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RESUMO

A busca por obtencdo de novas fontes renovaveis vem motivando pesquisas com intuito
de suprir a escassez dos combustiveis fosseis, € 0 uso de materiais lignocelulésicos, como
0 bagaco de cana-de-acucar, vem ganhando destaque pois, a partir dele € possivel obter o
etanol de segunda geracdo. Estes materiais sao constituidos basicamente por celulose,
hemicelulose e lignina. A celulose presente no material esta encapsulada por ligacoes
complexas entre a hemicelulose e lignina que dificultam o acesso das enzimas as
microfibrilas de celulose. Uma das barreiras que torna inviavel a utilizacdo deste material
para producdo de etanol segunda geracdo € a sua recalcitrancia, que esta ligada com a
resisténcia que o vegetal possui contra os ataques de microrganismos provenientes de
acucares no interior das paredes celulares. Este trabalho visa o estudo da recalcitrancia da
biomassa derivada de cana-de-acUcar por técnicas avancadas de imagem. Foram
caracterizados o bagaco de cana-de-agucar, in natura e submetido a pré-tratamento acido
(solucdo diluida de H2SO4 1%) e pré-tratamento alcalino (solucdo diluida de NaOH 1%),
assistidos por micro-ondas, a temperaturas de 130°C e 160°C, durante 30 minutos. As
amostras de biomassa foram analisadas pelas técnicas de caracterizagdo como,
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) que forneceu informacbes sobre a
heterogeneidade morfoldgica através de substratos de cana-de-aclcar, Microscopia
Eletrdnica de Transmissdo (MET) forneceu informacdes das paredes celulares,
Microscopia de Forca Atdmica (AFM) forneceu mais as caracteristicas arquiteténicas da
parede celular em escala nanométrica, Difracdo de Raio-X (DRX) que quantificou a
quantidade de celulose cristalina presente em materiais lignoceluldsicos, Espectroscopia
na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) forneceu informagoes
qualitativas das alteragdes quimicas no bagaco de cana-de-aclcar e Tomografia de Raio-
X por contraste de fases (TCF) forneceu informacges da arquitetura de tecido do bagaco

cana-de-agucar, bem como o mapeamento da distribuicéo de lignina.

Palavras chaves: Biomassa; Bagaco de cana-de-agUcar; Recalcitrancia; Materiais

lignocelulosicos e Pré-tratamentos quimicos.



ABSTRACT

The search for new renewable sources has been motivating research in order to overcome
the scarcity of fossil fuels, and the use of lignocellulosic materials, such as sugarcane
bagasse, has been gaining prominence since, from it, it is possible to obtain the second
generation ethanol. These materials are basically composed of cellulose, hemicellulose
and lignin. The cellulose present in the material is encapsulated by complex bonds
between hemicellulose and lignin that make it difficult for enzymes to access cellulose
microfibrils. One of the barriers that makes using this material for the production of
ethanol second generation is its recalcitrance, which is linked to the resistance that the
vegetable has against the attacks of microorganisms from sugars inside the cell walls.
This work aims to study the recalcitrance of biomass derived from sugarcane by advanced
imaging techniques. Sugarcane bagasse, in natura and submitted to acid pretreatment
(diluted solution of 1% H2S04) and pre-treated alkaline (dilute solution of NaOH 1%)
were characterized, assisted by microwave, at temperatures 130 ° C and 160 ° C for 30
minutes. The biomass samples were analyzed by characterization techniques such as
Scanning Electron Microscopy (SEM) that provided information on morphological
heterogeneity through sugarcane substrates, Electron Transmission Electron Microscopy
(TEM) provided information on cell walls, Microscopy (XRD) that quantified the amount
of crystalline cellulose present in lignocellulosic materials, Spectroscopy in the Infrared
Region with Fourier Transform (FTIR) provided qualitative information on the chemical
changes in sugarcane bagasse and Phase Contrast X-ray Tomography (TCF) provided
information on the tissue architecture of sugarcane bagasse as well as the mapping of the

lignin distribution.

Keywords: Biomass; Sugarcane bagasse; Recalcitrancia; Lignocellulosic materials and

Chemical pre-treatments.



1. INTRODUCAO

A mitigacdo das reservas de combustiveis fosseis e as oscilagdes nos precos do petroleo
associado aos problemas ambientais causados pelas emissdes de gases do efeito estufa

(GEE) tém motivado uma corrida sem precedentes a fontes de energias renovaveis.

Dentro da matriz energética mundial, tem-se destacado o etanol celulésico, também
conhecido como de 22 geracdo, como uma das vias de mitigacdo dos problemas citados.
Residuos agricolas como bagaco e palha de cana-de-acUcar, cascas, gramineas e residuos
florestais, que tradicionalmente sdo queimados ou descartados, podem ser matérias-
primas para obtencdo de combustivel liquido. Para a conversdo de biomassa em
combustivel liquido, polissacarideos armazenados no interior das paredes celulares das
plantas devem ser degradados e liberados em solucdo como monossacarideos, que sao

fontes de acucares fermentesciveis (DeMartini et al., 2013).

Uma barreira para a conversdo economicamente viavel da biomassa lignocelul6sica em
biocombustivel é a sua recalcitrancia, que se refere a resisténcia natural das plantas em
resistir aos ataques de microrganismos por seus agucares no interior das paredes celulares
(Himmel et al.,, 2007). A composicdo e a estrutura das paredes celulares variam
consideravelmente ao longo da estrutura hierarquicamente organizada das plantas (Isaac
et al., 2015). Essa complexidade associada a alta densidade de liga¢des cruzadas de suas
paredes celulares contribuem para a recalcitrancia da biomassa, particularmente, a
presenca e a integracdo da hemicelulose e da lignina, que encapsulam e restringem o
acesso as microfibrilas de celulose (DeMartini et al., 2013; Ma et al., 2014; Holopainen-
Mantila et al., 2013).

Uma opc¢do para superar a recalcitrancia da biomassa sdo 0s pré-tratamentos (por
exemplo, fisicos e quimicos), que consistem em uma etapa essencial para a hidrélise
enzimética dos materiais lignocelul6sicos, com subsequente fermentacdo dos agucares
em bioetanol. Os preé-tratamentos devem ser capazes de apresentar uma polpa celulésica
com elevada acessibilidade e reatividade da fibra aos agentes hidroliticos acidos ou

enzimaticos, garantir adequada recuperacdo das pentoses e limitar a formacdo de



compostos inibidores a leveduras e enzimas, além de ser economicamente viavel. Apesar
de varios pré-tratamentos terem sido propostos e desenvolvidos; poucos métodos se

mostraram economicamente viaveis.

Para o desenvolvimento de pré-tratamentos mais eficientes, estudos que contribuam para
o real entendimento dos materiais lignoceluldsicos em diferentes escalas, bem como uma
melhor compreensdo dos mecanismos estruturais e quimicos envolvidos durante a sua
decomposicdo, ainda sdo necessarios. Progressos significativos foram obtidos nos altimos
anos, comparando-se as alteracBes ocorridas nas paredes celulares durante um pre-
tratamento e a eficiéncia do processo de conversdo enzimatica. Estudos recentes sugerem,
entretanto, a necessidade de investigar o impacto dos pré-tratamentos nas paredes
celulares usando-se técnicas de imagens e analiticas em multiplas escalas. Neste trabalho,

0s pré-tratamentos quimicos assistidos por radiacdo micro-ondas serdo investigados.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo principal a identificacdo de -caracteristicas
recalcitrantes de biomassa derivada de cana-de-aclcar, por meio da visualizacdo e
quantificacdo das alteracBes estruturais e quimicas ocorridas durante pré-tratamentos
quimicos assistidos por radiacdo micro-ondas. Para isso, técnicas analiticas e de imagens
avancadas sdo utilizadas para a caracterizacéo do bagaco in natura e apds pré-tratamentos

alcalinos e acidos, com diferentes graus de severidade.

Pretende-se, assim, obter informacdes novas e relevantes a respeito dos mecanismos de
degradacéo da biomassa para o aprimoramento e o desenvolvimento de rotas tecnoldgicas

de conversdo da biomassa em agucares mais eficientes.



2.2. Objetivos especificos

Com o objetivo de se estudar os mecanismos de decomposicao da biomassa em funcao
de pré-tratamentos termoquimicos assistidos por micro-ondas, foram escolhidos dois
métodos amplamente utilizados: (i) solucéo diluida de H2SOs e (ii) solucdo diluida de
NaOH, para duas temperaturas distintas (130°C e 160°C).

As seguintes metas foram propostas:

1. A primeira etapa trata-se de uma avaliacdo preliminar do uso da técnica de
tomografia por contraste de fase (TCF) associada ao processamento de imagens,
para a obtencdo de informacBes sobre as caracteristicas recalcitrantes de
substratos. Neste estudo exploratério, 0 bagaco de cana-de-acUcar é tratado com

uma solucéo de hidréxido de sddio com aguecimento convencional.

2. Caracterizacdo morfoldgica tridimensional e quantitativa da organizagdo dos
tecidos da biomassa, em seu estado in natura e ap0s 0s pré-tratamentos
termoquimicos assistidos por micro-ondas, utilizando-se tomografia por contraste
de fase sincrotron. De forma complementar, a morfologia dos substratos sera

analisada por meio de técnicas convencionais de microscopia eletronica.

3. Mapeamento dos componentes lignoceluldsicos (lignina, hemicelulose e
celulose), utilizando-se técnicas que utilizam as caracteristicas vibracionais de
grupos funcionais quimicos de moléculas (espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier). Realizar um estudo detalhado e comparativo dos
resultados obtidos por meio das duas técnicas de imagens quimicas utilizadas.
Adicionalmente, analises semi-quantitativas para avaliar a remogdo e/ou

redistribuicdo dos biopolimeros com os pré-tratamentos serdo realizadas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Cana-de-agucar

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum) é uma graminea que teve origem na India, e
foi inserida no territorio brasileiro na época colonial. Hoje, 0 seu maior cultivo € nas
regides tropicais e subtropicais do pais. Ela passou por varias modificagdes desde a sua
origem, com isso, originaram-se Vérias espécies diferenciando-se particularmente a
quantidade de fibras e acUcares. Atualmente a maioria da cana-de-agucar cultivada é um
hibrido da planta original juntamente com outras espécies da mesma familia. (Joaquim,
1997).

A cana-de-acucar é composta por rizomas, caule composto por colmos espessos (com nos
e entrenos), no qual possuem grande capacidade de absorver agua e onde esta concentrada
a sacarose. Possuem folhas extensas, com bainhas largas e abertas. Em cada n6 ha a
insercdo de apenas uma folha. Sua reproducdo acontece pela espiguilha (espicula), um
tipo de inflorescéncia. Cada espiguilha é composta de até 50 flores, que normalmente sao
hermafroditas (Joly, 2002; Vidal; Vidal 2003). A Figura 1 mostra a morfologia da cana-
de-agUcar.

Bainhafoliar

Espiguilha ——> \ ;’ N6

— /

Figura 1: Morfologia da cana-de-agucar (Philippini, 2012).



A estrutura da cana € composta por varios tipos de tecidos, como o cortex (ou casca),
tecido parenquimatoso e hastes fibrovasculares. O cdrtex é constituido de fibras com
grande quantidade de lignina, caracterizando-se por sua espessura da parede celular,
comprimento e fibras rigidas. Ele serve de suporte para planta e a protege contra efeitos
mecanicos externos. O tecido parenquimatoso se encontra no interior do talo, e sua
principal funcdo é armazenar a seiva produzida pela planta. As hastes fibrovasculares sao
constituidas de fibras pequenas e vasos que exercem a funcdo de sustentar e conduzir os

alimentos e outros produtos por toda extensdo da planta (Paturau, 1989).

Segundo Schlittler (2006) a reproducdo da cana-de-agucar se faz assexuadamente, ou
seja, através de colmos sementes que, pela brotacdo de suas gemas, ddo origem aos
colmos primarios, surgindo assim os secundarios, depois os terciarios, até a formacéo de
uma touceira. Pode atingir de 2 a 5 metros de altura. E composta principalmente por agua
e aclcar que estdo concentrados nos colmos, sendo a sacarose o carboidrato

predominante.

Segundo MAPA (2015) o Brasil é responsavel por mais da metade do agUcar
comercializado no mundo, devendo alcangar uma taxa média de aumento da producdo de
3,25 %, até 2018/2019, e colher 47,34 milhdes de toneladas do produto, o que corresponde
a um acréscimo de 14,6 milhdes de toneladas em relacdo ao periodo 2007/2008. Para as

exportacdes, o volume previsto para 2019 € de até 32,6 milhdes de toneladas.

3.2. Materiais lignocelulésicos

A biomassa é composta por celulose, hemicelulose e lignina, bem como outros
componentes como extrativos e cinzas, em menor quantidade. As fracdes de celulose e
hemicelulose sdo polimeros de carboidratos e fontes potenciais de agucares fermentaveis.
Segundo o modelo proposto por (Kondo, 1997) adaptado por (Santos, 2012), a parede
celular é constituida por camadas com varias fibrilas de celulose alinhadas paralelamente
(indicado em amarelo na Figura 2). Ligninas estdo polimerizadas entre as camadas de
microfibrilas e covalentemente ligadas com polissacarideos nao-celulésicos, tais como

hemiceluloses e pectinas, formando camadas de lignina e polissacarideos (indicadas em



cinza na Figura 2). A presenca e integracéo da hemicelulose e da lignina que encapsulam

e restringem o acesso as fibrilas de celulose contribuem para a recalcitrancia da biomassa.

Boomassa lignoceluldsica

Céluia vegetal

Parede celutar

Microfitrila
celuldsica

y
glicose
\J Glicose

Moiécusias de &

Figura 2: llustragdo esquematica dos principais constituintes do material lignoceluldsico (parede celular)
(Santos, 2012).

As caracteristicas recalcitrantes da biomassa provem basicamente da estrutura da parede
celular da planta, que sdo compostas de uma combinacdo complexa de polissacarideos,
diferentes proteinas e lignina (Ritter, 2008). Ha a presenca da celulose que é combinada
pelos seus grupos funcionais que compdem sua estrutura, quanto por suas interacoes
fisico-quimicas presentes e meio as macromoléculas (Santos, 2012). Assim, a
recalcitrancia da biomassa esta exclusivamente associada com as caracteristicas quimicas
e fisicas da sua parede celular (Chang, 2000).



A recalcitréncia esta ligada a protecdo dos seus carboidratos contra a degradacéo por
microrganismos ou enzimas. Podemos ressaltar outros aspectos que colaboram para a
recalcitrancia da biomassa, como o tecido epidérmico que constitui a planta, a
estruturacdo dos feixes vasculares, a relacdo da quantidade de tecido esclerenquimatosos,
as microfibrilas e a matriz polimérica presentes na parede celular. (Himmel et al, 2008).
Além disso, para muitos autores a cristalinidade, o grau de polimerizacdo e a baixa
acessibilidade enzimatica a celulose, sdo os grandes responsaveis pela recalcitrancia dos

materiais lignocelulésicos. (Santos, 2012)

A composicdo quimica dos materiais lignocelulésicos, pode variar de acordo com tipo de
biomassa, idade, sua origem, etapa de crescimento e outras condi¢des (Quilho, 2011).
Existem varios tipos destes materiais e a Tabela 1 mostra a quantidade de celulose,

hemicelulose e lignina presentes em alguns deles.

Tabela 1: Composicéo quimica de alguns materiais lignocelulésicos.

Materiais Celulose Hemicelulose Lignina Referéncia
Lignoceluldsicos (%) (%) (%)
Fibra de coco 36 — 43 0,15-0,25 41 — 45 Reddy e
Yang,2005)
Fibra de bagaco 32-48 19-24 23-25 Reddy e
Yang,2005)
Palha de cana 38,10 29,20 24,20 (Silva, 2009)
Palha de cevada 38,60 21,40 19,90 (Moraes, 2008)
Palha de trigo 30 50 15 (Sun e Cheng,
2002)




3.2.1. Celulose

A celulose é um polissacarideo linear formada por anéis de 3-D-glicopiranose conectados
por ligagdes S (1—4) glicosidicas, de formula geral (CeH100s)n, Sendo a celobiose a
unidade repetitiva do polissacarideo (Zhang,2008). A figura 3 mostra a estrutura de uma

molécula de celulose.
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Figura 3: Estrutura de uma molécula de celulose (Fengel e Wegener, 1989).

Segundo (Mohnen et al, 2008) a molécula de celulose possui de 500 a 14.000 unidade de
moléculas de glicose. Além disso, suas cadeias estdo aglomeradas paralelamente
formando fibrilas elementares, que ndo sdo sollveis em &gua e possuem regides
cristalinas e amorfas. (Fengel e Wegener,1989). A Figura 4 esquematiza as regioes da

celulose.

Regido amorfa

T Regido cristalina

Regido amorfa

Figura 4: Diferentes visdes do modo de distribuicdo da celulose cristalina e amorfa na microfibrila.
Celulose cristalina esta no centro da microfibrila e é envolta pelo substrato amorfo (A). As regifes
cristalinas e amorfas sdo repetidas ao longo da dimenséo horizontal (B) (Rabelo, 2010).



As regides cristalinas da celulose sdo mantidas atraves das ligacdes de hidrogénio inter e
intramoleculares, tornando-a altamente resistente a hidrdlise &cida, alcalina ou
enzimatica. (Wood e Saddler, 1988); (Converse e Ware, 1994). As ligacOes
intermoleculares conferem rigidez a cadeia do polimero, e as intramoleculares ajudam no
desenvolvimento da fibra vegetal (Klemm, 1988). J& as regides amorfas ou soluveis, por
possuirem moléculas menos espessas, sao mais faceis de serem hidrolisadas pelas

enzimas celulases. (Agbor, 2011)

A celulose possui caracteristica higroscépica podendo absorver de 8-14% de agua em
condicGes atmosféricas normais, temperatura de 20°C e 60% de umidade relativa, porém
ndo é soltvel em agua e em solucBes de acido diluido a baixa temperatura. As causas que
influenciam a taxa de hidrdlise da celulose podem afetar a sua solubilidade, isso porque
ambas estdo associadas entre si. Em altas temperaturas, tem-se uma maior geragéo de
energia e consequentemente ha a quebra das ligacGes de hidrogénio que fixam a estrutura
cristalina da molécula de celulose, tornando-a mais soltvel. Em solugbes de acido
concentrados, a celulose também se torna soltvel, porém degrada o polimero por
hidrdlise. J& em alcalinas concentradas, h4 o intumescimento das fibras de celulose e
desagregacao de fracdes de baixo peso molecular do polimero (DP<200). (Krassig et al,
2004). Segundo (FTA, 2003) a celulose se decompde inicialmente a 180°C, mas ela ndo

se funde.

3.2.2. Hemicelulose

A hemicelulose ou poliose € um heteropolissacarideo (polissacarideo que contém mais de
um tipo de monémero) de diferentes agucares Cs e Cs, que comp0e a estrutura da parede
celular vegetal. Diferencia-se da celulose por serem amorfas, com estruturas ramificadas
e compostas pela combinacdo de varios aglcares (pontoses, hexoes, acidos hexurénicos
e desoxiexoses). Elas sédo classificadas de acordo com os agucares presentes na cadeia
principal do polimero: xilanas, glucomananas e galactanas (Fengel e Wegener, 1989). Na

figura 5 estdo representadas as principais estruturas.
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Figura 5: Aglcares componentes das hemicelulose (Miranda,2013).

A hemicelulose possui maior solubilidade em &gua e maior facilidade de degradacao do
que a celulose, pois ela possui diversos acucares combinados e apresenta grande parte de
uma estrutura molecular amorfa. Além disso, ela esta diretamente conectada a celulose e

a lignina, contribuindo para o desenvolvimento e crescimento da planta (Silva, 2009).

O principal polissacarideo que comp@e a hemicelulose é chamado de xilana. Elas sdo
formadas por unidades de xilopiranose na sua camada central, carboidratos diversos,
como &cido urénico 4-metil-glucopiranose e a a-L-arabinofuranose (Brienzo et al, 2009;
Girio et al, 2010; Philippini, 2012). No caso de madeiras duras, como o bagaco de cana,
possuem uma maior proporcdo de xilana (Souza, 2012; Fengel e Wegener, 1984). Na

figura 6 mostra a representacao teorica da estrutura da xilana vegetal.
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Figura 6: Representacdo tedrica da estrutura da xilana vegetal. Adaptado (Philippini, 2012).

3.2.3. Lignina

A lignina é a terceira maior macromolécula presente na parede das células. Ela é
responsavel pelo aumento da resisténcia mecéanica da planta e ajuda a proteger os tecidos

contra a degradacdo por micro-organismos (Medina, 2013).

Ela é formada a partir da polimerizacao desidrogenativa dos alcoois hidroxicinamilicos:
p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (Figura 7). Ela é composta por unidades
fenilpropanicas conectadas por ligagdes estaveis do tipo C-C, aril-éter e aril-aril. (Fengel
e Wegener, 1989)
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Figura 7: Estruturas dos alcoois precursores da lignina: p-cumarilico (1), coniferilico (2) e sinapilico (3)
(Medina, 2013).

A lignina é um biopolimero que possui maior abundancia dentre os materiais
lignocelulésicos, seguido da celulose (Weng et al, 2008; Davin et al, 2005, Ferraz, 2016).
Em relacdo a sua morfologia ela é amorfa, complexa, heterogénea e ramificada
tridimensionalmente. Além disso, a lignina concentra-se principalmente na lamela média

e na parede secundaria da célula (Fengel e Wegener, 1989).

A estrutura da lignina ndo pode ser absolutamente definida, pois varia de um vegetal para
outro ou quando avalia- se partes distintas de uma mesma planta (Silveira, 2009). A figura
8 mostra uma representacdo da estrutura da molécula de lignina e seus principais tipos de

ligacGes, da madeira.
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Figura 8: Estrutura da molécula de lignina e seus principais tipos de ligagfes. Grupos funcionais na
estrutura a lignina: (1) grupo hidroxila fendlico; (2) ligacdo carbono-carbono; (3) ligagdo tipo éter; (4)
carbonila e ligagdes etilénicas. (Assumpcéo, 2015)

3.3. Processos de conversdo em etanol a partir de biomassa

O etanol é utilizado principalmente como combustivel, (um dos poucos obtidos de fonte
renovavel no mundo), e pode ser utilizado com insumo industrial com diversas aplicagdes
a partir de diferentes fontes de matéria prima. A cana-de-agUcar, ao amido de milho e o
acucar de beterraba, sdo as principais matérias primas para producdo de etanol. Estes
produtos agricolas possuem grandes aplicacbes alimenticias, aumentando assim a
demanda por novas alternativas para producdo de etanol. Os materiais lignocelulosicos
veem ganhando destaque e o uso futuro do etanol em larga escala pode ser baseado neste

tipo de material.
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Para a producdo de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica sdo necessarios pré-
tratamentos fisicos, quimicos e enzimaticos para a hidrolise da celulose e da
hemicelulose, fornecendo carboidratos (hexoses e pentoses), que posteriormente podem
ser convertidos a etanol por microrganismos fermentadores. A Figura 9 apresenta o
esquema da producéo de etanol de segunda geracao.

BIOMASSA
UGNOCEBUICSICA

CELULOSE

——— LIGNINA

HEMXCELLOSE

PRE - TRATAMENTO

ey eSO
O

CELULOSE

HIDROLISE

GLICOSE

FERMENTACAO
ETANOL

Figura 9: Esquema representativo das etapas de producdo do etanol de celulose de bagago de cana-de-
acucar, utilizando hidrolise enzimatica (Santos et al., 2012).

A primeira usina comercial de etanol celul6sico do mundo, foi inaugurada em outubro de
2013, préxima a cidade de Crescentino, na regido norte da Italia. Com capacidade de
produzir 75 milhdes de litros de etanol 2G por ano. As matérias-primas utilizadas séo
palha de trigo, palha de arroz e um tipo de cana especifica chamada cana-do-reino. Foi
investido mais de US$ 200 milhdes no projeto em 2011, principalmente para o
desenvolvimento de tecnologia usada para tornar possivel a producdo de etanol segunda
geracdo (UNICA, 2013).
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No Brasil, ja existem empresas que produzem etanol de segunda geracdo. A primeira
planta em escala comercial de etanol (2G), do Hemisfério Sul, foi operada pela empresa
de biotecnologia industrial GranBio. A fabrica recebeu 0 nome de Bioflex 1 e entrou em
funcionamento em setembro de 2014, no municipio de S&o Miguel dos Campos, a 55
quilémetros do porto de Maceid, em Alagoas. Sua capacidade de producdo € de 82
milhGes de litros de etanol. A matéria-prima utilizada para producdo do biocombustivel
¢ a palha e bagaco de cana-de-acUcar. Ela converte a matéria-prima em etanol, utilizando
a tecnologia de pré-tratamento Proesa®, licenciada pela Beta Renewables para a Bioflex
1 (Figura, 10). Foi a primeira usina de etanol segunda geragdo a obter a certificagdo do
Air Resource Board (ARB), da Califérnia. Ja foi eleita em 2013 como uma das empresas

mais inovadoras da América do Sul pela revista Fast Company (GranBio, 2017).
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A matéria-prima entra no
BIOMASSA

No comego, serdo usados bagaco e
palha de cana-de-acucar. Uma
espécie mais eficiente de cana esta
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Figura 10: Esquema representativo das etapas de producédo do etanol de celulose de palha e bagaco de
cana-de-agUcar, utilizando a tecnologia de pré-tratamento Proesa®, licenciada pela Beta Renewables para
a Bioflex 1 (GranBio0,2017).
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A Raizen é outra empresa brasileira que destaca- se na producdo de etanol segunda
geracdo. Ela também utiliza a palha e o bagaco de cana-de-agUcar como matéria-prima.
Em novembro de 2014, construiram uma nova planta industrial juntamente com a ja
existente, na unidade Costa Pinto, em Piracicaba, no interior de Sdo Paulo, para produgéo
deste tipo de biocombustivel. Foi investido R$ 237 milhdes na pesquisa tecnoldgica e
para construcdo da planta. Associou-se a logen Energy, uma empresa de biotecnologia
do Canada que ja pesquisava o0 processo produtivo do etanol celul6sico a partir da palha
do milho. Por mais benéfico que seja a producdo deste biocombutivel, ha um grande
desafio para essas empresas que € reduzir seus gastos na etapa industrial, que ainda é mais
caro para produzir comparado com a tecnologia convencional. Um fator que viabiliza
economicamente o projeto é que a planta de etanol celul6sico esta instalada ao lado da
saida do bagaco da producdo convencional e com isso reduz os impactos logisticos de
coleta de matéria prima. Até 2024, planejam construir mais sete plantas de etanol
celulésico, além da primeira inaugurada em Piracicaba. A expectativa € que essas
unidades, ao serem localizadas proximas a plantas para producdo de primeira geracao,
operem com capacidade maxima e produzam um bilhdo de litros de etanol por ano
(Raizen, 2017)

3.4. Pré-tratamentos

O pré-tratamento é uma das operacfes unitarias fundamentais para a conversdo de
materiais lignocelul6sicas em etanol, com a finalidade de aumentar a acessibilidade das
enzimas a celulose. Para isso, a ideia geral destes processos é remover, redistribuir e/ou
alterar hemicelulose e lignina, reduzir o grau de cristalinidade da celulose e aumentar a
area superficial dos substratos acessivel as enzimas que converterdo os carboidratos em
acucares fermentaveis, além de ndo produzirem compostos inibidores que possam
interferir no processo de fermentacdo. A figura 11 mostra o efeito do pré-tratamento na
acessibilidade das enzimas celulases para realizagdo de hidrdlise de materiais

lignocelulésicos.
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Figura 11: Efeito do pré-tratamento na acessibilidade das enzimas celulases de materiais lignocelulésicos
para realizar hidrdlise. (Taherzadeh e Karimi, 2008; Odisi, 2013)

Grande parte dos pré-tratamentos séo classificados como fisicos ou quimicos, sendo que
cada método altera de forma distinta a estrutura e a composic¢do quimica dos materiais
lignoceluldsicos. Por exemplo, pré-tratamentos fisicos, como a moagem, ndo alteram a
composicao da biomassa, mas modificam a sua estrutura por meio de um aumento da area
superficial e da reducdo do grau cristalinidade da celulose (Kim et al., 2016).
Normalmente, esse processo antecede a etapa seguinte que consiste no processamento

quimico e/ou bioquimico.

Dentre os pré-tratamentos quimicos da biomassa lignocelulosica, destacam-se 0s métodos
que utilizam solugdes &cidas e alcalinas diluidas. A eficicia destes pré-tratamentos
depende de diversos fatores, dentre eles a temperatura (T) e o tempo de residéncia (t) do
material no reator. Particularmente, os substratos tém sido amplamente pré-tratados em
solugdes diluidas de H.SO4 e NaOH, sob condi¢cdes moderadas de severidade (Kim et al.,
2016).



18

Mais recentemente, varios pesquisadores tém procurado esclarecer as alteragcdes quimicas
e estruturais que ocorrem nas paredes celulares o nos tecidos de materiais lignocelulésicos
com os pré-tratamentos quimicos (Zheng et al., 2015; Ji et al., 2015; Lee et al., 2015;
Chandel et al., 2014; Holopainen-Mantila et al., 2013; Ding et al., 2013). Informacdes
sobre a distribuicdo local de biopolimeros, bem como as alteragdes fisicas na arquitetura
celular de substratos, puderam ser obtidas; entretanto, ainda existem varias perguntas
sobre os mecanismos de degradacdo da biomassa e o substrato propriamente dito a serem
respondidas. Isso se deve, principalmente, a complexidade das caracteristicas fisicas e
quimicas da biomassa e as limita¢es de técnicas analiticas tradicionais. A tabela 2 mostra

alguns métodos de pré-tratamentos, bem como suas vantagens e desvantagens.

Tabela 2: Vantagens e desvantagens de alguns métodos de pré-tratamento. Adaptado
(Wyman, 2005)

Método \ Vantagens \ Desvantagens
Meétodos diretos

eElevada producéo de eCusto elevado do &cido ou

glicose na recuperacdo do acido
Acido concentrado o_Pe_ql_Jena formacdo de utilizado _

inibidores eValor do equipamento

eExecutado a temperatura | elevado por causa de
ambiente problemas de corroséo

e Poucos problemas com | eFormagéo de produtos de
corrosdo comparado ao degradagéo

acido concentrado ePrecisa de reatores mais
Acido diluido e Método de duas etapas: | sofisticados para obter
bom rendimento de grandes rendimentos
glicose e de agucares de | eBaixa concentracao de
hemicelulose acucar no fluxo de saida
e Remocdo efetiva de
ésteres
eAumento do nimero de | eReagente (NaOH) possui
Alcalino diluido poros . alto custo. ,
e Aumento superficial eAlto consumo de agua
interna eDificil recuperagéo do alcali

e Diminui o grau de
polimerizagédo
Pré-tratamentos Fisicos
e Reduz o tamanho da eNao é suficiente para
particula, aumentando a | aumentar a taxa de
area superficial conversdo de agucar

Moagem ou Vibragdo —
seca ou Umida
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eEm alguns casos, reduz
0 grau de polimerizagao
(DP) e a cristalinidade

*N3&o retira lignina

Pré-tratamentos Quimicos

Explosdo a Vapor (com/
sem adicdo de &cido
como catalisador)

« Otimo para madeira
macia (na presenca de
um catalisador &cido)

e Altos rendimentos de
glicose e acucares de
hemicelulose

eFormacéo de produtos de
degradacéo

eUma etapa adicional é
necessaria para a remocao da
lignina

Oxidagdo Umida
Alcalina

e Formagdo minima de
inibidores

eRemocao eficiente de
lignina

eProcesso exotérmico:
pouca energia necessaria
NO processo

eCusto de oxigénio e
catalisador alcalino
(Na2CO0:s)

Pré-tratamentos Bioldgicos

Uso de Fungos (white
rot basidiomycetes) ou
bactérias
(Actinomicetes)

eRemove quantidade
consideravel de lignina

ePré-tratamento brando
(6timo para materiais
com alto contetdo de

eMaior tempo de residéncia

eBactérias/fungos consomem
um pouco do carboidrato
disponivel — menor
rendimento de acUcar

carboidratos)

3.4.1. Pré-tratamentos quimicos assistidos por micro-ondas

Ao longo dos dltimos anos, varios estudos tém sido conduzidos com o intuito de
identificar o efeito da radiacdo micro-ondas nos pré-tratamentos de materiais
lignocelulosicos para a producdo de combustiveis liquidos. Por exemplo, em um dos
trabalhos pioneiros que utilizaram micro-ondas, estudaram o efeito do pré-tratamento
com agua quente em palha de arroz e bagago (Ooshima et al.,1984). A partir desse estudo,
verificou-se 0 aumento consideravel da acessibilidade destes materiais para a hidrolise
enzimatica. (Zhu et al., 2005) utilizaram radiacdo micro-ondas e uma solucédo alcalina
para pre- tratar palha de arroz e trigo; e compararam com 0 mesmo pre-tratamento
alcalino, mas com aquecimento convencional. Os resultados indicaram que o pré-
tratamento assistido por micro-ondas conferem maiores taxas de conversdo de agucares e
teor de glicose no hidrolisado. (Hu e Wen, 2008) mostraram que 0s pré-tratamentos
alcalinos com micro-ondas aumentam em mais de 50% a liberacdo dos acgucares que 0

obtido com aquecimento convencional.
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3.4.1.1.Pré-tratamentos com acido diluido

De forma geral, o pré-tratamento &cido diluido hidrolisa a hemicelulose e solubiliza parte
da celulose, tornando a fracdo celuldsica mais amena a acao das celulases. Em trabalhos
mais recentes, foi também constatado a redistribuicdo da lignina nos substratos quando
submetidos aos pre-tratamentos acido diluido (Ji et al., 2015). Com relacéo as alteracdes
estruturais, varios trabalhos reportaram a reducdo do grau de cristalinidade da celulose
como resultado da decomposicéo de regides desordenadas e paracristalinas da celulose,

bem como a remocdo de estruturas amorfas (Chandel et al., 2014).

Para este tipo de pré-tratamento geralmente sdo utilizadas solucdes de acido cloridrico,
sulfarico e fosforico. Preferencialmente, 0 H2SO4 € 0 mais utilizado por possuir um menor
custo em rela¢do ao HCI e H3POa, por exemplo. A temperatura e a concentracao do acido
sdo determinantes, pois o0 grau de severidade da reacdo pode ser fundamental para
decomposicéo da celulose e da hemicelulose, que formam furfural, 5-hidroximetilfurfural
(5-HMF) e é&cido acético, definidos como grandes inibidores de fermentacéo.
(Assumpcao, 2015).

Pré-tratamento acido ndo atua na retirada de lignina, apenas possibilita a ocorréncia de
reacOes de condensacdo que promovem mudanca estrutural, formando pseudo-ligninas
que se realocam na parede celular, facilitando os proximos processos. Essa reacdo de
formacao das pseudo-ligninas apds a lignina e o acido sulflrico reagirem, pode ser vista
na (Figura 12). Os &cidos minerais utilizados neste pré-tratamento removem a
hemicelulose, pois eles hidrolisam a xilana, um polimero presente em maior proporgédo

na hemicelulose, formando assim as xiloses ou pentoses. (Assumpgéo, 2015)
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CH™ HC—SO0,4H
H,S0, +
—_— + H
OCHs OCH,4

Figura 12: Reacdo entre lignina e &cido sulfdrico na formagdo das pseudo-ligninas. (Assumpc¢éo, 2015)

3.4.1.2. Pré-tratamentos alcalino

Os pré-tratamentos alcalinos promovem uma intensa deslignificacdo da biomassa.
Quando comparado aos processos acidos, as solugbes alcalinas causam uma menor
degradacdo de acucares (Kumar et al., 2009). Solugdes aquosas de bases como NaOH,
KOH, Ca(OH). e NH4OH sdo normalmente utilizadas. Vérios trabalhos reportam que
solucdes de hidréxido de sodio provocam o aumento da superficie interna do material,
bem como uma diminui¢do do grau de polimerizacao e cristalinidade da celulose, o0 que
também provoca a ruptura da estrutura da lignina (Taherzadeh e Karimi, 2008).

Neste pré-tratamento ocorre um inchaco da biomassa, onde ha um aumento superficial,
uma maior abertura da estrutura, possibilitando que a dgua quebre a ligacdo de hidrogénio
presentes entre a hemicelulose e a lignina. Com isso, reduz a cristalinidade e rompe a

lignina com a quebra das ligac@es aril-éter. (Nascimento, 2011)

3.5. Hidrolise Enzimatica

O material lignocelulésico apds ser submetido ao pré-tratamento nas condigdes
apropriadas, é hidrolisado a glicose por intervencdo das enzimas. A temperatura, o pH,
tempo de hidrolise, a dose de enzimas e a relacdo sélido com liquido, sédo condicdes que
variam de acordo com o substrato selecionado e as caracteristicas do complexo

enzimatico, onde para cada situacéo precisam ser definidas e otimizadas. (Rabelo, 2010).
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A presenca de grupos acetil, a quantidade de lignina, cristalinidade de celulose, o grau de
polimerizacdo, volume da area superficial/poros da fibra de celulose e tamanho de
particula, sdo fatores importantes para a realizagdo da hidrolise enzimatica (Sewalt et.
al.,1997). Apesar disso, para um efetivo pré-tratamento avalia-se mais a quantidade de
glicose produzida do que a composi¢do quimica ou caracteristicas fisicas do material

lignocelulosico posterior ao pré-tratamento (Rabelo, 2010).

3.6. Técnicas de Caracterizacdo

Muitos desafios sdo encontrados quando se pretende obter uma completa e detalhada
caracterizacdo da biomassa. Isso se deve, principalmente, ao fato de que a recalcitrancia
das paredes celulares das plantas envolve aspectos quimicos e estruturais em diferentes
escalas de tamanho (Paés, 2014, Himmel, 2012; Chundawat et al., 2011). Por exemplo,
feixes fibrovasculares e tecidos de parénquima sdo identificados em uma escala de 10
m, os diferentes tipos de célula podem ser visualizados em uma escala de 10° m, as
paredes primarias e secundarias que constituem as células individuais podem ser
diferenciadas em uma escala de aproximadamente 10® m e as nanofibras de celulose que
compde essas paredes estdo na ordem de cerca de 10° m (Pags, 2014, Chundawat et al.,
2011) (Figura 12). Fica claro, portanto, que os mecanismos fisicos e quimicos que
relacionam a recalcitrancia da biomassa a sua degradacdo por meio dos pré-tratamentos

devem ser explorados em toda essa faixa de tamanho.

107 m 10°m

(1)LC (2) Stem (3) Tissue (4) Cell wall (5) Polymer (6) LC
biomass section nanolayers polymers

Figura 13: Fendbmeno multi-escalar da recalcitrancia das paredes celulares das plantas. (Paés, 2014)
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4. METODOLOGIA

Este capitulo apresenta, detalhadamente, todos os materiais e métodos utilizados para a
realizacéo dos pré-tratamentos, tal como as caracteriza¢es do bagaco de cana-de-agucar

in natura e pré-tratado.

4.1. Substrato

4.1.1. Preparo do bagaco de cana-de-agucar

O material utilizado na pesquisa foi fornecido pela usina de cana-de-acicar BUNGE
Brasil (em Minas Gerais) e é proveniente de uma mesma safra, da espécie Saccharum.
Foi selecionado uma parte do material para lavagem e secagem. Primeiramente, este
material foi colocado em um béquer de 1L com 500 mL de agua e, em seguida, foi feita
a lavagem por 3 vezes sob agitacdo. Apos a lavagem, as amostras foram secas em uma
estufa em 70°C por 24 horas. Finalmente, foi feito o peneiramento do bagagco com uma
peneira de 5,0 mm para retirada das particulas menores. A (Figura 4) mostra as particulas

de bagaco in natura apos a lavagem e secagem.

Figura 14: Amostra de bagaco in natura apés lavagem e secagem
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4.1.2. Pré-tratamentos quimicos com acido sulfarico e hidroxido de sodio assistidos

por micro-ondas do bagaco de cana-de-acgucar

Com o objetivo de se estudar os mecanismos de decomposicdo da biomassa em fungéo
de pré-tratamentos termoquimicos assistidos por micro-ondas, amostras de bagaco
provenientes da mesma safra desta usina foram utilizadas. As amostras foram pré-tratadas
com solucéo diluida de H2SO4 (1% m/v), com uma razdo de 1/20 entre a massa de bagago
e 0 volume da solucdo alcalina, por um tempo de processo de 30 minutos, variando-se o
grau de severidade em funcdo da temperatura (130 e 160° C). Da mesma forma, pré-

tratamentos com solucéo diluida de NaOH foram conduzidos.

Foi pesado uma massa de 2,51g de bagaco de cana-de-acUcar, essa massa foi colocada
em uma solucéo contendo 0,27 mL de H2SO4 diluido em 50 mL de agua deionizada. O
mesmo foi feito com hidréxido de sddio. Foi pesado uma massa de 2,51g de bagaco de
cana-de-acuUcar, essa massa foi colocada em uma solucdo contendo 0,59 de NaOH diluido
em 50 mL de &gua deionizada. Em cada pré-tratamento o material foi colocado em um
recipiente de teflon, onde foi fechado para que pudesse ser levado ao micro-ondas as
temperaturas de 130°C e 160°C (Figura 14).

A B

Figura 15: Amostras de bagaco de cana-de-agUcar, (A) antes do pré-tratamento e (B) ap6s do pré-
tratamento.
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Este procedimento aumenta a pressao interna do recipiente a medida que a temperatura
aumenta, com isso a agua ndo entra em ebulicdo a 100°C, ndo comprometendo as reacoes
as temperaturas mais elevadas. A duracdo da reacdo foi no tempo de 30 minutos, o sistema
era fechado, a temperatura era constante durante todo o tempo da reagdo, a uma poténcia
de 800W. Apds completar o tempo da reacdo, o bagaco de cana-de-agucar foi lavado com
agua deionizada, para isso € montado um sistema de filtracdo (sob succ¢édo) a vacuo,
composto de kitasato juntamente com um funil de Biichner, uma membrana e uma bomba,
onde o bagaco foi colocado sobre essa membrana e foi feito a lavagem. Posteriormente o
bagaco de cana-de-agUcar foi colocado em uma placa de petri e foi para secagem, em uma
estufaa 70°C durante 24 horas. As figuras 15 e 16 mostram os bagacos de cana-de-agUcar
apos os pre-tratamentos acido e alcalino, respectivamente. Ao final da secagem, o bagaco

de cana-de-acucar foi colocado em saquinhos plasticos e mantidos fechados.

Figura 16: Amostras de bagaco de cana-de-agUcar, apos pré-tratamentos com solugdo diluida de H2SO4
em 130° C (a) e 160° C (b). Os pré-tratamentos foram conduzidos por 30 min e assistidos por radiacdo
micro-ondas.
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A B

Figura 17: Amostras de bagago de cana-de-aglcar, ap0s pré-tratamentos com solucao diluida de NaOH
em 130° C (d) e 160° C (e). Os pré-tratamentos foram conduzidos por 30 min e assistidos por radiagéo
micro-ondas.

4.2. Reagentes, equipamentos e materiais utilizados

e Hidroxido de Sodio Micropérolas (NaOH) P.A., marca SIGMA ALDRICH
(VETEC), 99% de pureza;

e Acido Sulfurico (H2S04) P.A., marca Synth, 95% de pureza;

e Balanca digital, marca Shimadzu, modelo AUW220D

e Recipiente Teflon

e Micro-ondas, marca Milestone, modelo Start D.

e Béqueres 1000, 50mL, 25mL.

e Proveta 50mL.

e Estufa, marca Biobase, modelo BOV-H50/90/125/216F.

o Kitasato

e Funil de Buchner

e Membrana

e Placa de Petri

e Agitador magnético, marca Tenal, modelo TE-0851

e Micropipeta, 100 - 1000uL, marca Lab Mate Pro

o Espétulas

e Suporte
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o (Garras

e Bastdo de vidro

e Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), marca JEOL, modelo 6360LV

e Microscopio Eletronico de Transmissdo (MET), marca Tecnai, modelo G2-12 -
SpiritBiotwin FEI - 120 kV

e Difratometro de Raios-X de monocristal (DRX), marca Philips, modelo
PANalytical PW1710

e Tomografo de Raios-X por contraste de fases, marca Bruker, modelo Skyscan
1272.

e Espectrofotbmetro no Infravermelho com Transformada de Fourier, marca
Perkin-Elmer, modelo 1760-X (FTIR)

e Microscopia de Forca Atdmica, marca Olympus, modelo Cypher ES, Asylum

Research, AC160TS cantilever de silicone.

4.3. Caracterizacdo morfol6gica, estrutural e quimica

4.3.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O Microscopio Eletronico de Varredura possui caracteristicas semelhantes ao
Microscépio Eletronico de Transmissdo, inclusive foi criado baseado no MET. Ele é
constituido geralmente por um canhao eletronico, uma coluna eletrbnica composta por
uma série de lentes eletrdnicas, uma cAmara de amostra, uma unidade de varredura, um

sistema de detectores e um sistema para visualizar imagem.

O principio de funcionamento do MEV baseia-se na exploracéo da superficie da amostra
por um feixe de elétrons de pequeno didmetro. Essa varredura ocorre sucessivamente,
ponto a ponto, e o sinal é transmitido a um detector e a uma tela catodica. E constituido
basicamente por uma coluna ético-eletronica, sistema de varredura, cAmara de amostra,
detectores e sistema de visualizagdo da imagem. Um modelo esquematico dos

componentes do MEV pode ser visto na Figura 17.
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Figura 18: Modelo esquematico dos componentes do Microscdpio Eletrdnico de Varredura (MEV).
(Maliska, 2013)

As imagens foram obtidas usando um microscopio eletrénico de varredura (JSM 6360LV,
JEOL) usando um detector de elétrons secundario. As amostras foram preparadas por
crio-fraturacdo em nitrogénio liquido e revestidas por pulverizacdo catédica com ouro
com uma espessura de cerca de 10 nm. A imagem foi realizada em tensdes de aceleracédo
do feixe de 5a 10 kV.

4.3.1.1. Preparagéo de amostras

As fibras de bagaco de cana-de-agucar foram preparadas para microscopia eletrénica de
varredura seguindo as seguintes etapas: Primeiramente as fibras de bagaco de cana foram
selecionadas, preparadas por crio-fraturas em nitrogénio liquido revestidas por
pulverizacdo catdédica com ouro com uma espessura de cerca de 10nm. A imagem foi

realizada em tensdes de aceleragéo do feixe de 5 a 10 kV.



29

4.3.2. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A microscopia eletrénica de transmissao investiga a estrutura interna de sélidos e fornece
informacdes sobre detalhes microestruturais que ndo sao habituais. A utilizagdo do MET
para estudos de materiais biologicos é bastante difundida, pois ele permite definicdo de
imagens intracelulares, podendo assim estudar, por exemplo, a morfologia celular e os

aspectos gerais das organelas.

Segundo (Rosa, 2008) o MET é composto principalmente por uma fonte de elétrons que
sdo orientados atraves de uma coluna formada por lentes eletromagnéticas e aberturas que
definem a intensidade, tamanho e o caminho do feixe eletrénico antes e ap0s interagir
com a amostra. Juntamente ao sistema estao os detectores de elétrons secundarios e raios-
X. As tensOes referentes a aceleracdo do feixe podem variar de 80Kv a 1,5MKv,
geralmente para materiais inorgénicos utiliza-se na faixa de 200Kv a 400Kv e para
materiais organicos a faixa de 80Kv a 120Kv. De acordo com a configuracdo de lentes
utilizada, adquire-se uma imagem da amostra do espaco direto (modo imagem) ou no
espaco reciproco (modo difracdo). A Figura 18 mostra o diagrama do MET no modo de

operagéo.
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Figura 19: Diagrama do MET no modo de operagdo (a) imagem e (b) difragdo. (Rosa, 2008)

A geracdo da imagem por MET esta relacionada principalmente com o tipo de interacéo
(espalhamento) que o feixe de elétrons sofre ao passar por um material sélido e pela sua
espessura. O espalhamento de elétrons pode ser denominado por: espalhamento coerente
(as ondas que formam o feixe, mantém-se em fase) ou espalhamento incoerente (as ondas
que formam o feixe deixam de ter relacdo de fase uma das outras). Além disso, ao
atravessar pela amostra o feixe pode ter espalhamento inelastico ou elastico, tendo em

vista a perda ou ndo de energia cinética (Rosa, 2008).

Para obtencdo das imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo, foi utilizado o
Microscopio Eletronico de Transmissdo Tecnai G2-12 - SpiritBiotwin FEI - 120 kV,
disponivel no Centro de Microscopia da UFMG.
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4.3.2.1. Preparagéo de amostras

As fibras de bagaco de cana-de-acUcar foram preparadas para microscopia eletrénica de
transmissdo seguindo as seguintes etapas: As amostras foram fixadas por imersao em
solucdo de Karnovsky modificada (2,5% de glutaraldeido e 2% de paraformaldeido
tamponado em tampdo fosfato 0,1 M) sob vacuo. Foi utilizado 6smio e acetado de
uranila, com a finalidade de manter estaveis as estruturas celulares e intracelulares. As
amostras foram desidratadas em uma série graduada em etanol (30, 50, 70, 90%, duas
vezes para etanol a 100%) e acetona. Seguido de infiltragdo com concentracfes crescentes
de resina Spurr diluida em acetona (15,30, 50, 70, 85, 95%, trés vezes para 100% de
resina) sob vacuo. Os blocos de resina com as amostras foram polimerizados a 70 ° C por
12 horas. Secc¢des ultrafinas transversais foram obtidas num ultramicrétomo (Leica
EMUCY) equipado com uma lamina de diamante e montado em grades de cobre. As redes
foram coradas com citrato de chumbo.

4.3.3. Microscopia de Forca Atémica

A microscopia de forga atdmica (AFM) tem se destacado por possuir uma maior resolugédo
e um menor custo em relacdo a outras microscopias como MEV e MET. Além disso, as
imagens obtidas por AFM conseguem um aumento de muitas dezenas de milhdes de
vezes, possibilitando ainda vantagem de obtencdo essa resolucdo nas trés dimensdes,
enquanto em outros microscopios eletrdnicos chegam a centenas de milhares de vezes e

ndo possuem essa vantagem. (Herrmann et. al., 1997)

A Figura 19 mostra uma ilustracdo do principio de funcionamento do AFM, onde a
geracdo da imagem se da pela medicao das for¢as de atracdo e repulsdo entre a superficie
da amostra e pela sonda fina que varre a amostra. O cantiléver tem como funcédo avaliar
a forca de interagdo entre a amostra agulha. A detec¢do do deslocamento do cantiléver
para obtencdo das imagens ¢é feita através da reflexao do feixe de laser. Ja para a obtencao

dos dados e imagens utiliza-se um microcomputador. (Herrmann et. al., 1997)
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Figura 20: Difragéo de raios-x em uma estrutura cristalina. (Herrmann et. al., 1997)

Os fragmentos de fibras de esclerénquima antes e depois dos pré-tratamentos foram
depositados em folhas de mica recém-cortadas. O excesso de agua foi removido usando
um fluxo de nitrogénio para minimizar possiveis artefatos gerados pela umidade e pelo
procedimento de secagem ao ar, e as amostras foram fotografadas imediatamente. Todas
as imagens de fibrilas foram adquiridas por um microscépio de forga atdmica (modelo
Cypher ES, Asylum Research) equipado com caldeirdo de silicio AC160TS (Olympus)
que opera no modo dindmico sob condi¢es ambientais. As imagens foram de ordem zero
achatadas antes da determinacgéo da altura da fibrilagdo usando o algoritmo padréo do

software do sistema AFM.
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4.3.4. Difracéo de raios X (DRX)

Apenas analise da morfologia ndo é suficiente para obter uma ampla caracterizacdo do
material, pois ela ndo permite obter informacdes sobre a disposicdo dos atomos no
material. Os espectros de difracdo de raios X (DRX) ird permitir avaliar a mudanca na
cristalinidade da celulose remanescente, tanto para a amostra in natura quanto para as

pré-tratadas.

Segundo (Ferreira, 2008) a difracdo de raios X é fundamentada a um fenémeno da Fisica
Ondulatoéria denominado interferéncia. 1sso acontece quando uma onda, ao deparar com
uma fenda ou com algum obstaculo com 0 mesmo comprimento de onda, sofre desvios.
Caso essa interferéncia sofrida pelo feixe produza uma dispersdo de feixes em direcGes

exclusivas, ocorre o fenémeno de difragéo.

Na técnica de difracdo de raios X, ¢ incidido o feixe de raios X sob varios angulos na
amostra e parte dele é refletido pelos seus planos cristalograficos, com um angulo igual
ao incidente, e detectado por um sensor. Para alguns angulos de incidéncia, s&o
produzidos sinais com diferencas de intensidades indicando a posi¢do dos planos
atdbmicos na estrutura. A Figura 21 esquematiza a difracdo de raios X em uma estrutura

cristalina.
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Figura 21: Difracdo de raios-x em uma estrutura cristalina. (Azevedo, 2010)
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Nas redes cristalinas, a difracdo é regida segundo a Lei de Bragg. Esta lei diz que, quando
uma onda monocromatica de comprimento A ¢ incidida sobre um conjunto de planos
cristalinos a um certo angulo 6, havera um aumento na intensidade espalhada em uma
certa direcdo, e se a diferenca de caminho dptico entre os raios (ondas) espalhados pelo
plano superior e inferior for multiplo inteiro do comprimento de onda, havera a formacéo

de um padrdo de difracéo, ou seja:

ni = 2dsenO
(EQ. 1)

Onde:

n é a ordem da difracéo;

d é a distancia interplanar;

2dsen© é a diferenca de caminho éptico;
O é 0 angulo de incidéncia;

A é o comprimento de onda da radiacdo incidente.

Maiores informacdes da estrutura cristalina e informacdes analiticas dos materiais, podem
ser obtidas por meio de analise dos difratogramas utilizando o método de Rietveld
(Nogueira et al., 2014). Esta técnica de refinamento permite analise quantitativa de fases,
obter informagbes de parametros estruturais, coordenadas atémicas e densidade

ocupacional. (Young, 1995).

O indice de cristalinidade (Crl) das amostras de bagago de cana-de-agucar in e pré-
tratados foi medido utilizando um difractbmetro de raios-x (Empyrean, Philips-
PANalytical PW1710) usando radiagao CuKa. A tensdo e a corrente de operacdo foram
mantidas a 40 kV e 40 mA, respectivamente. A gama 20 era de 10 ° a 40 ° com um
tamanho de passo de 0,02 ° num intervalo de tempo de 0,4 s. A cristalinidade da celulose

foi calculada de acordo com 0 método descrito por (Segal et al., 1959).
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4.3.5. Tomografia de raios X por contraste de fases

A tomografia de raios X por contraste de fases, é bastante utilizada quando se tem um
material praticamente transparente a energia dos raios X, como no caso de amostras
bioldgicas, ou quando diferentes detalhes em uma amostra apresentam praticamente a

mesma atenuacao, as imagens obtidas possuem baixo contraste.

A imagem por contraste de fase é obtida pela interferéncia entre um feixe de referéncia e
o feixe transmitido pela amostra. Os gradientes de fase no feixe transmitido pela amostra
sdo origindrios das variagbes no indice de refracdo e espalhamento, principais

responsaveis pelo contraste na imagem.

Atualmente, as técnicas mais utilizadas sao: método de propagacdo, imagem realgcada por
difracdo, interferometria de raios X e interferometria usando grades (Pfeiffer et al., 2006,
Momose, 2005). Particularmente, o contraste de fase baseado na propagacéo tem sido o

método mais amplamente utilizado.

O método de propagacdo ou holografia pode ser considerado o mais simples dos métodos
de TCF, uma vez que usa somente a natureza ondulatéria da luz. Esta técnica explora a
interferéncia entre os feixes que sofrem desvio ao atravessar meios com diferentes indices
de refragé@o ao se propagarem na amostra, com 0s que ndo sofrem desvio. A interferéncia,
construtiva ou destrutiva, resultard em mudanga de intensidade dos raios que atingem o

detector.

A organizacao tridimensional do tecido vegetal das amostras de bagaco de cana-de-agUcar
foi estudada por tomografia de contraste de absorcdo. As medicbes foram realizadas
usando um micro-CT Scanner (modelo Skyscan 1272, Bruker). Durante a rotagéo da
amostra, 1.200 radiografias foram feitas projecOes. A tenséo e a corrente da fonte
utilizadas durante as medigdes foram de 100 kV e 100 mA, respectivamente. A distancia
do detector de amostras foi de 70 mm e o tamanho do pixel foi de 7,5 um. Devido ao
campo de visdo restrito da camera CCD, foram escolhidas particulas de bagago com
didmetros de menos de 1 mm para as inspe¢des tomograficas. O pacote SkyScan NRecon
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foi usado para reconstruir imagens de secdo transversal de imagens de projecdo de
tomografia usando o algoritmo de reconstru¢do de Feldkamp (Rodet et al., 2004).

A avaliacdo do volume tomografico foi focada no tecido vegetal arquitetura. Os voxels
foram identificados como pertencendo ao lumen celular (ou simplesmente chamado
poros) ou paredes celulares de plantas, aplicando um limite de intensidade com base em
seu nivel de cinza. Para a visualizacdo do volume tomografico, utilizou-se o software

comercial Amira-Avizo 3D (FEI).

4.3.6. Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Espectroscopia no infravermelho baseia-se nas caracteristicas vibracionais de grupos
funcionais quimicos de moléculas. As ligacGes quimicas possuem frequéncias de
vibracdo especificas, que correspondem a niveis de energia da molécula (niveis
vibracionais) (Reddy et al., 2013; Workman Jr e Weyer, 2012; Katon, 1996). De uma
forma geral, as ligagdes moleculares podem vibrar em seis modos: deformacdo axial
simétrica  (estiramento simétrico), deformacdo axial assimétrica (estiramento
assimétrico), deformacdo angular simétrica no plano (tesoura), deformacdo angular
simétrica fora de plano (sacudida), deformacdo angular assimétrica no plano (balanco) e

deformacdo angular assimétrica fora do plano (torcdo) (Reddy et al., 2013).

Em temperaturas acima do zero absoluto (-273,15°C), todos os materiais estdo em
vibracdo continua e, portanto, emitem radiacéo infravermelha (infrared, IR). Entretanto,
quando radiagdo IR incide em uma molécula, a luz pode ser absorvida, desde que a
frequéncia da radiacdo incidente seja idéntica a necessaria para uma das transigdes entre
0s niveis discretos de energia da molécula e alteracdo no seu momento dipolo. Por
exemplo, quando os dois atomos de oxigénio do dioxido de carbono se movem
simetricamente para dentro ou para fora, a radiacdo infravermelha ndo sera absorvida
porque ndo houve alteracdo no momento dipolo. Pode-se dizer, portanto, que o
estiramento simétrico é inativo no infravermelho. Entretanto, se os dois atomos de
oxigénio se movem para a esquerda ou para a direita - estiramento assimétrico -, havera

uma mudanca no momento dipolo e a luz IR é absorvida em 2350 cm L,
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Grupos funcionais especificos tendem a absorver radiagdo em nimeros de onda também
especificos. Essa absorbancia ocorre independentemente da resposta de outras ligacGes
quimicas presentes na molécula. Por exemplo, a ligacdo dupla C = O do grupo carbonila

ocorre em aproximadamente 1.700 cm™ em cetonas, aldeidos e acidos carboxilicos.

A instrumentacdo utilizada pela técnica de espectroscopia IR consiste em uma fonte
policromética na regido do infravermelho, que é guiada por um interferdmetro de
Michelson. Os dados séo coletados na forma de interferogramas; e o espectro, mostrando
a absorbancia medida como funcdo do numero de onda, é obtido a partir deste
interferograma por meio do processamento matematico via transformada de Fourier
(Workman Jr e Weyer, 2012).

A andlises espectrofotométricas na regido do infravermelho ajudaram na identificacdo
dos grupos funcionais existentes no bagaco de cana-de-agucar por meio das vibra¢@es das
moléculas provenientes da absorcdo da radiacdo eletromagnética pelas ligacGes quimicas
presentes nesse material. As analises foram feitas pela técnica de transmissdo, com
pastilhas de KBr, em um espectrofotometro Perkin-Elmer, modelo 1760-X (FTIR), na
regido do espectro entre 4000 e 500 cm™,
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacéo

5.1.1. Visualizagéo dos tecidos da biomassa derivada de cana-de-acucar

A reconstrucdo tomografica de uma particula de bagaco de cana-de-acUcar in natura esta
apresentada na Figura 22, na qual uma estrutura celular ordenada e rigida pode ser
visualizada. A integridade do tecido é observada para uma grande extensao da amostra e
0 colapso local de algumas paredes celulares pode ser identificado. Isso deve ser,
provavelmente, consequéncia da secagem das amostras, que podem causar rupturas
irreversiveis nas paredes celulares. Cada voxel corresponde as dimensdes de 0,438 x
0,438 x 0,438 pm.

Além disso, os componentes anatdmicos do bagaco (fibras e tecido parenquimatoso) séo
facilmente identificados a partir da perspectiva tridimensional mostrada na Figura 22a e
também na secdo transversal da particula na Figura 22b. Em concordancia com a literatura
(Ding et al., 2012), os feixes vasculares s&o circundados por células esclerenquimaéticas e
dispersos em um tecido parenquimatoso. Proximo a epiderme, esses feixes vasculares
aparecem bem préximos uns dos outros; mostram-se, porém, bem mais espacados no

interior do caule.

Independentemente da regido, os feixes vasculares sdo encontrados na particula
transversal, as células de esclerénquima possuem paredes espessas de aproximadamente
5 um, contendo limens com didmetros entre 6 ¢ 75 um. As células parenquimatosas

possuem paredes mais finas e poros com diametro entre 25 ¢ 60 um.
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Figura 22: Imagens de tomografia por contraste de fase de uma particula de bagaco de cana-de-aglcar in
natura. (a) Imagem TCF de uma Unica fibra e (b) uma se¢do transversal a partir da tomografia
reconstruida

O pré-tratamento alcalino possui um efeito marcante na morfologia do bagaco (Figura
23). A arquitetura de tecidos de amostras pré- tratadas é praticamente desestruturada.
Longas trincas podem ser observadas ao longo do parénquima, fazendo com que os feixes
fibrovasculares (feixe vasculares e as células de esclerénquima circunvizinhas) se
encontrem separados uns dos outros. Essa fragmentacdo das particulas bagaco de cana
culmina em um aumento da area superficial externa (superficie da fibra). O esclerénquima
também se mostra alterado pela solucdo NaOH, exibindo células danificadas e
distorcidas.
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Figura 23: Reconstrucdo tomogréafica de uma particula de bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado com uma
solucéo alcalina (1% NaOH por 40 minutos em 120° C).

5.1.2. Informag&o quantitativa sobre a arquitetura de tecido pré-tratada.

Anélise quantitativa dos tecidos da biomassa, devido a limitagdo computacional, foi
desenvolvida para uma regido representativa do volume de tomografia correspondente a
300 slices (130 um de altura). Informacdo de mais de 3.500 e 2.900 lumens celulares foi
extraida das particulas em seu estado in natura e apds pré- tratamento alcalino,

respectivamente.

Com o intuito de mostrar o impacto do pré-tratamento alcalino na estrutura do bagaco,
histogramas da area superficial dos poros (isto é, a area superficial interna de cada lGmen)
foram calculados. A Figura 24 mostra as distribui¢bes das areas superficiais dos poros
para as particulas nas duas condi¢cdes em estudo. Classes de area superficial dos poros

foram definidas em escala logaritimica, em microns quadrados.

Como apresentado na Figura 24, os histogramas das areas superficiais dos poros
individuais, comportam-se como distribuicdes bimodais, que consistem na combinacéo
de uma curva de decaimento exponencial e uma distribuicéo log-normal. O maior pico da
distribuicdo bimodal de amostras in natura corresponde aos poros com area superficial
entre 2.595 e 8.024 um2, englobando cerca de 25% da quantidade total dos poros 32
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detectados pela tomografia por contraste de fase. O segundo pico desta distribuicdo €
resultado da contribuicdo dos pequenos poros com area superficial de até 9 pm?, que

totalizam aproximadamente 16% do nimero total dos limens celulares.

Figura 24: Histogramas das classes de areas superficiais de poros individuais das particulas de bagaco de
cana-de-agUcar in natura e pré-tratadas com NaOH.

Quando a biomassa € pré- tratada com hidréxido de sodio, o perfil da &rea superficial dos
poros é caracterizado por um decaimento pronunciado no nimero de poros com area
superficial entre 2.595 e 8.024 microns quadrados. Este pré-tratamento também causa o
aumento da quantidade de poros com érea superficial maior (> 8.024 pum?). Poros maiores
sdo, predominantemente, resultado da coalescéncia de células vizinhas que possuiam uma

parede celular em comum e colapsou-se devido a a¢do da solucao alcalina.

Para visualizar a distribuicdo espacial das areas de superficie dos poros, a Figura 25
apresenta um grafico com informacao do volume tomografico. A Fig. 25a mostra todos
o0s poros detectados e analisados quantitativamente nos fragmentos in natura. Cada poro
individual esta associado a uma cor diferente. Enquanto isso, a Fig. 25b destaca apenas
0S poros que contribuem para o maior pico do histograma da area de superficie
apresentado na Fig. 3 (isto é, 2.595 e 8.024 um2). Assim, é claro que este pico reflete a
contribuicdo significativa das células do esclerénquima para a distribuicdo da area de

superficie dos poros.



42

Com o intuito de esclarecer a reducdo na quantidade de células de esclerénquima com
area superficial entre 2.595 e 8.024 um2 apos o pre-tratamento (Figura 26), os limens
que mantém a area superficial entre esses limites podem ser visualizados na Figura 27. A
partir desta figura, pode notar-se que muitas células tém seu tamanho e forma amplamente
alterados. Os poros pequenos aparecem no meio de paredes celulares de maior espessura,
enquanto que os lumens celulares maiores resultam da coalescéncia de células vizinhas

no esclerénquima.

Figura 25: Imagens tomograficas de uma Unica amostra de bagago de cana-de-agucar in natura. Imagens
de (a) todos os poros na seccao transversal da particula e (b) poros individuais das areas superficiais
(entre 2.595 e 8.024 um?). Cada poro individual esta associado a uma cor diferente.

Adicionalmente, o impacto do tratamento alcalino na espessura da parede celular do
bagaco de cana-de-agUcar foi avaliado. Mapas de espessura de parede ao longo da se¢do
transversal foram computados para as amostras no estado in natura e tratado (Figuras 27a
e Figura 27b, respectivamente). A maioria das células do tipo esclerénquima exibem 34
paredes com espessura entre 9 e 12 um; o tecido de parénquimas apresentou valores de
espessura menores. Apos a solucdo alcalina, a espessura é significativamente reduzida
em toda a secdo transversal do bagago, o que leva a ruptura de células vizinhas

especialmente no parénquima (Figura 27b). Apesar desta abordagem mostrar uma
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tendéncia de reducdo da parede celular, ressalta-se a limitacdo das técnicas combinadas
de tomografia e processamento de imagens em resolver e identificar vazios menores ou
mais finos, como 0s poros presentes na jungdo de trés ou mais células e as delaminacfes

no interior das paredes.

70 microns

Figura 26: Regido selecionada do volume tomogréfico da fibra de bagago pré-tratada com NaOH. Poros
individuais com é4reas superficiais (entre 2.595 e 8.024 um?) estéo coloridas na imagem.



44

lﬂ :
AR A

70 microns

¥

Figura 27: Mapas da espessura da parede celular das sec¢des transversais das particulas de bagaco de
cana-de-agUcar. Imagens de (a) seccdo transversal da particula in natura e (b) secgéo transversal de
particulas tratadas em meio alcalino. A legenda e a barra de escala estdo em microns.

Como reportado por Ding e seus colaboradores (2012) e em concordancia com a anatomia
geral de plantas, o esclerénquima geralmente apresenta concentracdo de lignina superior
a do tecido parenquimatoso. Além disto, sabe-se que a solucdo bésica é capaz de
decompor a estrutura da lignina e quebrar as ligaces com outros carboidratos no material,
tornando a celulose mais acessivel (Agbor et al., 2011). A partir dos resultados obtidos,
pode-se afirmar que o pré-tratamento com NaOH tem um efeito preponderante nas células

parcialmente lignificadas e de paredes finas do tecido parenquimatoso.
5.1.3. Mudancas na area de superficie especifica pelo pré-tratamento alcalino.

A éarea superficial acessivel a hidrolise enzimatica € um parametro importante para a
avaliacéo da eficiéncia dos pré-tratamentos. O contato fisico entre a enzima e o substrato
€ necessario para que a hidrélise ocorra; e a area superficial disponivel para tal contato
influencia diretamente na velocidade de reagcéo (Chang e Holtzapple, 2000; Zhang e
Lynd, 2004).

Para uma maior compreensdo dos mecanismos de acdo dos pré-tratamentos, a
contribuicdo da area superficial externa e interna das particulas com relacéo a area total
foram separadamente computadas. A superficie externa esta relacionada ao tamanho e

forma das particulas, enquanto a superficie interna depende da sua estrutura interna
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porosa (Arantes e Saddler, 2011; Chang et al., 1981). A éarea da superficie interna é
estimada pela adicdo da area de superficie interna aos limenes de células detectados por
tomografia por contraste de fases. A area de superficie externa da particula também é

calculada.

A Tabela 3 mostra os valores das areas superficiais especificas externa, interna e total das
amostras de bagaco de cana-de-acucar obtidos a partir dos volumes de tomografia. Estes
dados revelaram que a areas superficiais especificas total para o bagaco ndo-tratado € de
aproximadamente 0,121 m?/g. Ja as areas superficiais externa e interna sio 0,017 e 0,104
m?/g, respectivamente. A contribuicio da area superficial interna representa, portanto,
cerca de 86% de toda a area superficial especifica da amostra in natura. Deve-se ressaltar
que a area superficial especifica total (0.121 m?/ g) do substrato analisado corresponde a
uma éarea de superficie de 2,964x10° m?. Considerando que a resolugdo da éarea é
basicamente a area de pixels (1,92x10™® m?), os valores calculados apresentados na

Tabela 3 podem ser considerados precisos o suficiente para essa analise.

Tabela 3: Valores das areas superficiais especificas externa, interna e total das amostras
de bagaco de cana-de-agUcar obtidos a partir dos volumes de tomografia.

Tipos de SSA
In natura Pre-tratado
(m?/g)
Area superficial externa 0,017 0,158
Area superficial interna 0,104 0,273

Area superficial total 0,121 0,431
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Em concordancia com os resultados apresentados por Zhang e Lynd (2004) e Chang et
al. (1981), a area interna do material foi praticamente ordem 1 de grandeza superior a sua
area externa. Entretanto, com o pré-tratamento alcalino, a area superficial especifica
externa das particulas aumentou 9,2 vezes; enquanto que a SSA interna, somente 2,3
vezes. Esse aumento da area superficial externa se deve tanto a reducdo do tamanho das
particulas, quanto ao aparecimento de grandes trincas em seu interior. Com isso, a razdo

entre as areas superficiais externas e internas se reduz a 1,7.

A abordagem utilizada para medir a &rea superficial foi limitada aos mecanismos de
degradacdo da biomassa e a superficie disponivel no nivel micrométrico. A area de
superficie in natura acessivel as enzimas apresentadas na Tabela 3, embora relevante, é
apenas uma fracdo da area superficial total medida por outras técnicas, como a adsor¢édo
de nitrogénio (Isaac et al., 2015; Adani et al., 2011). Para uma compreensdo completa da
recalcitrdncia estrutural, esta andlise deve ser estendida a escala de dimensdes
moleculares (nanébmetros). A importancia relativa da area superficial dos poros com
didmetros nas escalas de nandmetro e micrémetro para a eficiéncia da hidrdlise

enzimatica continua a ser amplamente desconhecida.

Identificamos que a estrutura lignocelulésica do bagaco sofreu simultaneamente:
fragmentacdo e desestruturacdo das paredes celulares. A fragmentacdo produz fissuras
internas, particularmente no tecido do parénquima, levando eventualmente a reducdo do
tamanho de particula, pelo que a area de superficie especifica externa das particulas de
bagaco é aumentada. Por outro lado, a desestruturacdo das paredes celulares resulta da
reducdo significativa da espessura da parede celular e também do colapso local das células
vizinhas. Essas observacdes sugerem que pode ter uma correlagdo entre 0 aumento da
area superficial especifica por meios de pre-tratamento e a fragdo volumeétrica e anatomia
de feixes fibrovasculares. I1sso pode ser interpretado como uma estratégia para a selecéo
de substratos menos recalcitrantes e, consequentemente, processos de pre-tratamento

mais eficientes
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5.2. Caracterizacao

A estrutura hierdrquica das paredes celulares do bagaco de cana-de-agucar foi
espacialmente investigada antes e depois dos pré-tratamentos assistidos por micro-ondas,
em solucdo diluida de H2SO4 e NaOH a temperaturas de 130°C e 160°C.

5.2.1. Mudancas quimicas no bagaco de cana-de-acucar por pre-tratamentos

As alteracdes quimicas no bagago de cana-de-acucar foram analisadas qualitativamente
por espectroscopia FTIR. A celulose é um homopolissacarideo composto por unidade de
B-D-glucopiranose ligada entre si por ligagdes glicosidicas (1— 4) (Chen et al., 2011).
Os residuos solidos de bagaco de cana-de-agucar apds 30 min pré- tratado com H2SO4 e
NaOH em duas temperaturas diferentes (130 ° C e 160 ° C) foram analisados por FTIR
(Figura 28). A Figura 28b mostra as bandas entre 850 - 1200 cm™ que estdo associadas
as estruturas de celulose e hemicelulose (Chen et al., 2012; Liu et al., 2006). Esta regido
espectral ndo houve uma modificacdo significativa apds o tratamento com NaOH, o que
indica que as estruturas de celulose e hemicelulose néo sdo significativamente afetadas
por este processo quimico. No entanto, esta mesma regido é modificada apds o pré-
tratamento com H,SO.. A Figura 28a mostra que o pico a 1239 cm™, atribuido ao
alongamento acetil C-O da estrutura de hemicelulose, esta ausente apds o pré-tratamento
com é&cido, o que implica que a hemicelulose foi efetivamente desacetilada (Li et al.,
2011). Isto sugere uma remocéo efetiva da hemicelulose nestas condi¢des. O pico a 1728
cmt é observado a partir das ligagdes complexas entre hemicelulose e lignina, tais como
grupos acetil, feruloil e grupos p-cumarilico ligados (Boonmanumsin et al., 2012). Apds
0 pré-tratamento acido, ndo ha absorbancia nesta posi¢éo, indicando que essas ligacoes
também foram quebradas. Devido a natureza do aquecimento por micro-ondas, 0S grupos
polares sdo amplamente afetados por micro-ondas, enquanto que as partes menos polares

(lignina) s@o menos interativas com micro-ondas (Zhu et al., 2016).
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A lignina possui bandas de absorgdo caracteristicas de 1450 cm™ a 1730 cm™ (Chen et
al., 2012). Bandas tipicas a 1456 cm™, 1511 cm™ e 1600 cm™* podem ser usadas como
uma impresséo digital de lignina nas amostras. A absorcéo a 1456 cm™ é atribuida a uma
flexdo C-H, e a banda a 1513 cm™ é relacionada a extensdes aromaticas C = C (Kaparaju
e Felby, 2010). Além disso, os alongamentos tipicos da lignina C-H sdo observados em
torno de 832 cm™ e 1240 cm™. Essas impressdes digitais de lignina sdo claramente
observadas no bagaco in natura e amostras preé-tratadas com H>SO4, mas estdo ausentes
nas amostras pré-tratadas com NaOH (Figura 28b), indicando que a lignina foi removida
eficientemente. Além disso, ndo ha absorbancia a 1728 cm™ apos este pré- tratamento
alcalino, indicando que as liga¢@es entre hemicelulose e lignina também foram quebradas

Em resumo, H>SO4 e NaOH podem efetivamente degradar hemicelulose e romper ou
enfraquecer as ligagdes entre lignina e hemicelulose. No entanto, NaOH pode

efetivamente remover a lignina, enquanto H.SO4 remove mais hemicelulose.
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Figura 28: Espectro FTIR do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por 30 min sob processamento de
microondas. (a) pré-tratamentos com H,SO4 a 130 ° C e 160 ° C e (b) pré-tratamentos com NaOH a 130 °
Cel60°C.
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5.2.2. Mudancas estruturais do bagaco de cana-de-agucar por pré-tratamentos

O indice de cristalinidade (Crl) é um parametro comumente utilizado para quantificar a
quantidade de celulose cristalina presente em materiais lignoceluldsicos e geralmente é
aplicado para avaliar mudancgas estruturais ap0s pre-tratamentos termoquimicos
(Himmel, 2009). O método mais simples e amplamente utilizado para calcular o Crl a
partir de dados DRX foi desenvolvido por (Segal et al., 1959). Este parametro é calculado
a partir da relacdo entre a intensidade (altura) do pico (002), onde € feito a subtracdo da

intensidade total do pico (002) com a (lamorfo).

Crl = (looz - lam) / looz.

Os perfis de difragdo de raios-x do bagaco de cana-de-agUcar in natura, pré- tratados com
acido e em meio alcalino assistidos por micro-ondas a temperaturas de 130 ° C e 160 ° C,
sdo mostradas na Figura 29. Todas as amostras apresentaram padrées de difracédo tipicos
da celulose | (Park et al., 2010). O Crl do bagaco de cana-de-acUcar in natura foi de
66,93%. O Crl do bagaco de cana-de-acucar pré- tratado com acido a 130 ° C e 160 ° C
foi 73,74% e 77,49%, respectivamente. Valores semelhantes foram obtidos para as
amostras pré- tratadas com NaOH assistidas por micro-ondas. Os valores do Crl obtidos
para o bagaco de cana-de-agucar pré- tratado em meio alcalino a temperatura de 130 ° C
e 160 ° C foram 75,05% e 73,05%, respectivamente. O aumento do indice de
cristalinidade ¢ uma evidéncia do aumento da fracdo de celulose devido a remocéo de
hemicelulose e / ou lignina. Estes resultados mostraram que a temperatura de pré-
tratamento ndo mostrou qualquer efeito significativo no Crl nas amostras, com excegéao

do tratamento com acido a 160 ° C.
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Figura 29: Espectros DRX do bagago de cana-de-agUcar pré-tratada por 30 min sob micro-ondas em
processamento. Perfis DRX da amostra de controle (a), amostras pré-tratadas com mw-&cido a 130 ° C e
160 ° C (b e c, respectivamente) e amostras pré-tratadas com mw-alcalia 130 °Ce 160° C (d e e,
respectivamente).

5.2.3. Caracteristicas ultra- estruturais e quimica das paredes celulares.

Os efeitos dos diferentes pré-tratamentos nos tecidos vegetais e paredes celulares em
escalas micro e nanométricas foram investigadas usando microscopia eletronica de
varredura e transmissdo. Além disso, a coloragdo citoquimica foi aplicada para localizar
a lignina dentro das paredes celulares. Verificou-se que uma série de manchas
citoquimicas foram Uteis para detectar e localizar a lignina por MET, incluindo mercurio,
bromo e permanganato de potassio. Neste trabalho, o citrato de chumbo foi utilizado

como agente de coloragéo para melhorar o contraste da imagem.

A Figura 30 exibe imagens representativas do MET e MEV realizadas em substratos in
natura e pré- tratados secados a temperatura de 160 ° C. Imagens de MET da estrutura
seccionada dos substratos pré- tratados a esta temperatura exibiram diferencas

significativas em relacdo ao bagaco de cana-de-acucar original (Figura 30). As camadas
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intercelulares do bagaco de cana-de-agUcar in natura podem ser claramente distinguidas
entre lamelas intermediarias (ML), parede celular priméaria (PW) e parede celular
secundaria (SW). O canto da célula (CC) também pode ser facilmente identificado
(Figura 30a). Como esperado, o maior teor de lignina € localizado no CC seguido pelo
ML (Wang et al., 2014). A camada PW consecutiva aparece também opaca ao feixe de
elétrons do que a parede secundaria, o que é uma evidéncia direta da maior quantidade de
conteudo de lignina (Figura 30a). A transicdo entre PW e SW é mais brilhante do que
qualquer outra regido da parede celular e a camada mais externa (cobertura cerosa) foi

claramente mais densa do que a parede secundaria interna (Figura 30a).

Dos nossos resultados FTIR, podemos confirmar que o pré-tratamento com acido
sulfurico com diferentes severidades retiraram a hemicelulose, o que também poderia ter
alterado a interacdo entre celulose e outros componentes da parede secundaria,
especialmente a lignina. Isso é confirmado pelo fato de que os glébulos ricos em lignina
(até dezenas de nanémetros de didmetro) foram extraidos para fora através da parede
secundaria e depositados em camadas ultra- estruturais especificas (Figura 30b). A Figura
30c exibe a organizacdo da parede celular do bagaco de cana-de-agucar tratado em meio
alcalino, que difere consideravelmente do observado para o pré-tratamento com &cido. A
morfologia do bagaco de cana-de-agucar tratada com solucéo diluida de NaOH foi mais
preservada em termos de sua integridade fisica. No entanto, um inchaco das paredes
secundarias pode ser claramente observado, 0 que resultou em um notavel aumento na
espessura da parede. Além disso, a solugdo alcalina induziu uma reducédo consideravel da
lignina através das paredes celulares e a remocdo da camada cerosa (Figura 30c). Varios
autores descreveram alteracdo semelhante dos materiais de lignoceluldsicos apos pré-

tratamentos alcalinos (Haque et al., 2012; Hendriks e Zeeman, 2009; Wang et al., 2014).

As Figuras 30d-f fornecem informac@es sobre a heterogeneidade morfoldgica através de
substratos de cana-de-agUcar. A arquitetura do tecido vegetal dos substratos in natura é
altamente ordenada, consistindo em fibras de esclerénquima envolvendo os feixes
vasculares (Figura 30d). A imagem de MEV do bagaco de cana-de-agUcar pré- tratado
com &cido mostra que a delaminacdo de paredes secundarias era suficientemente extensa

para quase separar camadas inteiras (Figura 30e). O evento de delaminagédo pode derivar
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da despolimerizagao de hemiceluloses e deslocalizagéo de lignina (Ji etal., 2016). A partir
da imagem de MEV dos substratos tratados com NaOH (Figura 30f), uma orientacédo
helicoidal de microfibrilas de celulose na superficie da parede celular pode ser visualizada
na superficie interna das células. Observacfes semelhantes foram feitas sobre fibras de
madeira (Bogolitsyn et al., 2015), sisal e fibras de linho (Bledzki e Gassan, 1999; Sreekala
e Thomas, 2003).
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Figura 30: Imagens MET e MEV de células de esclerenquima do bagaco de cana-de-agUcar. Imagens
MET da amostra de controle antes do pré-tratamento (a) e amostras pré-tratadas a 160 ° C durante 30 min
em H2S04 a 1% (b) e 1% de NaOH (c). Imagens MEV do substrato ndo tratado (d) e amostras pré-
tratadas a 160 ° C durante 30 min em H2S04 a 1% (e) e 1% de NaOH (f). CC: canto celular, ML: lamela
média, PW: parede celular priméria e SW: parede celular secundéria.

5.2.4. Caracteristicas tridimensionais das paredes celulares do bagaco de cana-de-
agucar

A arquitetura de tecido da cana-de-acUcar in natura resolvida por tomografia de raios X
(TRX) foi comparado com substratos pré- tratados com H2SO4 e NaOH. Como as paredes
celulares pré- tratadas a 160 ° C ndo puderam ser devidamente resolvidas pelo TRX (aqui,
tamanho de pixel de 7,5 um), apresentamos apenas os resultados das amostras tratadas
com menor severidade de reacdo (Figura 31). Na visdo transversal do volume de cana-
de-acgUcar in natura, os feixes fibrovasculares (vasos envolvidos por fibras) poderiam ser

facilmente identificados. As células do parénquima podem ter sido destruidas durante os
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processos anteriores de moagem e secagem. Apds o tratamento com H2SO4 a 130 ° C, 0s
feixes fibrovasculares foram menos organizados e as células do parénquima exibiram
uma forma muito distorcida (Figura 31b). Finalmente, as paredes celulares inchadas das
amostras pré- tratadas em meio alcalino foram apenas resolvidas pela TRX. Esses
resultados concordam bem com as informagdes fornecidas pelas técnicas de microscopia
eletronica (Figura 31). Ndo foram distinguidas caracteristicas minusculas, tais como
paredes celulares intra e interespacantes com um tamanho inferior a ~ 15 pum (isto &, 2

vezes o0 tamanho do pixel), ndo puderam ser identificadas.

I

Figura 31: Imagens de tomografia de raios-X de fragmentos de bagaco de cana-de-aglcar in natura e
apos pré-tratamentos. Secgdes transversais e vistas longitudinais geradas a partir dos volumes
reconstruidos da amostra de controle (a), amostra pré-tratada com &cido mw a 130 ° C durante 30 min (b)
e amostra pré-tratada com mw-alcali a 130 ° C durante 30 min (c).

5.2.4.1. Mapeando a distribuicao de lignina por imagem de contraste de absor¢do

Neste trabalho, as capacidades de imagem de contraste de absorcéo foram estendidas para
0 mapeamento da distribuicdo de lignina nos tecidos das plantas. O contraste da imagem
revela a distribuicdo de densidade em massa, que pode ser indiretamente atribuida a
mudancas quimicas. As regifes mais brilhantes dessas imagens correspondem a dominios

ricos em lignina dentro das paredes celulares.
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Como esperado, a composicao quimica das plantas é especifica do tecido e varia dentro
das paredes celulares (Figura 31) (Ji et al., 2016). Para o bagaco de cana-de-acucar in
natura, 0 mapeamento espacial da lignina em substratos seccionados exibiu 0 maior teor
de lignina nos cantos celulares no tecido do esclerénquima (Figura 31a). Apds o pré-
tratamento acido, uma reducédo consideravel no tamanho dos dominios ricos em lignina e
sua quantidade relativa poderia ser notada, sendo este ultimo dependendo do brilho local
das imagens (Figura 31b). A Figura 31c mostrou que a remocéo da lignina das paredes
das células do esclerénguima era bastante consideravel apds o pré-tratamento em NaOH.
Curiosamente, a distribuicdo da lignina na direcdo longitudinal das particulas in natura e
pré- tratada com &cido foi altamente heterogénea, enquanto que era bastante homogénea

para o pré- tratado em meio alcalino (Figura 31).

Os resultados obtidos por microscopia eletronica de transmissdo combinados com a
coloragdo utilizando o KMnOs mostrada nas Figuras 3la-c reforga esta abordagem
inovadora para inferir a distribuicdo de lignina a partir de imagens de contraste de

absorcéo.

5.2.5. Ultraestrutura macromolecular das paredes celulares do bagaco de cana-de-

acucar

Para identificar ainda mais as caracteristicas arquitetdnicas da parede celular que podem
contribuir para diferengas na digestibilidade e na acessibilidade das enzimas, usamos a
microscopia de forca atbmica (AFM) para imagens de paredes celulares a escala
nanométrica. As imagens de amplitude e fase foram capturadas para apresentar
modificagdes em células de esclerénquima apds o pré-tratamento de &cido e pre-
tratamento alcalino com diferentes severidades (a 130 ° C e 160 ° C) (Figura 32 e S1). A
rugosidade superficial natural das células do esclerénquima foi significativamente
diferente das células pré- tratadas e é mais evidente com o0 aumento da severidade do pré-
tratamento. As imagens representativas de AFM das paredes celulares do bagaco de cana-
de-acucar in natura e pré- tratadas a temperatura de 160 ° C sdo mostradas na Figura 35,
enquanto que as relacionadas aos pré-tratamentos a temperatura mais baixa séo

encontradas nos Materiais Suplementares.
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A imagem AFM do bagaco de cana-de-agUcar in natura indica uma superficie de célula
aspera que mascara qualquer caracteristica fibrilar, indicando que o conjunto de
microfibrilas de celulose pode ser revestido com os polimeros da matriz (Figuras 32a, b).
As fibras pré- tratadas com &cido, no entanto, exibiram uma rede altamente densa de
microfibrilas de celulose orientadas em uma dire¢do. A largura média das microfibrilas
foi de 100nm (Figuras 32c, d). Além disso, as estruturas globulares de cerca de 100nm de
diametro foram visualizadas na superficie da parede celular que sdo caracteristicas das
goticulas de lignina (Bogolitsyn et al., 2015; Donohoe et al., 2008; Ji et al., 2016;
Sant'/Anna et al., 2013). Curiosamente, a largura media das microfibrilas de celulose da
cana-de-agucar pré- tratada com NaOH foi significativamente menor do que a visualizada
apos o pre-tratamento com acido; além disso, microfibrilas menos ordenadas foram

observadas (Figuras 32e, f).

Nossos resultados concordam bem com estudos recentes da ultraestrutura
macromolecular de substratos pré- tratados com &cido em condicdes semelhantes
(Bogolitsyn et al., 2015; Ji et al., 2016). Mais especificamente, Zubov et al. relataram que
a largura das microfibrilas de celulose e o diametro das goticulas de lignina na madeira

eram entre 20-50 nm e 5-60 nm, respectivamente.
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Figura 32: Comparacao da ultraestrutura macromolecular das paredes celulares da cana-de-agUcar ndo
tratada e pré-tratada. Imagens de amplitude e fase AFM das cana-de-acUcar pré-tratadas: in natura (a e b),
acido (c e d) e alcalino (e e f) a temperatura de 160 ° C durante 30 minutos.

5.2.6. Desconstrucdo da parede celular de bagaco de cana-de-aglUcar por pré-

tratamentos

Durante o pré-tratamento acido assistido com micro-ondas, hemicelulose foi hidrolisada
em oligoxilanos, monossacarideos e outros compostos, resultando em perda de massa de
biomassa recuperada. Além disso, parece que a degradacdo de ligacfes de polimeros
causou a remocédo seletiva e deslocalizacdo de lignina em camadas ultraestruturais
especificas em paredes secundarias. Lignina poderia migrar dentro da matriz da parede

celular, porque a temperatura de pré-tratamento excedeu o seu ponto de fusdo (Donohoe
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et al.,, 2008). A redeposicdo da lignina em zonas de delaminacdo promoveu o
desprendimento parcial ou mesmo total de camadas de parede, aumentando a superficie
exposta para enzimas. A guestdo da acessibilidade da enzima que bloqueia a lignina é,
portanto, ndo apenas restrita a superficie mais externa das paredes celulares, mas também
ocorre nas superficies que foram criadas pelo evento de delaminagdo. Além disso, as
alteracdes nanoarquitetdnicas causadas pelo pré-tratamento acido mostraram o aumento
das microfibrilas de celulose com remoc¢édo de hemicelulose. O efeito do afrouxamento

das microfibrilas pode contribuir para a acessibilidade da celulose.

Tem sido discutido o efeito das goticulas de lignina na enzima hidrolise. Alguns autores
relataram que essas goticulas podem ter um impacto negativo na hidrélise enzimatica a
medida que atuam como barreira fisica e ligagdo ndo produtiva a enzimas hidroliticas (Ji
etal., 2016, Selig et al., 2007). Pelo contrério, (Pu et al., 2013) sugeriram que 0 processo
de migragéo, coalescéncia e deslocalizacdo de lignina provavelmente aumentaria a
acessibilidade das microfibrilas de celulose penetradas nas paredes celulares. Nossos
resultados apontaram que as goticulas de lignina podem ter um efeito positivo na
digestibilidade da biomassa, ja que elas se acumulam e redefinem em alguns pontos
distribuidos de forma desigual na superficie da parede celular ou dentro das paredes
celulares. Mais importante ainda, o que foi revelado foi o efeito combinado da
deslocalizacdo de lignina e remocdo de hemicelulose que aparentemente abriram
dramaticamente ndo apenas a estrutura da matriz da parede celular, mas também a
microfibrila de celulose. Na verdade, esse fendmeno provavelmente explica um
mecanismo critico para a digestibilidade aprimorada da biomassa pré- tratada com acido
diluido (Zhu et al., 2016).

O pré- tratamento alcalino pode facilitar a dissociacdo inteira das paredes de polimeros,
quebrando hidrogénio e ligacBes covalentes, e a lignina pode ser removida (Himmel,
2009). Aqui, o processo de deslignificacdo das paredes celulares quebrou ou enfraqueceu
aassociacdo de microfibrilas, o que, por sua vez, levou a um inchaco das paredes celulares
secundarias. Além disso, as técnicas de caracterizacdo 2D e 3D mostraram que o pré-
tratamento alcalino com micro-ondas poderia remover completamente a lignina das

paredes celulares (isto €, na direcdo radial e longitudinal das fibras). A remocéo completa
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da camada cerosa altamente lignificada revelou mesmo a estrutura de celulose
microfibrilada penetrada nas paredes celulares. No entanto, observou-se um menor
impacto na organizacdo geral das microfibrilas de celulose. A largura das microfibrilas
de celulose foi praticamente metade do observado para as fibras pré- tratadas com acido.
Ao distinguir as multiplas mudancas ocorridas simultaneamente durante os tratamentos
alcalinos, os principais fatores que afetam o desempenho da liberacdo de acucar podem
ser primarios devido a remocéo de lignina com subsequente afrouxamento das paredes
celulares e exposicdo a microfibrilas de celulose. A cristalinidade da celulose em
substratos pré- tratados alcalinos pode ndo ser tdo relevante para a degradabilidade

enzimatica dos materiais lignocelulésicos.

5.2.7. Ultraestrutura macromolecular de paredes celulares

A exploracdo da biomassa lignoceluldsica ¢ dificultada pela nossa ignoréncia da base
molecular para suas propriedades, tais como forca e digestibilidade (Simmons et al.,
2016). Sabe-se que as fibras consistem principalmente de microfibrilas de celulose em
uma matriz de hemicelulose entrelagada e lignina chamada complexo de lignina-
carboidrato (LCC) (Fernandes et al., 2011; Wegst et al., 2014; Zou et al., 2009). A
natureza dessa interacdo ainda ndo estd clara, apesar da sua importancia. Aqui,
fornecemos a primeira prova direta do papel da hemicelulose e da lignina na montagem

de microfibrilas de celulose.

Nossos resultados mostraram que a largura das microfibrilas de celulose foi ampliada
aparentemente com a reducao do teor de hemicelulose, enquanto as microfibrilas foram
relativamente mais rigidas no bagaco de cana-de-agucar. Por outro lado, paredes
secundarias foram alargadas com a remocéo de lignina resultando em um aumento na
espessura da parede celular. Com base nisso, parece que a hemicelulose em vez da lignina
pode ser a principal responsavel por resistir ao alargamento do espacamento entre as
microfibrilas, um fator-chave das paredes celulares da planta para controlar a sua taxa de

crescimento (Simmons et al., 2016).
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Além disso, levantamos a hipdtese de que a hemicelulose é responsavel pela rigidez do
complexo lignina-carboidrato que envolve microfibrilas de celulose, mantendo cada
microfibrila no lugar; e a lignina exibe maior adesdo as microfibrilas de celulose,
fornecendo suporte rigido a montagem de microfibrilas, atuando como "cola". Este
confirma com o modelo recente de origem molecular de forca e rigidez em materiais
lignocelulosicos propostos por (Youssefian e Rahbar, 2015). Eles utilizaram técnicas de
dindmica molecular para elucidar a estrutura, as propriedades termodindmicas e
mecanicas e as interacdes dos materiais de fibra de bambu. Relataram que a superioridade
das propriedades mecanicas da hemicelulose é devido ao grande nimero de grupos
hidroxilo, que aumenta a densidade de energia da ligacdo de hidrogénio. A adeséo forte
de lignina as microfibrilas de celulose vem essencialmente das grandes energias Van der
Waals entre lignina e celulose (Youssefian e Rahbar, 2015). Essas observacoes
contribuem para uma melhor compreensdo da natureza das interacbes entre 0s
componentes da parede celular, que é a base da recalcitancia da planta na digestibilidade

e na desconstrucao.

6. CONCLUSOES

Relatamos uma descri¢do 3D e quantitativa das mudancas em arquitetura de tecido pré-
tratada de particulas de bagaco de cana-de-aclcar. As caracteristicas em massa e
superficial das particulas de bagaco de cana-de-aglcar in natura e tratada em meio
alcalino foram avaliadas por tomografia de contraste de fase usando radiacéo sincrotron.
As técnicas de processamento de imagem e processamento forneceram informagdes sobre
a superficie de lumens celulares individuais, mapas de espessuras de paredes celulares e
a area de superficie especifica interna e externa de particulas. Tais parametros sdo
relevantes para uma compreensdo mais profunda da desconstru¢cdo da biomassa

lignocelulosica para agucares fermentaveis por meios termoquimicos.
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As andlises quantitativas revelaram que a superficie externa individual da fibra de bagaco
in natura tem uma pequena contribuicdo para avaliar a area superficial disponivel a um
nivel micrométrico para as enzimas. No entanto, apds o pré-tratamento com NaOH em
condicGes de operacado suave (1% de NaOH a 120 ° C durante 40 min), a &rea de superficie
da fibra aumenta 9,2 vezes, enquanto a quantidade total de areas internas da superficie
dos poros apenas duplica o valor. Esse aumento dramatico da superficie externa resultou
da fragmentacdo das particulas especificamente no tecido do parénquima, tornando os

feixes fibrovasculares livres e independentes.

As mudangas morfoldgicas na arquitetura do tecido de fibras de bagaco de cana-de-agucar
também sdo reveladas. A area superficial de poros individuais das fibras de bagaco in
natura e pré- tratada apresentaram distribuicdo bimodal. No entanto, o pré-tratamento
alcalino induz a aparéncia de poros internos maiores devido a fusdo de células vizinhas.
Além disso, a distribuicdo das espessuras da parede celular mostrou que as paredes
celulares foram significativamente diluidas pela solucdo de NaOH, levando

eventualmente a ruptura nas regides locais.

Na segunda parte dos estudos, concluimos que as plantas desenvolveram estratégias
bioquimicas complexas sustentadas por uma rigida, parede celular recalcitrante para o
contra-ataque por fungos e microrganismos. Apesar dos extensos estudos bioguimicos
que foram realizados para desvendar a estrutura e a fungdo das paredes celulares, houve
poucos estudos de imagem e modelagem em vérias escalas para complementar esse
esforco. Relatamos a primeira abordagem multimodal da imagem e caracterizamos as
paredes celulares do bagaco de cana-de-aglcar antes e depois do pré-tratamento
termoquimico assistido por microondas (solucdo diluida de H.SO4 e NaOH). Os
resultados mostraram que o0s dois pré-tratamentos termoquimicos degradaram a
hemicelulose e quebraram / diminuiram as ligacfes hemicelulose-lignina. Estes
resultados mostraram que o NaOH foi mais eficaz para a remocéo de lignina, enquanto o

H.>SO4 remove mais hemicelulose.
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A partir de uma abordagem integrada, 0s mecanismos subjacentes da desconstrucdo da
parede celular da planta por pré-tratamentos foram esclarecidos. Primeiramente, a
degradacdo da hemicelulose pelo pré-tratamento &cido causou a remocdo seletiva e
deslocalizacdo de lignina em camadas ultraestruturais especificas em paredes
secundarias, resultando em um desprendimento parcial ou total de camadas de parede.
Nossos resultados apontaram que as goticulas de lignina podem ter um efeito positivo na
digestibilidade da biomassa, ja que elas se acumulam e redefinem em alguns pontos
distribuidos de forma desigual na superficie da parede celular ou dentro das paredes
celulares. Além disso, as mudancas nano-arquitetonicas avaliadas pelo AFM forneceram

evidéncias claras do aumento visivel das microfibrilas de celulose.

Os mecanismos de desconstrucao da parede celular por pré-tratamento alcalino assistidos
por micro-ondas foram bastante diferentes dos observados para os tratamentos com &cido.
O processo de deslignificacdo das paredes celulares enfraqueceu a montagem das
microfibrilas, levando a um inchaco das paredes celulares secundérias. O pré-tratamento
com NaOH poderia remover completamente a lignina das paredes celulares (isto é, na
direcdo radial e longitudinal das fibras). Quando comparado com a largura das
microfibrilas no bagaco de cana-de-agUcar tratado com acido, um menor impacto na a
organizacdo geral das microfibrilas de celulose foi observada. Estes mecanismos

explicam a maior digestibilidade da biomassa pré- tratada com acido diluido.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

As plantas tém desenvolvido estratégias bioquimicas complexas de modo a proteger suas
estruturas celulares conta ataques de fungos e bactérias. Apesar dos esforgos realizados
para se entender o papel e os mecanismos associados aos diferentes tecidos e estruturas
das paredes celulares, poucos trabalhos tem se dedicado ao estudo e modelamento por
técnicas de imagem em diferentes escalas dimensionais. Neste trabalho, foi realizada uma
analise multi-dimensional, por técnicas de imagem e de caracterizacdo fisico-quimica,
das estruturas celulares de bagaco de cana de acUcar, antes e apoOs tratamentos
termoquimicos assistidos por micro-ondas em meio acido (H2SO4) e bésico (NaOH). Os
resultados mostram que ambos 0s pré- tratamentos degradam a hemicelulose e quebram
(ou enfraguecem) ligacdes e interacdes hemicelulose-lignina. Entretanto, NaOH se
mostra mais eficiente para a remocdo de lignina, enquanto H>SOs4 remove mais
eficientemente a hemicelulose. A partir do uso combinado das diferentes técnicas de
caracterizacdo empregadas (FTIR, XRD, AFM, SEM, TEM e XRT) os mecanismos de
desconstrucdo das paredes celulares foram evidenciados. Inicialmente, a degradacdo da
hemicelulose pelo tratamento acido levou a uma remocao seletiva e realocacdo da lignina
em camadas ultraestruturais especificas dentro das paredes secundérias, resultando em
uma separacdo total ou parcial das camadas nas paredes. Nossos resultados indicam a
formacdo de gotas de lignina condensadas e distribuidas de maneira polidispersa na
superficie e no interior das paredes celulares. Analises obtidas por AFM sugerem
mudangas na nanoarquitetura celular, com evidéncias claras de uma dilatacdo das
microfibrilas de celulose. Estes mecanismos podem ajudar a explicar o aumento na

capacidade de digestdo de amostras de biomassa tratadas em meio acido.

Os mecanismos de desconstrucdo da parede celular pelo tratamento alcalino em micro-
ondas foram significativamente diferentes dos observados em meio acido. O processo de
deslignificacdo das paredes celulares enfraquece o arranjo, ou organizacdo, das
microfibrilas, levando a uma expansao significativa das paredes celulares secundarias nas
fibras de esclerénquima. O tratamento com NaOH promove a remoc¢édo de lignina das

paredes celulares em ambas as direcdes radial e longitudinal das fibras.
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Neste estudo, a tomografia de raios X se apresentou como uma ferramenta complementar
as técnicas de caracterizacdo de materiais convencionais, fornecendo informacdes novas
e relevantes sobre a arquitetura celular de biomassa lignocelulésica, bem como de suas
caracteristicas recalcitrantes a degradagdo causada por pré-tratamentos termoquimicos.
Mais particularmente, a tomografia de contraste de fase (com resolugdo sub-
micrometrica) possibilitou a realizacdo de analises 3D e quantitativas das alteracfes
morfologicas que ocorrem nos tecidos vegetais de plantas. Caracteristicas bulk e
superficiais de substratos ndo-tratadas e tratados puderam ser obtidas com sucesso. Além
disto, informacGes sobre a area superficial de poros individuais, mapas da espessura da
parede celular e area superficial especifica externa e interna foram obtidas. Essas
varidveis sdo relevantes para uma maior compreensdo do processo de degradacdo da

biomassa por meios termoguimicos.

Com o objetivo de se estudar os mecanismos de decomposic¢do da biomassa em funcgéo
de pré-tratamentos termoquimicos assistidos por micro-ondas, foram escolhidos dois
métodos amplamente utilizados: (i) solucdo diluida de H2SO4 e (ii) solucdo diluida de

NaOH, para duas temperaturas distintas (130°C e 160°C), com duracédo de 30 min.

A primeira etapa trata-se de uma avaliacdo preliminar do uso da técnica de tomografia de
raios X associada ao processamento de imagens, para a obtencdo de informacOes
tridimensionais (3D) sobre as caracteristicas recalcitrantes de substratos. Neste estudo
exploratorio, 0 bagago de cana-de-acucar foi tratado com uma solucéo de hidréxido de

sodio com aquecimento convencional.

A segunda etapa consistiu na caracterizacdo das alteracdes estruturais e quimicas das
paredes celulares do bagaco de cana de aglUcar causadas por pré-tratamentos
termoquimicos assistidos por radiacdo micro-ondas. Para isso, foi utilizada uma

abordagem sistematica, multimodal e integrada, cobrindo uma ampla escala de tamanhos.
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