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RESUMO

Considerada um importante produto comercial, a madeira de eucalipto esta disponivel no
territorio brasileiro de maneira sustentavel e em grandes quantidades, fornecendo
produtos bastante valorizados no mercado. Atualmente o pais € um dos maiores
produtores de celulose proveniente das florestas de eucalipto. A lignina, depois da
celulose, é o segundo mais abundante biopolimero encontrado na natureza e apresenta
diversas aplicacGes estando inserida no conceito de biorrefinaria. O presente trabalho teve
como objetivo a separagdo dos principais componentes do cavaco de eucalipto. Além de
avaliar o efeito do pré-tratamento hidrotérmico seguido de deslignificacdo alcalina na
biomassa, visando a obtengdo de um material lignocelulésico mais facilmente
hidrolisavel por enzimas celuloliticas. Os pré-tratamentos foram realizados em um reator
rotatorio de 20 L (Regmed AU/E-20), relacéo solido: liquido 1:10 (m-v1). A eficiéncia
dos pre-tratamentos foi verificada através da comparacao de analises fisico-quimicas e da
conversdo de celulose em glicose na madeira “in natura” e pré-tratada. Os cavacos de
eucalipto utilizados, foram caracterizados quimicamente e analisados por microscopia
eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de infravermelho por transformada de
fourier (FT-IR), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e difracdo de raios-X
(DRX). Para avaliagio da conversdo enzimatica, utilizou-se 15 FPU-g? de celulase e
10 Ul-g* de B-glicosidase em tampao Citrato de sddio 0,05 mol-L™, pH 4,8 sob agitacéo
de 150 rpm, temperatura de 50 °C e relagdo solido: liquido 2% (m-v1). A lignina obtida
na deslignificacdo, foi precipitada com acido sulfarico até pH 2 em temperatura ambiente.
A reacgéo foi mantida sem agitacdo por 12h. Em seguida o precipitado foi seco, acetilado
e caracterizado pelas técnicas: espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR), ressonancia nuclear magnética (RMN de 1H e 3C), espectroeletronica
na regido do ultravioleta UV/Vis, anélise elementar e microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Os resultados obtidos mostraram que a hemicelulose foi 0 componente que sofreu
maior solubilizacdo, 93%. Apods a deslignificacdo alcalina o teor de celulose e lignina na
fracdo solida diminuram em 35,96% e 82% respectivamente, esses valores correspondem
a solubilizacdo das macromoléculas quando comparadas a biomassa “in natura”. AS
andlises quimicas comprovaram que ao decorrer do processo ocorreu aumento no indice
de cristalinidade da celulose, devido a remocdo de hemicelulose e lignina. A hidrélise
dos cavacos deslignificados confirmou a eficiéncia dos pré-tratamentos, uma vez que a
conversao de celulose em glicose foi de 65% indicando que quantidades menores de
hemicelulose e lignina favorecem o processo de hidrolise. As técnicas de FT-IR e RMN
demonstraram efetividade da reacdo acetilacdo. Através da analise elementar e de RMN
foi possivel obter a expressdo para a formula minima Cq sendo: CgoH1104,8(OCH3)1,37. O
percentual de unidades guaiacila na madeira é de 63%. O Espectros de UV/Vis mostrou
um deslocamento batocrémico em 281 nm evidenciando alto teor de unidades G. O valor
obtido para a absortividade foi de 22,55 L-g™*-cm™. Sendo assim a madeira de eucalipto
se torna um produto bastante atrativo para o mercado, devido a quantidade de produtos
gue podem ser gerados.

Palavras-chave: Eucalyptus urograndis, Lignina, Pré-tratamento, Caracterizacdo
quimica, Biorrefinarias
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ABSTRACT

Considered an important commercial product, the wood is available in Brazilian territory
in a sustainable way and in large quantities, providing products quite valued at market.
Currently the country is one of the largest producers of pulp from eucalyptus forests. The
lignin, after cellulose, is the second most abundant biopolymer found in nature and
presents several applications being inserted into the concept of biorefinery. The present
work had as objective the separation of the main components of the eucalyptus wood. In
addition to assessing the effect of pretreatment hydrothermal followed by delignification
alkaline in biomass, aiming to obtain a lignocellulosic material more easily hydrolysable
by enzymes . The pretreatments were performed in a reactor rotatory 20 L (Regmed
AU/E-20), relationship solid: liquid 1:10 (m-v't). The efficiency of the pre-treatments
was verified through the comparison of physical-chemical analysis and the conversion of
cellulose into glucose. The eucalypt wood used, were chemically characterized and
analyzed by scanning electron microscopy (SEM), Fourier transformed infrared
spectroscopy (FT-IR), high-performance liquid chromatography (HPLC) and X-ray
diffraction (XRD). For evaluation of enzymatic conversion, it was used 15 FPU-g* of
cellulase and 10 1U-g* of B-glucosidase in sodium citrate buffer 0.05 mol-L?, pH 4.8
under stirring of 150 rpm, temperature of 50 °C and relationship solid:liquid
2% (m-v1). The lignin obtained in delignification, was precipitated with sulfuric acid up
to pH 2 at ambient temperature. The reaction was maintained without agitation for 12h.
Then the precipitate was dry, acetylated and characterized by techniques: Fourier
transformed infrared spectroscopy (FT-IR), nuclear magnetic resonance (NMR of *H and
13C), in the region of ultraviolet UV/Vis, elemental analysis and scanning electron
microscopy (SEM). The results obtained showed that the hemicellulose was the
component that suffered the greatest solubilization, 93%. After the delignification
alkaline the content of cellulose and lignin in solid fraction decreased in 35.96% and 82%
respectively, these values correspond to the solubilization of macromolecules when
compared to biomass in natura. The chemical analyzes have proven that the course of
the procedure occurred an increase in crystallinity index of cellulose, due to removal of
hemicellulose and lignin. The hydrolysis of eucalyptus wood without lignin confirmed
the efficiency of pretreatments, once the conversion of cellulose into glucose was 65%
indicating that smaller quantities of hemicellulose and lignin favor the process of
hydrolysis. The techniques of FT-IR and NMR demonstrated effectiveness of the reaction
acetylation. Through the elemental analysis and NMR was possible to obtain the
expression to the minimum equation Cg being: CoH11048(OCHz)137. The percentage of
guaiacyl in eucalyptus wood is 63%. The spectrum of UV/Vis showed a displacement in
281 nm evidencing high content of units G. the value obtained for the was
22,55 L-gt-cm™.Thus the eucalypt wood becomes an attractive product for the market,
due to the quantity of products which may be generated.

Keywords: Eucalyptus urograndis, Lignin, pretreatment, chemical characterization,
biorefineries
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1. INTRODUCAO

A economia mundial € altamente dependente de fontes de energias néo
renovaveis, as quais estdo sendo utilizadas para a producéo de eletricidade, combustivel
e outros bens. A utilizagdo destas fontes, acimulo de CO- e esgotamento de combustiveis
fosseis (ZHANG, 2008). Devido a esse fato, tem-se um crescente interesse no
desenvolvimento de energias e produtos obtidos por fontes renovaveis. Principalmente
aqueles oriundos de biomassa vegetal, pois esta apresenta baixo custo e esta facilmente
disponivel em escala global (CGEE, 2010).

No cenario mundial, o Brasil tem se destacado na utilizacdo de biomassas
lignocelulosicas por apresentar extensa area florestal, além de possuir uma grande
diversidade de espécies nativas (GOMIDE; FANTUZZI; REGAZZI, 2010). Atualmente
0 pais € um dos maiores produtores de celulose proveniente das florestas de eucalipto
(BRACELPA, 2015).

As espécies do género Eucalyptus pertencem a familia Myrtaceae e sdo de origem
Australiana. O eucalipto brasileiro tem produtividade cerca de 10 vezes maior, quando
comparado aos provenientes de alguns paises lideres de mercado, isso € devido ao solo e
as condicGes edafoclimaticas (CHAVES, 2012). Dentre as espécies mais plantadas, pode-
se citar o Eucalyptus urograndis, um hibrido desenvolvido no Brasil, através do
cruzamento do E. grandis x E. urophylla, que apresenta como caracteristicas maior
crescimento e rendimento volumétrico, sendo uma das principais fontes de matéria-prima
para producéo de celulose (BARROSO et al., 2000; PINTO, et al., 2014).

As industrias de papel e celulose representam uma importante base para a
economia mundial. O processo de obtencdo da celulose, utilizado pela industria papeleira
é o Kraft, o qual apresenta, como produtos, a polpa celulésica e o licor negro
(BERGERON; CARRIER; RAMASWAMY, 2012).

Com objetivo de diminuir o impacto ambiental e custos operacionais, as industrias
gueimam a lignina presente no licor (SOUTO; CALADO; PEREIRA, 2015). No entanto,
esta poderia ser isolada e posteriormente inserida numa plataforma de biorrefinaria, com
a finalidade de se obter produtos de interesse industrial, 0 que levaria a substituicdo
gradativa da plataforma petroquimica (KAMM; GRUBER; KAMM, 2006). A lignina

obtida no licor € uma macromolécula amorfa, constituida de precursores fenilpropanoides
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e representa um dos polimeros mais abundantes na natureza, estando presente na parede
celular das plantas (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

Com o intuito de utilizar a lignina como molécula precursora de produtos, a
Suzano uma das empresas lider em celulose e papel no Brasil, investiu R$ 70 milhdes
para a instalacdo da primeira planta-piloto de extracao de lignina da América do Sul, com
capacidade de producdo de 20 mil toneladas por ano, que serd implantada em Limeira,
interior de S&o Paulo. A expectativa é que a planta entre em opera¢do no primeiro
semestre de 2018 (SUZANO, 2015).

A tecnologia utilizada para separar a lignina do licor serd baseada na precipitacéo
por acidos organicos seguido de lavagens e filtracdo (PURE LIGNIN, 2015). O principal
objetivo da planta em Limeira € utilizar a lignina de modo que a mesma possa substituir
produtos derivados do petroleo.

Uma das possiveis aplicacdes de produtos derivados de lignina é a fabricacdo dos
compostos lignosulfonatos, os quais podem ser utilizados como dispersantes para
concreto, racdo animal ou mesmo na composi¢do de produtos quimicos e farmacos.
Outra possibilidade é sua utilizacdo para a fabricacdo de bioplasticos (SUZANO, 2015).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo a separacdo das principais
macromoléculas presentes nos cavacos da madeira de Eucalyptus urograndis afim de
inseri-las em uma plataforma de biorrefinaria, com a finalidade de utiliza-las como
precursoras para obtencdo de produtos de interesse industrial, agregando valores as

industrias de papel e celulose.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo a separacdo dos principais componentes celulose,
hemicelulose e lignina dos cavacos da madeira de Eucalyptus urograndis. Afim de inseri-
los em uma plataforma de biorrefinaria, agregando valores as industrias de papel e

celulose.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar os cavaco de eucalipto “in natura”, submetidos a pré-tratatamento
hidrotérmico e deslignificacdo alcalina, quanto a sua composicdo quimica,
celulose, hemicelulose e lignina e solublizagdo dessas macromoléculas durante

cada etapa do processo.

e Utilizar técnicas de microscopia eletrénica de varredura, difragdo de raios x e
espectroscopia no infravermelho, nos cavacos “in natura” e apds pré-tratamento e
deslignificacdo alcalina, afim de avaliar mudangas morfoldgicas na superficie das

biomassas.

e Avaliar a conversdo celuldsica das biomassas, “in natura”, pré-tratada e
deslignificacada, apos hidrdlise enzimatica, afim de verificar a eficiéncia de cada

jprocesso.

e Identificar e quantificar os compostos presentes no hidrolisado hemiceluldsico
obtido na etapa de pré-tratamento hidrotérmico por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

e Obtencdo e caracterizacdo quimica da lignina de Eucalyptus urograndis, pelas
técnicas de espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier (FT-
IR), ressonancia magnética nuclear (RMN de *H e 1*C) e espectroeletronica na
regiao do ultravioleta UV/VIS.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. BIORREFINARIA

A gquestdo ambiental é sem duvida um fator muito importante no interesse de se
utilizar matérias-primas renovaveis e processos quimicos que sejam mais limpos e verdes
(BASTOS, 2007). O investimento mundial em tecnologias limpas tem crescido e
alcangou em meédia US$ 211 bilhdes em 2010 (UNEP, 2011). Os paises lideres em
inovacdo tecnoldgica verde e limpa sdo: Japdo, Alemanha e Estados Unidos que juntos
correspondem a 60% das inovagles, embora paises com economias emergentes como
China, Brasil e india respondem por 80% de todas as patentes verdes concedidas a paises
em desenvolvimento no periodo de 2006-2010 (DUTZ; SHARMA, 2012).

Os bioprocessos tem sido ferramentas fundamentais na utilizacdo e conversdo
dessas fontes ndo fosseis, em produtos de interesse industrial. Direcionando assim, a
indUstria atual para uma tendéncia mais verde proposta pelas biorrefinarias (CGEE,
2010). O temo biorrefinaria foi citado pela primeira vez na legislagcdo americana, no que
se diz respeito a processos que convertem biomassa renovavel de maneira integral e/ou
diversificada (Figura 1), para a obtencdo de combustiveis, produtos quimicos e energia
(BASTOS, 2007).

Figura 1. Esquema simplificado de escala de valoragdo econdmica dos possiveis produtos

de uma biorrefinaria.

Produtos Quimicos

S
D

Biorrefinaria

T

Fonte: VAZ, (2012).

Sendo esses produtos obtidos por rota quimica, bioguimica ou biotecnologica e que
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produzam uma quantidade minima de residuos e emissdo de gases poluentes
(RAGAUSKAS et al., 2006). De maneira geral o conceito de biorrefinaria faz sentido
quando se utiliza biomassas, abundantes e baratas. Por exemplo, pode-se citar, os residuos
agricolas e agroindustriais que ao contrario das fontes fosseis ndo sofrem oscilagdes no
mercado econdémico (ONDREY, 2006; RAGAUSKAS et al, 2006).

A biorrefinaria pode produzir uma quantidade relativamente maior de produtos,
quando comparada a refinaria de petr6leo. Em contrapartida um namero maior de
processos unitarios se faz necessario. Além do que muitos destes processos, ainda estao
em estagio de desenvolvimento ou otimizacdo (RODRIGUES, 2011).

O Brasil se encontra em uma posicéo privilegiada em relacdo ao aproveitamento
integral das biomassas, isso porque o pais apresenta: grandes extensdes de culturas
agricolas, vasta biodiversidade, &gua em abundancia, intensa radiacao solar e diversidade
climatica (CGEE, 2010). Por ano, no pais, sdo produzidos em média 350 milhdes de
toneladas de residuos lignocelulésicos (PEREIRA; COUTO; ANA, 2008).

Devido a estas caracteristicas citadas e a grande variedade de residuos
lignoceluldsicos produzidos anualmente, tem se despertado o interesse econdémico pelo

reaproveitamento dessas matérias-primas.

3.2. BIOMASSA LIGNOCELULOSICA COMO MATERIA-PRIMA DAS

BIORREFINARIAS

As biomassas lignocelulésicas constituem a maior fonte de obtencdo de
carboidratos e compostos carbénicos do mundo (SANTOS et al., 2012). A grande
dificuldade de se obter produtos provenientes de biomassas, esta relacionada com suas
caracteristicas quimicas e morfoldgicas. Em sua constituicdo apresentam fibras de
celulose envolvidas em uma matriz amorfa de hemiceluloses e lignina, como
representada na Figura 2.

Esse complexo quimico torna a biomassa mais resistente e a protege contra o
ataque de micro-organismos, insetos e substancias quimicas (HENDRIKS; ZEEMAN,
2009).
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Figura 2. Estrutura quimica da biomassa lignocelulésica, celulose, hemicelulose e lignina

e as subunidades alcoois p-cumarilico (H), coniferilico (G) e sinapilico (S).

Plant ant cell Macrofibril Microfibril |

Fonte: STREFFER, (2014).
3.2.1. Parede Celular Vegetal

A parede celular vegetal é formada por polissacarideos, compostos fendlicos,
sais minerais e proteinas, os quais se distribuem ao longo de suas camadas primaria e
secundaria. A parede primaria apresenta cerca de 90% de carboidratos, enquanto a
secundaria compreende a lamela média e a parede celular primaria, além dessas
estruturas a parede secundaria também é dividda em trés camadas: S1 (exterior), S2
(camada intermediaria) e S3 (interior) (Figura 3).Estas camadas diferem em espessura,

orientacdo de microfibrilas e composi¢do (FENGEL; WAGENER, 1984).

Figura 3. Seccdo longitudinal de uma parede celular secundaria. Representacdo
tridimensional (A). Representagéo planar (B).

Lomela Média

_$3 s $2 §3

- _ 52
s1

Parede Primdria
Lomelo Média

I_T_J
Parede _ Parede

Secundaric  Primdria

A Celula ! Celulo B
Fonte: BRETT; WALDRON, (1990); SELVENDRAN, (1983).




3.2.2. Composicdo quimica da biomassa lignocelulésica

3.2.2.1. Celulose

A celulose ¢ uma das principais macromoléculas presentes nas biomassas
lignocelulosicas, podendo ser encontrada em diversas fontes: espécies de vegetais e
organismos primitivos, tais como algas marinhas e bactérias (HENDRIKS; ZEEMAN,
2009). E um homopolimero constituido por monémeros de glicose unidos por ligacoes
B-1,4 glicosidicas e de conformacdo linear devido as ligacBes equatoriais entre
mondmeros.

As cadeias de celulose (Figura 4) podem fazer ligagOes inter e intramoleculares,
onde essas interagdes sdo responsaveis pela estabilidade das regides cristalinas o que
torna a celulose altamente resistente a hidrélise quimica ou enzimética (WOOD;
SADDLER, 1998; CONVERSE; WARE, 1994).

Figura 4. Estrutura de um fragmento de celulose.

CH,OH CH,0H

(e e D

CHyCH CHyCH

<4 Celobiose —————————»

Fonte: Adaptado de SANDERS et al. (2012).

Esse polissacarideo apresenta diversas aplica¢cbes quando inserido em uma
plataforma de biorrefinaria, isso devido a sua composicdo quimica e por ser de facil
obtencdo em larga escala (SCHUCHARDT; RIBEIRO; GONCALVES, 2001). Sendo
assim a celulose pode ser utilizada como matéria-prima para producédo de diversos tipos
de papel, enquanto que na industria quimica pode ser utilizada como emulsificante,
antiaglutinante, dispersante espersante. Quando modificada a celulose pode produzir
produtos com alto valor agregado, tais como: triacetato de celulose, nitrocelulose,
carboximetil celulose e rayon (JUNIOR; MIRANDA,; JOSE, 2014).

Os agucares obtidos a partir da hidrdlise da celulose podem também gerar diversos

produtos dentre estes etanol, 2,5- dimetilfurano, acetato de etila, butanol, acetato de



butila, &cido acrilico (RODRIGUES, 2011) como mostra a Figura 5.

Figura 5. Derivados de glicose em uma biorrefinaria de plataforma de agucares.
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Fonte: KOBAYASHI; FUKUOSA, (2013).

3.2.2.2. Hemicelulose

A hemicelulose (Figura 6) € composta por polissacarideos amorfos de baixa
massa molecular. E uma estrutura heteropolissacaridea ramificada formada
principalmente por D-xilose com pequenas quantidades de L-arabinose, D-glicose, D-
manose, D-galactose, acido glucordnico e &cido manurénico. Na regido central da
molécula se encontra xilose seguida de varias ramificacfes de ramnose, arabinose e
hexoses (glicose, manose e galactose), &cidos urdnicos (acidos a-D-glucurénico, a-D-
4-O-metilgalacturdnico e a-D-galacturénico) e radicais acetila (HENDRIKS;
ZEEMAN, 2009). Os componentes mais importantes devido a sua abundancia sdo as
xilanas e as glucomananas (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).



Figura 6. Esquema da estrutura basica de hemicelulose. A arabinose; FeA, acido ferdlico;

G, galactose; Glc, acido glucurdnico; X, xilose.
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Fonte: GRAY; ZHAO; EMPTAGE, (2006).

As cadeias laterais encontradas nas hemiceluloses apresentam grande potencial
reacional, isso devido a sua conformacéo espacial menos impedida, quando comparada a
celulose. Essa caracteristica permite que a hemicelulose seja facilmente hidrolisada a
acucares do grupo das pentoses, 0s quais podem gerar uma infinidade de produtos de
interesse industrial (GRAY; ZHAO; EMPTAGE, 2006). Dentre estes produtos pode-
se citar o etanol, obtido da fermentacdo da xilose. A hemicelulose quando submetida a
pré-tratamento sob pressédo e altas temperaturas pode-se obter furfural, o qual pode forma
resinas com fenol e ureia ou ainda ser hidrolisado a acido maleico. Essa macromolécula
também, pode apresenta grande importancia para a industria alimenticia, fornecendo
produtos como xilitol e manitol e de alguns &cidos organicos (SCHUCHARDT;
RIBEIRO; GONCALVES, 2001) como mostra a Figura 7.

Figura 7. Derivados hemicelulose em uma Biorefinaria de Lignocelulosicos.
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Fonte: Adaptado de SCHUCHARDT; RIBEIRO; GONCALVES, (2001).
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3.2.2.3. Lignina

A palavra lignina tem origem latina lignum, que significa madeira. Sua descoberta
se deu por volta de 1838 por Anselme Payen, estudando madeiras tratadas com acido
nitrico concentrado. Ele observou que o produto da reacdo era celulose e um outro
polimero. Porém, s6 em 1865 Schultz denominou esse outro polimero como lignina
(SJOSTROM, 1981). Depois da celulose, a lignina é a segunda fonte mais abundante de
matéria-prima renovavel e a maior fonte de polimeros aromaticos de natureza fendlica
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

A lignina (Figura 8) é uma macromolécula amorfa e ramificada. Agindo como
“cola” a lignina preenche os espacos entre e em torno da celulose e hemicelulose, por
isso tem o papel de suporte na estrutura da biomassa (MORAIS; NASCIMENTO; MELO,
2005). Alem disso, confere ao material lignocelulosico rigidez, forca e flexibilidade,
atuando como barreira fisica, protegendo a madeira contra degradacdo enzimaética,
microbiana e ao ataque de insetos e patdgenos (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

Figura 8. Esquema da estrutura quimica da lignina

,,,,,,,

Fonte: Adaptado de CHRISTOPHER; YAO; JI, (2014).

Em geral, a lignina é classificada de acordo com a quantidade relativa dos
mondmeros guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H), sendo estes derivados dos

alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico como mostra a Figura 9.
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Figura 9. Alcoois precursores das unidades fenilpropandides guaiacila (G), siringila (S)

e p-hidroxifenila (H)
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Fonte: Adaptado de CHRISTOPHER; YAO; JI, (2014).

A biogénese das ligninas tem inicio nas regifes da lamela mediana e parede
celular S1, se espalhando por toda a parede secundaria S2 sempre em direcdo a luz. A
lignificacdo € uma das Ultimas etapas da diferenciacdo de células do xilema, onde a
lignina é depositada sobre carboidratos na matriz da parede celular (DONALDSON,
2001).

A lignina é formada via fenilpropandides (Figura 10), tendo fenilalanina como
substrato inicial. Atualmente sdo conhecidas dez enzimas necessarias para a sintese de
monoligndis sendo elas: fenilalanina amonialiase (PAL), cinamato-4-hidroxilase (C4H),
hidroxicinamoil-CoA ligase (4CL), hidroxicinamoil-CoA: shiquimato/quinato
hidroxicinamoiltransferase (HCT), p-cumarato 3-hidroxilase (C3H), cafeoil-CoA
ometiltransferase (CCoAOMT), hidroxicinamoil-CoA redutase (CCR), ferulato 5-
hidroxilase (F5H), acido cafeico o-metiltransferase (COMT), cinamil alcool
desidrogenase (CAD). Os monolignois produzidos sdo transportados até a parede celular
e oxidados pelas enzimas peroxidases (PER) e lacases (LAC) dando inicio a
polimerizacdo (LIGNIN SYSTEMS, 2015).

A polimerizacéo € iniciada pela remocdo enzimética de um proton e um elétron

formando radicais fenoxi (Figura 10). O acoplamento posterior ocorre sem controle
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enzimatico, formando o primeiro dimero que se acopla a outros mondmeros, gerando
trimeros e tetrdmeros e cadeias maiores (CHRISTOPHER; YAO; JI, 2014). O
acoplamento pode acontecer em diversas regifes na molécula, formando diferentes tipos
de ligacOes, gerando estruturas aleatdrias e bastante reticuladas.

Baseado nos tipos de ligacbes e grupos funcionais presentes na lignina,
Freudenberg, em 1968, propds o primeiro modelo da estrutura quimica para lignina de
madeira. Devido a complexidade quimica que a molécula apresenta, Saliba et al. (2001)
afirmam que a estrutura quimica exata de qualquer lignina ndo pode ser completamente
resolvida. Segundo Donaldson (2001), a lignina pode apresentar varias estruturas
quimicas, e isso é devido a variacdo de espécies lignocelulosicas bem como regides de
cultivo.

Na literatura, alguns autores propdem uma representacao esquematica. Nesta, as
ligninas séo ligadas entre si através dos anéis aromaticos e das cadeias alifaticas. Essas
ligacGes garantem a formacao de estruturas tridimensionais complexas (CHRISTOPHER,
YAO e Jl, 2014). Além disso, a molécula apresenta uma variedade de grupos funcionais,
como, por exemplo grupos metoxila, hidroxila, carbonila, carboxila, éter e éster
(ADAGANTI et al., 2014).

O avanco das técnicas de extracdo e purificacdo tem favorecido novas conclusdes
em relagdo a estrutura quimica da lignina. Estudos tém demonstrado que a lignina em sua
forma nativa possui estrutura mais linear do que se acreditava e com repeticdes mais
frequentes nas unidades p-O-4" (SOUTO; CALADO; PEREIRA, 2015).



Figura 10. Mecanismo de biossintese da lignina.
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3.2.2.4. Valorizacao da lignina: Obtencéo de bioprodutos

As industrias de papel e celulose representam uma importante base para a
economia mundial. As cinco empresas brasileiras lideres de mercado no setor séo: Fibria,
Suzano, Klabin, Cenibra e International Paper do Brasil. A producédo nacional de celulose,
nos dois primeiros meses de 2014, cresceu 4,5% e a de papel 1,7%, em comparacdo com
0 mesmo periodo de 2013. Foram produzidos, em média, 1,7 milhao de toneladas de papel
e 2,5 milhdes de toneladas de celulose. As exportacdes aumentaram 17,9% para celulose
e 7,7% para o papel. Com isso, a balanca comercial do setor totalizou US$ 1,2 bilhdo,
com aumento de 15,9% sobre o valor do primeiro bimestre de 2013 (BRACELPA, 2015).

O processo de obtencdo da celulose utilizado pela industria papeleira é o Kraft
(BERGERON; CARRIER; RAMASWAMY, 2012). Neste, processo 0s cavacos de
madeira sdo aquecidos a 170 °C em reator pressurizado e digeridos em solucdo de
hidroxido de sodio e sulfeto de s6dio. Ao término da reacdo, é obtido como produtos a
polpa celulosica e o licor negro, que € uma mistura de lignina, celulose, hemicelulose e
compostos inorganicos (VILA et al., 2011). Uma quantidade consideravelmente grande
de licor tem sido produzida no Brasil. No ano de 2010, foram produzidos 21.247.000
toneladas, sendo que 4.796.000 toneladas foram aplicadas em geracao de energia elétrica
(IBPBB, 2015).

Com objetivo de diminuir o impacto ambiental e custos operacionais, as industrias
queimam a lignina presente no licor (SOUTO; CALADO; PEREIRA, 2015). No entanto,
esta poderia ser isolada e, posteriormente, inserida numa plataforma de biorrefinaria. A
finalidade de isolar a molécula seria a obtencdo de bioprodutos, o que levaria a
substituicdo gradativa da plataforma petroquimica (KAMM; GRUBER; KAMM, 2006).

No mercado mundial, a utilizagdo da lignina como combustivel apresenta
equivaléncia monetéria entorno de 0,18 US$/kg, engquanto 0 seu uso para 0 um
aproveitamento em conversdo quimica pode chegar em média a 1,08 US$/kg,
representando, assim, um mercado bastante promissor na utilizacédo de produtos derivados
das industrias de papel e celulose (VISHTAL; KRASLAWSKI, 2011).

Com o intuito de utilizar a lignina como molécula precursora de produtos para fins
industriais, a Suzano, uma das empresas lideres de mercado em celulose e papel no Brasil,
investiu R$ 70 milhdes para a instalacdo da primeira planta-piloto de extragdo de lignina
da América do Sul, cuja capacidade de producdo sera de 20 mil toneladas por ano. A
planta serd implantada na Unidade Limeira, interior de Sdo Paulo. A expectativa é que 0
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piloto entre em operacdo no primeiro semestre de 2018 (SUZANO, 2015). A tecnologia
utilizada para separar a lignina do licor serd baseada na sua precipitacdo por acidos
minerais seguido de lavagens e filtracdo (PURE LIGNIN, 2015). O principal objetivo da
planta em Limeira € utilizar a lignina de modo que a mesma possa substituir produtos
derivados do petrdleo.

Apbs isolada, a lignina apresenta inimeras aplicacbes em diversos setores
industriais como, por exemplo: na inddstria de cimento e concreto, os sais lignosulfonato
fornecem plasticidade e fluidez ao concreto, atuando como aditivos (SOUTO; CALADO;
PEREIRA, 2015), na producéo de poliolefinas, como dispersantes em pastilhas de racéo
animal micronutrientes agricolas (SANTOS, 2011), em lamas de producéo de petrdleo,
apresentando atividade antimicrobiana, no tratamento de &gua, atuando como adsorvente
natural, adsorvendo metais toxicos; e na industria de pesticidas (RAGAUSKAS et al.,

2014). A Figura 11 mostra os produtos que podem ser obtidos pela lignina.

Figura 11. Derivados da lignina em uma biorefinaria de lignocelulésicos.
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Fonte: SCHUCHARDT; RIBEIRO; GONCALVES, (2001).

A grande dificuldade na obtencdo de derivados de lignina esta relacionada com a
sua estrutura quimica complexa de dificil rompimento a custos elevados de purificacéo,
em especial para as ligninas kraft e lignosulfonada. Em contrapartida, a infinidade de
produtos obtidos e aplicagdes da lignina (FIGURA 12) é superior quando comparado a
celulose e hemicelulose (RAGAUSKAS et al., 2014).
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Figura 12. Valorizacédo da lignina: obtencao de produtos de interesse industrial.
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Fonte: RAGAUSKAS et al. (2014).

Além das macromoléculas, a biomassa lignocelulosica também pode apresentar
em sua composi¢do outras moléculas tais como: acidos graxos, alcaloides, aclcares
simples, ceras, proteinas, fenolicos, mucilagens, gomas, resinas, terpenos, amido,
glicosideos, saponinas, 0Oleos essenciais e pequenas quantidades de compostos
inorganicos, resultante do metabolismo (FENGEL; WEGENER, 1984; YU, LOU; WU,
2008).

3.3. MADEIRA DE EUCALIPTO

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtaceae, € composto por mais de
700 espécies e apresenta como caracteristicas: rapido crescimento, facilidade a programas
de manejo e melhoramento, facil adaptacdo em diversas condi¢des e alta producdo de
sementes o que facilita a sua propagacdo (SHARMA, 2006). E um dos géneros mais
plantados no mundo, em média 17,8 milhdes de hectares. Entre os paises com maiores
areas reflorestadas destacam-se a india com 8 milhdes de hectares, seguido Brasil com
cerca de 3 milhGes hectares plantados (ALFENAS et al., 2004). Proveniente da Australia,
o0 eucalipto foi introduzido no Brasil por volta de 1868, e em 1904, foi utilizado com
objetivo de suprir a demanda de madeira, sendo usado como lenha e dormentes nas
estradas de ferro da regido Sudeste. Em meados dos anos 50, a madeira de eucalipto
passou a ser utilizada como matéria-prima pela industria papeleira e de celulose
(SILVEIRA, 2004).
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No cenario mundial, o Brasil tem se destacado na utilizacdo de biomassas
lignocelulosicas por apresentar extensa area florestal, além de possuir uma grande
diversidade de espécies nativas (GOMIDE; FANTUZZI; REGAZZI, 2010). Considerado
um importante produto comercial, a madeira esta disponivel no territorio brasileiro de
maneira sustentavel e em grandes quantidades, fornecendo produtos bastante valorizados
no mercado. Atualmente, o pais € um dos maiores produtores mundiais de celulose
proveniente das florestas de eucalipto (BRACELPA, 2015).

A industria brasileira de base florestal (mdveis, madeira, papel e celulose) busca
no mercado externo oportunidade de crescimento e em 2010, atingiu em média
US$ 11 bilhGes de vendas. Ja no mercado nacional, movimenta 3,5% do PIB, reunindo
mais de 30 mil empresas. Nesse panorama, o estado de Minas Gerais € um dos maiores
produtores e consumidores da madeira, possuindo o maior parque siderdrgico a carvao
vegetal do mundo, contribuindo de forma direta para a participacdo do setor florestal com
7% do PIB nacional (AMS, 2015). Em 2007, a exportacdo de produtos provenientes de
florestas somou US$ 6,1 bilhGes, dos quais 70% foram provenientes de florestas de
eucalipto (BRACELPA, 2015).

Atualmente a Fibria, indUstria brasileira, é a lider mundial na producéo de celulose
de eucalipto, possuindo capacidade produtiva de 5,3 milhdes de toneladas anuais, com
operacdo integralmente baseada em plantios florestais renovaveis. A empresa trabalha
com uma base florestal total de 969 mil hectares, dos quais 343 mil sdo destinados a
conservacao ambiental (FIBRIA, 2015).

O aumento na producdo do eucalipto para suprir a demanda da inddstria da
madeira esta relacionado em grande parte ao melhoramento genético das arvores que, por
sua vez, esta associado aos avancos na area de manejo florestal (MARTINS et al., 2005).
Para que se torne possivel a utilizacao desses métodos de melhoramento, é de fundamental
importancia verificar a existéncia de parametros genéticos tais como: coeficiente de
herdabilidade e de variacdo genética, Uteis para a orientacdo do melhorista na adocéo de
uma estratégia de melhor eficiéncia na selecdo (VENCOVSKY, 1969).

Dentre as espécies mais plantadas, pode-se citar Eucalyptus urograndis (Figura
13), um hibrido desenvolvido no Brasil, através do cruzamento do E. grandis x E.
urophylla, apresentando como caracteristicas maior crescimento e rendimento
volumétrico. Atualmente mais de 600.000 ha da espécie sdo cultivados, constituindo a
base da silvicultura clonal, além de ser uma das principais fontes de matéria-prima para
producdo de celulose (BARROSO et al., 2000; PINTO, et al., 2014).
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Figura 13. Floresta de eucalipto localizada na regido sudeste do Brasil.

Fonte: PORTAL, (2015).

O objetivo desse cruzamento é a obtencdo de arvores que possuam bom
crescimento, uma caracteristica marcante da espécie E. grandis e madeira com maior
densidade, o que fornece melhorias no rendimento e propriedades fisicas da celulose e
resisténcia ao déficit hidrico, caracteristicas atribuidas a espécie E. uroplylla
(AGROTECA, 2015). A espécie apresenta fibras com comprimento em média de
0,90 mm e densidade bésica de 0,510 g-cm™. Essa composicdo favorece a impregnagao
e remocdo da lignina dos cavacos nos processos de cozimento (BHAT; BHAT;
DHAMODARAN, 1990; ZOBEL; BUJTENEN, 1989). Diante destas caracteristicas, a
espécie conquistou posicdo importante na industria de celulose e papel assim como na
producéo de carvao vegetal (COSTA, 1996).

3.4. PRE-TRATAMENTO DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A hidrdlise de materiais lignoceluldsicos “in natura” é lenta, e isso € devido a
interassociacao entre as macromoléculas de lignina, hemicelulose com a celulose, as quais
formam uma barreira contra o ataque biol6gico. Em consequéncia disto, um pré-
tratamento se faz necessario para que ocorra mudanga na sua estrutura quimica
(desestruturacao) (Figura 14) (MOSIER et al., 2005).



Figura 14. AlteracGes estruturais

determinadas pelo pré-tratamento.
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do complexo celulose-hemicelulose-lignina

Fonte: Adaptado de MOSIER et al. (2005).

O efeito da desestruturacdo quimica da biomassa pode ser analisado através da

conversdo da celulose em glicose na etapa de hidrolise enzimatica e da quantificacdo da

celulose e hemicelulose liberada durante o processo. Essa quantificacdo é influenciada

por diversos fatores tais como: cristalinidade da celulose, grau de polimerizacao,
umidade, area superficial disponivel e quantidade de lignina (HENDRIKS; ZEEMAN,

2009).

De acordo com Taherzadeh e Karimi (2008) e Alvira et al. (2010), o pré-

tratamento precisa ser eficiente e econdmico, para isso deve atender a alguns requisitos,

dentre os quais pode-se citar:

e Produzir regides que disponibilize a celulose para ataque enzimatico;

e Evitar formacéo de subprodutos inibidores do processo de hidrdlise enzimatica e

crescimento microbiano;

e Minimizar os custos com a reducao da matéria-prima;

e Reduzir os custos com material de construgdo dos reatores de pré-tratamento;

e Produzir menos residuos.



20

3.4.1. Pré-tratamento Hidrotérmico

Considerado um dos métodos mais promissores de pré-tratamento de materiais
lignoceluldsicos, o processo hidrotérmico consiste na utilizagdo da &gua sob alta
temperatura e pressdo (geralmente entre 180 a 240 °C) (ROGALINSKI; INGRAM;
BRUNNER, 2008).

O mecanismo de reacdo do pré-tratamento da biomassa é representado na Figura
15. A 4gua sob elevada pressao pode penetrar na estrutura celular da biomassa, hidratar
a celulose e remover a hemicelulose. A temperatura afeta 0 pKa da agua de maneira
alterar o valor do pH que passa de 7,0 a 25 °C para proximo de 5,0 a 200 °C (ALLEN et
al., 2001).

Figura 15. Hidrdlise de 4-O-metil-glucuranoxilana e celulose. (1) arabinose, (2) xilose,
(3) xilooligbmeros acetilados (GP=3), (4) xilooligbmeros de grande massa molecular, (5)
oligosacarideos, (6) glicose, (7) celobiose, (8) celooligdbmeros, (9) furfural, (10)

hidroxidometilfurfural, (11), &cido levulinico (12) furano (13) acido 2-furdico.
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Em consequéncia disto, ocorre clivagem das ligagdes no complexo lignina-
carboidrato provocando a quebra das ligacGes glicosidicas dos polissacarideos,
principalmente as presentes na hemicelulose. O acido acético, formado a partir da
desacetilacdo parcial da fracdo hemiceluldsica, atua como catalisador da reacdo da
hidrolise promovendo a despolimerizacdo da hemicelulose (processo autocatalitico)
(RAMOS, 2003).

Segundo Allen et al. (1996), durante o processo hidrotérmico, em média 90% de
hemicelulose € recuperada. J& em relagdo a celulose, ocorre perda entre 4-22% e grande
quantidade de lignina pode ser removida (35-60%). A desvantagem de se utilizar
processos hidrotérmicos esta relacionada com grande quantidade de 4gua utilizada, o que
gera a produgdo de hidrolisados muito diluidos dificultando as etapas posteriores de
bioconverséo (PITARELO, 2007).

Um método definido por Overend, Chornet e Gascoigne (1987) com a finalidade
de avaliar a intensidade do pré-tratamento, é baseado no fator severidade do processo. E
tem como objetivo simplificar a interpretagdo de dados, referente ao efeito de duas
variaveis operacionais (tempo de reacdo e temperatura). O fator severidade é calculado
de acordo com a equacéo (1)

log(r,) = log te[ (1)
Sendo: log (ro) = indice de severidade; t = tempo de reacdo (min); T= Temperatura (°C);
Trer= 100 °C

Segundo Garrote, Dominguez e Paraj6 (2002), um pré-tratamento é considerado
brando quando apresenta indice de severidade entre 0~3 e severo entre 4~6. Em
temperaturas na faixa entre 180 a 240 °C e em curtos periodos de reacdo, a fracéo
hemiceluldsica é dissolvida em agua durante ou apds o pré-tratamento. Além disso,
dependendo do grau de condensacdo do vapor, diferentes quantidades de celulose e
lignina também podem ser extraidas (BOBLETER, 1994). No entanto, este pré-
tratamento contribui para a formacao de produtos de degradacdo indesejaveis, tais como
furfural e acidos carboxilicos, inibidores do crescimento microbiano. Como a recuperagédo
da xilose é alta (88-98%) e nenhum produto quimico é necessario, 0 método é

ambientalmente econdmico e atrativo (SARKAR et al., 2012).
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3.4.2. Deslignificacdo Alcalina

Por via de regra, para se obter alto rendimento em agucares (tanto hexoses quanto
pentoses) na hidrdlise enziméatica de um material lignoceluldsico, a hemicelulose e a
lignina precisam ser removidas ou modificadas. Assim como a hemicelulose, a lignina
forma uma barreira fisica, protegendo a celulose do ataque enzimaético, ndo sendo
facilmente removida na etapa de pré-tratamento (OHGREN et al., 2007; PAN et al.,
2005). Na literatura sdo citados diversos métodos utilizados para remocéo de lignina.
Dentre eles, estdo a polpacdo soda, polpacdo soda-antraquinona, polpacdo sulfito,
polpacdo Kraft e polpacio organosolv (SANCHEZ e CARDONA, 2008).

Estas metodologias sdo geralmente aplicadas em materiais lignocelulésicos “in
natura”, por apresentarem estrutura morfoldgica rigida e recalcitrante, devido a
interassociacdo das macromoléculas pertencentes a biomassa (HENDRIX; ZEEMAN,
2009). Sendo assim, condi¢Ges mais severas de processo sdo aplicadas (concentracéo de
alcali > 10% e temperatura acima de 150 °C) afim de separar os componentes. Por outro
lado, quando a biomassa é submetida inicialmente a um pré-tratamento, torna a lignina
mais fragil, podendo esta ser facilmente removida por extracdo alcalina, cujo método
apresenta a mesma ideia do processo da polpacdo soda, porém em condi¢des de reacdo
mais amenas (concentracao de alcali no maximo 4% e temperaturas na ordem de 70 °C)
(BALAT, 2011).

O tratamento alcalino com NaOH das biomassas lignocelulésicas provoca
aumento da area superficial interna, diminuicdo da cristalinidade e a separacdo das
ligacbes do complexo celulignina, promovendo, assim, a solubilizacdo da lignina
(BALAT, 2011; QUILHO, 2011). De acordo com Zheng, Pan e Zhang (2009), acredita-
se que o mecanismo de deslignificacdo alcalina esteja relacionado com a saponificacao

de ésteres de ligacGes intramoleculares entre a lignina e outros compostos.

3.5. HIDROLISE ENZIMATICA DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A hidrélise enzimética da celulose depende da atuacdo de um conjunto de
enzimas especificas e complementares, cujo sinergismo é essencial para que 0
carboidrato nela disponivel seja hidrolisado (PITARELO, 2007).

As celulases sdo usualmente uma mistura de diversas enzimas. Pelo menos trés
grupos estdo envolvidos no processo de hidrélise: as endoglucanases (EGs) que

promovem ataque nas regides de baixa cristalinidade, hidrolisando as ligag¢oes internas
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B-D-1,4-glucosidica, criando cadeias com extremidades livres e formando
oligossacarideos; as exoglucanases ou celobiohidrolases (1,4-B-D-glucano
celobiohidrolase ou EC 3.2.1.91), que se ligam nas extremidades das cadeias e geram
principalmente glicose e celobiose; e, por fim a B-glicosidase (EC 3.2.1.21), responsavel
por clivar a celobiose produzindo duas moléculas de glicose, que também podem romper
ligacGes de oligossacarideos (BINOD, 2011).

A Figura 16 mostra 0 mecanismo de hidrélise da celulose para producdo de

glicose catalisado por um conjunto de enzimas celuloliticas.

Figura 16. Mecanismo de acdo do complexo de celulases frente ao polimero de celulose,

hidrolise enzimatica.
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Fonte: OGEDA; PETRI, (2010).

O pré-tratamento favorece a hidrolise enzimatica, permitindo que a celulose se
apresente mais exposta ao ataque enzimatico. Outro ponto importante, esta relacionado a
dosagem da carga enzimatica. Altas concentracdos de enzimas melhoram a eficiéncia, em
contrapartida encarecem o processo. Em estudos realizados por Cara et al. (2006) e
Ballesteros et al. (2004), foi observado que as condi¢Ges de maior eficiéncia em
conversdo de celulose em glicose para materiais lignocelulésicos foram: celulase 15 FPU
e 10 Ul de B- glicosidade por grama de substrato, tempo de reacao entre 48-72h , pH em
torno de 4-5 e temperatura no intervalo de 45-55 °C.

Afim de melhorar a atividade enzimatica, utiliza-se surfactantes no meio

reacional, ja que a atividade celulolitica diminui durante a hidrolise, devida a adsorcao
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irreversivel da enzima sobre a celulose. Essas substancias quimicas quando adicionadas
modificam a superficie da celulose minimizando a forca da ligacdo enzima-substrato. Em
estudos realizados por Talebnia (2010) foi observado que surfactantes ndo iGnicos sao
mais eficientes em ensaios de hidrolise enzimatica. Vasconcelos et.al. (2009), realizando
hidrolise enzimatica em bagaco de cana de agUcar, também observou que a adicdo de

surfactante, favoreceu a atuacdo enzimatica frente a biomassa lignocelulosica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Os cavacos de Eucalyptus urograndis (Figura 16) utilizados neste trabalho foram
gentilmente cedidos pela Fibria, empresa lider mundial na producdo de celulose de
eucalipto, unidade de Jacarei, estado de S&o Paulo- Brasil. A madeira foi secaa 75 °C e
classificada em peneiras com aberturas de 32 x 32 mm e 16 x16 mm conforme a norma
SCAN-C 40:94 (1994) (Figura 17A). Em seguida amostras de cavacos foram moidas
(Figura 17B) em moinho de facas (FRITSCH — Pulverisette 14) pertencente ao
Departamento de Antibidticos- DANTI da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

numa faixa granulométrica <10 mm.

Figura 17. Cavaco de Eucalyptus urograndis “in natura” (A) e moido (B).

FONTE: Autor, (2015).

4.2. PRE- TRATAMENTO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

4.2.1. Pré-tratamento Hidrotérmico

Os cavacos de eucalipto “in natura” foram submetidos ao pré-tratamento
hidrotérmico, em reator modelo Regmed AU/E-20, com sistema de mistura por rotacéo
completa (360°), ajustavel de 2 a 6 rpm, com capacidade de 20 L, localizado no
Departamento de Engenharia Quimica- DEQ da Universidade Federal de Pernambuco —
UFPE (Figura 18).
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Figura 18. Foto do reator rotatorio (Regmed AU/E-20) onde foi realizado o pré-tratamento

hidrotérmico e deslignificacdo alcalina.

FONTE: Autor, (2015).

As condices utilizadas no pré-tratamento foram: temperatura de 190 £ 5 °C por
20 min, relac&o sélido: liquido 1:10 (m-v!) e rotacdo de 6 rpm. Cerca de 1 kg de cavaco
seco juntamente com 10 L de agua destilada foram adicionados ao reator e fechados
hermeticamente. Posteriormente, a camisa de aquecimento do equipamento foi ligada e a
temperatura e o tempo de reagdo foram monitorados. Ao término da reagdo, a pressao foi
liberada gradualmente até atingir a pressdo ambiente e temperatura de 100 + 5 °C, visando
diminuir a severidade do processo.

Em seguida, o reator foi descarregado e o hidrolisado hemicelulésico (Figura 19A)
separado por filtragdo da fragdo solida (celulignina) (Figura 19B). A biomassa obtida no
final do pré-tratamento foi lavada com 60 L de dgua (em porgdes de 20 L), para a remocgéo
de quantidades residuais do hidrolisado hemicelulésico e neutralizacdo do pH.
Posteriormente, foi seca em estufa (Tecnal, TE-393/1) a 105 £ 2 °C por 72 h.
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Figura 19. Hidrolisado hemicelulésico obtido no pré-tratamento hidrotérmico (A); fracéo

solida obtida apos o processo (B).

04/03 15

A

FONTE: Autor, (2015).

O rendimento em massa da fracdo sélida, obtida na etapa de pré-tratamento, foi
determinado por gravimetria, em relacdo ao peso seco do cavaco inicialmente submetido

ao processo, calculado pela equacéo 2.

M
R(%) = ﬁf 100% @)

l

Onde: R (%) = Rendimento da fragdo solida de cavaco (%, m-m™); Ms= Massa final
de cavaco (base seca), ap0s pré-tratamento (g); Mi = Massa inicial de cavaco (base

seca), antes do pré-tratamento (g).

Fracbes do material sélido resultante do pré-tratamento hidrotérmico foram
reservadas para ensaios de hidrdlise enzimaética, caracterizacdo fisico-quimica,
deslignificacdo alcalina e o hidrolisado hemicelul6sico foi armazenado para ensaios de

pos-hidrdlise.

4.2.1.1. Analise quimica da fracdo soltvel obtida no pré-tratamento (hidrolisado

hemiceluldsico)

O hidrolisado hemicelul6sico obtido no pré-tratamento hidrotérmico foi submetido
a uma pos-hidrolise, empregando-se H2SO4 4%. Foram adicionadas partes iguais de
hidrolisado e de acido (diluicdo de 1:1), a 121 °C (1,05 atm), em autoclave, durante 1 h
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para hidrolise de oligossacarideos resultantes do pré-tratamento hidrotérmico (OHGREN
etal., 2007).

A identificacdo e quantificacdo dos compostos presentes no hidrolisado pés-
hidrélise, foi realizada em cromatogréafo liquido de alta eficiéncia (Agilent, série 1100),
coluna Aminex HPX87H (Bio-Rad), temperatura de 60 °C, fase mdvel: H.SO4 5mM,
fluxo de 0,6 mL-min? e detector (IR) indice de refracdo para a identificacdo e
quantificacdo dos componentes (celobiose, glicose, xilose, arabinose, &cido formico,
acido acético). A concentracdo de furfural e HMF foi determinada utilizando-se uma
coluna de fase reversa (C-18) (Agilent Tecnologies), com uma fase movel composta por
uma solucdo de acetonitrila-dgua-acido acético 1:8:1%, utilizando-se um detector de
UV/Vis (274 nm) a 25 °C (SLUITER et al., 2006). As amostras foram filtradas em
membrana 0,22 pm antes do procedimento analitico.

4.2.2. Deslignificacdo alcalina

Para o processo de deslignificacdo dos materiais lignocelul6sico, foi empregada a
técnica de extracdo alcalina, utilizando o mesmo reator da etapa de pré-tratamento (Item
4.2.1). Parte do material obtido no pré-tratamento hidrotérmico foi utilizado para a reacao
de deslignificagdo. As condigBes para esta reagdo foram as seguintes: NaOH 1% (m-v?),
relagdo solido:liquido 1:10 (m-v?), agitag&o de 6 rpm e 100 + 5 °C por 1 h. Apds o término
da reacdo, o material deslignificado foi imediatamente descarregado do reator e o licor

negro (Figura 20A) separado da polpa celulésica (Figura 20B) por filtracao.

Figura 20. Licor negro obtido da reacao de deslignificacdo (A); Polpa celuldsica (B).

X Y,
s 3 1
aé .~
N

FONTE: Autor, (2015).
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A polpa celuldsica resultante deste processo, foi lavada com agua destilada (60 L)
até atingir pH neutro e, posteriormente, mensuradas para se determinar o rendimento
massico da etapa de deslignificacdo, também calculado pela equacdo 1. A fragdo sélida
do material (polpa celul6sica), foi separada para a caracterizagdo fisico-quimica e para as
reacOes de hidrolise enzimatica. A fracdo liquida foi armazenada para a obtencdo da

lignina sélida.

4.2.2.1. Obtencdo da Lignina

O licor negro, contendo lignina, foi acidificado com acido sulfarico P.A até pH 2
em temperatura ambiente, e mantido sem agitacdo por 12 h. Ao término da reacdo o
sistema foi filtrado em papel de filtro e lavado exaustivamente até neutralizacdo. A lignina
solida (Figura 21) foi secaa 70 °C por aproximadamente 72 h (ROCHA et al., 2012).

Figura 21. Lignina precipitada com acido sulfarico.

FONTE: Autor, (2015).

4.3. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS CAVACOS DE EUCALIPTO

A determinacdo da composicao quimica dos cavacos de eucalipto, “in natura”, pré-
tratado e deslignificado foi realizada segundo a metodologia utilizada por Rocha et al.,
2012.
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4.3.1. Determinacao do peso seco de cavaco de eucalipto

Para a determinacdo do peso seco, utilizou-se a metodologia do peso constante,
onde 2 g de biomassa foram levados a estufa (Tecnal, TE-393/1),a 105+ 2 °C, e pesados
em intervalos regulares de tempo, até peso constante. O peso seco foi calculado em
relacdo a massa inicial do material. A umidade dos cavacos foi determinada pela equacédo
3 (SLUITER et al., 2005).

%U = (1 _ Mseca ) £ 100 (3)

umida

Onde: %U= Percentual de umidade; Mseca=Massa seca (g); Mamida= Massa Umida (g)
4.3.2. Analise de extrativos

Para a quantificacdo dos extrativos dos cavacos “in natura” foi realizada uma
extracdo em um aparelho de Soxhlet, utilizando como solvente extrator o sistema
cicloexano:etanol 1:1 por 8 h. Ao final do processo, o material foi seco em estufa (Tecnal,
TE-393/1) a 105 + 2 °C, até peso constante.

O percentual de extrativos foi calculado por diferenca de massa através da equacao
4 (SLUITER et al., 2005).

M. —-M
Y%Ext = (”M—l") +100 (4)
a

Sendo: Mc.= Massa da amostra com extrativos (g); Mie = Massa da amostra livre de

extrativos (g); Ma = massa da amostra inicial seca (g).
4.3.3. Hidrolise dos cavacos de eucalipto em H2SO4 72% (v-v1)

Amostras de 2 g de cavaco livre de extrativos e os obtidos apds pré-tratamento
hidrotérmico e deslignificacdo alcalina foram transferidas para béqueres de 100 mL e
tratadas com 12 mL de H2SOs 72% (v-v?), sob agitacdo durante 8 minutos, a uma
temperaturade 45 + 3 °C em banho termostéatico (Tecnal, TE-2005). Em seguida foram
adicionados 50 mL de &gua destilada. Transferiram-se as amostras para frascos

Erlenmeyer de 500 mL e adicionaram-se 225 mL de &gua destilada. O sistema foi levado
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a autoclave durante 30 min a 121 °C (1,05 atm) e resfriado a 25 °C.

O material hidrolisado foi filtrado por filtracdo simples em papel de filtro
previamente seco e pesado. O hidrolisado foi recolhido em baldo volumétrico de 500 mL
e 0 sélido, contido no papel de filtro, foi lavado com por¢des de 50 mL de &gua destilada
até completar o volume do baléo.

Apbs a separacdo da fracdo liquida, o solido retido no papel de filtro, foi lavado
com 1500 mL de &gua destilada para a remocdo de anions sulfato. As fracdes obtidas
(hidrolisado e sélido) foram utilizados para a quantificacdo de lignina solGvel, insoltvel
e determinacdo de agUcares, acidos organicos e HMF e furfural (GOUVEIA et al., 2009;
ROCHA et al., 2011).

4.3.4. Determinacdo do teor de lignina solavel

Para a determinacao da lignina soltvel, uma aliquota de 5 mL do hidrolisado (item
4.3.3) foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e corrigida com 1,5 mL de
uma solucdo de NaOH 6 M para obter solugdo com pH 12. Completou-se o volume do
baldo com agua destilada obtendo assim uma diluicdo de 1:20. Em seguida foi realizada
a leitura de absorbancia do hidrolisado em espectrofotdmetro (Hewlett-Packard, modelo
8453), a 280 nm, tendo &gua como branco. A concentracdo da lignina soltvel foi obtida
pelas equacgdes 5 e 6 (ROCHA et al., 2011).

C.LigS = [4,187.107%(Asz80 — Apazso) — 3,279.107%] (5)
Apazgo = [(CFurf-gFurf) + (Cumr- EHMF)] (6)
Sendo:

C. Lig S: Concentracdo de lignina soltvel

Awsgo: Absorbancia da solucdo de lignina junto com os produtos de degradacdo em
280 nm;

Apdzg0: Absorbéncia, em 280 nm, dos produtos de decomposicao dos agucares (furfural e
HMF);

Crurf : Concentracado de furfural;

Chwmr: Concentracdo de HMF;

erurt - Absortividade furfural 146, 85 L-gt-cm™;

enme: Absortividade HMF 114,0 L-gt-cm™;



32

4.3.5. Determinacao de carboidratos, acido organicos, HMF e furfural na fracdo

liquida.

A identificacdo e quantificacdo dos compostos presentes no hidrolisado, obtido a
partir da hidrélise com HSO4 72% (v-v'?) (item 4.3.3), foi realizada em cromatografo
liquido de alta eficiéncia (Agilent, série 1100), coluna Aminex HPX87H (Bio-Rad),
temperatura de 60 °C, fase movel: H,SO4 5mM, fluxo de 0,6 mL-min e detector indice
de refracdo (IR) paraa identificacdo e quantificacdo dos componentes (celobiose, glicose,
xilose, arabinose, acido férmico, &cido acético).

A concentracéo de furfural e HMF foi determinada utilizando-se uma coluna de fase
reversa (C-18) (Agilent Tecnologies), com uma fase mdvel composta por uma solugéo de
acetonitrila-agua-acido acético 1:8:1 utilizando-se um detector de UV/Vis (274 nm) a
25 °C (SLUITER et al., 2006). As amostras foram filtradas em membrana 0,22 um antes
do procedimento analitico. Para a determinacdo da quantidade final dos polissacarideos
(celulose e hemicelulose), utilizou-se uma correcdo através os fatores de conversao

encontrados na Tabela 1.

Tabela 1. Fatores de conversdo dos componentes precursores de Celulose (C) e
Hemicelulose (H).

Componentes Fator de Conversao
Celobiose (C) 0,95
Glicose (C) 0,90
Xilose (H) 0,88
Arabinose (H) 0,88
Acido Acético (H) 0,72
Acido Férmico (C) 3,52
Furfural (H) 1,37
Hidroximetilfurfural (C) 1,29

FONTE: Adaptado de ROCHA, (2000); SLUITER et al. (2008).

4.3.6. Determinacao de lignina insolavel em meio acido, teor de cinzas de lignina e

cinzas totais

O material insoltvel retido no papel de filtro, proveniente da etapa de hidrdlise acida
(item 4.3.3), ap6s lavagem com 1500 mL de agua destilada, foi seco em estufa (Tecnal,

TE-393/1) a 105 £ 2 °C até massa constante. Em seguida, o material seco foi transferido
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quantitativamente para cadinhos de porcelana, previamente secos e pesados.
Posteriormente, as amostras foram calcinadas a 300 °C por aproximadamente 1 h e, em
seguida, a 800 °C por 2 h. Ao final do processo, os cadinhos, contendo as cinzas, foram
resfriados em dessecador e a massa de cinzas, presente na lignina insoltvel (equacédo 7),
foi quantificada em balanca analitica (Ohaus, modelo, PA214CP) (GOUVEIA et al.,
2009; ROCHA et al., 2011).

Cinzas 1 (g) = M., — M. (7)

Sendo: Mcc: Massa de cinzas + massa do cadinho (g); Mcq: Massa do cadinho (g).

A porcentagem de lignina insoltvel em meio &cido foi calculada pela equacéo 8
em relagdo a massa de material lignocelulésico seco, subtraindo-se a massa de cinzas
presente na lignina (GOUVEIA et al., 2009; ROCHA et al., 2011). O teor de lignina

insolivel em meio acido é dado pela equacéo 8:

MPT B (Mc + pr)

Ligl (%) = m
a

.100% (8)

Sendo:
Ligl (%)= Porcentagem de lignina insoluvel; Mp= Massa do papel de filtro com os
residuos solidos + massa de cinzas (g); Mc= Massa de cinzas insollveis em meio &cido

(9); Msp = Massa do papel de filtro (g) ; Ma= Massa da amostra inicial seca (g)

Para determinacdo do teor de cinzas totais (em triplicata), foram pesados
aproximadamente 2 g de cavaco seco em cadinhos de porcelana previamente secos e
tarados. Estes materiais foram inicialmente calcinados a 300 °C por aproximadamente
1 h e, entdo, a 800 °C por 2 h. Apds a calcinacdo, os cadinhos foram resfriados em
dessecador e a massa de cinzas determinada em balanca analitica (Ohaus, modelo,
PA214CP) (GOUVEIA et al., 2009; ROCHA et al., 2011).

4.3.7. Analise morfologica e estrutural dos cavacos de eucalipto

As andlises morfoldgicas e estruturais foram realizadas no Laboratério de
Microscopia Eletronica do Departamento de Engenharia Mecénica, na Central Analitica

do Departamento de Quimica Fundamental-DQF da Universidade Federal de
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Pernambuco-UFPE; e no Laboratorio Multiusuario de Nanotecnologia-LMNANO do
Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste-CETENE. As andlises realizadas foram:
microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR) e difracéo de raio X (DRX).

4.3.7.1. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para verificar as mudancas na superficie dos cavacos de eucalipto “in natura”
quando comparados, as biomassas obtidas no pré-tratamento hidrotérmico e
deslignificacdo alcalina, foi empregada a técnica em microscopio (Shimadzu SS-550)
com filamento de Tungsténio e com acoplamento para espectroscopia por dispersdo de
energia de raios X (EDS), nas amplificagcdes de 180x e 1000x.

4.3.7.2. Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Para visualizagcdo das modificagfes dos grupos funcionais pertencentes aos
cavacos. Foi empregada a técnica em infravermelho (Bruker IFS66). Pastilhas de KBr
foram preparadas, a partir de maceragdo de 200 mg de KBr e 2 mg de amostra, em um
almofariz Gral de agata. Em seguida, a mistura foi colocada em um molde pastilhador de
aco inoxidavel, o qual foi submetido a vacuo durante 5 min e pressionado até
15 kgf.cm, para a formagéo da pastilha. Os espectros foram obtidos na regifo de 4000-
400 cm™,

4.3.7.3. Difracdo de raio X — (DRX)

Com o objetivo de se avaliar as alteracdes nos cristais de celulose nos cavacos de
eucalipto, utilizou-se um difratbmetro de raios- X (XRD-6000/Shimadzu). As condicGes
aplicadas foram: 40 kV, intervalo angular 4° a 60° (angulo de Bragg—26), variacdo angular

0,05° e tempo de contagem de 1s.

4.4. HIDROLISE ENZIMATICA DOS CAVACOS DE EUCALIPTO

4.4.1. Hidrolise enzimatica em biorreator de bancada

A hidrélise dos cavacos de ecucalipto “in natura, ap0s pré-tratatamento

hidrotérmico e deslignificacao, foi realizada nas seguintes condic¢des: tampé&o Citrato de
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sddio 0,05 mol-L, pH 4,8, sob agitacdo de 150 rpm, temperatura de 50 + 2 °C e relagio
sélido: liquido 2% (m-v'!) com as biomassas em granulagdo de 80 mesh, por 96 h. As
atividades enzimaticas utilizadas foram de 15 FPU-g substrato (Celluclast 1.5 L) e 10
Ul- g* substrato (Novozym 188) (CARA et al., 2006; BALLESTEROS et al.,2004).

Os ensaios conduzidos foram realizados em biorreator de bancada com volume
atil de 1L (Bioflo 110, New Brunswick Scientific) (Figura 22A). O pH foi controlado
com solucBes de &cido sulfurico e hidroxido de sodio 3,0 M. Amostras foram retiradas
nos tempos de hidrélise durante 96 h.

As amostras retiradas, foram submetidas a um banho em ebuli¢do por 5 min e logo
apos em um banho de gelo para inativacao das enzimas e por fim foram centrifugadas,
filtradas em membranas 0,22 um e posteriormente analisadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) nas seguintes condigdes: coluna HPX 87H (Bio-Rad),
temperatura de 60 °C, fase mével: H,SO4 5 mM, e fluxo de 0,6 mL-min, detector indice
de refracdo (IR) (Figura 22B).

Figura 22. Biorreator de bancada instrumentado (New Brunswick Scientific, Bioflo 110)
utilizado nos experimentos de cinética enzimatica (A). Equipamento de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (Agilent, série 1100) (B).

FONTE: Autor, (2015).

O percentual de conversdo enzimética de celulose foi obtido através da
equacéo 9.

Mglicose . Fh

©)
04) — 0
CC(%) TR ] .100%

Onde: CC%: Conversdo enzimatica da celulose; Mgiicose: Massa de glicose presente no
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hidrolisado (g); Minicia : Massa seca do material lignoceluldsico antes da etapa de
hidrolise; Yi : Teor de celulose no material lignocelulosico ; Fn : Fator de hidrolise da
celulose = 0,9

45. CARACTERIZACAO QUIMICA DA LIGNINA

4.5.1. ldentificacdo da estrutura quimica da lignina

45.1.1. Acetilacdo da lignina

A acetilacéo foi realizada de acordo com o procedimento descrito por Lenz (1968).
Cerca de 30 mg de lignina, obtidas pelo item 4.2.2.1, foram dissolvidas em 5 mL de
piridina e 5 mL de anidrido acético. A mistura foi borbulhada por 15 min com nitrogénio
e o frasco selado. O sistema foi deixado a temperatura ambiente no escuro durante 50 h
(Figura 23). Ao téermino da reacdo o excesso de anidrido acético foi removido pela adi¢cdo
de 4 mL de metanol. Os solventes foram evaporados sob pressdo reduzida, com o auxilio
da formagdo de azedtropo com tolueno e etanol. Finalmente as amostras foram

completamente secas por trés dias a vacuo.

Figura 23. Sistema usado na acetilacdo da lignina de eucalipto.

FONTE: Autor, (2015).

4.5.2. Caracterizagdo quimica da lignina

452.1. Analise elementar

As analises do contetdo de Carbono (C), Hidrogénio (H), Nitrogénio (N) e

Enxofre (S) presentes nas ligninas “in natura” e acetilada. Foi utilizado um analisador
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elementar (CHNS-0O), da marca CE instruments, modelo EA 1110.

45.2.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Analises morfoldgicas da lignina “in natura” e acetilada foram realizadas
empregando-se a técnica, em microscopio (Shimadzu SS-550) com filamento de

Tungsténio e com acoplamento para EDS. Nas amplificaces de 180x e 1000x.

45.2.3. Espectroscopia de Ressonéncia magnética nuclear (RMN) da lignina
acetilada

Cerca de 20 mg de lignina acetilada foram dissolvidas em CDClz. O espectro de
RMN de 'H de 400 MHz com pulsos de 45°; tempo de aquisi¢do de 2,049 s perfazendo
um total de 16 repeticdes (Tempo total de 49 s). O espectro de RMN de **C de 400 MHz
com pulsos de 45°; tempo de aquisicdo de 1,285 s perfazendo um total de 856 repeticbes
(Tempo total de 1h, 17min).

45.2.4. Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

As amostras de lignina “in natura” e acetilada foram previamente secas em
dessecador, sob vacuo durante 3 dias, e preparadas como pastilhas de KBr contendo 0,5%
de lignina compactadas a 10-12 kgf.cm sob véacuo. Em seguida, medidos os espectros
na regido de 4.000 a 400 cm* foram adquiridos em um espectrofotdmetro FT-IR (Bruker
IFS66).

4.5.2.5. Analise Espectroeletrénica na regido do ultravioleta

Amostras de lignina “in natura” foram solubilizadas em solugé&o de hidroxido de
sddio 0,01mol-L* (pH=12) e os espectros foram obtidos numa faixa de 190 a 400 nm em

espectrofotometro (Hewlett-Packard, modelo 8453).

4.5.2.6. Determinacdo dos coeficientes de extin¢do das ligninas

Uma solugédo estoque foi preparada dissolvendo 50 mg de lignina “in natura”
(previamente seca em dessecador a vacuo), em 100 mL de NaOH 0,01 M. Foram
realizadas diluicdes partindo-se da solucao estoque de 50 mL para a construcdo de uma
curva analitica. As concentragdes para a curva foram de 0,1 a 0,02 g-L™%, foi utilizado
como branco a solugcdo de NaOH 0,01 M, e em seguida lidas em espectrofotdmetro

(Hewlett-Packard, modelo 8453) num comprimento de onda de 280 nm. A absor¢do em
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280 nm pode ser atribuida as estruturas quinoides e demais grupos cromaforos presentes

na estrutura da lignina Lenz (1968).

4.5.2.7. Determinacdo da formula minima

Com os valores das porcentagens de C, H e N obtidos na anélise elementar
(4.5.3.1) e o teor de metoxilas obtida no RMN H (4.5.3.3), determinou-se a férmula
minima para lignina, usando-se as expressdes descritas por Freudenberg e Neish (1968).
A lignina pode ser representada pela equagdo geral CgHxOy (OCHz) ; onde X, y e z séo
obtidos pelas equacbes 9, 10 e 11:

_ 277(%H) — 27(%O0CHs) 9)
"~ 2,584(%C) — (%0CH;)

_ 17,45(%0) — 9(%O0CH3) (10)
"~ 2,584(%C) — (%0CH3)

9(%0CH;) (11)

Z = 5 5884(%C) — (%0CH;)

Onde: %H: Porcentagem de hidrogénio; %0: Porcentagem de carbono; %OCH::

Porcentagem de Metoxilas nas amostras de lignina acetilada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PRE-TRATAMENTO HIDROTERMICO E DESLIGNIFICACAO ALCALINA
DOS CAVACOS DE EUCALIPTO EM REATOR ROTATORIO

Os cavacos de eucalipto foram submetidos ao pré-tratamento hidrotérmico para
solubilizacdo da hemicelulose e logo apds submetidos a deslignificacdo alcalina para
solubilizacédo da lignina. Na Tabela 2 séo apresentados os valores da composi¢éo quimica
dos cavacos de eucalipto “in natura”, pré-tratado e deslignificado, juntamente com o
balanco de material e rendimento obtido durante o pré-tratamento e deslignificacdo. As
curvas analiticas de agUares, acidos organicos e produtos de degradacdo séo apresentados
no Apéndice A. Os resultados da caracterizagdo fisico-quimica para 0s cavacos “in
natura”, pré-tratado e deslignificado assim como seus respectivos cromatogramas sdo

encontrados nos Apéncides B, C e D respectivamente.

Tabela 2. Composicdo quimica dos cavacos de eucalipto “in natura” pré-tratado e

deslignificado em base seca, juntamente com o balanco de material.

Corrigido pelo Corrigido pelo
Composicédo “in natura” Pré-tratado rendimento do Pré- Pré-tratado rendimento do
quimica (%) H20 tratado NaOH 1% Pré-tratado
(%) (%) H20 (%) NaOH 1%
(%) (%)
Rendimento - - 64,8 +2,68 - 54,6 +145
Celulose 40,88 +0,1 45,96 +0,7 298 +0,1 74,00+21 26,18 +0,0
Hemicelulose 14,82 +0,1 1,60+0,0 1,04+0,0 1,09+0,1 0,39+0,0
Lignina 34,54 +£3,4 46,98 £0,9 30,06 +0,4 18,05+0,1 6,39+0,0
Extrativos 4,24 +0,3 - - - -
Cinzas 045+0,1 0,14+0,1 0,09+0,1 0,11+0,0 0,02+0,0
Total 94,93 +3,4 94,68 +0,8 - 93,25+2,1 -

Meméria do célculo: Pré-tratamento (45,96*0,648=29,8%); Deslignificacdo (74,00*0,648*0,546=
26,18%).
FONTE: Autor, (2015).

A composi¢do quimica dos cavacos de eucalipto, em termos dos principais
componentes (celulose, hemicelulose e lignina), aproxima-se da obtida por outros autores.
O eucalipto é composto por 17-27% de hemicelulose, 39-46 % de celulose, 26,7-32,1%
de lignina, 2-12,4 % de extrativos e 0,24-0,34% de cinzas (PEREZ et al., 2010;
GONZALEZ et al., 2011; SILVA et al., 2012; NUNES et al., 2011; RAGAUSKAS et al.,
2014; MOKFIENSKI et al., 2003; MORI et al., 2003 e TRUGILHO et al., 2004).
Conforme se pode observar, os valores determinados na caracterizacdo quimica da
madeira de Eucalyptus urograndis sdo coerentes as diversas literaturas analisadas.

A composicao quimica total da madeira foi de 94,93 %. Como era de se esperar, 0

percentual foi inferior a 100%, devido a auséncia de algumas anélises, como € o caso da
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quantificacdo, acido 4-O-metilglucurénico, acido levulinico, galactose, arabinose, acido
glucurdnico, xilooligbmeros acetilados, celooligbmeros, acido furéico (RAMOS, 2003)
bem como erros experimentais. A Figura 24 mostra a solubilizacdo dos componentes

macromoleculares (celulose, hemicelulose e lignina).

Figura 24. Solubilizacdo dos componentes dos cavacos de eucalipto pos etapa de pré-

tratamento e deslignificacdo alcalina.
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FONTE: Autor, (2015).

De acordo com a Figura 24, a hemicelulose foi o componente que sofreu maior
solubilizacdo 93%. Yu et al. (2010), estudando o efeito do pré-tratamento hidrotérmico
em Eucalyptus grandis nas condigdes: relagio sélido:liquido 5% (m-v1) e temperatura
de 180 °C por 20 min, obteve solubilizacdo de 86,4%. Estes valores sdo préximos aos
encontrado por Xiao et al. (2014), que estudando madeira de Eucalyptus grandis obteve
rendimentos em torno de 96,6% nas condigdes: relagdo sélido:liquido 1:10 (m-v?) e
temperatura de 160 °C por 15 min. Ao final da reac&o o pH do hidrolisado hemiceluldsico
foi 3,8. Valor préximo aos obtidos por Lima e Assumpcdo (1982) e Canettieri et al.,
(2002) em estudos com hidrolise em que madeira, que obtiveram valores de pH entre 3 e
4. Os autores comentam que o licor residual ap6s a hidrolise fica enriquecido com grupos
acidos organicos (glucordnico, galactourénico e acetico) o que tende a diminuir o pH.

As concentracdes dos componentes quimicos presentes no hidrolisado (Apéncide
E, na Tabela E.2) foram: xilose 2,9 + 0,1 g-L; glicose 2,3 + 0,04 g-L!; acido formico
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0,8 +0,07 g-L%; e &4cido acético 4,4 + 0,264 g-L*; HMF 0,45 + 0,004 g-L* e furfural
0,66 + 0,014 g-L™*. Assim, a alta solubilizacio alcancada é um indicativo da eficiéncia
do pré-tratamento aplicado. Essa alta eficiéncia est& relacionada com as caracteristicas
quimica da hemicelulose, a qual apresenta uma estrutura amorfa e ramificada, sendo mais
facilmente hidrolisada em condicdes acidas (ALVIRA et al., 2010; TAHERZADEH,;
KARIMI,2008). A menor estabilidade da hemicelulose ocorre devido ao fato de suas
cadeias laterais inibirem a formacéo de ligacdes de hidrogénio, o que a torna muito mais
acessivel ao ataque hidrolitico (BOBLETER, 1994).

A Figura 25 e 0 Apéndice B (Tabela E.1) mostram a rampa e os dados obtidos de
aquecimento e resfriamento durante o pré-tratamento hidrotérmico. Através da integracao
matematica da curva obtida, foi possivel determinar o fator severidade de 2,94 (Equacao
2) para a condigdo de pré-tratamento. Com esse indice, segundo Garrote, Dominguez e

Parajo (2002), o processo é considerado brando.

Figura 25. Rampa de controle da temperatura durante o pré-tratamento hidrotérmico
realizado no reator modelo REGMED AU/E-20. As setas tracejadas indicam o periodo

em que a temperatura permaneceu constante.
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FONTE: Autor, (2015).
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A celulose e lignina, por outro lado, foram menos solubilizadas 27,1% e 11,98%
respectivamente. Em relacéo a celulose, esta € conhecida como sendo 0 componente mais
recalcitrante frente ao pré-tratamento hidrotérmico, o que justifica ter sido menos
hidrolisada que a hemicelulose. Esse fato é devido as ligagbes de hidrogénio
intramoleculares, que conferem rigidez a molécula (VASCONCELOS et.al.,, 2013;
BOBLETER, 1994; CANILHA et al., 2011).

Apo6s a deslignificagdo alcalina, o teor de celulose e lignina na fragdo solida
diminuiram em 35,96% e 82%, respectivamente. Esses valores correspondem a
solubilizacdo da biomassa quando comparada a biomassa “in natura”. Esse valor de
solublizacdo de lignina é proximo ao obtido por Lima et al. (2013), que utilizando
madeiras de Eucalyptus urograndis pré-tratadas com HCI 1% (v-v!) seguidas de
deslignificagio com NaOH 4% (m-v!) e nas condices: relagdo solido:liquido
1:10 (m-v?1), temperatura de 120 °C por 1 h removeram 84% de lignina. Perez e
colaboradores (2010) removeram 65% de lignina nas seguintes condi¢des: 165 °C por
2 h, sistema de deslignificacio acetona:agua 1:1 (v-vl), relagdo sélido:liquido
1:10 (m-v'h)

O tratamento alcalino com NaOH provoca na madeira aumento da area superficial
interna, diminuicdo da cristalinidade e a separacdo das ligacdes do complexo celulignina,
provocando, assim, a solubilizacéo da lignina (BALAT, 2011). De acordo com Zheng,
Pan e Zhang (2009), o mecanismo de deslignificacdo alcalina esta relacionado com a
saponificacdo de ésteres de ligacBes intramoleculares. O processo de deslignificacdo
alcalina ndo ¢é seletivo apenas para a lignina, podendo também degradar os carboidratos,
incluindo a celulose (PAN et al., 2005).

5.2. CARACTERIZACAO FISICA E MORFOLOGICA DOS CAVACOS DE
EUCALIPTO

5.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os cavacos de eucalipto “in natura”, pré-tratados hidrotermicamente e
deslignifcados foram submetidos a MEV (Figuras 26, 27 e 28) com o objetivo de verificar
mudangas provocadas na sua morfologia. Nas Figuras 26A e 26B, o cavaco de eucalipto
“in natura” apresenta aspecto de um material heterogéneo constituido por um tecido

fibroso e medular, além de possuir aparéncia regular e compacta.
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Figura 26. Fotomicrografias dos cavacos de eucalipto “in natura” nas amplificacfes
1000x (A) e 180x (B), respectivamente.
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FONTE: Autor, (2015).

Apo0s o pré-tratamento hidrotérmico (Figuras 27A e 27B), foi possivel observar
pequenas mudangas estruturais no material que se apresentou fraturado e quebradico,
indicando que a area superficial da fibra foi modificada e aumentada. Além disso, a
quantidade de ranhuras e regides rugosas se tornaram mais proeminente, demonstrando a

separacgdo parcial da compacta estrutura lignocelul6sica.

Figura 27. Fotomicrogréfias dos cavacos de eucalipto pré-tratado nas amplificacBes
1000x (A) e 180x (B), respectivamente.
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FONTE: Autor, (2015).

A deslignificagdo alcalina (Figuras 28A e 28B), promoveu quebra do complexo
celulignina, indicada pela desorganizacdo do material, Alvira et al. (2010) afirmam que
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essa desestruturacdo € devida a solubilizacdo da lignina, provocando aumento na
porosidade da estrutura assim como a digestibilidade da celulose, deixando-a mais

exposta para hidrélise enzimatica (QI et al., 2009).

Figura 28. Fotomicrografias dos cavacos de eucalipto deslignificado nas amplificacdes
1000x (A) e 180x (B) respectivamente.
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FONTE: Autor, (2015).

5.2.2. Difragéo de raios-X (DRX)

As anélises por difracdo de raios-X das amostras permitiram avaliar as mudangas
ocorridas na celulose do cavaco “in natura”, quando submetido ao pré-tratamento e apds
deslignificacdo, em nivel macromolecular. Os perfis de DRX estdo apresentados na
Figura 29 e no Apéndice F (Figuras F.1, F.2 e F.3). O difratograma do cavaco de eucalipto
“in natura” presentou picos mais largos quando comparado aos submetidos ao pré-
tratamento hidrotérmico e a deslignificacdo alcalina. Isso é devido & associacdo da
celulose com as outras macromoléculas, hemicelulose e lignina. As mudancas no
comportamento dos difratogramas ao longo dos pré-tratamentos podem estar relacionadas
com a solubilizag&o das estruturas amorfas e com a transformacédo da celulose em outras
formas cristalinas (SARKO et al., 1986).

Na espectroscopia por DRX, a celulose é padréo para a medida de cristalinidade
de materiais lignocelulésicos. A Tabela 3 mostra os valores da largura média dos
cristalitos no plano reticulado de maior intensidade, o indice de cristalinidade (IC) e a

intensidade méxima nas regiGes amorfas e cristalinas para os cavacos de eucalipto.
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Figura 29. Difratogramas de raios-X para 0s cavacos de eucalipto.
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FONTE: Autor, (2015).

Tabela 3. Parametros de cristalinidade para os cavacos de eucalipto.

Cavacos Intensidade em 20 Largura % IC
looz | amorfa cristalito (A)
In. Natura 5645,3+0,8 3050,9 + 26,5 227+04 46,1+0,3
Pré-tratado 9713,5+9,3 3023,7 +125,6 39,0+0,7 68,9+05
Deslignificado ~ 105831,1+ 61,5  2572,6 +34,5 404+05 75,7+0,2

FONTE: Autor, (2015).

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 3, a largura do cristalito de
celulose sofreu aumento ao longo do processo (pré-tratamento e deslignificacdo). Lima
et al. (2013), estudando madeira de Eucalyptus urograndis submetidas a pré-tratamento
com HCI 1% (v-v!) sequidas de deslignificacdo alcalina com NaOH 4% (m-v!) nas
condigdes: relacéo sdlido:liquido 1:10 (m-v'!) e temperatura de 120 °C por 1h, obtiveram
indice de cristalinidade proximos aos valores obtidos na Tabela 3 para as biomassas 68,6
+ 1,6% biomassa pré-tratada e 81,6 £ 1,3% biomassa deslignificada.

O aumento do indice de cristalinidade se deu por conta da solubilizacdo de
compostos ndo celuldsicos que influenciam diretamente no alargamento dos cristalitos.
Entretanto, os mecanismos que regem o alargamento dos cristalitos ainda ndo estdo bem
elucidados. Porém estudos realizados por Driemeier et al. (2011) revelaram que a largura

tanto pode estar associada ao crescimento do cristalito ou até mesmo a agregacao dos
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mesmos devido a remocdo de componentes, fazendo com que os cristais originais de
celulose se fundam aumentando assim de tamanho.

Além disso, varios autores também reportam que o0 aumento desses parametros de
cristalinidade é devido ao processo de transformacdo da celulose “in natura” do tipo |
em celuloses cristalinas do tipo I1-1V (ATTALA, 1993).

5.2.3. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

As andlises de FT-IR dos cavacos de eucalipto “in natura”, pré-tratado
hidrotermicamente e  deslignificado  foram  realizadas na regido entre
4000 — 400 cm™. A estrutura quimica é analisada em funcdo dos grupos funcionais
presentes nos cavacos. A Figura 30 e o Apéndice G (Figuras G.1, G.2 e G.3) apresentam

0s espectros dos cavaco de eucalipto “in natura” e 0s obtidos em cada etapa do processo.

Figura 30. Espectro de FT-IR dos cavacos de eucalipto “in natura” e os obtidos durante o

processo.
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FONTE: Autor, (2015).

A banda em 3408 cmt, pode ser atribuida a deformagao do grupo (O-H), que esta
relacionado com a presenca de alcoois e fenois com ligacGes de hidrogénio. A banda

registrada em 2920 cm™ estiramentos (CHy) apresentou maior intensidade no espectro do
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cavaco de eucalipto “in natura” quando comparados aos outros. Esse fato pode estar
associado a presenca das fracOes alifaticas representada pelos extrativos (ZHANG, et al.,
2012). As principais mudancas entre os espectros dos cavacos de eucalipto “in natura” e
pré-tratado ocorreram no comprimento de onda de 1751 cm™, relacionado a deformagcdes
axial de grupos carbonilas . Observa-se uma banda de absor¢do com uma frequéncia
acentuada no cavaco “in natura” em 875 cm, referente & ligacdo glicosidica, quando
submetido ao pré-tratamento hidrotérmico a frequéncia de absorcdo nessas regifes se
apresentam bastantes reduzida isso devido a remocéo da hemicelulose (XU et al., 2013).

Por outro lado, os cavacos “in natura” quando comparados aos deslignificados,
apresentaram as bandas referentes a lignina bastante reduzidas principalmente as
vibragdes do anel aromatico mais estiramento C=0 em 1538 cm™, deformacdo do
grupamento C-H em 1465 cm?, C-O do anel siringilico em 1319 cm? e
estiramento C-C + C-O em 1238 cm™, essa reducéo se deu devido a solubilizagio parcial
da lignina (XU et al., 2013). Isso é confirmado pela recalcitrancia devida a presenca de
compostos aromaticos secundarios presentes no material submetidos a tratamento
(HENDRIX e ZEEMAN, 2009). A Tabela 4 mostra outras bandas identificadas e as suas

atribuices, de acordo com Xu et al., (2013).

Tabela 4. Atribui¢des das bandas de absorcéo na regido do infravermelho para biomassas

lignocelulosicas.

Absorcdo Atribuicdo

(cm™)
3408 Estiramento —OH do alcool e fenol
2840, 2937  Estiramento C-H dos alcanos, alcoois e anel aromético
1730 Estiramento C=0 Aldeido/Cetona
1682 Estiramento de C=0 de cetonas ndo conjugadas
1675-1650  Arilcetonas (C=0) conjugada
1589 Vibragdo do anel aromético + Estiramento C=0
1500 Vibragéo do anel aromatico
1465 Deformag&o do grupamento C-H
1440 Deformagéo em-CHs e CH»-
1425 Esqueleto aromatico combinado com C—H no plano de deformagéo e alongamento.
1319 C-0 do anel Siringilico
1270 Vibragdes C-O-C do anel Guaicilico
1237 Estiramento C-C + C-O
1160 Estiramento vibracional do anel C-O-C do acoplamento (1,4) — glicosidico.
1035 Estiramento C-O do &lcool, C-C, C-O-C
930 Ligacéo glicosidica
875 Ligacdo glicosidica

Fonte: Adaptado de Xu et al. (2013).
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5.3. HIDROLISE ENZIMATICA DOS CAVACOS DE EUCALIPTO

Os perfis de concentracfes de celobiose e glicose, obtidas durante o processo de
hidrélise enzimatica dos cavacos de eucalipto, estdo apresentados na Figura 31 e no
Apéndice H (figuras H.2.1 e H.2.2).

Figura 31. Perfis de concentracfes de celobiose (A). Glicose, (B), obtidos na hidrolise
enzimatica utilizando-se enzimas comerciais Celluclast® 1,5L e Novozym® 188 dos
cavacos de eucalipto.
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A celobiose nos cavacos “in natura” atingiu a maior concentracdo 0,4 g-L™ nas
primeiras 8 h. A partir de 12 h, a concentracéo de celobiose foi sendo reduzida, chegando
a 0,02 g-L! no tempo final de hidrélise, em 96 h. A concentragéo de glicose liberada
aumentou com o tempo de hidrdlise, alcancando 0,45 g-L™t em 72 h.

Segundo Ogeda e Petri (2010), a baixa sacarificacdo é devido as complexas
interacdes entre celulose e hemicelulose presente nas paredes celulares dos vegetais e
entre esses polissacarideos e a lignina. A barreira fisica formada pela lignina e
hemicelulose ao redor das fibras celul6sicas impede a atuagdo do complexo enzimatico.
Por esta razdo, € preciso que a biomassa sofra um pré-tratamento para separar a matriz
lignina, reduzir a cristalinidade da celulose e hidrolisar a hemicelulose (LIMA et al.,
2013).

Os cavacos submetidos a pré-tratamento hidrotérmico e a deslignificacdo
apresentaram aumento nos perfis de glicose e diminuicdo para celobiose. Isso é devido a
mudanca na estrutura quimica da madeira (MOSIER et al., 2005), deixando a celulose
mais exposta a atuacdo das celulases que promovem a quebra das ligac6es da celulose até
glicose (BINOD, 2011). A celobiose liberada da biomassa submetida a pré-tratamento
hidrotérmico apresentou méaximo de concentragio em 4,69 g-L™ nas primeiras 8 h. A
partir de 12 h, a concentracio de celobiose foi sendo reduzida, chegando a 0,33 g-L™* no
tempo final de hidrdlise, em 96 h. A concentracdo de glicose liberada alcancou
2949-Ltem72h.

As biomassas deslignificadas apresentaram maiores concentracdes de celobiose
6,5 g-L? quando comparados aos pré-tratados e o “in natura”, nas primeiras 8 h. A
concentracdo de glicose liberada aumentou com o tempo de hidrolise, alcancando
3,3 g-L"t em 72 h. Essa melhor sacarificacdo esta relacionada com a maior exposicio da
celulose e diminuigéo da barreira formada por lignina e hemicelulose (ALVIRA, 2010).

Neste sentido, Guo et al. (2009) também observaram que durante a hidrolise
enzimatica de diferentes materiais lignoceluldsicos pré-tratados com H2SOs
1%, 2% e 4% (m-m™ ) a 130 °C por 15 min. Em condigGes de hidrélise enzimatica:
tampado acetato de s6dio 50 mM; temperatura 50 °C; pH 5,0; rotacdo de 100 rpm; relacdo
sélido:liquido 2% (m-v1); por 72 h e concentragdo enzimatica de 6,5 FPU-g* de celulases
CP ( Genencor International, USA) . A concentra¢do de celobiose alcangcou um valor
maximo em cerca de 4-8 horas, sendo que a mesma foi reduzida a medida em que o tempo
hidrolitico aumentou. Em contrapartida a glicose apesentou aumento e concentragdes

méaximas em torno de 72 h de hidroélise.
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Na Figura 32 e no Apendice H (Figura H.2.3) encontram-se os perfis de converséo
enzimatica de celulose em glicose para as biomassas. Para o célculo de conversdo

utilizou-se a Equacao 9.

Figura 32. Conversoes de celulose em glicose obtidos na hidrdlise enzimatica utilizando-

se enzimas comerciais Celluclast® 1,5L e Novozym® 188 para 0s cavacos de eucalipto.
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FONTE: Autor, (2015).

O perfil de conversdo de celulose em glicose encontra-se apresentando na
Figura 32, onde ocorreu um aumento continuo da conversdo, chegando a 65% no tempo
de 72 h de hidrolise nos cavacos deslignificados. Lima et al. (2013) encontraram
conversao de 65% ap06s 48 h de hidrolise enzimética de madeira de Eucalyptus urograndis
submetida a pré-tratamento com HCI 1% (v-v!) e a deslignificagdo alcalina com NaOH
4% (m-v1) relagdo sélido:liquido 1:10, temperatura de 120 °C por 1h. A biomassa foi
submetida a hidrolise enzimética nas seguintes condic¢Bes: tampdo citrato de sodio
50 mM; temperatura 50 °C; pH 5,0; rotacdo de 200 rpm; relacdo soélido:liquido
5% (m-vl) ; concentracio enzimatica de 25 FPU-g! (accellerase 1500 (Genencor,
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Denmark)), suplementada com 12,5 BGU de beta-glicosidase de Aspergillus niger
(Novozyme 188; Novozymes, Denmark).

Romani et al. (2014), estudando o efeito do pré-tratamento hidrotérmico a 210 °C
por 1 h em madeira de Eucalyptus globulus, obteve conversao de celulose em glicose de
81,5% nas seguintes condicdes de hidrolise enzimatica: tampdo citrato de sodio 50 mM;
temperatura 48,5 °C; pH 4,85; relagéo sélido:liquido 8:1 (m-v1); concentragéo enzimatica
de 22,5 FPU-g?! (CTec2), suplementada com 500U1 -g (HTec2).

Emmel et al. (2003), avaliando o efeito da atuacéo de celulases, obteve conversao
de 90% em madeira de Eucalyptus grandis pré-tratada com HzSO4 0,175% (m-m™) a
210 °C por 2 min nas seguintes condi¢des: tampao citrato de sédio 50 mM; temperatura
45 °C; pH 4,8; rotacdo de 145 rpm; relagdo solido:liquido 2% (m-vl); por 48 h
concentragdo enzimatica de 25 FPU-g* (Celluclast 1.5 L).

Sun et al. (2014), submetendo Eucalyptus urophilla a pré-tratamento
hidrotérmico (180 °C por 30 min), combinado a deslignificacdo alcalina com
NaOH 2% (m-v) a 90°C por 2,5 h, obtiveram conversdo de celulose em glicose de
66,3%, nas condi¢des: tampdo acetato de sédio 50 mM; temperatura 45 °C; pH 4,8;
rotagéo de 150 rpm; relagéo sélido:liquido 2% (m-v1); por 72 h concentragdo enzimatica

de 17 FPU-g? de celulases e 34 1U-g de beta-glicosidase.

5.4. CARACTERIZACAO DA LIGNINA
54.1. Microscopia eletronica de varredura (MEV) das ligninas

As fotomicrografias da lignina “in natura” e acetilada sdo apresentadas na
Figura 33. As imagens mostra que houve uma modificagéo significativa no tamanho e na
superficie das particulas. Apos a acetilacdo (Figuras 33C e 33D), a lignina apresentou
particulas menores, mais aglomeradas e superficie mais aspera quando comparadas a

lignina “in natura” (Figuras 33A e 33B).
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Figura 33. Fotomicrografias da lignina “in natura” (A, B) e lignina acetilada (C, D) nas

amplificacdes 400x e 1000x, respectivamente.
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FONTE: Autor, (2015).

5.4.2. Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier FT-IR

A Figura 34 e o Apéndice | (Figuras 1.2 e 1.3) mostram os espectros de FT-IR para
a s ligninas “in natura” e acetilada respectivamente. Os espectros de FT-IR da lignina
foram analisados de acordo com os dados obtidos por Gabov (2014), Lin e Dence (1992),
Sarkanen e Ludwig (1971), Adaganti et al., (2014) e segundo Ibarra e colaboradores
(2005).
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Figura 34. Espectroscopia de FT-IR das ligninas “in natura” e acetilada.
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FONTE: Autor, (2015).

O espectro da lignina “in natura” apresentou uma banda larga em 3453 cm™
correspondente ao estiramento do grupo OH. Na lignina acetilada esse sinal é bastante
reduzido evidenciando que, a reacdo de acetilagdo converteu os grupos OH em OCOCHs.
A banda em 2945 cm™ corresponde ao estiramento C-H de alifaticos. A banda em
2841 cm™ é relacionada a regio de absorgéo do estiramento C-H de metila e/ou metileno,
observa-se uma maior intensidade desse sinal no espetro da lignina acetilada, isto é,
devido ao aumento da oxidacdo de lignina e a quantidade do grupo acetila. A absorcao
compreendida na regido 1150-1170 cm™ representa absorcdes caracteristicas de C-O de
grupos ésteres conjugados comuns em ligninas.

As bandas entre 1510 -1610 cm™, representam as vibragdes do anel aromaético das
unidades guaiacila e siringila a razdo entre suas intensidades (1,3/1 de G/S) (SARKANEN
e LUDWIG, 1971). Em regibes abaixo de 1400 cm™ as bandas apresentam maior
complexidade devido a contribuicdo de varios modos de vibracgdo, apresentando também
vibracgdes especificas das diferentes unidades de monolignois (LIN e DENCE, 1992). Na

lignina “in natura” o sinal de 1323 cm™ foi maior que o de 1220 cm™ segundo lbarra e
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colaboradores (2005) a intensidade desses sinais para a lignina de -eucalipto,
correspondem as vibragdes C-O dos anéis G e S, respectivamente é indicativo da maior
quantidade desses grupos. Essa caracteristica indica que a lignina isolada contém maiores
propor¢oes de unidades guaiacila que siringila (SARKANEN e LUDWIG, 1971).

Em 1117 e 1215 cm™, segundo Gabov e colaboradores, (2014) sdo caracteristicas
das vibracdes de deformacdes C-H fora do plano dos anéis siringila e guaiacila substituido
na posicdo 5, além das deformacgdes C-H de aromaticas no plano das unidades siringila.
O sinal em 883 cm™ de acordo com Lin e Dence (1992), corresponde a deformagdo C-H
de aromaticos vicinais fora do plano, esta banda representa as posi¢6es 5 e 6 das unidades
guaiacila e posicdes das unidades p-hidroxifenila. Em 594 cm™ esta evidenciado o
comportamento aromatico das unidades fundamentais da lignina (ADAGANTI et al.,
2014). Dessa maneira, como era de se esperar, a lignina contém as trés subunidades
(SGH). A Tabela 5 mostra outras bandas identificadas e as suas atribuicdes, de acordo
com os trabalhos de Gabov et al., 2014 e Lin e Dence, 1992.

Tabela 5. Atribuicdes das bandas de absorcdo na regido do infravermelho de grupos

funcionais presentes em ligninas.

Faixa de Atribuicéo

Absorcdo (cm™)

3490-3400 Estiramento OH

3000-2960 Estiramento C-H de aromatico

3000-2840 Estiramento C-H de metila e/ou metileno

1735-1700 Estiramento C=0 de cetonas nao conjugada, carbonila em grupos
ésteres e acidos carboxilicos

1675-1650 Avrilcetonas (C=0) conjugada

1593 C=0; S>G

1515-1505 Vibragdes do anel aroméatico C=C para G>S

1470-1460 Deformagdo C-H (assimétrica) de grupos —CH,- e CH3

1430-1415 Vibragdo C-C do anel aromatico

1330 Vibragdo do anel siringilico com contribuicdo de estiramento C=0
e de estruturas condensadas

1220 Vibragdo do anel guaiacilico com contribuigdo de estiramento de
C-O e C-C em associagdo com estiramento de C=0

1085-1030 Deformagdes C-O de alcoois primarios mais estiramento C-O nédo
conjugado; Deformagdo C-H aromaética no plano (G>S)

915-815 Deformacdo C-H aromatica para fora do plano

840 Deformacdo de C-H de aromaticos vicinais fora do plano, nas

posicdes 5 e 6 de unidades guaiacilas e nas posicoes 2, e 3; e 6 de
unidades p-hidroxifenila

594 Deformacdo da estrutura do anel aromatico das cadeias laterais,
grupos substituidos e cadeias laterais

FONTE: Adaptado de Gabov et al. (2014) e Lin e Dence, (1992).
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5.4.3. Espectroscopia de Ressonancia Nuclear Magnética

A Tabela 6, e 0 Apéndice J (Figuras J.4, J.5 e J.6) apresentam o espectro de RMN
13C assim como os tipos de carbono presentes na lignina acetilada, observados por Saliba,
et al. (2001), Rutkowska, et al. (2008) e Namane; Sithole e Ramjugernath (2015).

Tabela 6.Atribuicdes dos sinais no espectro de RMN de 3C .

Regido do Espectro (ppm) Tipos de Carbonos
200-220 Carbonilas
170-185 Carboxilas
100-160 Aromaticos
60-90 C-O alifaticos
50-57 Grupos Metoxilicos
5-40 Alifaticos

FONTE: adaptado de Saliba, et al. (2001), Rutkowska, et al. (2008) e Namane; Sithole
e Ramjugernath (2015) Pimenta, Vital e Fujiwara (1997).

A maioria dos sinais obtidos para lignina acetilada neste trabalho, foram também
previamente observados por Saliba, et al. (2001), Rutkowska, et al. (2008) e Namane;
Sithole e Ramjugernath (2015) e WEN et al. (2013). Os sinais para os grupos y- metil, o
e P-metileno das cadeias laterias n-propil da lignina aparecem no espectro entre
13-40 ppm. Em 20,3-31,8 ppm podem ser atribuidos a grupos metil terminal, grupos
metilenos de anéis alifaticos e grupos metilenos em longas cadeias alquilicas. Na regido
entre 46-53 ppm atribuida a C-B em unidades B- ¢ C-p em unidades B-5. Os grupos
metoxila em unidades do tipo Siringila (S) e guaiacila (G), sdo atribuidos em torno de
56,1 ppm. Os sinais entre 76 a 78 ppm de referentes ao solvente CDCls. Entre 106,2-107,7
ppm atribuido a C-2/C-6 em Siringila com a-CO, sinais entre 123,0-123,3 ppm C5
unidades guaiacilicas acetiladas (Ca-OAc e -OR) e CB em unidades guaiacilicas
acetiladas. O sinal em 121,8 ppm referente a C-1 e C-6 em Ar-C (=0) C-C. Em 124,6-
124,7 ppm sinais atribuidos a Acido p-cumarico e em 169,1-169,7 ppm e entre 170-173
ppm sinais atribuidos a CO em acetila aromatica e a CO em acetila alifatica.

As ligninas possuem alto peso molecular. Em solucdo, apresentam alta
viscosidade e suas moléculas possuem pouca mobilidade (LIN e DENCE, 1992). Devido
a essas caracteristicas, apresenta sinais de *H RMN com baixa resolucdo. Embora alguns
desses ndo estejam completamente resolvidos, a integracdo das regides no espectro €
utilizada para estimar o grau de substituicdo do anel aromatico e os teores dos grupos

funcionais hidroxilas alifaticas, aromaticas, metoxilas, entre outras (SALIBA, et al.,
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2001). O Apéndice J (Figuras J.1, J.2 e J.3) e a Tabela 7 apresentam o espectro de 'H
RMN e as atribuicBes para lignina acetilada. A maioria dos sinais obtidos para lignina
foram também previamente observados por Jahan, et al. (2012), Ventorim, et al. (2014) e

Namane; Sithole e Ramjugernath (2015), ao caracterizarem ligninas.

Tabela 7. Atribuicdes dos sinais no espectro de RMN de *H da lignina acetilada de

Eucalyptus urograndis.

4 (ppm) Atribuicdo: Tipo de préton

9,70- 7,70  Prétons aromaticos orto a grupos carbonilicos
Protons formila em subestruturas do tipo cinamaldeido e benzaldeido

7,70-7,53 Protons localizados orto a um grupo carbonilico em unidades
benzaldeidicas

7,20-6,75  Prdtons aromaticos em unidades guaiacilicas

6,75-6,40 Prétons aromaticos em unidades siringilicas

6,20-5,90 Ha em unidades B-O-4 prétons vinilicos

5,90-5,30 Ho em unidades B-5 de fenilculmarinas; Ha de subestruturas a-O-4

5,25-4,2  Hp em B-O-4 (forma eritro); Ho. em pino- e siringorresinol
HB em B-O-4 (forma tréo); prétons metilenicos em alcoois
cinamilicos
Hy em vérias estruturas

35-4,0 Protons metoxilicos

2,60-2,29  Acetatos aromaticos

2,29-1,70  Acetatos alifaticos

1,70-0,80 Regido de protons alifaticos ndo oxigenados

FONTE: Autor, (2015).

Os sinais com deslocamento quimico na regido de hidrogénios aromaticos, em
torno de 7,00 ppm séo atribuidos aos prétons do anel aromatico dos alcodis (p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico) bem como a prétons vinilicos. Os sinais em 6,7-6,8 ppm e
7,0 ppm séo atribuidos aos prétons aromaticos em unidades propanosiringila e propano-
guaiacila, respectivamente (JAHAN, et al., 2012).

Os prétons de cadeia lateral proveniente de unidades siringilicas na regido
6,60 ppm. O mesmo foi observado com relacao aos sinais na regido 6,0-6,2 ppm que sdo
de prétons vinilicos. Os hidrogénios ligados aos carbonos a e  apresentam sinais em 5,1
e 4,7 ppm, respectivamente. Os sinais em 4,2 ¢ 4,4 ppm sao representados pelos Hy de
varias unidades da lignina. Observa-se em 3,65 ppm um sinal caracteristico dos protons
da metoxila (VENTORIM, et al., 2014).

Sinais entre 3,1-3,20 ppm séo caracteristicos do H-pB, em estruturas p—f. Os sinais
em 1,60 ppm e em 2,60 ppm sdo originarios de hidroxilas alifaticas e fendlicas,
respectivamente. Os sinais <1,7 ppm sdo relacionados aos grupos CHsz e CH2 em cadeias

alifaticas saturadas. O espectro de *H RMN também forneceu evidéncias da presenca de
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algumas subunidades de lignina (5-5’; B-0-4’; a-0O-4’) (NAMANE; SITHOLE e
RAMJUGERNATH, 2015)

A lignina de Eucalyptus urograndis apresentou maior quantidade de grupos
guaiacila em relacdo ao grupo siringila, corroborando assim com os dados obtidos pelo
FT-IR.

5.4.4. Andlise elementar da lignina “in natura” e acetilada

Na tabela 8, estdo representados os resultados encontrados para a analise
elementar da lignina “in natura” e acetilada de Eucalyptus urograndis (teores de carbono,
hidrogénio, nitrogénio e oxigénio), os valores corroboram com aqueles obtidos por Silva

et al. (2012) para ligninas de Simarouba versicolor e Eucalyptus urograndis.

Tabela 8. Dados da anélise elementar de lignina da madeira de Eucalyptus urograndis.

Amostra %C %H %N %0
Lignina “in natura” 47,95 + 0,35 6,20+ 0,14 0,050 + 0,07 45,85 + 0,35
Lignina acetilada 52,50 + 0,30 6,46 + 0,04 0,045+0,0 42,10+ 0,36

FONTE: Autor, (2015).

A férmula minima da macromolécula foi obtida utilizando as equagdes 9, 10 e 11,
com os resultados do percentual de metoxilas proveniente do espectro de RMN de 'H e
da analise elementar. A percentagem de metoxila foi determinada pela integracdo da area
total, que corresponde a 100 unidades arbitrarias e esta relacionada a 6,46 protons. A
integracdo da regido das metoxilas no RMN de H (8H 3,5-4,0) apresentou area de
18 unidades arbitrarias, sendo assim, o percentual de metoxilas representa 18% do total.
Observa-se que a quantidade de grupos metoxilas esta coerente com os dados encontrados
para madeiras de folhosas que é de 18 a 22% (SALIBA, et al., 2001).

A expressdo para a formula minima Co da lignina foi a seguinte:
CoH11048(OCHs)1,37. Segundo Pilé-Veloso et al. (1993), ligninas contendo menos que
um mol de metoxilas por unidade Co (OCH3/Cy) séo do tipo guaiacila, quando essa relagao
for > 1,0 as ligninas sdo do tipo guaiacila-siringila. Portanto, a lignina Eucalyptus
urograndis apresentou uma relagdo de 1,37(OCHz3/Co) 0 que implica dizer que esta lignina
é do tipo guaiacila-siringila.

Verificou-se, ainda, que a relacdo entre esses grupos é proporcionalmente

diferente, isto é, uma relacdo simples permite calcular a porcentagem de unidades
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guaiacila, a partir do teor de metoxila (SALIBA, et al., 2001). O percentual de guaiacila

na madeira é de 63%.

5.4.5. Espectroscopia de UV/Vis lignina de eucalipto “in natura”

A espectroscopia de UV/Vis é comumente utilizada para analise de lignina e isso
é devido a sua natureza aromatica (YUAN, HE, et al., 2009). A Figura 35 e o Apéndice
K (Tabela K.2) mostram o espectro na regido de absorcao entre 190- 500 nm e os valores

de absorbéancia da lignina ““in natura”.

Figura 35. Espectro de UV/Vis da lignina de Eucalyptus urograndis “in natura”.
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FONTE: Autor, (2015).

Os resultados obtidos na Figura 35, corroboram com aqueles obtidos por
Varanasi e colaboradores (2012), Zhou, Taylor, Polle, (2011) e Lin e Dence (1992)
estudando ligninas. O pico de maxima absorcdo geralmente encontrado em torno de
280 nm, correspondente a transicao eletrénica © -> ©* no anel aromatico, tipico de
ligninas. Esse deslocamento batocrdmico evidencia alto teor de unidades G. As
ligninas do tipo S apresentam maximos de absor¢do na regido de 268-276 nm A

absorcédo que ocorre a 310-320 nm € indicativa da presenca de unidades do tipo H e em
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320 nm ocorre a absor¢do das unidades -CH=CHCOOH. A lignina de Eucalyptus
urograndis apresentou pico maximo entorno de 281 nm. A Figura 36 e 0 apéndice K
(Tabela K.1.) mostram a curva de absorbancia por concentragdo da lignina afim de
determinar a absortividade da lignina.

Figura 36. Curva analitica absorbancia x concentracdo de lignina de Eucalyptus

urograndis “in natura”.
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FONTE: Autor, (2015).

O valor obtido para a absortividade foi de 22,55 L-g*-cm?. Varanasi e
colaboradores (2012) e Zhou, Taylor, Polle, (2011) obtiveram para Eucalyptus globulus
valores de 20,09 L-g*-cm™. Essa diferenca estd associada ao grau de condensacio e
substituicdo dessas ligninas. De acordo com Lin e Dence (1992) quanto maior for a

quantidade de anéis substituidos maior absortividade em 280 nm.
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6. CONCLUSAO

Através do presente trabalho péde-se confirmar que:

O processo de pré-tratamento hidrotérmico seguido de deslignificacdo alcalina
se mostrou bastante eficiente, apresentando taxas de remoc¢do de hemicelulose e
lignina elevadas, tendo como resultado uma celulose mais pura. Essa alta
eficiéncia durante o processo garantiu taxas de conversdo enzimética da fracdo

celulosica em glicose mais alta.

As analises morfoldgica e estrutural dos cavacos de eucalipto comprovaram que
ao decorrer do processo ocorreu aumento no indice de cristalinidade da celulose e

modificagéo estrutural da biomassa.

O hidrolisado hemicelulésico apresentou alta concentragdo de moléculas de
interesse industrial, podendo ser utilizado para a obtencdo de bioprodutos, como

por exemplo o etanol.

As analises de caracterizacdo quimica da lignina, permitiram verificar que a
molécula é do tipo HGS, com predominancia das unidades G. Os resultados

obtidos indicam que se trata de uma lignina bastante condensada.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar Ressonancia Nuclear Magnética de *C CP/MAS (estado s6lido) nos
cavacos de eucalipto “in natura”, submetidos a pré-tratamento hidrotérmico e a
deslignificacdo alcalina, afim de detectar e quatificar mudancas estruturas

ocorridas durante 0 processo.

Producédo de enzimas a partir do hidrolisado, obtido na etapa de pré-tratamento

hidrotérmico, principalmente enzimas xilanoliticas.

Utilizag&o da celulignina e da biomassa deslignificada para producdo de enzimas

de interesse industrial, principalmente celulases.

Caracterizacdo quimica dos extrativos obtidos em ciclohexano:etanol, com a
finalidade de utilizar essas moléculas, para obtencdo de produtos de alto valor

agregado.
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APENDICE A: CURVAS ANALITICAS E CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR
CLAE PARA OS ACUCARES, ACIDOS ORGANICOS E PRODUTOS DE
DEGRADACAO

Figura A.1 Curva analitica de celobiose, glicose, xilose e arabionose
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Figura A.2 Curvas analitica de acido formico, &cido acético, HMF e furfural.
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Cromarogramas obtidos para os agucares, acidos organicos e produtos de degradacéo sao
mostrados nas Figuras A.3 e A.4.
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Figura A.3. Cromatogramas de acucares e produtos de degradacéo: celobiose, glicose,

xilose, arabi

onose, acido férmico e &cido acético respectivamente.
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Figura A.4.

Cromatogramas de HMF e Furfural respectivamente.
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APENDICE B: RESULTADOS DA CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS
CAVACOS DE EUCALIPTO “IN NATURA”

Tabela B.1. Peso seco e umidade.

Massas (g) Medida Medida Medida Medida
Peso do aluminio 0,6393 0,6762 0,6453 0,5939
Massa Umida 2,0017 2,0009 2,0002 2,007
Peso do conjunto Gmido 2,641 2,6771 2,6455 2,6009
Peso do conjunto seco 2,4423 2,4523 2,4481 2,4123
Massa seca (Q) 1,803 1,7761 1,8028 1,8184 Média Desvio pad.
% Umidade 9,93 11,23 9,87 9,40 9,90 0,789
Tabela B.2. Determinacgéo de cinzas totais.
Cédigoda Massainicial Umidade Massaseca  Massa de cinzas Cinzas
amostra (9 (%) (9) (9 (%)
CN1 2,3161 9,9 2,0868061 0,0093 0,445 Media  Desvio
CN2 2,3235 9,9 2,0934735 0,0096 0,458 0,453  0,0091
CN3 2,3556 9,9 2,1223956 0,0095 0,447
CN4 2,4356 9,9 2,1944756 0,0102 0,464
Tabela B. 3. Determinacéo de Extrativos
Massa
Cédigo da inicial Umidade Massa seca M. sem Extrativos
Amostra (9) (%) (9) Extrativos (g) (%) Fator Meédia Desvio
S1 5,0005 9,9 4,5055 4,24 5,31 0,951 4,92 0,422
S2 5,0007 9,9 4,5056 4,27 4,71
S3 5,008 9,9 4,5122 4,3 4,24
S4 5,0012 9,9 4,5061 4,25 5,12
Tabela B.4. Determinacdo de lignina soltvel, insolavel e total.
LIGNINA
INSOLUVEL
Massas
Cddigo (papel, Massa de Massa de Massa de Massa da
da Massa papel de  lignina e lignina + cinzasde  lig insolGvel amostra %
amostra filtro (g) cinzas) cinzas (9) lignina (g) (9) seca () lignina Meédia
CN1 2,3161 2,974 0,6579 0,0026 0,6553 2,0018 32,74 26,32
CN2 2,3235 2,848 0,5245 0,0031 0,5214 2,002 26,04 Desvio
CN3 2,3563 2,857 0,5007 0,0035 0,4972 2,0015 24,84 1,63
CN4 2,3476 2,912 0,5644 0,0027 0,5617 2,001 28,07
LIGNINA
SOLUVEL
Cddigo A Massa de
da Absorbéncia ﬁ‘gs?zrggg?rl]? lignina % Lignina
amostra (280nm) Diluigdo soluvel () soluvel Media
CN1 0,59219 20 4,59087 0,303352279 7,576987689 7,59
Desvio
CN2 0,57154 20 4,383 0,294763486 7,361725425 padrédo
CN3 0,6013 20 4,384005 0,319642431 7,985071962 0,259133698
CN4 0,58605 20 4,44288 0,304406984 7,60523121




Tabela B. 5. Pardmetros de hidrolise acida H2SO4 72%.
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Cédigo da Massa Umidade Volume

Amostra inicial (g) % Massa seca (g) (L) Media Desvio pad.
CN1 2,0018 9,9 1,8036 0,5 1,8033515 0,000280132
CN2 2,002 9,9 1,8038 0,5
CN3 2,0015 9,9 1,8034 0,5
CN4 2,0013 9,9 1,8032 0,5

Tabela B.6. Determinacdo dos agucares, acidos organicos, produtos de degradacao,
balanco do material juntamente com a composi¢éo percentual das macromoléculas.

Fatores de
conversao

Cddigo da
Amostra
CN1
CN2
CN3
CN4
Cddigo da
Amostra
CN1
CN2
CN3
CN4

Media
Desvio
Padrao

Cddigo da
Amostra
CN1
CN2
CN3
CN4
Média
Desvio
Padréo

0,9

Glicose
(g-LY)
1,634
1,635
1,627
1,63
%
Glicose
40,768
40,789
40,599
40,678
40,723

0,087

Lignina

(%)
40,31
33,41
32,83
35,68
34,54

3,40

CELULOSE

0,95

Celobiose
(g-L%)
nd
nd
nd
nd

% HMF
0,159
0,159
0,155
0,159
0,159

0,002

Celulose
(%)
40,93
40,95
40,75
40,84
40,88

0,09

3,52
Acido Férmico
(g:.L™h
nd
nd

nd
nd

% Xilose
13,742
13,831
13,785
13,860
13,808

0,052

Hemicelulose
(%)
14,80
14,83
14,79
14,88
14,82

0,04

1,29

HMF
(g-L?h
0,00446
0,00444
0,00432
0,00445

% Furfural
1,056
1,003
1,007
1,018
1,012

0,024

Extrativos
(%)
5,31
4,71
5,31
4,71
4,24

0,35

HEMICELULOSE

0,88

Xilose
(g-L™)
0,5633
0,567
0,565
0,568

Cinzas Totais

(%)
0,45
0,46
0,45
0,46
0,45

0,01

0,90

Arabinose
(gL
nd
nd
nd
nd

0,72
Acido
acético
(gL
nd
nd
nd
nd

1,37

Furfural
(gL
0,0278
0,0264
0,0265
0,0268
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As Figuras B1 e B2 mostram os cromatogramas da caraterizacdo das analises

acucares, acidos organicos, produtos de degradacao obtidos a partir da hidrolise &cida.

Figura B.1. Cromatograma para amostra “in natura” Acucares.

RID1 A, Refractive Index Signal (2015-08-11ANAZ 2015-08-11 13-23-58009-0901.D)
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Figura B.2. Cromatograma para amostra “in natura” produtos de degradacdo HMF e
furfural.
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APENDICE C: RESULTADOS DA CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS

CAVACOS DE EUCALIPTO SUBMETIDOS A PRE-TRATAMENTO
HIDROTERMICO
Tabela C.1. Peso seco e umidade.
Massa (g) Medida 1 Medida 2
Peso do aluminio 0,2878 0,3434
Massa Umida 2,0051 2,00
Peso do conjunto Umido 2,2929 2,3434 Média %U Desvio padrao
Peso do conjunto seco 2,2538 2,2986 2,10 0,205
Massa seca 1,966 1,9552
% Umidade 1,95 2,24
Tabela C.2. Determinacao de cinzas totais.
Cddigoda  Massa inicial Umidade Massa seca Massa de
amostra (9) (%) (9) cinzas(g) % Cinzas
PT1 2,0022 2,10 1,960253635 0,0025 0,127 Média Desvio
PT2 2,003 2,10 1,961036875 0,0028 0,142 0,135 0,0108
Tabela C.3. Parametros de Hidrdélise acida.
Cédigo da Massa inicial Umidade Massa seca Volume
Amostra (9) (%) (9) (L) Média Desvio padréo
PT1 2,0058 2,10 1,9638 0,5 1,9623 0,002
PT2 2,0028 2,10 1,9608 0,5
Tabela C.4. Determinacdo de lignina solGvel, insoltvel e total.
LIGNINA
INSOLUVEL
Massa
de
Massas cinzas Massa Massa
Cédigo (papel, Massa de de de lig da
da Massa papel  ligninae lignina+  lignina insoluvel amostra Lignina Desvio
amostra de filtro (g) cinzas) cinzas (g) (9) (@ seca (9) (%) Média padréo
PT1 2,3605 3,2035 0,843 0,0052 0,8378 2,0059 41,77 4252 1,072
PT2 2,365 3,258 0,893 0,0057 0,8873 2,05 43,28
LIGNINA
SOLUVEL
Massa
Absorbéncia de
Cédigo PD (280 nm) lignina %
da Absorbéancia solavel Lignina Desvio
amostra  (280nm) Diluicéo (9) solivel Media padréo
PT1 0,26503 20 0,7638 0,1896 4,726 4,45 0,378
PT2 0,23735 20 0,741 0,1674 4,179
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Tabela C.5. Determinacdo dos acgucares, acidos organicos, produtos de degradacdo, balanco do
material juntamente com a composi¢do percentual das macromoléculas.

CELULOSE HEMICELULOSE
Fatores de
conversao 0,9 0,95 3,52 1,29 0,88 0,90 9’72 1,37
Cédigo da Glicose  Celobiose F'g\rcllr?igo HMF Xilose Arabinose le?c% Furfural
e I I T I 1
Amostra 9L (@L) (L) QL) L) L) gLy @)
PT1 1,994 nd nd 0,0067 0,0718 nd nd nd
PT2 1,995 nd nd 0,0065 0,0719 nd nd nd
Codigo da Glicose HMF Xilose Furfural
Amostra (%) (%) (%) (%)
45,693 0,220 1,609 nd
PT1
45,784 0,214 1,613 nd
PT2
) 45,693 0,220 1,609 nd
Media
Desvio 45,784 0,214 1,613 nd
Padrao

Cddigoda Lignina  Celulose Hemicelulose Extrativos

Amostra (%) (%) (%) (%) Cinzas Totais (%)
PT1 46,49 45,91 1,6087 - 0,13
PT2 47,46 46,00 1,6134 - 0,14
Média 46,98 45,96 1,61 - 0,14
Desvio
Padréo 0,68 0,06 0,0033 0,08

As Figuras C1 e C2 mostram os cromatogramas da caraterizacdo das analises

acucares, acidos organicos, produtos de degradacdo obtidos a partir da hidrolise acida.

Figura C.1. Cromatograma para amostra submetida a pré-tratamento hidrotérmico

,
agucares.
RIDT A, Refractive Index Signal (2015-08-11ANAZ 2015-08-11 13-23-58\013-1201.0)
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Figura C.2. Cromatograma para amostra submetida a pré-tratamento hidrotérmico
produtos de degradagédo HMF e Furfural.
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APENDICE D: RESULTADOS DA CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS
CAVACOS DE EUCALIPTO SUBMETIDOS A DESLIGNIFICACAO ALCALINA

Tabela D.1. Peso seco e umidade.

Amostra 1 Amostra 2
Peso do aluminio 0,2589 0,2701
Massa Umida (g) 2,0028 2,0023 Média Desvio padrédo
Peso do conjunto
umido (g) 2,2617 2,2724 9,76 1,192
Peso do conjunto
seco (12h) (9) 2,0832 2,0602
Massa seca (g) 1,8243 1,7901
% Umidade 8,91 10,60
Tabela D.2. Determinacéo de cinzas totais.
Cddigo da Massa Umidade Massa seca Massa de Cinzas
amostra inicial (g) (%) (9) cinzas (9) (%)
0,0019 . .
DESL1 2,001 6,51 1,802901 0,105385709 Media  Desvio
0,002
DESL2 2,0018 6,51 1,8036218 0,110887992 0,105 0,0039
Tabela D.3. Determinacdo de lignina solGvel, insoltvel e total.
LIGNINA
INSOLUVEL
Massas Massa
Cadigo (papel, Massa de Massa de Massa de da
da Massa papel ligninae  lignina + cinzasde liginsolivel amostra Lignina Desvio
amostra de filtro (g) cinzas) cinzas (g) Lignina (g) (9) seca (g) (%) Média padréo
DESL1 2,336 2,6071 0,2711 0,0041 0,267 2,008 13,30 13,15 0,04
DESL2 2,3245 2,6286 0,3041 0,043 0,2611 2,0076 13,01
LIGNINA
SOLUVEL
Cadigo Absorbancia Massa de Lignina
da Absorbancia PD lignina soltvel Desvio.
amostra  (280nm)  Diluicdo (280 nm) soluvel (g) (%) Média  Padréo
DESL1 0,242 20 1,20 0,151 3,78 3,81 0,0
DESL2 0,242 20 1,16 0,154 3,84
Tabela D.4. Parametros de hidrolise acida H2SO4 72%.
Cadigo da Massa Umidade Massa seca Volume
Amostra inicial (g) (%) (9) (L) Média Desvio padrdo
DESL1 2,0081 9,76 1,8122 0,5 1,8121 0,000191438
DESL2 2,0078 9,76 1,8119 0,5
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Tabela D.5. Determinacdo dos aclcares, acidos organicos, produtos de degradacéo,
balanco do material juntamente com a composicao percentual das macromoléculas.

Celulose Hemicelulose
Fatores
de 0,90 0,72 1,37
conversao 0,9 0,95 3,52 1,29 0,88
. . Acido . . Acido

4 Glicose Celobiose L . HMF Xilose Arabinose - Furfural
Codigoda (gL Ly TMPOL Ly @r) ety %@L
DESL1 2,979 nd nd 0,0006 0,021 nd nd nd
DESL2 3,098 nd nd 0,0007 0,024 nd nd nd
Codigo da

Amostra % glicose % HMF % Xilose % Furfural

DESL1 73,973 0,021 0,510 nd

DESL2 76,940 0,025 0,583 nd

Media 75,457 0,023 0,546 nd

Desvio

Padrao 2,098 0,003 0,052 nd
Codigo da Hemicelulose  Extrativos  Cinzas Totais

Amostra % Lignina  Celulose (%) (%) (%) (%)

DESL1 18,12 73,99 1,02 nd 0,105385709

DESL2 17,98 76,96 1,17 nd 0,110887992

Média 18,05 73,99 1,09 nd 0,11

Desvio

Padrdo 0,10 2,10 0,10 nd 0,0039

As Figuras D1 e D2 mostram os cromatogramas da caraterizacdo das analises
acucares, acidos organicos, produtos de degradacao obtidos a partir da hidrolise &cida.

Figura D.1. Cromatograma para amostra submetida a deslignificacdo alcalina:

acucares.
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Figura D.2. Cromatograma para amostra submetida a deslignificacdo alcalina. Produtos
de degradacdo HMF e Furfural.

WVWD1 A Wavelength=274 nm (2015-08-17DEF_LC 2015-08-17 15-54-100009-0801.0)
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Fonte: Autor, (2015).
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APENDICE E: RAMPA DE CONTROLE DA TEMPERATURA E TEMPO DO PRE-
TRATAMENTO HIDROTERMICO , E POS HIDROLISE ACIDA DO HIDROLISADO
HEMICELULOSICO

Tabela E.1: Rampa de controle da temperatura durante o pré-tratamento hidrotérmico
realizado no reator modelo REGMED AU/E-20.

Tempo (min)  Temperatura (°C) Tempo (min) Temperatura (°C)

0 29,8 120 145,4
10 61,9 130 149,5
20 79,4 140 165,2
30 86,7 150 169,7
40 89,5 160 186,2
50 97,4 220 166,3
60 100,1 230 155,5
70 108,8 240 142,8
80 109,5 250 1152
90 122,3 260 107,2

100 129 270 100,3
110 129,6

Tabela E.2: Valores obtidos na p6s hidrdlise com acido sulfurico 4% do hidrolisado
obtido do pré-tratamento hidrotérmico.

Acido Acido

Hidrolisado Celobiose Glicose  Xilose formico acético HMF Furfural
PHPT1 nd 77365,8 98669,5 10607,4 72113,2 11240,1 24622,1
PHPT2 nd 75532 942278 11860,9 66405,8
Concentracao
(g.L Y - 2,365 2,983 0,749 4,609 0,451 0,649
Concentracao
(g.L Y - 2,311 2,846 0,848 4,236 0,446 0,668
Média - 2,338 2,915 0,799 4,423 0,449 0,659
Desvio

padrdo - 0,039 0,097 0,070 0,264 0,004 0,014
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APENDICE F: ANALISE POR DIFRACAO DE RAIO X — (DRX)

Os difratogramas sdo representados da seguinte maneira: difratograma para 0s
cavacos “in natura” Figura F.1, difratograma para os cavacos submetidos a pré-tratado
Hidrotérmicamente Figura F.2 e difratograma para os cavacos submetidos a

deslignificacdo alcalina Figura F.3, respectivamente.

Atraves das equagdes F.1 e F.2 foi possivel determinar os valores da largura média
dos cristalitos no plano reticulado de maior intensidade e o indice de cristalinidade (IC),
respectivamente, para os cavacos de eucalipto in natura, pré-tratado e deslignificado.

K2 (F.1)
L™ BeosO

Onde:

D - didmetro médio das particulas

K - constante que depende da forma das particulas (esfera = 0,94)
A - comprimento de onda da radiacéo eletromagnética

0 - angulo de difracédo

B (20) - largura na metade da altura do pico de difracédo

Inoy — 1
%IC = [(M)} .100% (F.2)
002

Onde: %IC: Indice de cristalinidade
loo2: Intensidade no pico cristalino a aproximadamente 26

lam: Intensidade relativa a regido amorfa

REFERENCIA:

SEGAL, L. G. J. M. A,, CREELY, J. J.,, MARTIN, A. E.,, & CONRAD, C. M. An
empirical method for estimating the degree of crystallinity of native cellulose using the
X-ray diffractometer. Textile Research Journal, v. 29, n. 10, p. 786-794, 1959.



Figura F.1. Difratograma dos cavacos “in natura.
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Figura F.2. Difratograma dos cavacos pré-tratado Hidrotérmicamente.
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Figura F.3. Difratograma dos cavacos submetidos a deslignificacéo alcalina.
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APENDICE G: ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FT-IR) CAVACOS DE EUCALIPTO

Os espectros sdo representados da seguinte maneira: espectro de infravermelho para os
cavacos “in natura” Figura G.1, espectro de infravermelho para os cavacos submetidos a pré-
tratado Hidrotérmicamente Figura G.2 e espectro de infravermelho para os cavacos submetidos

a deslignificagéo alcalina Figura G.3, respectivamente.



Figura G.1: Espectro de infravermelho para os cavacos “in natura.
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Figura G.2.Espectro de infravermelho para os cavacos submetidos a pré-tratado Hidrotérmicamente .
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APENDICE H: HIDROLISE ENZIMATICA
H.1. Padronizacgdo da Atividade enzimatica das enzimas comercias.

A padronizacdo da enzima para se obter a carga enzimatica das enzimas Celluclast®
1,5L e B-glicosidase foram determinadas segundo metodologia proposta por Ghose (1987). As
curvas para determinagéo sdo mostradas nas figuras H.1, H.2 e H.3.

Figura H.1.1: Curva analitica de glicose

m  Curva analitica glicose

Equation y =a+b*x
Adj. R-Square 0,99282
104 Value Standard Error
’ B Intercept  0,02109 0,02086 a
B Slope 0,28968 0,01101
0,8
o
e
@ 067
(6]
c
©
o]
S 04
o U
Q
<C
0,2 H
0o+ 7
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Concentracao mg/0,5mL

Fonte: Autor, (2015).

A determinacéo da atividade em FPU-g? foi reazada de acordo com a Figura H.2.
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Figura H.1.2: Curva para determinacéo da atividade enzimatica

®  Ensaios para determinar FPU

Equation y=a+b*x
0,045 1 Adj. R-Square  0,96201
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Fonte: Autor, (2015).

A atividade obtida para a enzima comercial Celluclast® 1,5L foi 24,7 FPU-g™.

A determinagdo da concentragdo de glicose liberada pela -glicosidase (Novozym® 188)

foi realizada através da utilizacdo de um kit de anélise de glicose (Reagente GOD-POD, Doles).

Figura H.1.3: Curva para determinacéo da atividade enzimatica.

Equation y=a+b*x
Adj. R-Square 0,9999
Value Standard Error
0,0005 |B Intercept  2,10383E-5
B Slope 3,41982E-4
0,0004 +
©
E
&
W 0,0003 +
©
°
[e]
80,0002
3
Qa
0,0001 +
0,0000 +———

L L L
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

Concentracao (mg/mL)

Fonte: Autor, 201
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Carga enzimatica para a enzima comercial Novozym® 188 foi 289,4 Ul-g.

H.2. Ensaios de hidrolise enzimatica cavacos de eucalipto “in natura”, submetidos a pré-

tratamento hidrotérmico e deslignifcacéo alcalina.

Tabela H.2.1: Perfis de concentracdes em (g-L™) de celobiose durante o tempo de ensaio
enzimatico utilizando-se enzimas comerciais Celluclast® 1,5L e Novozym® 188 nos cavacos de

eucalipto “in natura” e 0s obtidos durante o processo.

Tempo C. “in Deslg.
(h) natura” PT.H20  NaOH

0 0,36332  4,96369 5,76756

0,5 0,39759  3,65107  4,78937

0,39803  2,64879  6,56196

6 0,26332  2,61471  3,11463

12 0,25904 1,88846 2,92841

24 0,24888 091122 1,07833

30 0,24039 0,66842 0,89891

36 0,20291 0,54739  0,99583

48 0,17486 0,5023  0,75388

54 0,0839  0,49143 0,53235

60 0,05228 0,47533  0,92914

72 0,03846  0,46337 0,41813

78 0,02942  0,44848  0,42728

84 0,01995 0,37517 0,37435

96 0,0199 0,33368 0,36265

Tabela H.2.2: Perfis de concentragdes em (g-L™?) de glicose, durante o tempo de ensaio
enzimatico utilizando-se enzimas comerciais Celluclast® 1,5L e Novozym® 188 nos cavacos de
eucalipto “in natura” e 0s obtidos durante o processo.

C. “in

Tempo (h) natura” PT.H20  Deslg. NaOH
0 0 0,51227 0,390187
0,5 0,0144 0,964898 0,942613
3 0,0576 1,041546 1,46696
6 0,1152 1,050137 1,722107
12 0,1224 1,141965 1,900133
24 0,2016 1,698983 2,100973
30 0,36 2,612786 2,53148
36 0,4008 2,866622 2,77096
48 0,414156 2,906145 2,789053
54 0,429828 2,684616 2,852053
60 0,437136 2,780558 3,042027
72 0,454968 2,947769 3,33088
78 0,510132 2,943534 3,760107
84 0,50256 2,939596 3,802053

96 0,495168 2,942313 3,998667
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Tabela H.2.3: Conversdes celulose em glicose obtidos na hidrélise enzimatica utilizando-se

enzimas comerciais Celluclast® 1,5L e Novozym® 188 para os cavacos de eucalipto.

C. “in natura” PT. H20 Deslg.
Tempo (h) (%) (%) NaOH (%0)

0 0,0 7,5 6,7

5 0,2 14,2 16,2

3 0,6 15,3 25,2

6 1,2 15,4 29,6
12 1,3 16,8 32,7
24 2,1 25,0 36,1
30 3,8 38,4 43,5
36 4,3 42,1 47,7
48 4,4 42,7 48,0
54 4,6 39,5 49,1
60 4,7 40,9 52,3
72 4,8 43,3 57,3
78 5,4 43,3 64,7
84 53 43,2 65,4
96 5,3 43,2 68,8

As concentracfes foram obtidas por CLAE, utilizando as seguintes curvas analitica como
mostra a Figura H.2.1.

Figura H.2.1. Curva analitica para celobiose.

m  Celobiose

Equation y=a+b*

71 |Adj. R-Squar  0,98977

3500 Value Standard Erro
1 |C Intercept  -56,99073 82,46968 u

30004 |C Slope 808,4736 36,72883

2500
2000

1500

Sinal (Area)

1000

500

-500 , . , . , . , .
0 1 2 3 4

Concentracao (g.L™)

Fonte : Autor, (2015).
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Figura H.2.3: Curva analitica para Glicose

Equation y=a+b* m  Glicose
4000 - Adj. R-Square 0,99596
Value Standard Error
B Intercept -30,52651 60,41723 u
B Slope 763,9209 21,76108
3000
—_~
S 2000 4
—
<
N
©
£
9 1000 -
04

Concentracao (g.L™")

Fonte: Autor, (2015).
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APENDICE I: ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FT-IR)

Reacéo de acetilacdo da lignina de acordo com a Figura I.1.

Figura 1.1: Reacdo de acetilacdo da lignina

o+~Lignin
\OAc ./ “OAc

0 o LY o
PN HCO™ Y 07
el OCH;
’/j ACO)\Q OAc
i OAc
< Y 7o AcO
g8 : OCH, / {
3 \ / HO e L = ,
HO [ ) :
HO OCH3 OAc > / AcO
AcO OCH;

Fonte: adaptado de Hoareau, 2006.

Os espectros sdo representados da seguinte maneira: espectro de infravermelho para a

lignina “in natura” Figura [.2 , e espectro de infravermelho para a lignina Acetilada Figura 1.3 .

REFERENCIA:

HOAREAU, W.; OLIVEIRA, F. B.; GRELIER, S.; SIEGMUND, B.; FROLLINI, E,;
CASTELLAN, A. Fiberboards based on sugarcane bagasse lignin and fibers. Macromolecular
Materials and Engineering, v. 291, n. 7, p. 829-839, 2006.
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Figura 1.3. Espectro de infravermelho para a lignina Acetilada.
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APENDICE J : ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA

Os espectros sdo representados da seguinte maneira: espectro de ressonancia magnética
da lignina acetilada de prétons *H é representado pelas Figuras J.1, J.2 e J.3. os espectros de

RMN de 3C é representado pelas figuras J.4, J.5 e J.6, respectivamente.



108

Figura J.1. Ressonancia Nuclear Magnética de H na regido de (0 a 10) ppm.
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Figura J.2. Ressonancia Nuclear Magnética de H na regido de (0 a 4) ppm.
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Figura J.3. Ressonancia Nuclear Magnética de *H na regido de (5 a 9) ppm.
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Figura J.4. Ressonancia Nuclear Magnética de *C na regio de (0 a 100) ppm.

Iranildo/Ana Maria/Antibioticos
Amostra Lig Acet

Solicitacso N. N1005-9
07.10.2015 UFFE

Sarple Nane:

Data Collected on:
variand 00 -vamrs400
Archive dirsctory:

Sample directory:
Fiarile: w1005 _9.13¢

Pulse Seguence: CARBON (s2pul)
Eclvent: odoll
Data collected on: Oct 7 2015

Tang. 26.0 C / 299.1 K
Operator: ricarde ’

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degreen

Aog. time 1,285 sac

wideh 25510.2 Hx

856 repetitions
OBSERVE C13, 100.5146018 MEzx

DRCOVPLE H1, 399.7415666 Mz 1
Power 33 ds

continuocusly on
WALTZ-16 modulsted
DATA PROCESSING

Line broadeaing 2.0 Hz
PT pime 65536
Total time 1 hr, 17 n

LG (L L 2 B ooy e O LD B i o e B B i i TP T LBL LA U oo e i e

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm



112

Figura J.5. Ressonancia Nuclear Magnética de **C na regido de (0 a 60) ppm.
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Figura J.5. Ressonancia Nuclear Magnética de *C na regio de (60 a 180) ppm

095° €LY/ M

Mv
T0%" 691 r. A M K
BTL” mS - -
A TA ?«

ppm

80

90

100

110

120

130

140

150

160

170

180



APENDICE K: ESPECTROSCOPIA UV/Vis LIGNINA “IN NATURA”

Determinagéo do coeficiente de extingéo

Tabela K.1: Curva de absorbancia por concentracdo de Lignina.

114

Concentracéo
(g-L?h) Absorbancial  Absorbancia2  Absorbancia 3 Media Desvio padrdo
0,0025 0,047629 0,047879 0,047629 0,047629 0,000144338
0,005 0,13952 0,13938 0,13998 0,13952 0,0003139
0,025 0,6156 0,61499 0,61483 0,61499 0,000406325
0,05 1,1102 1,1117 1,1099 1,1102 0,000964365
0,1 2,2767 2,2766 2,272 2,2766 0,002685144

Tabela K.2: Espectro de UV/Vis das solugdes de 0,026 g.L 1das ligninas “in natura”. Valores de

comprimento de onda por absorbancia

A (nm) ABS(DO) A (nm) ABS(DO)
190 2,28753 360 0,05888
200 2,5986 370 0,0522
210 2,61151 380 0,04455
220 0,68286 390 0,06613
230 0,3481 350 0,06363
240 0,27757 400 0,02934
250 0,29476 410 0,02377
260 0,39271 420 0,01906
270 0,5293 430 0,01547
280 0,56881 440 0,0126
290 0,39395 450 0,01053
300 0,21712 460 0,00879
310 0,11839 470 0,00754
320 0,08686 480 0,00646
330 0,07203 490 0,00604
340 0,0675 500 0,00493
350 0,06363 - -




