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RESUMO

O coco (Cocos nucifera L) € um fruto de suma importancia para a inddstria alimenticia, embora
seu processamento gere grandes quantidades de residuos. Para minimizar esse problema, o
residuo que consiste das cascas de coco verde, abundante e renovavel, tem provocado um
interesse crescente na producdo de acuUcares fermentesciveis. O presente estudo tem por
objetivo avaliar o efeito das condicBes de quatro diferentes pré-tratamentos na estrutura da
biomassa residual da casca de coco para a maximizacdo da conversdo nesses agucares. A
otimizacdo foi realizado de acordo com o planejamento Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) 22, variando as condigcdes experimentais de tempo e temperatura,
respectivamente de cada pré-tratamento, peréxido (2,59 -5,41 h) e (33,79- 76,21 °C) , alcalino
(0,59 - 3,41 h) e (33,79 - 76,21 °C) e acido( 0,29-1,71 h) e (105,86- 134,14 °C), para 0 pre-
tratamento com Liquido I6nico(LI) foi realizado com os seguintes condi¢des (2 h ; 100 °C; 4 h
,120 °C ; 6 h, 140 °C) para a obtencéo altos rendimentos de agucares e remocao da lignina total,
por meio de metodologia de superficie de resposta (RSM). A producdo de actcar (70%) com
maior rendimento consistiu quando o residuo de casca de coco foi submetido a pré-tratamento
alcalino por 2 horas a 76,21 °C, um aumento consideravel considerado a biomassa bruta
(32,2%). A maior taxa de deslignificacdo foi registrada quando solugdes de peroxido de
hidrogénio (55 °C e 4 h) e alcalinas (70 °C e 3 h) foram utilizadas. O pré-tratamento acido
permitiu a producdo de acgucar razoavel (58,1%) e consideravel aumento do teor de lignina
(44,1%). O Liquido Iénico (LI) ndo aumentou os teores de agucares. Ao final dos processos, as
biomassas pré-tratadas foram caracterizadas por Difracdo de Raios-X (DRX), Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR), para assim verificar o efeito dos diversos pré-tratamentos na estrutura interna
da biomassa lignocelulésica. A DRX, MEV e FTIR realizadas nos pré-tratamentos estdo de
acordo com a composi¢do quimica da biomassa, com alteragfes na estrutura apos a aplicacao
dos pré-tratamentos adotados. A cristalinidade da biomassa aumentou com base na severidade
do pré-tratamento, seguindo a ordem dos seguintes tratamentos: alcalino> peréxido> LI> acido.

Palavras-chave: Biomassa. Planejamento experimental. Superficie de resposta. Rendimento de

acucar. Remocao de lignina.



ABSTRACT

Coconut (Cocos nucifera L) is a very important fruit for the food and chemical industries,
although its processing generates large amounts of waste. To minimize this problem, the waste
consisting of green coconut shells is abundant and renewable, and its use has provoked a
growing interest in the production of fermentable sugars. The present study aims to evaluate
the effect of the conditions of four different pretreatments on the structure of the residual
biomass of the coconut shell to maximize the conversion to these sugars. The optimization was
carried out according to the DCCR 22 planning, varying the experimental conditions of time
and temperature, respectively of each pre-treatment, peroxide (2.59 -5.41 h) and (33.79- 76.21
° C), alkaline (0.59 - 3.41 h) and (33.79 - 76.21 ° C) and acid (0.29-1.71 h) e (105.86 - 134.14
° C), for pretreatment with lonic Liquid (LI) was carried out with the following conditions (2
h; 100 ° C; 4 h, 120 ° C; 6 h, 140 ° C) for reducing sugars production and total lignin removal
after acid hydrolysis by Response Surface Methodology (RSM). The highest yielding sugar
yield (70%) was when the coconut shell residue underwent alkaline pretreatment for 2 hours at
76.21 °C, a considerable increase considering the gross biomass (32.2%). The highest lignin
removal rate was recorded when hydrogen peroxide (55 °C and 4 h) solutions and alkaline (70
°C and 3 h) were used. Acid pretreatment allowed for reasonable sugar (58.1%) production and
considerable increase in lignin content (44.1%). The lonic Liquid (IL) did not increase the sugar
contents. At the end of the processes, the pretreated biomasses were characterized by X-ray
diffraction (XRD), Scanning Electron Microscopy (SEM) and Fourier-transform
infrared spectroscopy (FTIR), to verify the effect of the various pretreatments on the structure
of the lignocellulosic biomass. The XRD, SEM and FTIR performed in the pre-treatments are
in agreement with the biomass chemical composition, with changes in the structure of the after
the application of the pre-treatments adopted. Biomass crystallinity increased based on pre-
treatment severity, following the order of the following treatments: alkaline> peroxide> IL>
acid.

Key words: Biomass. Experimental Design. Response Surface. Sugar Yield. Lignin Removal.
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1 INTRODUCAO

A industria de alimentos produz uma série de residuos, 0 que tem causado uma
preocupacao com o meio ambiente. A larga escala de cultivo e producdo do coco, por exemplo,
gera quantidades elevadas de residuos na forma de cascas. Esse residuo proveniente do seu
processamento ndo € de primeiro momento utilizado, mas com aplicacdo de tecnologias
adequadas pode-se tornar fonte de insumos desejaveis para a geracdo de uma série de produtos
com valor agregado (JIN et al., 2018).

A producdo e o consumo de coco verde no Brasil vém a cada ano crescendo
consideravelmente. De acordo com os ultimos dados, a producdo brasileira de coco atingiu
cerca de 1.564,500 toneladas/ano em 2018 (IBGE, 2018). O seu consumo destina-se a dois
segmentos: (1) coco seco, destinado a industria e (2) coco verde, destinado ao mercado da agua
de coco. No caso do fruto do coco seco, a améndoa (albimen sélido) é a que possui interesse
comercial e, as cascas, que representam cerca de 80% do peso bruto total, sdo descartadas na
propria area de cultivo (SOARES et al.,2016; RODRIGUES et al., 2018; RAM e MONDAL,
2018; NOGUEIRA et al., 2019) gerando quantidades expressivas de residuos (cerca de 8,6
milhdes de toneladas) (OLIVEIRA et al., 2018).

O aproveitamento adequado das cascas de coco tem enorme potencial para uso na
industria alimenticia, devido ao alto teor de agucares, como a celulose e a hemicelulose, como
fonte de insumos alimenticios (xilitol, &cido succinico, acido latico, &cido acetico, entre outros)
(SOARES et al., 2016; MUHARJA et al., 2018).

Para tornar disponivel esses carboidratos fermentaveis sdo necessarios o fracionamento
da biomassa em seus principais componentes, celulose, hemicelulose e lignina (KIM et al.,
2016; GARCIA et al., 2016). Isto pode ser obtido por um pré-tratamento, seguido de um
processo de hidrolise para fracionar os componentes (KIM et al., 2014; ALBUQUERQUE et
al., 2014). Para se ter uma ideia o0 pré-tratamento aumenta a eficacia da hidrolise em 90% ou
mais, de acordo com o método aplicado (SANCHEZ E CARDONA, 2008).

Os acUcares podem ser extraidos da celulose/hemicelulose apos aplicacdo de métodos
de pré-tratamentos bioldgicos, fisicos, quimicos e fisico-quimicos (CABRAL et al., 2016;
KOGUT et al., 2017). Para este trabalho vamos tratar dos pré-tratamentos quimicos, 0s quais
atuam na deslignificacdo dos materiais lignocelulésicos proporcionando uma reducao do grau
de polimerizacdo e na cristalinidade da celulose (QUING et al., 2017), facilitando o acesso aos

acucares.
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Entre estes pré-tratamentos estdo o uso de perdxido de hidrogénio (H202) em meio
alcalino, acido diluido (H2S0Os4), liquido idnico (cloreto 1-etil-3-metilimidazélio- [EMIM] Cl) e
pré-tratamento hidroxido de sodio (NaOH) (HUANG et al. 2020; RODRIGUEZ et al., 2016;
SHIMIZU et al., 2018; XU et al., 2017).

A escolha correta do melhor pré-tratamento depende da compresséo das caracteristicas
das vantagens e desvantagens de cada método, considerando os fatores que atuam no
mecanismo de quebra da estrutura lignoceluldsica. Dentre esses fatores estdo: avaliar a
eficiéncia da hidrélise, o controle das variaveis operacionais (ex.: tempo e temperatura), a
menor incidéncia de reacdo de degradacdo, menor geracdo de poluentes, consumo de agua,

energia, e a severidade das condi¢cOes de operacdo (SEIDEL e GOULART,2016; QUING et al.,
2017).
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é a investigacdo dos processos de aproveitamento do
subproduto do coco verde (cascas), por meio de pré-tratamentos quimicos na producdo de

acucares fermentesciveis.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a composi¢do da biomassa do residuo de coco bruta e pré-tratada;

e Utilizar a metodologia experimental de planejamento com auxilio de metodologia de
superficie de resposta nos diversos pré-tratamentos, com vistas a maior eficiéncia dos
processos;

e Converter as biomassas pré-tratadas em agucares fermentesciveis através do processo
de hidrolise acida;

e Avaliar o impacto dos diferentes pré-tratamentos na estrutura interna e externa das
biomassas através da microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia no
infravermelho (FTIR) e difracdo de raios-X (XRD);
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em uma sequéncia conforme o fluxograma a seguir
(Figura 1). Os equipamentos e acessorios utilizados durante o desenvolvimento deste trabalho
sdo parte do Laboratério de Quimica (LABQUIM), Laboratérios do programa de Ciéncias
Ambientais (LABCIAMB), Laboratério de Pesquisa em Quimica Ambiental e de
Biocombustiveis (LAPEQ), ambos na Universidade Federal do Tocantins (UFT). Algumas
analises foram realizadas na Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Para a realizacao
dos experimentos foram utilizada 4gua destilada. Todos os produtos quimicos utilizados neste

trabalho de pesquisa sdo de grau analitico e utilizados sem mais nenhuma purificacéo.

Figura 1 - Representacdo esquematica dos procedimentos experimentais.
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Residuo de Coco verde

Analise quimica -
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~ || Amostra moida e FTIR_
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FTIR | ‘
o (-{EEEEE
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| Hidrolisado filtrado | [ Residuo solido |
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‘v Carboidratos ‘ ‘ Lignina solivel [ Lignina insohivel ’
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3.1 Materiais

3.1.1 Equipamentos e Acessorios

e Espectrofotometro HACH / Germany; Mod.: DR5000( https://www.hach.com);

e Espectrometro de Infravermelho CARY 630 FTIR, Agilent Technologies;

e Difratdmetro de Raio-X, Bruker D8 Advance, Karlsruhe, Germany;

e Microscopio Eletronico de Varredura por Emissdo de Campo; Shimadzu, S-
3400N, Toquio, Japéo;

e Chapa aquecedora com agitador magnético SOLAB;

e Banho-maria Nova Etica (www.novaetica.com.br);

e Estufa SolidSteel, SSD 110L;

e Mufla 1200 DRP7, SP Labor;

e Autoclave vertical de capacidade de 18L, Phoenix;

e Extrator tipo Soxhlet;

e Moinho analitico tipo Willye, modelo star FT 50, marca Fortenox;

e Bomba a vacuo compressor, LT 65, Limatec acoplado com Trap;

e Papel Filtro n°01 Qualy, Jprolab;

e Cadinhos de fundo poroso (8 um) -Para filtragdo, Modelo 7P-Chiarotti

e Cartuchos de celulose.

3.1.2 Matéria-prima

Os residuos de coco (Cocos nucifera L.) utilizados neste trabalho foram obtidos de
lixGes na cidade de Palmas-TO, em marc¢o de 2018. Apos a coleta (500 gramas), os residuos de
coco foram lavados com agua corrente e secos em temperatura ambiente por 48h e por mais
24h em estufa a 50 °C.

Apos a secagem, foi realizada a separacdo manual das fibras (mesocarpo fibroso) da
casca externa (epicarpo). Apés a separacdo foram trituradas separadamente em moinho de
facas, peneiradas até o tamanho de particulas (180-850 um) e entdo armazenadas em frascos de

vidros herméticos, para uso posterior (Figura 2).


https://www.hach.com/
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Figura 2- Amostra de coco utilizada nos processos

Fonte: Autor (2020).

3.2 Meétodos

3.2.1 Anaélise quimica aproximada

Os procedimentos utilizados para analise quimica aproximada ou imediata como
também é conhecida, foram realizados segundo as normas da Sociedade Americana de Testes
e Materiais (ASTM). Todas as analises foram realizadas a fim de manter um desvio padréo
inferior a 1%.

O teor de umidade foi determinado (ASTM D3173-87) para 1g da amostra moida e
peneirada, aquecida a 105 £ 5 °C em estufa com circulacdo de ar durante 12 horas. Em seguida,
foi colocado em dessecador por 20 min para ser resfriada e o teor de umidade calculado

conforme a Equacéo 1:

Mi —Mv

i

Umidade(%) =

x 100 1)

Onde Mi é a massa em gramas da amostra usada;

Mv é a massa da amostra em gramas ap0s o aquecimento.

O teor de matéria volatil (TMV) foi determinado de acordo com a ASTM D 3175-07
(Sociedade Americana para Testes e Materiais, 2007 ). Foi utilizado em torno de 1g da amostra
previamente seca, em mufla a 800 £ 10 °C por 8 minutos. Apo6s o tempo, a amostra foi retirada
e colocada em dessecador, durante 60 minutos, onde finalmente foi pesada e seu teor de TMV

calculado conforme a Equacao 2:

Mi—-Mf
Mi

TMV (%) = (

)x 100 (2)


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0101-20612015000400605&script=sci_arttext#B003
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Onde M; é a massa em gramas da amostra usada;

Ms é a massa da amostra em gramas ap0s a oxidacdo em mufla.

O teor de cinzas (CZ) foi determinado de acordo com a ASTM D3174-04 ( Sociedade
Americana para Ensaios e Materiais, 2004 ), no qual 1g da amostra moida e peneirada, foi
submetido a incenara¢do em mufla & uma temperatura de 600+ 50 °C por aproximadamente 4
h. A diferenca entre as amostras iniciais e finais obtendo o teor de cinzas, foi determinado de
acordo com a Equacao 3:

CZ (%) = (-2 x 100 (3)

i
Onde Mi é a massa em gramas da amostra usada;

Mf é a massa da amostra em gramas apds o aquecimento.

O teor de carbono fixo (CF) é uma medida indireta, calculado pela Equagéo 4:
CF (%) =100 - (CZ + TMV). 4

3.2.2 Extracao

Este procedimento foi realizado em um extrator Soxhlet, utilizando aproximadamente
3g de cada amostra (secas) de biomassa e 190 mL de etanol (95%) por 16- 24h em refluxo
(NREL, 2011).

Apos o final do refluxo, os cartuchos foram retirados e colocados em placas de petri
no balcdo por 48h para serem secos. Amostras finais e iniciais foram pesadas, subtraidas e,

assim, o teor de extrativos foi determinado a partir da Equacéo 5:

massa da extracao

Extrativos (%) = (

)x 100 (5)

massa da amostra bruta

3.2.3 Delineamento Experimental e Andlise Estatistica

Para otimizar as condicdes de pré-tratamento, o Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR)  foi  realizado  usando  Protimiza  (http://experimental-

design.protimiza.com.br/).

Gréficos de superficie de resposta foram desenvolvidos usando a equacéo polinomial

quadratica ajustada obtida a partir da analise de regressdo, mantendo uma das variaveis


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0101-20612015000400605&script=sci_arttext#B002
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0101-20612015000400605&script=sci_arttext#B002
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0101-20612015000400605&script=sci_arttext#B023
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independentes em um valor constante correspondente ao ponto central e alterando as outras
duas variaveis.

Foram utilizadas duas variaveis e projetadas com onze tentativas em cinco niveis
diferentes (Tabela 1). As tabelas 2, 3 e 4 mostram os fatores e seus niveis no DCCR para
condi¢cdes experimentais. As varidveis de entrada para o pré-tratamento foram: temperatura
(X1) e tempo (X2) da biomassa na solugéo pre-tratada, e o rendimento de aglcares fermentaveis

(Y1) e aremocgéo de lignina (Y2), foram os parametros avaliados.

Tabela 1- Esquema da matriz do delineamento fatorial realizado para cada pré-tratamento.

Temperatura (°C) Tempo (h
Experimentos (%) P € Po ()

(X1) (X2)
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1,41 -1
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

3.2.4 Pré-tratamento da biomassa

O rendimento da biomassa pre-tratada (RY%) foi definido de acordo com

Weerachanchai e Lee (2014), a partir da Equacéo 7:

massa de biomassa pré—tratada

Rendimento da biomassa pré-tratada (RY%) = ( )x 100 (7

massa da biomassa bruta

3.2.4.1 Pré-tratamento com per6xido de hidrogénio (H20;) - alcalino

No planejamento fatorial experimental do H20- alcalino, preparou-se uma solugéo de

agua oxigenada 3% (m/v) e ajustou-se o pH a 11,5 com solucdo de NaOH 1M. Os pré-
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tratamentos foram preparados em um Erlenmeyer para a razdo sélida de 1:20 sélido/liquido
(m/v) com uma concentragéo de 3% H20O sob agitacdo. As condi¢bes de tempo e temperatura
foram otimizadas de acordo com a Tabela 3. Apos o arrefecimento a temperatura ambiente, as
fracGes sollvel e sélida (insoluvel) foram separadas por filtracdo utilizando cadinhos filtrantes
(porosidade de 10 a 15 pm) em bomba de vacuo. A fracdo sélida foi lavada com &dgua destilada
até atingir pH 7 (MONTE et al., 2010), seca em estufa a 45 °C por 12h e entdo armazenada em
sacos plasticos ate analise posterior (Figura 3).

Figura 3- Biomassa de coco apds pré-tratamento peroxido de hidrogénio
(Experimento 1).

~

Fonte: Autor (2020)

Tabela 2- Fatores e niveis do projeto de DoE* para pré-tratamento de peroxido de
hidrogénio-alcalino.

Variaveis Caddigo Niveis

-1,41 -1 0 +1 +1,41
Temperatura (°C) X1 33,79 40 55 70 76,21
Tempo (horas) X2 2,59 3 4 5 5,41

*DoE: Delineamento Experimental

3.2.4.2 Pré-tratamento alcalino

Para o pré-tratamento alcalino, 5g de amostras secas e moidas foram transferidas para
frascos de vidro de 100 mL e misturadas com solu¢es de NaOH a 4% (m/m) para o volume
total de 50 mL. Apds a homogeneizagdo, as amostras foram mantidas sob agitacdo em chapas
de aquecimento de acordo com o tempo e a temperatura do planejamento experimental (Tabela
4). Apos o arrefecimento a temperatura ambiente, as frac6es soltvel e sélida (insolGvel) foram;
separadas por filtracdo utilizando cadinhos filtrantes (porosidade de 10 a 15 pum) em bomba de
vacuo. A fracdo solida foi lavada com dgua destilada para atingir pH 7 (BRIENZO et al., 2016),

seca em estufa a 45 °C e entdo armazenada em sacos plasticos até analise posterior (Figura 4).
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Figura 4 - Biomassa de coco apds o pré-tratamento alcalino (Experimento 6).

Tabela 3.- Fatores e niveis de projeto de DoE* do pré-tratamento alcalino.

Variaveis Cadigo Niveis

-141 -1 0 +1 +1,41
Temperatura(°C) X1 33,79 40 55 70 76,21
Tempo (horas) Xo 0,59 1 2 3 3,41

*DoE: Delineamento Experimental

3.2.4.3 Pré - tratamento com &cido sulfurico (H2SO4)

As amostras foram autoclavadas (tempo e temperatura de acordo com o delineamento
experimental mostrado na Tabela 5) utilizando uma solucdo de H,SOs a 2,5%, em uma
proporcdo de 1:20 solido/liquido (m/v). Apos a autoclavagem, a solucdo foi resfriada a
temperatura ambiente e filtrada a vacuo. A fragdo sélida foi lavada com agua deionizada para
atingir pH 5 (BRIENZO et al., 2014), seca a 45 °C em estufa e foram armazenada em sacos

plasticos até posterior analise (Figura 5).

Figura 5 - Biomassa de coco ap6s o pré-tratamento acido (Experimento 8).

Fonte: Autor (2020).
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Tabela 4- Fatores e niveis de projeto de DoE*do pré-tratamento &cido.

Variaveis Cadigo Niveis

-1,41 -1 0 +1 +1,41
Temperatura(°C) X1 105,86 110 120 130 134,14
Tempo (horas) Xo 0,29 0,5 1 1,5 1,71

*DoE: Delineamento Experimental.

3.2.4.4 Pré-tratamento de Liquido 16nico (LI)

Para o pré-tratamento com LI, utilizou-se o cloreto 1-etil-3-metilimidazolio ([EMIM]
Cl) adicionado a biomassa de coco em um Erlenmeyer de 25 mL, com uma proporcéao de 1:20
solido/liquido (m/v). As misturas foram aquecidas com as seguintes condicdes: tempo (2 h,
4 he 6 h) e temperaturas (100 °C, 120 °C e 140 °C), respectivamente, sem planejamento de
experimentos (WEERACHANCHAI e LEE, 2014). Apos o pré-tratamento, foram adicionados
10 mL de &gua destilada lentamente a mistura e, em seguida, a solu¢do foi homogeneizada em
um vortéx. Apos filtracao a vacuo, a fracao sélida foi lavada novamente em agua destilada (500

mL) para remover o excesso de LI. O material pré-tratado foi seco na estufa por 12 h a 70 °C.

As biomassas pré-tratadas foram armazenadas em sacos plasticos até posterior analises (Figura
6).

Figura 6.- Biomassa de coco apos o pré-tratamento com LI (100 °C/ 2h).

Fonte: Autor (2020).

3.2.5 Hidrolise acida

As amostras brutas e pré-tratadas (300 mg) foram submetidas a uma hidrdélise acida de
dois estagios, como descrito por Sluiter et al. (2008). No primeiro estagio, a amostra e 0 acido

sulfurico a 72% (3 mL) foram submetidos em banho maria a 30 °C por 1 h e agitado a cada 10
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min. Na segunda etapa, a amostra foi autoclavada por 1 h a 120 °C, e depois 84 mL de

agua foram adicionados. Posteriormente foram filtradas e armazenadas, separando a parte
liquida para andlises de acucares e lignina solivel e o solido também reservado para obtencéo

do teor de lignina insolivel em &cido, também conhecido como lignina de Klason.

3.2.6 Caracterizacdo quimica

3.2.6.1 Quantificacdo dose teores de aglcares

A mistura da solucdo de hidrolise no ensaio com &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (150
pl em 2850 pl) foi fervida durante 5 minutos e depois foi arrefecida num banho de gelo. A
absorbancia de misturas desenvolvidas em cores derivadas da reducdo do DNS através da
reducdo de acucares a 540 nm foi medida por um espectrofotdmetro UV-vis para quantificar os
teores de agUcares redutores totais. As concentracdes de agUcares redutores totais foram
calculados a partir da curva padrédo de D-glicose. A converséo de agucar (%) foi determinada
de acordo com a Equacdo 8 (WEERACHANCHAI e LEE, 2014).

massa de agucares redutores totais
(%) =

Conversao de acucar x 100 (8)

massa da biomassa regenerada

Um kit de teste (LABTEST, MG, Brasil) foi utilizado para medir a atividade enzimatica
pela quantidade de glicose-oxidase (GOD / POD). Do qual a reacéo ocorre da seguinte forma:

- GOD Ve - ~ -
Glicose + O 2 — &cido glucdnico + H2 O

. . POD(Peroxidase) .
2 H20O> + Fenol + 4-Aminoantipirina quinona + 4 H20

O procedimento analitico consistiu em adicionar 1,0 mL da amostra de casca de coco
hidrolisada a solu¢do do reagente de glicose (1 mL). O mesmo procedimento foi realizado
com uma solucdo padrdo de glicose. As aliquotas formadas foram levadas para um banho maria
(37 ° C) por 15 minutos (VISVANATHAN et al., 2016). Posteriormente, a absorbancia das
amostras foi medida a 500 nm em espectrofotdmetro.

A concentragdo de glicose foi determinada em mg dL pela razdo entre a absorbancia

da amostra e a absorbancia do padréo.
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3.2.6.2 Quantificacdo do teor de lignina

A lignina Klason (KL) e de lignina soltvel em acido (ASL) na biomassa bruta e pre-
tratada foram extraidos e quantificados seguindo o procedimento desenvolvido por Sluiter et
al. (2008). Para KL, os solidos retidos em cadinhos filtrantes foram levados a estufa a 105 °C
para analise de residuos insoliveis em &cido (AIR) e em seguida submetidas a temperatura de
575 °C para efeitos de medicdo de cinzas insolUveis em acido (AlA). Por diferenca de AIR e
AlA, foi obtido o teor de lignina insolivel, também conhecido como Lignina Klason.

Para determinar o ASL foi utilizado o hidrolisado de coco em comprimento de onda
de 294 nm, a solucdo de H>SO4 a 4% como branco. A lignina total (LT) é a soma de KL + ASL.

3.2.7 Andlise da cristalinidade da biomassa

As medidas de difracdo de raios-X (DRX) foram realizadas usando um difratdmetro
de raio X utilizando radiagdo Cu Ko e operado a uma voltagem de 40 kV e uma corrente de 30
mA. A varredura foi feita na faixa de 5°<26 > 50° a uma velocidade com detec¢éo de 0, 5° min
"1, O indice de cristalinidade (CI) da celulose foi determinado de acordo com o método Segal et

al. (1959), com a seguinte Equacdo 9 e a Figura 7:
Cl (%) = =2 x 100% (9)
Onde I ¢ é a intensidade da porcdo cristalina (celulose cristalina) determinada em 26 = 22,2° e

| am € 0 pico para a por¢do amorfa (ou seja, celulose amorfa, hemicelulose e lignina) em
20=16,4"°.

Figura 7- Difratograma do raios-X ilustrando os picos usados no calculo da cristalinidade pela
intensidade

Ic

lam ‘L

10 15 20 25 30 35 40
20, deg.

Fonte: RAMBO (2015)
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3.2.8 Anaélise de estrutura quimica

A anélise espectroscopica de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) das
amostras de coco brutas e pré-tratadas foram determinadas em um espectrémetro FTIR com
faixa de 4000 a 650 cm, com incremento de 4 cm™ e 32 varreduras para cada amostra. Dois
espectros foram coletados para cada amostra e o0 espectro médio foi usado para anélise de dados.

3.2.9 Anadlise da morfologia da superficie (MEV)

A morfologia e a estrutura fisica das amostras de coco foram observadas usando
imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras foram secas a 60 °C até
peso constante e revestidas com filme de Au/Pd. Todas as imagens foram tiradas com uma

ampliacéo de 300 vezes e observadas a uma voltagem de 10 kV.
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4 REVISAO DA LITERATURA
4.1 O cultivo do coqueiro (Cocos nucifera L) e o residuo do coco verde

O cultivo de coqueiros no Brasil esta localizado na maior parte ao longo da costa do
Nordeste, devido condi¢des Otimas para o crescimento caracterizadas pelo solo arenoso, e
vem se expandindo para areas irrigadas, como a regido semiarida nordestina (REZENDE et
al., 2017). Nessa Regido concentram-se 82,9% da area colhida de coco do Brasil e 74,0% da
producédo nacional, seguido do Sudeste (224 mil cocos/ano) e logo depois o Norte (207 mil
cocos/ano) (Figura 8). Isso demonstra a importancia da cultura do coco (Cocos nucifera L.) em

muitas regides brasileiras.

Figura 8- Dados da producéo de coco em 2017

Cento-Oeste
Norte 1.1% l
11,9%

Sudest

12,8%

Nordeste
74,0%

Fonte: IBGE (2018)

O coqueiro possui dois tipos de variedades, a gigante (Typica Nar.), usada
principalmente para obter polpa e leite, sua utilizacdo mais empregada, in natura para uso
culinario e agroindustrial. A variedade and (Nana Griff), a mais cultivada no Brasil, usada para
extragdo de agua de coco. O coco verde e 0 coco seco podem ser obtidos durante todos 0s meses
do ano, a colheita é realizada normalmente em dois periodos de maturacdo, conforme a
finalidade ou mercado a que se destina o fruto (TELLEIRA et al., 2018, BRAINER, 2019).

O fruto normalmente ultrapassa 1 kg de peso fresco. De acordo com Cabral et al.

(2015), o fruto pode ser estruturado da seguinte forma (Figura 9):
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 Pericarpo: é a parte do fruto que envolve a semente, constituida pelo epicarpo,
mesocarpo e epicarpo, conhecido vulgarmente de casca do coco.
» Epicarpo: camada externa do pericarpo;
» Mesocarpo fibroso (parte mais desenvolvida do coco);
» Endocarpo (casca dura em torno da semente): é a camada mais interna do
pericarpo.
« Semente ou améndoa: toda a estrutura que serve para reproduzir o fruto.
« Alblimen (endosperma): &€ um tecido contendo substancias nutritivas na
semente. O albimen liquido é a &gua de coco, enquanto que o albimen sélido é
a polpa;
O EPICARPO, mesocarpo e endocarpo sdo considerados parte ndo comestiveis e
representam mais da metade do peso do fruto, com grandes quantidades de residuos de coco
sendo produzidos (CABRAL et al, 2017; DING et al., 2018).

Figura 9.- llustragéo da estrutura do coco

Albumen liquido picarpo  Mesocarpo fibroso

Fonte: Autor (2020)

A grande parte da destinacdo deste residuo no Brasil tem por finalidade os aterros
sanitarios, com cerca de 8,6 milhGes de toneladas de casca/ano levando assim a um grande
problema ambiental quanto a disposicao final dos residuos gerados neste processo OLIVEIRA
et al.,2018) (Figura 10).

O residuo gerado pode se tornar matéria-prima na fabricacdo de diversos produtos
industriais Pesquisadores de diversos paises estudam a possibilidade de usar a fibra da casca do
coco verde como matéria-prima para a obtencdo de bioprodutos, através da deslignificacdo das
fibras e obtencdo de acgUcares fermentaveis (CABRAL et al., 2017; RAM e MONDAL, 2018;
NOGUEIRA et al. 2019).
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Figura 10- Cascas de coco seco descartadas em area de cultivo.

Fonte: MARAFON et al. (2019).

4.2  Composic¢do da biomassa

A biomassa lignoceluldsica bruta € um material polimerico heterogéneo, em que sua
parede celular consiste principalmente de polissacarideos (celulose e hemicelulose), lignina e
outros componentes, que sdo organizados em uma estrutura complexa como mostrado na Figura
11. Dessa forma, a composicao quimica do material é fator crucial no processo de bioconverséo
da biomassa (GONCALVES et al., 2015; KIM et al., 2016; GARCIA et al., 2016; CABRAL
etal., 2017; RAUND et al., 2019).

Figura 11.- Estrutura da biomassa lignocelulosica
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Fonte: RAUND et al. (2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/polymers
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/carbohydrate
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/lignin
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4.2.1 Polissacarideos: celulose e hemicelulose

Os polissacarideos sdo o0s principais constituintes da maioria dos materiais
lignocelulésicos, formados por polimeros de aglcares. A celulose é a principal fonte de carbono
para a bioconversao. Este ndo é soltvel em &gua nem degradavel para o ser humano devido a
sua estrutura especial composta de ligagbes B-1,4-glicosidicas de D- glicose (TIAN et al.,
2018).

O fato dessa estrutura ser altamente organizada dificulta a remocdo dos
monossacarideos fermentéveis das fracdes polissacaridicas da biomassa. O principal sistema de
barreira no processo de bioconversao é a estrutura cristalina da celulose, portanto ela pode ser
obtida pelo pré-tratamento para expor o polimero amorfo e alteré-lo para ser mais disponivel
para os sitios ativos da celulase (DUTRA et al., 2018; TIAN et al., 2018).

A hemicelulose é o segundo polimero mais abundante com a fungéo estrutural na
biomassa lignocelulosica (BRIENZO et al, 2017; RAUND et al., 2019). As ligacbes que
envolve as hemiceluloses sdo mais fracas do que na celulose, pois sua estrutura envolve a
estrutura complexa a celulose por ligacbes de hidrogénio. Dessa forma, para a separacao
completa das hemicelulose é necessario a aplicacdo de uma tecnologia que afete diretamente
na dissolucédo da celulose (AGUILAR et al., 2002; AMIN et al., 2017; TIAN et al. ,2018).

A biomassa residual de coco verde in natura ja € considerada uma fonte de agucares
fermentaveis (25,61% de celulose e 23,48% de hemicelulose) (NOGUEIRA et al., 2019). Em
estudo realizado por Cabral et al. (2017), observaram elevada concentracdo de celulose
(24,70%), oferecendo boas condicGes para sua utilizacao na producéo de agucares fermentaveis
apos hidrolise. Em outro estudo, ao caracterizar a biomassa de coco apresentaram
aproximadamente 38,0% no total do teor de celulose e hemicelulose na amostra de coco nao
tratada (ARAUJO et al., 2017). Yahaya et al. (2020) também obtiveram resultados satisfatorios

de celulose (23,0 %) e hemicelulose (35,5%) na caracterizacao da biomassa de coco bruta.

4.2.2 Lignina

A lignina é um polimero fendlico de estrutura complexa e heterogénea, formado
principalmente por trés alcoois aromaticos (alcool coniferilico, alcool sinapilico e alcool p-
acomalico) (ANWAR et al., 2014; TIAN et al., 2018; SANTOS et al., 2019). Apo6s a celulose,

a lignina é o principal componente da parede celular das plantas (DUTRA et al., 2019).
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A recalcitrancia do material lignoceluldsicos esta associado a presenca da lignina,
componente que contribui para este efeito (SANTOS et al., 2019). A lignina pode ser degradada
apenas por poucos organismos e certos tratamentos fisicos e quimicos. O pré-tratamento
remove as barreiras fisicas e quimicas do bagaco recalcitrante e torna a celulose passivel de
hidrélise enzimatica. Portanto, sdo necessarias tecnologias avancadas de pré-tratamento com o
objetivo de remocdo maxima de lignina para descobrir a celulose para a sacarificacdo (NIJU e
SWATHIKA, 2019).

De fato, a presenca da lignina caracteriza-se em alto grau de durabilidade e resisténcia
ao material e a elevada quantidade dificulta o processo de hidrélise (RAM e MONDAL, 2018).

Estudos relatam altas concentragdes de lignina na amostra bruta de coco, Araujo et al.
(2017) e Cabral et al. (2017) mostraram um alto teor de lignina de aproximadamente 40,0%.
Este alto teor de lignina também foi determinado por Nogueira et al. (2019) apresentando cerca
de 32,22%.

4.2.3 Extrativos

Os extrativos sdo definidos como componentes estranhos aos principais constituintes
estruturais existentes na biomassa, que podem ser separados do material inséluvel da parede
celular pela sua solubilidade em agua ou em solventes organicos neutros (benzeno, acetona e
etanol, entre outros). Os extrativos consistem em gorduras, gomas, alcaloides, resinas, acticares
simples, composto aromaticos, Oleos essenciais e outros constituintes citoplasmaticos e
representam cerca de 2-25% da biomassa lignocelulésica (RAMBO, 2013a; JUAN et al, 2010).

A presenca de extrativos na biomassa lignocelulésica interferem nas analises, pois
podem catalisar a formacéo de acidos. Quando é comparada com a biomassa bruta, a biomassa
extraida possui maior energia de ativacdo e apds a hidrolise libera os principais produtos mais
cedo (celulose, hemicelulose e lignina) (GUO et al.,, 2010; ROSDIANA et al., 2017;
SUTANTO et al., 2017).

As tecnologias para a extracdo relatadas na literatura sao baseadas na extracao acelerada
por Solvente (ASE) e a extracdo com sistema de Soxhlet. O instrumento ASE realiza a extracdo
de resinas e outras impurezas sob alta temperatura e pressdo em um periodo de tempo
consideravelmente menor. O extrator Soxhlet realiza procedimentos de acordo com a
solubilidade do composto por determinado solvente, utilizado principalmente na extracéo de

lipideos e para outros compostos. Este sistema permanece comumente mais utilizado, devido a
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sua acessibilidade (NEUSCHILD et al., 2015).

4.3 Pré-tratamento

Devido a complexa estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulésica, as etapas de
pré-tratamento representam o desafio mais critico para a utilizacdo da biomassa antes da
conversdo. Qualquer pré-tratamento tem por objetivo mudar a estrutura, hemicelulose e lignina
para deixar a biomassa suscetivel & hidrélise (&cida ou enzimética), a fim de alcancar alto
rendimento de agUcares fermentaveis (KIM et al., 2016; HASSAN et al., 2018;
SHAHABAZUDDIN et al., 2018).

Os pré-tratamentos visam modificacGes na matriz lignoceluldsica para alcancar uma
alta conversdao da celulose, e a fracdo solubilizada da biomassa apds o pré-tratamento é
geralmente removida antes da sacarificacdo. A intensificacdo de parametros em um processo
com carga de solidos elevados e sem desintoxicagao sugere que o pré-tratamento leve pode ser
melhor, uma vez que menos aglcares sdo degradados, resultando em um nivel de agucar
globalmente mais alto (SOARES et al.,2016).

As barreiras, lignina e hemicelulose, levam a uma menor conversdo de até 20% da
celulose original (ndo rearranjada ou fragmentada por qualquer método de pré-tratamento) para
acucares fermentaveis. Portanto, quebrar as agdes de hemicelulose e protecdo de lignina antes
de qualquer processo é definitivamente necessario (TIAN et al., 2018). Os agUcares podem ser
extraidos da celulose e hemicelulose apds aplicacdo de um pre-tratamento adequado para a
melhor bioconversdo, como podemos observar na Figura 12 que descreve a acdo de um pre-

tratamento em uma biomassa lignocelulosica.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/recalcitrant-seed
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Figura 12- Desconstrugdo da estrutura lignocelulésica pelo pré-tratamento.

Pré-tratamento ij /\

Pré-tratamento

Fonte: Zhao et al.(2012).

Os processos de pré-tratamentos sdo agrupados em quatro categorias, bioldgicos,
fisicos, quimicos e combinados (fisico-quimicos) (CABRAL et al., 2016; KOGUT et al., 2017).
O pré-tratamento fisico inclui técnicas mecénicas, térmicas, ultra-som e eletroquimicas. O pré-
tratamento quimico compreende os &cidos, alcalis, liquidos idnicos (LI) e técnicas oxidativas.
Biologicamente, enzimas e organismos de degradacdo de madeira, como fungos e bactérias séo
aplicados para modificar a composicdo quimica e estrutural da biomassa para facilitar a
digestdo. Explosdo a vapor, extrusdo e termoquimica sdo considerados técnicas combinados
(CLARKSON, 2018).

Cada tipo de pré-tratamento € Unico e influencia tanto o rendimento quanto os produtos
gerados durante o processo. Assim, a selecdo de uma tecnologia de pré-tratamento apropriada
deve ser baseada ndo somente nas caracteristicas da matéria-prima, mas também na
configuracdo do processo biomassa-bioproduto. E necessario o desenvolvimento de uma
estratégia de pré-tratamento eficiente e amiga do ambiente e que possa também aumentar a
digestibilidade do material (YUAN et al., 2018). Dessa forma, é importante avaliar as
vantagens e desvantagens dos processos dos pré-tratamentos de materiais lignocelulésicos
(Tabela 5).
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Tabela 5- Principais vantagens e desvantagens de cada pré-tratamento.

Pré-tratamento

Vantagens

Desvantagens

Fisico

Fisico

Reduz a severidade dos processos,
0 consumo de &gua e a formagdo de
co-produto quando combinado
com tratamentos termoquimicos.

Aumenta o consumo de energia

Quimico

Alcalino

Acido

Liquido 16nico

Reduz a absorcdo de celulose
devido a remocdo eficiente de
lignina e tem baixos custos.
Este tratamento combinado com
acido gera celulose quase pura
com menor formacdo  de
subprodutos.

Proporciona bons resultados
quando combinado com
tratamento alcalino.

Hidrolise da hemicelulose e tem
custos mais baixos.

Fornece propriedades especificas
para degradar estruturas de
oxigénio. O processo ndo requer
adicdo de reagentes quimicos, €
mais facil de operar e requer
menos energia.

Formacao de sais que sdo encalhados
para serem incorporados na
estrutura. Requer etapas de
neutralizacdo e recuperagdo quimica
e tempos de permanéncia mais altos.

Produtos quimicos perigosos,
toxicos e corrosivos. Requer etapas
de neutralizacdo, desintoxicacdo e
recuperacdo quimica e materiais
anti-corrosivos.

Possui alta incidéncia de degradacao
do agucar em coprodutos que reduz
o rendimento do processo e inibe a
acao de microrganismos
fermentadores.

O solvente € volatil, caro e sua
recuperacao é realizada por uma
cromatografia de troca idnica, que
também é um método caro.

Organosolv Formacdo de uma alta carga de Os solventes precisam ser separados,
solidos e uma lignina de alta recuperados e reutilizados, pois tém
pureza. alto custo.

A catalise pode ser usada para Precisa de lavagem passo.
aumentar o rendimento da reagédo
em condi¢cdes menos severas.
Fisico- quimico
Agua Quente Né&o precisa de etapas de lavagem, Longo tempo de permanéncia.
Liquida recuperacdo quimica ou Exige grandes volumes de agua e

desintoxicacao.
Produtos quimicos podem ser
adicionados para aumentar o

equipamentos (que sdo caros) e alto
consumo de energia para
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Pré-tratamento

Vantagens

Desvantagens

rendimento dos acgucares

aquecimento e evaporacao da agua.

produzidos. Formacdo moderada de co-produtos.
Exploséo de N&o usa produtos quimicos e Promove a degradacéo dos
vapor menos agua. acucares.
Baixo impacto ambiental e custo  Tem altos custos de energia com
efetivo. aquecimento a vapor e compra de
A presenca de catalisadores equipamentos.
acidos, alcalinos ou supercriticos
reduz a severidade do processo.
AFEX Baixa formacéo de co-produtos.  Elevados custos de aquisicao,
Requer menos enzimas. separacdo, recuperacao e reciclagem
Né&o precisa de lavagem e de amonia.
neutralizacéo.
Oxidativo A adicdo de oxigénio e alcaliao  Os solventes precisam ser separados,
processo de oxidacdo Umida reduz recuperados e reutilizados, pois tém
a severidade do meio e a alto custo.
formacdo de inibidores. A Precisa de lavagem passo.
ozonolise forma uma quantidade
insignificante de inibidores.
Biologico
Biologico O pré-tratamento € seletivo, ndo A hidrolise enzimatica tem um

requer adicdo de substancias
quimicas, usa menos energia e
tem baixa severidade.

longo tempo de incubacéo, baixa
taxa de producdo e alta sensibilidade
a inibicéo.

Perda de atividade celular, requer
altas condicGes de controle.

E um processo ecologicamente
correto.

Fonte: SEIDL e GOULART, 2016.
Nota: AFEX- Explosédo da fibra com aménia (do inglés, Ammonia Fibre Explosion).

A composicdo da biomassa varia e diferentes pré-tratamentos devem ser testados para
encontrar o melhor para cada substrato especifico (TELLERIA et al., 2018). No geral, os pré-
tratamentos oxidativos e alcalinos sdo comumente usados para remover eficientemente a lignina
e separa-la da celulose e hemicelulose (SHIMIZU et al., 2018; NOGUEIRA et al., 2019). O
pré-tratamento acido auxilia na sintese dos carboidratos e aumenta a solubilizacdo da
hemicelulose (SEIDL e GOULART, 2016). O pré-tratamento com liquido idnico (LI) atua no
inchaco da parede celular da biomassa com a reducdo da cristalinidade da celulose (UJU et
al.,2016).
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A préxima secdo discute quatro métodos de pré-tratamentos: alcalino, &cido, liquido

ibnico e oxidativo.

4.3.1 Pré-tratamento peroxido de hidrogénio (H.0,) — alcalino

O peroxido de hidrogénio é um agente oxidante e extremamente poderoso, adequado
para o pré-tratamento em biomassa lignoceluldsica. Este pré-tratamento possui caracteristicas
favoraveis por ndo ser inflamavel, é miscivel em &gua e capaz de ser misturado em todas as
proporc¢des. O uso de HO» para o pré-tratamento da biomassa lignocelul6sica é baseado nas
reacOes quimicas que este agente oxidante sofre no meio liquido alcalino (DUTRA et al., 2018;
VERARDI et al., 2018).

O peroxido de hidrogénio alcalino é um reagente relativamente “verde” com baixo
impacto ambiental, pois pode ser facilmente decomposto para produzir agua e oxigénio como
produtos finais, eficaz para uma ampla gama de concentrac6es de biomassa lignocelulosica, e
pode fornecer um alto grau de eficiéncia de hidrolise (&cida ou enziméatica) (DUTRA et al.,
2018, HO et al., 2019). A eficacia do pré-tratamento com H>O; alcalino estd em grande parte
dependente do pH. Li et al (2016) sugeriram que a melhor condicdo para a reacdo do pre-
tratamento € em pH 11,5. Este pré-tratamento ndo deixa residuos na biomassa, pois se degrada
em oxigénio e agua, a formacéo de produtos secundarios € praticamente inexistente e 0s custos
de H:O. s@o mais baixos (DUTRA et al., 2018).

De acordo com Rambo et al (2013b), quando o interesse € a fracdo hemicelulésica
(xilose) o melhor pré-tratamento utilizado foi o 1% v/v perdéxido de hidrogénio (H.0O2). O estudo
de Yuan et al. (2018) obteve aumento do teor de celulose, ap6s o aumento da severidade pré-
tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino em palha de trigo, isso esta relacionado com a
remocdo de lignina e hemicelulose.

Os estudos que utilizaram H.O> em condi¢Ges alcalinas mostraram uma grande
diferenca na concentracdo de acucares (TELLEIRA et al., 2018). Verardi et al. (2018)
estudaram diferentes concentrac6es de peroxido de hidrogénio (0,2% e 1%) para pré-tratamento
de bagaco de cana por explosdo a vapor. A biomassa bruta (41,4%) apds aplicacdo do preé-
tratamento teve um aumento médio de rendimento de 12% para a glicose.

Outro estudo realizado em bagaco de cana-de-agucar foi a aplicacdo das condigcdes
6timas (1h, 60 °C) de pré-tratamento com 6,25% de H>O> alcalino alcangando um rendimento
global de 77,6% de glicose (ZANG et al., 2019).
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Para aumentar a eficiéncia da hidrolise do bambu através de um pré-tratamento com
peroxido alcalino, estudos obtiveram resultados satisfatorios. Huang et al. (2020) utilizaram
uma solucédo de perdxido de hidrogénio a 20% com a introducéo de etanol no sistema, obtendo
uma taxa de remocéo de lignina de 74,9%, além disso foi obtido uma quantidade elevada de
carboidratos: 83,3% (glucana) e 67,6% (hemicelulose). Ali et al. (2020) utilizaram solucéo de
3,5% de peroxido de hidrogénio, e relataram um aumento de 36,87% de celulose, 50,66% de
hemicelulose e 37,94% de lignina.

4.3.2 Pré-tratamento alcalino

O pré-tratamento alcalino € muito eficiente na solubilizacdo da lignina, parte da
hemicelulose e na reducéo da cristalinidade da celulose. E 0 método mais tradicional de pré-
tratamento de biomassa usado no processamento de celulose e papel. O processo de polpacéao é
a etapa na qual os componentes do material lignoceluldsica sdo separados um do outro. O foco
estd na recuperacao de celulose, com lignina e hemiceluloses consideradas como subprodutos
(WOICIECHOWSKI et al., 2020).

Entre os pré-tratamentos relatados na literatura, o pré-tratamento alcalino utiliza
temperaturas e pressdes mais baixas, causa menos degradacdo do agucar e remove substancias
amorfas (por exemplo, lignina e hemicelulose) (CABRAL et al., 2017; MONTE et al., 2010).
Os produtos quimicos para este pré-tratamento sdo considerados ndo poluentes e ndo
corrosivos, tais como a amonia (aquosa, liquida e gasosa), hidréxido de sddio , carbonato de
sodio e hidréxido de calcio (MONTE et al., 2010; BAZARGAN et al., 2020). O pre-tratamento
alcalino é realizado sob condi¢gbes mais suaves do que as necessarias para o pré-tratamento
acido (KIM et al.,2016).

Os reagentes alcalinos interagem principalmente com a lignina; portanto, eles sdo mais
eficientes para a sua remocdo (KIM et al.,2016). O pré-tratamento alcalino apesar da expressiva
perda em celulose, apresenta em seu estudo uma significativa solubilizacdo de lignina (80%)
(CABRAL et al., 2017). Quando se trata do pré-tratamento com a melhor abordagem para obter
acucares da casca de coco, o alcalino mostra eficiéncia na remocéo da lignina da biomassa
(TELLEIRA et al., 2018).

Nogueira et al. (2019) confirmam que ao aplicar o pré-tratamento alcalino em casca
de coco sob condigbes pressurizadas e temperatura amenas, obtiveram a maior mudanga

estrutural na biomassa, com redugdo do teor de lignina de 32,2% para 20,33% ap0s 0 pré-
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tratamento. Cabral et al. (2017) ao aplicarem apenas 1% (p/v) de NaOH obtiveram a proporc¢éo
de lignina reduzido de 40,1% para 29,9%, com isso aumentou a fragdo da celulose de 24,7%
para 55,17%. Em outro estudo, a mesma concentracdo do pré-tratamento com solugdo de NaOH
1% (p/v) resultou no maior nivel de acglcares (51,6 £ 0,7 g de aglcar /100 g de biomassa)
produzidos durante o pré-tratamento e a sacarificacdo (SOARES et al., 2016).

Qing et al. (2017) utilizaram dois tipos de pré-tratamento aplicados em caca de soja, 0
melhor resultado foi o alcalino com 37,9% em comparacdo do &cido diluido com 26,7% de
remocdo de lignina. Estudo com o pré-tratamento alcalino (NaOH) foi aplicado a cinco
diferentes biomassas (herbaceas e lenhosas) com solucdo de NaOH a 2% (m/v) a 80 °C por 2

h, relatando um aumento de até 30% na conversdo de glicose (WANG et al., 2020).

4.3.3 Pré-tratamento acido

O écido sulfurico diluido é eficaz na remocdo do conteddo de hemicelulose e a
libertacdo de xilose pode ser recuperada com uma degradacdo minima. Também € importante
notar que a celulose remanescente possui maior digestibilidade enzimatica devido a remocéo
da hemicelulose (BRIENZO et al., 2014; SHIMIZU et al., 2018). Dessa forma o pré-tratamento
acido leva a solubilizacdo do aclcar, aumentando a proporcdo de componentes cristalinos
(celulose) (BRIENZO et al., 2014).

O pre-tratamento com &cido diluido tem sido considerado uma tecnologia promissora,
podendo resultar na recuperacao de actcares hemiceluldsicos no licor de pré-tratamento e na
melhoria da celulose digestivel no residuo sélido ( KIM et al., 2014). O pré-tratamento com
acido aumenta a digestibilidade de todas as fracfes da biomassa, do qual pode ser atribuida a
diminuicdo dos comprimentos da cadeia de celulose e a maior disponibilidade de extremidades
redutoras de aclcar (BRIENZO et al., 2014; YAO et al., 2018).

Quig et al. (2017) realizaram a comparacdo de pré-tramentos com acido sulfdrico
diluido e alcalino em subprodutos de soja (casca e palha). O pré-tratamento com acido sulfurico
diluido foi mais eficaz do que o pré-tratamento de alcalino para a para producao de acucares
fermentaveis, liberando 86,9% contra 75,6%.

Com o objetivo de obter maior concentracdo da fracdo xilose a partir da solubilizacdo
da hemicelulose, estudos aplicaram o tratamento &cido para esta finalidade. Brienzo et al.
(2014) ao aplicarem o pré-tratamento em frac6es do bagaco de cana-de-acUcar, para todas as

amostras pré-tratadas, solubilizou-se principalmente xilose. Jang et al (2018) realizaram o pré-
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tratamento em Quercus mongolica obtendo 83,0% da taxa de solubilizacdo de xilose. O método
proposto por Yu et al. (2018) recuperou 82,4% de xilose para residuos de mandioca.

O uso de &cido diluido como pre-tratamento foi investigado para avaliar a eficiéncia
da producdo de bioetanol a partir de agulhas de pinus de Pinus roxburghii. O rendimento
maximo de acucar obtido foi de 96 mg/g de biomassa, usando 1% de HCI e uma carga de
biomassa de 5% (p/v) (SLATHIA et al., 2020).

4.3.4 Pré-tratamento com Liquido 16nico (LI)

Os Liquidos l6nicos (L) sdo atualmente vistos como uma fonte atraente de solventes
verdes para 0s processos de pré-tratamento de biomassa. Os materiais lignocelulésicos podem
ser pré-tratadas com o uso de LI pois n&o sdo toxicos ao meio ambiente. Possuem papel central
na conversdo limpa da biomassa, permitindo uma série de processos sustentaveis para futuras
tecnologias de bioconversdo (WEERACHANCHAI et al., 2014; KOGUT et al., 2017; XU et
al., 2017).

A eficéacia dos LI no pré-tratamento inclui principalmente a dissolucao de celulose e
extracdo de lignina, levando a uma maior producdo de produtos quimicos renovaveis. Além
disso, o baixo ponto de fuséo e a viscosidade desses liquidos ibnicos podem fornecer um baixo
custo de energia de operacgdo, porque requerem menos aquecimento para o pré-tratamento da
biomassa (WEERACHANCHAI et al., 2014; ASIM et al., 2019).

A sua acdo ocorre na separacdo da lignina e celulose, facilitando assim a quebra da
celulose em acucares simples (ZHANG et al., 2017; ASIM et al., 2019). Portanto, o pré-
tratamento com certos liquidos idnicos provou ser um método de pré-tratamento bem-sucedido
e altamente eficaz na reducéo da recalcitrancia da biomassa (PAPA et al., 2017).

Os resultados de varios estudos recentes mostraram que os liquidos idnicos podem ser
aplicados ao tratamento de mateérias-primas de biomassa lignocelulésica. Kogut et al. (2017)
obtiveram um aumentou de trés vezes na producdo de agUcares redutores em palha de centeio,
apos o pré-tratamento com liquido ibnico acetato de 1-etil-3 metilimidazolio (EMIM OACc), nas
condicdes: tempo - 2 h, temperatura - 120 °C, com a concentracdo de 10 mL/10g de palha de
centeio. Cheng et al. (2017) com a utilizacdo do liquido i6bnico N-6xido de N-metilmorfolina
(NMMO) em residuos de mandioca, obtiveram um rendimento 72,8% para 85% apds o pré-

tratamento.
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4.4 Hidrolise acida da biomassa

Acidos tais como sulfirico, cloridrico e acético sdo comumente empregados como
catalisadores nestes processos, hidrolisando preferencialmente a fracdo hemicelulésica, que é
mais susceptivel ao tratamento acido, sendo que as fracdes de celulose e lignina permanecem
inalteradas (AGUILAR et al., 2002). O que ocorre é que o catalisador tem sua difusdo facilitada
dentro da cadeia polimérica da hemicelulose, por esta apresentar uma estrutura aberta aliada a
sua estrutura heterogénea e baixo grau de polimerizagdo, proporcionando um melhor
rendimento em condigdes mais amenas e fazendo com que este constituinte da biomassa seja
bastante atrativo para uso em processos fermentativos (JEFFRIES et al., 1983; MAGGE;
KOSARIC, 1985).

Ja em condi¢cbes mais dréasticas, ha favorecimento da hidrélise da celulose, pois esta
necessita de temperaturas elevadas para romper suas ligacdes, uma vez que apresenta um alto
grau de polimerizacdo (AMICK, 1982) e regies cristalinas resistentes a hidrolise.

Durante a hidrolise &cida, a concentracdo de acido é o parametro mais importante que
afeta a producdo de monossacarideos, enquanto que a temperatura é o fator de maior impacto
na formacéo de produtos oriundos da degradacdo dos agucares, tais como o acido levulinico,
acido férmico, furfural, entre outros (RAFIQUL e SAKINAH, 2012). Por exemplo, a hidrdlise
com acidos diluidos proporciona um rendimento maximo de glicose de 50%. Ja a hidrolise com
acidos concentrados rompe as ligacoes de hidrogénio entre as cadeias de celulose convertendo-
as para um estado completamente amorfo. Nesse momento como a celulose é extremamente
susceptivel a hidrélise, pode-se diluir com agua a temperaturas amenas fornecendo assim uma
hidrolise completa (> 90% de glicose) e rapida (YU et al., 2008). Para o0 segundo parametro,
altas temperaturas estdo associadas a reacOGes secundarias, levando a degradacdo a outros
produtos, de interesse ou ndo (HAYES et al., 2006; CHOI et al., 2019).

Os acidos utilizados como catalisadores nos processos de hidrolise liberam prétons que
atuam nas ligacGes glicosidicas entre 0s monémeros de agucares nas cadeias poliméricas. O
rompimento dessas ligacoes libera uma série de compostos, principalmente, monossacarideos
como xilose, glicose e arabinose.

Diante da complexidade destes materiais se percebe a importancia de se utilizar um pré-
tratamento eficaz que possa causar o rompimento destas barreiras facilitando a hidrolise e

consequentemente minimizando a degradacéo evitando assim a perda de agUcares.
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45  Planejamento e otimizacgédo de experimentos

Por meio de um planejamento experimental é possivel limitar o nimero especifico de
experimentos e investigar os principais parametros na eficiéncia da resposta. A ado¢do do
delineamento determina o tamanho da amostra podendo influenciar na preciséo dos ensaios.
Dessa forma a otimizacdo do pré-tratamento seria um passo necessario para

a sustentabilidade de todo o processo.

O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) é gerado pela equacao
polinomial de segunda ordem, e suas respostas (dados experimentais) foram analisados pela
analise de variancia (ANOVA) e o papel de cada fator e sua interacédo é explicado pela aplicacéo
quadratica, a partir da Equacéo 6:

Y = Bo+ XB:Xi + YBuXiX; + NP X% (6)
onde Y é a resposta prevista, Xi e Xj sdo as variaveis de entrada que afetam a variavel
de resposta Y; S, é o termo de compensacéo; f3; é o coeficiente do modelo de primeira ordem;
pi; € o coeficiente quadratico para o fator ie g;; € o coeficiente do modelo linear para a interacdo
entre os fatores i e j.

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) pode ser aplicada quando uma
resposta ou um conjunto de respostas de interesse € influenciado por diversas variaveis
(GILMOUR et al., 2006). A MSR permitem a analise de efeitos interativos de todas as variaveis
independentes do processo e oferecem uma oportunidade para analisar o processo em maior
profundidade. Abrange técnicas matematicas e estatisticas baseadas no ajuste de uma equacéo
polinomial aos dados experimentais, que deve descrever o comportamento de um conjunto de
dados com o objetivo de fazer previsdes estatisticas (BEZERRA et al., 2008; SAHA et al.,
2018).

A implementacdo da MSR segue por trés etapas: (1) coletar dados na entrada com
base em um plano experimental estatisticamente projetado, (2) correlacionar os dados
experimentais com um modelo de regressao , (3) predizer os valores de variaveis de resposta
na saida, o que torna-se um aliado no objetivo de otimizar simultaneamente niveis de variaveis

para obter o melhor desempenho do sistema (BURATTI et al., 2018).


https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/sustainability
https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/surfaces
https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/collect-data
https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/correlate
https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/models
https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/models
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicao fisico-quimica da amostra de coco bruta é mostrada na Tabela 6.
A porcentagem de carboidratos totais (32,2%) favoreceu a producéo de agucares fermentaveis,
como a glicose (24,9%), que pode servir de material de partida para produzir outros bioprodutos
(xilitol, &cido acético, &cido succinico, entre outros) de valor agregado.
Em estudos anteriores os resultados foram semelhantes aos relatados no presente trabalho
(ARAUJO et al., 2017; RAM e MONDAL, 2018).

A concentracdo elevada de lignina total (34%) pode ser facilmente removida com o
uso de pré-tratamentos apropriados (ARAUJO et al., 2017; NOGUEIRA et al., 2019). Os
teores baixos de cinzas e umidade (<10%) indicam que a biomassa possui potencial para ser
utilizada em biorrefinarias industriais. O baixo teor de cinzas e umidade torna o substrato

adequado para utilizacdo fermentativa com minima geracdo de residuos e com menos gastos
energéticos (RAM and MONDAL, 2018; QING et al., 2017).

O presente estudo registrou um alto contetdo extrativo (aproximadamente 30%),
semelhante ao relatado em estudo a partir da casca de coco (SOARES et al., 2016; ARAUJO et

al., 2017). O valor de extrativos, apresentou uma quantidade substancial provavelmente devido
as caracteristicas locais especificas do cultivo da matéria-prima., independentemente do pré-
tratamento adotado (SOARES et al., 2016; BURATTI et al., 2018).

Tabela 6.- Composi¢édo (%) de Cascas de Coco brutas em base de peso seco.

Componentes Valores medios
Acucares redutores totais 32,2+0,11
Glicose 249 +£0,14
KL 32,8 + 0,89
ASL 1,25+0,21
LT 34,0 + 0,44
Umidade 7,66 £0,01
Cinza 3,02+0,33
Extrativos 30,5+ 1,50

Nota: KL: Lignina de Klason; LT: Lignina Total


https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/cultivation
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5.1  Efeito dos pré-tratamentos na composi¢do quimica do residuo de coco

A recuperacdo da biomassa (rendimento solido) alcangou valores maiores a 45%
registrada apOs os pré-tratamentos alcalino, oxidativo, e acido sob todas as condigdes
testadas. A Figura resume os diferentes processos de pré-tratamento aplicado para as cascas de
COCO e a Ssua composicdo (componentes principais), apos a aplicagdo de 11 experimentos, com
base na metodologia de superficie de resposta (0 experimento nimero 9 é a média da triplicada
entre os experimentos 9,10, e 11).

O teor de aglcar nas amostras sem pré-tratamento atingiu 32%. No entanto, este
rendimento aumentou apds a aplicacdo de todos os pré-tratamentos, exceto para o pré-
tratamento 4&cido (ensaios 1, 2,3,e 4). O pré-tratamento alcalino apresentou a
melhor conversdo, com maiores rendimentos médios de agucares (61,3%), seguindo-se 0s pre-
tratamentos com perdxido (50,2%) e acido (49,8%). Estes resultados podem ser observados na
Figura 13a.

Os pré-tratamentos diminuiram a recalcitrancia do material lignocelulésica
removendo a lignina e a hemicelulose, portanto, expondo a celulose (NOGUEIRA et al.,
2019). Resultados obtidos neste trabalho foram semelhantes aos relatados por Shimizu et
al. (2018), que realizaram um estudo com pseudocaule de banana e relataram aumento no
rendimento de glicose e acessibilidade a celulose apds os pré-tratamentos acido e alcalino,

enquanto o pré-tratamento com peréxido removeu hemicelulose e lignina para a amostra de

banana.

Os pré-tratamentos alcalinos atuaram também removendo a lignina da biomassa
(Figura 13b e 13c) com a reducdo da absorcao de celulose, enquanto que o pré-tratamento acido
hidrolisou principalmente hemiceluloses. O resultado também foi relatado por Qing et
al. (2017), cujo pré-tratamento acido aplicado sob condicdes de severidade moderada removeu

mais de 90% de hemicelulose.
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Figura 13 - Efeito de diferentes pré-tratamentos na composicéo de (a) acucar, (b) Lignina de
Klason (KL) e (c) lignina solavel em &cido (ASL).
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A literatura relata estudos com a eficiéncia de alguns pré-tratamentos, dentre eles,
Patifio et al. (2017) combinou dois tipos de pré-tratamento de biomassa de oliveira em duas
etapas, acido e perdéxido alcalino para a producdo de bioetanol e alcancou 80% de
deslignificacdo e 72% de rendimento de celulose, respectivamente. J& Qing et al. (2017)
compararam 0s pre-tratamentos alcalinos e acidos aplicados a residuos de soja para produzir

acucares fermentaveis, obtendo com o pré-tratamento acido o maior rendimento de agucares
totais (acima de 70%).

O pré-tratamento com LI efetuado em periodos de 6, 4 e 2 horas de reacdo resultou em

perda da biomassa de 73%, 60% e 34,5% de extracdo solida, respectivamente. Como a

recuperacgdo da biomassa sob baixas condicdes de reacédo (2h e 4h) foi superior a 40%, apenas

estas duas condiges foram submetidas a hidrdlise acida para determinar a composi¢do quimica

da biomassa apds a aplicacdo do pré-tratamento com LI (Figura 14). A alta perda de biomassa
sob a condicéo de reacéo de 6 h a 140 °C ndo permitiu uma amostra razoavel para a hidrolise.

O LI néo foi eficaz na extracéo de lignina, e ndo houve aumentou da area de superficie

acessivel para a dissolucéo de carboidratos. Resultados semelhantes foram relatados por Torr et

al. (2016), ndo encontraram alteracdes na cristalinidade da celulose e na remocéo de lignina.

Figura 14 - Efeito do pré-tratamento LI nas composicdes de recuperacdo de biomassa, agucar,
Lignina de Klason (KL) e lignina soluvel.
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5.2  Otimizag&o dos pré-tratamentos

Resultados experimentais foram visualizados em gréaficos de superficie de resposta
tridimensional, os quais mostraram os efeitos da interacdo entre as variaveis “temperatura” e
“tempo” no rendimento de aglicar no pré-tratamento aplicado a biomassa lignocelul6sica
(Figuras 15 e 16).

Figura 15- Gréficos de superficie de resposta do efeito dos pré-tratamentos (a) alcalino, (b)
H20: e (c) acido na conversao total de agucares e gréaficos.
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A Figura 15a para o pré-tratamento alcalino mostra que a aplicacao de alta temperatura
aumentou a solubilidade de carboidratos associada aos tempos de reacéo intermediarios (2h e
3h). Embora, as variaveis para este pré-tratamento ndo apresentaram efeito da interagdo. Com

base na interacdo entre temperatura e tempo de reacdo, a Figura 15b mostra que o rendimento



49

maximo de acucar ¢é alcangado apds o pre-tratamentos de peroxido aplicados a temperaturas
elevadas em maiores tempos de reacdo. Conforme a figura 16a, no diagrama de Pareto, apenas
a variavel “temperatura” influenciou de forma significativa o rendimento do agucar.

A configuracdo da superficie de resposta na Figura 15c € oposta a mostrada nas
Figuras 15a e 15b, quando a aplicacdo de temperaturas mais baixas e menores tempos de reacéo
durante o pré-tratamento acido aumentaram o teor de agucar, do qual pode ser observado na

Figura 16b, no grafico de Pareto que tanto a temperatura como o0 tempo de reagdo tiveram

discreta influéncia no processo.

Figura 16- Graficos de Pareto para os efeitos dos pré-tratamentos (a) H20: e (b) &cido na
conversdo total de agucares, onde as varidveis X1 corresponde a temperatura e X2, o tempo.
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A Figura 17 mostra as superficies de resposta dos pré-tratamentos alcalinos e peroxidos
para a Lignina Klason (a e b) e lignina soltvel (c e d). No pré-tratamento alcalino, a resposta
de lignina Klason (Figura 17a) aumentou devido um aumento da temperatura (> 70 °C).

O tempo teve um efeito ligeiramente negativo sobre o ASL nas temperaturas mais altas.
Houve interacfes tempo-temperatura positivas quando o ASL foi submetido a condicdes
intermedidrias, ou seja, quando a temperatura foi mantida a 55 ° C e o tempo de reacdo adotado
foi de 4 h (Figura 17 c e d).
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Figura 17- Gréficos da superficie de resposta efeito dos pré-tratamentos (a e
b) alcalinos (c, e d) H20> para a Lignina Klason (KL) e o teor de lignina solivel em &cido
(ASL), respectivamente
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A Figura 18 no gréafico de Pareto é observado efeito de interacdo do tempo de reacdo
para o pré-tratamento alcalino (a e ¢), em ambas as respostas. Por outro lado, nas Figura 18(b)
e (d) mostram o efeito de interacdo do tempo-temperatura para o pré-tratamento oxidativo.

No entanto, a temperatura de reacdo ndo mostrou um efeito de interacdo para ambas 0s
pré-tratamentos. Como mostrado na Figuras 18(c) e (d), ambas as varidveis mostraram uma

interacdo na resposta do ASL.



o1

Figura 18 - Gréficos de Pareto para os efeitos dos pré-tratamentos (a e ¢) alcalinos e (b e
d) H20- para a Lignina Klason (KL) e lignina soltvel, respectivamente.
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A Tabela 7 mostra os dados da analise de variancia (ANOVA). Com um alto coeficiente

de determinacdo (R 2) 0S valores (exceto para KL e ASL em pré-tratamento acido) indicaram
que os modelos aqui desenvolvidos podem apresentar estimativas de respostas confiaveis
dentro da faixa de condigdes no processo adotado (QING et al., 2017), bem como boa
correlacdo entre os valores experimentais e previstos.

Nos pré-tratamentos alcalino, peréxido e acido para a resposta de rendimento de
acucares foi obtido bons pelo coeficiente de determinacéo, R?(0,83;0,84; 0,89), indicando que
83, 84 e 89%, do qual possibilitaram a verificacdo dos ajustes para 0s modelos as respostas
observadas. Para a resposta ao rendimento de Lignina de Klason, somente os pré-tratamentos
alcalino e perdxido foram obtidos bons coeficientes de determinacdo, R? (0,836 e 0,838),
indicando que 83,6 e 83,8% a variancia total em torno da média é explicada pela regressao.

Os Fualores foram maiores que 0S Fabelados (0,0005) na maioria dos modelos, sugerindo

bons modelos de predicéo. Esse resultado indicou que o modelo foi significativo e apresentou
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alto nivel de confianga (95,0%). Os modelos tiveram efeitos significativos, porque o valor de p
foi menor que 0,05, indicando que apenas 5% de chance de que um' modelo F vaior' possa ocorrer
devido ao erro experimental (KIM et al., 2014; BURATTI et al., 2018).

Tabela 7 - Anélise de Variancia (ANOVA) a partir de modelos quadraticos.

Pré-
Parémetl’os R 2 Fvalor Ftabelado (0,05) Pvalor S|gn|f|CanC|a
tratamento
Conversao ) o
) Alcalino 0,837 5,1 0,044 Significativo
de acucar
Converséo .
) H20: 0,843 54 0,048 Significativo
de acucar
Conversao o o
. Acido 0,890 81 0,019  Significativo
de acucar
. 5,05 N
KL Alcalino 0,836 5,1 0,047 Significativo
KL H20: 0,838 5,2 0,048 Significativo
KL Acido <0,50 - N&o Significativo
ASL H202 0,718 5,0 0,050 Significativo
ASL Alcalino 0,837 51 0,048 Significativo
ASL Acido <050 - - Né&o Significativo

Com base nos resultados da ANOVA mostrados anteriormente, os dados foram plotados
em um grafico e comparados aos valores preditos; apresentando resultados significativos para
a resposta de rendimento de acucares dos pré-tratamentos alcalino, peréxido e acido (Figura
19).

Como pode ser observado na Figura 19, os modelos estimados podem ser utilizados para
prever os valores de resposta na eficiéncia da conversao de agucares fermentesciveis e calcular
a condicdo ideal de pré-tratamento das variaveis estudadas (temperatura e tempo), revelando

satisfatoria concordancia entre os dados reais e a linha de regresséo.
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Figura 19 - Modelos de regressao dos valores experimentais vs. os valores preditos da
superficie de resposta para os efeitos dos pré-tratamentos (a) alcalinos, (b) H-O:> (c) &cido
descrevendo a eficiéncia na conversdo de acucar.
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A Figura 20 mostra os modelos referindo-se aos dados para a resposta de Lignina de
Klason dos pré-tratamentos alcalino e peréxido. Os dados obtidos para 0 modelo quadratico
foram colocados em um grafico e comparados aos valores preditos. Para o parametro ASL o
modelo ndo apresentou valores significativos, dados ndo mostrados.

Como pode ser observado, na Figura 20a os residuos apresentaram comportamento
razoavelmente dispersos quando plotados em relacdo a resposta prevista. A Figura 20b exibiu
uma tendéncia linear, o que representa que ndo ha efeito de variacdo entre a resposta
experimental e a resposta prevista (KAMALINI et al., 2018). Assim, confirmam a adequacao

dos modelos propostos.


https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/linear-trend
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Figura 20 - Modelos de regresséo dos valores experimentais vs. 0s valores preditos da
superficie de resposta para os efeitos dos pré - tratamentos (a) alcalinos e (b) H-O> para a
Lignina Klason (KL).
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5.3  Caracterizacdo de biomassa bruta e pré-tratada

Os resultados do indice da cristalinidade, estrutura quimica e morfoldgica antes e depois
da aplicacdo de pré-tratamentos sdo importantes para comparar 0s impactos nas alteracGes

quimicas e estrutural da superficie exterior e interior de uma biomassa lignocelulosica.

5.3.1 Efeito da cristalinidade na biomassa

A cristalinidade da celulose desempenha um papel importante que dominam a eficiéncia
da hidrolise acida/enzimatica da celulose (QING et al., 2017; SOMBATPRAIWAN et al.,
2019). Neste estudo, o indice de cristalinidade da biomassa foi determinado a partir dos padrdes
de difracdo de raios-X (DRX). A Figura 21 mostra a analise de DRX realizada avaliando as
alteracdes da cristalinidade da celulose de coco antes e ap0s 0s pré-tratamentos.

Os picos de difracdo de raios X mais intensos foram detectados em 26=20°/25° ¢ em
14°/17°, antes e apds os pré-tratamentos, indicando respectivamente a existéncia de regides de
celulose cristalinas e regides amorfas (ZIDAN et al.,, 2012). Os difratogramas dos pré-
tratamentos alcalinos e &cido apresentaram picos estreitos no intervalo de 26=31°-36°,
provavelmente indicando a presenca de substancias inorganicas (cinzas) (RAMBO et al., 2015).
Foi observado que os difratogramas para os pré-tratamentos com liquido i6nico e peréxido

foram semelhantes com a amostra bruta.
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Figura 21- Difratogramas de raios-X de amostra de casca de coco bruta e pré-tratadas.
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O indice de cristalinidade foi diretamente proporcional & converséo de agucares (Figura
22), seguindo a ordem dos seguintes tratamentos: alcalino> peroxido> LI> &cido, para as
amostras nas melhores condigcdes. Para a remocdo de lignina os pré-tratamentos alcalino e
perdxido apresentaram os melhores resultados para essa proporcionalidade.

Os difratogramas das amostras pré-tratadas pelo método alcalino, com peréxido, LI e
acido sulfurico apresentaram diferencas na intensidade da difracao de raios- X, em comparagéo
com a casca de coco nao tratada, o que se reflete diretamente no teor de cristalinidade, com
valores de 65,6%, 56%, 55% e 54%, respectivamente, quando comparados aos 42% da amostra
bruta. Esses valores estdo de acordo com os resultados reportados para o rizoma de mandioca
bruta (30,39%), em que apresentaram significativamente indices maiores para a biomassa pré-
tratada (SOMBATPRAIWAN et al., 2019).

O pré-tratamento alcalino resultou em maiores niveis de cristalinidade da
biomassa. Este pré-tratamento aumentou a cristalinidade da biomassa, pois provavelmente
rompe as ligac6es de hidrogénio intra e intermoleculares na celulose (TORR et al., 2016). O
aumento da cristalinidade indica que o pré-tratamento alcalino afetou a solubilizacdo da
celulose amorfa quando foi comparado com a celulose na sua forma cristalina (KOGUT et
al., 2017). Consequentemente, degradou componentes ndo celulésicos, como a hemicelulose

e a lignina, aumentando consideravelmente o rendimento de aclcares fermentaveis.
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Figura 22- Efeito de diferentes pré-tratamentos na conversdo de agucar, teor de lignina total
extraido e indice de cristalinidade.
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Nota: ! Experimento 6: 76,21 °C/ 2 h; 2 Experimento 8: 120 °C/ 1,71 h); 3 Experimento 1: 40
°C /2 h.

5.3.2 Efeito na estrutura quimica e morfologica da biomassa

A estrutura quimica, bem como os grupos quimicos funcionais foram analisados com

base na aplicacdo do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) nas amostras nao
tratadas e pré-tratadas (Figura 23). Pré-tratamentos efetivos supostamente induzem mudancas

substanciais nos componentes da biomassa; tais mudancgas que podem ser vistas em variacoes
de grupos funcionais.

As caracteristicas espectrais dos grupos funcionais apresentaram alteracoes relevantes
na biomassa de casca de coco sem pré-tratamento e pré-tratadas. A banda de absor¢do mais
forte (9500- 9525 nm) foi observado em todos os espectros, e este resultado indicou uma

vibracdo com deformacéo axial e angular de ligacdo C-O, presentes na celulose/hemicelulose e
lignina (ANG et al., 2012).
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Figura 23- Espectros de FTIR das amostras brutas e pre-tratadas.
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Outra banda forte (no comprimento de onda aproximadamente 3400 nm) foi atribuida a
ligacdo de hidroxila OH (OH associado), do qual indica rupturas de ligacdo de H na celulose

(HE et al., 2008) explicando uma maior absor¢éo no espectro na amostra sem pré-tratamento e
nos pré-tratamentos uma leve mudanca. A estrutura quimica da celulose foi preservada.

O pico de intensidade decrescente no comprimento de onda 5813 nm foi
associado aos grupos acetila (vibragdo de deformagdo axial de duplas ligagdes C=0) das
hemiceluloses. Portanto, é possivel atribuir a perda desses componentes aos pré-tratamentos
mais severos. A lignina no pré-tratamento alcalino registrou picos em comprimentos de onda
entre 6250 nm e 9500 nm (CASAS et al., 2013; SUN et al., 2013). Os picos de intensidade a
6289 nm e 6666 nm foram caracteristicos de vibracdes de nucleos aromaticos C = C nas

estruturas de lignina.

Bandas de absorcao de frequéncia mais baixas foram registradas para 0s pré-
tratamentos acido, alcalino, liquido i6nico e peroxido. Esse desfecho foi associado a remogéo
da lignina apds a aplicacdo desses pré-tratamentos. O pico no comprimento de onda de 9600
nm foi caracteristico do estiramento de C-O em éalcoois primarios (SUN et al., 2013). Essa

alteracdo foi provavelmente associada a fracdo diminuida de hemicelulose ap6s a aplicacao das

condicdes mais severas.
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A estrutura e morfologia das biomassas sem pré-tratamentos, bem como a biomassa pré-

tratadas com solugdes (alcalina, peroxido, acida e liquido i6nico), foram examinados através da

microscopia MEV, os quais apresentaram mudancas estruturais.

Figura 24.- As imagens MEV das amostras (a) ndo tratadas cascas de coco e pré-tratadas com
(b) H202, (c) acido, (d) alcalina, e (e) o liquido iénico.
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Com base nas imagens MEV na Figura 24, as biomassas de casca de coco sem pré-
tratamento (Figura 24a) mostraram uma estrutura lisa e bem ordenada, sem
danificacBes. As amostras pré-tratadas com solucdes de peréxido (Figura 24b), apresentaram
leves alteracGes morfoldgicas em comparagdo com as amostras sem pré-tratamentos.

Nas Figuras 24c e 24d foram visiveis as mudangas na estrutura e
morfologia das biomassas, evidenciado pela separacdo das fibras, submetidos aos pré-
tratamentos alcalinos e cidos, respectivamente. Estes resultados podem ser caracteristicos da
remocdo de hemiceluloses e lignina (QING et al., 2017).

A morfologia da superficie da biomassa de casca de coco ap6s a aplicacdo do pré-
tratamento liquido ibnico resultou no inchamento das fracbes da biomassa, embora a

organizagdo das fibras e sua estrutura se manteve (Figura 24e). O rompimento de algumas

fibras, facilitou o aumento da area de superficie (UJU et al. 2016; CHENG et al. 2017).
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6 CONCLUSAO GERAL

Com a aplicacdo de um pré-tratamento adequado é possivel aproveitar integralmente
residuos de casca de coco verde e converter em fontes especificas de carboidratos na producéo
de produtos quimicos. Através da otimizacdo do procedimento experimental, as varidveis da
temperatura e tempo dos pré-tratamento sdo analisadas nas liberagGes totais de agUcares durante
0s estagios de pré-tratamento e hidrélise &cida em fracGes de coco verde.

O maior rendimento de aclcar e as taxas de remoc¢do de lignina foram registrados
no pré-tratamento alcalino realizado a 76,21 °C, com uma reacao de duas horas. Com aumento
de 3 vezes o rendimento de acucar (70,0%) das amostras de casca de coco, em comparagdo com
amostras ndo tratadas de coco (32,2%). O pré-tratamento acido permitiu 55% de teor total de
acucar nas melhores condicoes, seguido pelo tratamento com solucao de peroxido. A adogédo do
pré-tratamento com liquido ibnico ndo aumentou o teor de agucar.

As abordagens estatisticas mostraram que os modelos desenvolvidos foram adequados
e descreveram a correlacdo entre variaveis e resposta (R> 0,83), exceto para os modelos ASL,
que registraram R como 0,71 e 0,77 para os pré-tratamentos de peroxido, embora fossem vistos
como apropriado e aceito.

A DRX, MEV e FTIR realizadas nos pre-tratamentos estdo de acordo com a
composicdo quimica da biomassa, confirmando uma estrutura organizada na biomassa
lignoceluldsica bruta. A estrutura quimica das amostras mudou apos a aplicacdo dos pré-
tratamentos adotados; A cristalinidade da biomassa aumentou com base na severidade do pré-
tratamento, enquanto o grau de polimerizacdo diminuiu e a acessibilidade da celulose mostrou

melhorias.
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