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RESUMO:este trabalho teve como objetivo a andlise por DR-X e FT-IR e hidrolise
enziméatica do bagaco de cana-de-acucar submetido diferentes pré-tratamentos visando a
producdo de etanol. Os pré-tratamentos foram realizados com uso de acidos, alcalis, perdxido
de hidrogénio e auto hidrdlise. De acordo com os resultados de DR-X foi possivel observar
um aumento na cristalinidade das estruturas pré-tratadas de acordo com a remocao de lignina
e hemicelulose e, por FTIR, foi possivel observar uma modificacdo nos grupos organicos,
principalmente nos radicais fendlicos, o que pode ter favorecido o processo de hidrolise
enzimética. Usando hidréxido de s6dio como pré-tratamento obteve-se 55% de recuperagdo
de biomassa em base seca com um rendimento global de 3,13 g de glicose por 100 g de
bagaco in natura, sendo estes os melhores resultados de forma a reduzir custos de processo.

1. INTRODUCAO

Os pré-tratamentos sdo utilizados para se aumentar a conversdo do material
lignocelul6sico em aclcares redutores como celobiose e glicose (Sun e Cheng, 2002) através
do processo de hidrdlise enzimatica. Eles atuam desestruturando a matriz lignocelulésica,
reduzindo as quantidades de lignina e hemicelulose e modificando a estrutura cristalina da
celulose de forma a deixa-la mais susceptivel ao ataque enzimatico (Silversteinet al., 2007).

Pré-tratamentos acidos envolvendo &cido sulfdrico, nitrico ou cloridrico podem
solubilizar parte da hemicelulose expondo ainda mais a celulose ao ataque enzimatico
(Schellet al., 2003). O pré-tratamento hidrotérmico ou autohidrdlise da biomassa vegetal é
baseado no uso de agua (agua liquida no reator de alta pressdo ou vapor de agua) e de calor
(150 a 230°C). Este processo permite a obtengdo de hidrolisados essencialmente de derivados
da hemicelulose e uma fracdo sélida composta de celulose e lignina. A vantagem deste
tratamento é a prevencdo da corrosdo do equipamento observado na hidrélise acida e na
auséncia de reciclagem e de neutralizacdo do acido utilizado, o que simplifica a condugéo do
processo (Boussarsaret al., 2009).

Pré-tratamentos alcalinos se referem ao uso de solucdes alcalinas como hidroxido de
sodio, dentre outras, usadas basicamente para remover lignina e diminuir o grau de
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cristalinidade da celulose (Chang e Holtzapple, 2000). Pré-tratamentos com peréxidos em pH
alcalino aumentam a eficiéncia enzimética através da deslignificacdo oxidativa e diminuicéo
da cristalinidade da celulose (Gould, 1985).

Este trabalho teve como objetivo caracterizar por DR-X e FTIR o bagago de cana-de-
acucar submetido a diferentes pré-tratamentos bem como avaliar o rendimento em acgucares
(celobiose, glicose e xilose) apos hidrdlise enzimatica visando uma futura producao de etanol.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Enzimas e bagaco de cana-de-acucar

As enzimas utilizadas neste trabalho foram (NS22074) que corresponde as celulases,
(NS50010) que é p-glicosidase, cedidas pela Novozymes (Bagsvaerd, Dinamarca).O substrato
utilizado neste trabalho foi o bagaco de cana-de-acUcar cedido gentilmente pela Usina Estivas
(Arés — RN, Brasil) e submetido a diferentes pré-tratamentos.

2.2Pré-tratamento no bagaco de cana
Quatro diferentes métodos de pré-tratamentos foram estudados neste trabalho, todos

realizados com particulas de 0,84 mm de didmetro. Para cada pré-tramento o rendimento foi
calculado, conforme a Equacéo 1.

quantidade final (g) 100

(%) Rendimento = - ——
quantidade inicial (g) )

O pré-tratamento &cido alcalino (AA) foi realizado utilizando bagaco na quantidade de
solidos de 20% (p/v) imerso em uma solucdo de acido sulfdrico 2% (v/v) submetido a uma
temperatura de 121°C por 30 minutos, segundo Guo et al., (2009). Em seguida, a fragéo
solida foi lavada com agua até o valor do pH ficar préximo ao pH da &gua de lavagem. Apds
0 pré-tratamento acido, o material foi submetido a um pré-tratamento alcalino para a
deslignificacdo onde foi utilizada uma quantidade de 20% (p/v) do material s6lido submerso
em solucdo de hidréxido de sodio 4% (p/v) submetido a uma temperatura de 121°C por 30
minutos, segundo Vasquez et al., (2007). Em seguida, o pH foi corrigido para 7,0 utilizando
acido cloridrico para posterior lavagem. O pré-tratamento AA visa a remogédo de parte da
hemicelulose (Schell et al., 2003), lignina e redugdo do grau de cristalinidade da celulose
(Chang e Holtzapple, 2000). O bagaco de cana submetido ao pré-tratamento AA foi
denominado de BAA.

O pré-tratamento hidrotérmico alcalino (HA) foi realizado em duas etapas, uma
primeira etapa que foi o pré-tratamento hidrotérmico foi realizado utilizando um reator de alta
pressdo (Reator Inox PARR 4520 — 1 L, Series 4520 Bench Top Reactors 1 L, Parr
Instruments Company USA), 10% de sélidos, 100 rpm, 20 bar de pressdo inicial com
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Nitrogénio, 170°C de temperatura de processo chegando a 35 bar, tempo de subida da
temperatura 40 minutos, tempo de processo 40 minutos e tempo de resfriamento 15 minutos.
Esta etapa do processo visa a reducdo da hemicelulose (Boussarsar et al., 2009). Apds o pré-
tratamento hidrotérmico, o material foi submetido a um pre-tratamento alcalino da mesma
forma como foi realizado no pré-tratamento AA. O bagaco de cana submetido ao pré-
tratamento HA foi denominado de BHA.

O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio em pH alcalino (PHA) foi realizado
utilizando 4% (p/v) de bagago in natura imerso em uma solucéo de perdxido de hidrogénio a
7,35% (v/v), agitado a 100 rpm com agitador mecanico (mod TE — 139, Tecnal, S&o
Paulo/Brasil) na temperatura ambiente, conforme Rabelo et al., (2011). Entretanto, como a
reacao € exotérmica, foi detectado temperaturas de até 80°C durante o processo. O tempo de
residéncia foi de 1 h. O pH da solucdo de perdxido de hidrogénio foi ajustado para 11,5 com
hidroxido de sédio antes de entrar em contato com o bagaco de cana. Apos o término da
reacdo a fracdo liquida foi descartada e os sélidos lavado com agua (Rabelo et al., 2011).Este
pré-tratamento visa a reducdo da lignina e reducdo do grau de cristalinidade da celulose
(Chang e Holtzapple, 2000), entretanto ndo ha uma grande remog¢do de hemicelulose,
favorecendo uma maior recuperacdo da xilose para fermentagdes. O bagaco submetido ao pré-
tratamento PHA foi denominado de BPHA.

O pré-tratamento alcalino (A) foi o realizado da mesma forma que a etapa alcalina do
pré-tratamento AA e tem como objetivo a compara¢do com 0s outros processos realizados
visando a reducdo de custo com reagentes e nimeros de etapas. O bagaco de cana submetido
ao pré-tratamento A foi denominado de BA.

2.3Caracterizacao por DR-X e FTIR

As anélises de FTIR foram feitas variando o comprimento de onda de 4000 a 650 cm™,
em espectrofotdmetro de infravermelho por transformada de Fourier (Spectrun 65 FT-IR,
Perkin Elmer, USA).Com as analises de FTIR é possivel detectar a presenca dos principais
grupos organicos contidos na estrutura lignocelulésica na forma in natura e pré-tratada e com
isso, pode-se avaliar o grau de modificacdo quimica que um pré-tratamento promove na
biomassa vegetal principalmente em relacdo aos componentes lignina e hemicelulose.

A cristalinidade da fibra de celulose foi avaliada por Difracdo de Raio — X (XRD-6000,
Shimadzu, Japdo). Foi utilizada uma radia¢do Ka de cobre, 30,0 kV de voltagem e 15 mA de
corrente elétrica, velocidade de 2,0 graus por minuto, numa varredura continua de angulo 26
de 4,0 a 70,0. O indice de Cristalinidade (IC) foi obtido através da razdo entre a méaxima
intensidade do pico 002 (lgg2, 20 = 22,5) e o minimo da depressdao (I,m, 20 = 18,5) entre os
picos 001 e 002 (Segal et al., 1959 e Rodrigues et al., 2007) de acordo com a Equacao 2.

loos —
(%) IC = —22—_am 4100 )

am
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Sendo que lgg2 € a intensidade maxima no pico 002 e Iy, é referente a minima depressao da
estrutura amorfa.

Com esta analise é possivel detectar a remocdo da parte amorfa da biomassa
lignocelulosica, bem como a possivel modificagdo da estrutura cristalina da celulose.

2.4Ensaios enzimaticos

Os ensaios foram realizados em incubador rotatério (TE — 421, Tecnal, S&o
Paulo/Brasil) a 150 rpm e 50°C utilizando Erlenmyers de 250 mL e 30 mL de volume
reacional com tampdo citrato 50 mM em pH 4,8. Para este estudo usou-se 0 bagaco de cana
pré-tratado na quantidade que representasse 4,0% (p/v) de celulose no meio reacional. Uma
solucdo de azida de sédio 1% (v/v) na proporcdo de 1:100 foi usada para prevenir o
crescimento de micro-organismos. A carga enzimatica inicial foi de 27 FPU/g de celulose da
enzima (NS22074), e 4 CBU/g de celulose da enzima (NS50010) conforme estudos
anteriores. Os ensaios foram realizados em triplicata por 48 horas e as amostras coletadas para
quantificacdo de celobiose, glicose, xilose por CLAE.A quantidade de celulose digerida
(converséo de celulose em glicose) foi determinada de forma indireta segundo o protocolo de
avaliacdo de digestibilidade da biomassa lignocelulésica do NREL (Selig et al., 2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 estdo os resultados obtidos em FTIR para os bagacos in natura e pré-
tratado.O componente sélido da lignina é um fator chave para o sucesso da sacarificacdo, pois
a lignina é considerada um adsorvente das enzimas celuloliticas, capaz de desativa-las (Guo et
al., 2009). Segundo Pan (2008) os grupos fendlicos hidroxil apresentam um efeito inibitério
em enzimas celulases. De acordo com Guo et al. (2009), as bandas onde se encontram 0s
grupos fenélicos hidroxil estdo entre 1375 e 1325 cm™, bandas estas que foram encontradas
em menor intensidade no bagago in natura e BA e em maior intensidade nos outros materiais.
A0 que parece, 0s pré-tratamentos mais severos AA, HA e PHA deixam os grupos fenolicos
hidroxil mais expostos o que pode diminuir o rendimento da hidrélise enzimética aqui
estudada.

A cristalinidade de biomassa lignocelulGsica representa a quantidade relativa de
celulose cristalina total no componente sélido. Os resultados de cristalinidade foram de 49,32,
63,54, 69,96, 60,59 e 5551%para 0s bagacos in natura e BAA, BHA, BPHA e BA
respectivamente. Pode-se observar que o bagaco in natura possui a menor cristalinidade
relativa 49,32%, pois 0 mesmo tem um maior teor de hemicelulose e lignina, dois compostos
amorfos. A cristalinidade é fortemente influenciada pela composicdo da biomassa vegetal,
quantidade relativa de lignina, hemicelulose e celulose que variam de acordo com a natureza
da biomassa (Corrales et al., 2012). Outro fator que pode modificar a cristalinidade da
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biomassa lignocelulosica é o uso de pré-tratamentos alcalinos que age na regiao cristalina da
celulose transformando-a em estruturas amorfas (Chang e Holtzapple, 2000).
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Figura 1 - Resultados de FTIR para o bagaco in natura e pré-tratado.

Como ndo existe uma etapa de lavagem apds a etapa hidrotérmica no pré-tratamento
HA, o rendimento em material 33,4% ficou maior quando comparado ao resultado para o
bagaco submetido ao pré-tratamento AA 26,44%, pois na etapa de lavagem parte do material
pode ser perdida. Apesar de o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio ser apenas de uma
etapa, seu rendimento 21,47% foi 0 mais baixo sendo observado o maior rendimento no pré-
tratamento A 55,33%.

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados de conversdo (celulose a glicose), bem
como, a producdo de agucares redutores ap6s a hidrélise enzimatica realizada no bagaco de
cana submetido aos diferentes pré-tratamentos.Como pode ser observado, a maior converséo e
producéo de glicose foram para o ensaio enzimatico utilizando o bagaco BPHA seguido dos
ensaios utilizando os bagacos BA, BAA e BHA. Considerando a produgédo de xilose, os
maiores resultados foram para os ensaios utilizando-se o bagaco BA seguido dos ensaios
utilizando-se os bagacos BPHA, BAA e BHA.
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Tabela 1: Resultados de converséo e agucares redutores formados apds a hidrolise enzimatica.

Celobiose

Bagaco Conversédo (%)  Glicose (g/L) (/L) Xilose (g/L)
BAA 47,01+ 1,43 20,89 + 0,87 1,04 £0,09 2,39 £ 0,65
BHA 34,25 + 2,65 15,22 + 1,56 0,58 + 0,03 1,26 £ 0,05

BPHA 76,22 +1,79 33,87 +£0,54 3,76 £ 0,34 3,73+0,78

BA 58,03 + 3,45 25,79 + 3,21 10,29 + 1,45 15,58 + 2,34

O alto valor do IC para o bagaco BHA pode ter influenciado negativamente no
rendimento da hidrdlise enzimatica quando comparado aos resultados da hidrélise do BAA.

Foi observado uma producdo de 10,29 (g/L) de celobiose para a hidrélise enzimética do
bagaco BA 0 que pode ocasionar uma inibi¢do da hidrolise enzimatica nas enzimas celulases
por formagdo do produto final, entretanto, os resultados em glicose foram superiores aos
ensaios enzimaticos que utilizaram os bagacos BAA e BHA. Nas analises de FTIR, Figura 1,
foi possivel ver que o BA possui uma menor quantidade de OH fendlicos quando comparado
com 0s outros materiais pré-tratados, o que pode ter favorecido o processo de hidrélise
mesmo o BA tendo menor quantidade relativa de celulose e maior de hemicelulose.

Pelos resultados pode-se observar que a hidrélise enzimatica ndo foi influenciada
negativamente pela presenca de hemicelulose na biomassa vegetal, pois os melhores
rendimentos em glicose foram encontrados nos bagaco BPHA e BA que possuem maior teor
deste biopolimero. Pode-se concluir, também, que o pré-tratamento PHA deixa a celulose bem
mais susceptivel ao ataque enzimatico. Tais resultados sdo compativeis com a literatura
(Maeda et al., 2011; Silva et al., 2011; Rabelo et al., 2011;Asgher et al., 2013)

As quantidades de glicose produzida por grama de bagaco de cana foi de 0,07, 0,05,
0,09 e 0,06 (g/g) para os bagacos BAA, BHA, BPHA e BA respectivamente. Combinando
esses resultados com os resultados de rendimento de cada pré-tratamento pode-se observar o
seguinte resultado para o calculo de processo, para cada 100 g de bagago in natura pode-se
obter apds cada pré-tratamento e hidrolise enzimatica, 1,85, 1,67, 1,93 e 3,13 g de glicose.
Desta forma, o processo que consiste no pré-tratamento com hidroxido de sédio seguido da
hidrolise enzimética se mostrou 0 mais vantajoso tanto em relacdo a producdo de glicose
como de xilose que posteriormente pode ser utilizado para produgdo de etanol ou outros
produtos.

4. CONCLUSAO

Avaliando a acdo dos diferentes pré-tratamentos estudados, € possivel concluir que a
estratégia que consiste no pré-tratamento com hidréxido de sddio seguido da hidrélise
enzimatica apresentou os melhores resultados em rendimento de xilose e glicose. Com isso é
possivel reduzir o nimero de etapas realizadas no processo de pré-tratamento, reduzir a gasto
com energia, reduzir a quantidade de reagentes utilizados e de residuos gerados, produzindo
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quantidades significativas de glicose e xilose para posteriores processos biotecnoldgicos como
a producao de etanol.
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