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RESUMO

A valorizagdo biologica da Lignina como matéria-prima para a produgdo de
combustivel e produtos quimicos de valor agregado possui carater sustentavel, por se
tratar de um insumo renovavel. A Lignina é um polimero altamente recalcitrante
encontrado em todos os tipos de plantas, a qual faz parte do complexo conhecido
como lignocelulose. O complexo lignocelulose é uma matriz fibrosa, formada por
celulose, hemicelulose e Lignina. As aplicagdes mais conhecidas s&o para a celulose
e a hemicelulose, sendo que a Lignina apresenta maior desafio do ponto de vista
industrial, em funcdo da necessidade de despolimerizacdo. Desta forma, existe
grande interesse no estudo para aproveitamento da Lignina, uma vez que possui
estrutura rica em grupos aromaticos. O processo de degradagao do material vegetal
€ complexo, sendo que diferentes microrganismos, enzimas e vias metabdlicas
finamente reguladas e interligadas estdo envolvidos. Esta dissertagdo possui o
objetivo de caracterizar os produtos quimicos formados a partir da degradacgéo
microbioldgica da Lignina. Lignina alcalina sintética e bagago de cana-de-agucar, duas
fontes de lignina, foram utilizadas como substratos quando submetidas a degradacgéao
pelo fungo Trametes villosa CCMB561. O sobrenadante do cultivo foi coletado entre
cinco e 28 dias de incubacao, preparado e analisado quanto a presenca de substancia
quimicos. Para a caracterizacdo das substancias formadas durante o processo de
degradagao microbiolégica da Lignina, as amostras obtidas foram submetidas a
analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, High Performance Liquid
Cromatography) e Espectroscopia na regido do Ultravioleta e visivel (UV-vis). O acido
vanilico foi encontrado nas amostras de Lignina sintética apos o décimo quarto dia de
incubacado, demonstrando que o fungo utilizou a Lignina como fonte de energia e
promoveu a fragmentacédo da Lignina. No experimento com o bagaco de cana nao
foram detectados compostos fendlicos, indicando que os agucares simples podem ter
induzido o crescimento do fungo Trametes villosa CCMB561 em detrimento a

producao de compostos fendlicos.

Palavras-chaves: Lignina. Trametes Villosa. Produtos quimicos. HPLC



ABSTRACT

The biological valorization of Lignin as a raw material for production of fuel and value-
added chemical products has a sustainable character, as it is a renewable input. Lignin
is a highly recalcitrant polymer found in all types of plants, which is part of the complex
known as lignocellulose. The lignocellulose complex is a fibrous matrix formed by
cellulose, hemicellulose and lignin. The best-known applications are for cellulose and
hemicellulose, and Lignin presents a greater challenge from an industrial point of view,
due to the need for depolymerization. Thus, there is great interest in the study for the
use of Lignin, since it has a structure rich in aromatic groups. The process of
degradation of plant material is complex, and different microorganisms, enzymes and
finely regulated and interconnected metabolic pathways are involved. This dissertation
has the objective of characterizing the chemical products formed from the
microbiological degradation of Lignin. Synthetic alkaline lignin and sugarcane bagasse,
two sources of lignin, were used as substrates when subjected to degradation by the
fungus Trametes villosa CCMB561. The culture supernatant was collected between
five and 28 days of incubation, prepared and analyzed for the presence of chemical
substances. For the characterization of the substances formed during the process of
microbiological degradation of Lignin, the samples obtained were submitted to analysis
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and Spectroscopy in the region
of Ultraviolet and visible (UV-vis). Vanillic acid was found in synthetic lignin samples
after the fourteenth day of incubation, demonstrating that the fungus used lignin as an
energy source and promoted the fragmentation of lignin. In the experiment with
sugarcane bagasse, no phenolic compounds were detected, indicating that simple
sugars may have induced the growth of the fungus Trametes villosa CCMB561 to the
detriment of the production of phenolic compounds.

Keywords: Lignin. Trametes Villosa. Chemicals products. HPLC.
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1. Introdugao/Justificativa

As mudangas climaticas, a emissao de gases de efeito estufa e o uso excessivo de
recursos nao renovaveis vem se tornando cada vez mais uma preocupacgao para a
sociedade, bem como, abrem oportunidade para que novos insumos, produtos e
processos sejam o foco das novas pesquisas. A prospecgdo de novas matérias-
primas e a otimizagcado dos diferentes processos de conversao da biomassa vegetal
podem desempenhar um papel essencial na reducao de dependéncia de recursos
fosseis.

O polimero de Lignina é a fonte renovavel mais abundante em compostos aromaticos
na natureza. Por estar presente na biomassa vegetal, a Lignina pode ser
despolimerizada tanto de plantas, quanto de residuos agroindustriais. O Brasil € o
maior produtor de cana-de-agucar do mundo e o principal fabricante de derivados da
cana para consumo interno e exportacdo. O bagagco da cana representa
aproximadamente 30% de toda a colheita desta planta, sendo considerado um residuo

amplamente disponivel no pais.

O bagacgo de cana-de-agucar é frequentemente queimado para ser utilizado como
fonte de energia para alimentar caldeiras em destilarias de cachaga e etanol
combustivel. Entretanto, essa biomassa a base de Lignina tem potencial para ser
utilizada como fonte de produtos quimicos de alto valor agregado e de combustiveis

alternativos.

Embora estudos recentes descrevam a Lignina como fonte promissora de obteng¢ao
de produtos quimicos de valor agregado, pouco se encontra na literatura sobre os
produtos gerados a partir da degradacao da Lignina por microrganismos. Neste
trabalho foram analisados os produtos da degradagao da Lignina utilizando o fungo
Trametes villosa CCMB561. Os compostos foram identificados por Cromatografia
liguida de Alta Performance (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatography) e Espectrofotometria na regiao do Ultravioleta e visivel (UV-vis). As
informagdes geradas ao longo do desenvolvimento deste trabalho facilitam o avango
no uso de tecnologias limpas, promovendo a utilizagdo de residuos agroindustriais

como fonte de energia e produtos secundarios com valor agregado.
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2, Objetivos Gerais

Caracterizar os compostos formados a partir da bioconversdo da Lignina alcalina
sintética e do bagago de cana-de-agucar pelo fungo Trametes villosa CCMB561

utilizando fermentacéo submersa.

2.1.0Objetivos especificos

e Promover o crescimento do Trametes villosa CCMB561 em meio de cultura
Extrato Malte Agar;

e Incubar Trametes villosa CCMB561 com os substratos Lignina alcalina sintética
e bagacgo de cana-de-agucar;

e Coletar o sobrenadante nos dias cinco, sete, 10, 14, 21 e 28 de incubacao, para
caracterizagao dos produtos formados;

e Analisar as amostras em UV-Vis, no modo varredura para determinar o maximo
de absorbancia;

e Realizar analise das amostras com método analitico em HPLC.
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3. Fundamentagao Tedrica
3.1.Biomassa vegetal

A Biomassa Lignoceluldsica € constituida de trés principais polimeros naturais em sua
parede celular, celulose, hemicelulose e Lignina (Figura 1). A celulose € um polimero
natural formado por cadeias de glicose e é o composto mais abundante no vegetal. A
hemicelulose é um polimero formado por agucares de cinco e seis carbonos, enquanto
a Lignina é uma macromolécula constituida por substéncias ndo aromaticas e
principalmente por trés substancias fendlicas, o alcool p-cumarilico (H), alcool
coniferilico (G) e alcool sinapilico (S) (RUBIN, 2008).

Figura 1 - Estrutura da célula vegetal contendo Lignina, Celulose e Hemicelulose

Célula vegetal

Parede
celular

Lignina

Fonte: RUBIN, 2008
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Devido as suas caracteristicas estruturais, a biomassa vegetal vem ganhando atengao
em todo o mundo como uma fonte renovavel de carbono. Composta de diferentes
substéancias simples e complexas, pode ser aplicada na geracgéo de calor, eletricidade,
combustiveis e outros produtos de valor agregado. Além disso, a biomassa apresenta
propriedades estruturais semelhante aos combustiveis fosseis, sendo possivel
aproveitar as tecnologias ja existentes (YOGALAKSHMI et al., 2022; PRAKASH et al.,
2021). Os residuos agricolas estdo sendo utilizados para a produg¢ao de bioetanol a
partir de diversas tecnologias, nos ultimos anos essas tecnologias estdo sendo
empregadas no processo biotecnolégicos de obtencdo de produtos quimicos e
combustiveis uteis (PRAKASH et al., 2021).

Em 2020, a participagédo dos recursos renovaveis no pais como matriz energética foi
de 84,76%, incluindo como fonte de energias renovaveis a hidraulica (65,2%), a edlica
(8,8%), a solar (1,66%) e a bioenergia (9,1%), segundo o Balango Energético Nacional
(EPE, 2021). Entre os recursos renovaveis aplicados a bioenergia, a biomassa da
cana-de-agucar constitui a maior parcela, colaborando com 16,9% (ANTAR et al.,
2021).

Pesquisas voltadas para o tema biomassa como fonte alternativa e renovavel de
energia se fortalecem com trés principais objetivos: I) Reduzir as emissdes de Gases
de Efeito Estufa (GEE), a fim de mitigar o aquecimento global e as mudancgas
climaticas; Il) Minimizar a exploragdo de recursos nao renovaveis em reservas de
combustiveis fosseis e |ll) Reduzir a dependéncia de energia importada, por meio da
geragao de energia renovavel sustentavel (ANTAR et al., 2021).

A biomassa lignoceluldsica derivada de residuos agricolas e detritos florestais é
considerada um recurso oportuno para a conversao em biocombustiveis e produtos
quimicos (YOGALAKSHMI; et al., 2022). A utilizagdo da biomassa lignocelulosica em
substituicdo aos derivados do petroleo pode mitigar a liberacdo de gases poluentes
emitidos pela queima de combustiveis fosseis, resultando na melhoria da qualidade
ambiental, segurancga energética e na economia de qualquer pais (KAVITHA et al.,
2020).

Os residuos lignocelulésicos mais comuns sdo os residuos agricolas obtidos de
diferentes partes das plantas (caule, folhas, sementes, frutos e raizes), comumente
encontrados na palha de trigo, palha de arroz e casca de arroz, dendé, bagaco de
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cana-de-agucar, caule e casca da mandioca, torta de semente de canola, espigas de
milho, casca de milho, cdco, bambu, cascas de trigo sarraceno, canhamo, coroa do
abacaxi, cascas de amendoim, cascas de ostra, residuos de tabaco, cortica e madeira
(BHARDWAUJ et al., 2020).

O Alcatrdo de eucalipto € uma biomassa renovavel, composta por substancias
fendlicas e carbonilicas. O Alcatrao de eucalipto € um coproduto do processo de
pirélise na obteng¢ao do carvéo vegetal. Durante o processo de queima da madeira
gerado vapor, rico em compostos volateis. Para agregar valor a produgéo de carvao
vegetal, diversas empresas investiram em condensar o vapor desse processo,
gerando uma fragdo conhecida como licor pirolenhoso. Ap6s decantagédo do licor,
ocorre a formagdo de uma fase liquida aquosa (acido pirolenhoso) e outra fase
organica (Alcatrdo vegetal) (OKUMA et al., 2004).

A cana-de-agucar se destaca no cenario econdmico brasileiro, pois € um dos
principais produtos agricolas do nosso pais, sendo consumida nas cozinhas,
alambiques, nas industrias alimenticias, esta presente também na geragcéo de
combustivel e energia. O bagago tem aplicagées na produgao de papel, plastico e
produtos quimicos (SOUZA, 2006). Esse insumo é abundante e de baixo custo,
destacando-se na industria sucroalcooleira (DIONISIO et al., 2021).

3.2.Bagacgo de cana-de-agucar

A cana-de-agucar é produzida comercialmente em mais de 100 paises (WHITE;
VIATOR; WEBBER, 2020), sendo o Brasil o maior produtor mundial (GURGEL et al.,
2022), seguido pela india e Australia (SOUZA, 2006). No Brasil, a safra da cana-de-
acgucar de 2020/21 foi de 654,8 milhdes de toneladas de acordo com o boletim de maio
de 2021, que descreve um aumento de 1,8% em relacdo a safra 2019/20 (CONAB,
2021).

A alta produtividade da cana-de-agucar no Brasil resulta em grande volume de
residuos, sendo que o bagago representa aproximadamente 30% dessa fragao
(VIEIRA, 2019).

O bagaco de cana € um subproduto gerado a partir da moenda da cana-de-agucar,
onde se extrai o caldo de cana-de-agucar, utilizado para produg¢ao de alcool, agucar

e/ou outros produtos (VIEIRA, 2019). A fragdo bagago de cana € rica em celulose,
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hemicelulose e Lignina (LIU et al., 2019) e sua disposi¢ao final, feita de maneira
impropria causa impactos socioambientais negativos, degradagao do solo e da agua,
poluicdo do ar e proliferacdo de vetores (CORDEIRO et al., 2020; NOVAIS et al.,
2021).

Pesquisas vém sendo desenvolvidas com o intuito de separar a Lignina da estrutura
lignoceluldsica, viabilizando a aplicagdo da Lignina em escala comercial (KAMIMURA
et al., 2019). A despolimerizag&o da Lignina presente no bagag¢o de cana torna essa
matriz um potencial para obtencédo de produtos de quimica fina (MAHMOOD et al.,
2016; VENCESLAU, 2018 e ANTAR et al., 2021).

3.3.Lignina

A Lignina vem despertando muito interesse nos pesquisadores, pois € uma das
moléculas mais abundantes em compostos aromaticos em nosso planeta, € uma
matriz renovavel e tem o potencial de substituir o petroleo para a obtencao de produtos
quimicos de interesse a sociedade. PONNUSAMY e colaboradores (2019)
descreveram em sua revisao que a Lignina € o composto com caracteristicas mais
aplicaveis a industria, dentre as substancias existentes na biomassa, fator atribuido a

aromaticidade e cadeias laterais na estrutura de carbono.

A estrutura da Lignina pode variar entre espécies de plantas e até mesmo entre
plantas da mesma espécie, dependendo das condi¢des ambientais (SALIBA et al.,
2001). Plantas herbaceas como gramineas tém concentragdes de Lignina em menor
quantidade (10-19%), enquanto madeiras macias (25-35%) e madeiras duras (18-
25%) tém maior concentracao (PONNUSAMY et al., 2019).

A estrutura da Lignina formada principalmente por grupos fendlicos é representada na
Figura 2. Os grupos funcionais presentes na Lignina apresentam ampla variedade,
como hidroxila alifatica, carbonila, hidroxila fendlica, metoxila e alcool benzilico,
grupos esses que determinam a polaridade da molécula. Esses grupos quimicos s&o
responsaveis pela heterogeneidade da Lignina na natureza e alta resisténcia, impondo
um desafio elevado a sua despolimerizagao (KAMIMURA et al., 2019 e LIU et al.,
2019).

Liu e colaboradores (2019) descreveram Lignina como um biopolimero de

sequenciamento aleatoério, composto de unidades fenilpropanoides ligadas entre si por
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varias ligagoes, incluindo B-O-4 (éter arila), B-5-fenilcoumarano, 5’5-bifenila, B'B-
resinol e 4-O-5-diariléter (Figura 2). A ligagado mais abundante no polimero de Lignina
€ a B-0O-4, o que proporciona alta recalcitrancia a despolimerizagcdo quimica e
bioquimica (PONNUSAMY et al. 2019). A ligacao B-O-4-aril favorece a recalcitréncia
devido a conformacéao espacial formada por ligagdes de hidrogénio e interagdes de

Van der Waals.

A presenca de diferentes unidades precursoras e o elevado numero de combinagdes
possiveis entre as unidades precursoras faz com que a estrutura da Lignina seja bem

mais complexa que a apresentada pela celulose e pelas polioses (LINO, 2015).

A Lignina é um polimero amorfo, tridimensional, de cadeia longa e elevada massa
molar. Uma estrutura quimica robusta, classificada como heterogénea devido as
varias estruturas poliméricas e fendlicas. Normalmente, constitui o segundo
componente em quantidade na biomassa vegetal, tendo como principal fungéo unir as
fibras da celulose e hemicelulose por meio de ligagbes covalentes e ligagdes de
hidrogénio, tornando a estrutura da planta extremamente forte e resistente a
deformacdo. Essas caracteristicas proporcionam resisténcia a insetos e a
microrganismos patogénicos (PONNUSAMY et al., 2019; RUBIN, 2008 e SHIN et al.,
2019).

A fragmentacédo da Lignina produz fundamentalmente uma mistura de compostos
fendlicos, onde predominam os p-hidrofenilpropanocides (LI e ZHENG, 2019),
guaiacois (2-metoxifendis), e siringdis (2,6-dimetoxifendis) (OKUMA, 2004),

representados na Figura 3.



Figura 2 — Estrutura esquematica da Lignina biopolimerizada em plantas
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Fonte: KAMIMURA et al., 2019.
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Figura 3 — Estrutura esquematica das unidades p-Hidroxifenilpropandides, Guaiacdis e

Siringdis
OH OH OH
0 o o
Hal*" HsC™ CH,
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p-hidroxifenilpropanodides Guaiacéis Siringdis

Fonte: Autor (ACD/ChemSketch)

3.4.Degradacao microbiana da Lignina

A bioconversao de residuos lignoceluldsicos tem recebido cada vez mais atengéo na
pesquisa e na industria, por ser uma matéria-prima renovavel e sustentavel, conforme
ja relatado nesta dissertagcdo. PONNUSAMY et al. (2019) descreve em seu trabalho
que os meritos do processo bioldgico estao relacionados ao custo-beneficio, processo
ecologicamente correto (eco-friendly) e alta propensdo em degradar os componentes
da parede de células vegetais. Uma grande variedade de microrganismos € capaz de
degradar a Lignina por meio de enzimas e reagdes quimicas, o que torna a biomassa
vegetal mais receptiva a sacarificagdo via unidades de agucar polissacarideo
(PONNUSAMY et al. 2019).

Os fungos tém sistemas enzimaticos poderosos para a despolimerizagédo da Lignina.
Os principais microrganismos responsaveis pela decomposi¢cdo de madeiras e plantas
sdo os denominados fungos de podridao-branca. Os fungos da podriddo branca
secretam uma ou mais enzimas modificadoras da Lignina, além de outros compostos

necessarios para a degradacéao efetiva da Lignina (DASHTBAN, M. et al, 2010).

Os fungos de podridédo branca s&o capazes de excretar enzimas que podem degradar
a Lignina, hemicelulose e celulose presentes na biomassa (PONNUSAMY et al. 2019).
Por exemplo, o Phanerochaete chrysosporium € conhecido pela capacidade de

converter Lignina em substéncias de menor complexidade (LIU et al., 2019). O filo
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basidiomiceto abrange os principais fungos que metabolizam a Lignina. Outros fungos
também foram descritos como metabolizadores da Lignina, como Ceriporiopsis
Subvermispora, Echinodontium taxodii, Pleurotus ostreatus e Cyathus stercoreus.
Entre as bactérias promissoras que metabolizam a Lignina estdo Pseudomonas
putida, Rhodococcus jostii, Rhodococcus opacus, Acinetobacter baylyi, Amycolatopsis

sp. e Sphingomonas (LIU et al., 2019).

Os fungos da podriddo marrom atacam preferencialmente a hemicelulose e a celulose
de forma simultanea, por consequéncia, acessam a Lignina e promovem modificagéo
na sua estrutura. As enzimas Lignina Peroxidase, Peroxidase dependente de
Manganés, Polifenoloxidase e Lacase degradam a Lignina de forma eficaz
(PONNUSAMY et al. 2019). Em geral, as Lacases usam o oxigénio molecular como
aceptor de elétrons, enquanto as peroxidases usam o peroxido de hidrogénio como
cossubstrato (DASHTBAN, M. et al, 2010).

ANDRIANI e colaboradores (2020) descreveram em seu estudo, que fungos
pertencentes ao género Trametes apresentam alto potencial para utilizagédo na
industria biotecnoldgica, devido a sua habilidade de produzir enzimas hidroliticas e
oxidativas que atuam eficientemente na degradagdo da lignocelulose. Algumas
espécies do género Trametes séo frequentemente estudadas pois ja existem relatos
de producéo simultanea e sequencial de enzimas ligninoliticas, hemiceluloliticas e
celuloliticas (ANDRIANI, et al. 2020; TOME, et al. 2022).

A espécie Trametes villosa € menos estudada quando comparada a outras espécies
do género, no entanto, estudos ja demonstraram o potencial desse fungo em produzir
Lacase, peroxidase e celulase em substratos lignocelulésicos (CONIGLIO et al.,
2020). CARNEIRO e colaboradores (2017) determinaram a presenga de Manganés
Peroxidade e Lignina Peroxidase em meio de cultura de bagago de cana com a
espécie Trametes villosa CCMB561, enzimas relevantes para a quebra eficiente de

lignina, caracteristicas de um fungo de podridao branca.

Os resultados obtidos nos estudos de Silva e colaboradores (2014) demonstraram que
o Trametes villosa CCMB561 possui alto potencial lignolitico especialmente por causa
de sua producgéao de peroxidase dependente de manganés, obtendo 35,05 * 1,45 (%)

de redugdo da Lignina presente no bagago de cana-de-agucar.
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3.5.Potenciais produtos da fragmentagao da Lignina

A bioconversao da Lignina gera fragmentos quimicos predominantemente fendlicos,
de acordo com a caracteristica estrutural da biomassa. As classes de substancias
organicas comumente encontradas sdo os compostos aromaticos, carboxilicos,
ésteres, alcoois, aldeidos e cetonas (PONNUSAMY et al., 2019).

A despolimerizagao da Lignina por fungos da podriddo branca produz uma mistura
heterogénea de compostos de baixa massa molar que varia de acordo com os tipos
de biomassa da planta e as linhagens de fungos empregadas. Chen e Wan (2017)
verificaram em sua revisao bibliografica a geragcao de compostos quimicos a partir da
despolimerizagcdo da Lignina por vias microbiologicas. Os autores estudaram a
despolimerizacdo por bactérias, fungos e enzimas. Identificaram vanilina, acido 4-
hidroxipentadiendico, acido 4-carboxi-2-hidroxipentadiendico, acido 5-
carboxivanailico, acido vanilico, alguns Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

(HPA'’s) e a formacéo de lipideos.

KAMIMURA et al., (2019) sugere em seu trabalho que a Lignina é despolimerizada
em duas etapas, sendo a primeira causada pelos fungos de podriddo branca,
liberando trés unidades fenilpropandides. Ja a segunda etapa é responsavel pela
transformacao dos fenilpropanoides em aromaticos de baixa massa molar (Vanilina,
Seringato e p-hidroxibenzoato), sendo as bactérias as principais responsaveis por
esta etapa. Vale ressaltar que os autores realizaram um experimento de cocultura

microbiana para a bioconversao da Lignina.

HODASOVA et al. (2015) descreveu em seu estudo as diversas substancias que
podem ser geradas a partir da fragmentagao da Lignina, tanto por processos quimicos,
fisicos como bioldgicos. Nesse levantamento de informagdes, os autores descreveram
a formacéo de Benzeno, Tolueno e Xilenos (BTX), Fenol e Vanilina, substancias de
caracteristicas aromaticas. No entanto, segundo os autores, apenas o acido vanilico,

o acido ferulico e o acido p-Cumarilico sdo produzidos por processo bioldgicos.

O Benzeno, Tolueno e Xilenos (BTX) proveniente de Lignina é semelhante ao BTX do
petroleo, podendo ser usado como um substituto. HODASOVA et al. (2015) relatou

que BTX tém aplicagbes em larga escala, portanto, apresentam 6timo potencial na
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industria quimica. Esses compostos representam 60% de todos os produtos

aromaticos do mercado e 24% do mercado petroquimico global.

O fenol é importante na producdo de plasticos e outros materiais. As principais
aplicagdes dos fendis incluem a producao de resinas de fenol-formaldeido, espumas
de poliuretano ou poliuretanos para a industria automobilistica. Atualmente, a principal
mateéria-prima do fenol € o petrdleo, sendo que esta matriz pode ser substituida pela
Lignina. O prego do fenol proveniente da Lignina e do petréleo sdo os mesmos. Sendo
assim, considerando que a Lignina € um insumo renovavel, ganha além do valor
econdmico, valor ambiental (HODASOVA et al.,2015).

Os siringdis s&o geradas durante a fragmentagcdo da Lignina. Essas substancias
possuem grande interesse comercial, pois séo produtos intermediario para a formagao
dos anéis aromaticos 3,4,5-trimetoxilados. Anéis aromaticos 3,4,5-trimetoxilados séo
estruturas presente em muitas substancias naturais e apresentam atividades
biolégicas comprovadas (OKUMA, 2004).

A comercializag&o da Lignina € majoritariamente aplicada para a obteng¢ao de vanilina
(LIU et al., 2020). Comercialmente, a vanilina € produzida ha quase 80 anos. Porém,
apenas 20% da vanilina no mercado é produzida a partir de Lignina e outros 80% sé&o
produzidos a partir de petréleo bruto. O valor de mercado da vanilina depende da
fonte. A vanilina natural produzida a partir de baunilha de Madagascar € a que
apresenta o maior valor comercial, que ultrapassa os $ 1.200,00 délares o quilograma.
A vanilina produzida a partir da Lignina e do petroleo bruto possuem precos similares,
sendo encontrada por ndo mais de $ 40,00 délares o quilograma (HODASOVA et
al.,2015).

3.6. Caracterizagao dos produtos quimicos
3.6.1. Espectroscopia na regido do Ultravioleta e visivel

A espectrometria de absorgdo molecular na regido do UV e visivel usa de fonte de
radiacdo eletromagnética na faixa de comprimento de onda entre 160 e 780 nm. A
fonte de radiagdo promove transi¢coes eletrbnicas na molécula do composto em
estudo, sendo limitadas pela presenga de um par isolado ou de uma ligagao 1 a partir

da qual possa ocorrer a transigao eletrénica (SKOOG et al., 2006).



24

Os espectrofotdmetros UV-VIS consistem em duas fontes, uma na regido do UV e
outra na regiao do visivel, uma célula nao interferente (cubeta) e um detector para se
medir a luz. Os detectores podem ser programados para medir a absorbancia em um
determinado comprimento de onda ou podem varrer toda a faixa UV-VIS (SKOOG et
al., 2006).

A espectroscopia UV-visivel (UV-vis) tem sido aplicada de varias maneiras para
facilitar a analise qualitativa e quantitativa. A aplicagdo dessa técnica é ampla,
podendo ser utilizada na verificagao de ingredientes farmacéuticos, da estabilidade de
compostos, dentre outros (CARVALHO, 2019). O espectro UV-VIS é registrado como
uma funcéo de absorbancia versus comprimento de onda (CARVALHO, 2019). Skoog
e colaboradores (2006) diz que o espectro da absorbancia se relaciona com a cor do

material, sendo a cor percebida pelo olho humano, a cor complementar a absorvida.

3.6.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia € uma técnica amplamente utilizada e permite a identificagéo,
separagao e determinagao de compostos quimicos presentes em diversos tipos de
amostras, das mais simples as mais complexas. Sendo assim, é a técnica com maior
aplicacdo analitica, considerada a de melhor resultado na separagdo de analitos
(SKOOG et al., 2006).

Como a aplicagdo cromatografica expandiu-se, fez-se necessario uma evolugao na
abordagem de analises instrumentais e dados gerados, de forma a acompanhar a
riqueza de amostras complexas (PREBIHALO et al., 2017).

Para obter uma quantificacdo precisa, os compostos devem ser totalmente separados
um do outro. Em varios casos, isso pode ser possivel usando a deteccéo seletiva.
Enquanto varias técnicas cromatograficas sao potencialmente uteis, Cromatografia
Gasosa (GC) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography) sédo claramente as técnicas mais utilizadas para
relevantes separagcdes (MEGSON et al., 2016).

A importancia da cromatografia liquida como técnica analitica e seu impacto em
nossas vidas nao pode ser minimizada. A técnica é usada para separar, identificar e
quantificar aminoacidos, toxinas ambientais, ingredientes ativos em medicamentos,

drogas de abuso, surfactantes, carboidratos e muitos outros compostos de extrema
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importancia. Alguns compostos organicos ndo podem ser analisados por GC, pois nao
sao suficientemente volateis ou sdo termicamente sensiveis. A cromatografia liquida

€, portanto, uma técnica de separagdo muito importante (VITHA, 2017).

Os detectores acoplados no HPLC podem variar de acordo com o objetivo da analise.
O detector UV-Vis é o de maior utilizacdo pois possuem baixo custo, aceitam o uso
de gradiente para fase movel e possuem robustez as variagdes de temperatura. Os
detectores UV-Vis possuem formato de detectores de comprimento de onda fixo ou
variavel (arranjo de diodos) (VITHA, 2017).

O uso individual do HPLC n&o é recomendado para identificacdo de substancias
quimicas, ja que a comparagao do tempo de retengdo da amostra com um padréo na
analise € um parametro menos confiavel. Entretanto, € comum utilizar outras técnicas
para identificar e confirmar as identidades das substancias, como: Espectroscopia na
regiao do Infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear, Espectrometria de Massas,
por exemplo (COSTA, 2019).
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4. Materiais e métodos
4.1.Reagentes e solventes

Na etapa de cultivo do fungo Trametes villosa CCMB561 foram utilizadas placas de
Petri 90 x 15 mm contendo meio de cultura Extrato de Malte Agar (Extrato de Malte
marca: KASVI, referéncia: K25-611006, Dextrose marca: Dinamica, referéncia: 1673
e Agar marca: Himedia, referéncia: GRM666-500G).

Como substratos para o cultivo do fungo foram utilizados a Lignina alcalina em pd6
(Sintética) SIGMA-ALDRICH, Lote: MKDD3898; ref.: 370959 e o Bagaco de cana-de-
agucar cultivada na regiao de Itabirito-MG (cultivar desconhecido). O bagaco foi seco,
moido e peneirado em peneira com abertura a 4,75 mm, utilizando a fragdo menor

que 4,75 mm.

O solvente Acetonitrila HPLC, Merck Lote: 1525330 007 foi utilizada como fase mével
na analise por HPLC e como solugao diluente para as amostras. A solucio diluente
foi preparada com 30 mL de Acetonitrila e 70 mL de agua deionizada.

4.2.Equipamentos

A Autoclave PRISMATEC autoclave Vertical CS foi utilizada para autoclavar o meio
de cultura Extrato de Malte agar e os materiais do experimento de incubagéo do fungo

com 0s substratos.

Balancga analitica PIONNER, Estufa incubadora e Fluxo laminar foram utilizados para

preparo dos cultivos e incubagao do fungo Trametes villosa.

As amostras foram submetidas a centrifugacdo na Centrifuga NOVATECNICA,
modelo NT810 e Centrifuga 5410 Eppendorf.

O UV-Vis da Varian Cary 50 Scan foi utilizado para analise espectroscopica na regiao

do ultravioleta e visivel.

Para as analises de cromatografia liquida foram utilizados o Cromatégrafo Liquido de
Alta Eficiéncia (HPLC) Shimadzu®, Prominence-i LC-2030 Plus, Detector UV-vis e a
coluna Phenomenex® Hyperclone 5y ODS (C18), comprimento 150 mm por 4,6 mm

de didmetro.
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4.3.Metodologias
4.3.1. Reativagéo do fungo Trametes villosa CCMB561

O isolado fungico Trametes villosa CCMB561 esta depositado no Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-UFMG). O isolado foi
cultivado em placas de Petri 90 x 15 mm contendo meio de cultura Extrato de Malte
Agar (2% de Extrato de Malte, 2% de dextrose e 2% de Agar) incubado em estufa a
28 + 2°C por 7 dias conforme TOME e colaboradores (2022).

4.3.2. Inoculagéo do fungo Trametes villosa CCMB561 em meio de cultura

contendo Lignina

O cultivo do fungo Trametes villosa CCMBS561 foi realizado em frascos Erlenmeyer de
250 mL utilizando-se duas fontes de lignina, bagaco de cana e lignina alcalina
sintética. Concentragdes equivalentes de lignina foram utilizadas nos experimentos,
para tal, o percentual de lignina no bagacgo de cana foi considerado como sendo 20%
(TOME et al., 2022). Em seis frascos Erlenmeyers foram adicionados 0,48 g da Lignina
alcalina sintética e em outros seis Erlenmeyers foram adicionados 2,4 g de bagago de
cana, aos quais foram adicionados 120 mL de agua destilada. Os frascos foram
fechados com rolha de algodao e papel pardo e levados para esterilizagdo em

autoclave.

Com auxilio de canudos de plastico e palitos esterilizados, 10 plugs do cultivo do fungo
Trametes villosa CCMB561 foram coletados da placa Petri e inoculados em 10
Erlenmeyers, sendo 2 Erlenmeyers mantidos sem in6culo, os quais foram
considerados controles do experimento. Dessa forma, cada condi¢ao experimental foi
realizada com cinco réplicas e um controle, totalizando 12 Erlenmeyers. Todos os

Erlenmeyers foram incubados em estufa a 28 + 2 °C, por 28 dias.

Aliquotas de 15 mL foram retiradas nos dias cinco, sete, dez, 14, 21 e 28 de incubagéao
e transferidas para tubos coOnicos estéreis do tipo Falcon, sendo cada tudo
devidamente identificado com um numero de um a cinco e controle, o nome do
substrato incubado e o dia de retirada da aliquota. Todos os procedimentos foram

realizados no ambiente estéril do fluxo laminar.
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Apds a coleta de cada aliquota do experimento, as amostras foram centrifugadas 5000

rem por 5 minutos, e os sobrenadantes armazenados -20 °C para analises posteriores.

4.3.3. Analises dos produtos formados
4.3.3.1. Espectroscopia na regido do UV-vis

As analises por Espectroscopia na regido do UV-vis foram realizadas no equipamento
UV-vis Varian Cary 50 Scan do Laboratorio de Orgénica no Departamento de Quimica,
Unidade Nova Sui¢ca, CEFET-MG. As amostras foram descongeladas em temperatura
ambiente, em seguida foram diluidas em agua deionizada na concentragao 1:1, ou
seja 1,0 mL de amostra e 1,0 mL de agua. A mistura foi transferida para uma cubeta
de quartzo de 1,0 cm de largura. Foi utilizado o Guaiacol como padrao referéncia. A
leitura no espectrofotbmetro foi no modo varredura, realizando a analise entre os

comprimentos de onda 750 nm e 230 nm.

4.3.3.2. Preparo das amostras para analise cromatografica

No Laboratério InTechLab do Programa de Pds-Graduagdo Multicéntrico em Quimica
de Minas Gerais, do Centro Federal de Educagdo Tecnolégica de Minas Gerais
(CEFET/MG), Unidade Gameleira, foram preparadas as amostras para analise
cromatografica. Transferiu-se um mililitro de cada amostra do experimento de
degradagao fungica para um Eppendorff identificado, em seguida foram submetidos a
centrifugagdo por 5 minutos a 5410 rpm. Retirou-se cuidadosamente 50 uyL do
sobrenadante de cada Eppendorff e em seguida foi realizada a transferéncia para um
vial (de HPLC) com 950 pL de solugéo agua:Acetonitrila 70:30, que foi homogeneizado

e reservado para analise.

4.3.3.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Para analise de cromatografia liquida foi utilizado o HPLC Shimadzu® do Laboratorio
InTechLab. As analises foram realizadas com base no método descrito por Taira e
colaboradores (2018) com adaptagdes. O HPLC utilizado possui quatro linhas para
fase moével (A, B, C, D). Nesse trabalho foram utilizadas as linhas A e D, com
Acetonitrila e agua, respectivamente, o gradiente pode ser observado na Tabela 1. A
programacgdo estabelecida foi com fluxo permanente de 1,0 mLmin'. A coluna

utilizada foi a Phenomenex® Coluna Hyperclone 5y ODS (C18), comprimento 150 mm
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por 4,6 mm de didmetro, em forno com temperatura fixa em 25 °C. Detector UV-vis
Shimadzu ®, modelo LC-2030, com comprimento de onda 280 nm, volume de injegcéao

10 yL. Os dados adquiridos foram tratados pelo software LabSolutions da Shimadzu ®.

Tabela 1 — Gradiente Fase movel

Tempo (min) Linha A - Acetonitrila (%) Linha D - Agua (%)
0 10 90
3 10 90
5 25 75
19 25 75
20 10 90

Fonte: autor
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5. Resultados e Discussao
5.3.Cultivo do fungo Trametes villosa CCMB561

A observagao dos meios de cultivo contendo o fungo Trametes villosa CCMB561
revelou a formacao de hifas aéreas em toda extensao da placa, formando assim uma
massa filamentosa, conhecida como micélio (TORTORA, 2016). Os micélios

apresentaram coloragao branca, uniforme e sem contaminantes ao longo dos dias de
incubagao (Figura 4).

Figura 4 — Cultivo do fungo Trametes villosa CCMB561 apés sete dias de incubacao

Em contrapartida, a placa de controle negativo (sem inoculagdo), manteve-se
inalterada durante todos os dias de incubag¢do, demonstrando assim a auséncia de

contaminagao no meio de cultura incubado, conforme Figura 6.
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Figura 5 — Controle negativo meio de cultura Extrato de Malte Agar

5.4.Inoculagao do fungo Trametes villosa CCMB561 em meio de cultura

contendo Lignina

Neste trabalho, foi observado o crescimento do fungo Trametes villosa CCMB561 ao
longo dos 28 dias de incubacgao (Figuras 6 e 7). A presencga de micélios foi observada
tanto para os experimentos com Lignina, quanto para os experimentos em bagago de
cana-de-agucar, o que indica a capacidade deste fungo em utilizar Lignina como fonte
de energia. Outro trabalho demonstra a capacidade de fungos Trametes villosa
CCMB561 em reduzir a Lignina presente no bagago de cana em 35,05%. Tendo
apenas o bagago de cana como substrato, ou seja, fonte de nutriente (SILVA, et al.
2014).
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Figura 6 — Primeiro dia de Incubacgéo do fungo Trametes Vilossa em meio com Lignina

Fonte: Autor. a) Erlenmeyer contendo Bagago de cana e os plugs do fungo Trametes villosa CCMB561
e b) Erlenmeyer contendo Lignina alcalina e os plugs do fungo Trametes villosa CCMB561.

Figura 7 — Formacao de micélio fungico apés cinco dias de incubagao

Fonte: Autor. a) Erlenmeyer contendo Bagacgo de cana e micélios do fungo Trametes villosa CCMB561
na superficie do meio de cultura e b) Erlenmeyer contendo Lignina alcalina e micélios do fungo
Trametes villosa CCMB561 submerso no meio de cultura.

5.5. Analise dos produtos formados

5.5.1. Espectroscopia na regido Ultravioleta-visivel

A analise de Espectroscopia na regido UV-vis tem o objetivo de investigar em qual

comprimento de onda se encontra 0 maximo de absorgdo da amostra em estudo,
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informacao que contribui para as analises em HPLC, o qual possui um detector de
UV-vis.

Os resultados obtidos na analise de UV-vis demonstraram que a banda de maximo de
absorcao foi em 280 nm, sendo a varredura realizada entre os comprimentos de onda
750 nm e 200 nm, para as amostras do experimento de degradagao da Lignina alcalina

(Figuras 8 e 9).

Segundo Wrolstad (2002), todas as substancias fendlicas absorvem a luz UV e todas
tém alguma absorbancia a 280 nm. Essa propriedade dos compostos fendlicos pode
ser usada para analise espectral. No entanto, os resultados ndo podem ser
relacionados a nenhuma substancia especifica, uma vez que os compostos fendlicos
tém absortividade molar especifica préxima a esse comprimento de onda. O valor
desse método é devido sua extrema simplicidade e rapida obtencdo de resultado,
exigindo apenas filtracdo ou centrifugagao e diluicdo, se necessario. Sendo muito
adequado para monitoramento de compostos fendlicos.

Figura 8 — Espectro de absorgao na regido do UV-Vis dos compostos obtidos na degradacao

da Lignina pelo fungo Trametes villosa CCMB561

Lignina

11

Absorbancia

Maximo de absor¢do em 280nm

g

100 200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda

Produtos da Lignina Dia 05 Produtos da Lignina Dia 07 Produtos da Lignina Dia 10

Fonte: Autor. Espectro de absorgéo na regido do UV-Vis, onde a linha em laranja representa os valores
meédios obtidos das amostras coletadas no quinto dia de incubagao. A linha em cinza representa os
valores médios obtidos das amostras coletadas no sétimo dia de incubagao. A linha amarela representa
os valores médios obtidos das amostras coletadas no décimo dia de incubagao.
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Figura 9

Figura 9 — Espectro de absorgao na regido do UV-Vis dos compostos obtidos na degradacao

de cana-de-agucar pelo fungo Trametes villosa CCMB561
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Fonte: Autor. Espectro de absorgao na regidao do UV-Vis, onde a linha em vermelho representa os
valores médios obtidos das amostras coletadas no quinto dia de incubagéo. A linha em cinza representa
os valores médios obtidos das amostras coletadas no sétimo dia de incubagdo. A linha amarela
representa os valores médios obtidos das amostras coletadas no décimo dia de incubagéo.

Os resultados das analises realizadas por Espectroscopia na regiao do UV-Vis, na
faixa de comprimento de onda 750 nm a 200 nm para as amostras, incluindo o branco
e o0 Guaiacol podem ser acessados no anexo 7.1. O branco de agua, conforme
previsto, ndo apresentou maximo de absor¢ao, ja o Guaiacol apresentou maximo de

absorcdo em 280 nm, resultado esperado por ser uma substancia fendlica.

5.56.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Apos a determinacdo do maximo de absorcdo pela analise de varredura por
Espectroscopia na regido UV-vis, nossos estudos foram conduzidos a analise por
HPLC que teve como objetivo separar os compostos fendlicos com absorbancia em
280 nm.

Para analise das amostras obtidas no experimento microbioldgico, foram analisados
os padrées Acido vanilico, Acido siringico, 3-metil-1,2-ciclopentenodiona, 2,6-

Dimetoxifenol, Guaiacol e 1,2,3-Trimetoxibenzeno. Esses padrdes foram escolhidos
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para dar cobertura aos possiveis fragmentos gerados na degradacgéo biolégica da
Lignina. Na Tabela 2 sao descritos os tempos de retencao de cada substancia padrao

selecionada seguindo o método de separagao proposto (item 4.3.3.3).

Tabela 2 — Tempos de retengédo (mim) para as substancias utilizadas como padréo nas

analises cromatograficas deste estudo

Padrdo Tempo de retengdo (min)
Acido vanilico 1,196
Acido siringico 3,884
3-metil-1,2-ciclopentenodiona 4,390
2,6-Dimetoxifenol 9,193
Guaiacol 9,262
1,2,3-Trimetoxibenzeno 15,082

Foi possivel observar que houve a separagédo das substancias ao realizar gradiente
de agua e Acetonitrila. As seis substancias trabalhadas tiveram tempos de retengéo
distintos. Os picos do 2,6-Dimetoxifenol e do Guaiacol foram os que apresentaram
maior proximidade, entretanto, nenhuma das alteragdes realizadas no gradiente da
fase movel, temperatura de coluna e fluxo de fase movel permitiram melhor
separacgao. Fischer e Hoffler (2020) relataram grande dificuldade na analise de
derivados da Lignina. De acordo com o método de separagéo descrito, de 14 analitos
testados em 28 min de corrida, trés pares de picos apresentaram baixa resolugao, ou

seja, houve coeluicdo em trés pares de substancias analisadas.

As andlises cromatograficas das amostras de controle apresentaram picos com
pequenas areas, semelhantes a ruidos. Essas areas servem de background para cada
grupo de amostra a qual pertence o controle. Ou seja, o controle do dia sete dos
experimentos realizados com Lignina foi o background para as cinco amostras

coletadas no mesmo dia.

Ao analisar os resultados cromatograficos, referente aos seis dias coletados das
amostras de Lignina (Dias 5, 7, 10, 14, 21 e 28) foi possivel observar um crescente
aumento na area referente ao acido vanilico, tempo de retengao préximo a 1,196 min
(Tabela 3 e Figura 10).
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Tabela 3 — Areas obtidas a partir das médias das amostras coletadas de Lignina, relativo ao

tempo de retencao equivalente ao acido vanilico

Dia de coleta das Média das areas .
- . Desvio
amostras de Lignina obtidas
5 -21870 4622
7 -14494 3793
10 2358 7626
14 63140 28358
21 256793 23893
28 250062 35993

Figura 10 — Producdo de Acido vanilico pelo fungo Trametes villosa CCMB561 no meio de

cultura contendo Lignina alcalina
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O acido vanilico é um produto previsto na decomposi¢cao da Lignina pois € resultado
da fragmentacdo da estrutura desse biopolimero. Taira e colaboradores (2018)
determinaram em seu trabalho que o acido vanilico foi uma das substancias fendlicas
encontradas a partir da degradacéo fungica da biomassa de arroz, Taira utilizou o
LC/MS/MS para caracterizagdo das substancias. Chen e Wan (2017) e Hodasova

(2015) descreveram, em sua revisao bibliografica, que o acido vanilico € um dos
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compostos fendlicos encontrados na bioconversdo da Lignina por fungos,

corroborando assim com o resultado encontrado neste trabalho.

Diferentemente da Lignina, o experimento utilizando bagago de cana-de-agucar como
substrato, ndo apresentou nenhuma substancia com area acima do background, para
os resultados de HPLC. Apesar da presencga de Lignina na biomassa, o fungo de
podriddo branca utiliza como fonte de energia, primeiramente, os agucares de mais
facil acesso, os agucares mais simples tipo glicose, presente na celulose, e agucares
de cinco e seis carbonos constituintes da hemicelulose (RUBIN, 2008). Quando a
fonte de energia simples comega a esgotar, inicia-se o0 consumo de carbono de matriz

complexa, presente na Lignina.

Os resultados de Carneiro e colaboradores (2017) e SILVA e colaboradores (2014)
corroboram com os resultados encontrados neste trabalho. Demonstraram que
quando o fungo € cultivado em diferentes substratos lignocelulésicos, ha uma
expresséao diferente dos genes Lignina Peroxidase, Manganés Peroxidase e Lacase.
Sugerindo que respostas metabdlicas especificas podem ser desencadeadas quando

o fungo é cultivado em Lignina alcalina e bagago de cana.
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6. Conclusao

Neste trabalho, a caracterizagdo das amostras do experimento com o fungo Trametes
villosa CCMB561 em meio de cultura contendo Lignina, se mostrou uma opgéo para
a obtencao de compostos fendlicos. O acido vanilico foi encontrado nas amostras de
Lignina sintética apds o décimo quarto dia de incubagao, demonstrando que o fungo
utilizou a Lignina como fonte de energia e promoveu a fragmentagao da Lignina. No
experimento com o bagago de cana ndo foram detectados compostos fendlicos,
indicando que os agucares simples podem ter induzido o crescimento do fungo

Trametes villosa CCMB561 em detrimento a produ¢cdo de compostos fendlicos.

Em concluséo, o trabalho apresentado mostra-se como um estudo inicial para que
outros sejam realizados envolvendo a degradagao de lignina por parte do fungo
Trametes villosa CCMB561. Apesar dos desafios, foi possivel vislumbrar o grande
potencial encontrado nesta area, proporcionando conhecimento que podera ser
aplicado em pesquisas futuras, auxiliando o desenvolvimento de novos métodos de

caracterizagdo dos compostos fendlicos gerados a partir da degradagao da Lignina.
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ANEXO A - Espectros na regiao do Ultravioleta-visivel

Figura 11 — Espectro na regidao do UV-Vis para o branco agua
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Figura 12 — Espectro na regidao do UV-Vis para o Guaiacol
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Figura 13 — Espectro na regiao do UV-Vis para o Controle Lignina _Dia 05
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Figura 14 — Espectro na regidao do UV-Vis para o TO1_Lignina _Dia 05
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Figura 15 — Espectro na regidao do UV-Vis para o T02_Lignina _Dia 05
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Figura 16 — Espectro na regiao do UV-Vis para o TO3_ Lignina _Dia 05
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Figura 17 — Espectro na regiao do UV-Vis para o TO4_Lignina _Dia 05
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Figura 18 — Espectro na regidao do UV-Vis para o TO5_Lignina _Dia 05
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Figura 19 — Espectro na regiao do UV-Vis para o Controle Lignina _Dia 07
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Figura 20 — Espectro na regidao do UV-Vis para o TO1_Lignina _Dia 07
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Figura 21 — Espectro na regiao do UV-Vis para o T02_Lignina _Dia 07
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Figura 22 — Espectro na regiao do UV-Vis para o TO3_Lignina _Dia 07
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Figura 23 — Espectro na regidao do UV-Vis para o TO4_Lignina _Dia 07
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Figura 24 — Espectro na regiao do UV-Vis para o TO5_Lignina _Dia 07
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Figura 25 — Espectro na regiao do UV-Vis para o Controle Lignina _Dia 10
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Figura 26 — Espectro na regidao do UV-Vis para o TO1_Lignina_Dia 10
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Figura 27 — Espectro na regiao do UV-Vis para o T02_Lignina_Dia 10
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Figura 28 — Espectro na regiao do UV-Vis para o TO3_Lignina_Dia 10
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Figura 29 — Espectro na regiao do UV-Vis para o T0O4_Lignina_Dia 10
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Figura 30 — Espectro na regido do UV-Vis para o T0O5_Lignina_Dia10
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Figura 31 — Espectro na regiao do UV-Vis para o Controle_Bagaco de cana Dia 05
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Figura 32 — Espectro na regidao do UV-Vis para o TO1_Bagaco de cana Dia 05
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Figura 33 — Espectro na regiao do UV-Vis para o T02_Bagaco de cana Dia 05
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Figura 34 — Espectro na regidao do UV-Vis para o TO3_Bagaco de cana Dia 05
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Figura 35 — Espectro na regiao do UV-Vis para o T0O4_Bagaco de cana Dia 05
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Figura 36 — Espectro na regiao do UV-Vis para o TO5 Bagaco de cana Dia 05
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Figura 37 — Espectro na regiao do UV-Vis para o Controle_Bagaco de cana Dia 07
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Figura 38 — Espectro na regiao do UV-Vis para o TO1_Bagaco de cana Dia 07

Absorbancia

10

T01_BC_Dia07

100 200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda, nm

58



Figura 39 — Espectro na regidao do UV-Vis para o T02_Bagaco de cana Dia 07
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Figura 40 — Espectro na regiao do UV-Vis para o TO3_Bagaco de cana Dia 07
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Figura 41 — Espectro na regidao do UV-Vis para o T0O4_Bagaco de cana Dia 07
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Figura 42 — Espectro na regidao do UV-Vis para o TO5_Bagaco de cana Dia 07
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Figura 43 — Espectro na regiao do UV-Vis para o Controle_Bagaco de cana Dia 10
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Figura 44 — Espectro na regidao do UV-Vis para o TO1_Bagaco de cana Dia 10

Absorbancia

10

TO1_BC_Dial0

100 200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda, nm

61



Figura 45 — Espectro na regidao do UV-Vis para o T02_Bagaco de cana Dia 10
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Figura 46 — Espectro na regiao do UV-Vis para o TO3_Bagaco de cana Dia 10
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Figura 47 — Espectro na regiao do UV-Vis para o T0O4_Bagaco de cana Dia 10
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Figura 48 — Espectro na regiao do UV-Vis para o T0O5 Bagaco de cana Dia 10
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ANEXO B - Cromatogramas HPLC

Figura 49 — Cromatograma (HPLC) do Acido Vanilico
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Figura 50 — Cromatograma (HPLC) do Acido Siringico
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Figura 51 — Cromatograma (HPLC) do 3-metil-1,2-ciclopentenodiono
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Figura 52 — Cromatograma (HPLC) do 2,6-Dimetoxifenol
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Figura 53 — Cromatograma (HPLC) do Guaiacol
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Figura 54 — Cromatograma (HPLC) do 1,2,3-Trimetoxibenzeno
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Figura 55 — Cromatograma (HPLC) do Controle de Lignina coletado no Dia 5

mV
1 £ Detector A Channel 1 280nm
10,04 i <
1 0w
4 =0
J ~
- fo)] |rT'
i 2 N 8 8%
i 1 |~ =R
so | I ssssl|
4 MO ~QN
- ||h mmm’m’| | @
. X :
277 8 s\ | 3 c 9
‘%| I&'ﬁ ﬂll";mH =
g | ._ I"f.l' I\‘“'£F|" ) G /
0,0 '. Lﬂ[ﬂﬁ, S SN _— y
1 |II | % B
A\ —
|I' E’?’;_{ff- ]
-2 5 N
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T T T T T
0,0 25 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0
min
Figura 56 — Cromatograma (HPLC) da amostra um de Lignina coletado no Dia 5
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Figura 57 — Cromatograma (HPLC) da amostra dois de Lignina coletado no Dia 5
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Figura 58 — Cromatograma (HPLC) da amostra trés de Lignina coletado no Dia 5
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Figura 59 — Cromatograma (HPLC) da amostra quatro de Lignina coletado no Dia 5
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Figura 60 — Cromatograma (HPLC) da amostra quatro de Lignina coletado no Dia 5
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Figura 61 — Cromatograma (HPLC) do Controle de Lignina coletado no Dia 7
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Figura 62 — Cromatograma (HPLC) da amostra um de Lignina coletado no Dia 7
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Figura 63 — Cromatograma (HPLC) da amostra dois de Lignina coletado no Dia 7
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Figura 64 — Cromatograma (HPLC) da amostra trés de Lignina coletado no Dia 7
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Figura 65 — Cromatograma (HPLC) da amostra quatro de Lignina coletado no Dia 7
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Figura 66 — Cromatograma (HPLC) da amostra cinco de Lignina coletado no Dia 7
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Figura 67 — Cromatograma (HPLC) do Controle de Lignina coletado no Dia 10
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Figura 68 — Cromatograma (HPLC) da amostra um de Lignina coletado no Dia 10
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Figura 69 — Cromatograma (HPLC) da amostra dois de Lignina coletado no Dia 10
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Figura 70 — Cromatograma (HPLC) da amostra trés de Lignina coletado no Dia 10
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Figura 71 — Cromatograma (HPLC) da amostra quatro de Lignina coletado no Dia 10
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Figura 72 — Cromatograma (HPLC) da amostra cinco de Lignina coletado no Dia 10
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Figura 73 — Cromatograma (HPLC) do Controle de Lignina coletado no Dia 14
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Figura 75 — Cromatograma (HPLC) da amostra dois de Lignina coletado no Dia 14
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Figura 76 — Cromatograma (HPLC) da amostra trés de Lignina coletado no Dia 14
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Figura 77 — Cromatograma (HPLC) da amostra quatro de Lignina coletado no Dia 14
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Figura 78 — Cromatograma (HPLC) da amostra cinco de Lignina coletado no Dia 14

mV
50 i ‘g Detector A Channel 1 280nm|
1| e
i | 3 =
. a
2,5+ r
4 H I."/\'\
_ i
i L S
| | <k \
= 52‘(9 J
0.0__"“'\| II e T S
4 |
- II|
|
1\
] |ll
-2,5+
7 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 25 5,0 7.5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0



Figura 79 — Cromatograma (HPLC) do Controle de Lignina coletado no Dia 21
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Figura 80 — Cromatograma (HPLC) da amostra um de Lignina coletado no Dia 21
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Figura 81 — Cromatograma (HPLC) da amostra dois de Lignina coletado no Dia 21
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Figura 82 — Cromatograma (HPLC) da amostra trés de Lignina coletado no Dia 21
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Figura 83 — Cromatograma (HPLC) da amostra quatro de Lignina coletado no Dia 21
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Figura 84 — Cromatograma (HPLC) da amostra cinco de Lignina coletado no Dia 21
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Figura 85 — Cromatograma (HPLC) do Controle de Lignina coletado no Dia 28
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Figura 86 — Cromatograma (HPLC) da amostra um de Lignina coletado no Dia 28
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Figura 87 — Cromatograma (HPLC) da amostra dois de Lignina coletado no Dia 28
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Figura 88 — Cromatograma (HPLC) da amostra trés de Lignina coletado no Dia 28
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Figura 89 — Cromatograma (HPLC) da amostra quatro de Lignina coletado no Dia 28
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Figura 90 — Cromatograma (HPLC) da amostra cinco de Lignina coletado no Dia 28
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Figura 91 — Cromatograma (HPLC) do Controle de Bagago de cana coletado no Dia 5
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Figura 92 — Cromatograma (HPLC) da amostra um de Bagago de cana coletado no Dia 5
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Figura 93 — Cromatograma (HPLC) da amostra dois de Bagaco de cana coletado no Dia 5
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Figura 94 — Cromatograma (HPLC) da amostra trés de Bagago de cana coletado no Dia 5
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Figura 95 — Cromatograma (HPLC) da amostra quatro de Bagago de cana coletado no Dia 5
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Figura 96 — Cromatograma (HPLC) da amostra cinco de Bagaco de cana coletado no Dia 5
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Figura 97 — Cromatograma (HPLC) do Controle de Bagago de cana coletado no Dia 7
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Figura 98 — Cromatograma (HPLC) da amostra um de Bagago de cana coletado no Dia 7
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Figura 99 — Cromatograma (HPLC) da amostra dois de Bagaco de cana coletado no Dia 7
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Figura 100 — Cromatograma (HPLC) da amostra trés de Bagacgo de cana coletado no Dia 7
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Figura 101 — Cromatograma (HPLC) da amostra quatro de Bagago de cana coletado no Dia
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Figura 102 — Cromatograma (HPLC) da amostra cinco de Bagaco de cana coletado no Dia 7
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Figura 103 — Cromatograma (HPLC) do Controle de Bagag¢o de cana coletado no Dia 10
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Figura 104 — Cromatograma (HPLC) da amostra um de Bagago de cana coletado no Dia 10
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Figura 105 — Cromatograma (HPLC) da amostra dois de Bagaco de cana coletado no Dia 10
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Figura 106 — Cromatograma (HPLC) da amostra trés de Bagago de cana coletado no Dia 10
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Figura 107 — Cromatograma (HPLC) da amostra quatro de Bagago de cana coletado no Dia
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Figura 108 — Cromatograma (HPLC) da amostra cinco de Bagacgo de cana coletado no Dia
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Figura 109 — Cromatograma (HPLC) do Controle de Bagag¢o de cana coletado no Dia 14

mV
7 2 Detector A Channel 1 280nm
7 i
15+ =
10+ ‘
:
4 t"J_(?
4 =
o & g |\
7 fl < | Il. | &
T 8L [l &
| M N%Hl | &8
] NS A8
0 — | L S L — I
————— T T T T T T T T T T [ T T T T T T T T T T T T
0,0 25 5,0 5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0

Figura 110 — Cromatograma (HPLC) da amostra um de Bagaco de cana coletado no Dia 14
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Figura 111 — Cromatograma (HPLC) da amostra dois de Bagaco de cana coletado no Dia 14
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Figura 112 — Cromatograma (HPLC) da amostra trés de Bagaco de cana coletado no Dia 14
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Figura 113 — Cromatograma (HPLC) da amostra quatro de Bagago de cana coletado no Dia
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114 — Cromatograma (HPLC) da amostra cinco de Bagacgo de cana coletado no Dia
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Figura 115 — Cromatograma (HPLC) do Controle de Bagago de cana coletado no Dia 21
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Figura 116 — Cromatograma (HPLC) da amostra um de Bagaco de cana coletado no Dia 21
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Figura 117 — Cromatograma (HPLC) da amostra dois de Bagago de cana coletado no Dia 21
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Figura 118 — Cromatograma (HPLC) da amostra trés de Bagacgo de cana coletado no Dia 21
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Figura 119 — Cromatograma (HPLC) da amostra quatro de Bagago de cana coletado no Dia
21
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Figura 120 — Cromatograma (HPLC) da amostra cinco de Bagago de cana coletado no Dia
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Figura 121 — Cromatograma (HPLC) do Controle de Bagago de cana coletado no Dia 28
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Figura 122 — Cromatograma (HPLC) da amostra um de Bagaco de cana coletado no Dia 28

my
13 Detector A Channel 1 280nm
1 o
5,0+ |‘
[
2,5— | @
| [=2]
i ‘ | &
| =
_ r
1.
_ , h
1 | \\ |
0 0~ 1 ——-'____*MM—¥..\_M_~——-__,_,_~_M.M"_-M RPN
T L e e e e e e e e T e e L e e e o e e



101

Figura 123 — Cromatograma (HPLC) da amostra dois de Bagago de cana coletado no Dia 28
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Figura 125 — Cromatograma (HPLC) da amostra quatro de Bagago de cana coletado no Dia
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