Desenvolvimento de um processo verde de
separacao por estireno-divinilbenzeno para
eliminar inibidores de fermentacao do licor
de pré-tratamento acido
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Resumo

A biomassa de plantas, como o bagaco de cana-de-agucar, sao constituidas,
principalmente, de celulose, hemicelulose e lignina. Os aguUcares presentes nas
fracoes C6 (glicose) e C5 (xilose e arabinose) representam os substratos de maior
interesse econdmico. Para a disponibilizacao dos acucares fermentesciveis, o bagaco
de cana-de-agUcar requer etapas de pré-tratamento. Todavia, o pré-tratamento gera
compostos inibidores de fermentacdao que se agrupam em trés principais categorias:
furano-aldeidos, acidos alifaticos e compostos fendlicos. Este trabalho teve como
objetivo a avaliacdao do potencial de uso da resina de estireno-divinilbenzeno na
separacao de furano-aldeidos e compostos fendlicos da fracao dos aculcares em
amostras de licores de pré-tratamento acido do bagaco de cana-de-agucar. Os
resultados obtidos evidenciaram a separacao da classe dos furano-aldeidos e
compostos fenodlicos da fracdo dos acucares e ndao foram observadas perdas
significativas dos analitos de interesse.

Introducgao

Materiais lignocelulésicos, na forma de biomassa de plantas, como o bagaco
de cana-de-agucar, sao constituidos, principalmente, de trés componentes:
celulose, hemicelulose e lignina. Os agucares presentes nas fracdes celuldsicas
(glicose) e hemiceluldsicas (xilose e arabinose) representam os substratos que
possibilitam a conversdao em produtos quimicos de maior valor econdémico
(CANILHA et al., 2010). O aproveitamento do bagaco de cana-de-acucar requer
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uma etapa de pré-tratamento para a disponibilizacdo dos acucares
fermentesciveis. Entretanto, em decorréncia das condigdes empregadas nos pré-
tratamentos, uma série de compostos sdao gerados, dentre os quais, alguns
podem atuar como inibidores potenciais do processo fermentativo. Os produtos
de degradacao dos acucares e da lignina, que sao inibidores da fermentacao
bem descritos, se agrupam em trés categorias: derivados furanicos (furfural e
5-hidroximetilfurfural -HMF), acidos orgéanicos fracos (acido férmico e acido
acético) e compostos fendlicos (acido cumarico e acido ferulico) (BETANCUR,;
PEREIRA, 2010).

Resinas de estireno-divinilbenzeno do tipo Amberlite” s3o esferas
poliméricas utilizadas em procedimentos de separacdao cromatografica, em
virtude da sua porosidade, hidrofobicidade, alta area superficial e pureza. Essas
resinas sao também empregadas na obteng¢ao de amostras em grande escala. A
resina Amberlite” possui granulometria especifica. Assim, aspectos como tamanho
da particula, superficie de contato, volume e diametro dos poros caracterizam
cada tipo de resina XAD" comercial que pode ser empregada. Nesse sentido, ha
resinas XAD na forma de polimero organico ndo idnico, apolar e hidrofébico,
estavel em ampla faixa de pH (SIGMA ALDRICH, 2016), o que se mostra bastante
adequada para aplicagdo em amostras de licores de pré-tratamento de biomassa
lignoceluldsica.

Face a composicao quimica do licor do bagaco de cana-de-agucar, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial de uso da resina XAD na separacao de
furano-aldeidos e compostos fendlicos da fracao dos agucares.

Materiais e métodos

Utilizou-se neste estudo uma amostra-modelo de licor de bagaco de cana-de-
acucar, obtida por hidrélise acida e identificada como Licor 1. Como controle,
usou-se uma aliquota de 1 mL do Licor 1 diluida para o volume final de 5 mL e a
amostra foi injetada no HPLC-RID-PDA. Pesou-se 50 g da resina Amberlite XAD
(Supelco) umida em etanol e empacotou-a em uma coluna de vidro (100 cm x 2,5 cm).
Para o procedimento de ativacdao e condicionamento da resina, utilizou-se etanol
e H,0, respectivamente. Posteriormente, inseriu-se 100 mL do Licor 1 na coluna
de vidro empacotada com resina, seguido por 70 mL de H,0, o efluente coletado
foi denominado 1° eluato. Em seguida, aplicou-se 100 mL de etanol e obteve-se o
2° eluato.
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Em seguida, o 1° eluato foi transferido para um baldo volumétrico de 250 mL
e o volume foi ajustado com H,0 Milli-Q. Transferiu-se o 2° eluato para o balao
volumétrico de 100 mL e o volume foi ajustado com etanol. Apds o ajuste do
volume, uma aliquota de cada amostra foi filtrada em filtros do tipo Millex” com
membrana de PVDF com 0,22 um de poro e transferida para vails de 1,5 mL,
sendo estes identificados segundo a sua respectiva quantidade de carga, tipo de
eluato e metodologia correspondente. Posteriormente, aliquotas de 10 puL, de
cada eluato, foram injetadas no HPLC-RID-PDA.

Amostras analisadas por HPLC-RID foram analisadas segundo as seguintes
condicdes: acucares, acidos alifaticos e furano-aldeidos foram seletivamente
separados em uma coluna Aminex HPX-87H; a temperatura da coluna foi
configurada em 45 °C; o detector por indice de refracdo foi mantido a 45 °C; a
fase moével usada foi H,SO, preparado com H,0 Milli-Q a 5 mM; a vazao
empregada foi de 0,6 mL/min; o tempo total de cada andlise foi de 60 minutos e o
volume de injecao das amostras foi de 10 pL.

Amostras analisadas por UPLC-PDA foram analisadas segundo as seguintes
condicdes: a composicao fendlica e de furano-aldeidos foi analisada por meio de
uma coluna Acquity UPLC® HSS T3 (150 x 2,1; 1,8 um), sob um volume de injecao
de 1 pL; fase moével composta por ACN e TFA 0,05%; taxa de fluxo a 0,5 mL/min;
temperatura do forno configurada em 40 °C; temperatura do detector em 40 °C e
o tempo de execucao foi de 11,36 minutos. Os cromatogramas foram analisados
em 280 nm e 325 nm. Os picos foram caracterizados pela comparacao do tempo
de retencdo e espectro UV com o respectivo padrao e pela coinjecao de amostra
padrdao e amostras legitimas.

Resultados e discussao

Os resultados obtidos a partir das andlises qualitativas (perfil cromatografico
das amostras) e quantitativas (teor dos compostos quimicos recuperados) por
HPLC-RID-PDA apresentam a eluicdo majoritaria dos agucares e acido acético no
primeiro eluato, e os demais inibidores eluiram majoritariamente nas fragdes do
segundo eluato.

Na Tabela 1, apresenta-se a quantificacdo e recuperag¢ao dos constituintes
guimicos presentes no licor. Evidencia-se que o0s acucares permaneceram
majoritariamente no 1° eluato. O 2° eluato reteve os furano-aldeidos e compostos
fendlicos. Nao foram observadas perdas significativas dos analitos de interesse,
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uma vez que todos os aglcares apresentaram uma taxa de recuperac¢do acima de
93%.

(72
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Tabela 1. Taxas de recuperagao de agucares, furano-aldeidos, acidos alifaticos e compostos ‘5"

fendlicos apds o processo de separagcdo por Resina XAD-2. -g

Substancias Recuperagao 1° eluato (%)1 Recuperagao 22 eluato (%)1 G
Xilose 93.09 4.77
Glicose 93.73 4.61
Celobiose 95.46 5.38
Arabinose 95.88 5.09
Acido acético 88.87 7.74
HMF 12,74 73,44
Furfural 21,63 60,29
Cumarico 3,04 81,69
Ferulico 1,19 86,68

1 o~
Recuperagdo com base na amostra controle.

Conclusoes

A utilizagdo da técnica de extragao em fase sélida com a resina Amberlite
XAD pode ser uma boa estratégia empregada na eliminacao de furano-aldeidos e
compostos fendlicos do licor do bagaco de cana-de-agUcar, uma vez que 0s
acucares eluiram majoritariamente no primeiro eluato e ndo foram evidenciadas
eluicdes significativas de compostos fendlicos e furano-aldeidos na fracdao dos
acucares. Infere-se que a utilizacdo da resina na separacao dos acgucares dos
inibidores é viavel, pois é uma técnica que possui menor custo econémico e
propicia viabilidade de aumento de escala, o que pode permitir a avaliacdo de
processos fermentativos durante a etapa de downstream.

Quanto a utilizacdao de etanol e H,0 como solvente de eluicao, representa
um aspecto positivo ao ambiente, uma vez que s3ao solventes de grande
disponibilidade, atdxico, de baixo custo econdmico e seu processo de producao é
caracterizado como menos agressivo ao meio ambiente. A utilizacdo do etanol
garantird que as fracdes do licor de bagaco de cana-de-acucar ndao contenham
tracos de outros solventes apolares (como, por exemplo, a acetonitrila, que é um
solvente amplamente empregado em processos de separagao cromatografica)
gue podem ser toxicos aos microrganismos durante o processo de fermentacao.



Quimica de Biocombustiveis e Biomassa 507

Portanto, o uso de etanol e H,0 como solvente de eluicdao torna-se promissor

nesse tipo de aplicacao.
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