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RESUMO

A biomassa vegetal tem se destacado como um produto renovavel e com elevado
potencial de utilizacdo. Um de seus componentes € a lignina e sua obtencéo, seja
qual for o método utilizado, provoca modificagdes na estrutura quimica original.
Neste contexto, este trabalho estudou a lignina de bagaco de cana-de-agUcar e
foi dividido em duas partes. A primeira parte € uma revisao bibliografica na qual
se apresenta a complexidade da biomassa lignocelul6sica, as caracteristicas da
estrutura da lignina, métodos de obtencdo e os desafios para utilizacdo mais
nobre do bagaco de cana. Na segunda parte, sdo apresentados dois estudos. O
primeiro estudo constitui a caracterizacdo da lignina enzimatica de bagaco de
cana-de-acUcar obtida no processo de producdo de etanol de segunda geracao.
Foram utilizadas técnicas como andlise elementar, TG, DSC, FTIR, XRF e
RMN de *C e 'H e analise S/G. O segundo estudo faz a anélise da lignina obtida
por diferentes métodos (Klason, Madeira moida e Alcali) de uma mesma
amostra de bagaco de cana, investigando as modificagbes causadas.
Inicialmente, a amostra de bagaco foi caracterizada por analise elementar,
extrativos, lignina total, volateis, cinzas, carbono fixo, holocelulose e
quantificagdo dos mondmeros siringil e guaiacil. Posteriormente, para as
ligninas isoladas, foram realizadas as técnicas de TG, DSC e FTIR. Dessa forma,
este trabalho visa contribuir com informac6es sobre a composi¢do quimica e
estrutura da lignina de bagaco de cana-de-agUcar, investigando as modificacdes
causadas pelos diferentes métodos de obtengdo dessa lignina, aumentando,
assim, 0s conhecimentos sobre um tema ainda tdo desafiador.

Palavras-chave: Biomassa. Hidrélise enzimatica. RMN.



ABSTRACT

Biomass has played an important role as a renewable product with high use
potential. One of its components is lignin and its isolation, regardless of the used
method, causes modifications in its original chemical structure. In this context,
this study evaluated the sugarcane bagasse lignin and was divided into two parts.
The first part is a bibliographical review, in which the complexity of the
lignocellulosic biomass, the characteristics of the lignin structure, the methods of
production and the challenges for a noble use of sugarcane bagasse are
presented. In the second part, two studies are presented. The first study focus on
the characterization of the enzymatic lignin of sugarcane bagasse, obtained in
the second-generation ethanol production process, using TG, DSC, FTIR, XRF,
BC and 'H NMR and S/G analysis. The second study analyzed the lignin
obtained by different methods (Klason, Milled Wood Lignin and Alcali) of the
same sample, investigating the modifications caused by the treatments. Initially,
the bagasse sample was characterized by elemental analysis, extractives, total
lignin, volatiles, ash, fixed carbon, holocellulose and the quantification of the
monomers syringyl and guaiacil. The isolated lignin materials were
characterized by TG, DSC and FTIR. Thus, this study aimed to contribute with
information on the chemical composition and structure of lignin from sugarcane
bagasse, investigating the modifications caused by the different obtention
methods for greater knowledge on a subject that is still challenging.

Keywords: Biomass. Enzymatic hydrolysis. NMR
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Na busca por melhor qualidade de vida, a sociedade atual exige uma
maior quantidade de recursos energéticos, alimentacdo e insumos em geral.
Diante de todo apelo ambiental, cada vez mais sdo estudados métodos e rotas de
substituicdo ou mesmo diminuicdo da dependéncia atual aos recursos fosseis
(WEILAND, 2017). A biomassa vegetal tem se destacado como matéria- prima
renovavel com alto potencial para substituir fontes fdsseis, principalmente
devido ao baixo impacto ambiental causado, grande potencial energético,
abundancia e baixo custo (HAMAWAND, 2016). Dessa forma, o
desenvolvimento de produtos e processos que sejam vidveis para o0 bom
aproveitamento dessa biomassa é de extrema relevancia (ADITIYA, 2016;
ZABED, 2016).

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agtcar do mundo e também o
primeiro a produzir aglcar e etanol de primeira e segunda geracao. Este Gltimo,
sendo produzido a partir do bagaco de cana-de-agUcar, residuo das usinas
sucroalcooleiras. O bagaco de cana-de-agclcar é um material lignocelul6sico
constituido por celulose, hemiceluloses e lignina, que representam a maior
porcao do carbono total fixado por fotossintese (ANTUNES, 2018; PAZUCH,
2017; SOUZA, 2016). Desses constituintes, a celulose e hemiceluloses sdo
importantes na producdo de etanol de segunda geracdo, j4 a lignina € um
subproduto, componente residual (SINDHU, 2016).

A lignina possui grande potencial energético e sempre atraiu o interesse
de pesquisadores, no entanto, suas transformagdes em outras matérias-primas e
insumos sdo dificultadas por possuir uma estrutura bastante complexa e

heterogénea, com Vvérios tipos de ligagcBes cruzadas (MOUSAVIOUN;
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DOHERTY, 2010). Modificacfes significativas na estrutura da lignina nativa
ocorrem durante o processo de extracdo (como na producdo de etanol de
segunda geracdo e de celulose e papel) tornando sua utilizagdo ainda mais
desafiadora. Em contrapartida possui uma grande variedade de potenciais
aplicacBes como: combustiveis, produtos quimicos, aditivos para tintas, reforco
para filmes de embalagens, nanocompésitos diversos, dentre outros (GOUVEA,
2017; SINDHU, 2016).

De acordo com o exposto, este trabalho tem por objetivo analisar a
composicao quimica da lignina do bagaco de cana-de-agucar obtida por hidrolise
enzimatica durante o processo industrial de producdo de etanol de segunda
geracdo, além de isolar e estudar a lignina de bagaco de cana-de-acUcar obtida
pelos métodos Klason, Madeira moida (MWL) e Alcali, investigando as
modificacdes causadas pelos diferentes métodos de isolamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cana-de-acUcar

A cana-de-acucar, classificada como graminea, é originaria da India e
foi introduzida no Brasil na época colonial, nos estados de Pernambuco e Séao
Paulo. A principio, originaria da espécie Saccharum officinarum L mas, com o
tempo, Vvarios outros hibridos foram produzidos com a ajuda de inovacgdes
tecnoldgicas resultando em varias espécies, as quais diferem entre si
principalmente quanto ao contetdo de fibras e acUcares e, desta engenharia
genética, emergiu a cana-de-aglcar conhecida no Brasil (BARRETO, 2017;
BICALHO, 2012; CARVALHO, 2013).

Esta planta se desenvolve bem em regides de clima tropical e
subtropical, encontrando, portanto, condi¢fes favordveis de plantio no pais.
Existem diferencas significativas entre os hibridos de cana-de-agucar, que sdo
influenciadas pelo cultivo, tipo de solo, periodo vegetativo, sistema de colheita e
clima. A dureza da cana, sua densidade e a composi¢do da fibra variam de
espécie para espécie, 0 que pode afetar o comportamento no processo de
extracdo. Muitos produtos podem ser preparados a partir da cana-de-aglcar e 0s
principais representantes sdo alcool e acucar (BICALHO, 2012; GOMES, 2017).

Por muitos anos, a cana-de-aglcar permaneceu sem muitas
modificagdes, mas em 1970 foi criado o Programa Brasileiro do Alcool, o
Proalcool, provocando aumento da area cultivada com cana no Brasil que é o
maior produtor e exportador da atualidade (GOMES, 2017; PAZUCH, 2017) e
pioneiro na produgdo de aglcar e etanol da cana, conquistando cada vez mais
mercado com o uso do biocombustivel como alternativa energética. Com isto,
sdo geradas milhares de toneladas de residuos lignocelulésicos (bagago de cana)
anualmente (CARVALHO, 2013; PANDEY, 2000).
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O bagaco de cana-de-agUcar é subproduto do processo de producédo de
etanol, dito de primeira geracdo, que utiliza o caldo para producdo do
biocombustivel. Depois da extracdo do caldo, 0 bagaco de cana possui em sua
constituicdo: fibras, agua e uma pequena porcentagem de solidos dissolvidos
(FIORELLI et al., 2011; SANCHEZ et al., 2010). Em média, 50% de umidade,
2% de sdlidos soltveis em agua, 46% de fibra (32 — 50% de celulose, 19 — 25%
de hemiceluloses e 23-32% de lignina) e 2% de cinzas sdo encontrados em sua
constituicdo ((BIDLACK, 1992; CARVALHO, 2013).

A fibra do bagaco que é constituida de celulose, hemiceluloses e lignina,
tem composigdo quimica variada dependendo dos fatores observados como tipo
de solo, técnicas de colheita, dentre outros (PANDEY, 2000). Grande parte do
bagaco produzido é utilizada no aquecimento de caldeiras para geracdo de
energia elétrica para a propria usina, a bioeletricidade. Atualmente, o bagago de
cana tem sido alvo de varios estudos visando seu potencial energético no que diz
respeito a producdo de etanol de segunda geracdo (BRASIL, 2018; SINDHU,
2016; SOARES, 2017).

O etanol de segunda geracdo € obtido a partir da biomassa
lignocelulésica, em etapas que incluem pré-tratamento e reacdo de hidrdlise,
sendo possivel disponibilizar agucares que, ao serem fermentados e destilados,
resultam no biocombustivel. Este apresenta algumas vantagens em relagdo ao
etanol de primeira geragdo convencional, tais como abundancia e baixo preco da
matéria-prima, um residuo com baixo valor comercial. Assim, o aumento da
producdo de etanol a partir de matéria-prima lignocelulésica é de fundamental
importancia para estabelecer um futuro de energia sustentavel e funcional em
termos empresariais, ja que a usina teria autonomia em decidir produzir etanol
de segunda geracdo ou bioeletricidade baseando-se no mercado, ou quando for
conveniente @ mesma (NAIR, 2017; NIGAM; SINGH, 2011; SOUZA, 2018).
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Pesquisas abordando etanol lignocelulésico comecam a produzir efeitos
e, de forma gradativa, tornam realidade os avangos tecnoldgicos com novas
rotas, novas fontes e processos. Isso demonstra que sua producdo em larga
escala e consolidacdo como rota vidvel estd cada vez mais proxima (RASTOGI;
SHRIVASTAVA, 2017; VAID; NARGOTRA; BAJAJ, 2018). No processo de
producdo do etanol de segunda geracdo utilizam-se a celulose e hemiceluloses
contidas no bagaco de cana e, como subproduto, a lignina que possui também
grande potencial de utilizacdo para diversas aplicagbes. Mas, para sua utilizagéo
torna-se necessario conhecimento de sua real estrutura para aproveitamento de
todas as caracteristicas do material (LASKAR, 2013).

2.2 Composic¢do Quimica da Biomassa

Biomassa vegetal ¢ a quantidade total de matéria organica, viva,
presente em uma area, ecossistema ou populacdo. Alguns exemplos sdo lenha,
residuos de serrarias, carvao vegetal, bagaco de cana-de-agucar, dentre outros
(BIDLACK, 1992; SARKER, 2017). A biomassa lignocelulésica é constituida
por celulose, hemiceluloses e lignina como subunidades principais e, em menor
proporcdo, componentes de baixo peso molecular, tais como: compostos
organicos (extrativos) e constituintes inorganicos (minerais). A quantidade dos
componentes na biomassa é influenciada por uma série de fatores, tais como
espécie, idade, origem, parte da planta da qual sdo extraidos, tipo de solo e
temperatura, dentre outros (ALMEIDA, 1988; FENGEL; WENEGER, 1989;
SARKER, 2017).

A celulose é uma substancia existente nos vegetais que pode ser
definida como um abundante biopolimero sintetizado por todas as plantas,
incluindo as chamadas ndo madeiras, como por exemplo, 0 babagu, grama e

residuos agricolas como o bagaco de cana-de-agucar (KRISHNAMACHARI;
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HASHAIKEH; TINER, 2011). E um homopolimero linear composto por

unidades de D-glicopiranose (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura quimica tridimensional da D-glicopiranose.

Legenda:

Cinza = Carbono
Vermelho = Oxigénio
Branco = Hidrogénio

Fonte: Do Autor (2018).

Ligacdes glicosidicas 3 (1,4) conferem a cadeia uma conformacao linear
(encontrada nas formas cristalina e amorfa), de forma a conferir resisténcia,
rigidez e flexibilidade as fibras (Figura 2). Sua formula é (CsH10Os),, cujo valor
de n, normalmente, fica entre 100 e 800. Apesar de constituir fonte natural, a
celulose ndo é encontrada na forma pura, uma vez que se mostra associada a
outros polissacarideos como amido, pectina, além das hemiceluloses e lignina
(ANDRADE, 2008; SINDHU, 2016; SOLOMONS, 1996).

Figura 2 - Estrutura linear da fragdo celuldsica de materiais lignocelul6sicos.

OH OH
H\:\"‘-O 1T HO H}"‘O I H

Fonte: Franchetti e Marconato (2006).

As hemiceluloses sdo classificadas como heteropolissacarideos (Figura

3) que atuam como um elo intermediario entre a celulose e a lignina, formada
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basicamente por pentoses e hexoses (xilose, raminose, arabinose, glicose,
manose e galactose), &cidos urbnicos (&cidos 4-O-metilglucurdnico e
galacturdnico) e radicais acetila. Podem ser lineares ou ramificadas, sdo amorfas
e possuem baixo peso molecular (SAHA, 2003; SOLOMONS, 1996).
Diferentes biomassas podem apresentar quantidades e tipos de aglcares de
hemiceluloses variadas. No bagaco de cana, por exemplo, o principal acUcar
constituinte das hemiceluloses é a xilose (LIMAYEM; RICKE, 2012;
SARKER, 2017).

Figura 3 - Estrutura tridimensional de monossacarideos que formam as
hemiceluloses.

PENTOSES HEXOSES ACIDOS DESOXI-HEXOSES
HEXENURONICOS

P

B-D-Xilose B-D-Glicose B-D-Glucurénico a-L-Raminose
a-L-Arabinopiranose B-D-Manose a-4-OMetilglucurdnico  a-L-Fucose

Legenda:
Cinza = Carbono
) ) ! Vermelho = Oxigénio
) , Branco = Hidrogénio

o-L-Arabinofuranose a-D-Galactose  a-D-Galacturdnico
Fonte: Adaptado de Fengel e Wegener (1989).
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A lignina é um complexo molecular constituido por aneis aromaticos,
com estrutura tridimensional, ramificada e amorfa. Encontra-se na parede celular
vegetal associada aos agUcares de hemiceluloses por ligacGes covalentes,
atuando como um componente ligante entre as células. E formada pelos
precursores principais p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S) (Figura
4), unidades basicas de fenil-propano, em quantidades variadas (BARBOSA,
2008; FENGEL; WEGENER, 1989; GOUVEA, 2017).

Figura 4 - Estrutura tridimensional dos precursores primarios da lignina.

p-hidroxifenila (H) guaiacila (G) siringila (S)

Legenda: Cinza = Carbono/Vermelho = Oxigénio/Branco = Hidrogénio

Fonte: Adaptado de Barbosa (2008).

2.3 Lignina

A palavra “lignina” vem do latim lignum, que significa madeira. Esta
desempenha fungdo multipla que é essencial para a vida da planta, como
transporte interno de agua, nutrientes e metabolitos, confere rigidez as paredes
celulares e nas partes lenhosas, atuando como agentes de ligacdo permanente
entre as células, gerando uma estrutura composta excepcionalmente resistente ao
impacto, & compresséo e a flexdo (SARKANEN; LUDWIG, 1971).
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E um polimero derivado de unidades de fenilpropandides (guaiacil,
siringil e p-hidroxifenil), repetidas de forma irregular, ligadas aleatoriamente e
gue tém sua origem na polimerizacdo desidrogenativa do alcool coniferilico.
Tem natureza aromatica, amorfa, complexa, e faz parte da parede celular e da
lamela média dos vegetais (CARVALHO, 2009; FENGEL; WEGENER, 1989;
SALIBA et al., 2001).

A estrutura da lignina pode variar dependendo do tipo de material
lignoceluldsico em questéo, pois o percentual de cada uma das trés unidades (H,
G e S) sofre variagdes de um material para outro. De uma forma geral, madeiras
mais macias possuem uma maior quantidade de unidades guaiacila (G),
enquanto em madeiras mais duras ha um balanco entre unidades guaiacila e
siringila (G e S). Em gramineas, como o bagaco de cana-de-agUcar, encontram-
se unidades p-hidroxifenila (H), além das outras duas, sendo estas, classificadas
como HGS contendo, em sua maior quantidade, unidades p-hidroxifenila
(FUKUSHIMA; HATFIELD, 2003; KAl et al., 2016).

A Figura 5 mostra a estrutura quimica parcial da lignina de gramineas e

as ligagdes quimicas que podem ser formadas entre os monémeros.
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Figura 5 - Estrutura quimica hipotética da lignina e ligagdes presentes.

Fonte: Carvalho (2009).

E o segundo polimero natural mais abundante na natureza depois da
celulose. E dificil estabelecer a constituicdo da lignina na sua forma natural, pois
além da complexidade de sua formacdo, esta sofre modificacbes estruturais
durante seu isolamento (extra¢do) (LASKAR, 2013; SALIBA et al., 2001). Em
sua forma natural (protolignina) ela possui coloracao clara, mas, ap6s tratamento
acido ou basico, assume cor marrom claro ou escuro dependendo do método de
isolamento (WANG et al., 2016).

A lignina extraida ainda permanece limitada a ser transformada em
produtos de baixo valor agregado tais como dispersantes ou agentes de ligacéo.

A lignina gerada a partir dos processos de celulose e papel é comercialmente
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utilizada, mas, seu principal aproveitamento em usinas sucroalcooleiras ainda é
como fonte de energia pela queima. Dessa forma, existe forte tendéncia mundial
de estudos que apresentem um aproveitamento mais nobre, criativo e lucrativo
de valorizar o carbono contido nos residuos de lignina (LASKAR, 2013;
SINDHU, 2016).

2.4 Métodos de extracdo da lignina

Existem varios métodos de extracdo de lignina, mas, devido a
complexidade dos materiais lignoceluldsicos, sua obtencéo pode ser considerada
desafiadora. Todos os métodos de extragdo, devido a reacdes de condensacao e
oxidagdo que ocorrem durante 0s processos, provocam alguma modificacéo
estrutural, afetando as propriedades fisicas da estrutura original (PASQUINI et
al., 2002). Dessa forma, nenhum método é realmente eficaz no isolamento da
lignina na sua forma nativa, os extrativos devem ser removidos da amostra antes
de isolar a lignina a fim de evitar/minimizar as reagdes durante 0 processo;
mesmo assim, 0 processo provoca degradacdo progressiva da estrutura
polimérica a fragmentos menores, dificultando a determinacdo da sua estrutura
real (JOHN; THOMAS, 2008).

Alguns métodos de extragdo sdo consolidados, como os processos Kraft,
utilizado nas industrias de papel e o processo com soda, utilizado para remover a
celulose de residuos da agroindstria, como o bagaco de cana (DOMINGUEZ-
ROBLES, 2017; MOUSAVIOUN; DOHERTY, 2010). Dos varios métodos
utilizados, o isolamento é considerado aquele que provoca menos modificacGes
na estrutura da lignina e, o material obtido desse procedimento é classificado
como residuo, como derivado ou como extrativo (SALIBA et al., 2001). Os
principais métodos citados na literatura para obtencdo da lignina sdo

apresentados na Quadro 1.



Quadro 1 - Métodos de extragdo de lignina.

CONCEITO

TRATAMENTO |

PREPARD

Lignina come residuc

Hi50a Ligrina Klasan
HzS04HEr Ligrira Runkel
Hidrélise acida das HCl Ligmina Willstatier
palissacaridecs HEIf HaS Ligrira Halie
HF Ligniria de deido Auosrfidrien
[mldlalalalal ] Ligrina de dcide tifluoroacéticn
Ouidagdo daos polissacarideos MaiHziDe Lignina Periodatn

Hidrdlize/dissolusio das
palissacarideas

Lignina cuaxam

M/ HzS04fCu[MHals{ CH]z

Ligrina euprosam

Ligrina cupramaniaeal

Lignina por dissalugin

Menhuma reacSs entre a ligning
&0 Loluente

ExtracEo poc dlenal

Ligrina Brauns (lighina nativa)

Moagem em rmoinho vibratdho -
extragio em diokana/HzO

Ligrina BjorkrnanfLignina de madeira
rrvida (AWWL]

Mnagem e meinha de balas -
extraeEo - disgelucBo am HaO -
MaSCMCabeCH2OH - DMF

Lignina de rradeira raoids em moinbs
de balas {EMWLY

Trataments par furgas de podrid3a
marrom

Lignira likerada erpimaticarnente
{ELL, EIL}

Moagern, rataments entimatien -
extracio em salsente

Lignina de enzimas eeluloliticas (CEL)

Ligmina O ganosiahs

Reagdio entre a lignina e a
salvente

Aleosl Ol Lignina aleadlics
DioxanayHO Ligrina de acddlise/dicwano
CHaCFH M Clz Ligrina de scido acético
H5SCHa OO H fHO Lignina de dcide tinghicdlica
Fenal/HO Ligrina fendliea
Hidrogenagio suave Lignina de hidrogendlise

HidragenacSs hidroprdticn

Lignina hidrapratica

Derivadod de reagentes inorginicos

Geralmente proceitans de
polpacSa

sulfita/bssulfite

Lignosiulfonadas

MNaH Lignina alcalina
Maz5fMasH Tielignina
MadH/ Mazs Lignina Kraftfsulfate

Fonte: Quinelato (2016).

O método Klason utiliza H,SO, concentrado (72%) para hidrolisar os
polissacarideos, sendo a lignina obtida como residuo (GOMIDE; DEMUNER,
1986; YANG, 2014). O processo alcali utiliza hidroxido de sodio e, durante o
tratamento, sdo liberados produtos solGveis que sdo separados ao final da reacéo

e, nesse caso, a lignina é obtida como derivado (MENEZES, 2017,
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MOUSAVIOUN; DOHERTY, 2010). A lignina é obtida como extrativo quando
sdo utilizados solventes organicos. Esse processo pode ser classificado em trés
classes: lignina nativa, de madeira moida e enzimatica. A lignina de madeira
moida ou Milled Wood Lignina (MWL) é uma das mais estudadas, uma vez que
sofre somente pequenas modificagdes em sua estrutura durante o processo de
extracdo, mantendo as caracteristicas da estrutura original. Neste processo, 0
material é triturado com tolueno, posteriormente, adicionada uma solucdo de
dioxano/agua (9:1) e, por fim, a lignina é precipitada com solucdo A&cida
(BALAKSHIN, 2011; TARMADI, 2017).
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ABSTRACT

Lignin is a natural polyphenol occurring in the cellular wall of lignocellulosic
materials, such as sugarcane bagasse. Because of its varied composition and
complex and reticulated structure, the characterization of lignin is challenging.
The large-scale production of lignin in Brazil, as a by-product from paper and
cellulose industry, and most recently, from ethyl alcohol plants, increases the
relevance and importance of studies related to lignin. Therefore, in the present
work, industrial lignin obtained from carbohydrates of sugarcane bagasse
enzymatic hydrolysis (LSC) was analyzed by the following techniques: TG,
DSC, FTIR and *C and 'H NMR. The characterized LSC presents
approximately 3% of ash content. Atomic absorption and X-Rays
fluorescence analyses showed the presence of small amounts of derivatives,
such as Fe, Ca, Zn, K, and Cu. NMR spectroscopy data indicated that di-,
tri- and tetrasubstituted aromatic units are present in the material. Moreover,
the NMR spectra showed that there are 0.73 methoxy groups for each phenolic
fragment. The calculated S/G ratio was equal to 2.09, which indicates the
predominance of S in relation to G groups. The following Ce-formula
Co.00Hs70356 (OCH3) was obtained.

Keywords: Biomass, Lignocellulosic materials, NMR, Hydroxyphenyl units,

Co-formula, By-products.
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INTRODUCTION

Brazil is the largest biomass producer in the world, including sugarcane
bagasse and straw from residues of sugar and alcohol plants®, which is primarily
constituted of cellulose, hemicelluloses and lignin. Cellulose and hemicelluloses
are considered noble materials and are largely used in paper production, food
and pharmaceuticals industries, and, more recently, in the production of ethyl
alcohol. Thus, hundreds of tons of lignin, which is the main byproduct of the
extraction of carbohydrates from vegetal biomass, are generated every year®*.

Moreover, to obtain this second-generation ethyl alcohol, the
carbohydrates enzymatic hydrolysis releases lignin as a byproduct. Lignin is
produced by the treatment with very specific cellulolytic enzymes, such as
cellulases. However, despite the high cost of these enzymes, the hydrolysis
process occurs under low temperature and pressure conditions, decreasing costs™
6.

Lignin is considered a tridimensional ramified and amorphous
macromolecule present in the cellular wall and in the middle lamella of vegetal
cells. It is constituted of several p-hydroxyphenyl (H), syringyl (S) and guaiacyl
(G) monomers, which are used for lignin classification’. The large number of
possible arrangements makes lignin a more complex material than cellulose and
hemicelluloses and, thus, it is quite difficult its conversion in more interest
economic materials.*®®

Lignin is also a high calorific value material, being a useful source for
energy generation'®. Moreover, lignin has been recently used as a source for new
materials production, such as films for foods packages', nanomaterials,

14-15

cosmetics, pharmaceuticals'™, fuel as hydrocarbons'™®, and membranes for

lithium batteries'®. Therefore, the knowledge of the lignin structure would allow
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and make easier its conversion to a large number of products, which nowadays
are most obtained from petrol.

The need for less polluting processes using renewable and sustainable
materials give rise to technologies that uses biomass (agriculture residues that
cannot be used as food) as starting materials and to enzymatic processes, which
in fact are specific and less polluting. Thus, the present work aims to
characterize the lignin that is obtained as a byproduct from the sugarcane
bagasse carbohydrate enzymatic hydrolysis process, derived from a second-

generation ethyl alcohol plant.

MATERIAL AND METHODS

1. Material

The lignin used in this study was obtained by the enzymatic hydrolysis
of sugar cane bagasse (second generation ethanol production process) provided

by the company “Raizen”, which operates in Sdo Paulo - SP, Brazil.

2. Characterization of lignin from sugarcane bagasse (LSC)

The superior calorific value was determined according to the American
ASTM D method"’, using a digital calorimeter (IKA C-200 model).

The thermogravimetric analyses were carried out in the 25 °C to 900 °C
temperature range, under nitrogen atmosphere or synthetic air (both at 50 mL
min™), with a heating rate of 10 °C min™, using a Shimadzu DTG-60AHA
thermomechanical analyzer. The amount of sample used for the pyrolytic

analysis and for the burning experiments was 13 mg and 5mg, respectively.
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The calorimetric analysis was performed in the 25 °C to 500 °C
temperature range, with a 10 °C min™ heating rate, under nitrogen atmosphere
(50 mL min®) in a Shimadzu ca-60Ab, using ca. 8 mg of lignin.

The point of zero charge (pHpzc) was determined by the pH drift
method, according to Simsek (2016)*. Portions of ca. 0.1 g of LSC were mixed
with 50 mL of 0.1 mol L™ KNO; previously boiled for 5 min in order to remove
the carbon dioxide. The initial pH values of the solutions were adjusted to 2.0,
4.0, 6.0, 8.0, and 10.0 by the addition of 0.10 mol L™ NaOH and 0.10 mol L*
HCI. The mixtures were stirred during 24 h at 150 rpm (room temperature) and
filtered. The filtered solution from each mixture was degassed for 2 h with N,
and the pH was measured (final pH). The LSC pH,,. was obtained by plotting
initial pH vs. final pH.

Syringyl and guaiacyl monomers from LSC were obtained from the
HPLC quantitative analysis, as adapted from the procedure described by Lin &
Dence (1992)*. The sample was oxidized with nitrobenzene and transferred to a
50 mL volumetric flask and its volume was adjusted with anacetonitrile/water
solution (1:1 v/v). This solution was filtered through a 0.45 pum regenerated
cellulose membrane in order to remove the high molecular weight compounds
and after, the chromatographic analysis was performed for the quantitative
determination of syringyl-guaiacyl derivatives from the oxidation process. A
Shimadzu CBM-20A equipped with a UV-SPD-20A detector at 280 nm, with a
LC-18 column, furnace at 40 °C and 10 pL samples was used for this analysis.
Elutions with acetonitrile/water (1:6 v/v) at 1.0 mL min™ rate were performed
and the pH was kept at 2.6 with the use of trifluoracetic acid (5%). The
analytical plots were built with vanillin standard solutions at the following
concentrations: 0.10, 0.15, 0.21, 0.30, 0.50, 0.75, and 1.50 mmol L™ for the

guaiacyl unit derivatives, and syringaldehyde standard solutions at: 0.22, 0.33,
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0.47, 0.66, 1.10, 1.65, and 3.30 mmol L™ for the syringyl unit derivatives. All
solutions were prepared with acetonitrile/water (1:1 v/v) mixture.

The lignin was also analyzed through its infrared spectra using a
Shimadzu FTIR IRAffinity-1 spectrometer. The following conditions were used:
KBr disc, 32 scans, at resolution of 4 cm™ in the range of 4400 to 400 cm™.

The ash content was obtained according to the American ASTM - E
method® and the purity grade was determined using the Klason method®. X-
Ray fluorescence analysis was performed in a dispersion wavelength sequential
Shimadzu X-Ray 1800 spectrometer, equipped with rhodio X-rays source, 40
KV and 95 mA, under vacuum, with a rotating sampler. A continuous scanning
at 8° min™® and 0.1° steps was performed. The detection channels for Ti-U
spectra were scanned from 10 to 90° (2 ©), using a LiF (200) diffraction channel
and scintillation detector (SC). Scanning from 90 to 140° (2 ©) was applied for
K, Ca, Sn and Cs at LiF (200) diffraction channel with a proportional flux (PCF)
detector. Further scan mode 108-114° (2 ©), Ge diffraction channel and
proportional flux (PCF) detector was used for S. The presence of C, H and O in
the sample matrix were taken into account for the mass balance. The semi-
guantitative results were obtained by the Fundamentals Parameters method.

LSC atomic absorption spectra for P, K, Ca, Mg, S, Cu, Mn, Zn and Fe
were obtained using a Varian SpectrAA 110 instrument.

The sample elemental analysis was performed as a complementary data
for the NMR results. The C, H and N percentages were obtained using a Perkin
Elmer CHN 4200 simultaneous analyzer. The oxygen content was calculated as
the remaining element, after discounting the ash content.

The NMR spectra were acquired using a Bruker Avance Il spectrometer
11.74 T operating at a frequency of 499.87 MHz for H and at 125.71 MHz for
¢, using 40 mg of the sample in 0.7 mL deuterated dimethylsulfoxide solution

(DMSO-dg). All chemical shifts were referenced to internal tetrametylsilane
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(TMS). The lignin *H spectrum was recorded at 27 °C with 32 K data points and
60 K scans, using a 11.75 pus pulse with 1s pulse delay. A detailed '"H NMR
spectrum was acquired with 0.49 sacquisition time, 6.4 ms pulse and 5 s pulse
delay. Then, a DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)
experiment was performed for the carbon signal assignments, at 24 °C, using 32
K data points, 14 K scans and 0.49 s as acquisition time. The main spectra were
obtained with 90° and 135° pulses and the subspectra for CH, CH, and CH;
were analyzed according to Chen and Robert (1988)%. In addition, a Solid-state
Cross-Polarization Magic Angle Spinning (CPMAS) spectrum was obtained for

the studied sample using a Bruker Avance |1+ 400 MHz spectrometer.

RESULTS AND DISCUSSION

The superior average calorific value determined for LSC was 6297
cal g*, with a fluctuation coefficient of 0.36%. This value is considered
high when compared to the superior average calorific value found for wood
(4000-5000 cal g™*)**** and for sugarcane bagasse (4274 cal g™)*. This may
be due to the fact that the C/O ratio for lignin is approximately ca. 4.5,
while the carbohydrates cellulose and hemicelluloses have a C/O ratio of
approximately ca.1, which means that the lignin structure presents higher
amounts of carbon atoms.

The thermal stability of the lignin was investigated by
thermogravimetric analysis (TG/DTG). Figures 1 and 2 show the curves
obtained in N, and synthetic air, respectively. In the pyrolysis reaction (Figure
1), the first significant loss of mass occurs from 30 °C to 78 °C, corresponding
to nearly 5% of sample dehydration. From 200 °C to 500 °C, the degradation of
the material occurs with approximately 44% mass loss, which in the DTG curve

indicates DTG around 355 °C. The degradation products are oxygen
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compounds of low molecular mass, such as organic acids and derivatives of
phenolic compounds formed by the fragmentation of the lignin macromolecule
(DOMINGUEZ-ROBLES, 2017). Above 355 °C, the degradation occurs more
slowly. This behavior is similar to that observed by Dominguez-Robles (2017)
in lignin samples from wheat straw and barley, extracted by the alkali process
with sodium hydroxide, which had an initial degradation temperature of 220 and
207 °C, higher than the lignin of this study. The greatest mass loss occurred at
342 °C for wheat straw and at 310 °C for barley. Lignin is a polymer that is
more thermally stable and more difficult to decompose compared to the other
two fractions found in lignocellulosic materials (cellulose and hemicelluloses).

TG (%) DTG (%)
100

0,0000
80

-0,0001

Weight

-0,0002

Derivate (%/min)

- -0,0003

0 r r r -0,0004
0 200 400 600 800
Temperature (°C)

Figure 1. (a) TG and DTG plots for LSC in N, (12.966 mg).

In the combustion reaction (Figure 2), it is shown that the sample
presents thermal stability until near 200 °C, and after this temperature, the
degradation process takes place. The sample is fully decomposed at about 400
°C. A similar behavior was observed by Nair et al. (2014)*® and Yang et al.
(2015)*°, who investigated original and nanoparticulated grass lignin. The

pyrolysis without oxygen led to a slower and gradual mass loss (from 200 °C to
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800 °C), while the combustion in the presence of oxygen resulted in a faster
process (from 200 °C to 400 °C).

TG (%) DTA (uVv)
100 - 600

75 4
- 400
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25 4

0 200 400 600 800
Temperature (°C)

Figure 2. LSC TG and DTA in synthetic air (6.495 mg).

In the lignin DSC graph (Figure 3), an endothermic event at 70 °C due
to the latent heat from water loss and an exothermal event near 400 °C due to
lignin pyrolysis (decomposition reactions and aromatic rings condensation) are
observed®. The LSC sample purification (91.3% purity grade), after cellulose
and hemicelluloses were removed in the enzymatic process might have lead to a

shift of exothermal processes to higher temperatures®.
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Figure 3. LSC DSC in N, atmosphere (10.209 mg).

The point of zero charge analysis for LSC (pHpzc), shown in Figure
4, resulted in a pHpzc value of 4.23. Thus, for medium pH values higher
than the pHpzc, lignin predominantly presents a negative charge whereas for
values smaller than pHpzc it tends to present a positively charged surface.
This is relevant for applications where positive and negative superficial

charges may affect the results.
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Figure 4. LSC point of zero charge (pHpzc).

The quantitative determination of the monomeric units present in the
lignin led to concentrations of 4.213 mg L™ for syringyl (S) and 2.0162 mg L™
for guaiacyl (G), giving a S/G ratio of 2.09. The studied lignin is an H-G-S type
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grass, which is composed of p-hydroxyphenyl group (H) and guaiacyl (G) and
syringyl (S) units. From the literature, it is concluded that grass lignin has larger
amounts of H units****. A controlled degradation of lignin is important for the
polymers synthesis and also for the preparation of other products relevant to
chemical industries. The occurrence of larger amounts of H units, which do not
present a methoxyl group attached to the aromatic ring, allows the achievement
of reactions at positions 3 and 5 of the aromatic ring, as shown in Figure 5,

facilitating the occurrence of condensation reactions®3*.

R! = Hydrogen

R? e R® = Methoxyl (OCH3) or

lignin fragment. (condensation).

Figure 5. Phenylpropanoid structure of lignin primary precursors.

The LSC infrared spectrum is shown in Figure 6. The absorption band
assignments were performed by comparison with lignin derivatives and model
compounds spectra previously reported on the literature. Sugarcane is classified
as a graminacea grass, which is also used in the nomenclature of similar plants®
% The broad absorption at 3400 cm™ is due to OH groups, while the ones at
2920 cm™ (aromatic sp” CH) and at 2850 cm™ (aliphatic sp® CH) are assigned to
symmetrical and asymmetrical stretching bands®. At 1458 cm™ the bending
band for methyl groups CH is observed, while the band at 1219 cm™ is assigned
to synapyl and p-cumaryl groups (lignin primary precursors), and at 851 cm™ to

aromatic out-of-plane vibrations.
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Grass lignin obtained by alkaline extraction showed bands at 1510 e
1421 cm™, which were also found in this work and assigned to phenylpropane
units aromatic ring vibrations®’. The band at 1032 cm™ is related to aromatic C-
H bending and to carbohydrates C-OH, while the band at 1325 cm™ is due to C-
O bonds present in the S units. Yang et al. (2015)% investigated grass lignin
obtained from bioethanol through the enzymatic reaction for biocomposites
synthesis (as nanoparticles) by infrared spectroscopy. The authors found that the
grass lignin from bioethanol presented similar bands to the ones found in the
present work and bands at 1605 cm™ due to the aromatic ring and at 1116 cm™

related to the HGS type lignin.
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Figure 6. Fourier transform infrared spectrum of LSC (KBr).

The sugarcane bagasse lignin obtained through carbohydrates enzymatic
hydrolysis presents 3.0% ash content and 91.3% of purity grade. The inorganic
materials were determined by X-Rays fluorescence and atomic absorption. The

results are given in Table 1.
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Table 1. Inorganic components and CHO percentages found in LSC through X-
Rays Fluorescence (XRF) and Atomic Absorption (AA).

Method S Ca Fe Zn K Br Cu CHO

-------- %
XRF 062 0073 0066 005 0039 00035 ND  99.16
AA 062 <DL 0029 0007 003 ND 00020 ND

DL = detection limit; ND = not determined.

The small amounts of minerals may be attributed to growing residues of
the sugarcane plant, such as Fe, Ca, Zn, K, and Cu, detected by AA and XRF.
Their presence depends on soil, climate and environmental conditions®.

Elemental analysis resulted in values equal to 59.1% for carbon, 5.5%
for hydrogen, 0.81% for nitrogen, and 34.57% for oxygen. The results from
the elemental analysis were used together with the NMR spectroscopy data
for the determination of the minimum chemical formula of the studied
lignin.

The C NMR spectrum was obtained using the zppg30 pulse

sequence and it is shown in Figure 7.
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Figure 7. LSC **C NMR spectrum in DMSO-dg. Parameters: ns= 60K, td= 32K,
te= 300K, ag= 0.49s, d1 = 2s.

Nineteen signals were observed, presenting chemical shifts equal to
14.43, 24.97, 29.01, 29.21, 29.49, 34.15, 56.38, 60.54, 104.79, 115.80,
116.24, 125.74, 130.56, 144.66, 147.93, 148.33, 152.62, 160.10, and 168.43
ppm. The signals from 24.97 to 34.15 ppm were assigned to sp® methylene
carbon atoms, which agrees with the presence of phenylpropanoid units,
while the signal at 60.54 ppm probably corresponds to C-9 (Figure 7)
bonded to the oxygen atom. The signals at 24.97 and 34.15 ppm correspond
to C-7 and C-8, respectively. As it can be seen, C-7 is slightly more
deshielded due to the aromatic ring magnetic anisotropy.

The signal at 56.38 ppm is typical of a methoxyl group connected to
an aromatic ring, while signals at 105 to 150 ppm can be assigned to
aromatic ring carbon atoms. It was also noted the occurrence of di and

trisubstituted aromatic systems as 1,4 and 1,2,4 patterns, respectively.
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Tentative assignments of the signals for the trisubstituted unit led to signals
at 152.62 (C-1), 148.33 (C-2), 115.60 (C-3), 125.74 (C-4), 130.56 (C-5),
and 116.24 ppm (C-6). These assignments agree with the expected values
for the carbon atoms of such pattern. Other chemical shifts were also
assigned as follow: 160.10 (C-17), 130.56 (C-2’) and 115.60 ppm (C-3”) for
the 1,4 substituted ring. These assignments were confirmed by the DEPT -90
and DEPT-135 experiments (Figure 8).
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Figure 8. LSC **C NMR spectrum and the DEPT experiments.

Another possible explanation for the signal at 160.10 ppm can be
considered with another pattern of ring substitution. Low intensity signals
were also observed at 168.43 (C-17), 104.79 (C-2”), and 160.10 ppm (C-3”)
in the *C NMR spectrum, which could be attributed to a 1, 3, 4 and 5
substituted ring. These signals were also confirmed by the DEPT
experiments.

The solid-state CPMAS spectrum is shown in Figure 9. In this
spectrum, signals in between 24.76 and 44.43 ppm correspond to the

methylene carbon atoms of the C3 unit, while a signal at 55.79 ppm to the



43

methoxyl groups attached to the aromatic system. Signals between 104 and
160 ppm, not resolved, can be assigned to the sp? aromatic ring carbon
atoms.
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Figure 9. LSC solid sample *C NMR spectrum. Parameters: ns= 75K, td=
20K, te= 300K, ag= 0.034s, d1 = 2s.

The integration of the LSC 'H NMR spectrum allowed a semi-
guantitative analysis as shown in Figure 10 and Table 2, according to Chen,
Robert (1988)** and Gongalves (2000)%,
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Figure 10. LSC *H NMR spectrum showing the signals integration.

Table 2. LSC *H NMR data.

Chemical shift Assignments CHydlzogen
range (Arbitrary units) Area 452 53
2.16
Carboxylic acids and
9.00 - 12.00 aldehydes 0.06 0.39
6.25-7.90 Aromatic groups 0.15 0.97
5.75-6.25 Non cyclic benzyl groups  0.01 0.064
5.20 - 5.75 Cyclic benzyl groups 0.02 0.13
3.95-5.20 and . .
250 _355 Aliphatic groups 0.35 2.26
3.55-3.95 Methoxyl group 0.17 1.1
2.20-2.50 Aromatic acetoxy groups  0.01 0.064
1.60-2.20 Aliphatic acetoxy groups  0.02 0.13
Smallerthan1.60  \on oxygenated aliphatic 0.39
groups
Total 0.85 5.50

In the average molecular formula C49,Hs 5 O, 16, determined from the
elemental analysis, the presence of nitrogen was neglected and the amount

of oxygen was calculated by the exclusion of carbon and hydrogen atoms.
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The determined formula for the studied lignin corresponds to the structure
of hydroxyphenyl, named as Cg, which has six aromatic and three aliphatic
carbon atoms (alpha, beta and gamma) in the side chain (Figure 5). The
methoxyl group also occurs as shown in Table 2. Thus, the total area for the
hydrogen atoms (0.85) corresponds to 5.5 hydrogens, while 0.37 methoxyl
units (1.1/3) are found, leading to a new molecular formula
Cas5H44018(OCH3)o37, which was changed for Cg, resulting in
Co.00Hs.70356(OCH3)o73. These data are in agreement with values reported
by classical methods and by Gongalves (2000)%, who found 0.57 methoxyl
groups for each Cq unit. In the present work, the number of methoxyl groups

found for each Cq unit was 0.73.
CONCLUSIONS

The reported data in the present work led to relevant information on
lignin from carbohydrates of sugarcane bagasse (LSC) enzymatic hydrolysis, a
byproduct from second generation of ethyl alcohol production. This lignin is
very interesting since it presents a high purity, higher than 90%, low ash content
and high calorific value. This suggests that the studied lignin can be used
without further expensive purification processes. The calculated S/G ratio (2.09)
reveals a higher amount of syringyl than guaiacyl groups in the lignin structure.
The *C NMR spectrum in solution showed that di-, tri and tetra-substituted units
are present, which was confirmed by the solid-state CPMAS experiment. The
integrated 'H NMR spectrum together with elemental analysis data led to the
determination of the minimum molecular formula: Cg goHg 70356(OCH3)g.75. All
this information is relevant for the development of economically feasible
processes that aim at converting lignin to materials and products of higher

aggregated value. Thus, the present work can help to stimulate the
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production of cellulosic ethyl alcohol from sugarcane bagasse lignin and
also, the installation of biorefineries, as it occurred early when the ethyl
alcohol production (first generation) led to the arising of several sugar and

alcohol plants around the country.
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Resumo

O bagaco de cana-de-agucar € um subproduto do processo de producéo de etanol
de primeira geracdo, gerado em grande quantidade no Brasil e utilizado na
cogeracdo de energia. Um dos componentes deste é a lignina, uma subunidade
com funcdo importante no complexo lignocelul6sico. Recentemente, tem-se
observado grande aumento no interesse pela extracdo de lignina de biomassa
ndo-madeireira, como a cana-de-agucar, devido ao grande potencial de utilizagdo
e abundancia. Neste estudo foram analisadas as caracteristicas estruturais de
ligninas de bagaco de cana-de-agUcar isoladas pelos métodos Klason, Lignina de
Madeira Moida (MWL) e Alcali, obtidas de uma mesma amostra. Foram
realizadas as andlises de caracterizagdo do bagaco de cana-de-agUcar: analise
elementar, poder calorifico, umidade, densidade aparente e energética,
extrativos, cinzas, teor de lignina, carbono fixo e quantificacdo dos monémeros
S e G. As analises demonstraram concordancia com outros estudos sobre o
bagaco de cana. As ligninas obtidas pelos diferentes métodos de isolamento
foram caracterizadas por TG, DSC e FTIR. As informacGes obtidas apds o
isolamento apontaram resultados caracteristicos de cada lignina. Estas
informacdes podem contribuir com estudos sobre as modificagcbes causadas
pelos diferentes métodos de obtencdo da lignina e fortalecer futuros estudos
sobre a transformagdo desta matéria prima renovavel em produtos de maior

valor econdmico.

Palavras-chave: Klason, MWL, Biomassa, Lignina Alcali.
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Introducéo

O Brasil é o maior produtor de cana-de-aclcar do mundo e o primeiro a
produzir aclcar e etanol a partir dela, dessa forma, gera, anualmente, milhares de
toneladas de bagaco, residuo lignocelulésico com grande potencial de utilizacdo
(FIORELLE et al, 2011; SOARES, 2017; BRASIL, 2018). Entretanto, esse
residuo é utilizado, principalmente, como combustivel e na preparacdo de
adubos e ragdo, ndo existindo, ainda, tecnologias vidveis para obtencdo de
materiais e insumos de maior valor econémico a partir dele. Um dos
componentes do bagago de cana-de-acUcar que possui grande potencial de
utilizagdo € a lignina (CARVALHO, 2013).

A lignina é constituida por anéis aromaticos, unidades de
fenilpropanoide, formada pelos precursores principais p-hidroxifenila (H),
guaiacila (G) e siringila (S) em quantidades e sequéncias variadas
(SARKANEN, 1971, GOMES GOUVEA, 2017). Existem diferentes métodos de
extracdo da lignina a partir dos materiais lignocelul6sicos, porém, devido a
complexidade da sua estrutura, nenhum método consegue isolar a lignina em sua
forma nativa, sem provocar modificagfes na estrutura original. Portanto, cada
método diferente utilizado produz uma lignina diferente, modificada,
dificultando sua posterior conversdo e aplicacdo (PASQUINI et al., 2002;
JOHN; THOMAS, 2008).

Assim, estudos com foco na caracterizacdo de ligninas de bagaco de
cana-de-acUcar podem elucidar modificagfes causadas nas estruturas quimicas e
auxiliar na descoberta de novos métodos e tecnologias de conversdo desta
biomassa (AL ARNI, 2018). Métodos de extragcdo de lignina utilizados para
madeiras podem ser aplicados também em gramineas, como 0 bagaco de cana-
de-aclcar (BALAKSHIN, 2011; TARMADI, 2017). O método Klason, por

exemplo, remove os polissacarideos do material por reacdo de hidrolise &cida,
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sendo a lignina obtida como um residuo (GOMIDE E DEMUNER, 1986). J& no
processo de isolamento por extracdo com solvente, Lignina de Madeira Moida
(ou Milled Wood Lignin - MWL), sdo utilizados solventes organicos (tolueno,
dioxano, acetona, dentre outros) durante a moagem do material lignoceluldsico
em moinho de bolas, provocando pequenas modificacdes nas caracteristicas da
estrutura inicial (FENGEL; WEGENER, 1989). No método Alcali, hidroxido de
sodio é utilizado para liberar produtos sollveis que sdo separados por
precipitacdo, processo usado em polpacio (DOMINGUEZ-ROBLES, 2017;
MOREIRA, 2018).

O conhecimento da estrutura da lignina extraida ou isolada por
diferentes métodos é muito importante, ja& que pode ser utilizado como
ferramenta para explorar as potencialidades do bagaco de cana-de-agUcar e para
transformar as diferentes ligninas em produtos quimicos e biomateriais, além da
sua utilizacdo como fonte energética (bioeletricidade). Assim, este estudo
avaliou as caracteristicas de ligninas de bagaco de cana-de-agUcar isoladas pelos
métodos Klason, Lignina de Madeira Moida (MWL) e Alcali, todas obtidas de

uma mesma amostra.

Material e Métodos

Material

A matéria-prima utilizada neste estudo foi bagaco de cana-de-agucar
(Saccharum spp.) doado pelo alambique de cachaga Bocaina localizado na
Rodovia BR 265, km 349, Lavras, Minas Gerais. O material foi processado em
moinho de facas utilizando uma peneira com malha de aproximadamente 5,5
mm e, posteriormente, acondicionado para secagem a 60 °C, em condi¢fes de

umidade de aproximadamente 15%.
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Caracterizacdo do bagaco de cana

A quantificacdo dos componentes elementares carbono, hidrogénio,
nitrogénio e enxofre, foi realizada em triplicata, num analisador universal
Elementar, modelo Vario Micro Cube. Foram utilizados os gases hélio, como
gas de arraste e oxigénio para ignicdo. A massa de cada amostra seca utilizada
foi de aproximadamente 2 mg, que foram acondicionados em capsula de estanho
e incinerados a 1.200 °C. A quantificagdo do elemento oxigénio foi realizada por
diferenca.

As anélises instrumentais do bagago de cana-de-agucar foram realizadas
em triplicata. A determinacdo do poder calorifico superior (PCS) foi realizada
segundo a norma ASTM E711-87 (ASTM, 2004) em calorimetro digital modelo
IKA C-200, utilizando 0,3 g de amostra com granulometria de 40-60 mesh,
secas em estufa a 103 + 2 °C até massa constante antes da determinacdo. O
poder calorifico inferior e atil (PCI e PCU), foram calculados segundo Faria et
al. (2016), e as Equagdes 1 e 2 mostram o célculo matematico utilizado:

PCI = PCS — (600 X 9 X H/100) (1).

Em que:
- PCI: Poder calorifico inferior (kcal kg™);
- PCS: Poder calorifico superior (kcal kg™):

- H: Teor de hidrogénio (%) obtido na analise quimica elementar.

PCU=PClx =% —(6xUbu) @).
Em que:

- PCU: Poder calorifico (til (kcal kg™);



- PCI: Poder calorifico inferior (kcal kg™);
- Ubu: Umidade na base umida (%).
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As umidades do bagaco de cana, na base seca (Ubs) e base imida (Ubu),
foram determinadas de acordo com a norma DIN EN 14774-1 (DEUTSCHES
INSTITUT FUR NORMUNG, 2010a), em estufa a 105 + 2 °C, utilizando as

Equacdes 3 e 4:

mu—ms

Ubs = x 100

ms

Em que:
- Ubs: Umidade na base seca (%);
- mu: massa de biomassa Umida (g);

- ms: massa de biomassa seca em estufa (g).

mu—ms

Ubu = x 100

Em que:
- Ubu: Umidade na base imida (%);
- mu: massa de biomassa imida (g);

- ms: massa de biomassa seca em estufa (g).

(3).

(4).

A determinacdo da densidade aparente (DA) foi realizada em condicoes

ambientes de temperatura e umidade relativa. Uma proveta de 1000 cm?® foi

preenchida com o bagaco de cana-de-agucar e pesada com precisdo de 0,1 g. O

valor da DA foi obtido dividindo-se a massa obtida na pesagem pelo volume da

amostra (1000 cm®).
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A densidade energética superior (DES), densidade energética inferior
(DEI) e a densidade energética util (DEU) foram obtidas multiplicando a
densidade aparente pelo poder calorifico superior, inferior e (til,
respectivamente.

Os extrativos foram determinados em solucdo de etanol/tolueno 1:2
(v/v) de acordo com norma NBR 14853 (ABNT, 2010). A lignina total (soltvel
e insollvel - Método Klason) foi determinada segundo Gomide e Demuner

(1986). A holocelulose foi obtida por diferenca como mostrado na Equagéo 5.

HOL =100 - EXT - LT - CZ (5).

Em que:

- HOL.: Holocelulose (%);
- EXT: Extrativos (%);

- LT: Lignina total (%);

- CZ: Cinzas (%).

A caracterizacdo quimica imediata, quantificando a composi¢do de
materiais volateis, cinzas e, por diferenca, carbono fixo foi determinada de
acordo com a norma ASTM D1762-84 (AMERICAN SOCIETY FOR
TESTING MATERIALS - ASTM, 2007). O teor de carbono fixo foi
determinado por diferenga.

A andlise quantitativa dos monémeros siringil e guaiacil foi feita por
oxidagdo com nitrobenzeno de acordo com procedimentos descritos por Lin e
Dence (1992) com adaptacbes. A cromatografia foi realizada em aparelho
Shimatzu CBM-20A, equipado com detector UV-SPD-20A, operando em
comprimento de onda de 280 nm. Foi utilizada coluna LC-18, temperatura do

forno de 40°C e volume de injecdo das amostras de 10uL. A fase movel
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utilizada foi acetonitrila/agua (1:6 v/v) com fluxo de 1,0 mL/min, ajustando do
pH em 2,6 com &cido trifluoracético 5%. Para obtencéo das curvas de calibragéo
foram utilizadas solucBes padrdes de vanilina nas concentra¢bes 0,10; 0,15;
0,21; 0,30; 0,50; 0,75 e 1,50 mmol/L para os derivados das unidades de guaiacil
e solucBes padrdo de siringaldeido nas concentragdes de 0,22; 0,33; 0,47; 0,66;
1,10; 1,65 e 3,30 mmol/L para os derivados das unidades de siringil. As solucdes

foram preparadas em mistura de acetonitrila/agua (1:1 v/v).

Extracéo de lignina de bagaco de cana-de-agUcar

Método Klason (LKL)

A lignina foi obtida pelo método Klason de acordo com metodologia
proposta por Gomide e Demuner (1986) com a amostra de bagaco de cana-de-
acucar livre de extrativos. Os extrativos foram obtidos utilizando-se solucgdo de
etanol:tolueno 1:2 (v/v) de acordo com a norma TAPPlI T 204 cm-97
(TECHNICAL ASSOCIATION OF THE PULP AND PAPER INDUSTRY -
TAPPI, 1997). Apds a extracdo a amostra foi acondicionada em cadinhos
previamente forrados com oOxido de aluminio e secos na estufa a
aproximadamente 105 °C até peso constante. O volume de 3 mL de &cido
sulfdrico 72% (10 a 15 °C) e 0,3 g de bagaco de cana-de-agucar foram colocados
em tubo de ensaio. Estes foram colocados em banho Maria a 30 °C por uma
hora. Logo apo6s, foram transferidos para frascos com capacidade de 100 mL e
lacrados. Os frascos foram aquecidos a 120 °C por um periodo de 60 min. O
contetdo foi filtrado & vacuo e colocado em cadinhos com Oxido de aluminio.

As amostras foram secas a 50 °C por 24 h, guardadas em dessecador.
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Lignina de madeira moida (MWL)

A lignina foi obtida de acordo com Bjorkman (1956) e Balakshin (2011)
com adaptacGes. O isolamento foi realizado com a amostra livre de extrativos. A
extracdo sequencial foi realizada de acordo com Norma - ABTCP — M5/68
(ABTPC, 1974) com adaptacdes. Foram utilizados 600 mL de NaOH 1% (m/v),
35,0 g de bagaco de cana-de-aglcar e extracdo por 6h. A amostra foi filtrada a
vacuo e lavada com mistura agua/acetona (1:1 v/v), posteriormente foi seca em
estufa por 24 h a 60 °C. A massa de 25 g de amostra foi colocada em moinho de
bolas marca Marconi com 750 mL de tolueno (P.A.) pelo periodo de 12 h. A
mistura moida foi centrifugada a 8000 rpm por 25 min e descartado o
sobrenadante. Logo apds, o material solido foi tratado com 500 mL de
dioxano/agua, 96: 4 (v/v), sob agitacdo em capela, durante 5 dias. A amostra foi
centrifugada a 8000 rpm por 25 min e descartado o sobrenadante.
Posteriormente, ao material solido, foi adicionado &cido acético 90% e deixado
em repouso por 2 h. Novamente, a amostra foi centrifugada a 8000 rpm por 25
min e descartado o sobrenadante. Posteriormente, foram adicionados 200 mL de
cloroférmio ao contetdo sélido que ficou em repouso por 7 dias. Depois, foi
novamente centrifugada e colocados 50 mL de etanol 75% com agita¢&o por 2 h
para posterior centrifugacdo. Dicloroetano e etanol (2:1), 75 mL, foram
adicionados e a amostra foi deixada em repouso por 2 h. Para secagem do

material foi utilizado éter de petréleo e colocado em estufa a 60 °C por 12 h.
Alcali (LA)
A lignina Alcali foi obtida de acordo com Dominguez-Robles (2017)

com adaptacOes. A extracdo foi realizada em sistema fechado, com reator de

bancada de ago inoxidavel, equipado com agitador magnético, mandmetro e
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controlador de temperatura, em um banho de 6leo. O sistema constituiu de
quatro frascos, cada um contendo 0,1 g de bagaco de cana (40 mesh) e 7 mL de
solucdo de hidroxido de sodio 7% (m/v). A temperatura de trabalho foi fixada
em 100 °C e o tempo de reacdo em 150 minutos.

Apo0s esse tempo, o reator foi rapidamente resfriado até a temperatura
ambiente, com a passagem de agua. O filtrado foram recolhidos por meio de
filtracdo em papel e o licor negro foi acidificado com &cido sulfdrico 95% até
pH 2 depois colocado em repouso por 24 h. Foi realizada centrifugacdo para
separar o precipitado (lignina) do sobrenadante e dupla lavagem com &agua.

Posteriormente, o precipitado lavado foi seco por 48 h em estufa a 60°C.

Caracterizagdo das ligninas extraidas

As analises termogravimétricas das ligninas extraidas foram realizadas
em faixa de temperatura entre 25 °C e 650 °C, em atmosfera de nitrogénio (50
mL min?), sob taxa de aquecimento de 10 °C min™, em um analisador
termomecénico Shimadzu DTG-60AHA. As massas de amostras utilizadas
foram de aproximadamente 10 mg.

A analise calorimétrica foi realizada na faixa de temperatura de 25 °C a
570 °C com taxa de aquecimento de 10 °C min™ sob atmosfera de nitrogénio,
fluxo de 30 mL min™® em um equipamento DSC-60Ab Diferential Scanning
Calorimeter Shimadzu, utilizando aproximadamente 8 mg de amostra.

As ligninas foram analisadas por espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) em pastilhas de KBr, em um
equipamento IRAffinity-1 da Shimadzu, 32 scans, resolugéo 4 cm?, faixa 4000 a
400 cm™,
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Resultados e Discussao

A anélise elementar do bagaco de cana-de-agclucar (CHNS-O)
apresentou 47,38% de carbono, 6,20% de hidrogénio, 1,36% de nitrogénio,
0,03% de enxofre e 44,45% de oxigénio.

Para as analises de poder calorifico superior (PCS), inferior (PCI) e
atil (PCU) foram encontrados os valores de 4490, 4155 e 3764 (cal g*). Para
umidade na base seca (Ubs%) e na base umida (Ubu%) foram encontrados os
resultados de 8,97 e 8,22, respectivamente. A densidade aparente calculada foi
de 63,3 kg m™. As densidades energéticas superior (DES), inferior (DEI) e
atil (DEU) foram 1,19; 1,10 e 1,00 (GJ m'3).

Os resultados de anélise quimica e imediata sdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1 Resultados das analises quimica e imediata

Analise Valores obtidos (%0)
Holocelulose 59,26
Lignina Insolavel (LI) 18,92
Lignina Solavel (LS) 2,34

Lignina Total 21,26 (LI +LS)

Extrativos 18,90
Cinzas 0,58
Carbono Fixo 14,14
Volateis 85,27

Na quantificacdo dos monbémeros siringil e guaiacil foi encontrada uma
relagdo de 1,67 (S/G), sendo 2,53 mg L™ de siringil e 1,51 mg L™ de guaiacil.

Essa caracterizacdo esta diretamente relacionada com a aplicacdo do
bagaco como matéria-prima. A composic¢éo quimica tem impacto sobre o0 uso do

bagaco de cana para a polpacdo e producdo de celulose, assim como a
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caracterizagdo energética se faz importante quando o uso do bagago for como
fonte de energia (CORTEZ et al.,1992; GUILHERME et al., 2015).

A lignina é um dos constituintes quimicos que mais contribuem
positivamente para o aumento do poder calorifico (DEMIRBAS, 2002) da
biomassa por possuir maior guantidade de carbono na sua constituicdo em
comparagdo a celulose e hemiceluloses (holoceluloses). As holoceluloses
possuem muitos &tomos de oxigénio e, no bagaco, constituem maior por¢do da
parede celular (59,26%).

Caracterizagao das ligninas extraidas
A estabilidade térmica das ligninas extraidas foi investigada por meio de
andlise termogravimétrica (TG). A Figura 1 mostra a perda de massa da lignina

Klason (LKL) em fungéo da temperatura.
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Figura 1: TG da lignina Klason (LKL)

Na reacdo de pirolise, a amostra de LKL apresentou pouca estabilidade

térmica. A primeira perda significativa de massa ocorre em torno de 60 °C de
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forma bem acentuada que, provavelmente, corresponde a perda de &gua. Um
segundo evento proximo ocorre logo apds, com inicio em torno de 100 °C e
término 300 °C também, de forma acentuada, correspondente a degradacgdo de
parte da amostra. Apds 300 °C a degradacdo ocorre de forma mais lenta. No
método Klason utilizam-se condi¢Ges drasticas de reacdo, dessa forma, ocorrem
modificacdes e quebras na macromolécula original, produzindo moléculas
menores, tornando a lignina LKL mais suscetivel a degradacao (menos resistente
termicamente) (GOMIDE E DEMUNER, 1986).

Na Figura 2, que apresenta o TG da lignina de madeira moida (MWL),
observa-se que proximo de 60 °C a amostra apresenta um evento inicial,
correspondente a desidratacdo. A MWL demonstra certa estabilidade térmica em
até aproximadamente 250 °C, mas, ap0s esta temperatura, mostra uma segunda
perda significativa de massa préximo a 300 °C e uma degradacdo mais lenta
apos 400 °C. O método de extracdo da lignina por moagem e dissolucdo (MWL)
ndo provoca grandes alteragdes na estrutura da lignina do bagaco de cana-de-
acucar, quando comparada a outros métodos, ja que faz utilizacdo de solventes
organicos em temperatura e pressdo ambientes. Assim, a amostra ainda possui
caracteristicas da macromolécula inicial, sendo mais resistente a degradacdo
térmica do que a lignina Klason (FENGEL; WEGENER, 1989).
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Figura 2: TG da lignina de madeira moida (MWL)

A curva obtida em analise de TG da lignina Alcali é apresentada na
Figura 3. Um primeiro evento de perda de massa ocorre em torno de 60 °C
correspondente a perda de agua da amostra. A degradacdo térmica ocorre
lentamente apds aproximadamente 100 °C. Devido ao método utilizado (LA,
com NaOH), a amostra apresentou alta estabilidade térmica.
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Figura 3: TG da lignina &lcali (LA)
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Analisando as Figuras 1, 2 e 3 observa-se a grande diferenca de
comportamento diante & degradacdo térmica das trés ligninas, mesmo essas
sendo extraidas de uma mesma amostra de bagaco de cana-de-agucar.

Ligninas de materiais ndo madeira formam complexos estaveis com
carboidratos (celulose e hemiceluloses), dificultando a purificacdo da mesma
(Buranov e Mazza, 2008).

O comportamento desses complexos lignina-carboidrato também deve
ser diferente frente a cada método de extracdo utilizado, promovendo
modificagdes (reagdes, condensacdes, etc) na estrutura da lignina.

As Figuras 4, 5 e 6 apresentam as curvas de DSC das amostras de
lignina LKL, MWL e LA, respectivamente. Na Figura 4 observa-se uma
ocorréncia endotérmica acentuada (provavelmente dois eventos). Um evento
inicial em torno de 70 °C referente a desidratacdo da amostra e outro evento
(sobreposto) em torno de 100 °C que, provavelmente, refere-se a degradacéo de
moléculas menores geradas na quebra da macromolécula no processo de
isolamento da lignina. A amostra apresentou evento exotérmico em

aproximadamente 380 °C.
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Figura 4: DSC da lignina klason (LKL)
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A curva de DSC da lignina de madeira moida (MWL) aponta um evento
endotérmico em torno de 70 °C referente ao calor latente de perda de agua. Um
possivel evento endotérmico em torno de 300 °C € observado, talvez devido a
quebra de ligacdo entre os componentes da macromolécula em estruturas
menores. Em aproximadamente 360 °C a pir6lise da lignina (degradacdo) é

observada com evidéncia exotérmica.
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Figura 5: DSC da lignina de madeira moida (MWL)

A Figura 6 aponta um evento endotérmico em torno de 70 °C referente a
desidratacdo da amostra. Outro evento endotérmico em torno de 260 °C e um

exotérmico em aproximadamente de 420°C sdo mostrados na curva.
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Figura 6: DSC da lignina élcali (LA)

Os espectros de infravermelho das ligninas isoladas sdo apresentados
nas Figuras 7, 8 e 9. A Figura 7 mostra a analise de FTIR da lignina LKL. O
material utilizado neste estudo, bagaco de cana-de-agucar, é classificado como
graminea e, dessa forma, podem ser atribuidos sinais seguindo modelos de
gramineas de acordo com Sarkanem (1971). A banda larga centrada em 3402
cm' corresponde a grupos hidroxilicos (OH) de compostos aromaticos/alifaticos
e as bandas sobrepostas na faixa de 2920-2840 cm™ podem ser atribuidas a C-H
alifaticos. Inkrod (2018) estudou o isolamento acido (H,SO,) da lignina de
diferentes biomassas, incluindo bagaco de cana-de-agucar, e observou banda em
1715 cm™ atribuindo a alongamento ndo conjugado de C=0, bandas em 1618
cm* foram atribuidas a vibracBes do esqueleto aromatico, bandas em 1180 cm?
foram relacionadas a estiramento em grupos ésteres (HGS) e a banda de 1051
cm’ foi atribuida a C-H aromatico em deformacéo G>S. Segundo Saliba (2001),
que estudou métodos e caracterizagao de lignina também de graminea, atribuiu a

banda de 870 cm™ a C-H arométicos.
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A Figura 8 mostra a analise de FTIR da lignina MWL. Segundo

Sarkanem (1971), a banda larga centrada em 3405 cm™ corresponde a grupos

hidroxilicos (OH) de compostos aromaticos/alifaticos e a banda de 2888 cm™ é
atribuida a C-H alifaticos. De acordo com Saliba (2001), banda de 1641 cm™ foi

atribuida a C=0 de cetona p-substituida, banda de 1464 cm™ atribui-se a C-H de

grupos metilicos e a banda de 1265 cm™ pode-se atribuir a C-O de anéis

guaiacilicos. Inkrod (2018), em seu estudo, atribuiu a banda de 1728 cm™ a C=0

de alongamento ndo conjugado e 1043 cm™ a C-H aromatico na deformagéo

G>S.
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Figura 8: FTIR da lignina de madeira moida (MWL)

A Figura 9 mostra a analise de FTIR da lignina LA. Segundo Sarkanem
(1971), a banda larga em 3432 cm™ corresponde a grupos hidroxilicos (OH) de
compostos aromaticos/alifaticos e as bandas sobrepostas na faixa de 2980-2840
cm™ podem ser atribuidas a C-H aliféticos. De acordo com Saliba (2001), a banda
em 1647 cm™ pode ser atribuida a C=0O de cetonas conjugadas p-substituidas e
segundo Dominguez-Robles e Naron (2017) a banda de 1420 cm™ atribui-se a
vibragdes do anel aromatico das unidades fenil propano (esqueleto da lignina).
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Figura 9: FTIR da lignina alcali (LA)
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Conclusbes

A caracterizacdo do bagago de cana-de-aglcar mostrou maiores
quantidades de carbono (47,38%), oxigénio (44,45%) e hidrogénio (6,20%) do
gue nitrogénio e enxofre. Valores de poder calorifico encontram-se em
concordancia com a literatura, assim como, densidade aparente e energética.
Foram encontradas maiores quantidades de monémeros siringil (2,53 mg L™) do
que guaiacil (1,51 mg L™).

Quase 60% da composicdo do bagago de cana-de-agUcar analisado é de
holocelulose (celulose e hemiceluloses) compreendendo a maior parte da
amostra ja que a participacdo da lignina (total) é de aproximadamente 21% e
extrativos 18%. A analise imediata apontou pequena quantidade de cinzas
(0,58%), uma maior quantidade de volateis (85,27%) e 14% de carbono fixo.

Anélises das ligninas isoladas pelos métodos Klason, Madeira moida
e Alcali, mostraram algumas caracteristicas comuns e outras diferentes. No
infravermelho, por exemplo, foram observadas bandas largas em torno de
3400-3450 cm™ correspondente a hidroxila (OH) e em torno de 1020-1050
cm™ referente a OH de &lcool primario em todas as amostras de lignina. Ja
em analise de estabilidade térmica foram observados comportamentos
diferentes em fungdo do método de extragcdo utilizado. Foram observadas
maiores modificagbes nos compostos extraidos pelos meétodos Klason e
Alcali. No primeiro, o cido utilizado provavelmente provocou rompimento
de ligacOes e geragdo de compostos de menor massa molar e, no segundo, a
utilizacdo da base, pH alto e condigbes de reacdo mais drésticas promoveu
também modificacbes maiores na lignina. J& na extracdo realizada pelo
método MWL, o qual utiliza solventes organicos e temperatura ambiente,

foi observada maior preservagdo da estrutura original (protolignina).
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CONSIDERAGOES FINAIS

O potencial de utilizacdo do bagago de cana-de-aglicar como matéria-
prima renovavel é inegavel. A producdo de etanol de primeira geracdo produz
uma quantidade enorme de bagaco de cana e, sua utilizacdo na producdo de
etanol de segunda geracdo em larga escala, esta cada vez mais proximo. Assim,
a lignina de bagaco de cana-de-agucar (subproduto) serd, futuramente, obtida em
grande quantidade.

Esta possui uma utilizacdo pouco nobre (cogeracdo de energia) e o
desenvolvimento de processos de conversdo da lignina em biomateriais e
insumos de maior valor agregado, pode fazer com que haja competicéo as fontes
fosseis. Porém, o conhecimento da estrutura da lignina ainda é obscura.

Este estudo trouxe informagGes sobre a composicao e estrutura quimica
da lignina de bagaco de cana-de-agucar obtida pelo método enzimatico, klason,
madeira moida e alcali, apontando caracteristicas encontradas nas diferentes
amostras para melhor elucidar as modificacfes causadas pelos diferentes
métodos. Um tema ainda desafiador para pesquisadores.



