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FRACIONAMENTO DE FIBRA DE COCO VERDE EM AGCUCARES
FERMENTESCIVEIS E LIGNINA PEGUILADA

Resumo

Entraves na tecnologia de etanol de segunda geracdo (E2G) limitam sua competitividade frente
ao etanol de primeira geracdo. Pré-tratamentos sobre a biomassa devem ser efetivos para desestruturar
a lignocelulose e garantir o acesso das enzimas aos polissacarideos. No mesmo sentido, hd uma corrente
da literatura que sugere melhor aproveitamento da biomassa no sentido de gerar mais produtos da cadeia
de produgdo, principalmente a partir da lignina. Essa necessidade surge do subaproveitamento desse
polimero aromatico e dos seus potenciais usos como precursor de materiais funcionais. Neste cenério, o
presente estudo investigou o desempenho do pré-tratamento organosolv acido baseado em
polietilenoglicol (PEG) como rota para obter biomassa pré-tratada enriquecida de celulose e produtos &
base de lignina. A fibra de coco verde (GCF) foi selecionada como matéria-prima e o pré-tratamento
organosolv consistiu em dois passos: (1) incubagdo em PEG 400 acidificado por 1% (m/m) &cido
sulfdrico sob 121 °C por 2 h; e (2) adigdo de 0.4 M hidréxido de sodio para recuperar lignina. As fragdes
solida (GCF pré-tratada) e liquida foram processadas e caracterizadas. A GCF pré-tratada também foi
levada para hidrolise enzimatica e seus resultados foram comparados com outras biomassas. A GCF
pré-tratada apresentou reducdo do contetdo de lignina de 32.2% para 29.7% e reducédo de contetdo de
hemicelulose de 23.5% para 15.3%, enquanto que a celulose aumentou quase duas vezes (de 27.4% para
47.4%). Em conformidade com perda de componentes amorfos, o indice de cristalinidade da GCF
aumentou de 31.2% para 47.4%. A GCF pré-tratada organosolv apresentou maior digestibilidade
enzimatica do que GCF ndo-tratada, pré-tratada acida (sem PEG) e pré-tratada &cida com adi¢do de PEG
durante a hidrolise. Sob carga de sélidos de 20% (m/v), a liberacédo de glicose alcangou 26.61 g/L, o que
corresponde a producao de 13 mg/g e conversao celuldsica de 26.35%. Apos precipitagdo acida, a lignina
foi obtida da fracdo liquida, proporcionando recuperacdo de 33.5% da lignina inicial. A lignina
organosolv apresentou textura e hidrofilicidade incomum comparado a lignina alcalina e a analise
termogravimétrica confirmou o enxerto de PEG na estrutura do polimero. Baseado nesses resultados, o
pré-tratamento organosolv com PEG se mostrou atrativo para desenvolver uma biorrefinaria com a GCF.

Palavras-chave: pré-tratamento, hidrélise enzimatica, aditivo.

Abstract

Obstacles in second-generation ethanol technology limit its competitiveness compared to first-
generation ethanol. Pretreatments on biomass must be effective to breakdown lignocellulose and
guarantee access for enzymes to polysaccharides. In the same sense, there is a stream of literature that
suggests better use of biomass in order to generate more products in the production chain, mainly from
lignin. This need arises from the underutilization of this aromatic polymer and its potential uses as a
precursor to functional materials. In this scenario, the present study investigated the performance of
polyethylene glycol-based organosolv pretreatment as a route to obtain pretreated biomass enriched in
cellulose and lignin-based products. Green coconut fiber (GCF) was selected as raw material and
organosolv pretreatment consisted of two steps: (1) incubation in PEG 400 acidified by 1% (w/w)
sulfuric acid under 121 °C for 2 h; and (2) addition of 0.4 M sodium hydroxide to recover lignin. The
solid (pretreated GCF) and liquid fractions were processed and characterized. The pretreated GCF was
also taken for enzymatic hydrolysis and its results were compared with other biomasses. Pretreated GCF

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM PETROLEO E GAS
UFRN = CT - NTI - NUPEG — Bloco 17 — CEP: 59072-970 — Natal/RN — Brasil - Caixa Postal, 1673
CNPJ: 07.286.758/0001-87 — Site: www.portalabpg.org.br — E-mail: abpg@portalabpg.org.br



http://www.portalabpg.org.br/

120 CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM PETROLEO E GAS

showed a reduction in lignin content from 32.2% to 29.7% and a reduction in hemicellulose content
from 23.5% to 15.3%, while cellulose increased almost twice (from 27.4% to 47.4%). In line with loss
of amorphous components, the crystallinity index of GCF increased from 31.2% to 47.4%. Organosolv
pretreated GCF showed higher enzymatic digestibility than untreated GCF, acid pretreated (without
PEG) and acid pretreated with addition of PEG during hydrolysis. Using 20% solids (w/v), glucose
release reached 26.61 g/L, which corresponds to a production of 13 mg/g and cellulose conversion of
26.35%. After acid precipitation, lignin was obtained from the liquid fraction, providing recovery of
33.5% of the initial lignin. Organosolv lignin showed unusual texture and hydrophilicity compared to
alkaline lignin and thermogravimetric analysis confirmed the grafting of PEG into the polymer structure.
Based on these results, organosolv pretreatment with PEG proved to be attractive for developing a
biorefinery with GCF.

Keywords: pretreatment, enzymatic hydrolysis, additives.

Introducao

Etanol celulésico ou etanol de segunda geragdo é produzida a partir residuos agroindustriais,
principalmente residuos lignocelulésicos. O uso desse recurso permite evitar a competicdo com a
producdo de alimentos e pode auxiliar na seguranca energética em tempos com elevada penalidade por
emissdes de carbono. Neste contexto, a regido Nordeste do Brasil dispde de alguns potenciais residuos
lignoceluldsicos com potencial para etanol celul6sico, como é o caso da fibra de coco verde. A fibra de
coco verde é um material com abundancia em regides litoraneas, uma vez que os produtos a base de
coco sédo apreciados pela comunidade e a casca de coco verde compreende a 80% da massa do fruto. De
acordo com o site NationMaster, a geracao anual de residuos de coco estéa estimada em 50 megatoneladas
(NationMaster, 2019). Ainda assim, a conversdo da fibra de coco verde em etanol requer a aplicacéo de
pré-tratamentos para melhorar a liberacdo de aglcares. Pré-tratamentos quimicos consistem na
incubacdo do residuo lignocelulésico com catalisador e/ou solventes organicos e eles sdo amplamente
usados para solubilizar componentes da lignocelulose e melhorar a acessibilidade da celulose, 0 que é
fundamental para romper a natureza recalcitrante da fibra de coco verde. Dentre as variedades de pré-
tratamentos quimicos, o pré-tratamento organosolv se destaca por sua versatilidade e possibilidade de
geragdo de mais correntes de valor agregado.

Estudos sobre etanol celul6sico tém mostrado o aproveitamento das correntes do processo,
inclusive, um movimento de conversdo da lignina em produtos de valor agregado. O desenvolvimento
de surfactantes a base de lignina a partir de correntes da cadeia de etanol celulésico tém surgido na
literatura, incluindo lignosulfonatos e ligninas modificadas com polietilenoglicol (PEG). Os
lignosulfonatos sdo surfactantes aniénicos historicamente usados como dispersantes em inddstrias
guimicas e eles ja apresentaram éxito na hidrolise enzimética de lignoceluloses (Padilha et al., 2021).
Recentemente, o interesse em usar a lignina como precursor de materiais termoplasticos também tem se
intensificado. Em Nge et al. (2018) e Yamada et al. (2024), os autores obtiveram ligninas com
propriedades termoplasticas a partir de cedro japonés via pré-tratamento organosolv acido seguido de
adicdo de base forte. A técnica foi desenvolvida com enfoque na lignina solubilizada na fracdo liquida
e nas propriedades adquiridas pelo enxerto do solvente organico na lignina. Contudo, néo foi explorado
0 potencial da biomassa pré-tratada (a fracdo solida do pré-tratamento) para producdo de etanol
celulésico. Essa técnica também ndo foi aplicada para outras biomassas, sobretudo melhores fontes de
lignina como é o caso da GCF.
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Neste contexto, o presente trabalho investigou o pré-tratamento organosolv como rota para
fracionamento da fibra de coco verde para enriquecimento de celulose e para obtencdo de lignina. O
pré-tratamento consistiu de uma etapa acidificada seguido por uma incubagéo com hidréxido de sodio
usando polietilenoglicol 400 como solvente organico. Testes de hidrélise enzimatica foram realizados
sob diferentes cargas de solidos e dosagens enzimaticas e comparagdes foram realizadas com outros
tipos de pré-tratamento. A lignina isolada do pré-tratamento organosolv de GCF foi comparada com a
lignina alcalina da mesma biomassa.

Metodologia
Reagentes quimicos

Acido citrico, citrato de s6dio, D-glucose, etanol, azide de sodio, hidréxido de sdio, polietileno
glicol 400 (PEG 400), acido sulfurico foram adquiridos pela Synth (S3o Paulo, Brazil). Acido 3,5-
dinitrossalicilico, acetonitrila, kit enzimético glucose oxidase-peroxidase (GOD-POD) foram adquiridos
pela Sigma-Aldrich (MO, USA) Todos os reagentes usados no presente trabalho apresentaram grau
analitico (pureza > 95%).

Biomass and enzymes

Cascas de coco verde foram coletadas em areas urbanas de Natal, uma cidade do Nordeste do
Brasil. O material foi cortado com facdo e os pedagos foram lavados com &gua corrente e em seguida
secos a 50 °C por 72 h em estufa de ar circulante (TECNAL TEM-394/I, Brazil). Os pedacos de coco
verde serdo triturados em um moinho de facas (TECNAL TE-680, Brazil) para ~0.85 mm (20 mesh) e
estocadas em sacos plasticos para uso futuro. O coquetel enzimatico Cellic Ctec2 (~120 filter paper
unit/mL; ~120 FPU/mL) foi usado nos experimentos de hidrolise enziméatica de materiais ricos em
celulose.

Fracionamento de fibra de coco verde por pré-tratamento com PEG

A Figura 1 descreve o0 passo a passo adotado para o fracionamento da fibra de coco verde (GCF),
baseado em Nge et al. (2018). Inicialmente, 10 g de GCF (em base seca) e 100 g de solucdo de acido
sulfarico em PEG 400 (0.3% w/w) foram misturados em Erlenmeyer de 500 mL e o frasco foi colocado
em autoclave a 130 °C por 120 min. O slurry resultante foi misturado com 125 mL de solucéo de 0,4 M
hidroxido de sodio por 5 min em temperatura ambiente (~25 °C) e, em seguida, as fracBes solidas e
liquidas foram separadas via filtragdo com pano. Para adequar a fracdo s6lida para hidrélise enzimatica,
0 material foi lavado seis vezes com 100 mL de 4gua de torneira em cada rodada e posteriormente seco
a 60 °C. No sentido de aumentar o rendimento da lignina, a primeira agua de lavagem foi adicionada
juntamente com a fragdo liquida como fonte de lignina. O liquido foi previamente centrifugado a 1,500
x g (usando SL-700 centrifuge) em tubos cénicos de 50 mL para remogao de sélidos que passaram pela
abertura do pano e, em seguida, 5 M &cido sulfarico foi adicionado ao liquido para deslocar o pH para
2.0 e a mistura foi deixada em agitacdo magnética por 30 min. A lignina glicolada foi separada da fase
liquida usando a centrifuga SL-700 (SOLAB, Brazil) a 1,500 x g, lavada trés vezes com &gua acidificada
(pH 2.0) e seca em estufa de circulacdo de ar a 60 °C por 24 h. Um pré-tratamento controle, o pré-
tratamento &cido, foi realizado substituindo PEG 400 por 4gua e sem incubacéo com hidroxido de sodio.
A remocdo de componentes amorfos da GCF foi calculada a partir da Equagéo 1:
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Figura 1. Representagéo do fracionamento da fibra de coco verde.
Hidrdlise enzimatica de fibra de coco verde pré-tratada organosolv

A producdo de acucares fermentesciveis a partir de GCF pré-tratada foi realizada usando
hidrolise enziméatica. Em Erlenmeyers de 25 mL (em duplicata), GCF pré-tratado (com 5 mL de volume
atil), tampéo citrato (50 mM, pH 5.0) e azida de sodio (0.01%, w/v) foram adicionados ao meio reacional
em conjunto com 20 FPU/g de celulases Cellic Ctec 2. Os frascos foram incubados em um agitador
rotatério a 50 °C e 150 rpm por 48 h. Amostras foram coletadas a 0 e 48 h e as enzimas foram
prontamente desativadas por aquecimento antes da quantificacdo de acUcares redutores e glicose no
sobrenadante. Os experimentos foram realizados sob cargas de sélidos iguais a 10% e 20% (w/v) de
GCF pré-tratada. No sentido de comparar o aumento de digestibilidade pelo pré-tratamento com PEG
400, experimentos também foram realizados usando GCF ndo-tratado e pré-tratado acido (sem etapa
com hidroxido de s6dio) como substratos. Particularmente, nos experimentos com GCF ndo-tratado e
pré-tratado acido, Tween 80 e PEG 400 foram adicionados ao meio reacional na dosagem de 0.1 g por
g de substrato.

Métodos analiticos

As composicOes quimicas da GCF ndo-tratada e pré-tratada foram determinadas em termos de
celulose, hemicelulose, lignina Klason, lignina acida sollvel, cinzas e extraiveis. As metodologias
usadas foram adaptadas de Sluiter et al. (2008a, 2008b, 2012). A cristalinidade das amostras de GCF
foram determinadas a partir da metodologia descrita por Nogueira et al. (2021) usando os valores de
intensidade no plano 002 (~22.6°) e no vale entre os planos 001 e 002 (~18,7°).

A quantificacdo de glicose nos hidrolisados de GCF foi realizada pelo kit GOD-POD e a
conversdo celulésica foi calculada a partir da Equagdo 1.
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. ) glicose liberada (g/L) X V(L)
lulé %) = x 100 1
conversio celulésica (%) celulose (g) x L1 (1)

A lignina recuperada da fracdo liquida foi caracterizada por espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR) e termogravimetria. A analise de FTIR foi realizada em um
PerkinElmer Frontier (Perkin Elmer, Estados Unidos) na faixa de nimero de onda de 400-4000 cm™*
com resolugdo de 4 cm™. A decomposicéo térmica das amostras de lignina (lignina alcalina de GCF e
lignina organosolv) foi realizada em um equipamento SDT600 (TA Instruments, Estados Unidos) sob
ambiente inerte (gas nitrogénio) e aquecimento de 5 °C/min. A massa inicial das amostras foi fixada em
5 mg e a faixa investigada de temperatura foi de 20-800 °C.

Testes estatisticos

No sentido de avaliar a significancia de efeitos nos experimentos de hidrolise
enzimatica, testes de Tukey foram realizados usando o software Statistica 7.0 (StatSoft/USA),
a 95% de nivel de confianca (p < 0.05).

Resultados e Discussao

O pré-tratamento organosolv foi efetivo para modificar a composi¢do quimica da GCF. O
contetdo de lignina Klason reduziu de 35,7% para 29,7% (remocéo de lignina de 43,1%) e o contetdo
de extraiveis reduziu de 16,5% para 4,1%, como pode ser observado na Tabela 1. Os extrativos
consistem de proteinas, agucares, lipideos e inorganicos dispersos na matriz lignocelulésica e eles sdo
susceptiveis a solubilizacdo/quebra ap6s a combinacdo de incubacédo acida e alcalina realizada no pré-
tratamento organosolv proposto. A solubiliza¢do da lignina é favorecida pela presenca de PEG 400, que
é um bom solvente em conjunto com agua, e pelo ambiente alcalino ao final do processo, o qual favorece
a quebra de ligagdes éter internas da lignina e entre lignina e polissacarideos. Quanto a hemicelulose, o
pré-tratamento organosolv (conteldo de 15,3%) foi menos eficaz do que o pré-tratamento &cido
(contetdo de 10,2%), mas ainda assim levou a perda de 33,7% do polissacarideo. Devido a perda dos
componentes amorfos, o percentual de celulose na GCF pré-tratada aumentou fortemente de 28,8% para
45,4%. O aumento da celulose observado no presente estudo se assemelha ao desempenho mostrado em
Ebrahimi et al. (2019) e Padilha et al. (2019). Para corroborar o enriquecimento da celulose, a
cristalinidade da GCF pré-tratada organosolv aumentou de 31,2% para 43,4%. Possivelmente, esse valor
foi superior a cristalinidade da GCF pré-tratada acida devido a forte deslignificacdo promovida no pré-
tratamento organosolv.

Tabela 1. Composic¢do quimica e cristalinidade de fibra de coco verde ndo-tratado e pré-tratado.

Rendimento o Hemicelulose  Lignina Klason  Extrativos : 0 Crl
Amostra (%) Celulose (%) (%) (%) (%) Cinzas (%) (%)
GCF ndo- 288+1,1 15814 357+13 16501 32£02 312
tratado
GCF pre- 67.7 334+44 102+11 456 +0,2 32+05 26+01 361
tratado acido
GCF pré-
tratado 68.4 454 +1.8 153+27 29,7+0,4 41+0,8 25+0,1 434
organosolv

Crl — indice de cristalinidade
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A Figura 2 apresenta o desempenho de liberacéao de glicose na hidrélise enzimatica de diferentes
amostras de GCF. O aumento da carga de solidos de 10% para 20% implicou no aumento da liberacéo
de glicose, o que pode ser atribuido a maior disponibilidade de celulose no ambiente. A adicdo de
tensoativo nas condi¢cBes na GCF ndo-tratada e pré-tratada de fato melhoraram o desempenho da
hidrolise pelo efeito de bloqueio da lignina, porém a concentracdo de glicose ainda é inferior a GCF pré-
tratada organosolv. A liberacdo de glicose alcancou 14,03 g/L para 10% (m/v) solidos e 26,61 g/L
glicose para 20% (m/v) sélidos, o que implica em aumento de mais de 280% em comparagdo com GCF
ndo-tratada. Esse resultado foi obtido devido ao rompimento da matriz lignoceluldsica e deslignificagcdo
da biomassa. De acordo com Schutyser et al. (2018), pré-tratamentos organosolv também podem
promover o enxerto do solvente organico na estrutura da lignina residual da biomassa pré-tratada, o que
leva a menor perda de celulases por adsor¢éo ndo-produtiva.
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Figura 2. Liberacéo de glicose durante hidrdlise enziméatica de amostras de ndo-tratadas e pre-tratadas
de fibra de coco verde (GCF). As abreviaturas Org, NT e Ac correspondem ao pré-tratamento
organosolv, ndo-tratado e pré-tratado &cido, respectivamente. As abreviaturas PEG e TW correspondem
aos aditivos polietilenoglicol 400 e Tween 80, respectivamente. Os testes foram realizados na
temperatura de 50 C, rotacdo de 120 rpm e tempo de 48 h. Letras iguais indicam que ndo ha diferencas
estatisticas entre as condigdes experimentais na significancia de 5%.

A lignina isolada do pré-tratamento organosolv € mostrada na Figura 3A. Essa lignina possui
coloracdo marrom tipica do polimero, mas ndo apresentou caracteristica quebradica, mas sim
deformavel assim como PEG de elevados pesos moleculares. No sentido de assegurar o enxerto de PEG,
as analises de FTIR e termogravimetria foram realizados e os resultados s&o mostrados nas Figuras 3B
e 3C. Diferentemente da lignina alcalina, a lignina organosolv apresentou picos nas regides de 1110 e
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1252 cm, ambas relativas da ligagdo C-O éter. Alteragdes significativas foram observadas no espectro
nas regides de 946 (ligagdo C=C), 1070 (ligacdo C-O de alcool primério) e 1350 cm? (ligacdo O-H)
(InstaNANO, 2024). A lignina organosolv apresentou perda de massa severa a partir de 200 C, que é
uma regido tipica da degradacdo de PEG, como pode ser observado em Akhtar et al. (2018).
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Figura 3. Imagem da lignina isolada de pré-tratamento organosolv de GCF (A); Analise
termogravimétrica de amostras de lignina (B); (C)

Conclusoes

O pré-tratamento organosolv foi eficiente no fracionamento de GCF. A GCF pré-tratada
organosolv apresentou maior contetdo de celulose e menor conteido de lignina do que GCF pré-tratada
acida e GCF ndo-tratada, o que também refletiu no melhor desempenho na hidrélise enzimatica. As
andlises fisico-quimicas reforgam o isolamento de lignina com propriedades particulares, reforgando a
ocorréncia de enxerto de PEG na estrutura (PEGuilacdo). Trabalhos futuros podem se concentrar na
aplicacdo da lignina PEGuilada em hidrogéis e na recuperacdo de alguma fragdo de lignina soltvel na
fracdo liquida do pré-tratamento.
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