(BEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianépolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

PRE-TRATAMENTO SOB PRESSAO ATMOSFERICA
VISANDO AO AUMENTO DA DIGESTIBILIDADE
ENZIMATICA DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR
USANDO GLICEROL EM MEIO ACIDO

M. P. SWERTS; P. J. ESTEVES, W. CARVALHO; S. S. SILVA,; J. C. dos SANTOS”

Universidade de S&o Paulo - Escola de Engenharia de Lorena, Departamento de
Biotecnologia
*E-mail para contato: jsant200@usp.br

RESUMO — O pré-tratamento da biomassa vegetal visando-se ao aumento de sua
digestibilidade enzimatica estd entre os temas de pesquisa de maior interesse
mundial. Para este fim, o uso de condi¢fes amenas de processo pode resultar em
reducdo em seu custo global. Neste trabalho, avaliou-se o uso do glicerol em meio
acido para o pre-tratamento do bagaco de cana-de-agUcar sob pressao atmosferica.
Experimentos foram realizados em diferentes temperaturas empregando-se meio
reacional contendo 5% m/v de bagaco e 0,5% m/v de H,SO,, além de solugédo de
glicerol 95%, sendo tambem realizados testes em autoclave e meio isento de
glicerol. O material pré-tratado foi submetido a hidrélise enziméatica empregando
preparado comercial de celulase, a 50°C por 24h. Os resultados obtidos
demonstraram que a hidroélise da celulose variou de 11% (material ndo tratado) até
41,7%, valor observado com o material pre-tratado a 121°C em meio contendo
glicerol. Em todos os casos, observou-se que o pré-tratamento resultou em valores
médios de hidrolise enzimatica superiores aos obtidos com o material ndo tratado.
Esta superioridade foi mais notoria a 121°C, em especial quando glicerol foi
empregado no meio. Nesta temperatura, o uso de glicerol resultou em um
percentual de celulose hidrolisada de cerca de 40% em comparacdo a 27% de
hidrolise empregando-se meio isento deste composto.

1. INTRODUCAO

Os materiais lignoceluldsicos constituem-se em fontes abundantes de compostos
organicos, apresentando grande potencial de uso como matéria prima em processos industriais
ndo apenas como fonte de energia e combustiveis, mas também de alimentos, insumos
quimicos, enzimas e bens de consumo diversos (Cherubini, 2010). Especificamente com
relacdo a producdo de combustiveis, a fracdo carboidrato destes materiais tem sido empregada
na producdo de etanol, um importante substituto para a gasolina em veiculos de transporte
(Sarkar et al., 2012).

A biomassa lignoceluldsica é composta majoritariamente por celulose, hemicelulose e
lignina, além de outros componentes em menor quantidade. As fracBes de celulose e
hemicelulose sdo polimeros de carboidratos e uma fonte potencial de agucares fermentaveis
(Medina, 2013).
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Uma das limitacdes para o aproveitamento integral de todas as fracGes dos residuos
lignoceluldsicos, no entanto, € a propria estrutura da biomassa. Geralmente, é necessaria a
ruptura do complexo lignina-celulose-hemicelulose ou a remogdo de cada fragdo por técnicas
de pré-tratamento e deslignificacdo. Sem este tratamento preliminar a biomassa é dificil de ser
aproveitada em processos industriais, pois a associacdo de suas fracdes constituintes lhe
confere grande resisténcia ao ataque de agentes quimicos, enzimaticos ou microbianos (Agbor
et al., 2011). Diversas opc¢des de pré-tratamento tém sido estudadas, incluindo métodos
fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos (Alvira et al., 2010; Agbor et al., 2011;
Modenbach e Nokes, 2012).

Um método de pré-tratamento promissor é o chamado organossolve, o qual pode ser
conduzido empregando-se uma variedade de solventes organicos em mistura com agua, com
ou sem a adi¢do de um catalisador como &cidos cloridrico ou sulfurico. Entre as vantagens das
técnicas organossolve, a presenca de solventes pode facilitar a penetracdo dos reagentes na
biomassa, aumentando a eficiéncia na remocdo da lignina e a reducdo na redeposicdo desta
sobre os outros componentes apos o processo (Oliet et al., 2001).

O glicerol é um solvente orgénico cuja disponibilidade tem aumentado nos ultimos
anos, devido ao aumento na producdo de biodiesel e sua consequente geragdo como
subproduto. Assim, sua producdo mundial tem sido crescente e tem superado a demanda (Sun
e Chen, 2008; Zhang et al., 2013a). Neste contexto, no presente trabalho, avaliou-se o uso do
glicerol em meio acido para o pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar sob pressdo
atmosférica. Acido sulfurico foi empregado no meio reacional, tendo sido realizadas reacdes
em meio isento deste solvente para a geracdo de dados de comparacéo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Preparo da Matéria Prima

O material foi seco ao sol até que atingisse um teor de umidade de cerca de 10% para
evitar contaminacdo microbiana durante a estocagem no laboratério. . Apds a secagem, O
bagaco foi moido em um moinho de martelo marca Benedetti, modelo dupla 270 (Moinho
Benedetti Ltda., Pinhal — SP), até que pelo menos 90% das particulas passassem por uma
peneira padrdo Tyler 10 MESH (abertura 1,65 mm). O material foi entdo caracterizado com
relacdo a sua composicdo em extrativos, celulose, hemicelulose, lignina e cinzas, sendo entéo
empregado nos experimentos de pré-tratamento.

2.2. Pré-tratamento da Biomassa

Os ensaios foram executados em duas diferentes temperaturas, 90° e 121°C, em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo um total de 100 g de meio reacional, conforme explicado a
seqguir: colocou-se a quantidade desejada de bagaco no frasco Erlenmeyer, adicionando-se
agua ou solucdo aquosa de glicerol e aquecendo-se a mistura a temperatura desejada através
da imersédo do frasco em uma cuba com 6leo colocada sobre a placa de aquecimento. Quando
a temperatura foi atingida, adicionou-se o acido, agitou-se 0 meio com um bastéo de vidro e
aguardou-se o tempo de reacdo (10 min), durante o qual o meio né&o foi agitado. Ao final,
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retirou-se o frasco do banho de 6leo e resfriou-se 0 mesmo em banho de gelo. Uma opcéo
testada para os experimentos a temperatura de 121°C foi o uso de autoclave. O meio reacional
era composto por 5% m/v de bagaco e 0,5% m/v de H,SO,, adicionados em agua ou a uma
solucdo de glicerol 95%. O sélido pré-tratado foi caracterizado quanto a seus componentes
(celulose, hemicelulose, lignina) e submetido a etapa de hidrélise enzimatica.

2.3. Hidrolise Enzimatica

A hidroélise do so6lido obtido no pré-tratamento foi conduzida em frascos Erlenmeyer de
50 mL contendo 15 mL de meio reacional constituido por suspensdo aquosa 2% de bagaco de
cana-de-acgUcar pré-tratado (massa seca), 50 mM tampado citrato pH = 4,5, 10 FPU enzimas/g
de bagaco pré-tratado, empregando-se coquetel enzimatico comercial Dyadic® Cellulase CP
CONC (Dyadic International, Inc., Jupiter, Florida, USA). Os experimentos foram realizados
em incubadora de movimento rotatorio (Quimis Q816M20, Quimis Aparelhos Cientificos,
Diadema, SP, Brasil), sob condi¢des de 50° C e 150 rpm, por 24 horas. A mistura liquida
obtida foi caracterizada com relacdo ao teor de aglcares empregando cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). O rendimento da hidrolise foi definido como a raz&o entre a massa de
celulose transformada em glicose e a massa total desta fragdo do material.

2.4. Métodos Analiticos

Caracterizagdo composicional do bagaco: Tanto o bagago in natura quanto pré-tratado
foram caracterizados quanto a seus componentes (celulose, hemicelulose, lignina e cinzas),
seguindo a metodologia padrdo do NREL - National Renewable Energy Laboratory (Sluiter et
al., 2010). O bagaco in natura foi tambeém caracterizado com realcdo a quantidade de
extrativos, conforme descrito por Masarin et al. (2011).

Concentracdo de acuUcares, acido acético e etanol: As analises dos teores de acUcares,
acido aceético e etanol foram feitas por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
cromatografo Agilent Technology 1200 series (Agilent, Estados Unidos). As amostras foram
previamente filtradas em filtro Sep Pak C18 e injetadas no cromatografo, utilizando-se as
seguintes condicdes: coluna BIO-RAD AMINEX HPX-87H (300 X 7,8 mm) mantida a
temperatura de 45 °C; volume de injegdo de 20 pL; detector de indice derefracdo RID 6A;
fase movel &cido sulfarico 0,01 N e fluxo de 0,6 mL/min.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo do Material in natura e Apoés o Pré-tratamento

O bagaco moido foi caracterizado quanto a seus componentes (celulose, hemicelulose,
lignina, extrativos e cinzas), sendo que os dados obtidos sdo apresentados na Tabela 1.

Os valores apresentados na Tabela 1 estdo dentro da faixa comumente relatada na
literatura para o bagago de cana-de-agUcar, embora a composicao seja varidvel de acordo com
a origem da amostra. Estas diferencas podem ser atribuidas a diversos fatores relacionados as
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caracteristicas especificas de cada amostra de bagaco, como variedade, idade, condi¢des de
cultivo e tempo de estocagem.

Tabela 1 - Caracterizacdo quimica da matéria prima

Componente Fracdo massica
Celulose (%) 41,321
Hemicelulose(%) 29,2+1,3
Lignina(%) 21,7+0,6
Extrativos(%) 4,5+0,4
Cinzas(%) 3,7£0,2
Total(%) 100,4+2,6

Os experimentos de pré-tratamento foram feitos em frascos Erlenmeyer de 250 mL com
100 g de meio reacional: 5% m/v de bagaco e 0,5% m/v de H,SO, diluido em agua ou em
uma solucéo de glicerol 95%, sendo utilizadas duas diferentes temperaturas: 90°C e 121°C. Os
resultados das composicGes dos bagacgos pré-tratados estdo representados na Figura 1.

60

Fragao massica

Meio isento de Meio contendo Meio isento de Meio contendo Meio contendo
glicerol/90°C/Placa de glicerol/90°C/Placa de glicerol/121°C/Autoclave glicerol/121°C/Autoclave glicerol/121°C/Placa de
Aquecimento aquecimento aquecimento

M Celulose ®m Hemicelulose m Lignina

Figura 1 - Composicao do bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado em deferentes
temperaturas, meios reacionais e formas de aquecimento (as barras de erro correspondem ao
desvio padrao).

De acordo com os dados obtidos, é possivel observar variagdes nos teores de celulose,
hemicelulose e lignina dos bagagos pré-tratados em funcdo do pré-tratamento. Os teores
percentuais de celulose variaram de 39,8 a 50,7% em fragcdo méssica, enquanto a variagdo no
teor de lignina foi de 26,6 a 32,2%. O componente que mais sofreu variagdo relativa a
composicado da matéria-prima (Tabela 1) foi a hemicelulose, variando de 16,3 a 28,8%.
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De forma geral, houve aumento nos teores de celulose e lignina das amostras pré-
tratadas quando comparados aos da matéria prima, 0 que estd relacionado a remocdo da
hemicelulose pela a¢do do &cido sulfarico diluido (Esteves, 2011). De fato, o pré-tratamento
com acido diluido tem como caracteristica a quebra das cadeias de hemicelulose, resultando
na sua despolimerizacgdo (Harrison et al., 2013).

Como pode ser observado na Figura 1, os pré-tratamentos a 121°C resultaram em maior
modificagdo composicional do bagaco, obtendo-se um percentual de hemicelulose mais baixo
e um consequente percentual mais elevado de lignina e celulose quando comparado ao
material ndo tratado (Tabela 1). Este comportamento pode ser explicado, uma vez que, de
acordo com Canilha et al. (2011), no pré-tramento com &cido diluido, a temperatura é o fator
que mais influencia na solubilizacdo da hemicelulose, seguido pela concentracdo de &cido e o
tempo de residéncia. Nas reacdes a 121°C, pode-se observar também que, quando o glicerol
foi usado no meio, o valor médio do percentual de hemicelulose foi reduzido para 16-19% e,
em meio isento deste composto, o valor foi de cerca de 20%. Embora os valores obtidos néo
apresentem diferencas fora da faixa indicada pelo desvio padrdo (Figura 1), essa menor
proporcao de hemicelulose com o uso do glicerol em meio acido também foi verificada por
Zhang et al. (2013a). A analise da Figura 1 também revela que, usando temperatura de 121°C,
a fracdo massica de lignina foi de 32% no material pré-tratado em meio isento de glicerol
comparado a um valor de 27-30% quando este polialcool foi utilizado. A solubilidade de
lignina pelo glicerol foi classificada como baixa por Zhang et al.(2013b) quando comparada a
outros polidlcoois como o etilenoglicol e propilenoglicol. Liu et al. (2010) propds que a
lignina, apos um pré-tratamento com glicerol em meio &cido, ficasse retida na matriz dos
polissacarideos.

Com relacdo a forma de aquecimento empregada, observou-se alguma diferenca em
especial com relacéo ao teor de lignina, entre o material pré-tratado em placa de aquecimento
e usando autoclave. Estas duas formas de aquecimento foram avaliadas a 121°C, pois 0 meio
isento de glicerol ndo poderia ser aquecido sem um sistema pressurizado. Ha diferengas, neste
caso, em especial com relacdo ao tempo e eficiéncia do aquecimento e resfriamento, uma vez
que, na autoclave, deve-se aguardar a despressurizacdo do sistema. Ndo houve, no entanto,
diferenca significativa com relacdo a digestibilidade enzimatica, conforme serd mostrado a
seguir.

3.2. Hidrolise Enzimatica

A etapa de hidrdlise enzimatica do bagaco pré-tratado foi feita em experimentos com
tempo de 24 h, utilizando 10 FPU/g de preparacdo comercial de celulase, a 50°C e 150 rpm.
Os valores obtidos estdo descritos na Tabela 2.

Conforme mostrado na tabela, a hidrolise da celulose obtida nos experimentos variou de
11% (material ndo tratado) até 41,7%, valor observado com o material pré-tratado a 121°C em
meio contendo glicerol. Em todos 0s casos, observou-se que o0 pré-tratamento resultou em
valores médios de hidrolise enzimatica superiores aos obtidos com o material ndo tratado.
Esta superioridade foi mais notéria a 121°C, em especial quando glicerol foi empregado no
meio, resultando em digestibilidade enzimatica cerca de 4 vezes superior a do material ndo
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tratado. Segundo Esteves (2011), o pré-tratamento com &cido diluido aumenta a
digestibilidade enzimatica por proporcionar um aumento da area superficial e da porosidade
do material.

Tabela 2 - Digestibilidade enzimética do bagaco de cana-de-agUcar ndo tratado e pré-
tratado em meio contendo ou nao glicerol a diferentes temperaturas e com diferentes sistemas
de aquecimento

Sistema/ Rendimento

Condicdes de Hidrolise (%)
Bagaco ndo tratado 11,0£2,4
Meio isento de glicerol/90°C/Placa de aquecimento 16,9+2,0
Meio contendo glicerol/90°C/Placa de aquecimento 15,9+1,8
Meio isento de glicerol/121°C/Autoclave 26,6%2,0
Meio contendo glicerol/121°C/Autoclave 36,6£5,5
Meio contendo glicerol/121°C/Placa de 41,7455

aquecimento

Os resultados da Tabela 2 foram avaliados empregando teste de Tukey para verificagcdo
da significancia estatistica das diferencas observadas. A Tabela 3 apresenta os resultados
desta analise. De acordo com o teste de significancia estatistica (Tabela 3), os valores de
hidrolise da celulose dos materiais pré-tratados a 90°C ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,1) em relacdo ao bagaco ndo tratado. Realmente, 0 uso de temperaturas
mais elevadas tem sido relatado como necessario para aumentar a digestibilidade do material
lignoceluldsico por celulases. Sun e Chen (2008), empregando pré-tratamento organossolve
autocatalitico com solugdo aquosa de glicerol em palha de trigo, relataram que o rendimento
da hidrdlise da celulose foi maior em temperaturas mais elevadas.

Tabela 3 - Teste de Tukey para avaliacdo da significancia estatistica dos valores de
rendimento de hidrélise da celulose do bagaco de cana-de-acUcar ndo tratado (NT) e pré-
tratado em processo em meio acido: aquoso a 90°C em placa de aquecimento (AP90) ou

121°C em autoclave (AA121); contendo 95% de glicerol a 90°C com placa de aquecimento

(GP90) ou a 121°C em placa de aquecimento (GP121) ou autoclave (GA121)

CondicGes NT AP90  GP90 AAI21 GAI21 GP121
do experimento

NT 0,3859  0,5789 0,0022* 0,0002* 0,0002*

AP90 0,3859 0,9990 0,0589** 0,0004* 0,0002*

GP90 05789  0,9990 0,0322* 0,0003* 0,0002*

AA121 0,0002* 0,0589** 0,0322* 0,0474* 0,0027*

GA121 0,0002*  0,0004* 0,0003* 0,0474* 0,5382

GP121 0,0002* 0,0002* 0,0002* 0,0027* 0,5382
*significativo ao nivel de 95% de confianga; **significativo ao nivel de 90% de
confianca
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No presente trabalho, o uso do material pré-tratado a 121°C resultou em hidrolise da
celulose com superioridade estatisticamente significativa em relacdo ao obtido com o bagaco
ndo tratado (p<0,05). Nesta temperatura, o0 uso de meio acido isento de glicerol no pré-
tratamento resultou em hidrélise de 27% da celulose na etapa enziméatica comparado a uma
hidrélise de 17% observada no material tratado em meio isento de glicerol a 90°C. Conforme
0 teste de Tukey (Tabela 3), a diferenca entre estes valores foi estatisticamente significativa
ao nivel de confianca de 90%.

Essa maior eficiéncia do pré-tratamento usando o glicerol no meio com relacdo ao
aumento na digestibilidade do material foi relatada também no trabalho de Zhang et al.
(2013a). Estes autores, empregando bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado durante 60 min com
solugdo aquosa 1,2% de HCI a temperatura de 130°C, obtiveram um rendimento de hidrélise
cerca de 3 vezes maior quando o meio possuia glicerol. Segundo Liu et al. (2010), o uso do
glicerol no pré-tratamento contribui para o aumento da porosidade do material, facilitando o
ataque enzimatico a fracao celulésica.

4. CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do emprego de solucéo
aquosa de glicerol no pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar com acido sulfarico diluido
e seu efeito na etapa de hidrélise enzimatica. Os resultados demonstraram que a temperatura
tem um efeito significativo na solubilizacdo da fracdo hemiceluldsica e o uso de 121°C
resultou em um maior rendimento na etapa de hidrolise enziméatica comparado ao uso de
90°C, empregando-se ou ndo glicerol no meio. Verificou-se também que o uso do glicerol no
meio reacional utilizado para o pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar proporciona uma
maior digestibilidade enziméatica em comparacgéo a reacdo em meio isento de glicerol.
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