g Xl Congresso Brasileiro de Engenharia
@&_}"’é e E 9 é ﬁ_g Quimica em Iniciagao Cientifica
o i\ _ - -

Cnngress?Brasileito de Engenhaﬂ Un|Camp - Camplnas - SP

guimicn om miciacso crontiica 20195 19 a 22 de julho de 2015

AVALIACAO DO PRE-TRATAMENTO ALCALINO DO BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR COM HIDROXIDO DE CALCIO VISANDO-SE AO AUMENTO DA
DIGESTIBILIDADE ENZIMATICA DA CELULOSE

L. P. FRASINELLL C. O. CRISTOVAO, R. TERAN-HILARES, SILVIO S. SILVA e
JULIO C. SANTOS

Universidade de Sao Paulo - Escola de Engenharia de Lorena, Departamento de
Biotecnologia

E-mail para contato: teranhilares@gmail.com, jsant200@usp.br

RESUMO - Visando-se ao aproveitamento do potencial dos materiais
lignoceluldsicos na obtengdo de produtos de interesse econdmico e social, €
necessario o desenvolvimento de métodos que resultem no aumento de sua
digestibilidade enzimatica. A técnica avaliada neste trabalho foi o pré-tratamento
alcalino do bagaco de cana-de-agticar com Ca(OH), . Os ensaios foram realizados
em um meio reacional composto por 5% em massa de bagaco e solu¢do de
hidroxido de calcio na razdo massica Ca(OH), :bagago de 0,4, tendo sido avaliada
a influéncia das varidveis tempo (2, 4 ¢ 8 h) e temperatura (50 ¢ 90 °C) na
digestibilidade enzimatica da celulose presente no material. Os resultados
mostraram uma maior remoc¢ao da fragdo de lignina na condigdo mais severa
estudada (8 h a 90 °C) e, consequentemente, um maior rendimento de hidrdlise do
material pré-tratado (46,98%) com celulases comerciais. Com base nos resultados
obtidos, verificou-se que o pré-tratamento com Ca(OH), ¢ bastante promissor, em
especial considerando seu baixo custo quando comparado a outros alcalis.

1. INTRODUCAO

A biomassa lignoceluloésica, como a de residuos agroindustriais, constitui-se em matéria
prima de baixo custo para a obtencdo de produtos quimicos e combustiveis. Os principais
componentes de materiais lignocelulosicos sao: celulose, hemicelulose e lignina. Dentre estas,
a fracdo celulésica corresponde a um polissacarideo formado por unidades de glicose, agticar
que pode ser empregado na obten¢do de uma série de produtos de interesse (Xu et al., 2010).
No entanto, as fra¢des lignina e hemicelulose resultam em uma estrutura complexa ao redor
da celulose que precisa ser previamente eliminada ou modificada em uma etapa de pré-
tratamento para que seja realizado um processo de hidrolise enzimatica eficiente, a qual
resulta em um meio rico em glicose que pode ser empregado em bioprocessos (Verna, Kumar
e Jain, 2011). Processos de pré-tratamento podem ser fisicos, quimicos, bioldgicos ou uma
combinagdo entre eles (Laser, 2002). Os pré-tratamentos alcalinos permitem menor
degradacdo de acucares e formagdo de derivados do furano quando comparados a pré-
tratamentos térmicos e acidos (Gonzales et al., 1986). Além disso, o pré-tratamento alcalino
permite eliminar a fracdo de lignina da biomassa, melhorando a reatividade dos
polissacarideos restantes e a eliminagdo de grupos acetila e outros substituintes em
hemicelulose (Chen et al., 2011).
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Estudos feitos por Rocha et al. (2012) para a deslignificagdo de bagago de cana-de-
agucar, demonstraram que o pré-tratamento em meio alcalino (NaOH) a 100 °C por 1 hora
permite a remogao de até 92,7 % da fragdo de lignina. Os processos alcalinos, além de
removerem a lignina, também removem até 85% da fragdo hemicelulose do bagaco de cana-
de-agtcar (Aguilar et al., 2010). O hidréxido de calcio apresenta varias vantagens, sendo de
facil manipulagdo e apresentando um baixo custo; além disso, a cal pode ser recuperada
tratando-se a dgua de lavagem com gas carbonico (Chang et al., 1998).

Considerando algumas vantagens do uso de hidroxido de célcio para o pré-tratamento
de bagaco de cana-de-agucar, avaliou-se a influéncia das variaveis temperatura e tempo de
reagdo no processo de pré-tratamento sobre a digestibilidade enzimatica da celulose.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Matéria Prima

O bagago de cana-de-agucar foi adquirido em usina de agticar do estado de Sao Paulo. O
material foi seco ao sol até que se atingisse um teor de umidade proximo de 10%, sendo entdo
moido em um moinho de martelo Dupla 270 (Moinho Benedetti Ltda., Pinhal- SP). O bagago
seco ¢ moido foi caracterizado em relagdo a sua composicdo em extrativos, celulose,
hemicelulose, lignina e cinzas, de acordo com a metodologia padrao do NREL- National
Renewable Energy Laboratory (Sluiter ef al. 2012).

2.2. Pré-Tratamento Alcalino com Hidroxido de Calcio

Foram executados experimentos para avaliar os efeitos das variaveis temperatura e
tempo de reacdo sobre a composicdo do bagagco de cana-de-acticar e a influéncia sobre a
digestibilidade enzimatica do material pré-tratado por processo alcalino. Os ensaios foram
executados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo um total de 100 g de meio reacional
composto por 5% em massa de bagaco e solucdo de hidroxido de célcio na razdo massica
Ca(OH),:bagaco de 0,4. As reagdes foram realizadas em um banho com agitacdo
(Lindberd/Blue M, SWB1122C-1, Waterbath, Asheville, Estados Unidos) de 110 rpm durante
os tempos de 2h, 4h e 8h e temperaturas de 50°C e 90°C. O hidréxido de calcio empregado foi
da marca Geocalcio (Miika Nacional, Caetanopolis/MG), correspondente a uma forma
disponivel comercialmente em suspensao aquosa, o que facilita a manipulagdo e utilizagdo do
material.

Concluidos os tempos de reacdo, os meios foram resfriados e, em seguida, o material
pré-tratado foi filtrado em um funil de Biichner, sendo lavado com agua e soluc¢ao de acido
acético para solubilizar e remover o hidroxido de cdlcio resultante. Finalmente, o bagago pré-
tratado foi separado para serem realizados os procedimentos de hidrolise enzimatica e
caracterizagdo em relagcdo a seus componentes (celulose, hemicelulose e lignina) de acordo
com a metodologia descrita por Sluiter ez al. 2012.
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2.3. Hidrolise Enzimatica

A hidroélise enzimatica foi conduzida em frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 15 mL
de meio reacional constituido por 0,3 g de bagaco de cana-de-agticar pré-tratado (massa seca)
e tampdo de citrato de sédio 0,05M (pH=4,8). A suspensdo, foi adicionado coquetel
enzimatico comercial Dyadic® Cellulase CP CONC (Dyadic International, Inc., Jupiter,
Flérida, USA), em uma propor¢do de 10 FPU de enzimas /g de bagago pré-tratado. A
hidrolise foi realizada em incubadora de movimento rotatério Quimis Q816M20 (Quimis
Aparelhos Cientificos, Diadema, SP, Brasil) sob condi¢oes de 50 °C, 150 rpm e 24 h. A
fracdo liquida obtida apds a hidrolise foi caracterizada em relagdo ao teor de acgucares,
empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme Chandel ef al. (2013).
O rendimento de hidrdlise foi definido como a razdo entre a massa de celulose transformada
em glicose e a massa teodrica que seria liberada a partir desta fracdo do material.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O bagaco de cana-de-acucar in natura apresentou um contetido de 44,9% de celulose,
23,3% de hemicelulose e 23,7% de lignina, além de 3,1% de extrativos e 3,2% de cinzas. Os
resultados estdo de acordo a estudos feitos por Benjamin et al. (2013), Vallejos ef al. (2012) e
Zhao et al. (2007), nos quais reportou-se que o bagago de cana-de-agiicar apresenta uma
composi¢do variavel nas fragdes de celulose (32,6-45,0%), hemicelulose (23,6-35,0%),
lignina (14,4-30%), extrativos (3,1-12,4%) e cinzas (0,6-3,4%). Os resultados da composi¢ao
de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado em meio alcalino empregando Ca(OH),, sdo
mostrados na Tabela 1.

Tabela 1- Composi¢ao do material pré-tratado em meio alcalino empregando Ca(OH), em
diferentes tempos e temperaturas (os resultados apresentados correspondem a média + desvio

padrdo)
N° Exp Condigdes de pré-tratamento Bagago pré-tratado
Temp. (°C) Tempo (h) Celulose Hemicelulose Lignina
1 50 2 42,17 +£ 0,00 24,87 + 0,06 24,97 + 0,00
2 50 4 41,06 + 0,06 23,70 £ 0,15 25,61 +£0,33
3 50 8 42,99 + 4,22 23,68 £ 0,20 23,57 +5,21
4 90 2 40,01 +£ 0,28 24,85+ 0,93 27,50 + 2,62
5 90 4 40,96 + 1,60 23,92 + 0,45 24,00 + 0,31
6 90 8 40,49 + 0,12 23,64 + 0,02 22,99 + 1,30

De acordo com resultados mostrados na Tabela 1, o efeito da temperatura e tempo na
composi¢ao do material pré-tratado em relacao ao material de partida foi mais intenso para o
Exp. 6, no qual se empregaram os maiores valores de tempo (8 h) e temperatura (90 °C).
Neste caso, a fragdo lignina apresentou uma maior redu¢ao em relagao ao percentual presente
inicialmente no bagago, apresentando também o menor valor (22,99%) em relagdo ao outros
experimentos, como pode ser melhor visualizado na Figura 1. Observou-se também que o
efeito do Ca(OH), na composicdo dos materiais ndo foi dependente do tempo de pré-
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tratamento, excecdo feita a composi¢do em lignina a 90°C. Com relagdo a celulose, observou-
se que o material pré-tratado apresentou um percentual menor em relagdo ao bagaco in
natura, indicando possivel remocao desta fragdo, o que pode ocorrer pela degradagdo de
carboidratos em presenca de alcalis, produzindo acidos hidroxicarboxilicos, conforme o
reportado por Klinke et al. (2002).

As modificagdes composicionais devidas ao pré-tratamento com Ca(OH), foram, no
entanto, relativamente pequenas, o que pode ser atribuido a baixa solubilidade deste reagente
(Chang et al, 1998), a qual também dificulta os processos posteriores de filtragdo e lavagem.
Contudo, estudos feitos por Playne (1984), reportaram que o hidréxido de calcio apresenta
maior efetividade que o hidréxido de sédio e amdnio, para o pré-tratamento de bagaco de
cana-de-acgtcar. Neste trabalho, foi alcangado um rendimento de hidrélise de 72% em
biomassa pré-tratada a 20°C por 8§ dias em relagdo de um rendimento de hidrélise de 19% da
biomassa in natura.

Figura 1- Composi¢do percentual em celulose, hemicelulose e lignina do material pré-tratado
com Ca,(OH) por diferentes tempos e tempertaturas
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As condi¢des estabelecidas no estudo apresentaram uma influéncia positiva em relagao
ao rendimento de hidrélise (Figura 2), observando-se um aumento para na hidrélise da
celulose da biomassa pré-tratada, sendo o maximo valor obtido (46,98%) no material pré-
tratado por 8 h a 90 °C. O rendimento de hidrélise para o bagago in natura de acordo com
estudos feitos por Basso et al. (2014), foi de 11%. A digestibilidade do material pré-tratado
foi em torno de quatro vezes maior em comparacdo a obtida com o bagaco in natura. Este
aumento ¢ devido principalmente a uma maior remogao de lignina e grupos acetil (Santos et
al.,, 2012) e também a elevagdo da porosidade do material lignocelulésico devido ao aumento
da remocdo de ligacdes cruzadas de ésteres da xilana presentes na hemicelulose (Tarkow e
Feist, 1969).
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Figura 2- Rendimento de hidrolise enzimatica da celulose do bagago pré-tratado com
Ca(OH); a 50 e 90 °C por diferentes tempos
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Um aspecto importante do emprego do Ca(OH), em relagdo aos outros compostos
alcalinos ¢ seu baixo custo, o que o destaca como um dos reagentes com grande potencial
para o pré-tratamento de biomassa lignoceluldsica, apesar de sua baixa solubilidade em
relacdo a outros.

4. CONCLUSOES

O pré-tratamento com hidroxido de célcio pode facilitar a digestibilidade enzimatica,
com maior remo¢ao de fracdes de lignina e grupos acetil, o que permite o aumento da
porosidade e acdo das enzimas sobre a celulose. Observou-se que as variaveis estudadas
influenciaram o rendimento de hidrélise, tornando o pré-tratamento com Ca(OH), vantajoso
em relagdo a outros tratamentos alcalinos, principalmente em aspectos relacionados a o custo
e facilidade da recuperacdo de reagente apos a lavagem.
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