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APRESENTACAO

O e-book intitulado: “Engenharia quimica: Desenvolvimento de novos processos e
produtos 2” é constituido por oito capitulos de livros que se distribuiram em trés eixos-
tematicos: i) producéo e desenvolvimento de produtos de maior eficiéncia e de menor custo;
ii) utilizacéo de biomassa e controle de variavel em diferentes processos industriais e; Jif)
geragédo de energia e estimativa de custo para recuperar espécies em recursos hidricos.

O primeiro capitulo investigou a relagdo de um conjunto de filtros, utilizados em
ambientes fechados, em relagéo a eficiéncia e o consumo energético resultando em um
sistema que requeria um consumo de 8 W e uma eficiéncia de retencdo de particulas
abaixo do recomendado pela OMS. O capitulo 2 avaliou o desenvolvimento de produgéo
de nanofibras via electrospinning a partir da andlise de numeros adimensionais com
multiplas variaveis, os resultados sugerem estudos promissores que definiram a operacao
de producéo de fibras pela via electrospinning.

Os capitulos de 3 a 5 avaliaram: j) a importancia do controle de temperatura no
processo de esterilizagdo de alimentos a partir de um modelamento matematico por meio
de simulagdo computacional; i) influéncia da temperatura na produgéo de &cido citrico
utilizando fungos da espécie Aspergillus Awamori e; iii) extragdo de xilose e glicose a partir
do eucalipto (Eucalyptus sp.) a partir do pré-tratamento utilizando o acido peracético e
hidroxido de sbdio.

Por fim, os capitulos de 6 a 8 apresentaram trabalhos que avaliaram: J) utilizagéo
da energia térmica a partir de residuos de Chillers, gerados em unidades hospitalares;
i) andlise de custo para recuperar microalgas a partir de processos de microfiltragéo e;
iiiy remocao de arsénio (lll) em matrizes aquosa empregando carbono pirolisado como
adsorvente.

Nesta perspectiva, a Atena Editora vem trabalhando de forma a estimular e incentivar
cada vez mais pesquisadores do Brasil e de outros paises a publicarem seus trabalhos
com garantia de qualidade e exceléncia em forma de livros, capitulos de livros e artigos
cientificos.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: O Eucalyptus € um dos géneros
florestais mais cultivados no Brasil e sua
producéo origina diversos residuos como raizes,
galhos e folhas. Uma forma de reaproveitamento
desse material € aplicando pré-tratamentos
quimicos e bioloégicos para fracionar seus
componentes lignocelulésicos, e assim ser
destinados para a producdo de diversos
subprodutos. O objetivo deste trabalho foi
estudar diferentes pré-tratamentos para madeira
in natura e madeira tratada termicamente a 150°
C do género Eucalyptus, a fim de atingir uma
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maior deslignificagdo e preservar o maximo de
carboidratos. No estudo deste trabalho foram
realizados testes em que o Eucalyptus in natura
foi submetido a hidrélise com acido peracético
(PAA) em temperaturas de 60°C e 90°C,
diferindo o tempo de contato. Sendo assim,
observou-se que a elevacdo da temperatura
atuou como um dos fatores fundamentais, visto
que promoveu uma maior remo¢do da lignina
(43%). Consequentemente, essa deslignificacao
implicou positivamente em maior extracdo de
xilose (40%) e glicose (15%) com maior carga
de enzimas 22,5 FPU (Unidades de Papel
Filtro). Outro pré-tratamento foi realizado com
eucalyptus tratado termicamente a 150° C, na
presenca de hidroxido de sddio e posteriormente
tratado com enzima lacase para remocdo da
lignina e fracdes da hemicelulose. Observou-se
que a amostra contendo lacase com adi¢do de
substrato ABTS apresentou maior intensidade
na espectrofotometria UV/VIS e com isso maior
extracdo de xilose (37%) e glicose (10%). Diante
destes dados, o pré-tratamento com acido
peracético a 90 °C apresentou maior extracdo de
xilose e glicose, quando comparado com o pré-
tratamento com NaOH e lacase.
PALAVRAS-CHAVE: Hidrolise enzimatica.
Remocéo de lignina. Pré-tratamento. Extracéo
de agucares.

EXTRACTION OF XYLOSE AND
GLUCOSE FROM EUCLYPTUS sp. PRE-
TREATED WITH PERACETIC ACID AND

SODIUM HYDROXIDE
ABSTRACT: Eucalyptus is one of the most
cultivated forest genera in Brazil and its
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production originates various residues such as roots, branches and leaves. One way to
reuse this material is by applying chemical and biological pre-treatments to fractionate its
lignocellulosic components, and thus be destined for the production of various by-products.
The objective of this work was to study different pre-treatments for wood in natura and wood
heat treated at 150° C of the genus Eucalyptus, in order to achieve greater delignification
and preserve the maximum amount of carbohydrates. In the study of this work, tests were
carried out in which Eucalyptus in natura was subjected to hydrolysis with peracetic acid
(PAA) at temperatures of 60°C and 90°C, differing the contact time. Thus, it was observed
that the increase in temperature acted as one of the fundamental factors, since it promoted a
greater removal of lignin (43%). Consequently, this delignification positively implied in greater
extraction of xylose (40%) and glucose (15%) with a greater load of enzymes 22.5 FPU (Filter
Paper Units). Another pre-treatment was carried out with eucalyptus heat treated at 150°C in
the presence of sodium hydroxide and subsequently treated with laccase enzyme to remove
lignin and hemicellulose fractions. It was observed that the sample containing laccase with
the addition of ABTS substrate showed greater intensity in the UV/VIS spectrophotometry
and with that, greater extraction of xylose (37%) and glucose (10%). In view of these data,
the pretreatment with peracetic acid at 90 °C showed higher extraction of xylose and glucose,
when compared with the pretreatment with NaOH and laccase.

KEYWORDS: Enzymatic hydrolysis. Lignin removal. Pre-treatment. Sugar extraction.

11 INTRODUGAO

O Brasil tem uma imensa diversidade de biomassas lignoceluldsicas apresentando
um potencial para aproveitamento energético e quimico em larga escala, a exemplo dos
residuos gerados durante a exploragéo florestal e nas serralherias (MACEDO, 2012).
Biomassa celulésica, derivada de fontes que ndo sdo alimentos, tal como arvores, esta
sendo utilizada como matéria-prima para producédo de etanol celul6sico. Na parede celular
vegetal, celulose é encontrada em combinagdo com lignina e hemicelulose resultando em
um sélido complexo e recalcitrante chamado de lignocelulose (CASTOLDI et al., 2014).

Esses materiais possuem uma rede complexa e resistente formada principalmente
por lignina (10% a 30%), hemicelulose (15% a 35%) e celulose (30% a 50%) e as
concentragdes de cada um desses elementos variam de acordo com o tipo de matéria-prima,
idade e estagio vegetativo (JEFFRIES, 1990). Os residuos de materiais lignocelulosicos
podem ser aplicados na producéo de alimentos, combustiveis, insumos quimicos, enzimas
e bens de consumo diversos (HAMELINCK, 2005).

Materiais baseados em aglcar e amido tais como cana-de-agUcar e gréos sédo dois
grupos de matérias-primas atualmente usados como fontes principais para produgado de
etanol. O terceiro grupo é os materiais lignocelulésicos representando a opgéo mais viavel
para producao de etanol (TALEBNIA et al., 2010). No intuito de produzir etanol celulésico,
diferentes estudos tém sido desenvolvidos, como sacarificagéo e fermentagéo simultaneos
(SSF), sacarificagdo simultdnea a co-fermentagdo (SSCF), hidrélise e fermentacao
simultdneos (SHF), hidrolise e co-fermentagdo das hexoses com pentoses (SHCF) e
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bioprocessamento consolidado (CBP) (SILVEIRA; VANELLI; CHANDEL, 2018).

A estrutura dos materiais lignoceluldsicos os torna resistentes a degradacgéo tanto
dos polissacarideos quanto da lignina (BRIENZO, 2010). Para o fracionamento da biomassa
lignocelulésica é necessério a aplicagdo de tratamentos fisicos, quimicos e biol6gicos ou
em conjunto. O pré-tratamento € uma forma que visa a diminuicdo da recalcitrancia dos
materiais para facilitar o fracionamento. Tratamentos quimicos em condi¢des alcalinas e
altas temperaturas é muito importante para a recuperagdo da hemicelulose (BRIENZO,
2010) e tratamentos com &cidos agem severamente removendo a hemicelulose e partes
da celulose e lignina. Outro pré-tratamento muito usado é com reagentes oxidantes,
por exemplo os peréacidos que apresentam um elevado potencial oxidante e que age na
remocao de lignina (BRASILEIRO et. al., 2001).

Para os tratamentos biolégicos € utilizado na sua maioria enzimas lignoliticas, que
séo produzidas pelos fungos da podridao branca geralmente como metabolito secundario
(FARIA,2011). Entre essas enzimas, que tem a capacidade de oxidar a lignina, tem-se
as lacases que apresentam um potencial redox suficiente para a remogao de elétrons da
estrutura fendlica, e assim aumentando sua taxa de deslignificacdo (BAO et. al., 1994).
Para a extragédo da fragédo da hemicelulose e celulose é utilizada as xilanases e celulases,
respectivamente. Ambas as enzimas fazem parte de um extrato enzimatico que agem em
sinergismo, fazendo a hidrolise da xilana em xilose, e de fracbes da celulose em glicose
(TALEBNIA et al., 2010).

Este trabalho utilizou duas metodologias com o intuito de obter-se uma maior
deslignificacdo e fracionamento da biomassa lignoceluldsica. A biomassa do eucalipto
VCP (Votorantin Celulose e Papel), foi submetido ao pré-tratamento com acido peracético,
diferenciando-os em tempo e temperatura de tratamento. Com o eucalipto UFT, foi aplicado
o pré-tratamento com NaOH a 5% (m/v) e posteriormente foi também tratado com lacase. A
hidrélise das biomassas foi realizada com coquetel enzimatico Cellic Ctec2®.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Os cavacos de eucalipto foram obtidos na industria Votorantim celulose e papel
(VCP - atualmente Suzano) da cidade de Jacarei/SP. E o eucalipto (Eucalyptus grandis)
pré-tratado a 150° C foi cedido pelo laboratério de Tecnologia e Utilizagdo de Produtos
Florestais (LabTecFlor) do Curso de Engenharia Florestal da Universidade Federal do
Tocantins. Os materiais foram moidos a 20 mesh e guardados em sacos plasticos em

temperatura ambiente para a execug¢do do experimento.
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2.2 Tratamento de Eucalyptus VCP com acido peracético

O acido peracético foi produzido a partir da mistura de acetato de etila com peréxido
de hidrogénio na razédo de 1:1 (v/v) na presenca de 1% do catalisador acido sulfurico.
Para o pré-tratamento, 3 g de massa seca da serragem de eucalipto foi acondicionado
em Erlenmeyer de 250 ml com adi¢cdo de 30 ml da solugdo de acido peracético (PAA)
alcangando uma concentracéo final de 10% (m/v). O frasco foi fechado com rolha de modo
que fosse gerada uma pressao no seu interior.

O pré-tratamento foi conduzido em temperaturas de 60° C e 90 °C. Das amostras
pré-tratadas a 60°C foram retiradas amostras em tempos de 24, 48 e 72h para analisar o
tempo de pré-tratamento. No pré-tratamento a 90 °C, a reagéo foi encerrada com 5 horas
na tentativa de otimizar o tempo com o aumento da temperatura.

As amostras pré-tratadas foram filtradas em filtro de cerdmica porosa sinterizada n°
2 a vacuo para separar a fragao liquida da biomassa sélida. A biomassa sélida foi lavada
exaustivamente com agua destilada estéril até pH neutro e retirada do excesso de acido
peracético. As amostras foram entdo mantidas em temperatura de 60 °C para secagem até
peso seco.

2.3 Tratamento com hidréxido de sédio

Este tratamento foi realizado com eucalipto doado pelo LabTecFlor que ja havia
sido tratado termicamente a 150 °C por uma hora. O material moido a 20 mesh (126g) foi
acondicionado em Erlenmeyer de 1000 mL com 450 mL de NaOH a 5% (m/v) e autoclavado
a 120 °C, 1 atm por 1h. O material foi entdo neutralizado com &cido cloridrico (1,25 M) e
filtrado sob papel de filtro Whatman n°.1 sob vacuo. O residuo sélido foi lavado com agua
destilada e levada para estufa a 60 °C para secagem e devidamente identificada.

2.4 Tratamento com Lacase

O extrato de Lacase, usado neste trabalho foi cedido pelo Laboratério de
Microbiologia e Bioquimica | da Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de Séo
Paulo (EEL-USP). Em tubos de ensaio de 50 mL foi acondicionado 0,2g de massa seca
de eucalipto pré-tratado com 5% de NaOH com 5 mL da solugéo tampé&o acetato de sédio
(pH 5; 50 mM) e mantido a 30 °C por trés dias. Entdo, o volume foi completado para 10 mL
juntamente com 10 U/mL de lacase e a reacdo enzimatica foi acompanhada por dois dias
em banho maria a 30° C. Para comparacao dos resultados, foram montados experimentos
na presenca de ABTS 30mM e o branco sem a presenca de lacase e ABTS.

Para analisar a efetividade dos tratamentos, todas as amostras de eucalipto pré-
tratadas foram submetidas a hidrélise com enzima comercial Cellic Ctec2 e caracterizadas
quimicamente antes e depois de cada tratamento. A equacgéo 1 foi usada para calcular a
recuperacgao da biomassa sélida. A equagéo 2 foi utilizada para calcular a quantidade em
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gramas dos componentes (lignina, glicana e xilana) por 100g de eucalipto.

R% = = x 100 (1)

R%= Rendimento;
PSi= Peso seco inicial;
PSf= Peso seco final;

_ Lilpt-R
e 100

Cg

(e

Cg= Composicdo em g por 100 g de eucalipto;
R%= Rendimento;
CQpt= Componente quimico do pré-tratado;

2.5 Caracterizacao quimica da serragem de eucalipto

2.5.1 Quantificacédo de extrativos

Em saquinhos de papel filtro Whatman n°.1 foi adicionado 1,5 g da serragem de
eucalipto (VCP) in natura (base seca) apés secagem a 60 °C para determinar a umidade.
Os extrativos das amostras foram determinados depois que as amostras passaram por
processo de extragcao em aparelho Soxhlet com etanol 95% por 6 horas. O teor de extrativos
foi entdo determinado pela pesagem do material ap6s secagem da serragem de eucalipto
a 60 °C até peso constante.

2.5.2 Anélise da composicdo quimica

As amostras de eucalipto in natura e pré-tratada, foram caracterizadas quimicamente
pelo método descrito por Ferraz (2000). A composi¢cdo quimica dos materiais foi realizada
por analise em triplicata a partir de 330 mg (massa seca) de amostra em tubo de ensaio.
Em cada tubo foram adicionados 3 mL de H,SO,a 72% (m/v) seguido de incubag&o em
banho maria a 30 °C por 1 hora. O material foi transferido para frasco Erlenmeyer de 250
mL adicionando 79 mL de &gua destilada para se obter uma concentracéo final de 4% (m/v)
de H,SO, e autoclavado a 121°C, 1 atm por 1 hora.

O material hidrolisado foi resfriado em temperatura ambiente e filtrado em filtro de
ceramica porosa n° 3, para a determinagdo de lignina insoluvel por gravimetria, e a lignina
soluvel por leitura em espectrofotdbmetro a 205 nm (O = 105 L.g".cm™) diluindo 10 vezes.
Os volumes das solugbes filtradas foram completados para 200 ml com agua destilada
em balédo volumétrico. Uma aliquota de cada solugao foi filtrada em filtro millipore 40 ym
e utilizada para analise das concentracbes de agucares monoméricos gerados glicose,
xilose, arabinose e acido acético. As analises desses compostos foram realizadas em um
equipamento HPLC (CLAE — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - WATERS) equipado
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com um detector de indice de refragdo e uma coluna HPX87H (BIORAD) a 35 °C, com
fase movel composta por acido sulfurico 5 mM e um fluxo de 0,6 mL.min-1. Os agUcares
foram expressos como seus respectivos polissacarideos de acordo com seus fatores de
hidrolise: 0,90 para glicana, 0,88 para xilana e arabinosil e 0,72 para acetil. As areas dos
cromatogramas foram convertidas em concentracdo (g/L) utilizando curvas de calibracéo
previamente construidas com solu¢des padrédo de glicose, xilose, arabinose e acido acético.

2.5.3 Determinagéo de cinzas

Cadinhos de porcelana foram mantidos em muflas por 3 horas a 575 °C, depois
colocados em dessecador para estabilizar a temperatura antes da pesagem. Cerca de
0,4g (massa seca) de eucalipto moido foi adicionado em cada cadinho e levado a mufla
tampado. Uma rampa de aquecimento determinada por Sluiter (2008) foi utilizada até atingir
575 °C em 1 hora. Os cadinhos foram destampados e aguardou-se a mufla esfriar para
transferir os cadinhos para um dessecador para estabilizar a temperatura e em seguida
feita a pesagem das cinzas (SLUITER, 2008).

2.6 Hidrodlise enzimatica dos pré-tratamentos

A hidrélise enziméatica foi realizada com extrato comercial de enzimas Cellic Ctec2
(Novozymes) 10 FPU/g (unidades de papel de filiro/grama de biomassa), empregando 3g
das diversas polpas pré-tratadas.

As amostras com 3 dias de pré-tratamento com acido peracético a 60°C e com
lacase foram adicionadas cargas fixas de enzimas com 10 FPU/g diluidas em tampao
acetato de sodio (50 mM; pH 5). As amostras pré-tratadas com acido peracético a 90°C
foram avaliadas as melhores cargas enzimaticas entre 7,5, 15 e 22,5 FPU/g diluidas no
mesmo tampao acetato de sodio.

Os experimentos foram conduzidos em tubos de ensaios de 50 ml, contendo 10
ml de meio reacional, sob agitagdo de 120 rpm e temperatura de 50°C. Amostras foram
retiradas periodicamente em 6, 24, 48 e 72 h e aquecias em agua fervente (100°C) por
5 minutos para interromper a reagdo. As amostras foram centrifugadas a 5000 x g por 5
minutos e os sobrenadantes foram congelados para analises conforme item 2.6.2.

A equacéo 3 calcula a efetividade na extracdo da lignina e xilana das amostras de
eucalipto.

COpt = KU
1 » 10000 3}
[ Ciljin ' ()

E= Extracéo

CQpt= Componente quimico do pré-tratado
CQin= Componente quimico in natura
R%= Rendimento
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A hidrélise enzimética da celulose e xilana foi estimada como a relagéo entre a
concentracdo de glicana obtida apds a hidrélise enzimética e a concentragcéo de glicana
presente no substrato inicial, de acordo com a equacgéo 4:

= (rl:-""l:"]#:jl 100 )
e Me«C% | ¥

CE: Conversédo enzimética

Cg: Concentracao de glicana ou xilana obtida na hidrélise

Fc: Fator de converséo de celulose em glicose (0,9) e xilana em xilose (0,88)
Vr: Volume da reagdo enzimatica

C: Porcentagem de glicana ou xilana nas amostras in natura

M: Massa seca das amostras

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicdo quimica da serragem de eucalipto in natura

A caracterizacdo quimica de ambas biomassas com relagdo a porcentagem de
lignina, glicana, xilana, acetil, extrativos e cinzas séo apresentadas (Tabela 1). As biomassas
foram obtidas da industria Votorantim Celulose e Papel (VCP) e da Universidade Federal
do Tocantins (UFT), esta pré-tratada com 5% de NaOH, a qual ndo foi possivel realizar a
quantificacdo de extrativos em consequéncia de ja ter sido um material pré-tratado.

Componente (%) EU-VCP EU-UFT
Lignina 30,9+1,0 379+0,4
Glicana 41,3 +0,7 47,3 +0,6
Xilana 13,2+0,4 9,1+0,2

Arabinosil 0,3 0,2
Acetil 3,0+0,1 0,1
Cinzas 0,4+0,2 0,4

Extrativos 2,1+0,1 0
Total 91,2+1,2 95,4 +0,4

VCP — Votorantim Celulose e Papel; UFT — Universidade Federal do Tocantins

Tabela 1. Composigcao quimica do eucalipto in natura doado pela VCP e do eucalipto (UFT) pré-tratado
com 5% (m/v) de NaOH.

A porcentagem de lignina da biomassa UFT foi maior que da VCP, apresentando
37,9 e 30,9%, respectivamente. Estes valores sdo considerados como o total entre lignina
soluvel e insoluvel. O inverso foi obtido no conteudo de xilana e arabinosil, para biomassa

VCP de 13,2 e 0,3%, enquanto a biomassa UFT foi menor em quase 5% em xilana e
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pouca diferenga no teor de arabinosil de 0,1%. Ainda com relagédo a xilana, que € um
heteropolimero, o teor de xilana da biomassa UFT apresentou menor acetilagéo (0,1%),
enquanto a biomassa da VCP maior acetilagdo foi encontrada (3,0%). A variagdo na
porcentagem dos componentes das biomassas pode estar ligada nas diferentes espécies
e linhagens de eucalipto avaliadas (Tabela 1). As porcentagens de lignina, glicana, xilana,
grupos acetil e arabinosil se apresentam com clareza bastante diferentes. A quantidade
de glicose nas biomassas de diferentes origens, considerada como um polimero infinito
e denominada glicana néo ficou diferente. A biomassa VCP apresentou 41,3%, enquanto
47,3% foi encontrada na biomassa UFT, diferengca que pode estar relacionada ao pré-
tratamento com NaOH realizado antes da caracterizagéo.

Os dados encontrados estdo em consonancia com a caracterizagcao quimicarealizada
por Kundu (2021), em que o eucalipto apresentou 40,51% de glicana, 22,12% de xilana,
1,06% de arabinosil e 33,53% de lignina. A baixa acetilagcdo da biomassa UFT pode ter sido
ocasionada pela remocao dessa substancia durante o processo de pré-tratamento como
observado por Shimizu (2018). O autor observou que antes do pré-tratamento alcalino, a
biomassa in natura tinha 3,42% de acetil e apds o tratamento alcalino a 5% (m/v) a fragédo
de acetil diminuiu para 0,86%.

3.2 Composicao quimica do pré-tratado com acido peracético

A temperatura e o tempo foram os fatores que mais influenciaram na deslignificagéo
da biomassa VCP ap6s o pré-tratamento com &cido peracético (PAA). Além disso, notou-
se uma diminui¢cdo constante da recuperagédo de sélido com o aumento do tempo de pré-
tratamento. Dessa maneira, é possivel afirmar que o tempo influencia diretamente no
rendimento da remocéo de lignina.

A recuperacado de sélidos foi calculada pela massa remanescente apos filtragéo
da biomassa pré-tratada com PAA. A queda no rendimento esta atribuida & remocéo de
xilana e lignina da biomassa analisada, sendo que a porcentagem de glicana se manteve
praticamente constante ap6s os pré-tratametos (Tabela 2). O calculo da quantidade dos
componentes da biomassa foi realizado considerando o rendimento na recuperagédo de
solidos, o total de lignina, glicana e xilana presentes no sélido recuperado e suas quantidades
in natura antes do pré-tratamento. A lignina apresentou uma queda de 10,3% dentro de
72h a 60°C e a xilana de 7,8% dentro deste mesmo pré-tratamento. Em temperatura mais
elevada (90 °C), a deslignificagdo aumentou para 13,4% e a hidrolise da xilana para 9,4%
com 5h de pré-tratamento. Isso implica que 0 aumento da temperatura diminui o tempo de

processamento de degradacéo de lignina e xilana.
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Composigao (%) Remocéo %

Amostras Re”‘(’igento Lignina  Glicana  Xilana  Lignina  Glicana  Xilana
In natura 100 30,87 41,34 13,22 - - -
24h 60 °C PT-PAA 84,8 2372 41,44 9,01 23,16 - 31,85
48h 60 °C PT-PAA 78,0 2218 4216 58 28,16 - 55,4
72h 60 °C PT-PAA 75,6 2061 40,88 541 3325 112 59,03
5h 90 °C PT-PAA 72,6 1750 4262 378 4332 - 71,43

PT-PAA — Pré-tratamento com acido peracético

Tabela 2. Composicéo de lignina, xilana, glicana (%) e taxa de remocao (%) da biomassa VCP ap6s
pré-tratamento com PAA em diferentes condi¢cdes de temperatura e tempo.

Nao foi observado aumento expressivo no conteddo de glicana em todos os pré-
tratamentos, mas na remoc¢éao de lignina e xilana foi bastante expressiva. A remocéo de
lignina e xilana alcangou a porcentagem de 43,32% e 71,43% a 90 °C em 5h de tratamento
com PAA, enquanto na temperatura de 60 °C por um periodo de 72h alcancou 33,25%
para lignina e de 59,03% para xilana, observando mais uma vez que em temperatura mais
elevada se alcanca maiores porcentagens de remog¢do destes componentes em menor
tempo de tratamento.

Aumento na porcentagem de glicana em madeira dura pré-tratada com acido
peracético foi observado por Kundu et al. (2021), o que foi atribuido a perda de lignina e
xilana no pré-tratamento. Neste pré-tratamento observou-se uma queda do rendimento de
massa das amostras de eucalipto, com o decorrer do tempo e aumento da temperatura,
que segundo Kundu et. al. (2021) essa perda de massa pode ser atribuida a remocgéo de
lignina com contribui¢gdes do agucar hemicelulésico. Os fatores observados nesse estudo,
nao foram diferentes dos fatores encontrados no experimento realizado por Kundu et. al.,
(2021), do qual tanto para madeira dura (eucalipto) quanto para madeira macia (pinus),
houve uma indicagéo clara de remocgéo de lignina em fungéo do tempo do pré-tratamento.
No experimento realizado por Kundu et. al. (2021) observou-se que o teor de glicana
permaneceu 0 mesmo em até 5h de pré-tratamento, mas cerca de 75% da xilana e 90% da
lignina foram removidas da biomassa soélida.

3.3 Extracao de xilose e glicose de VCP pré-tratada com PAA a 60 °C

A hidrélise enzimética de glicana e xilana das amostras de eucalipto VCP pré-
tratadas com acido peracético em diferentes tempos a 60 °C foi conduzida com o coquetel
enzimatico comercial Cellic Ctec2 com atividade de 10 FPU/g de eucalipto recuperado por
até 72h, 120 rpm a 50 °C (Figuras 1 e 2). Os dados foram obtidos por analise cromatografica
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) conforme metodologia descrita em 2.6.2.

A remocédo de xilana da biomassa de VCP apresentou um aumento com o tempo
de pré-tratamento a 60 °C com &cido peracético (Tabela 2). Independente desse aumento,
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a hidrélise enzimatica ndo apresentou uma grande variagdo na quantidade de xilose
extraida apds 24h de tratamento, sendo que pequeno aumento de monémeros de xilose

foi observado no pré-tratamento com &cido peracético por 1 dia dentro de 48h de hidrdlise,
alcancando 20% de extracéo (Figura 1).
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Figura 1. Hidrolise enzimatica de xilana apos pré-tratamento em diferentes tempos com acido
peracético a 60 °C. Hidrolise com coquetel enzimatico Cellic Ctec2 a 50 °C, 120 rpm.

Processo semelhante ocorreu com a extracéo de glicose, em que foram obtidos 7%
deste monémero da biomassa VCP recuperada apés pré-tratamento com acido peracético
por 1 dia (Figura 2). O processo de hidrélise com as biomassas pré-tatadas por 2 e 3

dias nao apresentou diferenca na extracdo deste monémero em que 4% de glicose foram
obtidas.

I-‘.:l,lrn.l;.in d glim'ir FT-FAA 60

3

& & e — —
g — 2 B
i A= :
_-:Jﬂ'.r”.

0 12 e b ] &0 72

Tempa (h)

-#— | D de& pre immente oom PAA 3 Dhas de pre ratemento oo PAA

B I Dhas de pie ralamenio oo PAA

Figura 2. Hidr6lise enzimatica de xilana ap6s pré-tratamento em diferentes tempos com acido
peracético a 60 °C. Hidrélise com coquetel enzimatico Cellic Ctec2 a 50 °C, 120 rpm.
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A remocgao de constituintes da parede celular como lignina e xilana ocasiona um
aumento da porosidade da parede celular aumentando a acessibilidade das enzimas
e, com isso, um maior rendimento da sacarificagcdo (SINGH, 2017). A sacarificacdo das
amostras ap6s PT-PAA a 60°C néo foi eficiente tanto quanto o que foi observado por Wen
et. al. (2021) realizando o mesmo tipo de extracdo com biomassa de dlamo que dentro de
2h recuperaram 90,1% de glicose e 84,9% de xilose nesta hidrdlise enziméatica.

3.4 Extracao de xilose e glicose de VCP pré-tratada com PAA a 90 °C

O aumento da temperatura no pré-tratamento da biomassa VCP parece ter
contribuido com o processo de hidrolise de xilana e glicana (Figuras 3 e 4). Neste processo
de hidrélise foi utilizada véarias cargas da enzima comercial Cellic Ctec2 na razéo de 7,5,
15 e 22,5 FPU/g para verificar a eficiéncia de extracdo de xilose e glicose, uma vez que
a remocao de lignina e hemicelulose foi maior em menor tempo de tratamento (Tabela 2).

A cinética enzimatica de hidrolise de xilana aumentou com a carga de Cellic Ctec2
alcancando 40% de extragcdo de xilose dentro de 48h usando 22,5 FPU/g de biomassa
remanescente apos tratamento com PAA a 90 °C por 5h (Figura 3). No mesmo tempo de
hidrélise, as cargas de enzimas de 7,5 e 15 FPU/g extrairam xilose abaixo de 30%. Com o
aumento do tempo de hidrélise para 72h, nenhum efeito maior de extragéo foi observado.
Os resultados dentro desta condicdo de pré-tratamento se apresentaram muito mais

promissor para o processo de recuperacao de xilose e glicose.

Extraciio de Xilose PT-FAA $07C
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Figura 3. Hidrélise enzimatica de xilana com Cellic Ctec2 com diferente FPU (unidades de papel de
filtro) apés pré-tratamento em diferentes tempos com &cido peracético a 90 °C por 5h. Hidr6lise com
coquetel enzimatico Cellic Ctec2 a 50 °C, 120 rpm.
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N&o obstante, a extragéo de glicose apos esse tratamento com PAA a 90 °C por 5h
foi bem mais expressiva, chegando a 15% em 48h com coquetel enziméatico de 22,5 FPU/g
de VCP (Figura 4). O dobro de extracao foi observado quando comparado com a biomassa
VCP pré-tratada a 60 °C por até 3 dias (Figura 2), sendo que a metade do valor de extragédo
de glicose foi obtida.
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Figura 4. Hidrélise enzimatica de glicana com Cellic Ctec2 com diferente FPU (unidades de papel de
filtro) apods pré-tratamento em diferentes tempos com &cido peracético a 90 °C por 5h.Hidrélise com
coquetel enzimatico Cellic Ctec2 a 50 °C, 120 rpm.

Cellic Ctec2 ® é uma mistura de enzimas hemiceluloliticas composta por xilanase,
endoglicanase, exoglicanases e B-glicosidase que atuam na hidrélise de xilana e celulose
(glicana). A dosagem de celulase de 10-30 (FPU/g de biomassa) é bastante usado em
pesquisas de extracdo de agucares monoméricos, resultando em hidrélise eficiente com
rendimento de glicose alto, levando em consideragdo um tempo razoavel de hidrolise de até
72h e o custo da enzima (TALEBNIAet al., 2010). Aatuagéo enzimatica é mais efetiva quando
a extracdo da lignina € mais eficiente nos processos de pré-tratamento. O pré-tratamento
€ primordial para inicialmente remover lignina e hemicelulose da matriz lignocelul6sica,
diminuindo a cristalinidade da celulose e aumentando a area superficial e porosidade da
biomassa. Consequentemente, pode também liberar alguns aglcares fermentesciveis por
despolimerizacao da fracdo hemicelul6sica (ZABED et al., 2017). Sendo assim, o melhor
pré-tratamento é aquele que deslignifica 0 maximo possivel procurando manter a fragédo
hemicelulésica praticamente intacta.

Serragem de E. grandis foi submetida a hidrélise por uma preparagcdo comercial
de celulases de Trichoderma reesei ap6s pré-tratamento biolégico com varios fungos por
Castoldi et al., 2014. A hidrélise foi grandemente aumentada na presencga de celulase de
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T.reesei e que na maioria dos casos a cinética enzimatica ndo cessou em 48h e até mesmo
acelerou este tempo. Preparacdes comerciais de celulases e xilanases diferenciam-se na
capacidade de hidrolise de biomassa pré-tratada com solugdes acidas e/ou alcalinas. De
fato, Accellerase®1500 foi mais efetivo, duas vezes mais, que Accellerase®XC na extragédo
de glicose e xilose de fibras de frutas de 6leo de palma pré-tratada com &cido peracético
alcalino a 20 °C com NaOH 4% m/v por 12h (PALAMAE et al., 2017).

3.5 Pré-tratamento com NaOH, lacase e hidrélise com Cellic Ctec2

O eucalipto UFT pré-tratado com hidréxido de sédio a 5% (m/v) e autoclavado a 120
°C, 1 atm por 1h foi submetido a outro pré-tratamento com lacase (10 U.mL".g™") a 30 °C por
2 dias antes da adicdo do coquetel enzimatico Cellic Ctec2. Para comparag¢do, 0 mesmo
experimento foi realizado na presenga de ABTS (30 mM) e sem a presenga de lacase e
ABTS foi realizada experimento de hidrélise somente com Cellic Ctec2 como referéncia
(Figuras 5 e 6). Os extratos obtidos da filtracdo da biomassa UFT tratada com lacase e
ABTS foram analisados por método de varredura em diferentes comprimentos de onda no
UV/Vis e apresentaram um pico em 215 nm em igual intensidade de absorbancia. Lacases
sé@o enzimas oxidativas e degradam lignina e compostos fendlicos sem ou com a presenca
do mediador ABTS. De qualquer forma, os espectros apos os tratamentos com lacase e
lacase com ABTS foram muito semelhantes com relagéo a absorbéancia.

Dentro destes tratamentos, as hidrélises de xilana apresentou uma extragdo de
xilose mais efetiva quando a biomassa UFT foi submetida a deslignificacdo com lacase
na presenga de ABTS. ApOs esse tratamento, o uso do coquetel enzimatico de celulases
favoreceu maior extracdo de xilose, alcangando 37,1% em comparag¢ao aos experimentos
somente com lacase (30,6%) e somente com Cellic Ctec2 (20,9%). Cineticamente, o tempo
de 72h de hidrélise foi o de maior rendimento (Figura 5).

A hidrolise de celulose em mondmeros de glicose foi muito semelhante em todos os
tratamentos (Figura 6). O tratamento com lacase na presenca de ABTS apresentou uma
extracdo de 10%, enquanto 9% foi alcangcado somente com lacase. A extracdo de glicose
com Cellic Ctec2 sem o pré-tratamento com lacase e/ou ABTS chegou em 6%. Analisando
os resultados anteriores, da biomassa VCP pré-tratada com acido peracético a 90 °C, a
extracdo de glicose superou em mais de duas vezes os tratamentos da biomassa UFT com
NaOH 5% (figura 4).
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Extracio de xilose
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Figura 5. Extracéo de xilose da biomassa UFT pré-tratada com NaOH 5% (m/v)
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Figura 6. Extracéo de glicose da biomassa UFT pré-tratada com NaOH 5% (m/v)

Muitos pré-tratamentos de matérias-primas lignocelulésicas s&o baseadas
em processos alcalinos. A utilizacdo de solugdes diluidas de hidréxido de potéssio,
célcio e amoénio sao agentes alcalinos disponiveis para o pré-tratamento de biomassa
lignocelulésica, mas o hidroxido de sodio é o mais estudado. O pré-tratamento alcalino
pode grandemente melhorar a digestibilidade de celulose e a degradagéo de aclcares &
menor que no tratamento acido (TALEBNIA et al., 2010).

41 CONCLUSAO

Os pré-tratamentos apresentaram diferencas em procedimentos com solugdes
alcalinas e acidas. O acido peracético deslignificou a biomassa lignocelul6sica VCP
grandemente com o aumento da temperatura com consequente diminuicdo de tempo de
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exposicéo ao acido. A remocgéo de lignina foi maior dentro destas condi¢cdes, mas diminuiu
o rendimento da recuperacao da biomassa ap0s o pré-tratamento acido.

A hidrélise da biomassa com Cellic Ctec2, apés o pré-tratamento acido em
temperatura mais elevada e menor tempo, foi a que promoveu maior extracao de glicose e
xilose. Dentro destes mondémeros de agucares, a xilose foi hidrolisada em parte com o pré-
tratamento acido, mas a glicose permaneceu a mesma em composi¢éo antes da hidrélise
enzimatica.

A hidrélise enzimética da biomassa UFT; eucalipto pré-tratado por autoclavagem
a 121 °C por 1h na presenca de hidroxido de sédio; ndo apresentou 0 mesmo resultado
do pré-tratamento &cido em pouco tempo de cinética, somente alcangando os resultados
cinéticos enzimaticos em longo tempo.
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