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RESUMO

Alves, R. E.Caracterizacdo de fibras lignocelulésicas pré-tratdas por meio de
técnicas espectroscépicas e microscopicas Opticas alta resolucdo 2011. 115p.
Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Fisica de Gditos, Instituto de Quimica de Séo
Carlos e Escola de Engenharia de Sao Carlos, Wmlaele de Sado Paulo, Sdo Paulo,
2011.

Neste trabalho, fibras de eucalipto pré-tratadéeyatitemente com acido e/ou enzima
foram investigadas visando se verificar alteragéssuturais decorrentes dos preé-
tratamentos. Na caracterizacdo foram empregadaisaéale microscopia eletrénica, de
fluorescéncia (campo de claro), de fluorescéncidomal de varredura a laser (CLSM)
e de tempo de vida de imagem de fluorescéncia (FLIMEm disso, foi também
empregada espectrocopia de fluorescéncia, absoccétiravioleta e visivel (UV-Vis),
no infravermelho (FT-IR) e ressonancia magnéticeclear (RMN). Para a
caracterizacdo das fibras via microscopia e egmaipia de fluorescéncia foi
necessario a producao de filmes de fibras de g@tcalds resultados demonstraram um
aumento na intensidade da fluorescéncia das fémrafuncdo dos pré-tratamentos. As
imagens de microscopia permitiram conhecer a es&ruhorfolégica das fibras. Para
aumentar a fluorescéncia das fibras e facilitarisualizacdo por microscopia de
fluorescéncia, nds depositamos o polieletrdlitoi(plmreto de tetraidrotiofeno de
xililideno) (PTHT), precursor do popffenileno vinileno) (PPV). Pelas imagens CLSM
observou-se a afinidade do PTHT-PPV pelas as fifas foi investigada pelo método
arraste. A distribuicdo de tempos de vida assocemdmagem FLIM da fibra de
eucalipto indicou a presenca do PTHT-PPV nas sigiesfda fibra e a lignina no
interior da parede da mesma. O PTHT-PPV apresamouempo de decaimento de
fluorescéncia mais curto do que a lignina. As ae&licomposicionais das fibras de
eucalipto e do bagaco de cana-de-agUcar in natiglareiaram sinais relacionados a
lignina, hemicelulose e celulose.

Palavras chave: Etanol, Microscopia, Espectros¢c®p@tratamento.






ABSTRACT

Alves, R. E.Caracterizacdo de fibras lignocelulésicas pré-tratdas por meio de
técnicas espectroscépicas e microscopicas oOpticas alta resolucdo 2011. 115p.
Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Fisica de Gditos, Instituto de Quimica de Séo
Carlos e Escola de Engenharia de Sao Carlos, Wmlaele de Sado Paulo, Sdo Paulo,
2011.

In this dissertation, eucalyptus fibers pretreatét different acid and / or enzyme were
investigated in order to study the resulting sumedt changes of the fibers. The
characterization was made using several microsdepliniques such as, electronic
microscopy, confocal laser scanning microscopy (&).%&nd fluorescence lifetime

imaging microscopy (FLIM). In addition, we used diescence spectroscopy,
absorption in the ultraviolet and visible (UV-Vishfrared spectroscopy (FT-IR) and
nuclear magnetic resonance (NMR). It was necessaproduce films of eucalyptus

fibers for the characterization of fibers via mi&ropy and fluorescence
spectroscopy. The results showed changes in tbeeBaence intensity of the fibers as
function of the pre-treatments. The microscopy iesagvere used to study the
morphological structure of fibers. To increase therescence of the fibers and
facilitate its visualization via fluorescence miscopy, e deposited a polyelectrolyte
precursor of PPV polptphenylenevinylene), the poly-(xylylidenetetrahydro-
thiophenium chloride). CLSM images revealed améifibetween the PTHT-PPV and
the fibers. This affinity was investigated by a hwet consisting of spinning a solution
containing the fibers and subsequent optical arsalyfe results confirmed the affinity
of PTHT-PPV with eucalyptus fibers. The lifetimesulibution associated with the
FLIM image of eucalyptus fiber indicated the preserof PTHT-PPV on the fiber

surface and lignin in the inner wall of the fiberalso, the PTHT-PPV showed

fluorescence decay time shorter than the lignine &halysis of the composition of
eucalyptus fibers, we used sugar cane bagasseurara facilitate the identification of

functional groups. The results showed signs related lignin, cellulose and

hemicellulose.

Key-words: Ethanol, Microscopy, Spectroscopy, Raiment.
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1 Apresentacao

Este trabalho esta organizado da seguinte forma&CARITULO 1 destina-se a
apresentacao, introducéo e justificativa do traialAPITULO 2 é apresentado & nogéo
de biomassa lignocelulésicas, sua composicdo qaimiestrutural, como também, os
varios tipos de pré-tratamentos disponiveis paadize£do de bioconversdo de etanol
lignocelulésico; no CAPITULO 3 s&o apresentados roateriais, as técnicas e
metodologias aplicadas no decorrer do trabalhoCA®ITULO 4 sdo mostrados os
resultados obtidos e suas discussées; e no CAPITEL&s conclusbes. Por fim, sdo
apresentadas as REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS, quevisen de apoio para
desenvolvimento deste trabalho e o APENDICE A, apieesenta medidas do tempo de

relaxacao por niveis de saturacdo em fibras ddiptosa

1.1 Introducéao e Justificativa

A evolucdo das civilizagcbes tem sido sempre asdaciairetamente ou
indiretamente, ao uso de energia e, por isso, atedode energia foram tratadas no
passado como totalmente disponiveis para supnreasssidades humanas (KAMIDE,
2005). A importancia da energia como um elememoddmental para o desenvolvimento
econdmico, assim como qualquer estratégia paraomalla qualidade de vida dos seres
humanos e/ou a estabilidade de qualquer pais estéirstituida. Contudo, a realidade
mostra que a disponibilidade de energia oriundéodies ndo-renovaveis € limitada e a
exploracédo, transformacéo e 0 uso dessa energenpgeérar Sérios impactos no meio
ambiente (DEMIRBAS, 2010).

As fontes de energia podem ser classificadas em grépos: féssil, fissil e
renovavel. O termo féssil se refere a uma era gaddpassada, logo, os combustiveis
fésseis, formados ha milhares de anos atras nacesavaveis (DEMIRBAS, 2008). Os
recursos de energia foésseis sdo o petroleo (pethylgo), carvao, betume, gas natural,

6leo de xisto e areias betuminosas. Ja o termbdéseefere aos materiais que conseguem
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sustentar uma reagcao em cadeia por fissdo nusdsaitando na liberacdo de uma grande
guantidade de energia. As principais fontes degemdissil sdo o Uranio, Plutdénio e o

Torio, encontrados em alguns minerais, sendo é&sbém, fontes de energia nédo
renovavel (STACEY, 2010). Quanto ao termo energiaovavel, refere-se a energia

proveniente de recursos que sao regenerativosaoa tpdos os efeitos praticos que, nao
podem ser esgotados (SINGHANIA, 2008). Exemplodotiées de energias renovaveis

sdo o Sol, vento, chuva, mareés, calor e biomassa.

Atualmente, mais de 80% da energia que consumimagi@ada de combustiveis
fosseis (petréleo, carvdao mineral e gas naturaynocc mostrado na Figura 1
(INTERNATIONAL ENERGY AGENCY, 2010). Enquanto osrmbustiveis fosseis sédo
formandos pela presséo e calor subterraneo, etesa&Bumidos mais rapidamente do

gue véem sendo criados (DEMIRBAS, 2010). Isso pedar a escassez dessas fontes de
energia.

401

35-

30

25 ]

205

151

10

n 1B

0- I

Petréleo Carvéao Eletricidade Combustivel renovavel Outros

Consumo (%)

Figura 1- Consumo de energia global para o ano ded@8. Outros: inclui energia geotérmica, solar,
vento, calor, etc. INTERNATIONAL ENERGY AGENCY, 2010).

Além disso, ha uma distribuicdo desigual de conibeist fésseis no mundo: por
exemplo, o Oriente Médio possui cerca de 63% dservas mundiais de petrdleo e é 0
principal fornecedor (DEMIRBAS, 2009), enquanto Bstados Unidos que consome
mais de 30 bilhdes de barris de petréleo por dssyicapenas cerca de 2% das reservas
mundiais. Este sistema energético é insustent@valgusa de questdes de equidade, bem
como as preocupacbes ambientais, econdmicas e lgeago que tém grandes
implica¢des no futuro.
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Curiosamente, os recursos de fontes renovaveima@&obem distribuidos do que
os recursos fosseis e nucleares (GUPTA; DEMIRBAH,02 Além disso, o fluxo de
energia proveniente de fontes renovaveis é tréssvemior do que o atual uso de energia
global (GUPTA; DEMIRBAS, 2010). Sendo assim, fonts energia renovaveis e
sustentaveis, como 0s bicombustiveis, poderdo gesdmar um papel importante na
oferta mundial de energia.

Os bicombustiveis podem ser definidos como comiristiderivados de fontes
biologicas. Entre eles, o metano produzido atrade&sdigestdo anaerdbia tem sido
empregado pelos seres humanos por centenas, sailhaces de anos (DRAPCHO et.
al., 2008). Mais recentemente, o etanol produzig@aréir de cana-de-acucar (etanol de
primeira geracdo), tornou-se outro bicombustivepdrtante. Tem sido crescente o
interesse mundial pela produgéo deste tipo de bibastivel, em especial pelo Brasil,
gue desponta como o pais com as tecnologias acpsliinais avancadas do mundo
devido a pioneira utilizacdo do etanol obtido aipaa cana de acucar, desde o ano de
1927 (STOCKERT, 2008).

Além da tradicdo, variedades altamente selecionagescessos industriais
sofisticados, clima e disponibilidade de terrasicafaveis garantem ao Brasil uma
lideranca confortavel na tecnologia da produca®tdeol. Entretanto, para preservar a
posicao privilegiada do Brasil num cenario compatjtele preciso haver investimentos
compativeis na geracdo de novas tecnologias e ¢donade competéncias
(BUCKERIDGE; SANTOS; SOUZA, 2010).

Atualmente, a bioconversdo de biomassa lignocetddésem aculcares
fermentaveis para producéo de bioetanol (de seggedesdo ou etanol lignocelulésico)
tem sido considerada como uma alternativa pronasgara incrementar a producao de
etanol necessaria para atender a demanda mund@od@sso emprega matéria-prima
natural encontrada ndo sO0 no bagaco-da-cana, masjuamquer outras fontes de
biomassa vegetal (madeiras, serragens, palhasscatc.) geralmente desperdicadas ou
utilizadas de maneira pouco nobre (BUCKERIDGE; SANST SOUZA, 2010). O
aproveitamento destes rejeitos pode elevar comrsidienente a producdo de bioetanol,
sem aumentar a area plantada e o comprometimemioac@roducdo de alimentos,
acrescendo e otimizando a produtividade de prosdgge disponiveis.

No processo de obtencdo de etanol lignocelulosicobjetivo € desconstruir a
parede celular para usar os polissacarideos comte fde acuUcares fermentaveis.

Entretanto, a estrutura da parede celular da bssnésbastante complexa e durante a
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desconstrucdo, € necessario preservar intacto®ongssacarideos que serdo usados para
fermentacdo (BUCKERIDGE; SANTOS; SOUZA, 2010). Isswna o processo de
bioconversdo delicado, necessitando que o procegaodividido em basicamente trés
etapas (Figura 2): (1) pré-tratamento, que iraglepar o complexo carboidrato-lignina
e/ou romper a propria estrutura celuldsica altasmemtienada; (2) hidrolise, que ir4
guebrar as longas cadeias das moléculas de cekiosgucares fermentaveis por meio
de enzimas ou acidos e por ultimo, (3) a fermewtag#® ira converter os acucaras em
etanol (BUCKERIDGE; SANTO; SOUZA, 2010). Embora @#sdesses processos sejam
funcionais, ainda ndo sao eficientes o suficierte permitir a producdo comercial de

etanol.

Trituragao Pré- Hidrolise :Fermentagdo: Destilagdao Bioetanol
tratamento

P

X
}V/\/ ‘\' o ’\

ﬁ

Figura 2 — Esquema mostrando as etapas do procesge bioconversao de acucares em bioetanol
(ESTEVAM-ALVES; GUIMARAES, 2009; GREENTECHMEDIA, 20 10; U.S.
DEPARTMENT OF ENERGY GENOMIC SCIENCE PROGRAM, 2010; HOW STUFF
WORKS A DISCOVERY COMPANY: SUGARCANE, 2010).

O desenvolvimento de técnicas capazes de desdorsstparede celular vegetal
demanda o aprofundamento de conhecimentos solstokdia e estrutura da parede

celular tanto da propria cana de acucar como deosudistemas (BUCKERIDGE;
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SANTOS; SOUZA, 2010). Além disso, investigacdes mecessos enzimaticos de
microorganismos que naturalmente ja se alimentam paede celular e,
conseglentemente, ja possuem enzimas especificaegsa finalidade, podem ajudar no
uso da energia disponivel nos agucares da biontigeseelulésica. Porém, para tal, €
preciso entender o comportamento das propriedélead, caracteristicas morfoldgicas e
composicao quimica e estrutural da biomassa medaod processos de conversdo para
entdo, se desenvolver técnicas que possam topradacado de etanol lignoceluldésico em
escala comercial. Portanto, novas metodologias deacterizagdo, ou mesmo,
metodologias melhoradas, s&o necessarias. E prieciszém desenvolver ou melhorar
métodos de pré-tratamento eficientes e economidemeraveis para reduzir a
recalcitrancia da biomassa vegetal in natura, atandn dessa forma a eficiéncia da
etapa de hidrélise enzimatica.

Nesse sentido, o presente trabalho esta inseridomiuito do aproveitamento de
residuos lignocelulésicos da agroindustria sucomddéira, como € o caso do bagaco de
cana-de-agucar, para a obtencdo de bioetanol (eligmocelulésico) por meio da
sacarificacdo de sua fracdo celulésica. Além ddisava efeito dos pré-tratamentos
guimico, biolégico e a combinacdo dos dois, ou ,sdjmquimico, em fibras
lignoceluldsicas de eucalipto, este trabalho tame#b&ém como objetivo propor uma nova
metodologia de caracterizacdo que pode ser apliaadadeia produtiva de bioetanol,
visando melhorias na eficiéncia econémica do pgmee conversdo da biomassa em
bioetanol.

As fibras de eucalipto foram empregadas, nesteltrap porque apresentaram
qualidades estruturais superiores as fibras de cbage cana-de-acucar in natura,
disponivel no momento. Sendo as fibras de bagacocaha-de-acUcar in natura
empregadas visando, somente, auxiliar na caraat@oz composicional das fibras de
eucalipto em funcdo dos pré-tratamentos. Além dissanetodologia empregada na

caracterizacao das fibras de eucalipto pode siadpl a qualquer tipo de fibra vegetal.
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2 Revisao bibliografica

2.1 Biomassa lignocelulosica: estrutura e composicao

A biomassa das plantas é formada por células viegetganizadas em: lamela
média, parede celular e membrana plasmatica (Figur& lamela média envolve as
células, mantendo-as ligadas as células vizinh&ARWAL, 2006). A parede celular
séo fontes abundantes de material lignocelulosicepeesenta a fragdo mais expressiva
da biomassa, a maior fonte de compostos organadsta (STICKLEN, 2008).

0000 Proteinas soluveis
|/ Hemicelulose
w\/‘/v:l ——Pectina

Microfibrila de celulose

=

_,Membrana
plasmatica

Parede da célula vegetal

Figura 3 - Representacdo esquematica da estruturaedcélulas vegetais de cultura de bioetanol
mostrando a membrana plasmatica, lamela média, a pade celular e os principais componentes da
parede celular (lignina, hemicelulose, celulose, gina e proteinas) (HOW STUFF WORKS A
DISCOVERY COMPANY: SUGARCANE, 2010; HUMAN GENOME PR OJECT, 2010;
SELEGHIM JR; POLIKARPOV, 2009; STICKLEN, 2008).
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A parede celular é tipicamente formada por uma dedmicrofibrilas de celulose
entrelacadas por fios de hemicelulose e pectinaespacos vazios entre a membrana
plasmatica e lamela média sdo preenchidos pombgrgque funciona como elemento
ligante dos componentes da parede celular (STICKLENO8; SELEGHIM JR;
POLIKARPQV, 2009).

A biomassa lignocelulésica é constituida por tr@gdes principais que juntas,
perfazem mais de 90% do total de massa lignocétaléGeca (AGARWAL, 2006 Séo
elas: 40% celulose, 30% hemicelulose e 20% ligRRANTES, 2009). O percentual
restante (10%) é constituido por pectina, proteéxérativos (materiais ndo-estruturais
solaveis, tais como acgUcares ndo-estruturados riadatitrogenado, clorofila e graxa) e
cinzas.

O percentual composicional dos constituintes denhgsa lignoceluldsica (Tabela
1) pode variar conforme a espécie vegetal, idadse fde crescimento entre outras
condicdes. Por exemplo, enquanto as paredes @dudar gramineas apresentam poucos
teores de lignina, aquelas de madeiras de conifeoétsvood} sdo as mais abundantes

neste componente.

Tabela 1 - Contetdo de celulose, hemicelulose enliga em residuos agricolas (SUN; CHENG, 2002).

Material Lignocelulésico Celulose (%) Hemicelulose Lignina (%)
(%)

Caules folhosos 40-55 24-40 18-25
Casca de nozes 25-30 25-30 30-40
Espiga de milho 45 35 15
Gramineas 25-40 35-50 10-30
Papel 85-99 0 0-15
Palha de trigo 30 50 15
Lixo sortido 60 20 20
Sementes de algodao 15-20 80-85 0
Jornal 80-95 5-20 L
Capim Bermuda 25 35.7 6.4

Muda de grama 45 31.4 12.0
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2.1.1 Celulose

A celulose constitui cerca de 15-30% da massad&qerede celular primaria e
atée 40% massa seca da parede celular secundade, érencontrada na forma de
microfibrilas que apresentam regides cristalinasraaladas por regides amorfa (Figura
4a) (STICKLEN, 2008). Cada microfibrila € formadar pdiversas unidas de glicose
(mondmero) e celobiose (dimero de glicose), unigdass as outras ao longo de seu

comprimento, por ligacdes de hidrogénio (Figura(@)TMAIS, 2008).

—_—

=—_<

Amorfa Cristalina Amorfa
(a)
CH,OH OH CH,OH H OH CH,OH
O O O
——0 OH -0 -0 OH e} H H o) OH O—
(@] (@]
OH CH,OH H OH CH,OH OH

«— Glicose 3

«— Celobiose —

(b)

Figura 4 — (a) Rede de microfibrilas de celulose atendo regides cristalinas intercaladas por regides
amorfas e (b) estrutura molecular parcial da hemiceillose tendo como unidades repetitivas o
monémero de glicose e o dimero de glicose que é aidadade de celobiose (COTTON
INCORPORATED, 2011).

As ligacbes de hidrogénio inter e intramolecular s@&sponsaveis pela
manutencdo das redes cristalinas e torna a celalta®mente resistente a tratamentos
guimicos e biolégicos (GAMBARATO, 2010).
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2.1.2 Hemicelulose

As hemiceluloses ou polioses sdo polissacarideasadeia linear e ramificada.
Elas sdo amorfas e possuem peso molecular relaitantaixo, junto com a celulose,
lignina, pectina e proteinas formam a parede aetida plantas (MARTINS, 2005). As
hemiceluloses sdo depositadas de maneira inteecalasl microfibrilas de celulose, em
um estégio anterior a lignificacdo, conferindo ttégade e flexibilidade ao agregado de
microfibrila e impossibilitando que as mesmas sgi¢on (AGUIAR, 2010).

A cadeia principal de uma hemicelulose (Figura &)esse consistir de uma so
unidade (homopolimero), como a xilana, ou de duasais unidades (heteropolimero),
como a glucomanana unidas entre si por ligacoesidi®génio (MARTINS, 2005;
PASTORE,

OH OH
—O0 —O0 —O0
—0—XOH o—( H o—¥ OH o—( H H o—Y OH o—
—O —O
OH OH OH

Figura 5 — Estrutura molecular parcial da hemicelubse.

2004). Os acucares que formam as estruturas dasdtelmses incluem pentoses,
hexoses, acidos hexurbnicos e desoxiexoses. Aldesses acucares sdo mostrados na

Figura 6.
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Figura 6 - Representacdes de unidades de polissaickaos presentes na hemicelulose: (B)D-Xylose,
(2) a-L-Arabinopyranose, (3) a-L-Arabinoforanose, (4) B-D-Gluocose, (5)B-D-Manose,
(6) a-D-Galactose, (7)3-D-Acido Glucuronico, (8),a-D-4-0-Acido methylglucuronic (9)a-
D-Acido galactose, (10)a-L-Ramnose e (11) a-L-Fucose (FENGEL; LIN, 1984;
MAREBEZI, 2009; NASCIMENTO; SILVA, 2002; PASTORE, 2004).

2.1.3 Lignina

A lignina é uma macromolécula tridimensional, aracef altamente ramificada,

gue pode ser encontrada abundantemente na lamela ragsim como na parede
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secundaria das células das plantas, porém em roencentracdo (FASANELLA, 2008).
A lignina apresenta em sua estrutura inuneros gruiggomaticos e alifaticos, com
diversos anéis fenilpropanicos substituidos ligagos meio de diferentes tipos de
ligacBes, como do tipo éter (hidroxilas primariaseeundarias, carbonilas, carboxilas,
ésteres e ligacdes etilénicas) ou carbono-carbdRAKNTES, 2009; RAMIRES, 2010).

Acredita-se que a lignina seja formada a particaledensacao oxidativa de trés
mondmeros (precursores primarios): fenil-propandco@ p-cumarilico, alcool
coniferilico e &lcool sinapilico) (BALOGH, 1989). vepresentacdo molecular para cada
um desses mondmeros € mostrada na Figura 7.

?HZHO ?HZHO CH,HO
N N N
CH CH CH
Co OCH
3 H,CO 3
OH OH OH

@) (b) ()

Figura 7 - Precusores primarios da lignina: a) alcol trans-p-cumarilico; b) alcool trans-coniferilicoe
¢) alcool trans-sinapilico (BALOGH, 1989).

Na madeira de eucalipto, a lignina € geralment@doia pelas unidades siringila e
guaiacila (lignina S-G); em coniferas, é formadaymidades guaiacila ghidroxifenila
(lignina G-H) (BARBOSA, 2008). Em gramineas, comcaaa-de-ac¢Ucar, a formacéo da
lignina envolve a polimerizacdo dos trés tipos dielades monomeéricas (lignina H-G-S)

(RIO et al., 2005). Na Figura 8 sdo mostradas agsdades da lignina.

H4CO H3CO OCHs
OH OH OH
@) (b) (€)

Figura 8 - Principais unidades aromaticas presentaa molécula de lignina: (a)p-hidroxifenila; (b)
Guaiacila; (c) Siringila (SANTOS, 2001).
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A estrutura quimica hipotética da lignina é apres#ana Figura 9.
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Figura 9 - Estrutura parcial hipotética de lignina (FENGEL; WEGENER, 1984).
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Durante o desenvolvimento da célula, a lignina @rporada como o ultimo
componente na parede, envolvendo as microfibriédslasicas e assim fortalecendo e
enrijecendo a parede celular, conferindo as planiasa resisténcia mecanica
(MARABEZI, 2009). Além disso, a lignina possui umportante papel no transporte de
agua e nutrientes das plantas e protege os teesdtais da degradacdo quimica e/ ou
biologica (CANILHA et al., 2010).

A lignina possui uma série de possiveis sitioswesigue estao presentes tanto na
cadeia lateral das unidades fenilpropanicas, quasdqroprios anéis aromaticos (Figura
10). Estes sitios podem sofrer uma série de difeseneacoes dependendo das condicdes

experimentais nos processos de extracdo de ligdasignificacdo) (BOTARO, 1996).

Figura 10 — Possiveis sitios reativos das unidadges lignina (BOTARO, 1996).

2.1.4 Pré-tratamentos

A bioconversdo da biomassa lignocelulésica em émaolve basicamente dois
processos: hidrélise da celulose para reducéo glasaees fermentaveis e a fermentacao
dos acgucares em etanol. A hidrolise é, geralmeat®jisada por enzimas celulases e a
fermentacdo, por fungos ou bactérias (MOSIER ¢2805).

Para que a hidrélise enzimatica da celulose seéjsertfe, € necessario que as
enzimas consigam chegar até a celulose. No entantparede celular vegetal é

impermeavel a grandes moléculas, incluindo progginamo as celulases. Para romper
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esta barreira, é necessario desconstruir a paeddiarcda planta por métodos de pré-
tratamentos (CANILHA et al., 2010). O objetivo d@fratamento é alterar a estrutura de
biomassa celulosica e consequentemente, torndulasgemais acessivel para as enzimas
gue convertem os polimeros de carboidratos em egitErmentaveis como representado
na Figura 11 (MOSIER et al., 2005). Além dissoy@&fpatamento visa remover a lignina

e hemicelulose, reduzindo a cristalinidade da oskie aumentando a porosidade e a area
superficial do material (CANILHA et al., 2010; MGER et al., 2005).

Lignina

N

Celulose

[+)
(=)
[+
[+]
o
; o
Pré-tratamento o
(&)
°
[«]
[¢)

<K

Figura 11 - Esquema das transformacdes que sofre dolmassa lignoceluldsica durante o pré-tratamento
(ESTEVAM-ALVES; GUIMARAES, 2009 ; MOSIER et al., 2005).

Hemicelulose

Na bioconversao de celulose em bioetanol, um ptértrento é considerado bom
se a acessibilidade ao ataque bioldgico, isto € .edaimas, € maximizada e a formagao
dos co-produtos inibidores é minimizada. Existemogatipos de pré-tratamentos que
podem ser usados para aumentar a suscetibilidadsstgaiacdo celulose-hemicelulose-
lignina e assim, melhorar a hidrélise enziméticatek pré-tratamentos podem ser
processos fisicos, bioldgicos e quimicos, os qu@ida um possui diversos processos.

Um resumo dos principais processos é apresentadabsda 2.
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Tabela 2 — Resumo de vérios processos de pré-tratanio de biomassa lignocelulésica (ALVIRA et

al, 2010).

Pré-tratamento

Vantagens

Limitacdes

Mecanico

Exploséo por

vapor

AFEX

Exploséo por

CO,

Ozondlise

Hidrélise acida

Hidrélise alcalina

Organosolv

Pirdlise

Campo elétrico
pulsado

Bioldgico

Reduz a cristalinidade da
celulose

Degrada hemicelulose e
lignina; custo-beneficio

Aumenta a area superficial
acessivel; remove lignina e
hemicelulose; ndo produz
compostos inibitorios

Aumenta a area superficial
acessivel; custo-beneficio; na
causa formacéo de composto
inibitorios

Reduz o teor de lignina; ndo
produz residuos téxicos

Hidrolisa hemicelulose em
acucares xilose e outros; altel
a estrutura de lignina
Remove lignina e
hemicelulose; aumenta a ares
superficial acessivel

Hidroliza lignina e
hemicelulose

Produz produtos de gas e
liquido

Condicdes ambientais; rompe
as células vegetais;
equipamento simples
Degrada a lignina e
hemiceluloses; requer baixas
energias

Consumo de energia
geralmente maior do que a
energia da biomassa inerente
Destruicdo de uma parte da
fracdo xilana; ruptura
incompleta da matriz lignina-
carboidratos; geracéo de
compostos inibitérios para
microrganismos

nao é eficiente para a biomassa
com alto teor de lignina

N&o modifica a lignina e a
hemicelulose

Necessidade de grande
guantidade de oz6nio; custo
alto

Alto custo; corroséao de
equipamentos; formagao de
substancias toxicas

Exige longos tempos de
permanéncia; formacao de sais
irrecuperavel e incorporacdo em
biomassa

Solventes precisam ser
drenados no reator, evaporado,
condensado e reciclado; alto
custo

Alta temperatura; producgéo de
cinzas

Processo necessita de mais
pesquisas

Taxa de hidrélise é muito
baixa
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2.1.4.1 Pré-tratamento Fisico

O pré-tratamento fisico consiste em fragmentarombssa lignocelulosica pela
combinacdo de pulverizacdo, trituracdo e moagemprosessos mecanicos, como a
moagem, reduzem o tamanho e a cristalinidade da dddulosica e, causam a quebra de
ligacBes de longas cadeias moleculares. O tamamfibrd celuldsica é geralmente 10-30
mm apos a pulverizacao e 0.2-2 mm depois de tdtuoas moido (KUMAR, 2009).

2.1.4.2 Preé-tratamento quimico

Esse pré-tratamento utiliza acidos e bases paravertignina e hemicelulose da
biomassa, deixando a celulose mais acessivel patapa de sacarificacdo enzimatica.
Para oprocesso acido, o pré-tratamento pode ser a pagtiracidos diluidos ou
concentrados. No caso de uso de acidos diluidbgjois tipos de processo: a alta
temperatura (temperaturas maiores que 160 °C) aixa bemperatura (temperaturas
menores que 160 °C) (SUNG; SHENG, 2002). A preselecprotons no meio acido
causa a formacdo de ions carbbnio intermediaridiféeentes tipos com alta afinidade
para qualquer agente nucleofilico (BOTARO, 1996).pwtonacdo de hidroxilas ou
grupos éter no atomo carbono benzilioeQ) gera sistemas carbénio-oxiénio (Figura
12). Estes sistemas s&o envolvidos nas reacOesagmdntacdo ou condensacédo de
lignina, dependendo do tipo de nucledfilico atiBOTARO, 1996).

e : |
HC—O— HC—O— CH CH,
OCHg OCH, OCHj4 OCH,
_olon] O[on] O [or] o [on]

Figura 12 - Conversao de grupos-éter para ions carbdnio e ox6nio, respectivamen{8OTARO,
1996).
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Reacdes tipicas de lignina envolvendo acido seli(ppdem ser visualizadas na

Figura 13.
CH" HC—SOH
H,SO, +
s + H
OCHj,4 OCHj4

_olom] Olow]

Figura 13 - Reac6es de unidades de lignina em acidolfirico (MARABEZI, 2009).

O pré-tratamento de biomassa vegetal em recentasioss (SILVA, 2009)
possibilitou a obtencdo de rendimento de 57% quaedbzou um pré-tratamento de

palha de cana-de-acucar com acido diluido a 1260f@0 minutos.

2.1.4.3 Preé-tratamento biologico

Durante o processo, estes micro-organismos secretaimas extracelulares
como a xilanase (endo-1fxilanase), que auxilia na degradacdo de hemicsdulo
liberando lignina (OGEDA; PETRI, 2010; MENEZES; $W; DURRANT, 2009). O
pré-tratamento de biomassa lignocelulésica com dengode reduzir a energia de
refinacdo e consumo de produtos quimicos nos psosepolpacdo ou melhorar as
propriedades da polpa, e ainda, reduzir o impactbiental negativo de processos de
polpacdo. No entanto, o método de pré-tratamentoleendo fungos apresenta algumas
desvantagens, tais como, crescimento de fungas (eetca de 2-4 semanas) e perda de
rendimento devido a degradagdo de polissacarije@sismente com a degradacdo da
lignina durante tratamento (ZHAO et al., 2002).aPsuperar esses problemas, uma das
alternativas é o uso de enzimas isoladas no pmaksgolpacdo. Durante processos de
polpacao, as enzimas, como, por exemplo, as x#anasadas neste trabalho, removem a
xilana (polissacarideos formados por unidades aéd3e ligadas por pontes glicosidicas

B-1— 4 na cadeia principal das hemiceluloses) depasitad fibras lignocelulésicas e
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rompem o complexo lignina-carboidrato (GOLDMAN, 200Em geral, as principais
condicbes operacionais que comprometem os ressltéidais no processo de preé-
tratamento enzimatico sdo a dosagem de enzimagtatpa, tempo de pré-tratamento,
pH e métodos de lavagem de biomassa tratada, seondselhavel lavar a biomassa pré-
tratada com enzimas apoés a aplicacao do pré-tratart@HAO et al., 2002).

O pré-tratamento biologico apresenta a vantagempoder trabalhar com baixas
temperaturas e em condi¢cfes brandas, leva apenasad horas e, pode substituir &cidos
em processos de pré-tratamentos, que é muito ardstiesulta em um residuo dificil de
tratar depois. Entretanto, apesar dessas vantagem®-tratamento biologico € pouco
usual devido o seu alto custo, recebendo mais @eagoré-tratamento quimico que &
mais eficiente que os pré-tratamentos fisicos.

No presente trabalho, fibras de eucalipto prédesapor processo quimico,
biologico e a combinacao dos dois, chamado aghiatpiimico, como também, fibras de
bagaco de cana-de-acucar in natura, foram alvovdstigacdo. O objetivo principal foi a
verificagdo de mudancas morfoldgicas e estrututassfibras de eucalipto em funcdo dos
pré-tratamentos por meio de técnicas espectrosapienicroscopicas de alta resolucgéo.
Vale salientar que, as fibras de bagaco de carsgulear foram usadas, somente, para
auxiliar na caracterizagcdo composicional das fildaseucalipto em funcdo dos pré-

tratamentos.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Fibras lignocelulésicas

Neste trabalho foram utilizadas fibras lignocelidas provenientes de eucalipto
(Figura 14a) e de bagaco de cana-de-ac¢ucar (BGgyré-14b).

(b)

Figura 14 — Amostras de fibras lignocelulésicas empgadas neste trabalho: (a) oriundas de
eucalipto; (b) oriundas de bagago de cana-de-agucar natura (BCA) (na forma bruta,
ou seja, sem qualquer pré-tratamento).

As fibras de eucalipto foram fornecidas pela engprpsla empresa Aracruz
Celulose. Elas foram recebidas na forma de polpadueada, que inicialmente sofreram
pré-tratamentos diversificados para a retiradagienia e hemicelulose nos laboratérios
da empresa. Nos pré-tratamentos foi utilizado afmeente uma solugdo NaOH e, em
seguida, uma solucao de acido e/ou enzima xilgipaédratamento quimico, biologico e
bioquimico). Na Figura 15 € mostrada a represeatagguematica da sequéncia dos pré-

tratamentos aplicados as fibras de eucalipto.
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Fibra nao tratada com acido e/ou enzima (FENT) — Referéncia

Fibra tratada com Fibra tratada com
acido (FETA) enzima (FETE)
Fibra tratada com Fibra tratada com
enzima (FETAE) acido (FETEA)

Figura 15— Representacdo esquematica da sequéncia dos pré-tnatentos aplicados as fibras
lignoceluldsicas de eucalipto pela empresa AracruZelulose, tomando como padrdo de
referéncia neste trabalho a amostra de fibra ndo aitada com acido e/ou xilanase.

Devido aos pré-tratamentos, as fibras de eucalggmesentaram qualidades
estruturais superiores as apresentadas pelas fierbagaco de cana-de-acucar in natura,
disponivel no momento - motivo pelo qual as fibdaseucalipto foram utilizadas neste
trabalho como fibra lignoceluldsica padrédo. Alérasdi a metodologia que foi utilizada
neste trabalho, para a caracterizacdo das fibrasicaipto, pode também ser aplicada
para a caracterizacdo de qualquer tipo de fibgasdielulosicas.

As fibras de bagaco de cana-de-acUcar (Figura fdam fornecidas pelo
Laboratério de Cristalografia do Instituto de Fasite S&o Carlos, da Universidade de Sao
Paulo. Elas foram recebidas na forimanatura, ou seja, na forma bruta sem qualquer pré
tratamento. Elas foram utilizadas neste trabalhaga pauxiliar na caracterizacao

composicional das fibras de eucalipto em funcaopdédratamentos.

3.1.2 Massa de fibras lignocelulésicas de eucalipto

Para caracterizacao das fibras de eucalipto viacegigcopia de fluorescéncia foi
necessaria a producdo de uma massa seca. A mapegpfirada a partir de uma solucéo
de fibras de eucalipto a 0,06 mg.hla temperatura ambiente. Essa solucdo permaneceu
por cerca de 20 minutos sob agitacdo em um banhdtdesom para a dispersao das
fiboras. Em seguida, ap0s as fibras decantarem, @oauxilio de uma micropipeta,
cuidadosamente foi retirado todo excesso de &gaammssa de fibra precipitada foi
espalhada de forma uniforme em uma placa de Pepiaca de Petri contendo a massa
de fibra foi isolada a baixa pressdo em um desseqax cerca 16 dias para realizacdo do

processo de secagem (tempo em que visivelmenticoarse que na superficie interior
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da tapa da placa de Petri ndo havia qualquer weskigumidade). A massa de fibra seca
foi cortada na forma de um retangulo e colado ena porta-amostra devidamente
adaptado ao espectrofluorimetro. As medidas doscasg foram feitas posicionando a
amostra a um angulo de 45° em relacdo ao feixadiagéo incidente. Os espectros de
emissao foram excitados no comprimento de ond&@de® e os de excitacdo detectados

no comprimento de onda de maxima emissdo em 455 nm.

3.1.3 Filmes de fibras lignocelulésicas de eucalipto

A caracterizagdo das fibras lignocelulosicas vierasicopia exigiu a producéo de
filmes tendo como substratos, 1aminas de vidro BKIaminulas fabricadas em vidro
optico. Para a retirada de possiveis o0xidos, gardigraxa da superficie, esses substratos
foram lavados com detergente e enxaguados em agyapuva (MilliQ), em seguida,
foram imersos em uma solucdo de acido sulfuriceréxido de hidrogénio por cerca de
20 minutos. Posteriormente, as laminas de BK7 kragulas foram lavadas em agua
ultrapura (MilliQ) e hidrofilizadas com uma soluc@ie agua ultrapura, peroxido de
hidrogénio e hidroxido de amdnia por cerca de 20utos. Apos a hidrofilizacdo, os
substratos foram lavados novamente com agua utagMilliQ) e secados em jato de
N,. Os filmes foram produzidos a partir de uma salugé fibras de eucalipto a 0,4
mg.mL?, a temperatura ambiente. Como as fibras se apaesem bastante agregadas
umas as outras, foi necessario agitar as solugiesine banho de ultrassom, marca
Thornton, a temperatura ambiente por 20 minutos. deguida, as solugbes foram
entornadas em béqueres contendo Iaminas de vidiodBKlaminulas. Apds cerca de 5
minutos, com o auxilio de uma micropipeta, foinada toda a solucdo de cada béquer,
deixando permanecer sob os substratos apenas naneafnada de fibra lignocelulésica.
Por fim, visando processo de secagem, os filmesrfasolados por cerca de 12h a baixa
pressdo em um dessecador (tempo em que visivelmenfeou-se que os filmes de

fibras apresentavam secos).
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3.1.4 Lignina

Com o intuito de avaliar o comportamento da flucéesia da lignina em funcéo
do pH e elucidar a caracterizacéo das fibras dalipta em func&o dos tratamentos (via
espectroscopia de fluorescéncia) foi empregado éemrd lignina originada de eucalipto
(Figura 16a). Ela foi fornecida na forma de p6 peBrupo de Materiais
Macromoleculares e Fibras Lignocelulésicas do tumstide Quimica de Sao Carlos, da
Universidade de S&o Paulo.

A caracterizacdo da lignina foi feita por meio éenicas de espectroscopia de
absorcdo UV-VIS e de fluorescéncia. Para estasagtgpeparamos uma solucdo de
lignina a 0,05 mg.mt pH 9 (Figura 16b). Como essa solucéo de lignire reuito
concentrada, foi preparada, a partir desta primeiacdo de lignina, uma segunda
solucéo (Figura 16c), esta Gltima a 0,002 mg'rpH 9. Variou-se o pH de 9 a 3 usando
aliquotas de uma solugéio HCl a 0,1 mdl.L

(@) (b) ()

Figura 16 — (a) Amostra de lignina de eucalipto nforma de pé; (b) solugéo de lignina a 0,05 mg.mipH 9 e (c)
solugéo, esta Ultima a 0,002 mg.mtpH 9.

3.1.5 Copolimero PTHT-PPV

Neste trabalho foi importante caracterizar a aestauignocelulésica em uma ampla
faixa de etapas de tratamentos. Para isso, proseronanter a qualidade e a resolucao

das imagens opticas por fluorescéncia com outrenmagt pois a lignina é modificada
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durante os processos e perdia-se, em parte, aprayaedades de emissdo. Sendo assim,
foi feita a incorporacdo de um polieletrdlito salivem &agua, o poli(cloreto de
tetraidrotiofeno de xililideno), PTHT (Figura 176p. PTHT € o precursor do poli(p-
fenileno vinileno) , PPV (Figura 17a), que é umimpero conjugado emissor de luz. A
conversdo do PTHT em PPV é obtida através de test@mtérmico e irradiacao
luminosa. Logo, como a solucdo de PTHT utilizadastenetrabalho apresentava
parcialmente convertida, em PPV, achou-se apraprididmar esta solugdo de PTHT-
PPV. Uma ilustragéo da estrutura quimica do PTHV-Bostrada na Figura 17.

PPV PTHT Q
_@K\ o

(@) (b)

Figura 17 - Representacdo da estrutura quimica dogtimero PTHT-PPV: a) Unidade repetitiva do
PPV; b) Unidade repetitiva do PTHT (MAIA, 2006).

3.2 Meétodos

3.2.1 Espectroscopia de Absorcdo molecular no ultravioletvisivel (UV-Vis)

A espectroscopia de absorcdo molecular baseia-abswacao de energia por uma
molécula nas regides do ultravioleta (UV) e dowak(Vis) do espectro eletromagnético.
A absorcdo da molécula € dependente de sua eatratetrbnica, podendo causar
alteracdes na energia eletrénica da mesma e nesal@xcitacdo de um elétron presente
em um orbital no estado fundamental para um orbxeitado de maior energia (COSTA
et al., 2003).

Através da técnica de espectroscopia de absorc@omsséivel quantificar a
intensidade de luz absorvida por um material as®imo medir a posicdo das bandas de
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absor¢cdo em um determinado intervalo de comprimentos de onda. A intensidade de
absorcdo é chamada de absorbancia e depende da probabilidade de interacdo entre a
radiacdo incidente e as moléculas, como também da diferenca entre o estado fundamental
e 0 estado excitado.

A quantidade de luz que a amostra ird absorver € descrita pela Lei de Lambert-
Beer que ¢ a relacdo entre a intensidade da luz incidida na solucéo (lp) e a intensidade da

luz saindo da solucao (1), ou seja,
[ = el (2.1)

onde eé absortividade molecular ou coeficiente de extingdo, [ o comprimento da cubeta
através da qual a luz passa ec, a concentracdo da amostra. Uma ilustracdo de um
diagrama referente a absorcdo luminosa segundo a lei de Lambert-Beer € ilustrado na

Figura 18.

= T

I < Ir

Ii

-

!

Figura 18 - Diagrama referente a absor¢do luminosa segundo a lei de Lambert-Beer (INSTITUTE
OF PHYSICAL CHEMISTRY, 2009).

~ . . A . 1 .
A absorbancia se relaciona com a transmitancia T= o= elc de um material
0

através da equacdo:
A =-In(T) (2.2)

Portanto,

A =-In (Il)= elc (2.3)

0
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As transicdes eletronicas observadas em molécatasasacterizadas por orbitais
do estado fundamental e do estado excitado. Lagoai{se relevante conhecer suas
caracteristicas.

Os orbitais moleculares geralmente encontradostanl@ fundamental (ligantes -
HOMO) de moléculas orgéanicas séo 0s seguintes:

Orbitais o - formados por ligacdes simples. A densidade elated@issume simetria
cilindrica em torno da ligagéo quimica.

Orbitais n - se encontram envolvidos em ligacdes mudltiplas. éddrons estdo
delocalizados e interagem com facilidade com ankiennca.

Orbitais n - os orbitais ocupados pelos elétrons livres dosrbétomos, como oxigénio e
nitrogénio. Esse tipo de orbital ndo se encontrelgido em ligagdes quimicas e detém
as caracteristicas do orbital atémico.

Os orbitais (antiligantes - LUMO) importantes neta€os excitados de moléculas
sao:

Orbitais o*- conhecido como sigma antiligante. Apesar de gimetria cilindrica,
possuem um plano nodal entre os atomos.
Orbitais n* - denominado como Pi antiligante. No estado funeliatal eles se apresentam

delocalizados, entretanto, possuem um plano nadaingo do eixo da ligacao.

3.2.2 Absorgéo da lignina

A lignina absorve fortemente na regido UV devidtransicdon*«n de suas
ligacdes duplas C-C (HALTTUNEN et al., 2001). Endbaxistam algumas diferencas
nos espectros em UV de diferentes ligninas, umotspem UV tipico de lignina
apresenta, geralmente, um maximo de absorcdo 280enm e 300 nm, devido a
estruturas guaiacil e siringil e, outro maximo pméx a 230 nm, caracteristico de grupos
fendlicos ndo condensados (FERNANDES, 2005; GOME®9; MAEABEZI, 2009;
WU; FUKAZAWA;OHTANI, 1990; HALTTUNEN et al., 2001)Um espectro na regido

do UV tipico de lignina € mostrado na Figura 19.
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Figura 19 - Espectro de absorcéo na regido UV daghina de eucalipto (ALESSIO et al., 2008).

A localizacéo e intensidade dos maximos de absadgdbgnina dependem da
origem, modificacdes quimica durante processossdl@emento, alteracdes do pH e do
solvente utilizado durante as medidas (FERNANDEBG2.

FERNANDES e colaboradores trataram lignina solleei &acido sulftrico
visando avaliar a influéncia do pH na precipitacda lignina (FERNANDES,;
MUSSATTO; ROBERTO, 2006 ). As condicdes de pH @mado de 12,56 (pH original)
a 2,15) foram avaliadas e, para cada caso, foralisadas a massa precipitada, bem
como a coloragdo e a concentracdo de lignina doldes acordo com os resultados
apresentados por eles, a precipitacédo da ligniaaaapfoi significativa em valores de pH
< 7,7, sendo que em pH 2,15, a concentracdo dedigolavel foi reduzida de 12,44 §.L
para 2,31 g.I. Segundo eles, tal remocéo (81,43%) afetou foréena coloracéo da
lignina, que passou de marrom escuro para amalaio. @Além disso, eles observaram
que os compostos fendlicos analisados tiveram swaeentracdes reduzidas em
diferentes proporcdes (de 74,4% a 32,1%), sugerquio os compostos derivados da
lignina séo afetados de diferentes formas pelaaghi® do pH. Assim, neste trabalho foi
empregado a técnica de espectroscopia UV-Vis paracterizacdo de mudancas na
estrutura e propriedades da lignina mediante agawoido pH.

Em um trabalho similar, mas com uma amostra diferéRSUTAE, 2010), foi
observado que em solu¢des &cidas ha uma reducdmterssidade e mudancas
substanciais na forma dos espectros (para pH ESSp mudanca de intensidade em pH

acido pode estar associada a formacéo de agregadasudanca na forma de linha, pode
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ser devido a protonacdo (TSUTAE, 2010). O regimaglegacdo molecular favorece o
espalhamento da luz e ndo a absorcdo, uma vez ¢jue @aminho médio do foton
aumenta e a luz, que propaga na solugdo, s6 eg@@ATAE, 2010). J& em solucdes
bésicas, foi observado um aumento na intensidasesioectros de absor¢cdo sem alterar
muito suas formas - 0 que € devido ao fato das culalgé se encontram desagregadas,
prevalecendo a forma monomeérica da molécula (TSUTAHEO). Nesse caso, o livre
caminho médio da luz € menor e passa a ser abagelds moléculas (TSUTAE, 2010).
Assim, neste trabalho, para caracterizar a ligmieaeucalipto, baseou-se também na
variacdo da intensidade dos maximos de absorcadduegdo do pH, objetivando-se

verifica efeitos de agregados.

3.2.3 Absor¢éao do PTHT-PPV

O PTHT-PPV absorve na regidao do UV-Vis (~190 a B&f). Um espectro de
absorbancia tipico do PTHT-PPV é mostrado na FigQra
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Figura 20 - Espectros de absorcao na regido UV domolimero PTHT-PPV (FACETO, 2007).
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O espectro de absorbancia do PTHT-PPV mostra aiddeles de segmentos
conjugados da rede e refere-se as transicdes @ntestados e n* (MAIA, 2006). A
banda de maior intensidade da absorbancia indicaemintervalo espectral a maior
guantidade de segmentos absorve. Neste trabalhpouise a variacdo da intensidade
dos maximos de absorcdo dessas bandas como parametferéncia em experimentos
de adsorcao entre o PTHT-PPV e as fibras de etwalgso, para verificar a afinidade
entre 0s mesmos. A sequéncia do procedimento exgeatal utilizado pode ser mais bem
compreendida no tépico 3.2.12.

No presente trabalho, tanto os espectros da soldedmnina (experimento de
variacdo do pH) quanto os de solucédo contendo PRPN-(experimentos de adsorcao)
foram obtidas em um espectrometro Hitachi U-290¥-{(is) do grupo de Polimero
Bernhard Gross do Instituto de Fisica de S&o Carldsiversidade de Sao Paulo.

3.2.4 Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia se baseia n@gsoale perda de energia de
excitacdo com a emissao de luz quando a molécatam estado excitado para o estado
fundamental sem que ocorra mudanca na configurd€&pin eletrénico. O processo é
conhecido como fluorescéncia. Ao contrario, o pssoeé chamado de fosforescéncia,
resultando também da emissdo de luz, porém, pealasi¢gdo com mudanca na
configuracdo de spin (ATKINS; PAULA, 2004).

Os principios basicos de fluorescéncia podem genditos mais facilmente com
a ajuda do diagrama Jablonski (Figura 21). O dragrdustra os estados eletronicos de
uma molécula fluorescente e nele pode-se obsenarsarcdo e o0s varios caminhos
possiveis para dissipacdo de excesso de energmobirula. Na parte esquerda do
diagrama sdo apresentados trés estados singletospomm antiparalelos: um estado
singleto fundamental ¢pe dois estados superiores singleto excitadoge ). O estado

de tripleto (k) € o com spins paralelos.
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Figura 21 - Diagrama de Jabloski. Caminhos para aidsipagéo de energia de um estado excitado.

Quando a molécula absorve um foéton com uma detadairenergia, o elétron de
valéncia é promovido do estado fundamental parstae excitado singleto. O processo
de absorcdo de luz é extremamente rapido, na odkenfs (SKOOG,; HOLLER,;
CROUCH, 2009). Ap6s a absorcdo de luz, a molécaitemiba no menor nivel de
vibracdo de §(S;0) através de relaxamento vibracional e de convdrg@ma. O menor
nivel de vibracdo de;& o ponto de partida da emisséo de fluorescéncideSaimento
nao-radioativo paraps3conversao interna) e a transicdo para o estguettr mais baixo
(cruzamento intersistemas). Os tempos de vidaudaecéncia sdo da ordem dé&-1@°
segundos (LAKOWICZ, 2006). Nesta escala de templemoocorrer diversos processos,
tais como: reacdes de protonacdo, desprotonacadlanpas conformacionais de
moléculas e reorientacdo de cromoéforo. Aléem disstempo de vida da molécula no
estado excitado € dependente da competicdo eniss&mradiativa (fluorescéncia) e
outros processos nao radiativos de relaxacdo, goonoexemplo, conversdo interna,
cruzamento intersistema e supressao de fluorescéfslies processos correspondem aos
mecanismos alternativos para as moléculas excididagparem o excesso de energia e
retornarem para o estado fundamental resultandadimanuicdo ou supressao de
fluorescéncia.

A espectroscopia de fluorescéncia tem sido utifizemmo instrumento de analise em
uma variedade de investigacdes de fibras lignogsicds (MACHADO, 2001; GIERER;
PETTERSSON, 1977; CASTELLAN et al., 1994; RADOTICag, 2006, MACHADO et
al,, 2001; CASTELLAN; DAVIDSON, 1994) que apresenteuitas vantagens: é barata,
rapida, sensivel, especifica e ndo-destrutiva.eNieabalho, a técnica de espectroscopia

de fluorescéncia foi empregada para verificar mgdastruturais das fibras de eucalipto
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em funcdo dos pré-tratamentos, alteracbes estiuitdaalignina em funcdo do pH e a
interacdo das fibras de eucalipto com o polimeronidescente, PTHT-PPV
(experimentos de adsor¢édo). Nas nossas medidasspictroscopia de fluorescéncia,
como referéncia, utilizamos o comprimento de onglandxima emissdo e a intensidade
das bandas, para investigacdo das amostras (fllg@isia e PTHT-PPV). Os espectros
foram obtidos utilizando-se um espectrofluorimetnodelo Shimadzu RF-5301 PC,
equipado com uma lampada de Xendnio (Xe) do grep@alimero Bernhard Gross do
Instituto de Fisica de S&o Carlos — Universidad8atePaulo.

3.2.5 Fluorescéncia de fibras lignoceluldsicas

Fibras lignocelulésicas, geralmente, apresentarardicéncia no intervalo de
comprimento de onda 300-500 nm (CASTELLAN et @002, MACHADO et al., 2001,
PANDEY; UPRETI; SRINIVASAN, 1998). Acredita-se gumarboidratos (celulose e
hemicelulose) presentes nessas fibras pouco coetnlpara a fluorescéncia, mas que a
mesma se origina de uma série de estruturas beazé@romoforos) da lignina, tais
como guaiacila, estilbeno, acigescumarico, acido ferulico, coniferil alcgotinamil
alcool, bifenil e polifenil (CASTELLAN et al., 19940 estado S1 para benzenos simples
€ um estadar-n*, onde cruzamento entre sistemas € ineficiente fRi@escéncia é
esperada. Para estruturas benzénicas da lignimaca excessao a este comportamento é
atribuido a estrutura fenilcoumarina, consideradgoamente fluorescente devido a um
estado ne* (HEITNER; DIMMEL; SCHMIDT, 2010). Os espectros reateristicos de
excitacao (A) e emisséo (B) para a fibra de eutmafo mostrados na Figura 22.
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Figura 22 - Espectros de uma amostra de eucaliptqA) excitacdo, com comprimento de maxima
emissdo em 410 nm; (B) Emissdo, com comprimento @éacdo em 344 nm (PANDEY;
UPRETI; SRINIVASAN, 1998).

A fluorescéncia da lignina pode ser aumentada apémocao de grupos carbonilas
gue se comportam com agente supressor (HEITNERMEM SCHMIDT, 2010;
ALBINSSON; LUNDQUIST; STOMBERG, 1999).

3.2.6 Fluorescéncia do PTHT-PPV

A origem da fluorescéncia do polimero PTHT-PPV dltada aproximadamente
no intervalo de comprimentos de onda 500-700 nrt@ ssbstancialmente relacionada
com a natureza conjugada do PTHT-PPV. O espectritudeescéncia do PTHT-PPV
bandas atribuidas as transicbes energéticas deestgnde grande tamanho de
conjugagéo, com tipicamente 3 ou 4 bandas (MARLETZ®01). Um exemplo de um
espectro de fluorescéncia do PTHT-PPV pode seahzso na Figura 23.
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Figura 23 - Espectro de fluorescéncia do copolimef®THT-PPV mostrando a trés bandas de emissao
(FACETO, 2007).

3.2.7 Ressonancia Magnética Nuclear

A ressonancia magnética nuclear (RMN) € uma téaspectroscopica utilizada
para observar a reorientacdo do spin nuclear saflieacdo de um campo magnético.
Como uma técnica poderosa e ndo-destrutiva, atespempia RMN vem sendo bastante
empregada na caracterizacdo de materiais ligndsgtos (HIMMELSBACH, 2000;
GILARDI; ABIS; CASS, 1995; ATALLA et al., 1980; HARIELD et al, 1987; REDDY;
GUDURI; RAJULU, 2009; RAMIRES et al., 2010). A niveolecular e atémico, ela é
capaz de detectar e quantificar mudancas estrsitudacorrentes a processos de
deslignificacdo. Neste trabalho, a técnica foi eegpda para caracterizacédo das fibras de
eucalipto pré-tratadas diferentemente. Além diagécnica RMN também foi usada para
obter espectros de bagaco de cana-de-acUcar sdqueugratamento para facilitar a
identificacdo das bandas nas fibras de eucaligtdrptadas.

As analises das fibras de eucalipto foram realzaeim um espectrébmetro
VARIAN UNITY INOVA (Laboratério de Ressonancia Magica Nuclear do Instituto
de Fisica de Sao Carlos — Universidade de Sao Papyando na frequéncia de 100
MHz e 400 MHz pard®C e'H, respectivamente. Uma rotacdo da amostra em tono
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angulo magico de 5 kHz foi usada em todos os exgerios. O esquema de excitacao
utilizado foi a polarizacdo cruzada com rampa déofeeqiéncia ramp-CPMAS (COOK,
2004; MAO et al.,2000), combinado com supressabaitela laterais usando a técnica
Total Suppression of Spinning Sidebafi®SS) (CP/MAS — TOSS RMN) (DIXON et
al., 1982) e desacoplamento heteronucleatHtiem alta poténcia (BENNETT et al.,
1995). Os espectros foram obtidos com tempos datoode 1ms, tempo de aquisicao de
15ms e intervalos de remagnetizacdo de 2s. Ostesp€€ CP/MAS foram usados para
se obter informagbes locais dos principais grupgxibnais da lignina, celulose e
hemicelulose e através da variacdo da intensidadepdtos inferirem em mudancas

estruturais nas fibras de eucalipto devido ao m@t&mnentos.

3.2.8 Espectroscopia na regiao do infravermelho

A espectroscopia na regiao do infravermelho (cocremalmente chamada de
Fourier Transform Infrared Spectroscopy- FT-IR)damenta-se na absor¢éao de radiacao
infravermelha por moléculas de um determinado na@tefrata-se de uma ferramenta
importante para a investigacao de grupos funcipetusidacao estrutural e identificacéo
de um dado material, que pode ser organico ou amixg. Isto € possivel porque os
atomos que formam a molécula interagem entre sipgoectnando vibracdes
intramoleculares, que variam de acordo com a es&ucomposicdo e os diferentes
modos de vibracdo. Para varrer essa gama de freg{iétiliza-se o infravermelho.

As moléculas podem absorver energia provenientediacao eletromagnética,
sofrendo vérios tipos de excitagcdo (eletrbnicaaional, mudanc¢a de spin e deformacao
de ligacdo, entre outras). Em temperaturas acimaedo absoluto, todos os atomos e
moléculas estdo em vibracao continua com relacé@aas outros (HSU, 1999). Quando a
frequéncia de radiacéo especifica é igual a frezjaé&le vibragdo natural da molécula, a
molécula absorve a radiagédo (SILVERSTEIN, 2007)ngrumento utilizado na medida
mede a quantidade de radiacdo absorvida proverdendéerenca de intensidade entre o
feixe de referéncia e a do feixe transmitido.

Os numeros de onda de absorcdo relativos ao moddbcdo dependem da
forca de ligagdo quimica entre dois 4&tomos, eengitlade de absorcdo da diferenca de
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momento dipolar nesta mesma ligacdo. Dessa forenmscgrupos de atomos dao origem
a bandas que ocorrem basicamente na mesma fregligmzpendente da estrutura da
molécula. E exatamente a presenca destas bandasecsticas de grupos funcionais que
possibilitam através de simples andlise do espectonsulta as tabelas de correlacéo,
caracterizar a funcdo quimica a qual pertence cenmht Por meio desta técnica é

possivel observar algumas alteragcdes, principaknsmthouver o desaparecimento ou a
formacdo de novos grupos quimicos, 0os quais sdanctamte detectados na regido do
infravermelho. Assim, um gréafico de intensidade rddiacdo versus frequéncia do

espectro de infravermelho permite caracterizarropag funcionais de um padrao ou de
um material desconhecido.

A espectroscopia na regido do infravermelho tero sigresentada na literatura
como uma ferramenta poderosa na andlise de fiigrasceluldsicas. Essa técnica é capaz
de fornecer informacdes valiosas que podem compieméicnicas com&’C CP/MAS
RMN, por exemplo. Neste trabalho, foi empregadécaita de FTIR para investigacao
das mudancas estruturais das fibras de eucalipttuegdo dos pré-tratamentos. Além
disso, a técnica FTIR, foi empregada também paxirrhagaco de cana-de-agucar, sem
gualquer tratamento, para facilitar a identificagd@s bandas dos espectros das fibras de
eucalipto pré-tratadas diferentemente.

As analises de FTIR das fibras de eucalipto e lmagaccana-de-acucar, foram
realizadas na regido entre 800 e 2000 @m um espectrofotémetro Smiths llluminat IR
[I(FTIR microspectrometer) do Laboratério de Filnt@sos do Instituto de Fisica de S&o
Carlos, da Universidade de S&o Paulo. O modo dédmetilizada foi aAttenuated Total
Reflection (ATR). A técnica ATR permite que amostras solidas lmuidas sejam
analisadas diretamente, sem a necessidade degy@&par

3.2.9 Microscopia Optica campo claro

A microscopia optica campo claro é uma ferramezgaencial na investigacao de
materiais biologicos. Nessa técnica, a luz viajala@mo do eixo Optico, através da
objetiva em direcdo da amostra que esta sendowalolserA amostra entdo é vista pela
luz que ela reflete. No modo fluorescéncia, a t&rse baseia no fendmeno que
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determinado material emite energia detectavel, lemvisivel, quando irradiados com a
luz de um comprimento de onda especifico. O materiastigado por esta técnica pode
ser fluorescente em sua forma natural ou tratadoprodutos quimicos fluorescentes.

Neste trabalho, a microscopia 6ptica campo clarerfgppregada para investigacao
de efeitos de pré-tratamentos da estrutura da dieraucalipto e determinar parametros
que permitam estabelecer a dindmica e, a eficiGhasaprocessos envolvidos na acao
enzimatica ou acida. Tais fibras foram analisagas, um microscopio Optico campo
claro, modelo Olympus BX41, equipado com doisdgtpolarizadores (U-25ND25 e U-
25ND6), uma objetiva com aumento de 40X e uma ocdé 10X. Sendo que na
aquisicao de imagens de fluorescéncia, as fibmanfaluminadas com luz originada de
uma lampada de mercurio filtrada por um filtro qpéedeixava passar luz ultravioleta,
engquanto que, as imagens no modo transmissao, fobéides iluminando as amostras
com luz originada de uma lampada de halogénio.

Devido a escala de tamanho das fibras de eucdlim) e por ser transparentes a
passagem de luz, foi utilizado o polimero PTHT-PBWM& € solluvel em agua e altamente
fluorescente objetivando-se, sobretudo, melhoraswalizacao das fibras. A aplicacdo de
PTHT-PPV foi realizada depositando alguns micradit(uL) sobre a superficie do filme
(em uma regiéo perto de uma das bordas do sul)stlatwando-o difundir na camada de
fibora. A Figura 24 mostra um dos filmes de fibragndcelulésicas de eucalipto,
destacando (linha pontilhada em vermelho) a regpébendo o PTHT-PPV. A regidao em
azul se deve a marcacao de especificacdo da anmostealo oposto (do substrato) do

vidro.

i PTHT- PPV,

Figura 24 - Filme de fibra lignocelulosica de eucgdto tendo como substrato vidro BK7, destacando
(linha pontilhada em vermelho) a regido contendo ®THT-PPV. A mancha em azul
trata-se de uma marca feita no lado oposto do sulvato para identificacdo da amostra.
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3.2.10 Microscopia eletronica de varredura por emissdo deampo

A microscopia eletrénica de varredura por emiss&oainpo (Field Emission Gun-
Scanning Electron Microscope - FEG-SEM) é uma éanitas de caracterizacdo mais
versétil atualmente, encontrando aplicagdes enrstigecampos do conhecimento. Nesta
técnica, a interacdo de um fino feixe de elétroosalfzado sobre a area ou o
microvolume a ser analisado gera uma série dessma podem ser utilizados para
caracterizar propriedades da amostra como, porremsuperficie topogréfica.

Na producao de imagens de alta resolucao, por deeimicroscopia eletronica de
varredura, 0s sinais de maior interesse referenagge elétrons secundarios e
retroespalhados. Os elétrons sdo emitidos tern@oreate a partir de um catodo de
tungsténio ou hexaboreto de lantanio (ka8 acelerados através de um anodo. Sendo
também possivel obter elétrons por efeito de emids&ampo.

A técnica FEG-SEM, tem sido relatada como uma ffeerda importante na
avaliacaodos efeitos de pré-tratamentos em matdigaioceluldsicos (LHONEUX et al.,
1988). Essa ferramenta é capaz de fornecer dadess#ios para o desenvolvimento de
novos métodos de processamento de substratos dighagicos, visando a conversao
biologica subsequente.

Neste trabalho, a microscopia eletrbnica de vareegor emissdo de campo, foi
empregada para investigacdo das mudancas na nuafosoiperficial das fibras de
eucalipto em funcdo dos pré-tratamentos, como tamhgara comparagcdo com as
imagens de eucalipto produzidas através de migpascde fluorescéncia confocal
varredura laser. Na producdo de imagens das fibeagucalipto, empregou-se um
microscoépio eletrdnico de varredura por emissdoamhepo Zeiss modelo SUPRA-35 do
Laboratorio Interdisciplinar de eletroquimica e&eica (LIEC) da Universidade Federal
de Sado Carlos. A tensdo de aceleracdo (EHT) usada pnalisar os filmes

lignoceluldsicos foi de 2.00 kV e, distancias dd#&iho de 3 e 4 mm.
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3.2.11 Microscopia de confocal fluorescéncia varredura las

A microscopia confocal de fluorescéncia varredusset (do inglés Laser
Scanning Confocal Microscopy - LSCM) é uma ferratagooderosa e ndo-destrutiva que
permite a producdo de imagem de materiais biol§gmom alta resolucdo espacial.
Assim, como o microscépio oOptico de fluorescénciam(po claro), o LSCM também
utiliza a fluorescéncia para a obtencdo das imagkrdiferenca é que no confocal é
possivel aumentar o contraste da imagem microszGpiobter imagens de diferentes
planos da mesma amostra, através de um pequefaoorif pinhole, que bloqueia a luz
fora de foco. Um esquema do funcionamento do sesti#ipico € apresentado na Figura
25.

Detector da

fotomultiplicador.

Detector da
= abertura do
Raio de luz de emissao de pinhole

fluorescéncia em foco =

— Raio de luz de emissao de
fluorescéncia fora de foco

" Espelho
dicromatico

Abertura do
pinhole == Objetiva

Raio de luz de
excitagao

Planos focais
da amostra

Figura 25 - Esquema do microscopio confocal de floescéncia varredura laser, mostrando como o
pinhole bloqueia a luz fora de foco (CLAXTON; FELLERS; DAVIDSON, 1979).
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Neste trabalho, foi utilizado um microscopio cordlode fluorescéncia varredura
laser, Leica modelo TCS-SP5 AOBS, para aquisicéilndgens de altissima resolucéo e
3D das fibras de eucalipto, objetivando-se a coagir com as imagens obtidas por
microscopia eletrénica de varredura (FEG-SEM) dimpeda parede externa. A técnica
LSCM, também foi utilizada para a investigacao lasdo do PTHT-PPV nas mesmas.
Os experimentos de fluorescéncia e difusao foratizezlos no Laboratorio Multiusuario
de Microscopia Confocal (LMMC), do DepartamentoRielogia Celular e Molecular e
Bioagentes Patogénicos, da Faculdade de Medicifabagrao Preto, da Universidade de
Séo Paulo.

O microscoépio confocal de fluorescéncia que utilzaeste trabalho, € equipado
com varios lasers: diodo- linha 405 nm, argbniénkds 458, 476, 488, 496 e 514 nm,
HeNe — linha 543 nm, HeNe - linha 594 nm e HeNehd 633 nm. No presente trabalho,
foi empregada a linha 405 nm do laser de diodo pacitar as amostras de fibras de
eucalipto. As imagens foram obtidas usando umatiehjele 60X de imersdo a oleo e,
posteriormente, editadas com o auxilio do softwa#&-AF (Leica Application Suite
Advanced Fluorescence).

O experimento da difusdo do PTHT-PPV nas fibrasoleglulosicas de eucalipto,
em tempo real, foi realizado da seguinte forma: @rea selecionada da amostra foi
verificada com microscépio confocal, em seguidan @uxilio de uma micropipeta, foi
depositado uma gota de PTHT-PPV em uma regido sobuperficie do filme de fibras,
especificamente, proximo a area selecionada, pacduiassim que o processo de difusédo

fosse capturado de forma continua.

3.2.12 Interagéo e adsor¢éo entre as fibras de eucaliptocepolimero luminescente

O processo de adsorcdo baseia-se na tendéncia aeswperficie sdlida em
contato com uma solugéo tem tendéncia a acumularcamada superficial de moléculas
de soluto. A solucdo é chamada de adsorvato eidpsaéldsorvente. Atualmente, varios
estudos tém demonstrado a capacidade de fibrascegriosicas em se adsorverem
outros materiais. Essas fibras sdo constituidasnmmromoléculas, as quais possuem
sitios ativos adsorssivos, tais como grupos caldmdarbonilas, aminas e hidroxilas.
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A adsorcdo pode ocorrer tanto por mecanismos §sit@nto por mecanismos
guimicos (HU, 2003). A adsorcéo fisica ocorre, gaariorcas intermoleculares de
atracdo entre as moléculas do liquido e a supertici solido, sdo maiores do que as
forgas de atracdo entre as proprias moléculasudinflAs moléculas do fluido aderem-se
a superficie do sélido e, o equilibrio é estabdle@ntre o fluido adsorvido e o restante
gue permaneceu na fase liquida. O calor de adsérg@mueno e da mesma ordem de
grandeza dos calores de condensacdo. Na adsor@@icagjuhda o envolvimento de
interagcdes quimicas entre o fluido adsorvido elids@dsorvente, devido a transferéncia
de elétrons, equivalente a formacéao de ligacoewigas entre o adsorvato e a superficie
do sdlido. Na adsorcédo fisica, sdo formadas camauasculares sobrepostas. Na
adsorcdo quimica, € formada uma Unica camada niateadsorvida (CAMBUIM,
2009).

A capacidade de retencdo de adsorvatos por adsesvencomumente avaliada
por meio de isotermas de adsorcdo. A forma darisate a primeira ferramenta no
diagnostico da natureza da adsor¢cdo (MORENO-CASAJL2004). Uma isoterma de
adsorcao consiste de uma série de medidas da dp@atdsorvida em funcao da presséo
de equilibrio do gas em temperatura constante atodeentracdo no equilibrio, no caso
da adsorcao em solugdo (NAFFRECHOW, 2007).

Neste trabalho, a interacdo adsorssiva entre easfitbe eucalipto e o polimero
luminescente PTHT-PPV, foi investigada por um meétddsenvolvido no laboratério do
grupo de Polimero Bernhard Gross do Instituto de&ide Sao Carlos — Universidade de
Sédo Paulo. O método, conhecido como Arraste (TSUTR&09), consistiu em
determinar, apos o processo de centrifugacédo, éstide espectroscopia de absorcao (UV-
Vis) e fluorescéncia, a reducgéo da intensidadenides@o da solugéo residual contendo o
polimero luminescente PTHT-PPV que, ndo foi adslorvias paredes das fibras.

Nos experimentos de arraste, foi utilizado, infoiahte, uma solucdo contendo 10
mL de HO MiliQ e uma aliquota de 50 uL de PTHT-PPV, cugspectro de
fluorescéncia foram assumidos como padrdo de refieré@o caso das fibras pré-tratadas
com acido e/ou xilanase, os experimentos prosseguiom a adicdo de aliquotas de 10
mg em 10 mg de fibras nessa solucéo. Ja no casfibdas ndo pré-tratada com acido
e/ou xilanase (FENT), foi necessario reduzir a tjdade de fibra. Sendo o experimento
realizado com a adicdo de aliquotas de 2 mg em #enifipras na solugdo contendo o
PTHT-PPV.
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Para cada quantidade de fibra adicionada tornoomesessario centrifugar a
solugcdo em uma ultracentrifuga da marca EPPENDOBRI®O@ rpm por 3 minutos. Apos
a centrifugacdo, uma aliquota do sobrenadanteetoada e colocada numa cubeta de
quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. Em seguidanfaealizadas medidas de absorcéo
Optica UV-VIS com o espectrofotbmetro HITACHI U-29@, medidas de fluorescéncia
com o espectrofluorimetro SHIMADZU RF-5301PC. Foratiizados os maximos de
absorcéo e fluorescéncia, de cada medida, comaptade referéncia. Assim, caso 0
PTHT-PPV aderisse as fibras, a intensidade dadbo@&ncia e absorbancia deveria cair
proporcionalmente ao aumento da concentracédo dasfiba solugdo. A sequéncia do
procedimento experimental, denominado método destar utilizado na investigacédo da
dindmica de interacdo entre as fibras de eucakpto polimero, pode ser mais bem

compreendido pelo o fluxograma experimental aptesema Figura 26.

[ Amostra | 10 mL de agua milliQ

2mg <~ FENT Residuo de polimero
FETA ) ndo adsorvido pelas
FETAE \ fibras

10 mg

FETE gﬂ -
FETEA Centrifugagao E\ Sobrenadante
J > -
PTHT-PPV
50 uL

Espectroscopia

Absorgao
Fluorescéncia

B A (T -
- N -

Figura 26 - Fluxograma do procedimento experimentatio método de arraste aplicado na
investigacdo da interacdo adsorssiva entre as fitsale eucalipto e o polimero
luminescente PTHT-PPV.
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3.2.13 Microscopia de imagem de tempos de vida de fluoreiacia

A microscopia de imagem de tempos de vida de fhodnecia (do inglés
Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy - FLIM) ugna técnica que permite a
obtencdo de imagens baseando-se na diferencaxdasda decaimento exponencial da
fluorescéncia de uma amostra fluorescente. O sgerprincipal dessa técnica € o tempo
de vida do estado excitado das moléculas fluorésseem vez da quantidade de luz
emitida (BODDEKE, 1996). Dessa forma, o FLIM podeadionar como um cronémetro
molecular para observar uma variedade de evertEregsantes.

As imagens obtidas por FLIM tém como base, a agficale multiplas cores com
marcadores fluorescentes para a observacdo dabuidio celular de moléculas
biolégicas como as proteinas, lipidios, acidos @icok e ides, entre outros. Cada
marcador fluorescente apresenta um tempo espedé@cduracdo para a emissao de
fluorescéncia no seu estado excitado, sendo gansmepresentado em imagens FLIM
em conceitos de cores. Detectando as diferencase nesnpo € possivel distinguir
cromoforos que emitem fluorescéncia no mesmo congmio de onda, assim como,
casos nos quais exista autofluorescéncia.

Estudos recentes tem demonstrado que, a técnicM FLluma poderosa
ferramenta para estudos espacialmente resolvidossidese da parede celular,
degradacdo da lignina, polpacdo e para a locabzagde marcadores
fuorescentesempregados para imunomarcacdo de maoleirde fibras de madeira
(HAFREN, 2009). Neste trabalho, a técnica FLIMdtlizada para investigar a interagéo
do PTHT-PPV em fibras de eucalipto. Os tempos da &a fluorescéncia da lignina e do
PTHT-PPV foram determinados em um espectrofluoran@PEX Fluorologe2 do
Laboratério da empresa LEICA MICROSYSTEMS situadoMannheim, Alemanha.
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4 Resultados

4.1 Caracterizacao das fibras lignocelulésicas e lignin

4.1.1 Fluorescéncia das fibras de eucalipto

Partes consideraveis dos trabalhos com biomagsackiuldsica tratam a lignina
como sendo a responsavel pela fluorescéncia. Bor mupbe-se que, com 0S pré-
tratamentos, mudancas nas propriedades de fluo@aaas fibras podem ocorrer apos o
processo de tratamento. Neste sentido, a caraat@dazoptica por metodologias de
fluorescéncia, para verificar mudancas estruturass fibras lignocelulosicas em funcao
dos pré-tratamentos € desejavel. Neste trabalhredlizada essa investigacéo para fibras
de eucalipto que sofreram diferentes tipos defatérhentos.

Na Figura 27a sdo mostrados os espectros de emass&oitacdo de fibras de
eucalipto apds sofrerem pré-tratamentos somente @odo (FETA), com acido e
xilanase (FETAE), somente com xilanase (FETE) & gdanase e acido (FETEA). As
fibras foram depositadas por decantacdo sobre plkadetri formando filmes espessos.
Os espectros da fibora FENT, assumida neste tralgalino padréo de referéncia (que nao
sofreu os pré-tratamentos com acidos ou xilanage) raostrados para efeito de
comparacao. Os espectros de emissédo (entre 4000 enm) foram excitados no
comprimento de onda 370 nm e os de excitagao (8Af0ee 400 nm), foram detectados
no comprimento de onda maxima emissédo em torn&Sadh.

A Figura 27b compara as intensidades da fluoreszéne foram normalizadas
no comprimento de maxima emissdo, tendo como referéa emissdao da FENT.
Observa-se que as fibras que foram pré-tratadas &mdo e/ou xilanase, possuem

intensidades de fluorescéncia maiores que a dag FEN
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Figura 27 - (a) Espectros de excitacdo com intenside maxima de emissdd., em 455 nm (a
esquerda) e de fluorescéncia (a direita) com exci@ao fixado em 370 nm; (b)
Distribuicdo de intensidades de fluorescéncia pardas fibras de eucalipto: ndo tratada
com acido e/ou xilanase (FENT), tratada com &cidoFETA), tratada com &acido e
xilanase (FETAE), tratada com xilanase (FETE) e trtada com Xxilanase e acido
(FETEA).

Na Figura 27a, nota-se que as fibras de eucalfi#dl{, FETE, FETAE, FETA e
FETEA) apresentaram fluorescéncia entre 400 e "®0concordando com as posicoes
espectrais previamente relatadas na literatura [TYEORSSKAHL; OLKKONEN,
1992). Como sera visto na secédo 4.1.2, esta emestacassociada a transicoes opticas
originadas na lignina. Da comparacdo dos esped@esfibras pré-tratadas com &cido
e/ou xilanase, em relagédo ao espectro FENT, obserligeiros deslocamentos espectrais
para maiores comprimentos de ondas, sendo maigrggichos espectros cujas fibras
foram pré-tratadas inicialmente com &acido, ou sem,espectros FETA e FETAE.
Observa-se ainda, um aumento na intensidade dee$icéncia em toda a faixa espectral
da FETAE, na regido de comprimentos de ondas éti#e/00 nm da FETA, entre 417-
494 nm da FETE e entre 428-536 nm da FETEA, oy sejaalargamento dos espectros
nessas faixas de emissdes. Além disso, verificarsedecréscimo na intensidade da
fluorescéncia na regido de comprimentos de ondas 880-417 nm do espectro FETA,
entre 390-407 nm e 494-700 nm do espectro FETE eeg@des entre 390-427 nm e 536-
700 nm do espectro FETEA. Em relacdo a distribug@ontensidade de fluorescéncia
apresentada na Figura 27b, observa-se, claranmgre intensidade da fluorescéncia nas
fiboras de eucalipto aumenta consideravelmente encéfu dos pré-tratamentos. E
evidente que as maiores intensidades de fluorescérexibida pelas fibras pré-tratadas
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inicialmente com acido (FETAE e FETA). Isso pode sen indicativo que a
fluorescéncia em fibras lignocelulosicas pode rstareelacionada somente com o teor
de lignina, mas também, com a remo¢édo de grupo®cwmlares pelo proprio preé-
tratamento, que podem afetar a fluorescéncia derrabém uma dada regiao espectral.
Efeitos similares foram observados por OMESTEAD dalworadores que
analisaram fibras de abeto negro (picea mariana)goieada e ndo branqueada com
peréxido, sendo ambas pré-tratadas com acido (OMESTet al, 1995)Eles utilizaram
a fluorescéncia para avaliar o comportamento esautdas fibras em funcdo dos
processos de deslignificacdo. A intensidade desémidas fibras também aumentou apos
0 pré-tratamento com &acido, mostrando, que a remdedgrupos moleculares, como
grupos carbonilas, desativa o processo de tramsiar&e energia entre diferentes
elementos estruturais na lignina (ALBININSSON ¢1299).

A eficiéncia da fluorescéncia de complexos moleaesglapode estar associada
também a presenca de agregados moleculares. Rieekssigracdo do estado excitado
podem ser responsaveis pelo decréscimo da em@si&oaumentam a probabilidade de
decaimento ndo radiativo, uma vez que este estacita@o pode migrar até centros
supressores (MAIA, 2006; FACETO, 2007). Como ostpatamentos podem remover a
lignina e, proporcionar uma desagregacao da lignespera-se que a eficiéncia de
emissao aumente apos os pré-tratamentos. Na préeigda ser4 examinado 0S processos
opticos em solucédo aquosa de lignina para difeserdres de pH. Com isso, espera-se
verificar efeitos de agregacao e desprotonacacaatbisais moleculares com a variacéo
do pH.

4.1.2 Fluorescéncia e absorgéo da lignina

Para investigar as mudancas estruturais na lignegiante solubilizacdo, o pH de
uma solucéo de lignina de eucalipto a 0,002 md.fiei abaixado de 9 & 3. Os espectros
de absorcéo, excitacdo e fluorescéncia da ligrema ps diferentes pH sdo mostrados na

Figura 28. O pH da solucéo de lignina, foi abaixattando-se solugdo HCl a 0,1 madl.L
1



67

@ (b)
0.6 140 -

1204

0.4 100
80-

60 ~

Absorbancia
Intensidade (u.a.)

0,2 1
40

20+

0,0 T T T T T 0 LA L B B B R B B : — L
300 400 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 28 - Espectros de lignina mostrando em difentes pH: (a) absorcdes e (b) excitagdo com
comprimento de emissdo maxima entre 410-433 nm (&ceierda) e fluorescéncia (a
direita) com comprimento de excitacado maximaii,) em 320 nm.

Conforme visto na Figura 28a, todos os espectroabderbancia apresentaram
uma banda em torno de 270 nm atribuida aos grugrodidos (XU, 2008), como 0s
varios anéis aromaticos presentes na moléculagdmé. Observa-se um aumento na
absortividade e um estreitamento desta banda cammento do pH. Uma segunda banda
€ observada em torno de 314 nm, devido a grupdadlidea conjugados em &cido p-
cumarico e, em acido ferdlico (CAO; TAN, 2006). Eoomparacdo, a menor
absortividade da lignina em pH menores (acidosjiepestar associada a uma provavel
protonacgéo dos radicais como hidroxilas e carbsx#amcontrados nos mondémeros que
formam a lignina (secéo 2.1.3). A formacéo de aapteg moleculares para valores de pH
baixo (pH acido) ndo podem ser descartados negszigento, ja que a lignina possui
baixa solubilidade para valores de pH acidos. Ugragacao poderia afetar os estados
moleculares e, também, o livre caminho médio dorfdta solugdo, o que reduziria a
absorbancia (TSUTAE, 2010).

Quanto aos espectros de emissao e excitacdo dasena Figura 28b, observa-
se que a lignina (em diferentes pH) apresentou s@&wis(excitagdo) entre o0s
comprimentos de onda 350-600 nm (250-400 nm), spomdendo as mesmas regidoes
espectrais da emissao e excitacdo nas fibras dépacDa comparacao, verifica-se uma
reducao na intensidade da fluorescéncia que, mrdiesido a agregacdo dos monémeros

de lignina que emitem nesta regido. Visto que,labdmade da lignina decresce com a
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reducdo do pH (FERNANDES et al., 2006), o efeitotrio, € observado em pH alto,
guando as estruturas moleculares se encontram afestadas, sendo provavelmente
possivel a clivagem de ligacBes fracas e a consegiremoc¢do de estruturas que
suprimem a fluorescéncia como, por exemplo, deaguwarbonilas. Para elucidar estes
resultados, as fibras de eucalipto foram analispdasneio da técnica de espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear com polarizac@zada. Os resultados s&o

apresentados a seguir.

4.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuctear molarizacdo cruzada
(associada a rotacao em torno do angulo magicpresaéio de bandas laterais) (CP/MAS
— TOSS RMN) é uma ferramenta extremamente poderasaelucidagdo estrutural de
macromoléculas como a lignina. Neste trabalhocaité foi empregada para investigar
mudancas estruturais dos principais componentdsidse, lignina e hemicelulose) de
fibras de eucalipto com diferentes tratamentosa Ranilitar a interpretacdo das mudancas
estruturais dessas fibras foi obtido também espéd® CP/MAS RMN de bagaco de
cana de acucar in natura (sem qualquer tratamento).

Na Figura 29, sdo apresentados os espeti®<LP/MAS RMN das fibras de
eucalipto (FENT, FETA e FETAE) e de bagaco de aaaclcar in natura (BCA). As
atribuicbes ao deslocamento quimico das fibraotiglhuldésicas de eucalipto e bagaco de
cana-de-agucar, foram feitas com base em resulthaltiteratura (GILARDIA; ABISB,;
CASSA, 1995; ATALLA et al, 1980; EARL; VANDERHART1980; HATFIED et al,
1987; REDDY; GUDURI; RAJULU,2009; RAMIRES et al, P0) (Tabela 3).
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Figura 29 - Espectros’®*C CP/MAS RMN: bagaco de cana-de-aclcar ndo pré-trada (BCA), fibra
eucalipto ndo pré-tratada com acido e/ou xilanasé=ENT), fibra de eucalipto tratada
com acido (FETA) e fibra de eucalipto pré-tratada om acido e xilanase (FETAE).

A andlise comparativa entre os espectros obtidos’foCP/MAS mostrados na
Figura 29 das fibras de eucalipto pré-tratadas ga¢m de cana-de-acucar indicam a
presenca de sinais relacionados a celulose, henasele lignina em todas as fibras. Dos
sinais detectados no bagaco de cana-de-acUcamtasesinais entre a regido de 102-56
ppm sao visualizados nas fibras de eucalipto. $esdeve aos pré-tratamentos sofridos
pelas fibras de eucalipto, os quais podem ter igitras grupos funcionais situados nesta
regiao.

O limite de deteccdo dos espectros de RMN CPMAS§ est torno de 5% em

massa, 0 que significa que a quantidade de ligdasaamostras de eucalipto deve ser
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inferior a este valor. Verifica-se também que osisiem 86 e 80 ppm apresentam mais
intensos nas fibras de eucalipto, provavelment@&dev maior proporcdo de componente
lignoceluldsicos nas fibras oriundas de madeiraa,dou seja, de eucalipto. Entre os
espectros das fibras de eucalipto, ndo se obseafifetencas — fato que deve estar
relacionado a quantidade de lignina e hemicelubessas fibras estar abaixo do limite de
deteccado da técnica devido ao pré-tratamentos,ais ¢pram submetidos essas fibras de

eucalipto.

Tabela 3 - Atribuicéo dos picos aos diferentes cadmos de cada uma das biomoléculas das fibras de
eucalipto e bagaco de cana de acgucar.

Desvio quimico ppm
Identificacdo Cana de FEucalipto Grupos de base
acucar

Grupos carbonilas de lignina e grupos

15 171 - i ;
carboxila em hemicelulose.
Oxigénio substituinte dos carbonos (C-3 e C-
14 157 - g .l
4) dos anéis aromaticos.
Oxigénio substituinte dos carbonos (C-3 e C-
13 150 - . .
4) dos anéis aromaticos.
Carbono C-4 do anel aromatico da lignina
12 145 - . .
contendo grupos livres ligados.
11 131 - Carbono C-1 do anel aromatico.
10 124 - Carbono aromatico.
Carbonos C-2,C-5 e C-6 carbonos do anel e
9 114 - :
carbonos da cadeia lateraf.sp
8 102 102 Carbono C-1 do anel aromatico.
Sobreposicdo de carbono C-4 de
7 86 86 hemicelulose; carbono C-4 de celulose
amorfa.
Sobreposicéo de carbonos C-2,C-3 e C-5 em
6 81 80 celulose; alargamento da sobreposicdo de
carbonos C-2,C-3 e C-5 de hemiceluloses.
Sobreposicédo de carbonos C-2,C-3 e C-5 em
5 70 70 celulose; alargamento da sobreposicao de
carbonos C-2,C-3 e C-5 de hemiceluloses.
4 72 72 Carbonos C2, C3 e C5 de celulose.
Carbono C-6 de celulose amorfa e Carbono
3 62 62 . o
N-alquila de lignina.
2 54 - Carbonos aril metoxila de lignina.
1 19 - Grupos acetatos em hemicelulose.
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4.1.4 Espectroscopia no Infravermelho

Neste trabalho, foram obtidos espectros de absog&afravermelho de fibras de
eucalipto apos diferentes pré-tratamentos, visamgestigar as mudancas estruturais que
ocorrem gquando a fibra € pré-tratada com acido xilanase. O espectro de bagaco de
cana-de-acucar in natura, ou seja, sem qualquérgbaeénento, foi obtido para facilitar a
identificacdo das bandas nos espectros de fibrasudalipto. Além disso, foi também
obtido o espectro de agua para se verificar, aatadéo das fibras em funcédo dos pré-
tratamentos.

A Figura 30 apresenta 0s espectros para o bagagardede-acucar in natura
(BCA), bem como das fibras de eucalipto ndo priadiea com acido e/ou xilanase
(FENT) e, pré-tratadas somente com acido (FETAI éeido e xilanase (FETAE),
somente com xilanase (FETE), com xilanase e ack®TEA). Observa-se nesses
espectros, da Figura 30, que tanto as fibras dacbadp cana-de-acucar, quanto, as fibras
de eucalipto estavam hidratadas e, apresentavadadassociadas a celulose. Estas
bandas s&o: em 896 dmcaracteristica de regies amorfa da celulose (CRAN,
2006), resultante da vibracdo de estiramento nwpd® anel sacarideo e deformacao em
C—H (COSTA JR; MANSUR, 2008); em 1053 ¢rassociada ao estiramento de C-O; em
1160 cni caracteristica do estiramento de C-O-C em anéim@ses e estiramento de
C=0 em grupos alifaticos (muito comuns em madeatada) (DELBEN et al., 2006);
em 1202 cnt associada & flexdo de OH no plano de celulosépdd & II; em 1336 cim
correspondente a vibracdes de-G em derivados de S e flexdo de CH no plano de
celulose do tipo | e II; em 1430 &incaracteristica de celulose cristalina, deviddsané
aromaticos combinados com estiramento e deformagéplano de C-H (HUANG,
2011).

A partir da comparacado das bandas nos espectrdibrds de eucalipto com
diferentes pré-tratamentos, verifica-se que elasnindiem significativamente,
possivelmente em decorréncia dos pré-tratamentivgla®) que reduziram 0S grupos
funcionais referentes a celulose. Estes resultpddem, ser melhor observados na Figura
31, que compara as intensidades de absorcdo da Eand1430 ci. Veja que a

intensidade absorbancia decresce em funcdo dosrapmérentos, sendo a menor
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intensidade de absorbancia verificada para assfipra-tratadas com xilanase e acido

(FETEA).
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Figura 30 - Espectros FTIR de: Agua; (FETEA) Fibrade eucalipto pré-tratada com enzima e acido;
(FETAE) Fibra de eucalipto pré-tratada com acido exilanase; (FETE) Fibra de
eucalipto pré-tratada com xilanase; (FETA) Fibra deeucalipto pré-tratada com acido;
(FENT) Fibra de eucalipto ndo pré-tratada com acidce/ou xilanase; (BCA) Bagaco de
cana de acgUcar in natura (sem qualquer pré-tratameto).
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Figura 31 — Comparac&o de absorbancia da banda erd30 cm' observada nos espectros de fibras de
eucalipto apresentada na Figura 30.

Nos espectros da Figura 30, foi também observada, henda caracteristica de
hemicelulose em 1247 ¢hreferente a grupos acetil. Embora pouco visivslfitaas de
eucalipto, essa banda apresentou um decréscimarggéof dos pré-tratamentos, sendo
mais acentuado no pré-tratamento Xxilanases-ackkm provavelmente € decorrente
principalmente da acdo das enzimas, uma vez qarasés degradam xilana (grupo de
hemiceluloses) facilitando a liberacdo da lignih® RENTZ, 2005). Além disso, se
compararmos o0s espetros FETA e FETE, observa-sema@ reducédo na banda de
hemicelulose, como também nas outras bandas, mr@sfa fibra pré-tratada somente
com xilanase, ou seja, FETE - o que reforca a peficacia das enzimas xilanases no
pré-tratamento das fibras.

Além da celulose e hemicelulose, os espectrosgla&B0 apresentaram também
bandas tipicas de lignina; sdo elas: em 1034 afribuido & deformacéo de C-O em
alcodis primérios, estiramento de C=0 n&o-conjugadodeformacéo planar de C-H em
unidade guaiacila (PANDEY, 1999); em 1109 tdevida ao estiramento assimétrico em
fase do anel; em 1281 Enmatribuida & respiracdo de anéis guaiacila e ewtintp de
C=0; em 1318 cih devida a condensacdo de unidades de guaiacilairgilai
(estiramento e flexdo de unidade de siringila e,)Cldm 1370 cnt associada ao
estiramento de C—H alifatico em metil e de OH enpfdSHEN, 2010); em 1509 ¢

atribuida vibragcdes de anéis aromaticos; em 1598 eml638 crit decorrentes a
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estiramento conjugado de C=0 em anéis aromaticdhd/ASet al.,1998; SHEN et al.,
2010). Pode-se ainda verificar uma banda préxima0®® cm' devido & flexdo =C-H,
caracteristica de éteres alifaticos e aroméaticogntanto, ndo é caracteristica de ligninas
(LABAT, 2008). Com excecdo da banda 1638'cmue também esta relacionada a
molécula de agua (espectro agua), observa-se pestes FETE, FETA, FETEA e
FETAE que todas as outras bandas relacionadasratueas de lignina, sofreram
reducbes com 0s pré-tratamentos. O pré-tratamemonético (com xilanase) e o0s
combinados, ou seja, acido-xilanase ou xilanag#gddram os que apresentaram maior
efeito na reducédo de grupos funcionais ligadograrla e a hemicelulose.

O pré-tratamento somente com acido, embora agoesgile sugere uma maior
reducdo de hemicelulose e lignina nas fibras, rdonastrou tdo eficaz se comparado aos
outros pré-tratamentos. Além disso, em relacacpeatro FENT, o espectro referente ao
pré-tratamento somente com acido (FETA) ndo apresadiferencas na intensidade de
absorcdo. Porém, quando o pré-tratamento acidecimibinado com o pré-tratamento
enzimético (com xilanase), observou-se uma redugdabsorcédo, mostrando assim que
processos de pré-tratamentos combinados sao nagsedss.

Nos espectros da Figura 30, € possivel se veriftmabém uma variacao relativa
na intensidade de absorbancia entre as bandardel& cana de acucar e eucalipto, que
€ devido aos pré-tratamentos, como também, asedifss propor¢des de constituintes
poliméricos presentes nas mesmas (DELBEN et a806)2@& posicdo de todas as bandas
de celulose, hemicelulose e lignina observada spsatros da Figura 30, sdo resumidas
na tabela 4. Comparando essas posic¢oes, verifigaesalgumas bandas de absorcdo das
fiboras de eucalipto se deslocam para maiores n@m#eoonda - fato que pode estar
relacionado com a re-orientagdo das moléculas ag@éudos pré-tratamentos.
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Tabela 4 - Resumo das bandas de vibrac¢des no infexmelho observadas em fibras de cana de
acucar e eucalipto.

NUmero de onda

(cm'l) Grupos de base e modos vibracionais
ldentificacdo  Cana de Eucalipto
acucar

18 1723 - Deformacéo axial de C=0.

17 1638 1638 Estlra'mento conjugado de C=0 em anéis
aromaticos.

16 1595 i Estlra'mento conjugado de C=0 em anéis
aromaticos.

15 1509 - Vibragbes de anéis aroméaticos.

14 1446 - Deformacéo assimétrica em ¢H
Caracteristica de  celulose cristalina.

13 1424 1430 Deformacdo no plano de C-H com
estiramento do anel aromatico.

12 1366 1370 Estiramento de C—-H alifatico em metil e de
OH em fenol.
Vibracbes de &O em derivados de S e

11 1334 1336 flexdo de CH no plano de celulose do tipo | e
Il.
Estramento de O-H, condensacdo de

10 1316 1318 unidades de guaiacila e siringila, estiramento
e flexdo de unidade de siringila e £H

9 1281 1281 Respiracdo de anéis guaiacila e estiramento
de C=0.

8 1247 1247  Grupos acetil.

- 1202 1202 ::llexao de OH no plano de celulose do tipo | e

6 1157 1160 Estllramento de Ci—O-C em aneis piranoses e
estiramento de C=0 em grupos alifaticos.

5 1103 1109 Estiramento assimétrico em fase do anel.

4 1053 1053 Estiramento de C-O.
Deformacdo de C-O em alcodis primarios,
estiramento de C=0O nao conjugado e

3 1034 1034 deformacédo planar de C-H em unidade
guaiacila.

2 1000 1000  Flexao de =C-H.

1 896 896 Estiramento no plano do anel sacarideo e

deformagédo em C—H.
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4.1.5 Microscopia Optica campo de claro

A microscopia optica campo claro € uma técnica oncdmum na investigacao de
materiais biolégicos. Neste trabalho, a técnicadimpregada para a visualizacdo das
fibras de eucalipto, visando conhecer a morfolalgia fibras e verificar mudancgas, que
podem ocorrer com os pré-tratamentos. As imagenfilttas de eucalipto com diferentes
pré-tratamentos sdo mostradas na Figura 32. AsdsidiPa, 32b e 32d séo imagens de
transmissao de luz de uma lampada de halogéniéigass 32c, 32e, 32f, 32g e 32h séo
de fluorescéncia, que foram excitadas com luz da l@mpada de mercurio, porém,
filtros adequados, permitiram a excitacao entreamprimentos de onda entre 350-390
nm. As imagens foram detectadas com uma camera CCD.

Nas imagens da Figura 32, observa-se que cadadibeaicalipto tem um aspecto
um tanto irregular e complexo, o que € caractedgte uma imagem de transmissao que,
favorece efeitos de lente dptica, devido ao indeeefracdo das fibras. Uma analise da
geometria e dimensao das fibras fica comprometidagse efeito. No entanto, verifica-
se que as fibras de eucalipto sdo praticamentspaaentes, apresentando regides opacas
(indicados pelas setas na Figura 32a) que, pravevee, deve estar relacionado com um
arranjo organizado e periodico das moléculas dellass, nesta regidao da fibra
(CORREA, 2010; SANCHEZ et al., 2010). As outrasieg das fibras (entre as regides
opacas), provavelmente devido a auséncia de umj@maganizado das moléculas dos
compontentes lignoceluldsicos, sdo basicamentegasantes a passagem de luz (Figura
32b). As regidbes opacas sdo chamadas, neste tabd#é estrangulamento ou
empescocamento.

A transparéncia das fibras podem ser melhor visaddis, no ponto em que elas se
cruzam (indicado por seta na Figura 32b). E quamada fibra se sobrepde outra, observa-
se que as intensidades de fluorescéncia se somguaB2c). A presenca de fibrilas e
outras estruturas, pode ser observadas na FigutaA3@m disso, nestas imagens de
fluorescéncia, observa-se também que, apesar éesapmmentos, a fluorescéncia das
fiboras é bastante intensa e praticamente compastauma luz branca, conforme
demonstrado pelo espectro largo de emissédo daaFijla. Efeitos associados ao indice
de refracdo sdo agora minimizados, nas imagendodesdéncia. Pode-se ver que as

fibras possuem geometria tubular e alongada, coissé@mpredominante nas paredes. As
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dimensdes variam em média de 8 a 'R de didmetro e alguns milimetros de
comprimento. A emissao € maior na parte amorfagspondente aos estrangulamentos.

Sabe-se que as regides cristalinas das fibragjauregides onde ndo ha passagem
de luz, devido ao arranjo organizado e periddicrdaléculas, sao insolaveis em acidos,
nas condigcdes em que estes sdo empregados (SANEHEZ 2010). Isso pode ser por
causa da inacessibilidade que as mesmas apreseel@ata organizacdo das moléculas
na sua estrutura. Por outro lado, a desorganizagiimal das moléculas de celulose nas
regidbes amorfas (regibes onde a luz incidente edsav 0s seus atomos/moléculas
constituintes sem qualquer dificuldade), favoreceaeessibilidade dos &cidos e,
consequentemente, a hidrolise das cadeias de selulpresentes nestas regides
(SANCHEZ et al., 2010). Assim, o isolamento ded#de celulose, deve ser facilitado,
pela cinética da hidrélise mais rapida, apresentaelas regides amorfas (regides
transparentes), em relacdo, as regides cristalinas.

Na Figura 32c podem ser observadas dobras nas fileraeucalipto. A lignina
confere rigidez a parede celular, na madeira ageod@acao entre as células, gerando
uma estrutura resistente ao impacto, a compressadobra (SANCHEZ et al., 2010).
Sendo assim, entende-se que a presenca de dobréibraa de eucalipto seja resultado
do processo do pré-tratamento que essas fibraerawir Provavelmente, o pré-tratamento
reduziu a concentracao de lignina nas fibras, tatoas mais flexiveis.

Na Figura 32d verifica-se fibras contidas no pldedundo da imagem de FETA.
Essas fibras sdo da escala de nano e, sdo forrpaddsngas cadeias de celulose,
organizadas no sentido da fibra, logo, sdo conhecmbmo fibrilas de celulose ou
nanofibras. Geralmente elas possuem diametro da B0 nm e sado resultantes do
empacotamento de 30 a 100 cadeias de celulosaielster {LEPPANEN, 2009). Para se
ter acesso a essas fibrilas, é necessario desgorsiparede celular da fibra. Como ja
vimos, essa desconstrucdo é alcancada por meicéttelos de pré-tratamentos. Sendo
assim, a presenca de fibrilas deve ter sido praagelo pré-tratamento aplicado as
fibras de eucalipto, indicando que o pré- tratamegiiu de forma eficiente no processo
de deslignificacdo. Nas imagens das outras fistBNT, FETAE, FETE e FETEA), néo
foi observado essas fibrilas.
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Figura 32 - Imagens de transmissdo de fibra: (a) t&s indicando as regifes de estrangulamento
empescocamento na FETA; (b) mostrando superposicatas FETA e (d) setas indicando
as fibrilas (ou nanofibras) no plano de fundo da ilmgem das FETA; Imagens de
fluorescéncia: (c) mostrando a soma das intensidaslede fluorescéncia devido a
sobreposicéo de FETEA; (e) FENT; (f) FETA; (g) FETA; (h) FETE e (i) FETEA.

Da comparacdo das fibras ndo pré-tratadas (Fig2e) & as pré-tratadas
diferentemente com acido e/ou xilanase (FiguraRBgfjra 329, Figura 32h e Figura 32i),
nao observou-se diferencas morfologicas e/ou madaastruturais visiveis entre elas.
Para tal, foi implementado no presente trabalhi@&caica de microscopia eletrénica de
varredura por emissao de campo e microscopia deeBaéncia confocal por varredura a
laser (CLSM). Essas técnicas possuem um poder stdugdo muito grande, sendo
possivel obter informac6es menores do que micrasieds resultados dos experimentos,
nos quais foram empregadas estas técnicas, naktghtv, sdo apresentadas nos topicos
4.1.6,4.1.7,4.1.8e4.1.9.
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4.1.6 Microscopia eletrbnica de varredura por emissdo deampo

A microscopia eletrbnica € uma técnica muito U@l mvestigacdo de fibras
lignocelul@sicas. Essa ferramenta poderosa é améarnecer informaces morfoldgicas
e topogréficas necessarias para se analisar afisigpelessas fibras. Neste trabalho, a
técnica foi empregada para se verificar mudancastesais visiveis na superficie das
fibras de eucalipto causadas pela acdo quimicaleébddgica durante os processos de
pré-tratamentos. As imagens de microscopia ele@biéssas fibras sdo apresentadas na
Figura 33.

(©) (d)

Figura 33 - Fibras de eucalipto: (a) ndo pré-tratad com &cido e/ou xilanase mostrando regido de
estrangulamento ou empescogcamento (FENT); (b) prédtada com acido (FETA)
mostrando os orificios; (c) pré-tratada com acido eenzima (FETAE) mostrando o
desgaste nos orificios; (d) Pré-tratada com enzim@ETE), mostrando desgaste maior
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nos orificios e, (e) pré-tratada com enzima e &cidqFETEA) mostrando o
desfibrilamento.

Nas imagens das fibras de eucalipto, apresentaaldsigura 33, alguns pontos
devem ser notados em relacdo a superficie dessas.fEm primeiro lugar, é importante
observar que as fibras ndo apresentaram uma su@digsa e homogénea. Nota-se que a
superficie dessas fibras é bastante irregular rtaper reentrancias e saliéncias.

Outro ponto a ser observado, nas fibras, é a prasee orificios na superficie.
Esses orificios sdo denominados canais de pontfagduts) e, estdo presentes em toda
a extensao das fibras (FERGEL; WEGENER, 1984; MAFSIMATTOSO; PESSOA,
2009). A condugédo e distribuicdo de solugdo aqumsa como a troca de conteudo
celular dentro da planta sdo possiveis devido sepga destes orificios (DONALDSON,
2001). Da comparacao da imagem das fibras ndaastd@igura 33a) com as imagens
das fibras que sofreram algum tipo de pré-tratam@figura 33b, Figura 33c, Figura 33d
e Figura 33e), verifica-se um numero maior desséisios na superficie das fibras pré-
tratadas, principalmente na fibra pré-tratada seeneam enzima. Verifica-se também
gue a superficie nas regides dos orificios desbaasfse apresenta desgastada, que
provavelmente deve ter ocorrido com a remocao dminia, provocando o
desfibrilamento. Como pode ser verificado nas imagda Figura 33, esse desgaste
apresenta-se mais acentuado nas fibras pré-tratageste com enzimas (Figura 33d).

A realizacdo de uma investigacdo minuciosa das emggonde a aplicacdo de
técnicas de processamento de imagens, provavelnpeutera fornecer informacdes
importantes e precisas acerca dos efeitos dosgiegrtentos e da degradagcédo enziméatica
observados nas fibras, como também de outras maslamgs padrbes superficiais,
ocasionados pelos processos de pré-tratament@s.iriwsistigacdo envolve um numero
muito grande de imagens. Logo, este é um pontofigoe em aberto no presente
trabalho, sendo necesséria a realizagdo experim@oteriores. Porém, como um dos
focos foi uma caracterizacdo 6ptica por fluoresigEéem alta resolucdo, estas imagens

servirdo como referéncia para 0s proximos topicos.

4.1.7 Microscopia confocal de fluorescéncia varredura aalser
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A fluorescéncia, conforme visto no topico 4.1.1urda fonte de informacgdes
estruturais, fisiologicas e quimicas de fibras digglulésicas. Com um microscopio
confocal de fluorescéncia varredura a laser (CL8Mas informacfes podem ser tanto
espacial, como espectral e temporalmente resolvidaste trabalho, essa técnica foi
usada para aumentar o contraste das imagens daas, filkonstruir imagens
tridimensionais 3D, distinguir elementos e obtdorimacdes sobre possiveis mudancas
estruturais de fibras de eucalipto pré-tratadag AEEETAE, FETE, FETEA) e nao pré-
tratadas com acido e/ou enzima (FENT).

As Figuras 34a e 34b ilustram duas imagens que @Keram as potencialidades
da técnica CLSM para o caso de uma fibra de edoalyplada, que € principalmente
devido a emisséo da lignina. Um corte confocal @fpe da fibra € mostrado na Figura
34a, o que demonstra que a lignina se concentrparasles da célula (fibra). J4 a seta
mostra a secéo transversal da mesma fibra. Estkads indica que as fibras possuem
geometria tubular com diametro em torno de [éh contendo regidbes de
estrangulamentos. Ja a Figura 34b foi obtida pgherposicdo de cada plano confocal,
que reproduz uma caracteristica tridimensionalof@eaa regido de estrangulamento (ou
emprescogcamento) nessa imagem também € visual&adotir do corte transversal da
fibra. Esta regido é mais estreita e ndo oca (sekgura 34b).

(b)
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Figura 34 — (a) Imagens CLSM da fibra de eucaliptssem pré-tratamento acido e/ou enziméatico
(FENT) mostrando o corte transversal que evidencigue a fibra é oca e tubular; (b)
Imagens CLSM da superficie da fibra de eucalipto p-tratada com acido e enzima
(FETAE) e corte transversal da regido de estrangutaento (ou empescocamento),
mostrando que esta regido é mais estreita. Escalagdimagens = 10 um.

E interessante assinalar que o comprimento de @méser utilizado nas imagens
das Figuras 34a e 34b foi de 405 nm. De acordo @®mspectros da Figura 28b, esse
comprimento de onda parece inadequado para exstéibras estudadas nesse trabalho
gue tém maximo do espectro de excitacdo em torn81@enm. No entanto, mesmo
nessas condicdes e com utilizando condi¢cbes deadgwténcias do laser (10% da
poténcia nominal), a microscopia confocal aindasegune reproduzir boa qualidade e
resolucao das fibras. Estes aspectos serao amessm® discutidos com mais detalhes no
préximo topico.

Uma série de investigacdes tem evidenciado quéstabdicdo da lignina pode
ser altamente varidvel dentro de uma Unica amaréibra (DONALDSON, 2001).
Geralmente, ha uma lamela altamente lignificadatet@lo uma predominancia de
unidades guaiacila e uma parede secundaria memifclkida composta por uma mistura
de unidades guaiacila e siringila (XU et al, 20@3ses tipos de unidades estruturais da
lignina nas fibras de eucalipto podem, frequentéejeser distinguidos com base na
funcéo da célula (suporte estrutural versus coraldedagua - o primeiro a favor de uma
parede secundaria menos lignificadas e o ultimavarfde uma parede secundaria mais
lignificada) (DONALDSON; LAUSBERG, 1998). Alem dissdiferencas na intensidade
da fluorescéncia da imagem também podem forneckci@s quanto a distribuicdo de
lignina na fibra, ou seja, a concentracao de ligmeflete no aumento ou a diminuigdo na
intensidade da fluorescéncia (DONALDSON; LAUSBERT®98). Entretanto, nesse
trabalho, isso nédo foi possivel de se observado.

Apesar da técnica de microscopia confocal de fhg@ecia ser uma técnica
extremamente poderosa na detec¢cao de imagensadesitucdo, ndo notamos nenhuma
diferenca significativa entre as imagens CLSM. Alédisso, a qualidade dos resultados
das imagens CLSM de tecidos vegetais é dependenteltheras variaveis, como por
exemplo da absortividade da molécula de lignina éubastante sensivel a diferentes
fatores estruturais (DONALDSON; LAUSBERG, 1998). sSe sentido, alguns
problemas associados ao uso do microscopio conflecliliorescéncia varredura a laser
na investigacao de tecidos vegetais tem sido agositaa literatura (KITIN et al., 2000).
Um dos principais problemas € a escolha adequadardetes fluorescentes e outro, o
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estabelecimento de técnicas para induzir a fluéresa de componentes especificos do
tecido em estudo (CASTELLAN, 1994). Assim, a fim dwlhorar a qualidade das
imagens de fluorescéncia das fibras de eucaliptanfplementado nos experimentos a
incorporacdo de um polimero que contém unidadessensis de luz, o PTHT-PPV. Os

efeitos dessa incorporacdo nas imagens sao adssmo proximo topico.

4.1.8 Incorporacao de polimero luminescente solivel em ég

A Figura 35 compara os espectros de excitacdo gswazuis) e de fluorescéncia
(curvas verdes) para a lignina e o PTHT-PPV amhbssolidos em solucdo de agua,
bem como para uma fibra de eucalipto na faixa éspedV-Vis. A excitagao do laser de
maior energia (identificada na figura pela linhanvelha pontilhada em 405 nm) e faixa
de deteccdao tipica do CLSM (barra cinza) tambémilida para comparacao. Veja que
os comprimentos de onda de excitacdo para a ligaifiaras lignocelulésicas estéao
praticamente fora de um intervalo de excitacdogtigdie do CLSM (405 nm X < 800
nm), dificultando a caracterizagdo da fibra cona gsiderosa ferramenta éptica. Veja
também, que o comprimento de onda de maxima egitdg®@ THT-PPV corresponde ao
comprimento de onda do laser usado neste trababnfaexa de emissao da fluorescéncia
do PTHT-PPV, observavel via CLSM. Sendo, portaiiteressante a incorporacao de
um polimero altamente fluorescente como o PTHT-P&tudar sua viabilidade para
aumentar as potencialidades de caracterizacdoaoptiia técnica CLSM de substratos
lignocelulésicos. Além disso, o estudo da interagéoum material polimérico com a
parede celular vegetal € de grande interesse péicages tecnologicas. Nesse caso, 0
PTHT-PPV é um polieletrélito, com carga positivaggode interagir de forma distinta
com a parede celulésica, dependendo do pré-tratamgitizado. Além disso, o PTHT-
PPV pode ser convertido parcialmente em um polineengugado semicondutor, o
poli(p-fenileno vinileno) ou PPV, através de traganto térmico > 100C ou irradiacéo de
luz (MARLLETA, 2001; BORGES,2005), com emissao ma@ifio espectral amarelo-

verde do visivel.
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Figura 35 - Comparacdo de espectros de excitacdoz(d) e emissdo (verde) do PTHT-PPV, fibra
lignoceluldsica e lignina mostrando a faixa de obeeacéo (barra cinza) via microscopia
cofocal de fluorescéncia varredura laser. Os espeos em azul correspondem a
excitacdo e os espectros em verde a emissdo. A déinfermelha pontilhada identifica o
comprimento de onda do laser utilizado em nosso tbalho.

Na Figura 35, as bandas nos espectros de exciiagémina diluida em agua (pH
= 9) estdo relacionadas as transigbes Opticas p<B80nm, de grupos cromoforos
aromaticos polifenil (CASTELLAN, 1994). Foi considb que a lignina proveniente de
varias fontes ou de diferentes estruturas, comsertaomo se contivesse um unico
cromoéforo. Depois de processos de transferéncendggia, a excitacdo migra para uma
estrutura especifica que atua como dissipador degien como o cinamil alcool e o
fenilcoumarina (ALBINSSON et gl1999), a partir do qual a fluorescéncia é emitita e
torno do comprimento de onda de 400 nm. A excitagasima, fica em torno de 350 nm,
e a maxima emissédo, centrada proximo a 425 nm. Aksrdiferencas entre os espectros
de lignina e de fibra, os resultados mostram quam@ssado geral da fibra é devido

principalmente a componente lignina residual deaf(CASTELLAN et al., 2007).
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Dos resultado anteriores, fica claro que existeeeessidade de adicionar um
croméforo sobre as fibras com as caracteristicaPT™AT-PPV visando a melhora na
caracterizacdo estrutural das fibras que serdo,epemplo, degradadas em acucares

menores para a geracao de bioetanol de segundz@gera

Neste trabalho com as fibras de eucalipto, foatksto PTHT-PPV em todas as
fiboras de eucalipto que sofreram diferentes pr@mantos (FENT, FETA, FETAE,
FETE e FETEA). Aspecto da incorporacdo do PTHT-RPparede lignoceluldsica sera
tratada nos proximos paragrafos. A comparacdo enmegens de microscopia de
fluorescéncia convencional (campo claro) de filfBNT contendo ou ndo PTHT-PPV
podem ser visualizadas, em imagens das fibras eapieelas na Figura 36. Nesse caso,
uma gota da solucdo aquosa de PTHT-PPV (0,5)gfdi espalhada sobre parte da
superficie contendo as fibras e a imagem foi radfizapdés a secagem da mesma. A
intensidade da luz de excitacdo é a mesma nascoudg;des e, foi ajustada para ndo
saturar a camera CCD utilizada. Pode-se observayr auntensidade de emissdo das
fiboras contendo PTHT-PPV é muito maior, proporcamaelas condi¢cdes oOtimas de

excitacdo e pela sua maior eficiéncia de emiss&m Alisso, pode-se ver, apesar da

baixa resolucéo, que as fibras de eucalipto fordainhente recobertas pelo polimero.
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Figura 36 — Imagens de fluorescéncia de fibras deigalipto (a) sem PTHT-PPV; (b) com PTHT-PPV.

As imagens de fibras isoladas FETE e FENT contéiddT-PPV sdo mostradas
nas Figuras 37a e 37b, permitindo a visualizacdesteutura com maior resolucao,
fornecendo informacdes detalhadas da superficie fitmas. Nessas imagens de

fluorescéncia, observa-se que o PTHT-PPV foi inm@@o ao longo da superficie das



86

fibras de forma homogénea, o que pode ser vistmalor intensidade da fluorescéncia
das paredes (setas). A grande diferencga entremsidade de emisséo da lignina (baixa) e
do PTHT-PPV (alta) permitiu a obtencdo de um caetdradas regides externas
(superficie) e interna da parede celular. VeriBeague a regido externa (superficie da
fibra) apresentou fluorescéncia bastante intemmsjanto que a regido interna (dentro da
fibra), fluorescéncia menos intensa. E interessaotar que o PTHT-PPV incorporou-se
nas paredes externas e internas na fibra FENT r@@jtb), mas ndo da fibra pré-tratada
FETE, indicando que a solugdo aquosa difundiu-ga paseu interior através dos
orificios, permitindo a cobertura integral da paraedterna com o polimero. Isso é
indicagdo de que estas fibras encontram-se ocaseermterior. O fato de o PTHT-PPV
depositar no interior de apenas em algum tipo ld@ fmerece um estudo a parte, o que
sera feito na secdo 4.2. Ja que o PTHT-PPV coambém as paredes internas de
algumas fibras de eucalipto ndo pré-tratada comoaeiou xilanase (Figura 37b). A
imagem do corte transversal do lado direito daafidée eucalipto ndo pré-tratada com

acido e/ou xilanase confirma a caracteristica estaltubular e oca dessas fibras.

(b)

Figura 37 - Imagens de fluorescéncia de fibras deuealipto: (a) pré-tratada com xilanase (FETE),
mostrando a fluorescéncia do PTHT-PPV na superficigla fibra; (b) ndo pré-tratada
com &cido e/ou xilanase (FENT), mostrando detalhesomo parede interna e externa,
bem como, um corte confocal evidenciando que a fiaré tubular e oca. Escala das
imagens =5 pum.
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As Figuras 38a e 38b mostram como a camada de FPRYTesta depositada
sobre a superficie da fibra FENT e, pode eviderdgtalhes anteriormente s6 observados
na microscopia eletronica de alta resolucdo (MEG)EPode-se observar no corte
confocal na Figura 38a que o polimero conseguerarossses detalhes da superficie da
fibra com alta definicdo. A Figura 38b mostra sppsicao de planos confocais distintos
medidos no modo de empilhamento z que reproduetatheés da fibra que se aproximam
muito daqueles observados por MEV-FEG. Pelas sétpsssivel se verificar também,
detalhes como os orificios notados antes nos expatdos com microscopia eletronica
(Figura 33b). Provavelmente, a difusdo da solugdBTHT-PPV no interior da na fibra é

facilitada pela presenca desses orificios.

(b)

Figura 38 - Imagens de fluorescéncia de fibras deuealipto pré-tratada com enzima (FETE)
mostrando: (a) a fluorescéncia do PTHT-PPV na supéicie da fibra; (b) detalhes
como buracos na superficie da fibra. Escala das igans = 5um. Detalhes da imagem
de MEV-FEG da fibra é mostrado para comparacao.
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A técnica CLSM é também espectroscopica e pernistinguir elementos com
espectros de emissdo em regido espectral distilbaexemplo disso pode ser visto na
Figura 39, onde sdo mostradas imagens da fluorgscéredida em regibes espectrais
envolvendo tanto da lignina como do PTHT-PPV, acodiem uma fibra de eucalipto
pré-tratada com acido e enzima (FETAE). Essas ingafggam obtidas simultaneamente
no microscopio de fluorescéncia confocal por vairaudaser, em dois canais diferentes.
Um canal medindo na faixa espectral de 540-650 ama @ PTHT-PPV e outro, fixado na
faixa 410-440 nm para a lignina. Veja que cada Ice@esenta apartir das imagens
(Figura 39), a emissédo de luz do PTHT-PPV, da tigné a superposicédo das duas
emissdes (PTHT + lignina). Veja que, como observadteriormente, o PTHT-PPV

cobre a parte superficial da fibra.

PTHT-PPV

Lignina

PTHT-PPV + lignina

{ 10 ,O*u m

(©)

Figura 39 - Imagens obtidas a partir de diferenteganais no microcopio confocal de fluorescéncia
mostrando a emisséo (a) do PTHT-PPV; (b) da lignina (c) do PTHT-PPV e da lignina
juntos. Escala das imagens = 10um.
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A técnica CLSM permite obter dados qualitativosreadis dimensdes da parede

celular e a uniformidade do material estudado. mgaracdo dos perfis de intensidade da

fluorescéncia ao longo de uma linha transversaldobtdas imagens em altissima

resolucdo (a direita) para as fibras de eucaligtorsostrados na Figura 40. Estes perfis

foram tirados de imagens usando o mesmo aumentitbids contendo PTHT-PPV

apenas na parede externa (acima), tanto na paxéelma como interna (meio) e sem

PTHT-PPV (abaixo, apenas emissdao da lignina). Detala estrutura de uma fibra

contendo PTHT-PPV e a linha transversal de mediddoém é mostrado através de um

corte confocal.
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Figura 40 - Fibra de eucalipto: a) que ndo recebenenhum tipo de pré-tratamento (FENT), mas
imersa em PTHT-PPV; b) que recebeu pré-tratamento am acido em seguida com
xilanase (FETAE), com o PTHT-PPV e c) que recebeurg@-tratamento com acido em
seguida com xilanase (FETAE) sem PTHT-PPV.

Na Figura 40, pode-se ver que os perfis de fluéresa através do corte

transversal podem ser ajustados por curvas gaassiMermelho). A largura destas

gaussianas permite pelo menos espessura da patatie que é de ~@m. Ja a largura
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da camada PTHT-PPV na superficie deve ser muit@numque a avaliada de ~Quin,
ja que a resolucéo lateral permitida pela 6ptida €0,3um. As mesmas intensidades dos
perfis de luminescéncia indicam que o PTHT-PPV eédnporado uniformemente nas

paredes externas e internas das fibras.

Estes perfis de intensidade nos permitiram quaatifa espessura da parede da
fibra com maior precisdo e mensurar efeitos detratémentos com detalhes. A
espessura de algumas das fibras € mostrada naTabétja que em relacdo a fibra ndo
pré-tratada, as FETA e FETAE, FETE e FETEA apresant menores espessuras, sendo
menor ainda nas fibras pré-tratadas inicialmenten érido: FETA e FETAE. Isso
provavelmente € decorrente do pré-tratamento aaide, deve ter agido de forma
agressiva na parede das fibras, resultando em ssepepessuras de parede. Estes perfis
de intensidade nos permitiram quantificar a espasda parede da fibra com maior
precisdo, possibilitando assim que com um tratamnestatistico o parametro espessura
seja utilizado para mensurar efeitos de difereptéstratamentos sobre a espessura da
fibora. No presente trabalho, este tratamento estati ndo foi realizado, devido ao

limitado acesso ao equipamento.

Tabela 5 - Espessura da parede de algumas fibras de
eucalipto na presenca de PTHT-PPV.

Amostras Espessura gm)
FENT 2,5
FETA 2,1
FETAE 1,9
FETE 2,4
FETEA 2,3

A possibilidade de obter imagens 3D é um diferdnd& técnica CLSM em
relacdo as outras técnicas de microscopia (deefbgéncia) convencionais. Com esse tipo
de imagens, é possivel mapear como as fibras sanieegn tridimensionalmente. E
interessante estudar como esta imagem é modifexadaa incorporagdo do PTHT-PPV.
Estas imagens podem ser giradas em até 75 grausraasoftware adequado, o que nao
pode ser apresentado no trabalho impresso. Notentas imagens 3D das fibras de
eucalipto sem e com PTHT-PPV, para um dado angeleigsho, sdo apresentadas nas

Figuras 41a e 41b, respectivamente.
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A imagem da Figura 41a tem sua origem na fluoresaérovinda da lignina na
parede da fibra de eucalipto, a FENT. Nessa amaatnaespecial, a geometria tubular
apresentada anteriormente, ndo esta presente sBougar que, estas fibras apresentam-
se, em sua maioria, colapsadas em forma de faqaeqode ser efeito da preparacéo das
mesmas. Mas o importante nesse caso foi verifiedeito do PTHT-PPV nas imagens. A
incorporacdo do PTHT-PPV sobre a superficie e eraste obtido pela baixa absorcéo e
emissdo da lignina permite, obter imagens com bsial/ruido e com muitos detalhes
(Figura 41b). E interessante notar que a incorgarago PTHT-PPV nas paredes
interiores permite a reproducao de uma imagempio“Raio-X" das fibras e, com isso,
obter informacgBes adicionais ndo encontradas nagédns somente da superficie das
fibras (Figura 41a).

(b)

Figura 41 - Imagens de microscopia confocal de fluescéncia em 3D de fibras de eucalipto (FENT)
sem (a) e com (b) o PTHT-PPV. Escala das imagen26um.

4.1.9 Difusao e incorporacao do polimero luminescente sobfibras de eucalipto

As Imagens de microscopia confocal nos modos deeficéncia e transmissao

foram feitas simultaneamente, visando acompanhaestala de tempo o processo de
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difusdo e incorporacéo do polimero luminescentdihess. Essas imagens sdo mostradas
nas Figuras 42 e 43. Nesse experimento, uma gosaldedo aquosa contendo PTHT-
PPV foi colocada sobre fibras previamente depositath superficie de uma lamina de
vidro. Esta solugéo se difundiu lentamente e faailta pelas fibras devidas, a porosidade
das mesmas. O microscopio confocal foi ajustada fezer as imagens de 10 em 10
segundos, a partir do momento que a solucdo eatrasseu campo de visdo. Como a
fibora com o PTHT-PPV emite muito mais do que a ditwem este polimero, o
microscopio foi ajustado em sensibilidade baixaddeecgcdo de modo a néo saturar as
imagens apos a sua incorporagao.

A Figura 42a (43a) é imagem de fluorescéncia (tnissao) ajustada nessa
condicdo antes da medida. Ela esta relacionadatagi@ inicial, isto €, a regido sem a
solucdo de PTHT-PPV. Logo, se vé nesta imagem apeflaorescéncia da lignina nas
fibras, sendo a intensidade bastante baixa. Osla$rcoloridos sdo difrentes pontos
sobre a fibra em que foi medida a intensidade wadscencia ou da luz transmitida para
cada quadro. O tempo total de medida foi de apradamente 500 segundos, ou seja,
foram feitos a aquisicdo de 50 quadros. Este tdmipuficiente para medir a difusdo da
solucéo pelas fibras e 0 processo de secagem damaneEstes regimes de difusdo e

secagem podem ser melhor acompanhados nas Figuras 4

A Figura 42b (43b) é a imagem que mostra a peréirda solucdo por entre as
fibras no modo de fluorescéncia (transmissao). fséelro esta relacionado ao instante
entre o intervalo de 40-210 segundos depois qoduad de PTHT-PPV atingiu a regiao
de estudo. Nesta etapa do processo de difusddugisale PTHT-PPV nédo apresentou
muito brilho. Apds cerca de 400 segundos (Figuizs € 43c), observa-se na mesma
regidao em estudo, que o brilho das fibras aumeatgpue a solucdo de PTHT-PPV parece
ter se espalhado uniformemente sobre a camadade €omo nenhuma solugéo foi
observada entre as fibras, acreditamos que a sofagabsorvida pelas fibras — fato que
pode ser verificado na imagem de transmissao 43e.dtiadro corresponde a etapa apos

a secagem ou adsorcédo da solucao pelas fibras.
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Figura 42 - Imagens de microscopia confocal de vagdura a laser (modo fluorescéncia) do filme de
fibra de eucalipto ndo pré-tratada com acido e/ouilanase (FENT): a) no tempo de 0
segundo; b) entre os tempos de 40-210 segundos @m)s 400 segundos da aplicacéo do
PTHT-PPV. As demarcaces representadas por circulasloridos sdo regifes fibrilares
analisadas na Figura 42. Escala das imagens = 20um.
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Figura 43 - Imagens de microscopia confocal de vardura a Laser (modo transmisséo) do filme de
fibra de eucalipto ndo pré-tratada com acido e/ou ibanase (FENT): a) no tempo de 0
segundo; b) entre os tempos de 40-210 segundos emjs 400 segundos da aplicacao do
PTHT-PPV. As demarcacdes representadas por circulasloridos sao regides fibrilares
analisadas na Figura 42. Escala das imagens = 20um.

A evolucdo temporal da intensidade luminosa dardlscéncia e da luz
transmitida das areas selecionadas nas Figuras 48 pwdem ser acompanhadas nas
Figuras 44a e 44b, respectivamente. Observandaficgrdas Figuras 44a e 44b, é
possivel associar trés etapas distintas separattas getas. A primeira etapa entre 0-40
segundo corresponde a regido temporal em que @dsotlPTHT-PPV ainda néo tinha
alcancado as areas circulares. Na segunda etap49% e 210s a solugcdo difundiu
rapidamente por entre as fibras. Nesse caso, acamegrande aumento da intensidade

da luz transmitida ocasionado pelo maior acoplameoin a objetiva, devido a presenca
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da solucdo por toda a area de observacdo. Pordomiaescéncia apresentou um
pequeno aumento nessa fase. ApOs esta etapa,naidaie da luz transmitida voltou
rapidamente aos patamares iniciais, ou que indaceeicagem das fibras ou absorcéo da
solucao por elas. Na terceira etapa, a intensidademinescéncia aumentou até atingir a
saturacdo em todos os pontos de observacdo. Camdpawa dois graficos na Figura 44,
foi possivel correlacionar o aumento da luminosed@éigura 42) e reducao (43), que
ocorreu em torno de 210 segundos, com a absorg@meentracdo de moléculas de
PTHT-PPV nas paredes das fibras de eucalipto. feémad2c mostra que as fibras foram

cobertas pelo polimero luminescente.
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Figura 44 - Grafico da evolugcédo temporal: (a) da itensidade luminosa das areas delimitadas na
Figura 40, em funcdo do tempo de difusdo da soluc@te PTHT-PPV na fibra e (b) de
intensidade da luz transmitida, nas areas delimitaas na Figura 41, em funcao do tempo
de difusdo da solucdo de PTHT-PPV na fibra. As setaindicam intensidade de luz
laminosa e transmitida nos tempos de 40, 210 e 488gundos da aplicacdo do PTHT-
PPV.
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4.2 Interacao e adsorcédo das fibras de eucalipto compmlimero

luminescente

No tépico anterior, foi observado que o PTHT-PPXomporou nas fibras de
eucalipto que, possibilitou a visualizacdo das nassrpor meio de técnicas de
microscopia de fluorescéncia. Com o intuito de mude e quantificar a capacidade
adsorssiva de fibras de eucalipto em funcdo dostrgti@mentos foi realizado
experimentos de arraste descritos na secdo 3.Rl@&. experimentos, variou-se a
concentracéo de fibras em uma solugéo contendo HAMT em concentracao tal que a
sua intensidade de absorbancia entre 300 e 400388 tla ordem de 0,1, ou seja, fixou-
se a concentracdo de PTHT-PPV (50 pL em 10 ml de)ag variou-se a proporcao de
massa de fibra na solugcéo. Dessa maneira, foraantgdas as condicbes de concentracao
de PTHT-PPV, suficientes para se observar o proassrraste pelas fibras ao se medir
a absorcdo e fluorescéncia das solugcbes sobreradapts a centrifugacdo. Vale
ressaltar que, a centrifugacéo foi feita tambénra patirar possiveis residuos de fibras na
solucéo estudada, eliminando processos de espait@mmes medidas opticas.

O experimento de arraste foi realizado para todasaraostras de fibras de
eucalipto investigadas neste trabalho, ou sejag paFENT, FETA, FETAE, FETE e
FETEA. Os espectros de absorbancia e fluorescédasg solugcdes sobrenadantes
contendo PTHT-PPV em funcdo da massa da fibra FEd&porada a solucéo antes do
processo de centrifugacdo podem ser observadosgonea 5. A banda de absorcdo
tipica do segmento conjugado do PTHT-PPV obsermadagidao espectral entre 280-340
nm (Figura 45a), enquanto que a emissao maxima2émeh (Figura 45b). Observa-se
gue tanto a absorbancia como a fluorescéncia, @péstrifugacéo, decaiu conforme foi
aumenta a concentracdo de fibras na solucdo —\@ovente devido a adsorcédo das
moléculas de PTHT-PPV pelas fibras de eucaliptan€mo tipo de comportamento
pode ser visto, por meio da variagdo do maximondensidade da fluorescéncia em
funcdo da massa de todas as fibras de eucaliptalderantes pré-tratamentos na Figura
46a. A propor¢cao massica necessaria para se atipginto de maxima adsorc¢ao (o ponto
onde a intensidade da fluorescéncia da solucaoltersadante cai ao valor praticamente

zero) para cada uma das fibras, € mostrado nagHigir.
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Figura 45 — Medidas da solucdo sobrenadante contemdresiduos de PTHT-PPV que ndo foi
adsorvido pelas paredes das fibras lignoceluldsicate eucalipto: (a) absorcdo e (b)
fluorescéncia em funcao da massa de fibras.
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Figura 46 - Medidas: (a) Intensidade integrada dalfiorescéncia; (b) Proporcdo de massa de fibras de
eucalipto relativo ao ponto de maxima adsorcao.

Na Figura 46, se observou que a adsor¢cédo de PTHNTiIAnais eficiente para

FENT, pois com pouco menos de 10 mg (cerca de &mpra, ja se atingiu o ponto de

maxima adsorcado para a concentracdo de PTHT-PHYadd. Nesta fibra € que foi
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medida a incorporacdo do PTHT-PPV nas suas panetgesas. Ja as fibras de eucalipto,
as quais sofreram pré-tratamentos com &acido e/lamage, verificou-se que para a
fluorescéncia do PTHT-PPV atingir o ponto de méxaasorcdo, foi necessario uma
guantidade entre 5 a 6 vezes maior dessas fibras.

Essa diferenca no comportamento da adsorcao das fielo PTHT-PPV pode ser
devido a varios fatores. Primeiramente, o fato dediPPPV ser incorporado pelas
paredes internas da fibra FENT aumentou a sua@sde no maximo duas vezes (area
aumenta praticamente duas vezes). No entanto, etrpeio da solucdo nos orificios
dessas fibras e a posterior difusdo em seu intesdmr efeitos que parecem ser
fundamentais para a analise e, para a aplicacaméimglos utilizados nesse trabalho para
a caracterizacdo dos pré-tratamentos envolvidodegaadacdo da biomassa em geral.
Estes aspectos indicaram que a fibra ndo pré-a&adlT, foi mais suscetivel a interacao
com PTHT-PPV e que as suas propriedades supesfigaiicais interagentes, cargas,
carater hidrofébico ou hidrofilico, etc.), favorem® a penetracdo e difusdo da solucdo
em seu interior. Essa suscetibilidade de interagémr com um polieletrdlito positivo
como o PTHT-PPV favoreceu uma maior interagao erparacao por massa de fibra nos

experimentos apresentados na Figura 46.

4.3 Microscopia de imagem de tempo de vida de fluoresoéa

A microscopia de imagem de tempos de vida de fagénmecia (FLIM) vem sendo
usado como uma ferramenta poderosa para estudamsaspente resolvidos de sintese da
parede celular, degradacdo da lignina, polpaca@ra p localizacdo de marcadores
fuorescentes empregados para imunomarcacao de remauleide fibras de madeira
(HAFREN et al., 2009). Neste trabalho, o FLIM fangregado para investigar a
incorporacao do PTHT-PPV em fibras de eucalipto.

Na Figura 47a, imagem de um corte confocal de ubma €ontendo PTHT-PPV
incorporado € mostrada. A fibra foi excitada em 40% por um laser CW de diodo.
Nessa imagem, observa-se que o PTHT-PPV cobriarasigs interna e externa da fibra.

A mesma imagem € mostrada na Figura 48b, contuddupida com a técnica FLIM
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excitando a amostra no comprimento de onda de #0par um laser de diodo pulsado
em 80 MHz. Nesse caso, cada pixel da imagem éiadsomom um tempo de decaimento
caracteristico de cada especie representado pebteitm cor. As cores variando do azul
ao marrom correspondem a tempos de decaimentmdarientre 1 e 3 ns. Pode-se ver
qgue as superficies das paredes internas e ex@gnesentaram tempos de vida menores,
representados por verde. E o interior, entre asdearda fibra tempo de vida maior,
representado por marrom. Esta distincdo permiéeiaiar a presenca do PTHT-PPV nas
superficies interna e externa, e a lignina no imteta parede. Além disso, a imagem
FLIM permitiu visualizar pontos associados a unfica sem lignina e regides da parede
da fibra que sofreu maior acdo do pré-tratamerta seja, regiées onde a concentracao

da lignina se apresentou menor (circulo pontilhealocor rosa na Figura 47b).
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Figura 47 - a) Imagem de microscopia confocal mostndo a contribuicdo da fluorescéncia do PTHT-
PPV na superficie interna e externa das paredes dibra; b) Imagem FLIM da mesma
fibora mostrando os tempos de decaimento de fluoreSocia de cada espécie (lignina e
PTHT-PPV) representados pelo conceito cor; c) curvale decaimento da fluorescéncia
para o PTHT-PPV e da lignina contida na fibra em fuigdo do tempo da medida; d)
distribuicdes dos tempos de decaimento da ligninade PTHT-PPV obtidas da resposta da
frequéncia (quantas vezes o sinal foi observado)séala das imagens = 10um.
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As distribuicdes dos tempos de decaimento da lggeido PTHT-PPV obtidas da
resposta da frequéncia (quantas vezes o sinabgsreado) (Figura 47d), bem como as
curvas de decaimento da fluorescéncia para o PTPM d>da lignina contida na fibra em
funcdo do tempo da medida podem ser acompanhadgsraF47c). Vejam que a
incorporacdo do PTHT-PPV na fibra foi claramentsuslizada na imagem FLIM,
resultando em um tempo de decaimento de fluoregc@mais curto que para a lignina.
Esse tempo de decaimento da fluorescéncia da digesta relacionado aos inumeros
cromoforos contidos nela. Grupos cromoforos, taima@ 7-dimetoxiflavona, 8-hidroxi-
3,7-dimethoxidibenzofuran-1,4-quinona e DesidrodiMaa, podem contribuir para as
emissdes em torno de 500 nm de comprimento de eratama (Figura 39); Coniferil
alcool, Coniferaldeido, Cinamil alcool, Bifenil, mikeumarina, Dibenzodioxinas e
Estilbenos contribuem para a faixa de emissdo €@w@e450 nm de comprimentos de
onda (Figura 39) (HAFREN et al., 2009; CASTELLANa 1994; TYLLI et al, 1995,
GARDRAT et al, 2004; MACHADO et al, 2006; ALBINSSO2 al, 1999)

(@)
OH CHO CHO
OCH
O | O O
H;CO OCH,4
e} OH OH

H,CO

(©)
(b)

Figura 48 — Croméforos de lignina os quais contribiem para as emissdes em torno de 500 nm e comprirtesn
de onda acima: (a) 7-dimetoxiflavona, (b) 8-hidroxB,7-dimethoxidibenzofuran-1,4-quinona e (c)
Desidrodivanilina
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Figura 49 - Cromdforos de lignina os quais contribiem para a faixa de emissdo entre 300-450 nm de
comprimentos de onda: (a) Coniferil alcool, (b) Coifieraldeido, (f) Cinamil alcool, (c) Bifenil (b)
Fenilcumarina, (e) Dibenzodioxinae e (d) Estilbeno.
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5 Conclusodes

Metodologias Opticas avancadas de altissima sédaidie e resolucdo
espacial/temporal que vao muito além do limite deagbo foram desenvolvidas nas
dltimas décadas. E de grande importancia e inerdssenvolver e aplicar estas novas
metodologias Opticas com resolucdo microscopicadaia de bioconversdo da biomassa
da cana de agucar e bioetanol. Mais especificamestas metodologias épticas, neste
trabalho, permitiiam a caracterizacdo de um madmero de etapas no processo
envolvido na bioconversdo. Aqui, a caracterizacas chodificacbes estruturais foi
determinante para o entendimento da acéo acidaim&ca e podera servir de feedback
para o controle de processos na cadeia de biog#Etvata biomassa em etanol de
segunda geracgao.

Nesse trabalho, foi demonstrado que microscopidocahde fluorescéncia se
mostrou apropriada para a caracterizacdo estrutieralm sistema heterogéneo como
fibras de lignoceluldsica de eucalipto. A ligninaeqgcompde esse material apresentou
propriedades luminescentes quando excitada novioliega, e baixas intensidades de
absorcdo quando excitadas por comprimentos de @aptapriados para a microscopia
confocal, o que desfavoreceu um estudo mais def@ltia estrutura do substrato fibroso.
Considerando este problema, no presente trabalbio,désenvolvida uma nova
metodologia que permitiu a incorporacdo de um paiémluminescente as fibras,
ampliando a faixa de utilizagdo das técnicas derlescéncia para a determinagdo da
estrutura das fibras apos os varios pré-tratamedtpslimero utilizado foi o poli(cloreto
de tetraidrotiofeno de xililideno) (PTHT) que seegentava parcialmente convertido em
Poli-(fenileno vinileno) (PPV), logo, chamado nedtabalho de PTHT-PPV. Este
polimero foi depositado sobre os filmes de fibigisdcelulosicas de eucalipto. A difusdo
capilar da solu¢do aquosa polimérica no meio fibpEsmitiu a incorporagéo instantanea
nas paredes externas e internas das fibras quesaféeu pré-tratamento acido e/ou
xilanase (FENT), enquanto que o contrario foi veado para as fibras pré-tratadas com
acido e/ou xilanase. Portanto, os pré-tratamerdos &cido e/ou xilanase dificultaram a
difusdo do PTHT-PPV no interior oco das fibras.

Das analises dos resultados de espectroscopiaudeedténcia obtidos neste

trabalho, pode-se sumarizar que conforme os pr@rtentos a intensidade da
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fluorescéncia nas fibras de eucalipto aumentou idersselmente. As maiores
intensidades de fluorescéncia foram apresentadas fibras pré-tratadas inicialmente
com &cido (FETAE e FETA), indicando que a fluoresi# em fibras lignoceluldsicas
pode ndo estar relacionada somente com o teogui@d, mas também, ha retirada de
grupos moleculares que € capaz de comprometeor@s$icEncia das fibras em uma dada
regido espectral. Para a solucdo de lignina enredifes pH, houve uma reducdo na
intensidade da fluorescéncia e da absorbancia cadugédo do pH e o efeito contrario,
com o aumento do pH, o que indicou ser devido &gagdo e desagregacdo dos
mondmeros de lignina que emitem nesta regiao.

Dos resultados de espectroscopia de ressonancianéticag nuclear com
polarizacdo cruzada (CP/MAS — TOSS RMN), as fildaseucalipto pré-tratadas e o
bagaco de cana-de-acucar apresentaram sinaisoreldos a celulose, hemicelulose e
lignina. Da comparacédo entre os espectros dasfd@aucalipto pré-tratadas, apesar de a
técnica ser extremamente eficiente, ndo foi poksibiservar alteracdes significativas
com o0s pré-tratamentos, que deve estar relaciormdquantidade de lignina e
hemicelulose nessas fibras estarem abaixo do lmeitdeteccdo da técnica (5%) devido

aos pré-tratamentos.

Quanto aos resultados de espectroscopia no infmaeo (FT-IR), tanto os
espectros das fibras de eucalipto quanto ao degcbadm cana de acucar apresentaram
sinais relacionados a celulose, hemicelulose grenk. Da compacgéo dos espectros, 0s
relacionados ao pré-tratamento enzimético e cordbedacido-xilanase ou xilanase-
acido) foram os que apresentaram maior efeito cacé® de grupos funcionais ligados a
lignina e a hemicelulose, indicando que processgsré-tratamentos combinados podem
ser mais habeis no processo de deslignificacagodealssa lignocelulosica do que os pré-
tratamentos isolados (somente com acido ou xilanase

As imagens de microscopia (transmissao) mostranaenag fibras de eucalipto
eram transparentes e formadas por regides mamitast{chamadas neste trabalho de
estrangulamentos ou empescocamento), confirmadt@s pmagens de microscopia
eletrbnica. Além disso, as imagens de microscagéirpnica) mostraram também que as
fiboras eram formadas por uma superficie rugosaeooiat orificios. Esses orificios
apresentaram desgastados, sendo mais evidente$fibres que foram pré-tratadas
somente com xilanase, o que indicou uma maiorésftta do pré-tratamento enzimatico.

Quanto as imagens CLSM, elas demonstraram queniadige concentrava nas paredes
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da fibra e as fibras apresentaram possuirem umatortabular, ocas e mais estreitas nas
regioes de estrangulamento. Além disso, as image88/1 demonstraram uma afinidade
do PTHT-PPV com as fibras de eucalipto, o que pddsu uma melhor visualizacao das
mesmas. No que concerne a comparagado dos pre¢ratasrdas fibras de eucalipto, as
imagens CLSM nao apresentaram diferencas entre miagavelmente devido a baixa
proporc¢ao de lignina nas fibras.

A afinidade do PTHT-PPV com as fibras de eucalifiio confirmada pelos
resultados dos experimentos de arraste. Os espealdrabsorbancia e de fluorescéncia
apresentaram uma reducdo em funcdo do aumentdrds fle eucalipto na solucdo. A
fibra ndo pré-tratada com acido e/ou xilanase fpu@ apresentou maior afinidade com o
PTHT-PPV uma vez que, para a fluorescéncia do PPRAV-atingir o ponto de maxima
adsorcao, os resultados indicaram a necessidadmaemaior propor¢cdo de massa para
as fibras pré-tratadas com acido e/ ou xilanase.

Quanto aos resultados de microscopia de imagemedgos de vida de
fluorescéncia (FLIM), os tempos de decaimento deréscéncia representados pelo
conceito cor na imagem FLIM da fibra de eucalipalicou a presenca do PTHT-PPV
nas superficies interna e externa da parede da &ha lignina no interior da parede.
Sendo que PTHT-PPV apresentou tempo de decaimenfioarescéncia mais curto do
gue a lignina. Além disso, a imagem FLIM permitibservar regides com baixa
concentracdo de lignina causada pelo pré-tratanuzntiora.

Neste trabalho as técnicas empregadas na caractwizlas fibras de eucalipto
em funcéo dos pré-tratamentos demonstraram serlepraptares. A nova metodologia,
baseada na incorporacdo de polimeros fluorescelftearcadores) as fibras
lignocelulésicas, apresentou ser adequada e proraisge caracterizacdo de biomassa
lignoceluldsica pré-tratada. Novos estudos, refwddos a interacdo de polimeros
fluorescentes (marcadores) com fibras lignocelo&sspré-tratadas, sdo necessarios para
se obter uma melhor compreensédo da acdo e papegbrdosssos de pré-tratamento
durante a bioconversao de biomassa lignocelul@icatanol de segunda geragao.
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Apéndice A - Medidas de T2 por niveis de saturacdm

fibras de eucaliptos
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Figura 1A - (a) variacdo do peso por evaporacado eralacdo ao tempo de repouso da amostra de fibra
de eucalipto ndo tratada com acido e/ou enzima (FEWN; (b) Distribuicdo dos tempos de relaxagdo
transversal para saturacdes diferentes de fibras deucalipto ndo tratada com &cido e/ou enzima
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Figura 2A - (a) variacao do peso por evaporacao emlacdo ao tempo de repouso da amostra de fibra
de eucalipto tratada com &cido e enzima (FETEA); (b Distribuicdo dos tempos de
relaxacao transversal para saturacdes diferentes dibras de eucalipto tratada com acido

e enzima (FETAE).



