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RESUMO

A fim de reduzir os impactos ambientais gerados pelo descarte inadequado de residuos
agroindustriais, a busca por reaproveitd-los promove um olhar mais atencioso para o etanol de
segunda geragdo, além do aproveitamento da lignina para produgdo de produtos de valor
agregado. O presente estudo avaliou tanto a producdo de etanol como do surfactante
lignosulfonato (LS), um produto de valor agregado obtido a partir do reaproveitamento da
lignina extraida, utilizando como matéria prima a fibra de coco verde. Assim, foi estudada a
producdo de aglcares a partir da hidrélise enzimatica variando-se a concentracdo de biomassa
(5,0, 10,0 e 15,0 %) e a carga de enzimas (10,0, 15,0 e 20,0 FPU/g), ap6s os pré-tratamentos
com hidroxido de sdédio (ensaio HS) e combinado (explosdo a vapor seguido do tratamento
com hidréxido de sddio) (ensaio EVHS). Em seguida, foi avaliada a produgao etandlica para
ambos o0s ensaios, variando-se a carga de so6lidos e de enzimas, além das estratégias de
sacarificagdo e fermentacdo simultdneas (SSF) e semi-simultaneas (SSSF). No presente
estudo, o lignosulfonato produzido a partir de uma sulfometilagdo da lignina foi adicionado na
hidrolise enzimatica da biomassa, a fim de se avaliar o seu efeito no rendimento de agucares.
Na hidrélise enzimatica, o aumento da carga de s6lidos demonstrou um aumento significativo
na concentracdo de glicose obtida para ambos os ensaios, porém, a variagdo da carga
enzimatica ndo foi estatisticamente significativa, exceto para o ensaio EVHS, a 15% de
solidos, com 15 FPU/g (>34 g/L) e 20 FPU/g (>31 g/L). Ademais, o lignosulfonato ¢ eficiente
na reducdo da adsor¢do ndo-produtiva da lignina na enzima, quando adicionado ao processo
de hidrolise. Na fermenta¢do, a mudanga na estratégia fermentativa e a variagdo da carga
enzimatica ndo indicou variagdo significativa na producdo de etanol para o ensaio HS. Por sua
vez, para o ensaio EVHS, o aumento da carga enzimatica aumentou de maneira significativa a
concentracdo de etanol produzida. Além disso, a mudanca de estratégia de SSF (a 20,0
FPU/g) para SSSF (a 15,0 FPU/g) demonstrou um aumento em torno de 40% na concentragao
de etanol obtida, enquanto reduziu cerca de 25% de enzima utilizada. Em relacdo aos
lignosulfonatos, as andlises de FTIR corroboraram a eficiéncia do processo de sulfometilagao
para sulfonagdo dos grupos aromaticos da lignina. Sua adi¢do na hidrolise enzimatica, para
uma concentracao de 0,5 g/L (1% m/m de biomassa), resultou em um aumento de 30% na
conversao celuldsica. Portanto, os resultados indicam que o aumento da quantidade de s6lidos
na hidrélise enzimatica aumenta a conversao celuldsica, mas nem sempre o aumento da carga
enzimatica se faz necessario. Além disso, verificou-se que a mudanca de estratégia
fermentativa, em alguns casos, permite a reducdo da quantidade de enzima comercial usada,

ainda aumentando a produgdo de etanol no processo.



Palavras-chave: biomassa lignocelulosica, lignosulfonato, lignina, hidrolise enzimatica,

etanol.



ABSTRACT

In order to reduce the environmental impacts generated by the inappropriate disposal of agro-
industrial waste, their reuse promotes a more attentive look at second-generation ethanol, in
addition to the use of lignin for the production of value-added products. The present study
evaluated ethanol and lignosulfonate (LS) productions, from green coconut fiber. The sugar
production in enzymatic hydrolysis was studied by varying the biomass concentration (5, 10
and 15%) and the enzymatic load (10, 15 and 20 FPU/g), after pre-treatments with sodium
hydroxide (test HS) and combined (steam explosion followed by treatment with sodium
hydroxide) (test EVHS). Then, the ethanolic production was evaluated for both tests, varying
the solids load and in simultaneous (SSF) and semi-simultaneous (SSSF) saccharification and
fermentation strategies. The lignosulfonate produced from a lignin sulfomethylation was
added in the biomass enzymatic hydrolysis, in order to evaluate its effect on the sugars yield.
In the enzymatic hydrolysis, the increase in the solid load showed a significant increase in the
glucose concentration obtained for both tests. However, the variation in the enzymatic load
was not statistically significant. Only for test EVHS, at 15% solids, with 15 FPU/g (>34 g/L)
and 20 FPU/g (>31 g/L). Furthermore, lignosulfonate is efficient in reducing the non-
productive adsorption of lignin on the enzyme when added in the hydrolysis process. In
fermentation, the change in fermentation strategy and the variation in enzymatic load did not
indicate a significant variation in ethanol production for test HS. In turn, for test EVHS, the
significant increase in enzymatic load increased the ethanol produced concentration. In
addition, changing the strategy from SSF (at 20 FPU/g) to SSSF (at 15 FPU/g) showed an
increase equivalent to 40% in the ethanol obtained concentration, while reducing about 25%
of used enzyme. Regarding lignosulfonates, FTIR analyzes corroborate the efficiency of
sulfomethylation process for sulfonation of the aromatic groups of lignin. As for its addition
in enzymatic hydrolysis, for a concentration of 0.5 g/L (1% m/m of biomass), it showed a
30% increase in cellulosic conversion. Therefore, the results indicate that increasing the
amount of solids in enzymatic hydrolysis increases cellulosic conversion, but increasing the
enzymatic load is not always necessary. In addition, it was verified that the change in the
fermentation strategy, in some cases, allows the reduction of the amount of cormaceous
enzyme used, even increasing the production of ethanol in the process.

Keywords: lignocellulosic biomass, lignosulfonate, lignin, enzymatic hydrolysis, ethanol.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO




1. Introducao

Neste capitulo faz-se uma introdu¢do ao tema da pesquisa realizada, em que sdo

abordados a importancia do trabalho e seus aspectos gerais.

A biomassa lignocelulésica ¢ uma fonte energética renovavel e abundante, que pode
ser utilizada na producdo de combustiveis liquidos e gasosos. Sendo responsavel por 50% da
biomassa total disponivel no mundo (SUKUMARAN et al., 2009), pode ser utilizada na
fabricacdo de produtos termoquimicos e dlcoois de segunda geracdo e, portanto, tem ganhado
cada vez mais importancia na matriz energética mundial (WU et al., 2022). Além de garantir
o reaproveitamento de residuos agroindustrais, visa a redu¢do de danos ambientais causados
por fontes de energia primdria ndo-renovaveis (como petroleo, gas natural e carvao mineral),
que s3o os combustiveis emissores de CO,, fortemente relacionado ao efeito estufa e causador
da elevacdo da temperatura do planeta e de mudancas climaticas (NAIK et al., 2010; BOZIO,
2018).

O coco verde ¢ um dos principais cultivos presentes no Brasil desde o século XVI,
sendo muito utilizado na produgdo de leite de coco, coco ralado, agticar, 4gua de coco, 6leo de
coco e outros (EMBRAPA, 2014). Apesar da variedade de produtos oriundos do coco,
aproximadamente 80-85% deste tende a ser descartado como residuo, mas que pode se tornar
uma matéria-prima potencial para a producdo de butanol e etanol, uma vez que ¢ rica em
polimeros estruturais que podem ser convertidos em glicose e, posteriormente, fermentados
em etanol e butanol (ARAUJO, 2021).

Em se tratando da produgdo de etanol a partir da biomassa lignoceluldsica, os novos
processos sdo desafiadores, porém promissores. A conversdo desse tipo de material em
acucares fermentesciveis por via enzimatica, e posterior producdo de etanol por fermentacao,
tem sido uma alternativa na busca para atender a alta demanda mundial energética associada
ao aproveitamento dos residuos agroindustriais do processamento do coco, milho, cana de
acucar, entre outros (NOGUEIRA, 2017).

Tendo em vista a alta complexidade da matriz lignocelulosica, os pré-tratamentos sdo
uma alternativa para desestruturd-la e, assim, aumentar a disponibilidade de celulose e
hemicelulose na biomassa, a partir de reagdes que permitam reduzir a quantidade de lignina
na biomassa e ou modifica-la (SILVERSTEIN et al., 2007). Esses polissacarideos serdo,
entdo, hidrolisados em agucares monoméricos fermentesciveis, e, posteriormente,

fermentados em etanol. Diferentes pré-tratamentos, como quimicos, fisicos, fisico-quimicos e
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biologicos, ou combinagdes destes, devem ser utilizados de acordo com necessidades
especificas e com a biomassa a ser usada, uma vez que ndo ha um consenso na comunidade
cientifica acerca de um unico tipo de tratamento que seja eficiente para todos os materiais
celuldsicos (SADDLER & KUMAR, 2013). A escolha do pré-tratamento deve levar em
consideragdo fatores tecnologicos, econdomicos e ambientais e, desta forma, deve-se avaliar o
rendimento de agucares, quantidade de energia, temperatura e pressao, bem como a utilizagao
de reagentes quimicos e dgua que sdo primordiais para a viabilidade do processo (SOUZA et
al., 2009).

Além da biomassa pré-tratada rica em celulose utilizada para producdo de etanol, ¢
possivel que a fragdo liquida produzida seja rica em lignina e utilizada na produgdo de energia
e de outros compostos de interesse, como alcool, proteinas, vanilina e surfactantes (LUO et
al., 2010 apud NOGUEIRA et al, 2018). Nesse caso destaca-se o Lignosulfonato,
amplamente obtido a partir de reagdes de sulfonacdo e hidrolise no processo sulfito em
industrias de polpacdo da madeira (ARO & FATEHI, 2017), que ¢ um polimero anionico e
soluvel em agua, devido a substituicdo de partes hidrofébicas por grupos sulfatos na lignina,
sendo entdo um surfactante renovavel, degradavel, de baixa toxicidade e de baixo custo
(PADILHA et al., 2021). Sua molécula ¢ similar a lignina precursora, sendo composta por
alcoois coniferilico (grupo guaiacila), sinapilico (grupo siringila), ¢ p-cumarilico (grupo p-
hidroxifenila) ligados entre si por ligacdes éter ou carbono-carbono, e pode ter diferentes
massas moleculares. Destacando-se que esta caracteristica afeta diretamente o comportamento
adsorvente desse biopolimero (RUWOLDT et al., 2020; PADILHA et al., 2021)

Salienta-se que, nas pesquisas sobre producdo de etanol 2G, ha uma busca por
alternativas que aumentem o rendimento da hidrolise, melhorando a acessibilidade da enzima
a celulose, e evitando o mecanismo de adsorcdo irreversivel de parte das celulases sobre a
lignina (ARAUJO, 2016). Dessa forma, destaca-se 0 uso de polimeros com propriedades
tensoativas para facilitar a transferéncia de lignina e derivados da fase aquosa para a
superficie polimérica, tornando a superficie celuldsica mais disponivel para a¢do enzimatica
(NOGUEIRA, 2021).

O Grupo de Engenharia de Bioprocessos da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte vem trabalhando no tema de valorizacdo da fibra de coco para producao de etanol 2G,
como Ribeiro et al. (2022), Nogueira (2021), Padilha et al. (2019). Entretanto, a presente
dissertagdo ¢ a primeira a produzir lignosulfonato, além de avaliar seu uso no processo de

hidrolise, como descrito na Figura 1.1. Na literatura, verificam-se poucas produgdes
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cientificas em que se menciona a produgdo de lignosulfonato a partir de fibra de coco, como

DAUD et al. (2021).

Nesse contexto, o presente estudo aborda a producdo e posterior utilizagdo do

lignosulfonato, obtido do pré-tratamento da fibra de coco, na etapa de hidrolise enzimatica

visando a producdo de etanol de segunda geracdo. Além disso, foi avaliada sua eficiéncia em

interagir como adsorvente de lignina residual presente na biomassa pré-tratada, visando a

reducdo a adsor¢do ndo-produtiva na superficie da enzima, favorecendo, assim, a interacao

celulose-celulase no processo de hidrolise e, portanto, aumentando o rendimento de agucares

fermentesciveis.

Fibra de coco verde 10% (m/v)

|

Figura 1.1 - Fluxograma de processo.

A 4

y

Fonte: Autora (2023).

Pré-tratamento

Pré-tratamento

Combinado Alcalino . H2S04
l l Agua de Lavagem 5M
I Biomassa pré-tratada
PR . = . . - (rica em celulose) Extragao de NaOH 1,0% (m/v
Fracéo liquida <= Filtracao » Lavagem/Filtracao > Li g. Formaldeido 3D é% (\)//v)
Biomassa Ignina - " 5
] Bissulfito de Sédio 20 g/L
pré-tratada
néo lavada 1
L Lignina '
i i d > Sulfometilagdo
SSF SSSF ke o
Enzimatica
1 A
| )
Etanol Etanol Lignosulfonato Didlise
(1 kDa)

Fracéo liquida sem
lignosulfonato

12



CAPITULO 2: OBJETIVOS
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2. Objetivos

Neste capitulo sdo apresentados os objetivos, geral e especificos, que serdo

abordados no presente estudo.

2.1 Objetivo Geral

Produzir etanol de segunda geracao e lignosulfonato, a partir dos produtos gerados do

fracionamento do coco verde, e avaliar a influéncia do lignosulfonato produzido no

rendimento da hidrélise enzimatica.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o impacto dos pré-tratamentos alcalino e combinado (explosdo a vapor +
alcalino) sobre a composicao da fibra do coco verde pré-tratada, prioritariamente sobre
a remocao de lignina;

Mensurar a influéncia da variagdo da carga de soélidos das biomassas pré-tratadas na
hidrolise enzimatica em termos de aguicares fermentesciveis sem adicao de surfactante;
Mensurar a influéncia da variacdo da carga enzimatica na hidrolise enzimatica das
biomassas pré-tratadas em termos de aglcares fermentesciveis sem adi¢do de
surfactante;

Avaliar a eficiéncia da producdo de surfactante (lignosulfonato) a partir da lignina
residual removida apds os pré-tratamentos;

Avaliar a eficidcia do lignosulfonato na potencializagdo da liberacdo de acgucares
fermentesciveis na hidrélise enzimatica;

Mensurar a producdo de etanol via sacarificagdo e fermentacdo simultaneas (SSF) e
semi-simultaneas (SSSF) utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae a partir do

residuo agroindustrial da fibra de coco verde.
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3. Revisao Bibliografica

A seguir sdo apresentados os principais conceitos usados para o desenvolvimento
desta disserta¢do. Sdo abordados topicos importantes que fundamentam a teoria envolvida
nas diversas etapas do processo de produgdo de lignosulfonato, e de sua aplicacdo na

produgdo de etanol celuldsico.

3.1 Biomassas Lignocelulodsicas

Os materiais lignoceluldsicos sdo compoOsitos naturais presentes na natureza e
representam cerca de 90% da biomassa renovavel disponivel na atmosfera (SAINI et al.,
2015). Apesar de ser constituida principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, os teores
de cada oligossacarideo na sua composi¢do ¢ varidvel de acordo com a origem, espécie e
condi¢do climatica da regido (DA COSTA FILHO, 2021). A interacdo entre lignina,
hemicelulose e celulose forma a estrutura da parede celular que ¢ estavel, funcional e segura

para o vegetal (SUN & CHENG, 2002), como demonstrado na Figura 3.1.
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Figura 3.1 - Composi¢do da parede celular vegetal. (A) celulose (B) hemicelulose (C) lignina.

Fonte: Autora (2023).
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Cerca de 20 bilhoes de toneladas de materiais lignoceluldsicos sdo gerados por ano no
mundo como residuos so6lidos, e que poderiam ser convertidos em produtos renovaveis e
biodegradaveis de alto valor agregado. Entretanto, a utilizagdo de biomassa para producao
energética tem ganhado visibilidade no mercado energético mundial, como bioetanol,

biohidrogénio e biometano (WU et al., 2022).

3.1.1 Celulose
A celulose (Figura 3.1A) ¢ um polimero renovavel de cadeia longa e linear encontrado
principalmente nas paredes celulares de plantas, sendo considerado o maior reservatério de

carbono do mundo (FESTUCCI-BUSSELI et al., 2007). Esse polissacarideo apresenta um

grande potencial industrial, sendo matéria-prima de diversos produtos, por exemplo, o papel,
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tecidos, acucares e alcoois de segunda geragdo, como butanol e etanol (GUSAKOV et al.,
2007).

A celulose ¢ formada por unidades de D-glicose unidas por ligacdes B-1,4-
glicosidicas. A unido de duas unidades de glicose formam a estrutura chamada de celobiose
(NOGUEIRA, 2017), como indica a Figura 3.2. Dessa forma, a celulose ¢ encontrada na
forma de microfibrilas (DA COSTA FILHO, 2021).

Figura 3.2 - Estrutura da Celulose.
Fonte: CORDEIRO (2016)

OH
(o]
Q HO OH
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Terminagao ndo Redutora Celobiose (unidade repetitiva da celulose) Terminagdo Redutora

Reponsaveis pela rigidez estrutural, as moléculas de celulose estao associadas umas as
outras por forcas intermoleculares do tipo ligacdes de hidrogénio e de Van der Waals
(PADILHA et al., 2021), apresentando regides cristalinas intercaladas com regides amorfas,
auxiliando no ordenamento da cadeia polimérica. Com isso, a celulose ¢ considerada um
biopolimero cristalino e compacto, sendo assim, insolivel em 4gua e resistente a

despolimerizagdo (SINGH et al., 2014).

3.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose (Figura 3.1B), também chamada de poliose, ¢ um polimero
heterogéneo composto por unidades de agucares de baixa massa molecular como pentoses
(arabinoses, xiloses) e hexoses (glicoses, manoses, galactoses), além de acidos urdnicos
(acido glucoronicos, metilglucorénicos, galactourdnicos) e deoxiexoses (ramnoses e fucases),
como visto na Figura 3.3. Um dos principais carboidratos formados da hemicelulose ¢ a
xilana, formado por unidades de xilose unidas por ligagdes glicosidicas (CARVALHO et al.,
2013).

Dessa forma, a depender do tipo de tecido vegetal, estdgio de desenvolvimento da
planta e sua espécie, diferentes estruturas de hemicelulose podem ser identificadas (FENGEL

& WEGENER, 1989; GIRIO et al., 2010; WU et al., 2022).
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Figura 3.3 - Estruturas que compdem a hemicelulose.

Fonte: FENGEL & WEGENER (1989).
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Diferentemente da celulose, as cadeias de hemicelulose sdo estruturas amorfas, de
baixa massa molecular e de baixo grau de polimerizagdo, o que as tornam mais suscetiveis a
hidrolise por acidos diluidos ou enzimas (PADILHA et al, 2021). Além disso, algumas
moléculas desse carboidrato podem ser hidrolisadas em solugdes alcalinas e até mesmo em
agua a temperaturas acima de 150°C, uma vez que esta se torna fonte de protons em altas
temperaturas (BALAT, 2011; NAIDU et al., 2018).

Uma vez que constitui de 15-35% da parede celular vegetal, tal estrutura esta
intimamente ligada a celulose por ligagdes de hidrogénio, sendo responsavel pela estabilidade
das fibras. Ainda conectada por ligagdes covalentes com a lignina, se torna a estrutura
intermediaria da parede celular vegetal (NOGUEIRA, 2017).

O uso comercial desse polissacarideo ¢ visto na fabricagdo de biofilmes para
encapsulamento de remédios, hidrélise para produgdo de xilooligossacarideos, xilitol, furfural,

butanol, etanol, acido latico, entre outros produtos de interesse industrial (MARTINS, 2020).

3.1.3 Lignina

A lignina (Figura 3.1C) ¢ um biopolimero aromatico e renovavel presente na parede
celular vegetal, sendo responsavel por 30% do carbono organico presente na biosfera, atras
apenas da celulose (DA COSTA FILHO, 2021). E formada por unidades de fenilpropanoides
(unidades Cy) € monolignoéis, como alcool p-cumarilico, 4lcool coniferilico e dlcool sinapilico,

que diferem entre si pelo grau de metoxilacdo e formam as unidades guaiacil (unidade G), p-
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hidroxifenil (unidade H), siringil (unidade S) (LI et al., 2022). Esse polissacarideo tem uma
matriz estrutural complexa, amorfa, tridimensional e varidvel de acordo com a espécie. A
razdo entre os monomeros na lignina tem sido usada como fator taxondmico vegetal
(KUHAD et al., 1997). A Figura 3.4 destaca as unidades estruturais basicas encontradas na

lignina.

Figura 3.4 - Ligagdes presentes e unidades estruturais bésicas encontradas na lignina.

Fonte: ASINA et al. (2017).

& AN
PN = e MeO, o
P W [ ]’ oH R S
AN

l \I oM
o ~F "o O~ ‘T/
OMe OMe
Para- coumaryl alcohol Coniferyl alcohol Sinapyl alcohol
(H,4-hydroxyl phenyl) (G,guaiacyl) (S,Syringyl)

od N\_Io
/&
W’\;::“
syun aiseg

Esse biopolimero estd presente na parede secundaria e na lamela média da célula
vegetal, conferindo rigidez a sua parede celular (FASANELLA, 2008). Associado a isso, esta
ligado a hemicelulose por interagdes covalentes do tipo a-éter, entre o carbono 6 da -manose
da glucoramanana e a posi¢do o da lignina, formando um Complexo Lignina-Carboidrato
(CLC), mantendo as fibras unidas, garantindo rigidez e integridade da biomassa
(NISHIMURA et al., 2018; MARTINS, 2020). Além disso, ¢ insolivel em 4gua e
recalcitrante, protegendo as fibras de agentes microbioldgicos e de dgua (NAIDU et al.,
2018).

Portanto, a lignina pode ser utilizada na producdo de emulsificantes, floculantes,
lubrificantes, combustiveis liquidos, hidrogénio como fonte energética, bioplasticos e
nanotubos (GUERRIERO et al., 2016; TU et al., 2023). Destaca-se que no presente estudo a

lignina sera utilizada na produgao de lignosulfonato.
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3.2 Coco Verde

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma planta frutifera da classe das monocotiledoneas,
originaria do Sudeste Asidtico, e que foi trazido para o Brasil na segunda metade do século
XVI, tornando-se um dos principais cultivos do pais. O cultivo do coco ¢ responsavel pela
geracdo de empregos e renda em pequenas e grandes empresas do agronegocio durante o ano
inteiro, principalmente na regido Nordeste do pais (MOURA NETO et al., 2018; PENHA et
al., 2018). Essa palmeira, membro da familia Aracaceae, tem multiplas funcionalidades e
encontra-se difundida em diversos paises de zona intertropical, que detém condicdes ideais de
cultivo, como radiagio solar abundante (300-900 W.m) e com duragdo anual de 2000 horas,
solos arenosos, umidade regular (60-90%), temperatura média em torno de 22-34°C e
precipitagdo bem distribuida anualmente (GOMES & PRADO, 2007).

O coco ¢ um fruto seco simples, classificado como drupa fibrosa, sendo 65% da
estrutura correspondendo a noz e seu conteudo (agua e albumen sdlido) e 35% a parte fibrosa
(casca). (PENHA et al, 2018; MIOLA et al., 2020). A Figura 3.5 ilustra o coco e suas

estruturas acima citadas.

Figura 3.5 - Estrutura do Coco. (1) epicarpo, a casca da fruta; (2) mesocarpo fibroso, o miolo;
(3) endocarpo, a casca da semente; (4) endosperma carnoso ou albumen solido, a parte
comestivel do fruto e que € preenchido pelo endosperma (ou albtimen) liquido (4gua de coco);
e o embrido (5).

Fonte: PENHA et al. (2018)
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para agroindustria, tendo o albiimen sélido como fonte de produgdo de leite de coco, coco
ralado, 6leo, coco seco desidratado, acucar, entre outros; e o albumen liquido é processado
como agua de coco, vinagre e outros. Além disso, outras estruturas do fruto, como a fibra,
podem ser usadas para a confeccdo de moveis e artesanato (EMBRAPA, 2014; NOGUEIRA,
2021).
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Apesar da variedade de produtos oriundos do coco, aproximadamente 80-85% deste
torna-se residuo, representado por suas cascas (NOGUEIRA, 2017). Portanto, aliado ao
crescente mercado internacional do coco e de suas variedades, a quantidade de residuo
agroindustrial gerado ¢ um grande problema ambiental. Com o descarte de maneira
inapropriada em lixdes, aterros sanitarios e locais publicos, como toda matéria organica, o
residuo de coco apresenta um alto potencial de emissdo de gases, além da proliferagdo de
vetores transmissores de doencas, mau cheiro, contaminagdo de aguas e solo, e destruicdo da
paisagem urbana (ROSA et al, 2001; ARAGAO, 2002). Tendo em vista o alto custo
associado a producdo de carvao ativado a partir da pir6lise das partes fibrosas do coco
(NOGUEIRA, 2021), faz-se necessario buscar destinos alternativos para esse residuo.

As fibras do coco sdo materiais lignoceluldsicos obtidos principalmente do mesocarpo,
com alto teor de lignina e, portanto, maior dureza e durabilidade quando comparadas com
fibras de outros residuos agroindustriais, além de ter baixa taxa de degradacdo (CORRADINI
et al., 2009; ARAUJO, 2021; ARAUJO DE ALMEIDA & COLOMBO, 2021).

A lignina presente na fibra ¢ responsdvel por fornecer outras caracteristicas
importantes, como resisténcia a microrganismos e a impactos, exercendo funcao de protegdo a
célula (PENHA et al., 2018). Além da lignina, a casca do coco verde ¢ composta por celulose,
hemicelulose e outros componentes como terpenos, gorduras e compostos fenodlicos,
representando 5-20% de todo o material (FENGEL & WEGNER, 1989).

A utilizagdo do residuo do coco verde e de outros produtos agroindustriais, como
biomassa lignoceluldsica fonte de bioetanol, tem sido objeto de estudo a partir do fato de que
a producdo de biocombustiveis de primeira geragdo (1G), como alcool e biodiesel, traz a tona
uma preocupagdo com a crise mundial dos alimentos (SUAREZ et al, 2009; FOOD-
SECURITY-INFORMATION-NETWORK, 2020). Com isso, para a substituicdo de matéria-
prima que também abastece o mercado de consumo interno do pais, tem-se estudado o
reaproveitamento de residuos agroindustriais, que normalmente sdo direcionados a lixdes e
aterros sanitarios, entre cles, casca de coco verde, sendo denominados biocombustiveis de
segunda geracdo (2G). Ainda nessa vertente, had o conceito de energia de terceira geracao
(3G), que combina avangos tecnologicos e gendmicos para aprimorar certas caracteristicas
das biomassas para torna-las mais apropriadas para conversdo em bioprodutos e que sdo

facilmente cultivaveis, como microalgas (DELMIRO, 2020).
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3.3 Producio de Etanol Celulésico

O etanol de segunda geracdo (E2G) tem recebido atengdo especial em paises como
Brasil, China e Estados Unidos, em prol da sustentabilidade envolvida no processo. No Brasil,
estdo se desenvolvendo pesquisas que envolvem essa nova tecnologia, com investimentos na
construcdo de plantas de processo, incentivados pelo plano conjunto BNDES-FINEP de
Apoio a Inovagao Tecnologica Industrial dos Setores Sucroenergético e Sucroquimico (Paiss)
(MILANE-Z et al., 2015). Em decorréncia do sucesso do Paiss, foi lancado o Paiss 2, focado
no incentivo a produtividade agricola do setor, desenvolvimento de maquinas e sistemas
integrados, investindo um total de R$ 1,48 bilhdo até 2018. Sancionada ao fim de 2017, a Lei
n. 13576 propds a criagdo do programa Renovabio a fim de promover o crescimento da
producdo de biocombustiveis, garantir mercado a longo prazo e previsibilidade energética,
além de diminuir a emissdo de gases de efeito estufa (LORENZI & DE ANDRADE, 2019).
Além disso, no mercado nacional ha a Raizen, uma empresa integrada que ¢ referéncia global
em geragdo de bioenergia e produz diversos produtos renovaveis, como bioetanol e biogas.

Para a produgdo do bioetanol, algumas etapas, apds obteng¢do e preparo da matéria-
prima s3o necessarias, como o pré-tratamento, a hidrdlise enzimatica, a fermentagdo e a
destilacao (Figura 3.6). O pré-tratamento se faz necessario para tornar os polissacarideos da
estrutura acessiveis ao ataque enzimdtico na etapa de hidrolise, permitindo entdo a
despolimerizagdo destes em aglcares fermentesciveis, tais como glicose, xilose, arabinose e
celobiose. Na etapa de fermentagdo, microrganismos sao usados para converter 0s monomeros
em etanol e outros compostos de interesse industrial (NOGUEIRA, 2017). Apos isso, o caldo
fermentado (vinho) passa por um processo de destilacdo para separagdo de componentes,
purificando o etanol e determinando o teor alcodlico, de acordo com o do interesse comercial.
Sendo importante destacar que, com o elevado custo da enzima na hidrélise e, a depender do
pré-tratamento, a alta quantidade de solvente usada, faz-se necessario o aprimoramento da

técnica para producdo do bioetanol (OGATA, 2013; DA COSTA FILHO, 2021).

Figura 3.6 - Processo Produtivo do Bioetanol.

Fonte: NOGUEIRA (2021).
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3.3.1 Pré-tratamento

Sendo a primeira fase na obtencdo do etanol de segunda geracdo, a etapa de pré-
tratamento representa grande parte do obstaculo no processo: cerca de 20% dos custos de
producdo total do biocombustivel (YANG & WYMAN, 2008). A sua finalidade ¢ solubilizar
e/ou modificar os principais polissacarideos presentes na biomassa, aumentando a
suscetibilidade do material ao ataque enzimatico na etapa de hidrolise ao reduzir a
recalcitrancia da biomassa. Ainda possibilita a recuperagdo da fracdo liquida que foi
solubilizada, seja de forma parcial ou total. (GONCALVES et al., 2016). Essa etapa ¢
eficiente na remoc¢do de cinzas minerais existentes na composi¢do que podem obstruir os
poros da fibra e, assim, aumentar o custo e o tempo em etapas posteriores (LEE et al., 2021).

A depender do tipo de processo empregado, pode haver a solubilizacdo da lignina e
hemicelulose pela quebra das ligagdes entre esses compostos, ocorrendo assim uma hidrolise
das ligagdes éteres da estrutura da lignina e, por fim, adicionando grupos hidrofilicos aos
anéis benzénicos, aumentando entdo a solubilidade desse composto em dgua. Ainda € possivel
que haja uma despolimerizacdo da lignina e da hemicelulose, além do aumento da area
superficial dos compostos em questdo, o que ocasiona um aumento consideravel na
conversao, reduzindo a recalcitrancia da estrutura vegetal e, consequentemente, facilitando a
transferéncia de massa (MOOQOD et al., 2013; RABELO et al., 2019). Uma representacao
ilustrativa do que ocorre com a estrutura lignocelulésica com o emprego do pré-tratamento
estd demonstrada na Figura 3.7.

Figura 3.7 - Estrutura lignoceluldsica com ac¢ao do pré-tratamento.

Fonte: DA COSTA FILHO (2021).

24



Lignina

eprien-a1d essewong

Biomassa ndo tratada

E consenso na comunidade cientifica que nio ha um pré-tratamento universal, o
melhor pré-tratamento depende do tipo de biomassa e produto de interesse. Uma vez que
diferentes processos estdo sendo estudados, estes podem ser classificados como pré-
tratamentos fisicos (moagem, microondas, extrusdo), quimicos (acido, basico, organossolv,
liquidos i6nicos, sais inorganicos), fisico-quimicos (explosdao a vapor) e bioldgicos, além da
possibilidade da combinacao entre eles, a fim de se obter uma agdo sinérgica de seus efeitos
(MOSIER et al., 2005; GU et al., 2021). E reportado que os tratamentos combinados além de
melhorar a disponibilidade da celulose, aumentam a solubilizacdo (com posterior
recuperacdo) da hemicelulose e lignina, ja que sdo tratamentos sequenciais € que permitem a
remogado de cada fragdo de forma separada e especifica. Com isso, também ha minimizagdo de

perdas e de subprodutos inibidores das proximas etapas (CHERUBINI, 2010).

3.3.1.1 Pré-tratamento quimico

Sendo o tratamento que se demonstra mais promissor, técnica € economicamente, o
pré-tratamento quimico permite a solubilizagdo da hemicelulose e/ou lignina, aumentando a
area superficial livre da celulose para o ataque enzimatico. Entre eles, podem ser utilizados os
acidos, os agentes alcalinos, os oxidativos, os solventes eutéticos profundos e os solventes
organicos (organossolv). Nos pré-tratamentos alcalinos usando, por exemplo, hidroxido de
sodio, hidréxido de célcio, entre outros, as ligagdes ésteres intermoleculares entre lignina e
hemicelulose sdo afetadas permitindo a solubilizagdo parcial desses componentes e, ainda, o
inchamento da celulose e reducdo do grau de polimerizagdo para que se torne acessivel a
enzima na etapa seguinte (RABELO et al., 2019; NOGUEIRA, 2021). No entanto, ao
promover a degradacdo da lignina e a formagdo de subprodutos indesejados, como compostos
fenolicos e produtos de condensagdo, podem inibir a fermentagcdo subsequente (KUMAR et
al., 2009).

Por sua vez, o pré-tratamento com 4cidos diluidos (acido sulftrico, fosforico, acético,

etc.), além de ser de facil obtengdo, demonstra alta eficiéncia em romper as ligagdes
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glicosidicas da hemicelulose em condi¢des ndo tao dratiscas de tratamento. Dessa forma, uma
vez separada da celulose, a hemicelulose ¢ facilmente separada e hidrolisada, portanto,
produzindo um licor rico em mondmeros de agucares do tipo xilose, além de algumas
moléculas de glicose, galactose, manose e arabinose. O grau de degragdo e de remogdo desse
polissacarideo pode variar, dependendo das condi¢des de pré-tratamento, como temperatura,
concentracdo de acido usada e tempo de processo. A lignina ¢ repolimerizada no processo
acido, se tornando altamente recalcitrante (GUNDUPALLI & BHATTACHARYYA, 2019;
GU et al., 2021)

3.3.1.2 Pré-tratamento fisico e bioldgico

Os pré-tratamentos fisicos sdo usados para aumentar a area superficial de contato ao
reduzir o tamanho dos sélidos e gerar uma irregularidade estrutural por processos de moagem,
trituragem, radia¢do (raios y e microondas) e extrusdo (RABELO et al., 2019). Além de
demandar alta energia e alto custo, a depender do tamanho da particula desejado, essa técnica
ndo remove lignina e ha um alto valor envolvido na instalagio e manutencdo dos
equipamentos que, recorrentemente, sofrem desgaste fisico pelo processo (HENDRIKS &
ZEEMAN, 2009; ALVES, 2018).

O pré-tratamento bioldgico de biomassa lignoceluldsica envolve o uso de
microrganismos, como fungos ou bactérias (Ceriporia lacerata, Pycnoporus cinnabarinus,
entre outros), consorcios microbianos ou enzimas (puras ou misturas) para quebrar a estrutura
complexa da lignocelulose e facilitar a producdo de agucares mais simples na etapa de
hidrolise (DEIVAYANALI et al., 2022). Devido ao menor consumo de energia e menor
quantidade de aditivos necessarios, esse processo se torna mais atraente (BEIG et al., 2021).
Com a utilizagdo de enzimas no pré-tratamento, estudos foram desenvolvidos utilizando
diferentes tipos de enzimas, como xilanases (HASSAN et al., 2018; BIAN et al., 2020),
monooxigenases liticas de polissacarideos (LMPO) (KOSKELA et al., 2019), lacases ¢ a
mistura delas (BIAN et al., 2020).

3.3.1.3 Pré-tratamento fisico-quimico
Os pré-tratamentos fisico-quimicos sdo processos que agem tanto decompondo
a lignina e hemicelulose, como também na porosidade e area superficial das particulas. Os
tratamentos hidrotérmicos e por explosdo a vapor sdo os mais estudados nesse tipo de pré-
tratamento (TAYLOR et al., 2019). Sao processos ambientalmente vidveis uma vez que

utilizam-se basicamente da biomassa e da agua.
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O pré-tratamento hidrotérmico atua com elevadas pressdes e temperaturas, utilizando a
agua como agente de fracionamento da biomassa para romper o complexo lignina-
carboidrato, além das ligacdes glicosidicas dos compostos celulosicos e hemiceluldsicos. O
H' presente na dgua atua como um catalisador acido causando a liberagio de acetato
proveninente da xilana e da hidrdlise das suas ligacdes glicosidicas. Essas reacdes encadeiam
a despolimerizacdo da hemicelulose em acgucares monoméricos (DE OLIVEIRA, 2010b;
MARIANO et al., 2020).

O tratamento por explosdo a vapor se baseia na descompressao rapida, por abertura de
valvula de descarga do reator direcionando para um tanque a pressao atmosférica, do sistema
pressurizado por vapor de dgua saturado em altas pressdes sobre a biomassa. O vapor penetra
o material lignoceluldsico, condensa formando agua (liquida) dentro das fibras e, apos
descomprimir, a agua evapora, “explodindo” no interior das fibras. Nesse processo ocorre
uma autohidrélise dos polissacarideos (principalmente a hemicelulose) e degradacdo parcial
de lignina. De modo geral, as temperaturas desse pré-tratamento ocorrem entre 160 e 260°C,
com pressdes correspondentes de 0,62 a 4,7 MPa e baixos tempos de reagdo antes da
descompressao (de segundos a poucos minutos) (WYLEN & SONNTAG, 1985; CHEN et al.,
2008). Assim, se refere a um tratamento a vapor de alta pressdo que rompe a estrutura
lignoceluldsica, recondensa a lignina, reduz a cristalinidade da celulose e remove a
hemicelulose (BHATIA et al., 2020).

No pré-tratamento usando agua subcritica, a molécula de 4gua (H,O) ¢ dissociada para
produzir ions hidrogénio (H") e ions hidroxila (OH). A natureza 4cida do meio realiza
reagdes hidroliticas, como a degradacdo da hemicelulose (dissolvendo o grupo acetila
presente na molécula e produzindo acido acético), proteinas, lignina, gorduras, lipidios e

compostos polifendlicos (SARKER et al., 2021).

3.3.2 Hidrolise Enzimatica
Atualmente, a etapa do processo que desperta maior atencdo na induastria de
biocombustiveis ¢ a hidrolise enzimatica, responsavel pela conversdo dos polissacarideos
(celulose e hemicelulose) em mondmeros fermentesciveis, visto que € responsavel por boa
parte dos gastos envolvidos na produ¢do de E2G. Dessa forma, vem sendo estudada associada
a uma etapa anterior de pré-tratamento, que ¢ realizada para diminuir a rigidez da estrutura
lignoceluldsica e aumentar a acessibilidade enzimatica a celulose, principal carboidrato

responsavel pela obtengdo de glicose (RABELO et al., 2019).
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A recalcitrancia gerada pela combinagdo dos oligossacarideos presentes na estrutura
celular dos vegetais, os inibidores gerados na etapa de pré-tratamento, a restri¢do de agua, as
interagdes nao produtivas entre a lignina e enzima, as limitagdes de transferéncia de massa, a
falta de sinergia entre os tipos de enzimas presentes no coquetel enzimatico, entre outros,
estdo entre os desafios encontrados na etapa de hidrolise (SAINI et al., 2022).

O coquetel de enzimas celuloliticas, ou seja, o complexo enzimatico responsavel pela
conversao de hemicelulose e celulose em pentoses e hexoses, contém enzimas altamente
especificas que trabalham em condi¢des amenas de temperatura e podem ser divididas em
celulases e hemicelulases. As celulases sdo responsaveis pela hidrdlise da ligacao B-1.4,
transformando a celulose em glicose, e se dividem em trés tipos que possuem efeito sinérgico
(Figura 3.8): as endoglicanases (ED), que atuam nas ligagdes glicosidicas das regides amorfas
da estrutura, formando terminais redutores; celobiohidrolases (CBH), que atuam na regido
cristalina da molécula, formando unidades de celobiose, capazes de atuar em extremidades
redutoras (CBH I) e ndo redutoras (CBH II); e B-glucanases (BG), que transformam a
celobiose formada pela acdo das CBH em glicose (THONGEKKAEW et al., 2008; HORN et
al., 2012).

Por sua vez, as hemicelulases sdo enzimas com atividades de exoxilanase,
endoxilanase e esterase, reduzindo esse polissacarideo em glicose, xilose, galactose e manose.
Nos coquetéis também podem ser inseridas enzimas auxiliares, como expansinas e lactases
(WYMAN, 1996). A fim de facilitar os processos, t€ém sido desenvolvidos coquetéis
enzimaticos comerciais, que podem ser otimizados a partir da adicdo de enzimas acessorias

(SUN et al., 2015).

Figura 3.8 - Ac¢do enzimatica na biomassa.

Fonte: NOGUEIRA (2021).
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Apesar dos recentes avancos no processo, ainda hd muito a se melhorar nessa etapa
para producdo de bioetanol, tanto na questdo de custos envolvidos, como na eficiéncia de
processo. Uma estratégia que tem sido avaliada ¢ a utilizacdo de polimeros, como PEG, que
tém afinidade com a lignina insoluvel (em agua) e que podem melhorar a acessibilidade da
celulose ao complexo enzimatico, incrementando a obtengdo de glicose e, assim, favorecendo

ao processo fermentativo (NOGUEIRA, 2021).

3.3.3 Fermentacao

Alguns microrganismos tém a capacidade de converter agicares monoméricos obtidos
na etapa de hidrolise, como glicose e xilose (que representam cerca de 90% dos agucares
totais), em energia celular, formando CO; e etanol (HAHN-HAGERDAL et al., 2007), como
ilustrado resumidamente na Figura 3.9. Dessa forma, a glicose ¢ convertida em piruvato pelos
microrganismos, seguida de uma oxidagao parcial através do CO, formando o acetaldeido que
sera transformado em etanol, em reagdes responsaveis por restaurar os carreadores de elétrons
(NAD") (DA COSTA FILHO, 2021).

Figura 3.9 - Conversao de glicose em etanol.

Fonte: NOGUEIRA (2021).
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A existéncia de subprodutos e compostos de degradacdo formados nas etapas
anteriores, que atuam como inibidores de processo fermentativo, ¢ um dos principais desafios
enfrentado nessa etapa. O 5-hidroximetilfurfural (HMF) e o furfural (FF), por exemplo, sao
componentes toxicos formados pela degradacdo da glicose e xilose e, em determinadas
concentragdes, podem atuar como inibidores do processo fermentativo (TAHERZADEH &

KARIMI, 2011), conforme destacado na Tabela 3.1, de acordo com Andrade (2012).

Tabela 3.1 - Principais inibidores de microrganismos.

Origem do - Concentracio .. . o R
Grupo Inibidor (g/L) Microrganismo % de Inibicao
Compostos Acido acético 1,4 S. cerevisiaze ~ 50% (pH 4,5)
liberados no pre- Acido acético 43 S. cerevisiae 50% (pH 5,5)
tratamento e Acido acético 8 S. striptis 98% (pH 5,1)
hidroélise - » o .
enzimatica Acido acético 8 S. striptis 25% (pH 6,5)
Furfural 1 S. striptis 71%
P t . .
rodu o3 de 5-hidroximetilfurfural 3 S. striptis 90%
degradacdo de 0%
aglcares Acido formico 2,7 S. cerevisiae S0
(crescimento)
Produtos d Cinamaldeido 1 S. cerevisiae 100%
FOCUTos de p-hidroxibenzaldeido 1 S. cerevisiae 48%
degradagdo da ey
lignina iri i inti 0
g Siringaldeido 0,22 S. striptis (fermentacdo)

Fonte: ANDRADE (2012).

Dentre as diversas estratégias para se conduzir a fermentagdo destaca-se a
sacarifica¢do e fermentacdo separadas (SHF), sacarificagdo e fermentacdo simultdneas (SSF),
e sacarificacdo e fermentacdo semi-simultdneas (SSSF). Na primeira, sdo realizadas duas
etapas, em que no primeiro estagio ocorre a hidrolise enzimatica da biomassa e, em seguida,
ha conversdo dos actcares para formacdo do etanol. Na SSF, as duas etapas ocorrem ao

mesmo tempo, uma vez que as enzimas € os microrganismos sdo adicionados no meio
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reacional ao mesmo tempo e, assim, os acucares liberados pela hidrélise sdo imediamente
convertidos em alcool. A principal desvantagem ao se utilizar essa estrategia refere-se as
condi¢des de pH e temperatura ideais para o funcionamento pleno da enzima e das leveduras,
uma vez que estas sdo diferentes. As celulases atuam, de forma otimizada, entre 45 e 50°C,
enquanto a fermentagdo apresenta um bom desempenho em torno de 35°C (DA COSTA
FILHO, 2021). Uma forma de reduzir esse inconveniente ¢ a realizacdo da SSSF, em que
ocorre uma etapa de pré-hidrélise, na qual a biomassa ¢ hidrolisada de forma inicial e
separada até atingir a temperatura ideal de funcionamento do coquetel enzimatico, liberando
uma quantidade significativa de acucares. Em seguida, o hidrolisado ¢ resfriado até a
temperatura do processo fermentativo (DEVI et al., 2021).

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ amplamente utilizada na industria para a
producdo de etanol a partir da conversdo de sacarose, glicose e frutose. Além disso, ¢
considerada um microrganismo ndo patogénico, em comparacdo a outras leveduras
(NOGUEIRA, 2021). No entanto, essa levedura ndo ¢ capaz de fermentar xilose e arabinose
(C5), que sdo monossacarideos gerados durante a hidrolise das hemiceluloses, dos materiais
lignocelulosicos (RABELO et al., 2019). Como resultado, outros microrganismos, como
Zymomonas mobilis, Kluyveromyces marxianus, Scheffersomyces stiptis, entre outros, estao
sendo estudados para a conversdo de agucares de biomassas lignocelulosicas em etanol de
segunda geracdo (E2G) (ANDRADE, 2012; GONCALVES et al., 2016).

Uma estratégia utilizada consiste na modificacdo genética de microrganismos,
incluindo a Saccharomyces, a fim de permitir o consumo de xilose. Isso se deve ao fato de
que a S. cerevisiae possui alta eficiéncia na producdo de etanol, e tolerdncia a altas
concentragdes alcoolicas (superiores a 4% (v/v)) e glicosidicas (superiores a 15% (v/v)), o que
significa que, mesmo com a alta producdo de etanol no meio, a fermentagdo ndo ¢

interrompida pela inativa¢do do microrganismo (VANZYL et al., 2007).

3.4 Valorizacao da Lignina

No Brasil, devido a vasta biodiversidade encontrada, h4a uma gama de variedades dos
residuos agricolas que podem gerar interesse social e econdmico, como o sabugo de milho ¢ a
casca do coco verde (TAN et al., 2008). Nesse contexto, o conceito de biorrefinaria surge
como um complexo industrial no qual sdo obtidos, a partir da biomassa, produtos de alto valor
agregado e energia (OGATA, 2013).

As biorrefinarias buscam a valoriza¢do completa de residuos de biomassas utilizando

cadeias carbdnicas similares as dos derivados de petroleo, reduzindo a dependéncia industrial
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dos combustiveis fosseis e, assim, diminuindo impactos ambientais na obtencdo de materiais,
medicamentos e energias alternativas (KUMAR & VERMA, 2021). Idealmente, essas
instalagdes integram rotas de conversdao bioquimica, quimica, microbiana e termoquimica a
fim de melhorar o aproveitamento da biomassa e da energia nela contida. A busca por
matérias-primas, processos, tecnologias, produtos e residuos pouco agressivos, levam em
conta balancos de massa e energia, andlise de ciclo de vida, desenvolvimento sécio-
econdmico regional e emissdo de gases do efeito estufa (EMBRAPA, 2011).

Em contrapartida ao crescimento das atividades de biorrefinarias que utilizam
biomassas lignocelulosicas, surge a produgdo acentuada de lignina. De acordo com Da Costa
Filho (2021), cerca de 28% da massa inicial da biomassa processada ¢ lignina gerada no
processo. Assim, se torna necessario desenvolver estratégias que utilizem esse material a fim
de viabilizar economicamente todo o processo produtivo do etanol celulésico.

A lignina ¢ uma macromolécula polimérica aromatica que pode ser utilizada como
fonte para producdo sustentavel de diversos materiais quimicos e combustiveis. A sua
estrutura heterogénea complexa dificulta a sua bioconversdo e biodisponibilidade, sendo
necessario o desenvolvimento de estratégias de despolimerizagdo e conversdo eficientes (LIU
et al.,, 2022). Atualmente, mais de 50 milhdes de toneladas de lignina sdo utilizadas para
geracdo energética a partir da sua combustdo, e apenas uma pequena parcela ¢ usada para
outras aplicacdes. A motivacdo por tras desse fato se da pela sua coloragdo escura, odor forte
e a dificuldade associada as rotas de conversao (DA COSTA FILHO, 2021). Porém, nos
ultimos anos, aplicagdes ndo convencionais da lignina vém sendo estudadas de forma mais
significativa. Processos de pré-tratamento de biomassas facilitam a sua deslignificagdo para
producdo de agucares fermentesciveis, auxiliando a extragdo e isolamento da lignina para
diferentes usos. Entre eles, estd a utilizagdo para sintese de nanoparticulas, nanocompoésitos
hibridos, lignosulfonatos, aditivos alimenticios, floculantes, oxidantes naturais, agentes
antimicrobioldgicos, prebiodticos, termoplasticos para impressdes 3D, eletrodos, entre outros

(PADILHA et al., 2021; SETHUPATHY et al., 2022).

3.4.1 Lignosulfonato

Surfactantes, ou tensoativos, sdo moléculas que contém uma regido hidrofilica e uma
hidrofobica, formadas por cadeias carbonicas longas (de 8 a 18 4tomos), na maioria dos casos.
Em fungdo disso, a molécula ¢ denominada anfifilica e permite a interacdo entre superficies
imisciveis ao entrarem em contato com a sua superficie ativa, agindo em regides interfaciais

que ndo se misturam bem, como 6leo-agua ou solido-liquido. Dessa forma, pode atuar como
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cossolvente promovendo a solubilizagdo de compostos hidrofobicos em agua (Figura 3.10).
Além disso, reduz a constante dielétrica de solventes, reduz a tensdo superficial, melhora a
molhabilidade, e também afeta a solubilidade de alguns compostos (FENDLER, 1992;
HOLMBERG et al., 2002; MEDEIROS & KANIS, 2010: ARAUJO, 2021).

Figura 3.10 - Ilustragcdo de uma micela formada devido a presenga do surfactante.

Fonte: ARAUJO (2021).
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Um derivado da lignina, o lignosulfonato (LS), ¢ produzido pela sulfitagdo (em meio
acido, utilizando bissulfito) dos residuos da polpa da madeira, sendo um processo muito
encontrado na industria de papel e celulose. Pode também ser obtido pelo processo Kraft (em
meio basico), em que também ocorre a sulfonacdo da lignina. A depender do processo
empregado para polpagdo da madeira, diferentes tipos de lignosulfonatos podem ser obtidos,
como os de soédio, calcio, magnésio, entre outros (DE OLIVEIRA, 2010a), além de poder
conter teores de agucares residuais provenientes dos polissacarideos da madeira (SANTOS &
CURVELO, 1999). Nesse processo, a lignina ¢ despolimerizada e grupos sulfonatos sdo
adicionados aos fragmentos aromaticos, acrescentando partes hidrofilicas e tornando a
molécula resultante anfifilica, melhorando a sua solubilidade em 4gua (RUWOLDT et al.,
2020). Assim como a lignina, a estrutura geral dos LS ndo ¢ bem estabelecida na literatura
(Figura 3.11).

Figura 3.11 — Parte da estrutura do lignosulfonato.

Fonte: Fredheim et al. (2003)
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Os LS sdo soluveis em agua e em solugdes acidas, devido ao baixo pKa (< 2,0) dos
grupos sulfonicos, além de terem solubilidade em solventes organicos polares. Nas solucdes
aquosas, formam micelas com os grupos sulfonicos na superficie (HEINZ, 2022). De forma
simplificada, a reagcdo de formac¢ao do lignosulfonato por sulfometilagcdo da lignina ocorre por
adi¢do de um grupo metileno sulfonato (-CH,SOs3) no anel aromdtico da lignina. Em
condi¢des alcalinas, a reacdo se inicia por uma substitui¢do eletrofilica, cujo o anel aromatico
reage com o formaldeido. A sulfonagdo do produto intermediario formado ocorre por
eliminagdo de agua, até que se forme o lignosulfonato (Figura 3.12). Um processo de didlise

pode ser aplicado a fim de separar e purificar o produto obtido (KAZZAZ et al., 2019).

Figura 3.12 - Reacdo de sulfometilagdo em unidade fenilpropanoide para formagao do
lignosulfonato.

Fonte: Kazzaz et al. (2019)
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Apesar disso, Perkins (1998) afirma que a baixa eficiéncia em reduzir a tensdo
interfacial entre dgua-6leo ou a tensdo superficial da dgua limita suas aplicagdes. Além disso,
o processo tradicional de produgdo de lignosulfonato, por sulfitacio de polpas celulosicas,
pode acarretar em contaminantes quimicos e polissacarideos no produto em questdo. Assim, a

utilizagdo de outros surfactantes (sintéticos ou naturais) associados com n-hexanol, n-heptanol
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ou n-octanol sdo avaliados como alternativas para aumentar a eficiéncia de adsor¢do do
lignosulfonato na interface dgua-6leo (ALWADANI & FATEHI, 2018).

O lignosulfonato tem uma ampla aplicacdo, devido as suas caracteristicas dispersante,
quelante, antioxidante, floculante, ndo toxicas, entre outras. Pode ser usado na melhoria da
qualidade do concreto, reduzindo o teor de agua, melhorando a dispersdo dos flocos de
cimento em finas particulas, além de poder ser utilizada em perfuracdes de pocos de petrdleos
e dispersantes em tintas devido a sua capacidade dispersante (HEINZ, 2022). O LS também
pode ser usado como aglutinante na produ¢do de madeira, briquetes de carvdo, materiais
ceramicos ou peletizagdo de ra¢do animal, por aumentar a taxa de peletizagdo em até 20%,
reduzir a energia requerida para produc¢do dos briquetes, uniformizagao e estabilizacdo dos
pellets, entre outros (SCHMIDT et al., 2004).

Os lignosulfonatos sdo surfactantes que podem ser usados para estabilizar dispersdes e
emulsdes e que possui diversas aplicagdes, entre elas destacam-se: na reducdo de
contaminantes em agua, no tratamento de dguas residuais, na produgdo de petrdleo, no uso de
aditivos alimenticios para animais, em pesticidas, como inibidores de corrosdo, em resinas de
troca ionica, entre outros (XU & FERDOSIAN, 2017; ALWADANI & FATEHI, 2018). A
afinidade para adsor¢do, capacidade de dispersdo e sua molhabilidade o tornam um produto
de grande interesse industrial. Além disso, sdo produtos de baixo custo, renovaveis,
biodegradaveis e geram menos impactos ambientais quando comparados com surfactantes
ndo-i6nicos sintéticos (PADILHA et al., 2021).

Uma outra aplicagao viadvel do LS ¢ como uma alternativa ao uso do carvao ativado,
sendo usado como complexante de metais pesados, em decorréncia da sua capacidade
quelante para ions metalicos atribuida aos grupos hidroxilas, carboxilas, carbonila e sulfonico
(LIU et al., 2019). Além disso, devido a sua capacidade antioxidante, pode ser usado em
produtos cosméticos, como demonstrado por Lorquin et al. (2021), sem alterar as
carateristicas da emulsdo e garantindo estabilidade e propriedades antioxidantes. Também ¢
demonstrado na literatura o uso de lignosulfonatos para o desenvolvimento de drogas para
estimular o sistema imunologico, demonstrando propriedades antivirais, anticoagulantes e
antitumorais (ARO & FATEHI, 2017).

Uma vez que o LS tem demonstrado um bom potencial de adsor¢do em interfaces, tem
se avaliado sua utilizagdo na etapa de hidrélise enzimatica para produgdo de E2G, sendo uma
alternativa para deslignificagdo da biomassa pré-tratada. Por serem moléculas anfifilicas,
como os polimeros sintéticos, com uma grande cadeia carbonica apolar na estrutura, t€ém alta

afinidade com a lignina e outros inibidores do processo, reduzindo a adsor¢ao inespecifica das
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enzimas nessa estrutura e evitando, em muitos casos, a inacessibilidade da celulose por

impedimento estérico (MOONEY et al., 1998).

3.4.1.1 Adicao de Lignosulfonato na Hidrolise Enzimatica

A fim de aumentar a produ¢do dos agucares fermentesciveis na etapa de hidrodlise, se
faz necessario estudar formas de melhorar, ainda mais, a acessibilidade enzimatica a celulose,
visto que essa etapa € crucial para a produgdo de etanol celulosico.

Apesar de ser eficiente na remocdo e/ou modificacdo de alguns compostos, a etapa de
pré-tratamento ainda ¢ um dos grandes entraves na producao de E2G. A depender do tipo de
tratamento, a lignina residual ¢ responsavel por sua adsor¢ao as celulases (deixando-as ndo-
produtivas), por formacdo de gotas de pseudo-lignina, reduzindo a eficiéncia da
digestibilidade enzimatica (MARIANO et al., 2020; NOGUEIRA, 2021). Assim, se faz
necessario aumentar a quantidade de enzima no meio para se atingir a mesma conversao
celuldsica e, com o alto custo comercial das celulases, pode-se inviabilizar o processo.

Durante muitos anos, se especulou que a ligacdo promotora da adsor¢ao ndo especifica
da lignina a celulose se dava por uma soma de efeitos de forcas, como a eletrostatica, ligacdes
hidrofobicas e de hidrogénio (LOU et al., 2013). Porém, além destas, a adsor¢do improdutiva
deve-se principalmente a interagdo cation-mt, entre os d&tomos eletronicamente carregados e os
cations adjacentes, como Na" e NH;", demonstrado na Figura 3.13. Ainda, segundo Zheng et
al. (2021), essa interagdo se faz muito presente entre a lignina e as celulases, demonstrando ter
uma maior forca de adesdo do que a encontrada entre a celulose e as celulases.

Dessa forma, a adicdo de LS na hidrdlise enzimdtica tem demonstrado alguns
mecanismos que favorecem o processo. Ao interagir com as por¢des hidrofobicas da lignina,
reduz-se a adsor¢ao nao-produtiva das enzima. Adicionalmente, promove-se uma estabilidade
conformacional, aumentando a atividade enzimatica; reduz-se a desnaturagdo proteica
ocasionada pelo aumento da temperatura; estabiliza-se as forcas eletrostaticas de repulsao
entre a enzima e a lignina ao ocupar os sitios de intera¢do da lignina da biomassa; reduz a
desativacao das celulases causada pela forca de cisalhamento e a interface gés-liquido causada
pela agitacdo; além de minimizar efeitos adversos dos inibidores advindos da hemicelulose e
lignina (ERIKSSON et al., 2002; LOU et al., 2018; ZHENG et al., 2020; PADILHA et al.,
2021). Como demonstrado por Zhou et al. (2013), a presenca de LS na hidrélise aumentou a

digestibilidade enzimatica em torno de 2,5 vezes ao fim do processo.

Figura 3.13 - Interacdo cation-mt entre celulase e lignina.
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Fonte: ARAUJO (2021).
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De acordo com Lou et al. (2013), a utilizagdo de LS como aditivo no processo
aumentou a digestibilidade enzimatica da celulose, porém, lignosulfonatos mais hidrofébicos

(com baixa massa molecular e baixa concentra¢do de grupos sulfonatos) inibiram o processo

CAPiTULO,4: MATERIAIS E
METODOS

de hidrolise enzimatica por existir uma adsor¢cdo competitiva entre a enzima e as fragdes de
LS na superficie hidrofébica da celulose (LOU et al.,2013).

Assim, devido ao baixo custo desse polimero, por se tratar de um produto gerado a
partir da lignina extraida do proprio processo de producdo do E2G, torna-se uma alternativa

viavel para aplicagdo na hidrélise enzimatica.
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4. Materiais e Métodos

A seguir sdo apresentadas as principais metodologias, materiais, reagentes e

equipamentos utilizados no desenvolvimento experimental deste estudo.

4.1 Materiais
* Residuo de coco verde;
¢ Agua destilada (H,0);
» Acido Sulftrrico (H,SO,);
* Hidroxido de Sédio (NaOH);
* Azida de Sédio (1,0%);
¢ Citrato de Sodio (50,0 mM);
* Coquetel enzimatico Cellic CTec2;
*  Saccharomyces cerevisae PE-2;
*  Moinho Willye, TE — 670, Tecnal;
*  Microscopio (Olympus BX51, Japao);
* Autoclave;
* Unidade de Explosao a vapor;

* Banho termostatico;

* CLAE;
*  Mufla;
* Estufa;

* Agitador do tipo Shaker;

* QGeladeira;

* Agitador magnético;

*  Fluxo Laminar;

* Centrifuga (5415 D, Eppendorf);

* Potenciometro (pHmetro);

* Vidrarias de uso geral (béqueres, Erlenmeyers, baldes volumétricos, cadinho, placa de
Petri, provetas, tubos de ensaio);

¢ Tubos Falcon (15 mL ¢ 50 mL);

* Eppendorfs;

* Pipetas e suas ponteiras.
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4.2 Obtencao e Preparo do Coco

O coco verde foi obtido na Rua Adolfo Gordo, Cidade da Esperancga, Natal, Rio
Grande do Norte, Brasil RN, 59070-100, em um ponto de venda e distribuicdo de dgua de
coco. Como matéria-prima do processo, a fibra da casca de coco usada consistiu no epicarpo e
mesocarpo.

Ap6s coletada e armazenada em sacos, com um facdo, a fibra foi cortada em pequenos
pedagos e lavada com agua destilada para remover impurezas. Em seguida, foi seca a 50°C,
por 72 h, em estufa de cAmara com bandejas, moida (moinho Willye, TE — 670, Tecnal) e, por
fim, foi peneirada com granulometria de 48 mesh para ser usada, posteriormente, como

reportado por Nogueira (2017).

4.3 Pré-tratamento
Os diferentes pré-tratamentos realizados no presente estudo sdo descritos a seguir e
demonstrados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Pré-tratamentos usados na fibra de coco verde.

Nomeclatura Tipo Condicoes
utilizada
Hidréxido de sodio 2,0%
HS Alcalino (Hidroxido de s6dio) (m/v), 1 hora, 121°C em
autoclave.

Explosdo a vapor: 210°C, 20
bar, 10 minutos; Alcalino:
Hidréxido de Sodio 2,0%

(m/v), 1 hora, 121°C em
autoclave

Combinado (Explosdo a vapor +

EVHS Hidroxido de Sédio)

Fonte: Autora adaptado de RIBEIRO et al. (2022).

4.3.1 Pré-tratamento Alcalino

Esse tratamento foi realizado com uma solugdo de hidroxido de sodio (2,0% m/v) e
fibra de coco verde seca em razdo de 10% (m/v). Assim, 20,0 g de sdlido (base seca) foram
misturados com 200 mL de solucdo e tratado em autoclave (Autoclave, AV137, Phoenix) por
1 h, a 121°C, conforme Nogueira (2021) e Sindhu et al. (2011). Apds o pré-tratamento, o licor
residual foi armazenado para andlise e o material pré-tratado lavado seis vezes com agua

corrente. Por fim, a biomassa foi seca a 60°C, por 72 h, em estufa de cdmara com bandejas.
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4.3.2 Pré-tratamento Combinado (Explosido a vapor — alcalino)

Para o pré-tratamento por explosdo a vapor, 210,0 g de fibra de coco verde, em base
seca, foram introduzidas em um reator de 14L (219 x 280 x 8 mm, UpControl, Brasil), com
vapor gerado por agua destilada, em temperatura de 210°C e pressdo de 20 bar, por 10
minutos. O fator de severidade (R,) foi calculado a partir da Equagao (1). Em seguida, a fibra

pré-tratada foi lavada com agua corrente, filtrada e seca por 24 horas a 60°C (RIBEIRO et al.,
2022).

t

R0=10g[fexp(

0

)

T — 100)
14,75 ]

Os valores de R, sdo calculados com base no tempo e na temperatura do pré-
tratamento, conforme a Eq. (1), sendo t o tempo de duracdo do processo no equipamento, em
minutos, 7 a temperatura em (°C), 100 sendo a temperatura de referéncia em (°C) e 14,75 um
parametro empirico relacionado com a energia. O valor de R, = 4,25 foi utilizado no presente
estudo.

Ap0s a realizagdo do pré-tratamento por explosdo a vapor, a biomassa pré-tratada foi
encaminhada para um tratamento alcalino, seguindo a mesma metodologia do item anterior
(4.3.11).

O rendimento de cada pré-tratamento (HS e EVHS) foi calculado pela razdo das

massas antes e depois da operacdo de pré-tratamento e lavagem, como mostrado na Equacao

2).

c

. Mfc
Rendimento (%) = M x100 )

sendo:
Rendimento (%) — percentual de rendimento massico do pré-tratamento;
M;. — massa inicial de s6lido em base seca, antes do pré-tratamento;

M,. — massa final de s6lido em base seca, apds pré-tratamento e lavagens.
fc
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4.4 Extracao de Lignina

A extragdo da lignina do primeiro residuo da lavagem pos pré-tratamentos HS e EVHS,
seguiu a metodologia de extragdo citada por Mancera et al. (2010). A lignina do licor extraido
apos os pré-tratamentos foi precipitada da fase liquida por redugdo do pH, adicionando acido
sulfurico (5,0M) até atingir pH = 2,0. Em seguida, foram realizadas 3 lavagens de 4gua acida

(pH 2,0). Entdo, o material foi filtrado para isolar a lignina, que foi seca a 60°C, por 24 horas.

4.5 Producao de Lignosulfonato

Similarmente ao proposto por Ghavidel et al. (2021) e Ying et al. (2022), para a produg¢ao
de lignosulfonato foi efetuada uma reacdo de sulfometilacdo, cuja lignina sélida utilizada
apresenta uma propor¢ao de 1:100 (solido/liquido), com NaOH (1,0% m/m) e formaldeido
(3,0% v/v), por 1 h, a 70°C. Em seguida, 100 mL de bissulfito de s6dio (20,0 g/L) foi
adicionado a solugdo e a reag@o ocorreu a 97°C, por 3h, em agitador magnético.

Apos o término da reacdo, a solucdo, ao alcancar a temperatura ambiente, foi mantida em
sacos de didlise (Sigma Aldrich) de 1,0 kDa, por 2 dias, trocando-se a d4gua ap0s as primeiras
6 horas e, depois disso, a cada 12 horas, até completar o tempo necessario de purificagdo. Por

fim, a amostra foi seca em estufa do tipo bandeja a 60°C.

4.6 Caracterizacio quimica e fisica

No presente estudo foram caracterizados os materiais in natura (ensaio IN); com
hidroxido de sédio (ensaio HS) e combinado (ensaio EVHS). As composi¢des de celulose,
hemicelulose, lignina, extraiveis e cinzas, nos demais ensaios realizados, além da
quantificagdo de solidos totais, foram obtidas seguindo os protocolos da NREL (SLUITER et
al., 2005a; SLUITER et al., 2005b; SLUITER et al., 2008).

4.6.1 Umidade

Na avaliacdo da umidade, 0,1 g de fibra de coco, em base seca, foi pesada em capsulas
de porcelana previamente tarada. O material foi submetido a uma temperatura de 105°C, por
24 h, em estufa (estufa com circulacdo de ar, TE394/I, Tecnal). Apds isso, o material foi
colocado em dessecador, por 30 minutos, e pesado novamente. A determinacdo de umidade
foi obtida pela diferenca de massa, como demonstra a Equacdo (3). O experimento foi

realizado em triplicata.

. MSS
Umidade (%) = (1 T

su

)xlOO 3)
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sendo:

Umidade (%) — percentual de umidade da amostra;

M, — massa de sdlido seco, obtida pela diferenca entre a massa do conjunto capsula + fibra,
apos o periodo de 24h em estufa, e a massa da capsula;

M, — massa de solido imido, obtida pela diferenga entre a massa do conjunto cépsula +

fibra, antes o periodo de 24h em estufa, e a massa da cépsula.

4.6.2 Extraiveis

Para determinacdo de compostos extraiveis, 0,2 g de material, em base seca, foi
pesado e adicionado a filtros de papel, e entdo submetido a uma extragdo sélido-liquido em
duas etapas. Inicialmente, o solvente utilizado foi dgua deionizada (70 mL) a 100°C, por 2 h.
Em uma segunda etapa, 70 mL de alcool etilico 95% foram usados como solvente, a 80°C, por
2 h. O experimento foi realizado em triplicata para cada ensaio.

Finalizado esse processo de extracdo, o tubo contendo o material foi mantido em
estufa (estufa com circulacdo de ar, TE394/I, Tecnal), a 60°C, durante 24 h, e pesado em
seguida. A percentagem de extraiveis, em cada amostra, foi calculado conforme indicado na
Equacao (4):

M., ,—M
Extraiveis (%) = (He—

t) x100 (4)
SS

sendo:

Extraiveis (%)— percentual de extraiveis da amostra;

M, .. — massa do tubo com extraiveis apds extracao;

M, — massa do tubo vazio;

Mg, — massa do s6lido seco inicial, em base seca.

4.6.3 Polissacarideos e Lignina Insoluvel

Para a determinagdo de polissacarideos, foi usado o método de hidrélise com acido
sulfurico (72,0%). Dessa forma, foi pesado em torno 0,3 g de material em Erlenmeyer de 125
mL, adicionando-se 3,0 mL de H,SO4 (72,0%) que permaneceu durante 1 h reagindo a
aproximadamente 30°C. A cada 10 minutos, a mistura foi agitada usando-se um bastdo de

vidro. Ao fim do periodo estipulado, foi adicionado 84,0 g de agua destilada e, agitando-se

42



lentamente, a reagdo foi interrompida. Em seguida, a mistura foi autoclavada (Autoclave,
AV137, Phoenix) (121°C e 1,0 atm) por 1 h. Os ensaios foram realizados em triplicata.
Finalizado o tratamento, o material foi filtrado com papel filtro seco e tarado, para
entdo ser armazenado em microtubos a 4°C, para analise por CLAE. A fragdo sélida retida no
filtro foi lavada com 250 mL de 4gua deionizada e seca a 60 °C, por 24 h. A determinacdo da

fracdo de lignina insoltivel presente na amostra, se deu conforme Equacao (5):

Lignina (%)

_ [(Msc’)lidos+filtro - Mfil;;lo) — Meaarcin — Mcad)]xlo() ©
si

sendo:
Lignina (%)— percentual de lignina que nao se solubilizou;
Mg1iq05+fittro — massa de solidos com papel de filtro seca apés a lavagem;

Mg 11, — massa do papel de filtro tarado antes da filtragao;

M qq+cin — massa do cadinho de porcelana com as cinzas ap6s a calcinagao;
M_,q — massa do cadinho tarado antes da calcinacao;

M.; — massa de sélido seco utilizada para hidrdlise acida.
Sl

A quantificacdo dos aglcares foi realizada por CLAE, utilizando a coluna Shim-Pack
SCR-101H (Shimadzu Co. Japan) para determinar principalmente glicose e xilose, usando
acido sulfurico (5,0 mM) como fase moével, a 50°C, de forma isotérmica e isocratica, sob
fluxo de 0,6 mL/min. Na determinacdao de HMF e furfural, se utilizou a coluna Shim-Pack
CLC-ODS (Shimadzu Co. Japan), tendo como fase movel acido acético (AA) (1,0%) e
acetonitrila (ACN) a 25°C, e fluxo de 0,6 mL/min em gradiente: AA 100% - ACN 30% (0-5
min); ACN 30% - 70% (5-10 min); ACN 70% - 100% (10-15 min); ACN 100% - AA 100%
(15-25 min).

A fim de se determinar a concentracdo de celulose e hemicelulose (Eq. 6), soma-se a
quantidade de agucares corrigida, com seus respectivos fatores de conversao, apresentados na

Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Fatores de conversao dos agucares
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Celulose Hemicelulose

Componente Fator de conversdo Componente Fator de conversido
Celobiose 0,95 Xilose 0,88
Glicose 0,90 Arabinose 0,90
HMF 1,20 Acido Acético 0,72
Furfural 1,37

Fonte: Adaptado de PITARELO (2007).

Cf=ZﬂxCi (©)

sendo:

Cr (g/mL) — concentragdo final de celulose ou hemicelulose;

C; (g/mL) — concentragcdo do componente i;

fi — fator de conversdo do componente i.

Assim, sabendo-se que o volume total, ao fim da hidrolise acida com H,SOy4, ¢ de 87
mL, e que a massa inicial a ser usada ¢ de 0,3 g, o percentual de celulose e hemicelulose foi

calculado usando-se a Equacao (7):

P, () = V)

x 100 (7)
sendo:

P; (%) — percentual de celulose ou hemicelulose;

Cr (g/mL) — concentragdo final de celulose ou hemicelulose;

V (mL) — volume final do hidrolisado ap6s a hidrolise com H,SOy;

M; (g) — massa inicial de solido usada na hidrélise acida.

4.6.4 Teor de Cinzas Totais

Para determinacdo de cinzas totais, foi pesada 0,5 g de so6lido in natura seco e de
solido pré-tratado seco, que foram adicionados a cadinhos de porcelana previamente tarados.
O material foi inserido em uma mufla e calcinado a 800°C, por 2h. A diferenca de massa
determina o teor de cinzas presente, como ilustra a Equagao (8). O experimento foi realizado

em duplicata para cada ensaio.

44



Mcad+cin - Mcad)xloo (8)

Cinzas (%) = ( M
SS

sendo:

Cinzas (%)— percentual em massa de cinzas da amostra;
M_,q — massa do cadinho antes da calcinagao;

M qq+cin — massa do cadinho com as cinzas apds calcinar;

M,, — massa do s6lido seco inicial, em base seca.

4.6.5 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de FTIR da fibra de coco in natura, pré-tratada com hidroxido de soédio e

o combinado, além das ligninas e dos lignosulfonatos produzidos, foram avaliados usando-se

espectrometro FTIR (Frontier, PerkinElmer Inc., EUA), da Central Analitica do Instituito de

Quimica da UFRN, na regido de 400 a 4000 cm™, com 4 cm™ de resolugio.

4.6.6 Analise Termogravimétrica (TG)

As analises termogravimétricas da lignina extraida e dos lignosulfonatos produzidos
foram realizadas no equipamento Shimadzu TGA-50 (Shimadzu Corporation, Japao), do
Nucleo de Pesquisa em Alimentos e Medicamentos da UFRN, em atmosfera inerte de hélio

(He), com rampa de aquecimento de 5°C/min, por até 600°C.

4.6.7 Anilise de Difracio de Raios-X (DRX) e indice de Cristalinidade
IC)

A andlise foi feita na biomassa in natura e nos materiais pré-tratados (D e E),
utilizando um difratémetro de raios-X (Shimadzu 6000, Shimadzu, Japao), do Laboratério de
Nanoestruturas Magnéticas e Semicondutores do Departamento de Fisica Teodrica e
Experimental da UFRN, com voltagem de 30 kV, corrente elétrica de 30 mA, radiagdo Ko de
cromo e velocidade de 2 graus por minuto. Foi utilizada uma varredura continua de angulo 20
de 10 a 40.

O indice de cristalinidade (IC) foi determinado pela equacao 9.

Ioog — Lym
IC (%) = (002—) x100 9)

1002
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sendo:
IC (%)— percentual de indice de cristalinidade;
Iy92— intensidade do pico no plano cristalografico 002 (20 ~ 22,6°);

I, — intensidade do vale entre os picos dos planos cristalograficos 002 e 001 (26 ~ 17,5°).

4.7 Hidrolise Enzimatica

As hidrolises enzimaticas da fibra de coco verde pré-tratada com hidréxido de sédio
(HS); e combinado, explosdo a vapor + alcalino (EVHS), seguiram a metodologia descrita por
Yang et al. (2014). A carga de solidos utilizada foi de 5,0%, 10,0% e 15,0% (m/v), em base
seca, para um volume util de 5,0 mL por Erlenmeyer, em duplicata. O coquetel comercial que
foi usado nos ensaios de hidrdlise foi a Cellic CTec2 (Novozymes) variando-se a carga
enzimatica em 10,0, 15,0 e 20,0 FPU/g. Foi adicionado ainda 1,0 mL de azida de sodio (1,0%
m/v) e completando-se o volume para 5,0 mL com tampao citrato de sodio (50,0 mM, pH 4,8)
( NOGUEIRA, 2017).

Os ensaios foram realizados em incubador rotativo (Incubadora Refrigerada com
Agitacdo, TE-421, Tecnal) a 50°C, sob agitacao de 150 rpm, durante 48h, a fim de se avaliar a
melhor condi¢do de carga de solidos e carga enzimatica na geracdo de acgucares
fermentesciveis.

No tempo zero e apds 48 horas as amostras foram coletadas e colocadas em banho-
maria com agua fervendo, por 5 minutos, a fim de inativar as enzimas e interromper a reagao
de hidrélise. Em seguida, o contetido foi centrifugado (Centrifuga, SL 706, SOLAB) a 3600
rpm, por 10 minutos, sendo que a fragdo liquida foi filtrada em membranas de 20,0 um, e uma
parte foi armazenada a -20°C para posterior analise de agucares (glicose, arabinose, xilose e
celobiose) que foram quantificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
Conforme Nogueira et al. (2019), para determinagdo da conversdo celuldsica da hidrolise,

usou-se a Equagao (9):

©)

licose produzida L)x 0,9
Conversio Celulésica (%) = (g P (9/L) >x100

celulose inicial (g)

sendo:
Celulose inicial — massa de celulose na biomassa considerando a carga de solidos na
hidrolise e a concentragdo de celulose na caracterizagdo da fibra pré-tratada;

Glicose produzida — concentracdo de glicose obtida por CLAE para cada ensaio.

46



4.7.1 Hidrolise Enzimatica com adicio de lignosulfonato
O processo de hidrélise citado na secdo 4.7 foi repetido, agora com adicdo do
lignosulfonato EVHS, na biomassa EVHS, como agente surfactante. Dessa forma, o contetido
em cada Erlenmeyer de 25 mL consistiu de 5,0% (m/v) de biomassa, 0,25 mL do coquetel
enzimatico (98 FPU/g), 0,25 mL de azida de sédio (1,0% m/v), variou-se o lignosulfonato em
0,1%, 0,5%, 1,0%, 3,0%, 5,0%, 10% (m/m de biomassa) e completou-se o volume para 5 mL
com tampao citrato de sodio (50,0 mM, pH 4,8), para o ensaio EVHS.

4.8 Fermentacao

Para a produgdo do indculo fermentativo, a levedura S. cerevisae PE-2, previamente
mantida em placa de Petri, com meio de cultivo BDA (4gar-batata-dextrose) a 4°C, foi
cultivada em Erlenmeyer de 250 mL, com 50 mL de meio (20 g/L de glicose, 10 g/L de
extrato de levedura e 20 g/L de peptona), esterelizado em autoclave, e entdo colocado em
incubador rotativo, a 30°C e 150 rpm, por 24 horas.

Ao fim desse tempo, o conteudo foi transferido para tubos de 50 mL e centrifugados
(Centrifuga, SL 706, SOLAB) a 3000 rpm. O sobrenadante foi descartado, e as leveduras
precipitadas foram ressuspendidas por adi¢dao de tampao citrato de sodio (pH 4,8 e 5,0 mM), e
a agitacdo promovida por vortex.

Para determinar a concentracdo inicial de S. cerevisae, na etapa de fermentacdo, foi
realizada contagem de células em camara de Neubauer, através de microscopio (Olympus
BX51, Japdo), a fim de se obter uma concentragdo de 1,0x10® células/mL (RIBEIRO et al.,
2022).

4.8.1 Sacarificacdo e Fermentaciao Simultineas (SSF)

A fim de produzir E2G, foi realizado o processo de Sacarificacdo e Fermentagao
Simultaneas. Em Erlenmeyers de 25 mL, foi adicionada a biomassa com carga de solidos
variando em 10,0, 15,0 ¢ 30,0%, utilizando a enzima Cellic CTec 2 com carga enzimatica de
20,0 FPU/g. O in6culo de S. cerevisae PE-2 para uma concentragio de 1,0x10% células/mL
para um volume reacional de 5 mL (RIBEIRO et al., 2022). Os experimentos foram realizados
a 40°C, em incubador rotativo (Incubadora Refrigerada com Agitagdo, TE-421, Tecnal), com
agitacdo de 150 rpm, durante 72 horas. Amostras foram coletadas no tempo final de
fermentagdo, centrifugadas (Centrifuga, SL 706, SOLAB) (3500 rpm) e filtradas, com filtro

de membrana 20,0 pm, a fim de estimar a concentragdo de etanol por CLAE.
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4.8.2 Sacarificacdo e Fermenta¢ao Semi-simultaneas (SSSF)

Para os ensaios de SSSF, a biomassa adicionada de enzima a 20,0 FPU/g e tampao citrato
de sodio (50 mM, pH 4,8) foram postos em pré-hidrolise por 12 horas, a 50°C e 150 rpm em
incubador rotativo. Apds esse tempo, no volume reacional foi adicionado o indculo, na
concentragdo de células 1,0x10° células/mL de S. cerevisae PE-2, por mais 72 horas. Ao fim
do processo, as amostras foram coletadas, centrifugadas (Centrifuga, SL 706, SOLAB) (3500
rpm) e filtradas com filtros de membrana (Millex, Irlanda) de 45,0 pm para se estimar a
concentragdo de etanol produzida, por CLAE.

E valido mencionar que para 30,0% de solidos, tanto na SSSF como na SSF,
inicialmente foram adicionados 15,0% de sdlidos. O restante s6 foi adicionado apés 24h de

Processo.

4.9 Analise estatistica

A fim de avaliar a significancia dos efeitos nos resultados obtidos, foi realizado o teste de
Tukey com nivel de confianca de 95% (p<0,05), utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft,
EUA).

48



CAPITULO 5: RESULTADOS E
DISCUSSOES
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5. Resultados e Discussoes

Neste capitulo serdo apresentados os resultados experimentais obtidos e as discussoes

pertinentes aos temas apresentados.

5.1. Caracterizacdes das biomassas lignocelulosicas

No presente estudo, foram realizadas caracterizagdes fisico-quimicas das biomassas
ndo-tratada (IN), tratada com hidréxido de sodio 2,0% (m/v) (HS) e tratada de forma
combinada (explosdo a vapor, 210°C, 10 minutos + hidroxido de sédio 2,0%) (EHVS), bem
como andlise de difracdo de raios-X (DRX) e analise por Espectrofotometria de

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).

5.1.1. Caracterizacio fisico-quimica das fibras
As fibras de coco verde nao tratada (in natura) e com tratamentos alcalino (HS) e
combinado (EHVS) foram caracterizadas em termos de polissacarideos (celulose,
hemicelulose), lignina insolivel, extraiveis e cinzas, seguindo os protocolos da NREL. Os
valores obtidos estdo explicitados na Tabela 5.1. IN ¢ referente a biomassa ndo tratada, HS ¢ a

biomassa ap6s o tratamento alcalino e EVHS ¢ a biomassa com tratamento combinado.

Tabela 5.1 - Caraterizacdo fisico-quimica da biomassa nao-tratada e apds os pré-
tratamentos. As letras a, b e ¢ foram utilizadas para comparar os valores obtidos, utilizando-se
letras iguais para indicar resultados sem diferenca significativa, considerando-se um intervalo

de confianga de 95% (p > 0.05).

Amostra Cristalinidade

Indice de Celulose Hemicelulose Lignina Extraiveis Cinzas

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

27,58% 33,07+£0,02° 14,63 +0,50" 36,05+ 1,54° 14,17+3,41° 2,11+£0,04*

HS 44,08% 38,11 +0,53°% 13,61+£0,54% 2232+054° 6,62+0,68° 1,88+0,042
EVHS 45,67% 39.87+039% 12,84+029% 2257+1,19° 7,00+£0,86° 1,64+0,99°

Com os referidos pré-tratamentos, o contetdo celuldsico na fibra pré-tratada fica mais
exposto do que no material in natura, havendo um aumento no conteudo de celulose
verificado na caracterizacdo (Tabela 5.1). Para EVHS, o percentual celuldsico na biomassa ¢
de 39,87%, um aumento de 20% em relacdo ao material sem tratamento (IN). J4 para a fibra
alcalina (HS), o percentual obtido foi de 38,11%, equivalente a um aumento de 15% no

contetdo de celulose.
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Quanto ao teor de hemicelulose em cada fibra, apesar da redugdo expressa apds ambos
tratamentos, ndo h4 diferenca significativa quando comparado a biomassa in natura (IN).
Ademais, para a lignina, verifica-se uma reducdo de 35%, em média, apds os tratamentos
alcalino e combinado, como visto na Tabela 5.1.

O tratamento com hidroxido de sédio, seja isolado ou de forma combinada, em
sequéncia de algum outro, de acordo com Rabelo et al. (2019), quebra as ligagdes ésteres
intermoleculares entre a hemicelulose e lignina, solubilizando parcialmente esses compostos
no licor. Além disso, proporciona um inchamento da celulose e reduz o seu grau de
polimerizacdo, aumentando a acessibilidade enzimadtica posteriormente. Por sua vez, o
tratamento hidrotérmico por explosdo a vapor, segundo Bhatia et al. (2020), rompe a estrutura
lignoceluldsica, recondensa parte da lignina, reduz a cristalinidade da celulose e remove
parcialmente a hemicelulose, solubilizando-a no licor separado.

Além disso, os tratamentos sdo responsaveis por removerem outros componentes
presentes na fibra in natura e que sdo facilmente extraidos, reduzindo em torno de 50% o teor
de extraiveis com relacdo a fibra in natura, que demonstrou um teor de 14,17%, em média,
enquanto a biomassa HS apresentou 6,62%, e a EVHS, 7%. A diferenga entre os valores, apos
os tratamentos, ndo demonstra diferenga estatistica. Quanto ao teor de cinzas totais, a reducao
de seu contetido, apés os tratamentos realizados, ndo demonstrou variagdes significativas,
como visto na Tabela 5.1.

O comportamento verificado apds ambos os pré-tratamentos, para todos os
componentes caracterizados, difere do estudo realizado por Ribeiro et al. (2022) quanto a
magnitude dos efeitos. Isso pode ser explicado, entre outras justificativas, pela diferente
matéria-prima utilizada, que apesar de ser coco verde, foi obtido em locais diferentes, e,
consequentemente, cultivos diferentes. De acordo com Rosa et al (2001), ¢ possivel que
diferentes substratos da mesma matéria-prima obtenham diferentes composigdes.

Consequentemente, para um pré-tratamento alcalino com rendimento de
aproximadamente 69,31%, e para um tratamento combinado com rendimento de 44,10%, a
Tabela 5.2 a seguir, ratifica a alta remog¢do de lignina na biomassa HS, pelo tratamento
alcalino, e a remog¢do da hemicelulose da biomassa, devido a explosdo a vapor, e da lignina

pelo tratamento sequencial com hidroxido de sédio.
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Tabela 5.2 - Retencdo de celulose e remogao de lignina e hemicelulose nas biomassas HS e
EVHS ap0s os pré-tratamentos.

Retencio Remocio
Amostra Celulose Hemicelulose Lignina
(%) (%) (%)
HS 79,87% 35,52% 57,09%
EVHS 52,73% 61,61% 72,62%

5.1.2. Analise por Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada

de Fourier (FTIR)

A andlise por FTIR foi realizada a fim de determinar as mudancas nas ligacdes
quimicas das estruturas (biomassas, ligninas e lignosulfonatos) em decorréncia dos processos
envolvidos nos pré-tratamentos das biomassas.

As andlises foram realizadas para a fibra pré-tratada com 2,0% (m/v) hidréxido de
sodio (ensaio HS) e tratada com explosdo a vapor (210°C, 10 minutos, 20 bar) combinado
com 2,0% (m/v) hidroxido de s6édio (EVHS). A fibra in natura foi analisada com o intuito de

comparar e avaliar as mudancas ocasionadas (Figura 5.1).
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Figura 5.1 - Anélises de espectrofotometria de infravermelho por transformada de Fourier das
biomassas lignocelulosicas IN (ndo-tratada), HS (alcalina), EVHS (combinada).

In Natura (IN)

—— Alcalino (HS)
—— Combinado (EVHS)

Transmitancia (%)

50 4o

! I ! | ! I ! I ! I ! I ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

. 1
Numero de onda (cm )

A regido indicada pelo namero 1, ¢ o pico referente a transmitancia em 3348 cm’
indicando um alongamento dos grupos hidroxila na celulose, hemicelulose e lignina
(RIBEIRO et al., 2022). A redugdo da banda nas biomassas apds os tratamentos (HS e
EVHS), quando comparado com a fibra in natura (IN), sugere uma remocao dos demais
componentes (celulose, hemicelulose e lignina). A regido indicada por (2), em torno de 2850-
2950 cm™ é referente as ligagdes C-H (DA COSTA FILHO, 2021). Na regido 3, verifica-se,
principalmente, variacdes significativas na hemicelulose apds o pré-tratamento alcalino. O
pico indicado por 3.2 demonstra uma maior deforma¢do na ligacdo C-H da celulose e
hemicelulose (1375 cm™) apds o pré-tratamento alcalino, e o 3.1 um alongamento da ligagdo
C=0 da hemicelulose decorrente do tratamento (1737 cm™) (KURIAN et al., 2015). A regido
entre 0o 3.1 ¢ 0 3.2, em torno de 1610 cm™, pode indicar que os alongamentos C=O
conjugados a anéis aromaticos foram diminuidos, podendo ser explicado pela degradagdo de
estruturas aromaticas e consequente formacdo de grupos carbonila. Por fim, a quarta (4) area
numerada, em torno de 1030 cm™', demonstra a existéncia de um alongamento no carbono 6

dos residuos de glicose que compdem a celulose, além de um alongamento C-O em 4lcoois do

53



polissacarideo (KURIAN et al., ibid.). RIBEIRO et al. (2022) e Nogueira (2017) reportaram

perfis de transmitancias semelhantes ao obtido e demonstrado na Figura 5.1.

5.1.3. Analise por Difracio de Raios-X (DRX)

A fim de se analisar a estrutura cristalina das fibras de coco verde in natura (IN) e pré-
tratadas (EVHS e HS), realizou-se a andlise de difragcdo de raios-X (Figura 5.2) e a
determina¢do do indice de cristalinidade (Tabela 5.1). Os picos observados na Figura abaixo

sdo referentes a celulose cristalina, enquanto os vales, referentes a celulose amorfa
(NOGUEIRA, 2017).

Figura 5.2 - Difratograma das fibras de coco verde (a) in natura (IN); (b) combinada (EHVS);
(c) alcalina (HS).
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A mudanga na cristalinidade das fibras indica diminui¢do da rigidez da matriz
lignoceluldsica pela quebra da cadeia de celulose ou por remog¢do da lignina (DA COSTA
FILHO, 2021). Na Tabela 5.1 estdo indicados os valores de cristalinidade obtidos, sendo de
27,58% para a fibra in natura, 44,08% para a biomassa HS e 45,67% para a biomassa EVHS.

O aumento do indice de cristalinidade em torno de 65% das biomassas tratadas, comparadas
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com a in natura, ¢ decorrente, principalmente, pelo uso do hidréxido de sédio, responséavel
por aumentar a cristalinidade da celulose, além de remover a lignina e diminuir o grau de
polimerizacdo. O resultado obtido por Nogueira (2017) para a fibra de coco tratada com
NaOH foi de 46,56%, similar ao obtido para a fibra HS.

De acordo com Abraham et al. (2013), a explosdo a vapor do pré-tratamento
combinado com o alcalino facilita o acesso do hidroxido de sodio nas partes mais internas da
fibra de coco, uma vez que ocasiona um inchaco da estrutura e aumento da area de superficie,
aumentando o indice de cristalinidade da fibra. Corroborando isso, o estudo realizado por
Tanpichai, Witayakran & Boonmahitthisud (2019), demonstrou que tratamentos por explosao
a vapor na folha de abacaxi aumentam o indice de cristalinidade de 82,2% para 86,7%, para
uma pressdo de processo em torno de 15,7 bar, 5 minutos e 204°C, devido a remocdo das
partes amorfas da fibra. Com isso, era esperado que o valor de indice de cristalinidade
verificado para o ensaio EVHS fosse ainda maior que o do ensaio HS, j4 que o aumento foi de

apenas 3,5%.

5.2. Hidroélise Enzimatica

A hidrolise enzimatica ¢ uma etapa essencial para producdo de etanol a partir da fibra de
coco verde e outros materiais lignoceluldsicos. Tanto o pré-tratamento alcalino como o
combinado atuaram na remog¢do parcial da lignina, mesmo que parte dela ainda se mantenha
no material de forma indesejada, dificultando a digestibilidade enzimatica da celulose
presente na biomassa pela existéncia da interagdo cation-r do complexo lignina-celulose.
Assim, buscou-se avaliar a melhor condi¢do de carga de solidos e, principalmente, de carga
enzimatica para ambas as biomassas tratadas, a fim de se obter melhores condigdes para o
processo. Foi avaliada uma carga de sélidos variando em 5,0, 10,0 e 15,0% de s6lidos e uma
carga enzimatica de 10,0, 15,0 e 20,0 FPU/g, em 48 horas de processo. A Figura 5.3 mostra as
concentragdes de glicose e xilose obtidas a partir da hidrolise enzimatica usando a fragao
solida dos ensaios realizados com a biomassa tratada com hidroxido de sodio 2,0% (m/v),
sendo a Fig. 5.3a para 5,0% de carga de solidos, Fig. 5.3b para 10,0% de carga de sélidos e a
Fig. 5.3c para 15,0% de carga de solidos.
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Concentragdo (g/L)

20

Figura 5.3 - Concentracdes de glicose e xilose liberadas apos hidrélise enzimatica do coco

verde para ensaio HS, sendo (a) para 5% de sdlidos, (b) para 10% de sdlidos e (c) para 15%

de solidos, variando a carga enzimatica (10, 15 e 20 FPU/g) em cada. A letra a foi utilizada

para comparar os valores obtidos, indicando resultados sem diferencga significativa para um
intervalo de confianca de 95% (p > 0.05).
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De modo geral, como esperado, com o aumento da carga de sélidos, ¢ verificado uma
maior a concentragdo de acucares fermentesciveis obtida, principalmente para cargas de
solido acima de 5% (m/v). Para uma carga de sélido de 5% (m/v), o maior valor obtido foi
para 20 FPU/g, sendo 10,34 g/L, e o menor, para 10 FPU/g, sendo 6,58 g/L. Tais valores
demonstram uma certa eficiéncia no processo, nestas condigdes, visto que Bezerra et al.
(2021) obtiveram apenas 2,0 g/L. de glicose para 10 FPU/g e 5% de solidos, e Nogueira
(2017) atingiu em torno de 8 g/L para 20 FPU/g e 5% de solidos, utilizando a fibra de coco
tratada com hidréxido de sodio 2,0% (m/v).

Para os testes em 10 e 15% de solidos, ndo ha diferenca significativa entre as
concentragdes de glicose alcangadas (~21 g/L). O maior valor obtido entre os ensaios foi de
22,07 g/L para 15% de s6lidos e 15 FPU/g, e o menor de 18,69 g/L para 15% e 20 FPU/g.

Ainda avaliando a carga enzimatica usada para todos os testes com carga de solidos,
ndo houve diferenca estatistica significativa para nenhum dos ensaios realizados. Pode-se

inferir que devido a uma remocdo de lignina menor do que o esperado, em torno de 57%
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(Tabela 5.2), ha uma maior taxa de adsor¢do improdutiva da enzima, reduzindo, entdo, a
producgdo de agticares (ARAUJO, 2021). O aumento da carga de solidos pode reduzir a
eficiéncia do processo por promover ndo s6 um excesso de lignina disponivel no meio, mas
também um aumento da viscosidade do meio, que dificulta a transferéncia de massa (CHEN
& LIU, 2017). Dessa forma, para a biomassa HS, a fim de reduzir custos e quantidade de
matéria-prima usada, ¢ possivel realizar os estudos posteriores com cargas enzimaticas baixas
(10 FPU/g) e carga de solido em torno de 10%. Para concentracdes de solidos mais altas,
sugere-se uma estratégia de batelada alimentada, adicionando, aos poucos, a biomassa no
processo até atingir a concentragdo desejada.

A Fig. 5.4 a seguir refere-se aos ensaios apos o pré-tratamento combinado da explosdo a
vapor (210°C, 20 bar, 10 minutos) e hidroxido de sdédio 2,0% (m/v), sendo Fig. 5.4a para
5,0% de carga de solidos, Fig. 5.4b para 10,0% de carga de solidos e Fig. 5.4c para 15,0%.

Figura 5.4 - Concentracdes de glicose e xilose liberadas apos hidrélise enzimatica do coco
verde EHVS, sendo (a) para 5% de solidos, (b) para 10% de so6lidos e (c) para 15% de sdlidos,
variando a carga enzimatica (10, 15 e 20 FPU/g) em cada. As letras a e b foram utilizadas
para comparar os valores obtidos, utilizando-se letras iguais para indicar resultados sem
diferenca significativa, considerando-se um intervalo de confianga de 95% (p > 0.05).
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Para a biomassa EVHS, os valores demonstram que bons resultados foram obtidos
variando a carga de s6lidos. Para 20 FPU/g, em uma carga de s6lidos de 5%, obteve-se 9,42
g/L; para 10% de solidos, 19,91 g/L de glicose e para 15%, 31,59 g/L. Isso pode ser explicado
pelo aumento de celulose disponivel, que pode ser convertida em glicose, em decorréncia de
uma maior concentragdo de s6lidos no meio, para uma mesma quantidade de enzima.

Avaliando a carga enzimadtica usada, para o ensaio com 15% de sélidos, quantidades
de enzimas mais altas apresentam resultados mais promissores, com um aumento aproximado
de 15% de produgdo de glicose, principal acticar fermentado para produgao de etanol a partir
de S. cerevisae PE-2, sendo de 34,32 g/L para 15 FPU/g e 29,39 g/L para 10 FPU/g. Para
cargas de so6lidos mais baixas, ndo ha diferenga estastisticamente significativa ao variar a
quantidade de enzima no meio. Dessa maneira, confirma-se que € possivel proceder os
seguintes estudos utilizando cargas de enzima mais baixas, a fim de reduzir custos de
processo.

Nas Figuras a seguir estdo explicitadas as conversdes celuldsicas obtidas para cada
ensaio, sendo a Figura 5.5 para a biomassa HS (5.5a para 5% de soélidos, 5.5b para 10% de
solidos e 5.5¢ para 15% de solidos) e a Figura 5.6 para biomassa EVHS (5.6a para 5% de
solidos, 5.6b para 10% e 5.6¢ para 15%).
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Figura 5.5 - Conversdo celulosica para a hidrolise enzimatica da biomassa HS, sendo (a) para
5% de solidos, (b) para 10% de so6lidos e (c) para 15% de sdlidos, variando a carga enzimatica
(10, 15 e 20 FPU/g) em cada. A letra a foi utilizada para comparar os valores obtidos,
indicando resultados sem diferenga significativa para um intervalo de confianga de 95% (p >
0.05).
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Conversdo Celuldsica (%)

Figura 5.6 - Conversdo celulosica para a hidrolise enzimatica EVHS, sendo (a) para 5% de
solidos, (b) para 10% de solidos e (c) para 15% de sélidos, variando a carga enzimatica (10,
15 e 20 FPU/g) em cada. As letras a e b foram utilizadas para comparar os valores obtidos,
utilizando-se letras iguais para indicar resultados sem diferenca significativa, considerando-se
um intervalo de confianc¢a de 95% (p > 0.05).
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Nas figuras mostradas acima, observa-se uma conversao celuldsica similar em ambas
as biomassas. Um pouco diferente do obtido por Ribeiro et al. (2022), para 5% de so6lidos e 20
FPU/g, a conversao celuldsica do processo foi em torno de 54%, enquanto o valor obtido
neste trabalho foi de 42,53% para a biomassa EVHS.

Corroborando a analise anterior, observa-se que os melhores resultados na hidrolise
enzimatica sdo para cargas de solidos mais altas. Quanto a carga enzimatica, s6 demonstrou
ser significativa na etapa de hidrolise enzimatica em uma carga de so6lidos de 15% (m/v) na
biomassa EVHS, para valores acima de 10,0 FPU/g, aumentando cerca de 8,0% (para 15,0
FPU/g) e 7,4% (para 20,0 FPU/g), sendo 47,75% e 47,54%, respectivamente.
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5.3 Fermentacao

Os resultados da producdo de etanol em hidrolise e fermentagdo simultaneas (SSF)
(Figura 5.7a) e semi-simultaneas (SSSF) (Figura 5.7b), utilizando S. cerevisiae PE-2 para as
biomassas HS e EVHS, durante 72 horas, sdo mostrados na Figura 5.7. Além da biomassa,
variou-se a carga de sdlidos (10,0, 15,0 e 30,0%) e a carga enzimatica (10,0, 15,0 e 20,0
FPU/g). E importante considerar que as condi¢des ndo foram otimizadas a fim de obter a
maior concentragdo de etanol para o processo, avaliando-se apenas o impacto do pré-

tratamento e da estratégia de condi¢do do processo que obtiveram o melhor desempenho.

Figura 5.7 - Fermentagdo via SSF e SSSF das biomassas (a) HS e (b) EVHS variando carga
de solidos (10, 15 e 30%), carga enzimatica (10, 15, 20 FPU/g) e estratégia fermentativa (SSF
e SSSF). As letras a, b, ¢ e d foram utilizadas para comparar os valores obtidos, utilizando-se

letras iguais para indicar resultados sem diferenca significativa, considerando-se um intervalo
de confianga de 95% (p > 0.05).
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Conforme esperado, quanto maior a carga de sélidos, maior a concentragdo de etanol
obtida, em decorréncia de uma maior quantidade de polissacarideos disponiveis para serem
convertidos em glicose (IOELOVICH & MORAG, 2012), e, em seguida, em etanol. Uma vez que
30,0% de carga de so6lidos no meio promove uma alta viscosidade e, consequentemente,
dificuldade na transferéncia de massa, a utilizacdo da estratégia de batelada alimentada
(adicionando 15,0% inicialmente e o restante da biomassa apenas 24 h apds o inicio do
experimento) melhorou, consideravelmente, o rendimento do processo, visto que com 15,0%
de solidos ja ndo se demonstrava diferencas tdo significativas quando comparado com os
ensaios realizados a 10,0%. De acordo com Mondenbach & Nokes (2013), a adi¢do tardia de
uma parcela de substrato mantém um certo nivel de dgua livre para que ocorra processos de

difusdo dos inibidores produzidos na hidrélise para longe das enzimas.
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Com isso, para a carga de s6lidos de 30,0%, verificou-se que a producdo de etanol foi a
maior alcancada neste estudo, atingindo um maximo de 27,68 g/L para biomassa HS, usando
a estratégia de SSF para 20,0 FPU/g; e 33,89 g/L para a biomassa EVHS, quando se utilizou a
SSSF em 15,0 FPU/g de carga enzimdtica. Ma et al. (2011) utilizaram a mesma estratégia de
batelada alimentada para 25,0% de carga de solidos, aumentando a conversdo celulosica em
50%.

Para uma carga de sélidos de 15,0%, para a biomassa EVHS, a estratégia SSF, com 20,0
FPU/g, demonstrou uma concentracao de alcool produzido em torno de 15,0 g/L, um pouco
abaixo do valor obtido por Ribeiro et al. (2022), que obtiveram, em média, 21,0 g/L.

Verifica-se que, para a biomassa HS (alcalina), o aumento da carga enzimatica ndo
demonstra um aumento estatisticamente significativo, quando se compara 20,0 FPU/g ¢ 10,0
FPU/g na sacarificacdo e fermentagdo simultaneas, algo que ja era esperado a partir dos
resultados obtidos no toépico 5.2. Além disso, verificou-se que a estratégia fermentativa
utilizada, nesse caso, ndo intereferiu de forma positiva nos resultados. Para uma SSSF com
carga enzimatica de 10,0 FPU/g, ndo ha variacdo significativa na concentragdo de etanol. Ja
para uma SSSF com 20,0 FPU/g, hd uma diminui¢ao considerdvel da quantidade de alcool
produzida, em qualquer carga de sdlidos utilizada. De acordo com Mussatto et al. (2008),
pode ser verificado uma reducdo da taxa da conversdo celuldosica a0 aumentar-se a carga
enzimatica em decorréncia da inibicdo das enzimas pela alta concentracdo de glicose no meio.
Assim, corrobora-se que o aumento da carga enzimatica nem sempre estd relacionado ao
aumento da liberacdo de agucares no meio e, consequentemente, ao aumento da produgdo de
etanol.

Além disso, como visto na Tabela 5.2 e j& citado anteriormente no topico 5.2, em
decorréncia da retencdo de lignina em torno de 43%, pode indicar um aumento da adsor¢ao
ndo-produtiva da celulase. Logo, a medida em que o conteudo de enzima aumenta, ndo ¢
verificado um aumento concomitante na conversdo de polissacarideos em acucares, e,
consequentemente, em etanol, devido ao alto teor de lignina disponivel para formar
complexos ndo-produtivos com a celulase.

Dessa forma, com o intuito de de melhorar a viabilidade econdémica do processo, ¢
demonstrada a possibilidade de redugdo em até 50% a quantidade de coquetel enzimatico
usado para essa biomassa (HS), assim como, a utilizagdo de 10 FPU/g, para obter-se
resultados similares a 20 FPU/g. Por sua vez, na biomassa combinada (EVHS), o mesmo nao
ocorreu. Uma vez que o percentual de remocdo de lignina apds o pré-tratamento combinado

foi em torno de 72%, a quantidade de lignina disponivel ndo demonstra ter afetado, de forma

62



significativa, o processo de liberacdo de agucares e fermentagdo. Verificou-se que com o
aumento de carga enzimadtica, a concentracdo de etanol produzida aumentou em todas as
cargas enzimdticas. Com o interesse voltado a reduzir os custos do processo, ¢ primordial uma
reducdo na quantidade de enzima utilizada. Neste caso, com a mudanga de estratégia de SSF
para SSSF, vemos um aumento de quase 40% na concentrag@o etandlica, enquanto reduz-se
25% da carga enzimatica usada. No ensaio da SSSF a 15 FPU/g, obteve-se 33,90 g/L de
etanol, enquanto para a SSF a 20 FPU/g a concentragao de etanol observada foi de 24,53 g/L.

5.4 Caracterizacao da Lignina
As ligninas extraidas apds os pré-tratamentos HS (alcalino) e EVHS (combinado)
foram analisadas por FTIR e TG, para melhor compreender as modificacdes estruturais e

diferengas entre elas.

5.4.1 Analise por Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada

de Fourier (FTIR)

A andlise por FTIR das ligninas ¢ um indicativo qualitativo da pureza e similaridade
nas estruturas de ligninas advindas de diferentes processos. As similaridades presentes nos
demais picos da Figura 5.8 sdo referentes a grupos funcionais que ndo se alteraram com os

tratamentos.
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Figura 5.8 - Andlises de Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada de Fourier
das ligninas.
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Como demonstrado por Panamgama & Peramune (2018), as regides entre 1400-1600
cm’” (3) sdo referentes as vibragdes dos anéis aromaticos C=C nas estruturas de fenilproprano;
ja os picos em torno de 3445-3312 cm™ (1) podem ser associados ao das hidroxilas presentes,
tanto nas partes aromaticas como alifaticas da lignina. Por sua vez, os picos em 2917 cm™ (2)
sdo atribuidos aos alongamentos das ligagdes C-H alifaticas, nos grupos —CHs e —CHj-nas
cadeias de fenil propano. Na regido (4), que comporta picos de 1300 a 830 cm™', surgem 4reas
referentes as vibragdes dos grupos funcionais distintos, como o alongamento C-O nas partes
fenolicas, éteres e unidades de guaiacil (unidade G) e siringil (unidade S) (DZIURZYNSKI,
SUPINSKI & SURMINSKI, 1988). A area (4.1), em 1213 cm™, se refere a um alongamento
de C-O das unidades de guaiacil verificado na lignina alcalina, que ndo surge na lignina
combinada. J4 os picos em torno de 112-1035 cm™ (4.2) podem indicar deformagio nos C-H
aromaticos, alongamento de ligagdes C=0, além de uma maior quantidade de grupos guaiacil,

quando comparados com os grupos siringil (DZIURZYNSKI, SUPINSKI & SURMINSKI,
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ibid.). Uma vez que esse pico demonstra-se mais expressivo na lignina combinada, verifica-se
que a atuagdo da explosdo a vapor intensifica esse efeito, quando combinado ao tratamento

alcalino.

5.4.2 Analise termogravimétrica (TG)
A fim de analisar a perda de massa durante o processo de pirdlise da lignina, em
atmosfera inerte, foram realizados ensaios termogravimétricos, cujos resultados estdo

demonstrados na Figura 5.9.

Figura 5.9 - Analise termogravimétrica das Ligninas D e E.
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Conforme reportado por Carvalho (2022), as ligninas apresentam uma menor variacao
de perda de massa, porém, maiores amplitudes de faixa de degradacdo e uma massa residual
consideravel, indicando uma resisténcia a degradacao térmica. De acordo com Postawa et al.
(2022) e Diez et al. (2020), na analise termogravimétrica existem 4 fases: desidratacdo (até
120°C, na qual ocorre perda da umidade da amostra); pir6lise ativa (120-340°C, fase na qual
ocorre a mudanga de massa por decomposicdo dos compostos organicos pouco resistentes);
pirdlise passiva (340-380°C, fase em que a amostra perde massa de compostos mais
resistentes); pir6lise residual (momento em que produtos secundarios formados em etapas de

queima anteriores e a quantidade final de carvao é formada). Os extrativos sdo degradados na
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faixa de temperatura entre 200-400°C, sendo impossivel distingui-los das demais fracdes da
biomassa.

Como verificado na Figura 5.8, as ligninas possuem maior resisténcia a degradacdo
térmica, abrangendo faixas de até¢ 700°C até a sua estabilidade. Isso ocorre pela presenca de
grupos funcionais a base de oxigénio com estabilidades térmicas que diferem entre si. A
decomposic¢do inicia em torno de 150 e 275°C, degradando hidroxilas localizadas no grupo
benzila. Até 250°C, a lignina sofre uma degradacdo exotérmica. Depois dessa temperatura, a
lignina apresenta flutuagdes que indicam diferentes fases de pir6lise, com diferentes entalpias
(CARVALHO, 2022). A ligina EVHS demonstrou o ponto de degradacdo maxima em torno
de 505°C, enquanto a HS aproximadamente em 535°C. As diferencas verificadas entre as duas
ligninas se da pela diferenca no método de extracdo, como reportado por Rodrigues et al.
(2020), visto que a forma de extrai-la altera a sua estrutura e composi¢do. Quanto mais

parecida com a lignina original, menor resisténcia a degradacdo térmica.

5.5 Caracterizacao do Lignosulfonato

Os lignosulfonatos produzidos (HS e EVHS) a partir das ligininas extraidas do coco
verde foram caracterizados por FTIR, DRX e TG, para um melhor entendimento sobre o seu
comportamento e suas caracteristicas. A Figura 5.10 mostra o lignosulfonato HS. Ambos os

LS apresentam a mesma aparéncia e a mesma tendéncia a solubilidade em agua.

Figura 5.10 — Lignosulfonato, sendo (a) HS e (b) EVHS.
Fonte: Autora (2023).

(b) EVHS
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5.5.1 Analise por espectrofotometria de infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR)
A fim de analisar a similaridade entre os lignosulfonatos, foi realizada a analise por
FTIR das duas estruturas (Figura 5.11). As similaridades presentes nos demais picos da Figura

5.11 sao referentes a grupos funcionais que nao se alteraram com os tratamentos, e que ainda

sdo oriundos das ligninas usadas como precursoras para cada LS.

Figura 5.11 - Analise de FTIR dos lignosulfonatos HS e EHVS.
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Visto que o lignosulfonato tem como precursor a lignina, o comportamento observado
¢ semelhante: os picos em torno de 3445-3312 cm™ (1) podem ser associados ao alongamento
das hidroxilas presentes tanto nas partes aromaticas como alifaticas da lignina, as regides
entre 1400-1600 cm™ (3) sdo referentes as vibracdes dos anéis aromaticos C=C nas estruturas
de fenilproprano (SHEN, ZHANG & ZHU, 2008). Como reportado por Li & Ge (2011), em
torno de 1040 cm™ (4) visualiza-se a presenca de um pico referente a insergdo do grupo —SO;
advindo da sulfonagdo, e a adi¢do de grupos metoxila durante a reacdo podem ser observados

pela banda caracteristica em torno de 2940 cm™ (2). As diferengas verificadas neste pico entre
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os dois LS, sugerem que o pré-tratamento combinado (EHVS), por modificar estruturalmente
a lignina precursora do lignosulfonato e pela alta temperatura de processo, provoca uma

menor quantidade de grupos livres para serem sulfonados na sulfometilagao.

5.5.2  Analise termogravimétrica (TG)

As perdas de massa dos lignosulfonatos HS (alcalino) e EVHS (combinado) foram
analisadas por meio da termogravimetria ¢ demonstradas na Figura 5.12. Comumente, ndo se
tém toda a sua massa inicial carbonizada, restando cerca de 40 a 20%, como indicado por
Santos & Curvelo (1999). De acordo com De Oliveira (2010), os cations presentes nos LS,
como o sodio, decorrente do tipo de processo de obtencdo usado, podem catalisar a
decomposicdo térmica do material, por facilitarem a clivagem de grupos funcionais e
promoverem reagdes entre eles, demonstradas pela distribui¢do diversificada de produtos de
baixa massa molar. Além disso, ainda promovem a formacao de produto carbonizado. Ainda ¢
verificado que os LS comegam a se decompor em temperaturas relativamente baixas em

decorréncia da cisdo dos grupos sulfonatos (JAKAB et al., 1993).
Figura 5.12 - Analise de perda de massa por termogravimetria dos lignosulfonatos.
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A diferenca na estabilidade e no comportamento dos dois lignosulfonatos estudados
pode ser atribuida a diferentes quantidades de agucares residuais nos materiais (SANTOS &
CURVELO, 1999), além de diferentes quantidades de sais, visto que as ligninas precursoras
de cada um sdo diferentes, podendo ocasionar em sutis diferencas no processo de
sulfometilacdo. Assim, diferentes pré-tratamentos provocam diferencas fisicas e quimicas nos

lignosulfonatos produzidos, sendo o LS EVHS o que apresenta maior estabilidade em torno
de 800°C.

5.6 Adicao de lignosulfonato na hidrdlise enzimatica

Como indicado anteriormente, a busca incessante pelo aumento da produtividade em
acucares, na etapa de hidrolise, ocasiona o estudo de aditivos que possam auxiliar no
processo. Assim como o0s tensoativos comerciais, como PEG, Tween, entre outros
(NOGUEIRA, 2017), o lignosulfonato atua na redugdo da adsor¢do ndo produtiva da lignina
residual na enzima celulase, ao longo do processo (LOU et al., 2013). A Figura 5.13 indica a
concentracdo de acgucares liberados na hidrolise enzimatica, com a utilizagdo de diferentes
concentragdes de lignosulfonato, em relacdo a massa de solidos usada (5,0% (m/m)). A Figura
5.13a indica uma concentragdo de lignosulfonato variando de 0,0% (m/m de biomassa) até
0,5% (m/m de biomassa), com uma carga enzimatica de 10,0 FPU/g. Ja a Figura 5.13b
demonstra os ensaios utilizando 20,0 FPU/g e uma concentragdo de LS variando de 1,0%

(m/m de biomassa) até¢ 10,0% (m/m de biomassa).

Figura 5.13 - Concentragdo de agticares apds hidrolise enzimatica com diferentes
concentragdes de lignosulfonato (a) Para 10 FPU/g, com 0, 0,1 e 0,5% de lignosulfonato (m/m
biomassa); (b) Para 20 FPU/g, com 0, 1,0, 3,0, 5,0 e e 10,0% de lignosulfonato (m/m
biomassa). As letras a e b foram utilizadas para comparar os valores obtidos, utilizando-se
letras iguais para indicar resultados sem diferenca significativa, considerando-se um intervalo
de confianga de 95% (p > 0.05).
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Conversdo Celulosica (%)

acima

Corroborando o estudo de Lou et al. (2014), para as concentragdes de lignosulfonato

de 0,5 g/L (acima de 1,0%), os efeitos do surfactante comegam a ndo ser tdo positivos

sobre a hidrélise, quando comparados com a concentragdo de acgtcar obtida em 0,5 g/L. Isso

pode ser explicado pelo inicio da formagdo de complexos LS-celulase, que formam interagdes

nao pr

odutivas e podem vir a precipitar, reduzindo a atividade da enzima. Porém, nessas

concentragdes, os efeitos na hidrdlise demonstram uma estabilidade, independente do

aumento da quantidade de lignosulfonato adicionado.

para ¢

Todavia, no presente estudo, diferindo um pouco do proposto por Lou et al. (2014),

oncentragdes abaixo de 0,5 g/L (1,0% m/m biomassa), ndo houveram resultados

significativos de aumento da producdo de glicose e xilose, em decorréncia da baixa

concentracdo de tensoativo adicionado ao meio, sendo indiferente quando comparado aos

ensaios sem a adi¢ao de lignosulfonato.

Na Figura 5.14 ¢ indicada a conversdo celuldsica para cada ensaio, sendo a Fig. 5.14a

para uma concentragdo de até 0,5% (m/m de biomassa), e a Fig. 5.14b de 1,0% até 10,0%
m/m de biomassa de LS.

Figura 5.14 - Conversao celulosica da hidrélise com adicao de lignosulfonato em diferentes
concentragdes. (a) concentracdes de 0, 0,1 € 0,5% de LS, para 10 FPU/g; (b) concentragdes de
0, 1,0, 3,0, 5,0 ¢ 10,0% de LS para 20 FPU/g. As letras a e b foram utilizadas para comparar
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s valores obtidos, utilizando-se letras iguais para indicar resultados sem diferenca
significativa, considerando-se um intervalo de confianga de 95% (p > 0.05).
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Ainda assim, ¢ verificado que ao utilizar 1,0% (m/m de biomassa) de lignosulfonato,

aumento de 30,0% na conversdo celulosica da hidrolise enzimatica, corroborando o
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efeito tensoativo esperado do lignosulfonato no processo. Pode-se inferir que o lignosulfonato
foi responsavel por promover estabilidade conformacional, por estabilizar as forcas
eletrostaticas de repulsdo entre a enzima e a lignina, ao ocupar os sitios de interagao da lignina
da biomassa, além de minimizar efeitos adversos dos inibidores advindos da hemicelulose e
lignina (ZHOU et al., 2013).

Acima de 1,0 g/L, a contribui¢cdo ¢ inferior, aumentando apenas cerca de 11,0% a
conversdo. Entretanto, estatisticamente, ndo ha diferenca significativa entre os ensaios (3,0,
5,0 e 10,0% de lignosulfonato), apresentando uma certa estabilidade de efeito sobre a reducao
da adsor¢do ndo-produtiva da lignina na celulase, como encontrado no estudo realizado por
Lou et al. (2014), além de ndo apresentar diferenca quando comparado aos testes realizados
sem a presenca do LS no meio. Como estudado por Lou et al. (2018), sugere-se um estudo
acerca da influéncia do lignosulfonato variando as condi¢gdes de processo, como pH e

agitacao.
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CAPITULO 6: CONCLUSOES
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6 Conclusoes

Neste capitulo, sdo descritas as principais consideragoes apos os resultados obtidos e

discussoes desenvolvidas ao longo deste estudo.

No presente trabalho, foi estudada a influéncia da carga de solidos e da carga enzimatica
na hidrélise de biomassas advindas de dois pré-tratamentos diferentes: com hidroxido de
sodio 2,0% (m/v) (ensaio HS) e combinado (explosdo a vapor a 210°C, 10 minutos e 20 bar,
seguido do tratamento com hidréxido de sodio 2,0%) (ensaio EVHS). O primeiro, demonstrou
uma remocdo de lignina de 57,09%, enquanto o segundo, de 72,62%. Tal feito interferiu
diretamente nos resultados da conversdo de aglicares. Uma vez que uma alta quantidade de
lignina retida na biomassa causa uma adsor¢do improdutiva da enzima, ao variar a carga
enzimatica dos ensaios ndo houve variacdo estatisticamente significativa no resultado do
processo.

Também foi avaliada a producdo de etanol, quando variada a carga de solidos, carga
enzimatica e mudanga de estratégia fermentativa (SSF e SSSF). Para a biomassa HS
(alcalina), corroborando o estudo a cerca da liberacdo de agucares na hidrolise, na
fermentagdo, a produc¢do de etanol também ndo ¢ significativamente diferente ao variar as
demais condi¢des de ensaio, durante a SSF. Além disso, verificou-se que a estratégia
fermentativa utilizada, neste caso, ndo interferiu de forma positiva nos resultados. Com o
aumento da carga enzimatica de 10 para 20 FPU/g, hd uma diminui¢do consideravel da
quantidade de alcool produzida, em qualquer carga de sélidos utilizada. Com isso, pode-se
inferir que a alta quantidade de lignina residual na biomassa reduz a atividade de enzima a
medida em que sua quantidade ¢ aumentada.

Por sua vez, para a biomassa combinada (EVHS) verificou-se que com o aumento de
carga enzimatica, a concentragdo de etanol produzida aumentou em todas as cargas
enzimaticas, visto que houve uma maior remog¢do de lignina apdés o pré-tratamento
combinado. Também foi demonstrado que ao mudar a estratégia fermentativa (de SSF para
SSSF), ¢ possivel reduzir em torno de 25,0% da carga enzimética usada e, ainda assim, obter
um aumento de quase 40,0% na concentracdo etanolica. Dessa forma, em ambos 0s casos, a
fim de melhorar a viabilidade econdomica do processo, ¢ demonstrado que se pode trabalhar
com uma menor quantidade de coquetel enzimatico usado e, ainda assim, obter-se bons
resultados.

Quanto a carga de solidos, para ambas as biomassas, os efeitos negativos do aumento de

concentracdo de solidos se sobressaem aos positivos (maior quantidade de celulose a
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disposi¢do para ser convertida em glicose). A estratégia de batelada alimentada, adicionando
uma parte da biomassa apés 24 horas do inicio do processo, demonstrou ser uma boa
alternativa frente a isso.

Por fim, referente a producdo de lignosulfonato, tanto a partir da lignina extraida apos o
pré-tratamento HS como o EVHS, os ensaios de caracterizagdo por FTIR demonstraram a
eficiéncia da sulfometilagdo da lignina. Dessa forma, ao adicionar o lignosulfonato
combinado (EVHS) na hidrélise enzimdtica da biomassa, advinda do mesmo processo
(EVHS), foi confirmada a sua a¢do surfactante, responsavel por promover uma estabilidade
conformacional e estabilizacdo das forgas eletrostaticas de repulsdo entre a enzima e a lignina,
otimizando os resultados de obtencdo de acgucares fermentesciveis em 30%, para uma
concentragdo de lignosulfonato de 0,5 g/L (ou 1,0% m/m de biomassa).

Sugere-se para estudos posteriores, avaliar a influéncia da agitagdo e do pH na agdo do
lignosulfonato na hidrolise enzimatica, bem como sua atuacdo na fermentacdo. Além disso, ¢
possivel estudar o uso do LS em outras aplicacdes, como na ativagd de lipases imobilizadas

em nanoparticulas magnéticas.
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