acesso a
celulose.

Ao final do estudo, o autor apresenta duas equacdes especificas para bagaco
de cana-de-acucar, que foram desenvolvidas para facilitar o calculo da area superficial
especifica e total da lignina para este material.

1.55qe
305.83

Fsbg = 1.3841 — 0.0786x (7)

Lignin SA (Sbg) = 0.88Fsbg ( ) * 397 (6)
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Na equacao 6, a constante de valor igual a 0.88 corresponde ao fator para
adsorcao inespecifica, Fsbg € o fator obtido na equacao 7, que corresponde ao fator
de correcao baseado no contetdo de lignina da fracdo soélida, 1.55 é a razdo entre a
capacidade de adsor¢cdo maxima do material e a adsorcao no equilibrio (24h), ge € a
capacidade de adsorcdo no equilibrio obtida da equacéao 1, 305.83 corresponde a
massa molecular do Azure B, por fim 397 corresponde a &rea coberta por mmol de
Azure B.

3.4 Aplicacdes tecnoldgicas da lignina

Para processos biotecnolégicos, onde os carboidratos sdo matéria prima, a
lignina e vista como um entrave. Por outro lado, para processos de biorefinaria que
envolvem o fracionamento da biomassa, a lignina é considerada como uma matéria
prima. As principais aplicacdes em biorefinaria para o uso da lignina é a producéo de
calor, vapor e energia, onde estes processos ja estdo muito bem estabelecidos, como
exemplo em indUstrias de papel e celulose. Porém, existem outras possibilidades a
serem consideradas para o uso da lignina, que apesar de se mostrarem desafiadoras,
possuem grande potencial tecnologico (HOLLADAY et al., 2007).

A principal aposta para o uso da lignina no desenvolvimento de produtos
competitivos esta na criacdo de novos polimeros, ou versbes “green” destes
polimeros, remetendo a fabricacdo a partir de matéria-prima renovavel. Durante o
desenrolar do século passado e até o momento, 0s polimeros, que sao
macromoléculas formadas por unidades repetidas (mondmeros) de uma mesma
molécula, vem substituindo cada vez mais materiais comuns como o metal e o vidro
(THAKUR et al., 2014). Apesar das dificuldades em obter lignina em sua forma com
alta pureza e pouco modificada, a aplicacdo de lignina como aditivo em compostos
termoplasticos é plausivel, podendo alterar as caracteristicas fisicas do material. De
fato, a adicdo de lignina resulta em aumentando da capacidade de torgéo,
elasticidade, entre outras do material (THAKUR et al., 2014).

A molécula de lignina ainda pode ser utilizada para a producéo de Hidrogéis,

gue sao, na verdade, redes de polimeros com uma caracteristica intrinseca especial,
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nao dissolvem facilmente em solventes em baixas concentracdes. A lignina é uma
molécula de facil aquisicéo (dependendo da pureza e grau de modificacéo), disponivel
em grandes quantidades considerando os residuos lignoceluldsicos, além de ser
biodegradavel, atrai a atencdo dos desenvolvedores dos produtos baseados em
hidrogel, os quais podem ser preparados a partir tanto de lignina obtida em processo
Kraft, quanto lignina de processo alcalina (THAKUR; THAKUR, 2015).

Relacionada a producéo e enriqguecimento de polimeros, moléculas de lignina
podem ser utilizadas nos processos de producao de fibras de carbono. Devido a sua
baixa relacdo custo/carbono, € possivel que a aplicacdo deste tipo de fibra na
producdo de automaoveis tome cada vez mais espaco. O uso da lignina neste tipo de
processo diminui o impacto ambiental, enquanto aumenta a quantidade de matéria
prima disponivel, como o a¢o. O desenvolvimento de fibras de carbono leves, e ainda
assim resistentes, deve diminuir a utilizacdo de metais e também de petréleo na
industria automobilistica. Calculos estimam que o consumo de até 84 TWh de energia
em forma de gasolina podem ser reduzidos por ano na Suécia com o uso de lignina
proveniente de madeira (SCHWEINEBARTH et al., 2015).

A lignina também pode ser utilizada para a producdo de outros compostos
biodegradaveis de interesse industrial, como o0 4cido mucdnico, polihidroxialcanoato,
guaiacol, 3-carboxymuconato, além do &cido beta-cetoadipico (KA) que é um
componente principal da via bioquimica dos compostos aromaticos, sendo utilizado
para o metabolismo de diversos compostos deste tipo. Este acido vem sendo utilizado
para a sintese de poliamidas e poliésteres, em uma taxa consideravel de 2,8 Mt por
ano. Essas caracteristicas conferem ao KA um patamar de aplicabilidade grande,
podendo ser utilizado como matéria prima para producdo de diversos polimeros, e
também de outros compostos quimicos como o acido adipico (OKAMURA-ABE,
2016).

Outras aplicagbes da lignina envolvem o seu uso como controladores de
liberacdo de fertilizantes e herbicidas, aplicacdo na criacdo e desenvolvimento de
bioplasticos, nanocompostos e nanoparticulas. A lignina também pode ser utilizada
como adsorvente em solucgéo, pode ser empregada em dispersantes para aumentar o
grau de sacarificacdo em materiais lignocelulésicos (NORGREN et al., 2014).

Apesar das diversas aplicacbes potenciais do uso da lignina em processos

biotecnoldgicos, ainda se fazem necessarios ajustes e novas pesquisas para o
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desenvolvimento de catalizadores e equipamentos. O baixo custo nestes processos €
fundamental para tornar viavel a sua utilizacdo para a sintese de novos polimeros e

outros compostos quimicos de interesse industrial.
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4. PRE-TRATAMENTOS

4.1 Pré-tratamento acido

Diversas propriedades da biomassa estédo relacionadas com a resisténcia a
acao de agentes externos, portanto se faz necessario a utilizacdo de pré-tratamento
para modificar a estrutura do material de forma a tornar os componentes de interesse
mais acessiveis (BRIENZO et al., 2017). O pré-tratamento &cido é utilizado para
melhorar a digestibilidade enzimatica do material lignocelulésico. Este tipo de pré-
tratamento é muito utilizado para solubilizar a hemicelulose, na forma de
monossacarideo, e consequentemente tornando a celulose no material pré-tratado
mais acessivel a a¢do de enzimas (BRIENZO et al., 2017).

O pré-tratamento pode ser feito com acidos concentrados ou diluidos. Porém,
a utilizacdo de acidos concentrados é menos atrativa para processos de producédo de
etanol devido a formacdo de compostos inibidores de acdo enzimatica e de
microrganismos na etapa de fermentacédo. Além disso, a corrosao do equipamento é
um problema a ser considerado, além do alto custo operacional e de manutencéo do
sistema (MOOD et al., 2013). Os problemas apresentados justificam a razéo pela qual
pré-tratamento com &cido concentrado ndo ser uma alternativa interessante do ponto
de vista industrial para biomassa lignocelulésica (WYMAN, 1996).

O pré-tratamento com &cido diluido, por outro lado, aparece como uma
alternativa melhor para o uso em escala industrial. Este pré-tratamento tem sido muito
estudado para pré-tratar diferentes tipos de materiais lignocelulésicos (ALVIRA et al.,
2010; MOOD et al., 2013), incluindo estudos em escala piloto (AGRAWAL et al., 2015;
ROCHA et al., 2015b; SHEKIROL et al., 2014). As condicbes as quais podem ser
aplicadas o método variam, desde altas temperaturas, superiores a 160°C e fluxo
continuo com baixas concentracdes de solidos (5 % a 10 %), até baixas temperaturas
como 100°C e altas concentracdes de sélidos. Porém, € importante notar que a
temperatura utilizada no processo € inversamente proporcional ao tempo de
permanéncia em reacdo (MOOD et al., 2013).

A principal vantagem do pré-tratamento acido diluido é a solubilizacdo da
hemicelulose, levando inclusive a hidrolise da mesma em acguUcares fermentaveis.
Apesar do processo levar a producdo de algumas espécies indesejadas,

principalmente compostos que afetam a acdo de microrganismos fermentadores
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(SAHA et al., 2005), na maioria dos casos as desvantagens do método sdo muito
menores quando comparadas com o pré-tratamento com acido concentrado (ALVIRA
et al., 2010). Como o objetivo do método é expor a celulose para o ataque das
enzimas, o acido diluido ataca a hemicelulose, levando a formacao de xilose (e em
alguns casos, principalmente em condicdes severas, a formacao de furfural, e outros
compostos inibidores da acéo de enzimas). A celulose € menos afetada por efeito do
pré-tratamento acido diluido, mas em funcdo da severidade, pode ocorrer liberacao
de glicose (HSU et al., 2010). A liberagéo de glucose nédo € desejavel, uma vez que
acarreta na diminuicdo da celulose total disponivel para a hidrélise enzimatica. Os
efeitos do pré-tratamento com acido diluido na lignina séo principalmente alteracbes
na sua estrutura, levando a formacgéao de globulos na superficie do material. A lignina
é realocada na superficie do material apds sua condensacao. O pré-tratamento acido
diluido pode levar a formacdo de pseudo-lignina, um composto ndo formado pela
degradacdo da lignina somente, mas sim pelos produtos de degradacdo dos
carboidratos liberados no processo (MENG; RAGAUSKAS, 2017). A pseudo-lignina
atua de maneira semelhante a lignina recondensada/depositada sobre a fibra apés a
aplicacao do pré-tratamento, agindo como uma barreira fisica impedindo a atuacao
das enzimas responsaveis pela hidrélise do material, além de promover a adsor¢cao
irreversivel/improdutiva das enzimas, impactando no custo do processo (MENG,;
RAGAUSKAS, 2017).

Alguns estudos demonstraram que a porcentagem de lignina (Klason) apés a
aplicacdo de pré-tratamento com acido diluido € maior comparativamente com o
material inicial (BRIENZO et al., 2017) Entretanto, esse aumento na concentracédo de
lignina est4 associado ao ganho em massa devido a condensacédo de componentes
da lignina e dos produtos de degradacdo de acUcares, formando um composto
denominado pseudo-lignina (HU et al., 2012). A pseudo-lignina ndo necessariamente
necessita da presenca de lignina para ser formada, o pré-tratamento de carboidratos
com alto grau de severidade ja pode ocasionar na sua formacao (SANNIGRAHI et al.,
2011).

Kumar (2013) e colaboradores demonstraram em seus experimentos utilizando
avicel em conjunto com xilana de Beechwood que a coloracdo do material se altera
de acordo com a severidade do pré-tratamento aplicado, indo de uma cor branca
(Combined Severity Factor - CSF 1,94), indicando a presenca de celulose e xilana
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(ndo pre-tratado), até um escurecimento quando aumentada a severidade do pré-
tratamento (CSF 3,5), demonstrando a formacdo de pseudo-lignina. E importante
notar que a composi¢ao de lignina (Klason) nestes materiais € quase nula, pois avicel
€ celulose microcristalina pura, enquanto a xilana de Beechwood possui em sua
composicdo 70 % xilana, 2,2 % de glucana, 6 % de cinzas e menos de 1 % de
arabinana. Deste modo, foi confirmado que a pseudo-lignina pode ser formada
principalmente por compostos de degradacdo do acucar, como o furfural e

hidroximetilfurfural.

4.2 Pré-tratamento por explosao de vapor

O pré-tratamento por exploséo de vapor € um dos métodos mais utilizados para
o estudo de conversdo de biomassa lignocelulésica. Nesse processo a biomassa é
colocada em um reator e entdo sujeita a um vapor saturado a altas temperaturas
(160°C a 260°C), por um periodo de tempo de segundos a minutos (KUMAR, et al.
2017). Apos o tempo de reacao, é seguido de uma rapida despressurizacdo do reator,
sendo o material “explodido” em um tanque de descompressdo. Essa abordagem
combina for¢as quimicas e mecéanicas que apresentam efeito de solubilizar parte da
hemicelulose, e assim permitindo uma maior acessibilidade a celulose para a acao
das enzimas celuloliticas (ALVIRA et al., 2010; MOSIER et al., 2005).

No pré-tratamento por explosdo a vapor, em um primeiro momento a agua em
altas temperaturas leva a liberacéo de acidos organicos, seguida por uma reacao que
resulta na solubilizacéo parcial e a hidrolise da hemicelulose (SINGH et al., 2015). Os
efeitos mecanicos causados pela rapida descompressdo do reator levam a ruptura
das fibras da parede celular, a reducdo do tamanho das particulas e aumento da
porosidade (PITARELO, 2007). Uma fracdo pré-tratada insolluvel contendo
principalmente celulose e lignina é obtida, e outra, liquida, contendo carboidratos
soltveis derivados da hemicelulose em forma de mondmeros e/ou oligbmeros (SUN;
CHENG, 2002; ALVIRA et al., 2016). Apesar das semelhangas deste tipo de pré-
tratamento com o pré-tratamento acido, a explosao a vapor acaba por resultar em uma
concentracdo maior de acucares porque apdés a despressurizacdo boa parte da

umidade é perdida (SINGH et al., 2015). Para aumentar a efetividade do método e
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também reduzir a quantidade de compostos fendlicos gerados, um balangco entre
temperatura e tempo de reacao/residéncia deve ser determinado para diferentes tipos
de materiais (SILVA et al., 2003).

Este tipo de pré-tratamento fisico-quimico é ambientalmente favoravel, pois é
possivel obter reducdo na cristalinidade da celulose estimular a auto hidrélise da
hemicelulose sem o emprego de reagentes quimicos. Entretanto, € comum a adi¢cao
de baixas concentracdes de acido para amplificar os resultados (SINGH et al., 2015).

Os efeitos do pré-tratamento explosao a vapor sobre a lignina variam entre o
tipo de biomassa. Em madeiras duras por exemplo, as quebras de ligac6es do tipo
éter levam a formacdo de compostos com baixa massa molecular e aumento de
contetdo fendlico. O aumento da temperatura (severidade) também leva ao
surgimento de estruturas condensadas. Para resolver este problema é necessario
realizar uma pré-impregnacdo do material com SOz, tornando 0 processo mais
eficiente para biomassas do tipo softwood (LI et al., 2009). Li et al. (2009) também
demonstraram que a porcentagem de lignina solluvel obtida por um subsequente
método alcalino, apés a aplicacdo de um pré-tratamento por explosdo a vapor,
também varia de acordo com o tipo de biomassa, de forma que em madeiras moles
como Picea abies (Norway spruce) e Pinus sylvestris (Scots pine) a taxa de extracao
de lignina chega a no maximo 14 % e 27 % respectivamente. Por outro lado, em
madeiras duras como do género Bétula (Birch) e Populus tremuloides (Aspen) essa
taxa chega a 86 % e 48 %, respectivamente. Para o bagaco de cana-de-acucar os
valores de solubilizacdo de lignina, apds o pré-tratamento por explosdo a vapor,
seguido de um processo de deslignificacéo alcalina, ficaram na faixa de 92 % (ROCHA
et al., 2012a). Apesar da alta taxa de solubilizacédo de lignina, a combinacdo destes
pré-tratamentos leva a uma perda de 31 % de celulose, o que é um valor consideravel

para a industria de producéo de etanol de segunda geracao (ROCHA et al., 2012a).

4.3 Pré-tratamento com clorito de sédio - deslignificacéo

A remocéao da lignina leva ao aumento da acessibilidade a celulose, e uma das
maneiras de remover a lignina seletivamente é pelo emprego de agentes oxidativos,

como o clorito de sédio (SIQUEIRA et al.,, 2013). Entretanto, este tipo de pré-
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tratamento, efetivo na deslignficacdo de biomassa, € empregado apenas para fins
analiticos.

O método funciona pela adi¢éo de clorito de sédio (NaClO2) em uma solugéo
aquosa na presenca de acido acético, levando a dissociacao do clorito em dois anions,
o dioxido de cloro (ClO2-) e o proéprio anion de cloro (Cl-). Estes dois compostos sdo
altamente reativos, capazes de quebrar a estrutura da macromolécula de lignina e
levar a formacao de compostos simples, que séo sollveis e, portanto, mais faceis de
remover por meio de lavagem com agua (YUE et al., 2015).

Apesar da remocéao de lignina ser seletiva, alguns efeitos negativos podem ser
observados no contetdo de polissacarideos, principalmente pela degradacéo parcial,
ocasionada possivelmente pela remocdo de complexos lignina-carboidrato
(SIQUEIRA et al., 2013). No entanto, a aplicacdo deste método leva ao decréscimo
no grau de polimerizacdo da celulose, possivelmente pela ocorréncia de quebras
oxidativas na cadeia de celulose, ou pela hidrolise acida. O uso do clorito de sédio
também tem efeitos na hemicelulose, podendo remove-la parcialmente (SIQUEIRA et
al., 2013).

Em contraste com outros pré-tratamentos oxidativos, como por exemplo o pré-
tratamento com peréxido de hidrogénio (H202), que leva a degradacdo da celulose
pela acao de radicais peroxido, além de ser mais dificil de armazenar e manusear, ja
que se trata de um composto explosivo. O uso de clorito de sédio tem suas vantagens
ja que a interferéncia nos polissacarideos € minimizada, com baixa perda de glicose
(YUE et al., 2015).
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5. HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrdlise é definida como o processo pelo qual as ligacfes quimicas entre as
moléculas sdo rompidas, levando a adi¢cdo de uma molécula de agua, de forma que o
grupo hidroxila (OH-) se ligue a uma das extremidades resultantes, enquanto que o
hidrogénio restante complementara a outra molécula formadal/liberada.

O processo em si, foi estudado primeiramente em microrganismos, 0S quais
desenvolveram diferentes estratégias para hidrolisar o substrato em que se
encontram, inclusive o0s lignocelulésicos. Esses microrganismos geralmente
produzem uma série de diferentes glucanases de diferentes funcdes, dentre estas
temos as endoglucanases, que atacam a ligacédo beta-(1,4), as exoglucanases que
possuem preferéncia pelas extremidades de cadeias de celulose menores
(ESTEGHLALIAN et al., 2001).

Para que ocorra a hidrélise enzimatica, se faz necessaria uma interacdo entre
as enzimas atuantes do processo, e, no caso dos materiais lignocelulésicos, com a
celulose, para que haja interacdo € necessario haver exposi¢cao. Portanto, quanto
maior a superficie de contato, ou seja, a superficie da celulose acessivel as enzimas,
mais rapida sera a reacdo, levando consequentemente a uma maior taxa conversao
em glicose (MENG; RAGAUSKAS, 2014). A superficie de contato, para este tipo de
material, pode ser dividida em duas, a superficie externa, que € determinada
principalmente pelo tamanho da particula, e a superficie interna, formada pelos poros.
Portanto, quanto maior o numero de poros, maior a superficie interna, e
consequentemente a superficie acessivel total (MENG; RAGAUSKAS, 2014).

Diferente de um polissacarideo puro, os processos de hidrélise de materiais
lignoceluldsicos apresentam uma série de dificuldades principalmente porque a
digestibilidade da celulose depende de diversos fatores fisico-quimicos, estruturais e
outros relacionados a composicédo do substrato (SANT’ANNA et al., 2014). Porém,
como discutido anteriormente, 0s pré-tratamentos apresentam-se como alternativas
para modificar a estrutura do material lignocelulésico, resultado em melhor agéo das
enzimas e promover uma alta liberagéo de glicose no processo de hidrolise enzimatica
(ALVIRA et al., 2010).

A cristalinidade da celulose é um dos principais fatores relacionados a baixos

rendimentos e taxa de liberacdo de glicose na hidrélise enzimética. A compactacao
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ocorrente neste tipo de molécula € uma das maneiras que as células tém de proteger
0s carboidratos estruturais de ataques de microrganismos. Portanto, a celulose
cristalina é naturalmente resistente a ataques enzimaticos e quimicos (SUN et al.,
2016).

Os fatores que acabam por dificultar o rendimento de hidrolise enzimatica
também estado relacionados a presenca de hemicelulose e lignina. A matriz formada
pela interacdo covalente entre estas duas macromoléculas atua como uma barreira
que impede 0 acesso das enzimas e 0s agentes quimicos a celulose. Além disso, a
interac&o improdutiva entre as enzimas utilizadas no processo e a lignina, acabam por
diminuir ainda mais a taxa de conversao de celulose, uma vez que esta interacao é
irreversivel (SUN et al., 2016).

Algumas alternativas vém sendo estudadas para diminuir o efeito negativo da
lignina em processos biotecnolégicos de conversdo de biomassa. Extracdo com
solvente alcalino pode remover a lignina, diminuindo a barreira fisica, e adicdo de
componentes como proteinas, especialmente a albumina, que se ligaria a lignina
diminuindo a ligacdo improdutiva da celulase. Um trabalho realizado por Pan et al.,
(2005) demonstrou que a adicdo de 6 % de albumina durante a hidrélise enzimatica
aumenta a conversao de celulose de SEDF (Pseudotsuga menziesii, pré-tratada em
explosdo a vapor) em até 30 %. Este aumento no rendimento de hidrélise ocorre
principalmente devido a ligagdo entre albumina e a lignina, impedindo que a lignina
interaja com as enzimas celuloliticas. Essa técnica é bastante promissora, ja que 0s
custos da proteina “suicida” devem ser baixos se comparado com 0s custos das
proteinas utilizadas para a conversao de celulose a glicose. Além disso, a presenca
da proteina exégena pouco interfere no processo.

A adicao de proteinas com acédo sinérgica pode contribuir para a melhora do
rendimento da reagdo, ou o aumento da sua velocidade. Estas proteinas, apesar de
ndo serem hidroliticas e estarem relacionadas diretamente com a conversdo de
celulose a glicose, acabam por modificar a estrutura aumentando consequentemente
a acao das enzimas responsaveis por realizar a conversao de fato. Algumas proteinas
mais estudadas para este fim sdo as os “Mddulo de Ligagao a carboidratos” (CBMs),
0S quais sdo modulos proteicos capazes de orientar os modulos cataliticos de

hidrolases. Os CBMs (Figura 4) sdo responsaveis por aumentar a concentracao de
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celulases na superficie das fibras, reconhecer sitios especificos de ligacdo e induzir

modificacdes na estrutura da celulose (KIM et al., 2014).

Figura 4. Representacdo esquemética da acdo do CBD (Cellulose binding domain)
atuando em regides amorfas.
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Fonte: ESTEGHLALIAN et al., 2001.

Algumas proteinas podem auxiliar no processo de hidrélise enzimatica. As
expansinas, sdo proteinas presentes na prépria planta, responsaveis por remover
ligagbes de hidrogénio, promovendo o relaxamento da fibra. Alguns microrganismos
desenvolveram a capacidade de produzir sua prépria expansina, como as bactérias
do género Xanthomonas e os fungos do género Aspergillus. As swollelinas atuam de
maneira semelhante as expansinas, porém nao ocorrem naturalmente nas plantas,
sendo produzida apenas por fungos. Outro grupo, as proteinas de atividade auxiliar
da familia 9 (Auxiliary Activity Family 9 proteins, ou AA9), é capaz de realizar a quebra
das ligagbes as ligagdes B-1,4 em polissacarideos insolGveis, porem, por se tratar de
um conjunto de enzimas recentemente descobertas, ndo se sabe exatamente o0s
mecanismos de acao deste grupo (Figura 5) (KIM et al., 2014).
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Figura 5. Representacdo esquematica da acdo de enzimas sinergisticas AA9,
expansinas e swolloleninas e a acdo das enzimas responsaveis pela quebra da
celulose, Endoglucanases e Exoglucanases, juntamente com os modulos de ligagédo
de carboidratos (CBM).
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Fonte: KIM, et al. 2014.

Para a completa conversédo de celulose a glicose, € necessario um coquetel
composto por pelo menos trés enzimas: a endo-$-1,4-glucanase (EC 3.2.1.6), a exo-
B-1,4-glucanase (EC 3.2.1.91), e a B-glucosidase(EC 3.2.1.21). Estas trés enzimas
agem em conjunto para a liberacdo dos monossacarideos, em acgéo sinérgica. As
enzimas envolvidas no processo atuam de maneira sinérgica, as CBHs
(Cellobiohidrolases) atacam as extremidades livres criadas pela acdo das
Endoglucanases, que atuam nas regides amorfas da fibra, enquanto as fB-
glucosidases promovem a clivagem das celobioses geradas pela acdo das CBHs
(DUTTA; WU, 2014). A inibicdo pelo produto € outro fator a ser considerado no
sucesso da hidrolise enzimética (WALLACE et al., 2016). Durante um processo de
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hidrolise enzimética, aproximadamente metade do produto € hidrolisado em menos
de 24 horas, enquanto que o restante da reacéo leva cerca de dois dias a mais para
se concluir. Esta diferenca € causada principalmente pela inibicdo pelo produto,
diminuindo drasticamente a velocidade da reacéo. Neste tipo de hidrélise enzimatica,
etanol, glicose e cellubiose possuem os maiores niveis de inibicdo enzimatica, tanto
em beta-glucosidase isolada, quanto em compostos enzimaticos (XIAO et al., 2004).

Os produtos da propria hidrélise enzimética podem contribuir para diminuir a
velocidade da reacdo com o passar do tempo, como por exemplo a celobiose, glucose
e xilose (WALLACE et al., 2016). A quantidade de lignina residual durante a hidrolise
enzimatica pode ter efeito sobre o rendimento de hidrélise por aumentar a razao
lignina/carboidrato, eficientemente criando uma barreira entre os carboidratos e as
enzimas do processo (WALLACE et al.,, 2016). A lignina residual também tem
influéncia no rendimento de hidrdlise pela ligacdo irreversivel com as enzimas.
Wallace e colaboradores (2016) sugeriram que propriedades intrinsecas da celulose
estdo relacionadas com a diminuicdo da velocidade de reacdo observando a cinética
de reacédo de celulose pura (avicel), chegando a concluséo de que as mesmas trés
etapas de reacdo ocorriam (fase inicial rapida, fase intermediaria e fase final
recalcitrante), e, portanto, o material ndo seria, independentemente do tempo de

reacao, completamente hidrolisado.
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6. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo estudar o efeito dos pré-tratamentos acido
diluido e deslignificacdo com clorito de sodio na superficie exposta da lignina, e na

digestibilidade enzimatica.

6.1 Objetivos especificos

» Avaliar os efeitos dos pré-tratamentos acido e acido seguido de deslignificacédo
branda, na composicdo quimica da biomassa da cana-de-acucar (fracao

externa, no, entreno e folha).

» Avaliar o efeito dos pré-tratamentos acido e acido seguido de deslignificacédo

branda na digestibilidade enzimética das biomassas de cana-de-agucar.

» Avaliar o efeito da superficie exposta da lignina no rendimento em glicose da

hidrélise enzimatica.

» Avaliar a area superficial total e especifica da lignina utilizando o corante Azure
B.

» Avaliar a caracterizacdo quimica das biomassas antes e apos o0s pré-

tratamentos.
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7. MATERIAIS E METODOS

7.1 Separacao das fragoes

Os colmos de cana-de-acucar e folhas foram fornecidos pelo Centro de
Tecnologia Canavieiro (CTC) de Piracicaba-SP. De modo manual, a fracdo externa foi
separada (contendo epiderme — cerca de 2 a 3 mm da extremidade), a cana-de-agucar
livre de fracdo externa foi moida (em moenda) para extrair o suco (sacarose) e entéo
lavada em agua corrente para remocéo de acucares livres. ApOs esse processo, a
separacao do no e entrend foi realizada por corte manual, seguida de secagem em
estufa a 45°C por 48 h. O material foi moido em um moinho de facas e selecionados
usando peneira de 20 mesh (0,85 mm) (BRIENZO et al., 2014; SIQUEIRA et al., 2011).

7.2 Pré-tratamento com acido diluido

As amostras de entrend, nd, fracdo externa e folha foram submetidas a
diferentes condi¢des de pré-tratamento 4cido utilizando acido sulfarico. Com 5 g de
cada fracdo, pesadas em balanca analitica (Chyo JK-200), as reacbes foram
realizadas em frascos tipo Schott, usando volume reacional total de 50 mL, sendo a
porcentagem de sélidos de 10 %. As concentracfes de acido empregadas foram 5,
10 e 20 % (m/m, massa de acido por massa de material), em autoclave a 121°C por
30 min. Apds esfriar, o material foi filtrado em papel de filtro comum. A fracdo solida
foi lavada com agua destilada até o pH da agua de lavagem atingir o pH da agua
destilada. O material foi seco em estufa a 45°C e armazenado em frascos plasticos

para analises posteriores (BRIENZO et al., 2015).

7.3 Deslignificacdo branda com clorito de sédio (NaClO2) apos pré-tratamento

com acido

Apbs pré-tratamento com &cido diluido, nas condigbes do item 7.2, as amostras
ainda umidas de entrend, no, fracédo externa e folha pré-tratadas foram submetidas a

deslignificacdo branda com clorito de sédio. 30 % m/m de NaClO2, e mais 0,5 mL de
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acido acético anidro em 50 mL de agua destilada foram adicionados aos frascos
contendo as amostras provenientes do pré-tratamento acido. A reacdo ocorreu em
banho-maria (Panem, Dubnoff 145) a 70°C por 1 h (SIQUEIRA et al. 2013). Apés
resfriar, foi realizada a filtragem em papel de filtro comum, sendo a fracdo liquida
descartada. A fracdo sélida foi lavada com agua destilada até o pH da agua de
lavagem atingir o pH da agua destilada. O material foi seco em estufa a 45°C e

armazenado em frascos plasticos para analises.

7.4 Determinacgdo da Atividade enzimatica

A atividade de celulases totais foi determinada segundo a técnica descrita por
Ghose (1987). Tiras de papel de filtro Whatman n°1 (1x6 cm) foi adicionada a tubos
de ensaio contendo 1 ml de tampé&o acetato de sédio 50 mM pH 4,8 e 0,5 mL de
extrato enzimatico. Os tubos foram incubados a 50°C por 60 minutos e a reacao foi
interrompida com 3 mL de DNS. Os tubos foram entéo fervidos a 100°C em banho
maria por 5 minutos. Em seguida, 20 mL de agua destilada foi adicionada e a entéo
procedeu-se a leitura da absorbancia do conteudo a 540 nM. O controle foi feito
substituindo o papel de filtro e 0 volume da enzima pelo tampao acetato de sédio 50
mM pH 4,8. Nos controles para cada amostra, DNS foi adicionado antes do extrato
enzimatico para descontar a producdo de aclUcar ndo relacionada a reacédo
enzimatica. A curva padrédo de glicose foi construida utilizando reagente D-glicose
(Merck) em concentractes de 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 e 4,0 mg/mL.

O reagente de DNS foi preparado dissolvendo completamente 10,6 g de acido
3,5-dinitrossalicilico e 19,8 g de hidroxido de sodio, em 1,4 L de agua destilada. A
seqguir, foram adicionados 300 g de tartarato de sédio e potassio; 7,6 g de fenol
(aquecido a 50°C) e 8,3 g de metabissulfito de sédio. O volume foi acertado para 1,5

L; filtrado e armazenado em frasco ambar (MILLER, 1959).
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7.5 Hidrdlise enzimatica das amostras

As amostras in natura e pré tratadas com acido diluido, pré-tratada acido e
deslignficada com clorito de sdédio foram submetidas a hidrélise enzimatica para
avaliar o rendimento em glicose. Cerca de 0,1 g de amostra foi pesado em tubos falcon
de 50 mL, e submetido a hidrolise enzimatica para comparar a digestibilidade
utilizando coquetéis comerciais (Cellic Ctec Il - Novozymes), em 5 ml de tampéao de
acetato de sodio 50 mM, pH 4,8. A atividade enzimética utilizada foi de 30 FPU/g, em
reacao a 50°C e agitacéo de 150 rpm em incubadora shaker (SL-222, SOLAB), por 24
h (BRIENZO et al., 2015). O rendimento em glicose (anidroglicose, fator de hidratacdo

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

7.6 Composicao quimica dos materiais

As amostras in natura e pré-tratadas com &cido diluido, pré-tratada &cido e
deslignficada com clorito de sédio foram caracterizadas quanto ao contetdo de
glucana/celulose, hemicelulose (xilose e arabinana) e lignina. A composicdo quimica
foi determinada em reacao com &cido sulfarico concentrado com as amostras livres
de extrativos (SLUITER et al., 2010). Cerca de 0,3 g de amostra foi pesada em balanca
analitica e entdo colocada em frasco tipo Schott de 100 mL e adicionados de 3 mL de
acido sulfarico 72 %. Os frascos foram entédo colocados em banho maria a 30°C por 1
hora. ApGs percorrido este periodo de tempo, foram adicionados aos frascos, cerca
de 84 mL de &gua destilada, os frascos foram entdo fechados e colocados em
autoclave, a 121°C 1 atm por 1 hora. O conteudo dos frascos foi filtrado em cadinhos
de placa porosa com o auxilio de uma bomba a vacuo. A fracdo soluvel foi utilizada
para determinacdo de glicose, xilose, arabinose, e acido acético por cromatografia
liguida de alta eficéncia, utilizando coluna Aminex HPX-87H a 60°C, eluida com &cido
sulfarico 0.01 M em um fluxo de 0,6 mL/min. Os acucares foram quantificados
utilizando detector de indice de refracdo (SLUITER et al., 2010). A lignina insoluvel foi
determinada por gravimetria (retida no filtro/cadinho), e a lignina solivel em acido foi

determinada pela absorbancia em espectrofotometro a 240 nm.
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7.7 Preparo do corante Azure B, determinacdo da absortividade molar e

padronizacdo de parametros

Uma solucéo do corante Azure B foi preparada em concentracao de 1 g/L, em
tampéo fosfato de sédio pH 7 (SIPPONEN et al., 2014b). A solu¢do tampéao foi
preparada adicionando 8,66 g de acetato de sdédio trihidratado e 2,16 g de acido
aceético glacial em 1L de agua deionizada. Para evitar contaminacdo microbiolégica,
0,01 % de azida sédica foi adicionada, e a solugéo foi armazenada em geladeira.

Para a padronizacéo do tempo de reacéo, foram realizados ensaios em 3, 6, 9,
12, 18 e 24 h, determinando o periodo suficiente para atingir o equilibrio de adsor¢éo
(SIPPONEN et al., 2014b). O efeito da temperatura na adsor¢géo do corante 0S grupos
hidroxila presentes na lignina foi avaliado utilizando 0,02 g de lignina extraida em &cido
fosforico (gentilmente doada pelo Prof. Dr. Adilson Roberto Gongalves - IPBEN)
suspensos em tubos falcon de 50 ml, contendo 5 ml da solucdo de corante. A

suspensao foi agitada a 150 rpm, as temperaturas de 25°C, 35°C e 45°C por 24 horas.

7.8 Determinacédo da superficie exposta ou area superficial da lignina (ASL) e
area superficial especifica da lignina (ASEL)

A area superficial da lignina (ASL) foi determinada com o corante catiénico
Azure B. Cerca de 20 mg de material foi pesado em tubo falcon de 50 mL, em solugéo
0,1 g/L de solugéo Azure B em pH 7. A mistura reacional foi submetida a temperatura
de 25°C, e agitada a 200 rpm por 24 h. A solucéo foi centrifugada a 10.000 rpm por 5
min e a absorbancia determinada em 647 nm em espectrofotbmetro. A concentracao
de corante adsorvida foi determinada pela subtragdo da absorbancia de solucdo de
corante na auséncia do material (Sipponen et al., 2014b). A area superficial da lignina
foi determinada pelo uso da equagéo 1, enquanto que a area de superficie especifica

da lignina (ASEL) foi determinada pela equacéo 2.

1.55qe
305.83

Equacéo 8. SSA = %

Equagio 6. SA = 0.88Fsbg (toou ) « 397
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Na equacao 1, 0,88 corresponde ao fator de correcéo a ligacéo inespecifica do
corante com carboidratos; F € o fator de correcao baseado no valor total de lignina na
fracdo solida apenas; 1,55 é a razdo entre capacidade de adsorcdo maxima do
material e a adsorcao de corante no material em equilibrio; ge é a adsorcdo de corante
obtida no ensaio; 397 (m3mmol) é a area coberta pelo corante Azure B; 305.83 é a
massa molar do corante Azure B. Na equacdo 2, PL corresponde a soma em

porcentagem massa/massa da lignina total no material.
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Pré-tratamento acido diluido

O pré-tratamento com &cido diluido (%, massa de &cido por massa de material)
foi realizado seguindo as condi¢cdes determinadas na metodologia, utilizando 5 g de
massa (base seca) de cada fracdo da biomassa de cana-de-acUcar (fracdo externa
(contendo epiderme), nd, entrend e folha). Apdés o pré-tratamento, obteve-se um
material agora entdo denominado pré-tratado, o qual tem suas propriedades e
composi¢cado modificada em funcéo do pré-tratamento e suas condi¢cdes (BRIENZO et
al., 2017). Uma das primeiras informacdes obtidas foi a recuperacédo de massa (base
seca), quantidade de material pré-tratado obtido apds o pré-tratamento. A
recuperagdo de massa pode ser um indicativo da recalcitrancia do material, sendo a
solubilizacdo de carboidratos um dos principais fatores que colaboram com essa
perda (BENJAMIN et al., 2013).

Os resultados estdo dispostos em termos de porcentagem de massa
recuperada em relacdo a massa inicial aplicada no pré-tratamento (%, m/m). Neste
caso, um valor de 40 % de recuperacao de massa significa que de 5 g iniciais, 2 g
foram obtidos apés a pesagem do material livre de umidade.

A Figura 6 mostra os resultados obtidos apds a pesagem do material pré-
tratado. Observou-se que para a fracdo externa, os resultados obtidos foram
semelhantes independente da concentracdo de &cido utilizada, resultando em torno
de 37 % de recuperacdo de massa. Para o no e folha, a recuperacdo de massa
aumentou de maneira inversamente proporcional a concentracdo de &cido
empregado. Para concentracfes de &cido iguais a 5 %, menor concentracao
empregada neste trabalho, a recuperacdo de massa ficou proxima de 65 % e 68 %,
respectivamente (Figura 6).

Para o entrend ocorreu uma pequena diminuicdo na recuperacdo de massa
conforme a concentragcéo de acido aumentou de 5 para 10 %. Empregando 20 % de
acido, maior concentracao utilizada, o resultado mostrou tendéncia em diminuir a
recuperacéo de massa, chegando a 50 %.

Os pré-tratamentos com acido diluido tem como principal objetivo/efeito
solubilizar a hemicelulose, aumentando a concentragéo relativa de celulose e lignina

no material pré-tratado (SANTOS et al., 2018). Benjamin e colaboradores (2013)
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demonstraram que a aplicacdo do pré-tratamento acido em concentracao de 0.5 %
levou a uma reducdo média de arabinoxilana na composi¢cdo quimica do material em
50 %. Este resultado sugere que uma parte da reducdo da massa apds o prée-
tratamento seja proveniente da remocéo do total de hemicelulose. Brienzo et al. (2014)
obtiveram comparativamente, em seu trabalho, resultados diferentes analisando a
recalcitrancia das diferentes fracdes (fracdo externa, no e entrend) do caule de cana-
de-acucar. O trabalho demonstrou que a fragdo externa é a mais recalcitrante entre
as trés estudadas. No trabalho, a fracdo externa foi o0 material com menor quantidade
de hemiceluloses.

De maneira controversa a literatura (BRIENZO et al., 2014), este trabalho
apresenta a fracdo externa com a maior perda de massa em comparagao com as
fracbes de nd e entrend, as quais apresentaram uma reducdo de massa menos
pronunciada (Figura 6). Entretanto, existe uma diferenca entre os procedimentos
utilizado no presente trabalho e no de Brienzo et al., (2014). Brienzo et al., (2014)
submeteram o material a diversas lavagens para remocdo de acucares livres,
incluindo processo de extracdo com etanol 96 %, e agua destilada em soxhlet. O
procedimento de lavagem aplicada resultou também na remocao de extrativos (Tabela
1). Uma vez que no presente trabalho os extrativos ndo foram removidos previamente
ao pré-tratamento, uma maior perda de massa também ocorreu em funcdo dos
extrativos que foram solubilizados. Observou-se uma remocgdo de extrativos
equivalente a 50 % em massa nha fracdo externa (tépico referente a caracterizacédo
guimica), o que pode justificar a baixa recuperacdo obtida apds o pré-tratamento
acido. A massa de extrativos para as outras fragdes condizem melhor com a massa
recuperada ap0s o pré-tratamento, levando a cerca de 75 % de recuperacao para
estes casos.

Apesar do pré-tratamento acido melhorar a digestibilidade do material, ocorrem
também a formacg&o de produtos indesejaveis (RAJAN; CARRIER, 2014). O uso de
acidos como catalisadores em pré-tratamentos pode ocasionar em alguns efeitos
colaterais que se agravam conforme a concentracéo de acido ou severidade aumenta.
Por exemplo, pode ocorrer a formacao de produtos de degradacao de polissacarideos
como o furfural proveniente da desidratagcdo de pentoses, e o hidroximetilfurfural
(HMF) proveniente de hexoses como a glicose (JONSSON; MARTIN, 2016).
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Figura 6. Recuperacdo de massa para 0 pré-tratamento com &acido diluido da
biomassa de cana-de-acgUcar (fracdo externa, entreno, n6 e folha) em concentracdes
de 5, 10 e 20 % (m/m), 30 min a 121°C.
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8.2 Deslignificagdo branda com clorito de sédio do material pré-tratado com
acido

Em seguida ao pré-tratamento com &cido sulftrico diluido, as amostras ainda
Uumidas foram submetidas a uma deslignificacdo branda com clorito de sédio. O
experimento foi realizado em uma Unica concentragdo de clorito de sédio, utilizando
como base a massa de cada uma das fracdes resultante apdés o pré-tratamento
previamente determinada (recuperacdo de massa — Figura 6).

A figura 8 apresenta os resultados de recuperacdo de massa obtidos das
amostras do pré-tratamento com acido diluido seguido de deslignificagcdo branda com
clorito de sédio. Nesta figura, a recuperagcdo de massa refere-se somente da etapa
com clorito de sddio. A fragdo externa resultou em uma recuperagdo em torno de 50 %
da massa inicial para amostras pré-tratadas com acido em concentracédo de 5 %, e
uma recuperacao em torno de 67 % para as concentracdes de acido em 10 % e 20 %.

A porcdo correspondente ao né apresentou valores proximos de 71 % para as
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concentracfes de acido 5 % e 20 %. Amostra de né pré-tratada com 10 % de acido
resultou em cerca de 77 % de recuperacdo de massa. O entrend apresentou um
padréo de recuperacao bastante estavel em comparag¢do com as outras fragcdes, onde
as concentracdes de acido levaram a uma recuperacdo em torno de 73 %,
considerando o desvio padréo (erro) das médias apresentadas. A folha mostrou uma
variacdo em relacdo as concentracdes de 5 % e 20 %, que resultaram em recuperacao
de massa em torno de 75 %. A concentracdo de 10 % de &cido manteve um padrao
de recuperacdo de massa de cerca de 70 % (Figura 7). E provavel que estes valores
sejam estatisticamente semelhantes.

A figura 7 apresenta os resultados de recuperacdo de massa, considerando o
efeito cumulativo do pré-tratamento acido diluido e deslignificacdo branda com clorito.
Observa-se que a recuperacdo de massa € menor por considerar a remocao
provocada pelo pré-tratamento acido e a deslignificacao. O perfil de recuperacao de
massa se manteve semelhante para a fracdo externa, em concentracdes de acido de
5 % uma recuperacdo de massa total de cerca de 20 % foi observada. Para 10 % e
20 % de &cido, resultou em uma recuperacao de massa em torno de 25 %. Para as
fracBes do nd e entrend, uma relacéo direta entre a concentracdo de acido aplicada
na primeira etapa e a recuperacao de massa final, de maneira que para concentracdes
de acido em 5 %, foram recuperadas cerca de 47 % e 43 %, respectivamente para
10 % de acido a recuperacao de massa foi de 42 % e 41 %, respectivamente para
20 % de &cido o resultado foi de 41 % para o n6 e 38 % de recuperacdo de massa
para o entrend. Os resultados obtidos para a folha demonstram que as concentracdes
de 10 % e 20 % nado possuem diferencas significativas em termos de recuperacao de
massa total, mantendo-se em torno de 43 %. A concentracao de 5 % de acido resultou
em cerca de 50 % de recuperacéo total de massa (Figuras 7 e 8).

O emprego de clorito de sédio em meio acido (acido acético) promove a
remocao seletiva da lignina através da sua solubilizacédo (SIQUEIRA et al., 2013). No
presente estudo, o clorito de sodio foi empregado em condicbes brandas para
deslignificacéo parcial do material previamente pré-tratado com acido diluido. De fato,
foi utilizada uma carga de clorito de sédio quatro vezes menor do que reportado na
literatura (BRIENZO et al., 2015; SIQUEIRA et al; 2013). Deste modo, era esperado
gue a deslignificacdo ocorresse somente na lignina re-depositada na superficie do

material, por efeito do pré-tratamento acido. O emprego deste da deslignificacao
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branda em sequéncia ao pré-tratamento com acido diluido teve como objetivo remover
dois dos trés principais componentes da biomassa. A hemicelulose, a qual foi
removida na primeira etapa com &cido diluido, e a lignina superficial (provavelmente),
resultando em um material rico em celulose.

A remocdao seletiva da lignina tem consequéncias na composi¢cdo quimica do
material, ja que as ligacdes entre os polissacarideos e a lignina ficam comprometidas
e, portanto, alguma quantidade de carboidratos pode ser perdida, além de diminuir o
grau de polimerizagédo da celulose (SIQUEIRA et al., 2013). No estudo apresentado
por Siqueira et al (2013), demonstraram que cerca de 41 % da lignina inicial de bagaco
de cana-de-acUcar nao-tratado foi removida apos apenas uma hora de reacdo com
clorito de sédio. Com cinco horas de reacgao o teor de lignina residual no material foi
inferior a 5 %. Estes resultados confirmam que o principal responséavel pelo
decréscimo na massa recuperada apresentada nos resultados de deslignificacdo

(Figura 7 e 8) € a remocdo seletiva da lignina.

Figura 7. Recuperacdo de massa* para a deslignificacdo branda com clorito de sddio
das amostras pré-tratadas com acido diluido (5, 10 e 20 %, 121°C/30 min). Carga de
clorito de sédio 1,5 g e 0,5 mL de acido acético, volume reacional de 50 mL, a 70°C

por 1 h.
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* A recuperacdo de massa é referente somente ao efeito da deslignificacdo com clorito de sédio.
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Figura 8. Recuperacdo de massa* ap0s 0s pré-tratamentos com &acido sulfurico
diluido (5, 10 e 20 % m/m 121°C/30 min) e a lavagem com clorito de sddio (30 % m/m
NACIO a 70°C/1 h).
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*A recuperacdo de massa é baseada no total de massa recuperada, com efeito cumulativo do pré-
tratamento acido diluido seguido da deslignificacdo branda com clorito de sédio.

8.3 Composicao quimica das biomassas de cana-de-acUcar

As biomassas de cana-de-acucar, fracao externa, ng, entrené e folha, tanto in
natura quanto pré-tratadas com acido diluido e submetidas ao processo de
deslignficacdo branda com clorito de sédio, foram caracterizadas quanto a sua
composicao quimica. Esta composicéao foi baseada no contetdo de celulose/glucana,
xilana, arabinana, acido acético e lignina (soluvel e insoltvel), os quais sdo 0s
principais componentes da biomassa lignocelulésica (SIQUEIRA et al.,, 2017,
OLIVEIRA et al., 2017). Compostos como extrativos e cinzas foram determinados na
biomassa in natura (Tabela 1).

A caracterizacdo quanto ao conteudo dos componentes principais da biomassa
do material in natura esta descrita na Tabela 1. A fracdo externa apresentou 40,03 %
de celulose, 21,56 % de xilose, 3,85 % de arabinose, 3,14 % de &cido acético e

34,41 % de lignina. A composicao do né foi caracterizada em 38,61 % de celulose,
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21,85 % de xilose, 4,19 % em arabinose. 3,42 % em acido acético e 33,59 % de lignina.
A composicdo quimica do entren6 apresenta as maiores quantidades de celulose,
45,54 %, e xilana, 22,64 %, e a menor quantidade de lignina, ficando em 26,56 %,
enquanto a arabinana e acido acético apresentaram teor de 4,33 % e 3,54 %
respectivamente. A folha apresentou em sua composicdo 37,24 % de celulose,
20,72 % e 1,48 % de xilose e arabinose respectivamente, 1,20 % de acido acético e a

maior quantidade de lignina entre as fragbes aqui avaliadas, 40,79 %.

Tabela 1. Composicao quimica das biomassas de cana-de-acucar fracdo externa, no,
entrend e folha in natura quanto ao conteudo de celulose, xilana, arabinana, acido

aceético, lignina, cinzas e extrativos.

Composicao quimica (%, massa seca)

Amostra Glucana Xilana Arabinana Ac. Acético Lignina Cinzas Extrativos* Total
F. ext 40,03+4,03 21,56 +2,09 3,85+0,47 3,14 £ 0,38 34,31 £ 0,92 0,32 £ 0,05 50,89 + 1,34 102,19
N6 38,61+0,91 21,85+0,53 4,19+0,05 3,42 £ 0,04 33,59+214 1,61+0 10,08 + 1,26 101,67
Entrené  45,54+3,68 22,64+1,67 4,33+0,16 3,54 +0,13 26,56 + 1,38 0,07 £0,03 26,75 + 0,86 102,62
Folha 37,24+1,00 20,72+0,31 1,48 + 0,02 1,20 £ 0,02 40,79 £ 4,17 5,40 £ 0,08 16,70 £ 0,76 101,44

* Somatdrio ndo inclui extrativos (caracterizacdo quimica foi realizada com material livre de extrativos).
F. ext: Fracdo externa;

Ac. Acético: Acido acético;

Os contetdos de glucana, xilana, arabinana, &acido acético e lignina dos
materiais pré-tratados estdo dispostos na Tabela 2. A abordagem dos resultados
neste trabalho compara primeiramente os resultados obtidos nos experimentos
realizados com a biomassa pré-tratada, para cada uma das fracées, com &cido
sulfdrico nas descritas concentragbes (5, 10 e 20 %, m/m). Em seguida foram
comparados os efeitos da aplicacdo do da deslignificacdo branda com clorito de sédio
nas amostras pré-tratadas com acido, na composicdo quimica de cada uma das
biomassas/fracées da cana-de-agucar.

O pré-tratamento acido da fracdo externa resultou em um aumento em
porcentagem de celulose, chegando a 46,22 % com a maior concentracdo de acido
(Tabela 2). A hemicelulose apresentou uma diminuicdo constante relativa a
concentracéo de acido empregado no pré-tratamento. A reducdo no teor de xilana, a
qual é a hemicelulose representativa da biomassa de cana-de-acucar (BRIENZO et

al., 2009), para 8,14 % quando a concentracdo de acido empregada foi 20 %. As
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concentracbes de acido acético e arabinana foram inicialmente baixas, sendo de
3,14 % e 3,85 %, respectivamente. Com o pré-tratamento, o acido acético e arabinana
foram completamente removidos. De modo geral, o acido acético e arabinana
reduzem com o aumento da concentracdo de reagente no pré-tratamento. Esta
tendéncia foi observada para todas as fracbes da biomassa de cana-de-agucar. Em
comparacao com o material in natura, o uso de 5 % de acido sulfdrico removeu cerca
de 40 % do conteudo de xilana inicial, e mais de 80 % do conteddo de arabinana,
removendo mais de 50 % e 90 %, respectivamente, quando a concentracao de 4cido
foi igual a 10 %, e removeu 58 % e 100 %, respectivamente, com a concentra¢cao mais
elevada de acido, 20 %. A remocao de hemicelulose pode ser parcial ou completa,
dependendo das condi¢cdes empregadas no pré-tratamento (BRIENZO et al., 2016;
SANTOS et al., 2018).

O pré-tratamento acido diluido resulta em um aumento em concentracdo de
lignina em porcentagem, devido a remocdo de outros componentes da biomassa
(BRIENZO et al., 2017; MENG; RAGAUSKAS, 2017; SANTOS, et al., 2018). Para
remover parcialmente o conteudo de lignina, e principalmente a lignina que depositada
na superficie da fibra, uma deslignificacdo branda foi aplicada nos materiais pré-
tratados com &cido diluido. A deslignificacao foi realizada logo ap6s o pré-tratamento
acido diluido, sem a secagem do material.

A deslignificagdo branda com clorito de sodio resultou em uma diminuicdo na
proporcdo de lignina no material pré-tratado com acido. Ocorreu uma reducao da
lignina em cerca de 7 % para o material pré-tratado com 5 % de acido, 25 % para o
material pré-tratado com a concentracdo intermediaria de acido (10 %) e
aproximadamente 27 % para a concentra¢do mais elevada que foi 20 % de acido. Os
resultados sugerem que para a fracao externa, a capacidade de deslignificacdo por
meio de clorito de sédio aumentou conforme a concentracdo de acido empregado
previamente no pré-tratamento. Em relacdo ao material in natura, a remocéao de lignina
foi cerca de 44 %, 70 % e 90 % de lignina para as concentracdes de acido iguais a 5,
10 e 20 %, respectivamente.

O pré-tratamento acido diluido da fragdo de nd apresentou um aumento
crescente, atingindo 41,95 % de celulose com a concentracdo mais elevada, que foi
20 % de acido. As concentracdes de acido de 5% e 10 % apresentaram resultados

estatisticamente semelhantes de celulose, sendo de maneira geral a porcentagem de
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celulose nos materiais em torno de 40 % para as trés condi¢cdes de pré-tratamento
(Tabela 2). O teor de hemicelulose diminuiu gradativamente conforme o aumento da
concentracéo de acido empregado no pré-tratamento. A menor concentracdo de acido
reduziu o conteudo de xilana para 5,89 % e 4,95 % para 20 % de acido. A porcentagem
em massa de acido acético no material também diminui conforme a concentracéo de
acido sulfarico empregado aumentou, sendo 1,7 % quando a concentracao de acido
foi de 5 %, diminuindo até cerca de 0,5 % quando 20 % de &cido foi empregado. Em
relacdo a proporcao de lignina no material os valores aumentaram de 33,59 % do
material in natura para 41,95 % no material pré-tratado com acido 20 %. Para as trés
concentracdes de pré-tratamento empregadas, o teor de lignina se manteve na média
de 42 %.

ApGs a aplicagéo da deslignificagdo branda com clorito de soédio, ocorreu uma
reducdo no conteudo de lignina presente na fracao do no6 (Tabela 2). Os teores foram
de 18,49; 16,79 e 13,18 % para as concentracdes de acido de 5, 10 e 20 %,
respectivamente. Estes resultados indicam que de maneira semelhante a fracao
externa, a concentracdo de &cido previamente aplicada no pré-tratamento acido
parece amplificar o efeito do clorito de sddio na remocéo da lignina. De fato, a literatura
sugere que com o aumento da concentracdo de acido/severidade do pré-tratamento
acido, maior € a deposicao da lignina na superficie da fibra (BRIENZO et al., 2017). A
deslignificacdo branda foi aplicada com objetivo de remover esta lignina depositada
na superficie da fibra de celulose. Assim, quanto maior a concentracdo de acido, maior
a realocacédo ou deposicao da lignina sobre a fibra de celulose, e maior a remocao
com a deslignificacdo com clorito (Tabela 2).

Para a fracdo do entrend, valores préximos de 40 % foram obtidos para
celulose, empregando 5 % de acido no pré-tratamento. A concentracao intermediaria
(10 % de acido) aumentou para 48,64 %, e com a concentracao maior que foi 20 %, o
teor foi de 50,49 %. O teor de xilana diminuiu para as diferentes condicdes de pré-
tratamento, de 4.49 % para a menor concentracdo, até 3.24 % para a concentracao
mais elevada. O teor de lignina foi de 36,6 % utilizando 5 % de acido, e 33,79 % e
34,32 % para 10 % e 20 % de acido. Apds a deslignificacdo com clorito de sédio
ocorreu uma diminuicdo no teor de lignina. Para o material pré-tratado com 5 % de
acido foi de 21,92 %, e para pré-tratados com 10 % e 20 % foi de 19,04 % e 14,33 %,

respectivamente.
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Para a folha da cana-de-acucar, o teor de celulose no material foi de 37,24 %
para a menor concentracao de acido (5 %), 36,38 % para a concentracao intermediaria
e 37,76 % para a maior concentracao, indicando que o pré-tratamento nao surtiu efeito
neste componente. Em relacdo a hemiceluloses (xilose e arabinose) os resultados
indicam um decréscimo significativo entre as trés concentracbes de acido
empregadas, obtendo 7,96 % em massa para a menor concentracdo de acido, 5,81
% para a concentragdo intermediaria e 3,68 % para a maior concentragdo de &cido.
Em relacdo ao acido acético no material observa-se propor¢des semelhantes para as
duas primeiras concentracbes de acido no pré-tratamento, e um decréscimo
significativo para a concentracdo mais elevada. Para a lignina, foram obtidos
resultados préximos para as concentracfes de 5 % e 10 %, 58,09 % e 58,22 %
respectivamente, enquanto que para a maior concentracdo de acido a média ficou em
63,11 %, porém, os desvios sugerem que as diferencas entre as trés condi¢cdes nao
sao significativas. Observa-se, comparando com o material in natura, que enquanto a
proporcéo de xilana no material diminui, a concentracdo de lignina aumenta, levando
a maior concentracao de lignina entre as trés fracdes estudadas.

Com a aplicacdo da metodologia de deslignificacdo branda, os valores
referentes a concentracao de lignina sdo reduzidos para em torno 30 % do valor inicial,
passando de 58,09 % para 21,77 % para o material previamente pré-tratado com acido
diluido a 5 % e 10 %, e de 63,11 % para 23,75 % para 0 material pré-tratado com
acido a 20 % (Tabela 2).

Com objetivo de obter melhores rendimentos em termos de glicose durante a
hidrolise enzimatica, a remocao de hemicelulose e lignina pode ser realizada por
diversos tipos de pré-tratamentos (SEIDL; GOULART, 2016). Neste trabalho foi
utilizado um pré-tratamento com efeito na remocéo de hemicelulose, o pré-tratamento
acido diluido, e a deslignificacdo com clorito de sédio, buscando uma reducdo no
conteudo de lignina.

A aplicagdo de pré-tratamentos com acidos diluidos tem como finalidade a
remocao primaria da hemicelulose, porem outras mudancas estruturais podem ser
geradas no material, como a modificag&o estrutural da lignina e a reducéo do tamanho
de particula (MESA et al. 2017). Por este motivo, pode-se observar uma diminuicao
na proporcao de hemiceluloses (Xilana e Arabinana) em todos os casos, de maneira

gue a meédia obtida para cada uma das amostras pré-tratadas com cada uma das
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concentracdes de acido é subsequentemente menor. Em comparacao com os teores
de xilana dos materiais in natura, ocorreu para todas as fracbes uma reducao no
contetdo de xilana, indicando a eficiéncia do pré-tratamento em remover mais de
40 % da xilana com concentragdo de 5 %, aumentando proporcionalmente a
concentracdo de acido utilizado no pré-tratamento, até que cerca de 75 % da xilana
foi removida. Entretanto, esta remocéo ou reducao do teor de xilana pode ser maior
dependendo da fragdo em questdo, como no caso do entrend onde o teor de xilana
foi removido em cerca de 90 % do teor em comparagdao com a xilana do material in
natura.

Santos et al (2013) demonstraram em seu trabalho, que a solubilizacdo de
hemiceluloses aumenta conforme a duracéo do pré-tratamento, sendo que em 30 min,
cerca de 45 % do contetdo de xilana inicial foi solubilizado enquanto que, em média,
70 % do conteudo de arabinana é solubilizado nesta mesma condic&o. Contribuindo
com o que foi demonstrado no trabalho apresentado acima, os resultados aqui
apresentados demonstram que para esta duracao (30 min) diferentes concentracoes
de acido possuem diferentes efeitos na solubilizacdo da hemicelulose total do

material.
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Tabela 2. Composicdo quimica das biomassas de cana-de-agucar fracdo externa, no, entrend e folha quanto ao conteudo de
celulose, xilana, arabinana, acido acético e lignina, apds pré-tratamento acido diluido (5, 10 e 20 % m/m a 121°C/30 min) e
deslignificacdo branda com clorito de sddio (30 % m/m, 70°C/1 h).

Composicdo Quimica (%, base massa seca)

Amostra Condigao Glucana Xilana Arabinana Ac. Acético Lignina Total
Acido 5% 43,41 +1,37 13,09 + 0,02 0,54 £0,01 0,44 £ 0,01 25,29 £ 4,75 82,84 £5,16
Acido 10% 43,13 +0,20 10,34 + 0,38 0,29 + 0,01 0,23 +£0,01 30,11+ 2,00 84,22 + 2,58
Fragéio externa ’ .Acido 20% - 46,22 + 0,55 8,32+ 0,08 00 00 30,47 £ 0,28 85,21 +0,91
Acido 5% + clorito 52,44 + 2,92 12,80 +1,51 1,0+0,31 0,81 +0,25 18,30 £4,50 85,42 + 9,49
Acido 10% + clorito 59,92 +1,61 10,46 + 0,42 0,62 + 0,01 0,50 + 0,01 5,25 + 3,89 76,87 +5,94
Acido 20% + clorito 62,32+0,75 8,14 +£ 0,10 00 0+0 2,34+0,24 72,01 +£1,09
Acido 5% 38,46 + 2,82 5,89 + 0,16 2,07 £0,19 1,68 £0,15 42,67 +0,71 90,84 + 4,03
Acido 10% 41,20 + 2,69 4,95 + 0,15 1,43+0,39 1,17 £ 0,02 40,49 + 3,48 90,22 + 6,63
i Acido 20% 41,95 + 3,66 4,04 +0,16 0,63 + 0,39 0,51 +£0,32 41,95+ 2,61 89,11+7,14
No Acido 5% + clorito 59,46 + 1,70 13,94 £ 0,40 1,27+0,11 1,03 £0,09 18,49+ 2,73 94,26 + 5,03
Acido 10% + clorito 62,94 + 0,15 10,46 + 0,29 0,53 +0,03 0,43 +£0,03 16,79 £1,80 91,26 +2,3
Acido 20% + clorito 66,09 + 2,36 9,08 + 0,07 0,28 + 0,01 0,22 +£0,01 13,18 +3,21 89,04 + 5,66
Acido 5% 40,31 +0,45 4,49 +0,31 1,75+0,12 1,43 +£0,10 36,60 + 0,05 84,65 + 1,03
Acido 10% 48,64 £ 0,61 4,04 £ 0,22 1,47 £ 0,05 1,20 £ 0,04 33,79+£0,17 89,26 + 1,09
. Acido 20% 50,49 + 0,63 3,24 £0,29 0,95 + 0,06 0,77 £ 0,05 34,32+0,24 89,99 + 1,27
Entreno Acido 5% + clorito 47,06 + 3,51 7,65 +0,94 0,92 + 0,06 0,93 +£0,04 21,92+4,6 78,56 + 4,55
Acido 10% + clorito 50,65 * 0,44 6,19 + 0,34 0+0 0,71+0,3 19,04 + 0,18 76,71 +0,81
Acido 20% + clorito 59,57 + 0,32 7,54 +£0,80 0+0 0,16 + 0,06 14,33 +£2,26 81,81 +1,18
Acido 5% 36,38 + 3,05 6,92 +1,62 1,04+0 0,85+0 58,09 + 5,71 103,34 + 10,38
Acido 10% 37,76 £1,13 4,63 +0,20 1,18 £0,44 0,96 + 0,36 58,22 + 2,52 102,76 + 4,65
Acido 20% 37,31+1,53 3,48 £0,35 0,20 + 0,20 0,16 £0,16 63,11 +7,12 104,28 + 9,36
Folha Acido 5% + clorito 53,91 + 3,07 14,66 + 2,15 0,58 + 0,25 0,47 £ 0,20 21,77 £ 0,63 91,46 + 5,68
Acido 10% + clorito 58,64 + 0,85 9,79 + 0,02 0,19 £ 0,01 0,15+ 0,01 22,11 +0,63 90,89 + 0,90
Acido 20% + clorito 59,62 + 1,52 5,67 +1,90 0,56 + 0,20 0,45+ 0,10 23,75+ 1,59 90,07 + 3,80

Acido 5, 10 e 20 %: pré-tratamento com &cido sulfirico em porcentagem m/m a 121°C/30 min; Acido % + clorito: pré-tratamento com acido sulfirico seguido

de deslignificagdo com clorito de sédio (30 % m/m, a 70°C/1 h).
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Brienzo et al. (2014) trabalharam com as fragcdes do no, entrend e a fracao
externa do bagaco de cana-de-acucar. Os resultados apresentados para a fracao
externa variaram de 50 % a 55 % em termos de celulose para as concentracdes de
acido de 5 % a 20 %. Diferentemente do presente trabalho, onde os teores de celulose
obtidas, apesar de estarem crescentes conforme a concentracdo de acido aumenta,
foram de 43.13 % a 46.22 % para as concentracfes de acido de 5 % a 20 %. Uma
das possiveis explicacbes para essa diferenca pode estar na ocorréncia da
degradacé&o dos carboidratos, principalmente a celulose em hidroximetilfurfiral (HMF),
que pode ser gerado em condicbes elevadas de temperatura e pressdo, como as
empregadas no pré-tratamento acido (JONSSON; MARTIN, 2016). Ainda, observa-se
uma diferenga no conteldo de extrativos entre 0s dois materiais, uma vez que o
trabalho em comparacdo teve o0s extrativos removidos antes do pré-tratamento.
Quanto ao teor de lignina, os valores obtidos entre os dois trabalhos sdo préximos,
todos em cerca de 30 %.

A fracdo de né apresentou teor de lignina semelhante ao da fragdo externa,
cerca de 34 %, enquanto para o entrend este valor foi menor, 26,56 % (Tabela 2).
Espera-se que os valores de lignina nas fracdes mais internas (n6 e entrend) sejam
menores em comparacdo com a fracdo externa, ja que a fracdo externa é formada
pelos tecidos mais expostos a acdes externas e, portanto, devem ser mais resistentes
a ataques de microrganismos, chuvas e outras acdes naturais degradativas (EVERT,
2006). De fato, a fracao externa, préxima a epiderme, apresenta grande concentracao
de feixes vasculares, os quais sdo mais lignificados (BRIENZO et al., 2016). Em
comparacao, a folha foi a fracdo que apresentou maior contetdo de lignina, 40,79 %,
diferente dos valores apresentados na literatura, em torno de 10 %, porem, espera-
se, para a fragdo em questdo, um pequeno aumento no teor de lignina (MOODLEY;
KANA, 2015).

A deslignificacdo branda com clorito de sodio foi empregada com objetivo de
reduzir o conteuado geral de lignina no material previamente pré-tratado com acido
diluido, gerando um material com elevado contetdo de celulose. A modificagéo
estrutural causada pelo pré-tratamento com &cido diluido acaba por gerar particulas
de complexo lignina-carboidrato (realocacdo e pseudo-lignina) que acabam por
precipitar sobre a fibra do material, contribuindo para a exposicéo da celulose. Porém,

favorece a interacao inespecifica entre enzima e estes complexos durante a etapa de
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hidrolise enzimética (ZENG et al.,, 2014; WALLACE et al., 2016). Deste modo, a
guantificacdo desses complexos de lignina € importante para avaliar o efeito do pré-
tratamento, e seu impacto no rendimento de conversao em glicose.

A aplicacao de clorito de sédio (em meio &acido - acido acético) para a remogao
seletiva de lignina foi demonstrada por Siqueira e colaboradores (2013), onde cerca
de 41 % da lignina inicial presente em bagaco de cana-de-acUcar in natura foi
removido com 1 h de pré-tratamento. De acordo com os resultados exibidos na
Tabela 2, pode-se observar que a aplicacdo do clorito de sddio apds o pré-tratamento
com acido diluido resultou em uma deslignificacdo em cerca de 40 % para todas as
fracOes estudadas. Porém, de maneira mais pronunciada na fracdo externa, onde
guase toda a lignina (95 %) foi removida quando a deslignificagdo branda foi aplicada
em conjunto com o pré-tratamento com a maior concentragdo de acido. O entrend e 0
no apresentaram taxas de deslignificacdo de no minimo 40 %, chegando até proximo
de 70 % para a amostra de n6 pré-tratada com acido diluido a 20 %.

Observa-se para o entrend, folha e fracéo externa que o balanco total de massa
é reduzido em até 10 % apos a aplicacdo da deslignificacdo branda com clorito de
sédio. Esta diferenca no balanco de massa pode estar relacionada com a degradacéo
de acucares (ZENG et al., 2014), pela acdo de moléculas intermediarias geradas
durante a reacdo do material com o clorito de sédio, como o &cido hipoclérico, clorito,
clorato e cloro (KAFLE et al., 2015). Uma consequéncia da deslignficacdo é que pode
ocorrer reducdo do grau de polimerizacdo da celulose. Por exemplo, estudos com
papel de filtro apresentou reducéo de até 35 % no grau de polimerizacéo, e com avicel
em até 5 % (HUBBELL; RAGAUSKAS, 2010).

8.4 Area de superficie da lignina
8.4.1 Padronizacédo do tempo, temperatura e agitagcdo na adsorcao do corante

Azure B em material lignoceluldsico.
A Figura 9 mostra a area superficial especifica obtida em fungcéo do tempo de

ensaio. Apenas o sobrenadante foi utilizado para as medi¢cdes apresentadas nesta

figura. Observou-se um aumento na area especifica do material utilizado no ensaio,
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fracdo externa (cerca de 24 % de lignina) conforme o tempo de reacdo avanca,
partindo de 63,4 m?/g até 95.1 m?/g no final do periodo analisado.

O Azure B é um corante catidnico que possui afinidade, neste caso, com o0s
grupos hidroxila, presentes majoritariamente, nas moléculas de lignina (SIPPONEN et
al., 2014). A area neste ensaio indica consequentemente a quantidade de corante que
foi adsorvido as moléculas de lignina. A variacdo em area conforme o tempo de ensaio
aumenta sugere que, no inicio do ensaio, pouco corante encontra-se adsorvido a
lignina, e conforme o tempo de ensaio aumenta, a quantidade de corante adsorvido
aumenta até aproximadamente 9 horas, onde a absorbancia medida comeca a
estabilizar, indicando o inicio do periodo de equilibrio, aumentando levemente até 12
horas, onde a partir desta marcacdo de tempo, pouca variacdo na absorbancia é
medida.

Os resultados obtidos em relacédo a variacdo na temperatura e seu impacto na
area superficial exposta estdo dispostos na Figura 10. Os dados apresentados
sugerem que ndo existem efeitos na area obtida apds a realizacdo do ensaio nas
condig¢des utilizadas até a marca de 45°C, ficando em torno de 55 m?/g.

Figura 9. Efeito do tempo de ensaio na area superficial da lignina (ASL) e area
superficial especifica da lignina (ASEL) utilizando a fracdo externa (0.02 g) em solucéo

de corante Azure B de concentracao igual a 0.1 g/L por periodos entre 3 e 24 horas.
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Figura 10. Relacdo entre a temperatura de ensaio e a area superficial total de lignina
utilizando 0.02 g de lignina extraida utilizando acido fosférico suspensas em solugéo
de corante Azure B de concentracao igual a 0.1 g/L & diferentes temperaturas (25°C
a 45°C).
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8.4.2 Area superficial da lignina (ASL) e especifica (ASEL) nas biomassas de

cana-de-acUcar pré-tratadas

Um dos fatores relacionados ao rendimento de hidrélise enzimatica € a
porosidade, que é dada pela razdo entre o volume dos poros e o volume da massa
seca (JUNIOR et al., 2013). Durante o pré-tratamento &cido, a lignina é parcialmente
solubilizada enquanto a temperatura esta alta, e volta a se condensar ap0s a queda
da temperatura e final da reacéo, depositando-se em forma de goticulas sobre a fibra
de celulose. A lignina agora depositada sobre a fibra/material possivelmente impede
0 acesso das enzimas ao substrato durante a etapa de hidrélise enziméatica (LI et
al., 2014). E possivel que parte desta lignina que passa a ser solubilizada/depositada

esteja presente entre as fibras de celulose, e, portanto, interfira na porosidade do
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material. A lignina depositada sobre a fibra age como uma barreira fisica, protegendo
a celulose; e provoca adsorcao improdutiva, podendo se ligar de forma irreversivel a
proteinas/enzimas, diminuindo assim a carga de enzima na reacao (WALLACE et al.,
2016; SIPPONEN et al., 2017).

Para determinar a area superficial exposta da lignina as biomassas de cana-
de-acucar foram submetidas ao ensaio de adsor¢cdo com o corante Azure B. Os
corantes catibnicos como o Azure B podem ser empregados para obter uma
estimativa da quantidade de lignina presente no material, gracas a sua capacidade de
adsorcdo a grupos hidroxila acida presentes na lignina (SIPPONEN et al., 2014).
Neste estudo, os resultados foram expressos na forma de area superficial da lignina
(ASL) ocupada, com base no total de material; e com base na massa total de lignina
no material, sendo a area superficial especifica da lignina (ASEL). A Figura 11
apresenta os valores obtidos para a superficie total em area ocupada pela lignina por
grama de material.

Observa-se, para todas as fragcdes estudadas um aumento da area superficial
total em relacdo ao material in natura para o pré-tratado com 5 % de &cido e entédo
uma leve tendéncia a diminuir ou estabilizar de acordo com a concentracao de acido
utilizada no pré-tratamento (Figura 11). Apesar das semelhancas, a fracdo externa
demonstrou a maior diferenca entre o material in natura e o pré-tratado com acido
5 %, de 10,5 m?/g para 45 m?/g. na fracdo do no, essa diferenca foi pouco maior que
30 %, passando de 28 m?/g para 44 m3/g.
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Figura 11. Area superficial total da lignina (ASL) para as biomassas da cana-de-
acucar (fracao externa, entrend, no6 e folha), in natura e pré-tratada com acido diluido
(5, 10 e 20 %, m/m, 121°C/30 min).
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As areas superficiais totais para as amostras pré-tratadas com acido diluido
seguido de deslignificacdo com clorito de sddio estédo dispostas em forma de grafico
na Figura 12. A amostra de fracao externa in natura apresentou 10,5 m?/g em area de
lignina, apds o pré-tratamento &acido, essa area aumentou para aproximadamente
31 m%g com a menor concentracdo (5 %), e entdo em declinio até a maior
concentracdo de acido, chegando a 5,6 m2/g. A amostra né de apresenta a menor
diferenca entre a area in natura e a area apés a aplicacdo dos pré-tratamentos e
deslignificacédo, pouco menos de 2 m?/g, que diminuem para menos de 1 m?/g quando
o material foi pré-tratado com 20 % de acido.

Um aumento de 23 m?/g para 36 m2/g € observado entre as amostras in natura
e pré-tratadas com 5 % de acido para o entrend, e entdo uma tendéncia em estabilizar
em cerca de 28 m?/g. Os resultados obtidos com a folha apresentam um aumento de
42 m?/g para 44 m?/g entre o material in natura e o pré-tratado com 5 % de acido, um
decréscimo entre as concentragcdes de 5 % e 10 %, e um declinio menor entre 10 %
e 20 %.
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Figura 12. Area superficial total da lignina (ASL) as biomassas da cana-de-acucar
(fracdo externa, entrend, né e folha), in natura e pré-tratada com &cido diluido (5, 10
e 20 %, m/m, 121°C/30 min) e seguida de deslignificacdo com clorito de sodio (30 %
m/m, 70°C/1 h).
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As figuras 13 e 14 apresentam os resultados referentes a area superficial
especifica da lignina (ASEL). A &rea inicial da fracdo externa (Figura 13) in natura foi
de 30 m?/g, subindo para 180 m2/g apés a aplicacdo de pré-tratamento acido a 5 %,
observa-se entdo uma tendéncia a diminuir conforme a concentracdo de &cido
aumenta. O entrend apresenta um aumento de 88 m2/g para 144 m2/g e entdo uma
tendéncia a estabilizar apds a concentracdo de 10 % de acido. O né inicia em 86 m2/g,
aumenta para 110 m#/g e entdo diminui para pouco mais de 90 m?q, voltando a
apresentar uma tendéncia em aumentar para a concentragdo de acido em 20 %. A
folha apresenta uma tendéncia linear de decrescimento para toda a curva.

Na Figura 14 para as fracdes externa, n6 e entrend, ocorreu um aumento na
area superficial especifica da lignina conforme a concentracéo de acido empregada,
principalmente entre o material in natura e pré-tratado com acido 5 % e clorito de
sédio. Para concentragfes de acido mais elevadas, os valores aumentaram, porém

de maneira menos pronunciada em comparacdo com este primeiro incremento. A
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folha apresentou uma tendéncia diferente, aumentando apds o pré-tratamento, porém

diminuindo conforme a concentragcédo de acido aumentou.

Figura 13. Area de superficie especifica da lignina (ASEL) para todas as fracdes, in

natura e pré-tratada com acido diluido (5, 10 e 20 %, m/m, 121°C/30 min).
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A lignina, como dito anteriormente, € uma macromolécula amorfa presente na
parede celular, juntamente com a celulose e a hemicelulose. A lignina afeta os
processos enzimaticos de diversas formas, agindo como barreira fisica impedindo
consequentemente o0 acesso aos carboidratos estruturais e ligando quimicamente com
as enzimas envolvidas no processo (HANSEN et al., 2013). A area superficial total da
lignina, medida pelo corante Azure B, permite avaliar de maneira rapida os efeitos dos
pré-tratamentos na exposicao da lignina, e consequentemente estimar a quantidade

de lignina acessiveis as enzimas nos processos de hidrélise.
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Figura 14. Area de superficie especifica da lignina (ASEL) para todas as fracdes, in
natura e pré-tratada com &acido diluido (5, 10 e 20 %, m/m, 121°C/30 min) e

deslignificacdo com clorito de sédio 30 % m/m, 70°C/1 h.
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Em seu ensaio, foram obtidos resultados referentes a area superficial total
(ASL) da lignina, e a area superficial especifica da lignina (ASEL), esta dltima é
calculada a partir da area total dividida pela proporcao de lignina no material, obtendo,
primeiramente em termos de area total da lignina cerca de 84 m2/g para a palha de
trigo, 54 m2/g para o bagaco de cana-de-acglcar e 48 m?/g para casca de aveia. Em
termos de area especifica: 354 m2/g, 225 m2/g e 215 m?/g de lignina respectivamente
para os mesmos materiais (SIPPONEN et al., 2014b). Neste trabalho foram obtidas
diferentes areas superficiais totais e especificas para cada uma das fracdes (externa,
no, entrend e folha). No entanto, a média das areas superficiais totais (m2/g de
material) foi de 28,7 m?/g para as fracdes in natura; 45,3 m?/g para as fragbes pre-
tratadas com &cido diluido e 29,1 m2/g para as amostras pré-tratadas com acido
diluido e deslignificadas. Em todos os casos a média das areas obtidas € mais baixa
do que a descrita na literatura, porem para a folha, a area superficial total chega muito
proximo, em torno de 42 m?/g para o material in natura e 55 m2/g para o pré-tratado

com &cido a 5 %.
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Observa-se para as amostras in natura, que estas tém tendéncia a apresentar
menores areas superficiais em relacao a primeira condi¢cao de pré-tratamento. O pré-
tratamento &cido tem como caracteristica a modificacdo da estrutura da lignina
presente no material, levando a sua solubilizacdo durante o processo e a sua
deposicao sobre as fibras de celulose (SUN et al., 2014) Esta caracteristica do pré-
tratamento com acido diluido pode estar relacionada com o aumento na superficie
apresentada neste trabalho.

No geral, os resultados obtidos neste trabalho variam de acordo com a fracéo
da biomassa analisada e o tipo de pré-tratamento empregado. Os materiais pré-
tratados com acido diluido apresentaram em média (124 m2?/g de lignina) areas
superficiais especificas (ASEL) menores do que as areas apresentadas pelos
materiais pré-tratados com acido diluido e em seguida clorito de sédio (186,5 m2/g de
lignina), indicando um possivel efeito do clorito de sodio na superficie das moléculas
de lignina.

Em termos de area ocupada pela lignina no material (ASL) observa-se que a
diminuicdo desta area conforme a concentracdo de acido empregada aumenta para
todas as fracdes, sendo que a fracdo com a menor area de superficie total foi a fracéo
externa, onde observou-se apenas 5 m?/g de area para o pré-tratamento acido a 20 %
e em seguida a aplicacdo de clorito de sddio, indicando mais de 95 % de remocao de
lignina em comparagéo com o material in natura (Figuras 13 e 14). Em contrapartida,
a folha demonstrou-se a fracdo com a maior area superficial de lignina em todos os
casos, obtendo em média 54 m?/g de superficie para o pré-tratamento acido apenas,
e 37 m?/g para as amostras pré-tratadas também com clorito de sddio, confirmando
seu maior teor de lignina evidenciado pelos resultados de caracterizacdo quimica
(Tabela 2).

Como o corante catibnico Azure B possui alta afinidade com grupos hidroxila
(SIPPONEN et al., 2014), presentes, em termos de biomassa lignocelulésica, apenas
nas moléculas de lignina (HATAKEYAMA; HATAKEYAMA, 2009) Pode-se dizer que
a area superficial total de lignina serve, neste caso, como medida para comprovar a
eficacia da remocao de lignina em processo de deslignificacdo, apos a aplicagéo de
um pré-tratamento com carater acido. Deste modo, a adsor¢do de Azure B,
determinando a superficie total ou especifica de lignina, poderia ser usado como um

importante parametro para identificar materiais com diferentes quantidades de lignina.
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8.5 Hidrolise enzimatica das biomassas de cana-de-acucar

As amostras in natura e pré-tratadas de fracdo externa, nd, entrené e folha
foram submetidas a hidrélise enzimatica para avaliar o efeito do pré-tratamento e da
area superficial da lignina. A hidrélise enzimatica foi conduzida por 24 h de reacgéo
para comparar o rendimento em glicose das biomassas da cana-de-aclUcar. Este
periodo de reagdo normalmente equivale a fase em que o rendimento de hidrélise esta
proximo da fase de recalcitrancia, onde o incremento no rendimento comeca a
diminuir, assim o rendimento tende a estabilizar mesmo para longos tempos de reacao
(WALLACE et al., 2016).

A Figura 15 apresenta os resultados de hidrolise enzimatica obtidos apés a
realizacdo do pré-tratamento com &cido sulfurico diluido nas concentragfes de 5, 10
e 20 % (m/m) e também o rendimento apresentado pelas amostras in natura. A folha
e a fracdo externa apresentaram o menor rendimento de hidrélise enzimatica entre as
amostras in natura, nas condi¢Oes aplicadas para este ensaio, resultando em cerca
de 12 % de converséo de celulose em glicose. Entre os materiais in natura, o entrend
€ a fracdo que apresentou maior rendimento de hidrolise enzimatica. Por outro lado,
a fracdo externa e folha, foram as fracdes que resultaram em menor rendimento em
glicose na hidrélise enzimatica. Esta diferenca de rendimento, o que é uma
caracteristica da recalcitrancia de cada fracdo, estd de acordo com a literatura
(BRIENZO et al., 2014). Comparando com rendimentos de hidrélise enzimatica de
bagaco de cana-de-acucar que normalmente resulta em torno de 10 % a 20 %
(HASHMI et al., 2017; SANTOS et al., 2018), as fracdes de folha e externa ficaram
abaixo, e entrend e n6 acima, evidenciando menor recalcitrancia.

Considerando o rendimento em glicose, 0 entrend se apresentou como a fracao
com maior taxa de conversao, resultado em valores préximos a 45 % quando pré-
tratado com acido diluido a 5 % enquanto que a amostra da fracao externa pré-tratada
a 5 % de acido apresenta, considerando apenas as médias, a menor taxa de

conversdo em glicose, inferior a 27 %.
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Figura 15. Rendimento em glicose na hidrolise enzimatica (15 FPU/g de substrato)
das fracBGes externa, no, entrend e folha pré-tratadas com acido (5, 10 e 20 %, m/m, a
121°C/30 min).
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Os resultados obtidos para o né sugerem uma possivel correlacdo entre a
concentracdo de acido utilizada na etapa de pré-tratamento e o rendimento em
hidrélise para as condicbes aqui aplicadas, resultando em taxas de conversao
crescentes de 35 % para 5 % de &cido, 37 % para 10 % de acido e 41 % para 20 %
de acido empregado. Embora a fracdo da folha apresente, em termos de valores
meédios, um aumento gradual na conversao de hidrdlise assim como o ng, os desvios
experimentais apontam que os resultados obtidos para as concentracbes de 5 %,
10 % e 20 % possam ser semelhantes.

As amostras pré-tratadas com &cido diluido e submetidas a deslignificagéo
branda com clorito de sédio também foram submetidas a hidrélise enzimética. Os
resultados de rendimento em glicose estéao dispostos na Figura 16.

E perceptivel a diferenca em termos de conversdo de glicose apresentadas
apos a aplicacéo do clorito de sédio em comparacdo com as amostras pré-tratadas
apenas com 4&cido diluido, observando que, neste caso, todas as fracOes

apresentaram rendimento em glicose acima de 43 % (Figura 16). O entrendé
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novamente se apresentou como a fragcdo com maior rendimento de conversdo em
glicose, resultando em valores proximos de 100 % de rendimento, como no caso do
pré-tratamento com 10 % de &cido. A folha em contrapartida, representa a amostra
com o menor rendimento entre as fracbes, resultando em cerca de 43 % de
rendimento em glicose para a amostra pré-tratada com acido diluido a 10 %.

A fracdo externa apresentou em média um rendimento em torno de 53 %,
considerando-se uma média do rendimento em glicose dos materiais pré-tratados com
5, 10 e 20 % de acido. Considerando também uma média dos resultados para o no, o
rendimento em glicose foi em torno de 58 % (Figura 16). Estes resultados demonstram
gue o aumento na concentracdo de acido nao foi suficiente para diminuir a
recalcitrancia destas fragbes aumentar o rendimento em glicose (Figura 15).
Entretanto, a subsequente deslignificacdo branda mostra que a remocao parcial de
lignina (Tabela 2) resulta em aumento no rendimento em glicose (Figura 16).

A recalcitrancia do material lignocelulésico € uma das barreiras a serem
vencidas quando deseja-se aplicar o processo de hidrolise enzimética em escala
industrial (BRIENZO et al., 2015; GILNA et al., 2017). Algumas das propriedades do
material lignocelulésico que confere resisténcia aos agentes do pré-tratamento e acao
de enzimas sao o tipo de ligacao entre os carboidratos da celulose, a ligacéo (3-1,4,
gue favorece a formacao de ligacGes de hidrogénio entre as moléculas, aumentando
a cristalinidade das microfibrilas (WALLACE et al., 2016). Além disso, a hemicelulose
e a lignina atuam como barreiras fisicas, impedindo o acesso a celulose. A lignina em
particular € responsavel por se ligar covalentemente aos carboidratos formando os
complexos lignina-carboidrato (LCC), dificultando ainda mais o acesso a celulose
(WALLACE et al., 2016). O emprego de pré-tratamentos como o acido diluido e a
deslignificacdo com clorito de sédio, sdo utilizados justamente para remover estes dois
componentes, aumentando o0 acesso a celulose, e consequentemente, a sua
conversdo em glicose. De fato, o rendimento em glicose na hidrolise enzimatica
melhorou com o pré-tratamento (Figura 15) e com a deslignificagéo branda com clorito
de sédio (Figura 16).
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Figura 16. Rendimento em glicose na hidrélise enzimética (15 FPU/g de substrato)
das fracBes externa, no, entrend e folha pré-tratadas com acido (5, 10 e 20 %, m/m, a
121°C/30 min) e subsequente deslignificacdo branda com clorito de sodio (30 % a
70°C/1 h).
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A fracdo externa é identificada na literatura como a fragdo mais recalcitrante da
biomassa da cana-de-acucar (BRIENZO et al., 2014). Esta fracao foi reportada com o
menor rendimento em glicose por hidrélise enzimética, com resultados inferiores a
10 % em 24 horas de reacao para amostras in natura, e cerca de 17% de conversao
para materiais pré-tratados com acido diluido a 20% (BRIENZO et al., 2014). Em
contrapartida, o entrend e o n6 foram as fragcdes que resultaram maior rendimento em
glicose (Figuras 19 e 20). Estes resultados corroboram dados reportado na literatura,
gue apresentou rendimentos em glicose de cerca de 25 % e 20 %, respectivamente
para os materiais in natura do entreno e no, e cerca de 75 % e 60 % para as amostras
pré-tratadas com &cido sulftrico diluido a 20 % (BRIENZO et al., 2016). O presente

trabalho obteve rendimentos superiores aos apresentados pela literatura para os
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materiais in natura. Porém, esta diferenca pode ter ocorrido devido a origem e tipo de
biomassa utilizada, processamento da biomassa como remocao de extrativos antes
previamente ao pré-tratamento, e coquetel enziméatico empregado na hidrélise
enzimatica.

Os resultados apresentados no presente trabalho indicam que, de fato, a fracao
externa é a mais recalcitrante em comparacao com no e entreno, obtendo rendimentos
em glicose de cerca de 66 % menor para o material in natura (Figura 16). Porém, apos
a aplicagdo do pré-tratamento &cido, observou-se pouca diferenca entre o0s
rendimentos em glicose da fracdo externa e nd, de modo que o entrend se apresentou
como fracdo menos recalcitrante.

Correlacionando a area superficial total da lignina (ASL) e os resultados de
hidrélise enzimatica pode-se concluir que a superficie total e especifica da lignina ndo
estd diretamente relacionada com o rendimento em glicose do material para os
materiais in natura, mas observa-se uma relacdo direta entre a area superficial
especifica (ASEL) da lignina e os resultados de hidrélise enzimatica para as amostras
de fracdo externa e folha pré-tratadas com acido 5 % e deslignificagdo com clorito de
sédio. O decréscimo na area superficial total também aparenta estar relacionado com
0 aumento no rendimento em glicose, ja que as amostras deslignificadas, apresentam
as maiores taxas de conversao e areas superficiais reduzidas em comparag¢do com
as amostras pré-tratadas apenas com acido diluido.

A é&rea superficial especifica apresenta uma relagéo inversa ao rendimento de
hidrolise para as fracdes externa, n6 e entrend deslignificadas (Figuras 14 e 16). A
folha apresenta uma diminuicdo na area superficial especifica porem um aumento no
rendimento de hidrélise (Figuras 14 e 16).

A aplicacdo de clorito de sodio é utilizada como ferramenta para remocéo
seletiva de lignina, que em condi¢cBes levemente acidas (via adicdo de acido acético)
produz anions dioxido de cloro (ClOz2) e cloreto (CI"), os quais sdo responsaveis pela
guebra da macromolécula de lignina em fragmentos menores, favorecendo sua
solubilizagéo (YUE et al., 2015). De fato, a deslignificacdo diminuiu o teor de lignina
nos materiais (Tabela 2). Durante este processo o grau de polimerizagéo da celulose
pode diminuir, facilitando ainda mais a acdo das enzimas (YUE, et al., 2015). A
remocéao da lignina a baixas temperaturas evita a desestruturagao das fibras e resulta

em um material altamente digestivel (ZENG et al., 2014). Confirmando esta hipodtese,
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os rendimentos em glicose na hidrolise enzimatica da biomassa de cana-de-acucar
foram significativamente aumentados com a deslignificacdo branda (Figura 16).

A fracdo de menor recalcitrancia, o entreno, teve seu rendimento em glicose
aumentando em até 50 %, em comparagdo com o resultado observado com a amostra
pré-tratada apenas com acido diluido (Figuras 15 e 16). Para as fracdes de maior
recalcitrancia, externa e no, a deslignificacdo branda aumentou o rendimento em
glicose em aproximadamente 33 %. Para a folha, a deslignficacdo provocou um

aumento de cerca de 40 % no rendimento em glicose.
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9. CONCLUSAO

O pré-tratamento acido nas concentragfes utilizadas (5, 10 e 20 % m/m) foi
eficiente em remover seletivamente a lignina, aumentando consequentemente o teor
de glicose e lignina das amostras, para todas as fracdes em estudo, em especial as
menos recalcitrantes, o n6 e o entrend. A folha foi a fracdo cujo teor de lignina se
apresentou o maior em todos 0s casos, porém ndo a mais recalcitrante, conforme
evidenciado pelos resultados de hidrélise enzimatica. A conversao de celulose a
glicose foi menor na fracdo externa, que apesar de nao ter o maior teor de lignina,
apresentou o menor contetdo de glicose entre todas as fracdes estudadas.

A &rea superficial total e especifica da lignina € modificada pela acdo dos pré-
tratamentos acido e a subsequente deslignificacdo com clorito de sodio. A
concentracdo de &cido utilizado no pré-tratamento tem efeito negativo sobre a
superficie total da lignina para todas as fracdes, a subsequente deslignificacao
amplifica a reducdo da area total, enquanto que area especifica aumenta para as
fracGes externa, nd e entrend, conforme a concentracdo de acido. A reducéo na area
superficial ocupada pela lignina aparenta ter efeito positivo sobre o rendimento de
hidrélise enzimatica, aumentando a quantidade de glicose obtida apos 24 h de reacéo

para todas as fracoes.
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