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RESUMO - O Brasil estd progredindo quando se trata da substituicdo de
combustiveis fésseis por etanol renovavel obtido a partir da cana-de-aclcar. Devido
as demandas ambientas e econémicas, a reutilizacdo do residuo da etapa de hidrolise
enzimatica da producdo de etanol celuldsico tem se tornado de grande relevancia para
garantir a viabilidade desse processo. Assim, o presente estudo avaliou o emprego
dos residuos da hidrélise enzimética do bagaco de cana-de-agUcar para a produgdo de
nanowhiskers de celulose. O bagaco pré-tratado foi hidrolisado utilizando-se um
extrato enzimatico comercial (10 mg de proteina/g de celulose). A caracterizagdo
inicial do bagaco resultou em 61,5% de celulose, 4,5% de hemicelulose e 32,0% de
lignina. A hidrélise enzimatica do bagaco pré-tratado alcancou cerca de 60% de
conversdo, gerando um residuo sélido de grande potencial para a producdo de
nanowhiskers de celulose, que é um material de alto valor agregado com aplicacao
em diversos setores.

1. INTRODUCAO

O setor de transporte costumava ser altamente dependente de combustiveis a base de petréleo,
0s quais acarretam altos impactos ambientais, principalmente relacionados ao efeito estufa. Além
disso, a possibilidade de escassez das reservas de petréleo aliada a crescente preocupacdo com a
preservacdo do meio ambiente sdo os principais motivadores da busca por alternativas para a
producdo de combustiveis sustentaveis. Neste cendrio, o Brasil ocupa posicdo de destaque e esta
avancgando quando se trata de substituir os combustiveis fosseis por bioetanol renovavel. Devido a
isto, desde 1925 o pais vem utilizando este biocombustivel, e sua producgéo teve um aumento de 70 %
em relacdo a producéo e o consumo de gasolina (Balat, 2011).

Atualmente, uma potencial fonte para a producéo de etanol é o bagago de cana-de-agtcar. Neste
caso, 0 bioproduto é denominado etanol de segunda geracdo ou etanol celuldsico. O bagaco é um
subproduto abundante e que contém teores elevados de carboidratos, sendo composto por 20-30% de
lignina, 40-45% de celulose e 30-35% de hemicelulose (Sun et al., 2004). Portanto, o bagaco de cana-
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de-acucar trata-se de uma fonte de matéria-prima para processos ecologicamente corretos
(Bhattacharya et al., 2008; Klemm et al., 2005).

A rota de producdo de etanol celuldsico é promissora e envolve basicamente trés etapas, a saber:
pré-tratamento da biomassa, hidrdlise enzimatica e fermentacdo alcodlica. Por se tratar de um material
com elevada recalcitrancia, torna-se necessario a utilizacdo de pré-tratamentos adequados que
viabilizem a acdo das enzimas para a reacdo de degradacdo da celulose em glicose, que é um agucar
fermentescivel pelas leveduras. E interessante notar que as enzimas atuam particularmente sobre a
porcdo amorfa da celulose, ou seja, € esperado que o residuo da hidrélise enzimética seja composto
por uma porc¢do de celulose cristalina. Devido as demandas ambientas e econémicas, a reutilizacdo do
residuo da etapa de hidrdlise enzimatica da producdo de etanol celulésico tem se tornado de grande
relevancia para garantir a viabilidade desse processo.

As cadeias poliméricas de celulose cristalina organizam-se nas microfibrilas das células
vegetais em forma de nanocristais alongados e de pequenos didmetros. Estes nanocristais sdo
caracteristicos de estruturas denominadas whiskers. Procedimentos que envolvam a digestdo dos
dominios amorfos das fibras vegetais sdo capazes de liberar estes nanocristais de celulose deixando-os
mais susceptiveis a processos quimicos subsequentes (Moran, et. al. 2008).

Neste sentido, a utilizacdo do residuo do processo de degradacédo enzimatica do bagaco de cana-
de-agUcar para a producdo de novos materiais, como nanowhiskers de celulose, para a utilizacdo em
diversos setores da industria, entre eles, o de producdo de embalagens, torna-se de grande relevancia
para a economicidade do processo global de producéo de etanol celuldsico em escala industrial. Com
esta motivacdo, o presente trabalho avaliou a viabilidade de reutilizacdo do residuo da hidrolise
enziméatica do bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado por explosdo a vapor para a producdo de
nanowiskers de celulose.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Os materiais utilizados foram o bagaco de cana-de-aclcar in natura (BIN) e o bagaco de cana-
de-acucar pré-tratado por explosdo a vapor (BEX) (Centro de Tecnologia Canavieira). O complexo
enziméatico comercial Cellic ® CTec2 (Novozymes) foi usado na etapa de hidrélise enziméatica. No
branqueamento do residuo da hidrdlise enzimatica (RHE) foi utilizado o peroxido de hidrogénio
(H20,) 34% e hidroxido de sodio (NaOH) 5%.

2.2. Métodos
Preparacdo da biomassa: Primeiramente, o bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor

(BEX) foi exaustivamente lavado e depois secado em estufa a 45 °C durante 48 horas. Por fim,
procedeu-se a moagem em moinho de facas com granulometria inferior a 2 mm.
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Caracterizacdo quimica e morfoldgica: A composicdo quimica das amostras foi determinada de
acordo com Gouveia et al. (2009). O indice de cristalinidade (IC %) foi calculado com base no
método de Segal et al. (1959), usando-se a Difracdo de Raio X (DR-X) em um equipamento
Shimadzu 6000 com radiacio CuKa (A = 1,54 A). A identificagio de grupos funcionais foi realizada
por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) em um equipamento Perkin Elmer Spectrum
One empregando-se um disco de KBr com 1% de amostra finamente moida. As analises
microscopicas foram realizadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) equipado com um
canhdo de emissdo de campo (FEG). Para as andlises por MEV, as amostras foram previamente
fixadas em stubs de aluminio com fita de carbono e revestido com ouro (Sistema de Revestimento
BAL -TEC MED 020).

Hidrolise enzimatica: O bagaco de cana pré-tratado (BEX) foi submetido a hidrélise enzimatica
em tampdéo citrato 0,1 M, pH 5,0 com uma carga de solidos de 10%. Utilizou-se 10mg de proteina por
grama de celulose. A atividade enzimatica foi previamente determinada de acordo com Ghose (1987).
A concentracdo de proteinas em mg/mL foi determinada pelo método de Bradford. Os ensaios foram
realizados a 50°C e 200 rpm durante 24 h. A producdo de glicose foi monitorada por um kit
enzimatico (Doles, Brasil).

Brangueamento do residuo: A etapa de branqueamento seguiu a metodologia de Teixeira et al.
(2011). Adicionou-se 100 mL de NaOH a 55°C. Em seguida, adicionou-se 5g do residuo da hidrélise
enzimatica (RHE) e 43 mL de H,0, 35% sob agitacdo magnética por 1,5 horas. A solucéo foi filtrada
a vacuo em funil de Buchner lavando-se o residuo até pH neutro. Este material foi seco a 70 °C em
estufa para as analises de caracterizagéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os teores de celulose, hemicelulose e lignina. Pode-se observar que o pré-
tratamento por explosdo de vapor resultou num enriquecimento da biomassa em celulose,
principalmente atraves da remocdo da fragdo hemiceluldsica. Depois do processo de hidrolise
enzimatica € possivel notar que no residuo houve uma diminuicdo da quantidade de celulose e um
enriquecimento de lignina, resultado da degradacdo de uma porc¢édo da celulose por parte das enzimas.
Calculos preliminares haviam mostrado que a hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-agUcar pré-
tratado alcancou cerca de 60% de conversdo gerando um residuo composto por um teor de celulose
residual, provavelmente a porcdo cristalina deste carboidrato, conforme pode ser confirmado pelos
resultados apresentados na Tabela 1 e pelo indice de cristalinidade apresentado na Tabela 2.

Tabela 1 — Composi¢do quimica do material lignocelulésico (%)

Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Sem tratamento (BIN) 46,6 26,5 21,7
Pré-tratado Explosdo a Vapor
(BEX) 61,5 4,5 32,0
Residuo da Hidrélise (RHE) 32,0 2,0 53,0
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A Figura 1A mostra que os espectros FTIR do BEX e RHE foram semelhantes ao do BIN
sugerindo que estes procedimentos ndo provocaram alteragfes drasticas em sua estrutura quimica.
Tanto para 0 BIN quanto para 0 BEX e o RHE, observa-se uma banda em 3386 cm™ caracteristica de
grupos OH, além de uma banda em 2852 cm™ que é atribuida a grupos OCHs;; ambos estdo
geralmente presentes na estrutura da lignina. A observacio de bandas em 3386 e 2852 cm™ indica que
houve uma conversdo de grupos OCHj da lignina para grupos fendlicos devido a explosdo a vapor. A
banda em 2920 cm™ é atribuida a grupos CH, e CHs da celulose, lignina e hemicelulose. A banda
1735 cm™ é referida a grupos acetil presentes na hemicelulose e podemos notar que este foi reduzido
no espectro do BEX e volta a aparecer no espectro de RHE. As bandas a 1633 cm™ e 1604 cm™ para o
BIN e 1602 cm™ para o RHE, sdo atribuidas & estrutura aromatica de lignina. As bandas em 1424,
1380 e 1325 cm™ sdo atribuiveis & celulose cristalina, enquanto a banda de 902 cm™ no BEX e 894
cm™ no RHE sdo atribuidas & celulose amorfa. A intensificacdo de 1425-1325 cm™ do BIN para o
BEX corresponde a uma concentragdo de celulose cristalina.

Observando a Figura 1B, a qual apresenta o DR-X para as amostra de BEX, RHE e para o
residuo da hidrolise enzimatica ap6s o branqueamento (RHEB), é possivel notar que houve uma
diminuicdo na cristalinidade da amostra de BEX para a de RHE, onde as bandas de absorcdo se
tornam menos intensas. Analisando-se os indices de cristalinidade (IC %), que estdo apresentados na
Tabela 2, verifica-se que este passa de 65,0% no BEX para 54,0% no RHE, confirmando o observado
nos difratogramas. Esta diminuicdo ocorre devido a alta concentracdo de lignina (substancia amorfa)
encontrada no residuo apo6s a hidrélise enziméatica. O DR-X do BIN (espectros ndo mostrados)
apresentou um 1C% de 55,0%, e ap0s o tratamento por explosdo a vapor, este indice foi elevado para
65,0%, o qual pode ser elucidado pela remocdo de hemicelulose (substancia amorfa) a partir deste
pré-tratamento.
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Figura 1 — Analises morfologicas do bagaco de cana: (A) espectros FTIR; (B) Difratograma de Raio-
X para o BEX, RHE e RHEB.

Apdbs o branqueamento podemos ver no difratograma do RHEB que ocorreu novamente um
aumento da cristalinidade devido ao alto indice de remogéo da lignina. O IC % para esta amostra foi
de 83,2%, 0 que esta de acordo com o verificado no difratogramas apresentado na Figura 1B e o
esperado para este tipo de tratamento, conforme pode ser visto e confirmado pelas Tabelas 1 e 2. Este
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alto indice de cristalinidade indica que grande parte da celulose residual ap0s os processos de
hidrélise enzimatica e branqueamento esta sob a forma do tipo cristalina, viabilizando o processo de
producéo de nanowhiskers de celulose a partir destas amostras.

Tabela 2 — IC (%) para 0 BEX, RHE e RHEB
BEX (%) RHE (%) RHEB (%)

IC (%) 65,0 54,0 83,2

Para completar os dados de caracterizacdo, as micrografias foram obtidas por MEV. BIN
(Figura 2A) apresenta uma morfologia rigida e compactada, enquanto o BEX e o RHE (Figura 2B e
2C) exibiram uma morfologia mais desorganizada, com uma maior exposicao das fibras.
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Figura 2 — Micrografia de MEV do bagaco de cana: (A) BIN (B) BEX (C) RHE.

4. CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, foi possivel avaliar o mecanismo envolvido
no pré-tratamento por explosdo a vapor, bem como no procedimento de hidrélise enzimatica e no
branqueamento das fibras de bagaco de cana-de-aclcar. O procedimento de explosdo a vapor
mostrou-se eficaz no que diz respeito a remocdo da fragcdo hemiceluldsica, o que contribuiu para a
conversdo de celulose a glicose. A hidrdlise enzimética apresentou um fator de conversdo de
aproximadamente 60% nas condi¢des avaliadas, gerando um residuo sélido de grande potencial
devido a quantidade de celulose cristalina presente no material. O branqueamento do residuo
possibilitou a remocdo da lignina residual, permitindo uma maior exposi¢do de celulose, sendo que
este material apresentou um indice de cristalinidade de 83,2%. Este indice mostra que este residuo
solido apresenta grande potencial para a producdo de nanowhiskers de celulose, o qual é um material
de alto valor agregado com aplicacdo em diversos setores. Sendo assim, a utilizacdo dos residuos do
processo de degradacdo para a produgdo de novos materiais como nanowhiskers de celulose para a
utilizacdo em diversas areas da industria, entre elas a de embalagens, faz com que a rota de hidrolise
enzimatica apresente caracteristicas de interesse para utilizacdo em grande escala.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 5




mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

5. NOMENCLATURA
BEX — Bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado por explosao a vapor
BIN — Bagaco de cana-de-agucar in natura
IC (%) — indice de cristalinidade em porcentagem
RHE — Residuo da hidrolise enzimatica

RHEB — Residuo da hidrélise enzimatica apos o branqueamento
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