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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.



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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