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RESUMO

Este trabalho avaliou o pré-tratamento do bagago de cana-de-agucar empregando trés liquidos
ibnicos (LI) 1,2,3-triaz6licos ndo comerciais, a saber: iodeto de 4-hidroximetil-3-metil-1-propil-1H-
1,2,3-triazol (LI-83), iodeto de 4-hidroximetil-3-metil-1-hexil-1H-1,2,3-triazol (LI-100), brometo de 4-
hidroximetil-3-propil-1-propil-1H-1,2,3-triazol (L1-112). As amostras pré-tratadas foram hidrolisadas
com enzimas comerciais e comparadas com amostras de bagago in natura, pré-tratadas
hidrotermicamente (HT) e com o LI comercial acetato de 1-butil-3-metil-imidazélio [Bmim][Ac]. O
rendimento de conversao da celulose em glicose nas hidrdlises enzimaticas das amostras in natura e
pré-tratadas com LI-112, [Bmim][Ac], HT, LI-83 e LI-100, em 6 horas de reacéo, foram de 16,8%,
90,8%, 88,1%, 41,5%, 21,6% e 18,2%, respectivamente. O LI-112 teve desempenho equivalente ao LI
comercial [Bmim][Ac], aumentando significativamente a taxa inicial de hidrélise em comparacéo ao
pré-tratamento HT, enquanto os LI1-83 e LI-100 nao foram efetivos. Analises complementares de DRX
e MEV indicaram que o LI-112 promoveu alterac¢fes na cristalinidade e na morfologia da biomassa.
justificando sua maior eficiéncia.

Palavras-chave: pré-tratamento, liquidos ibnicos, bagaco de cana-de-acucar, hidrolise
enzimatica.

INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de cana-de-aglcar do mundo e, a partir de seu caldo,
produz-se agucar e etanol de primeira geragdo. Nesse processo, ha grande geracéo de residuos
lignocelulosicos (bagaco e palha), que podem ser aproveitados para a obtencdo de aglcares a
partir da hidrdlise dos polissacarideos celulose e hemicelulose a agUcares monoméricos
(FERREIRA-LEITAO et al., 2010). Os aglcares obtidos a partir da hidrélise da biomassa
podem ser utilizados para a producdo de etanol celulésico (segunda geragdo) ou para outros
bioprodutos. O processo de transformacéo da biomassa em agucares consiste em pelo menos
duas etapas: 0 pré-tratamento e a hidrdlise enzimatica, sendo o pré-tratamento crucial para
aumentar a acessibilidade das enzimas ao substrato durante a hidrélise, uma vez que a
biomassa lignocelulésica € um material recalcitrante e de dificil desconstrucdo (SILVEIRA et
al., 2015). O pre-tratamento melhora a eficiéncia da hidrolise enzimatica através de diferentes
efeitos, tais como: reducdo da cristalinidade da celulose, extragdo de um componente
(hemicelulose ou lignina), aumento da porosidade, entre outros.
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Nos ultimos 30 anos, diversos metodos de pré-tratamentos foram desenvolvidos,
incluindo processos bioldgicos, fisicos, quimicos e fisico-quimicos (ALVIRA et al., 2010). O
pré-tratamento com liquidos i6nicos (LIs) tem sido apresentado como uma alternativa
promissora e inovadora por sua capacidade em reduzir a recalcitrancia da biomassa. Alguns
estudos ja reportaram que os rendimentos e produtividade de hidrdlise de biomassas pré-
tratadas com LIs sdo muito superiores aos das biomassas submetidas a pré-tratamentos
convencionais (SILVA et al., 2011). Com isso, 0 objetivo deste trabalho é investigar a
eficacia de novos LlIs 1,2,3-triaz6licos ndo comerciais (CARMO et al., 2014), comparando-0s
a um LI imidazélico comercial de eficacia ja conhecida e com pré-tratamento hidrotérmico,
que é um processo convencional utilizado para pré-tratamento de biomassas.

MATERIAIS E METODOS

Pré-tratamentos e caracterizacdo quimica do bagaco in natura e pré-tratado

O bagaco de cana-de-acUcar in natura foi cedido pela COAGRO (Cooperativa
Agroindustrial do Estado do Rio de Janeiro), de Campos dos Goytacazes, RJ. A amostra foi
moida em moinho de facas e peneirada. Os LlIs utilizados foram sintetizados e cedidos pela
Universidade Federal de Juiz de Fora, sendo estes iodeto de 4-hidroximetil-3-metil-1-propil-
1H-1,2,3-triazol (LI-83), brometo de 4-hidroximetil-3-propil-1-propil-1H-1,2,3-triazol (LI-
112), iodeto de 4-hidroximetil-3-metil-1-hexil-1H-1,2,3-triazol (LI-100), além do LI
comercial acetato de 1-butil-3-metil-imidazélio [Bmim][Ac], (Sigma-Aldrich). O pré-
tratamento com LI foi realizado utilizando uma proporgéo de 1:15 (m/m) de bagaco:LI a 120
°C por 120 minutos, seguido de lavagem com &gua para remocdo de residuos de LI da
amostra. Também foram utilizadas amostras de bagaco pré-tratado hidrotermicamente a 190
°C por 12 minutos, que foram gentilmente cedidas pela empresa INBICON S/A, Dinamarca.
As determinacfes de solidos totais, umidade, cinzas, extrativos, carboidratos estruturais e
lignina foram realizados de acordo com Sluiter e colaboradores (2011).

Ensaios de hidrolise enzimatica

As atividades de FPase e B-glicosidase das enzimas comerciais Celluclast 1.5 L e
Novozyme 188 foram determinadas conforme Ghose (1987). As hidrdlises foram realizadas
em frascos de 20 mL, com massa total do ensaio de 10 g, contendo 1% de biomassa, a mistura
de enzimas, tampdo citrato de sodio 0,05 M pH 4,8 e azida de sddio a 0,02%. A carga de
FPase foi de 20 FPU/g de biomassa com relagdo de 1:3 de FPase/B-glicosidase. Os ensaios
foram incubados em shaker a 50 °C, 200 rpm e aliquotas foram retiradas em 0, 1, 2, 4, 6, 24,
48 e 72 h e analisada por HPLC para quantificacdo dos agucares.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da caracterizacdo das biomassas pré-tratadas, verificou-se que o0s pre-
tratamentos realizados com os Lls triazolicos LI-83 e LI-100 ndo promoveram variagdes
significativas no conteudo de carboidratos estruturais e lignina em relacdo ao bagago in
natura, variando o teor de glucana de 37,8% (in natura) para 40,9% e 38,7% nas amostras
pré-tratadas com LI-83 e LI-100, respectivamente. J& o LI-112 foi capaz de reduzir o
conteudo de hemicelulose do material de 22,7% (in natura), para 11,9%, indicando que este
LI foi capaz de alterar a estrutura do bagaco de maneira significativa. O pré-tratamento com
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LI comercial [Bmim][Ac] contribuiu para a remocao parcial da lignina, acdo caracteristica de
LIs imidazodlicos contendo o ion acetato, enquanto o bagaco pré-tratado hidrotermicamente
sofreu grande reducdo do contetido de hemicelulose (dados ndo apresentados).

A Figura la apresenta o rendimento das hidrolises dos bagagos in natura e pré-
tratados com os diferentes LIs e hidrotermicamente, comparando suas eficiéncias. Ao se
avaliar a hidrélise enzimética dos materiais pré-tratados com os diferentes LIs, observou-se
que o emprego dos LIs [Bmim][Ac] e LI-112 na etapa de pré-tratamento resultou em um
aumento aprecidvel nas taxas de hidrolise nas primeiras horas. O [Bmim][Ac] e o LI-112
resultaram em um aumento de até cinco vezes no rendimento de hidrdlise, atingindo mais de
95% de conversdo da celulose em glicose em apenas 24 h de hidrdlise, enquanto a hidrolise
do bagaco in natura atingiu 18,4% de conversdo. O LI-83 e o LI-100 ndo foram eficientes
para o pré-tratamento do bagaco, uma vez que os resultados de hidrolise foram semelhantes
aos obtidos para 0 bagaco in natura. A partir dos resultados apresentados na Figura la, é
possivel observar que em 72 h as amostras pré-tratadas hidrotermicamente atingiram
percentuais de conversdo da celulose em glicose superiores a 90%. No entanto, a taxa inicial
de hidroélise das amostras tratadas com [Bmim][Ac] e LI-112 foram muito superiores as das
amostras tratadas hidrotermicamente.
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Figura 1. (@) Rendimento de conversdo da celulose em glicose ao longo da hidrdlise enzimatica. (b)
Difratogramas das amostras de bagaco in natura e pré-tratadas com LI-83, LI-112 e hidrotermicamente.

Atraves da andlise de difracdo de raios X (DRX) na Figura 1b, verifica-se que o perfil
e a intensidade de difracdo do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com LI-83 foi muito
parecido com a do bagaco de cana-de-agUcar in natura, condizendo com o resultado
encontrado apés a caracterizacdo quimica. Ja o perfil de difracdo obtido na analise do bagaco
pré-tratado com o LI-112 demonstrou uma reducgdo na cristalinidade, o0 que sugere que a agdo
deste liquido idnico na desestruturacdo da rede cristalina de celulose, através do rompimento
de interacOes inter e intramoleculares (SILVA et al., 2011). O perfil de difracdo do bagaco
pré-tratado hidrotermicamente apresentou cristalinidade superior a da biomassa in natura,
justificado pela remocdo da hemicelulose durante o pré-tratamento, parte essencialmente
amorfa do complexo lignocelulésico, o que demonstra que um pré-tratamento pode ser
eficiente apesar de n&o alterar diretamente a estrutura da celulose.

Foram realizadas analises complementares de microscopia eletronica de varredura
(MEV) (imagens ndo apresentadas). A desorganizacdo estrutural foi claramente percebida
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nas imagens das amostras pré-tratadas com LI-112 e o [Bmim][Ac], corroborando com 0s
resultados obtidos na hidrélise enziméticas e nas analises de DRX.

Figura 2. Imagens obtidas por MEV do bagaco de cana-de-agUcar: (a) in natura (50000x); (b) pré-tratado LI-112
(50000x), (c) pre-tratado [Bmim][Ac] (2000x).

CONCLUSOES

O pré-tratamento do bagaco de cana-de-agicar com um dos liquidos idnicos
triazdlicos testados (LI-112) promoveu um aumento de aproximadamente duas vezes na
produtividade da hidrolise do bagaco pré-tratado em relacdo ao bagaco pré-tratado
hidrotermicamente e teve eficiéncia comparada ao LI imidazdlico comercial utilizado. O
desempenho desse LI pode ser atribuido a presenca na sua estrutura do ion Br- de alta
eletronegatividade, que em funcdo de sua basicidade, foi capaz de romper as ligacGes de
hidrogénio e reduzir drasticamente a cristalinidade da celulose. Dessa forma, este estudo abre
perspectivas para o design de novos LlIs para o pré-tratamento da biomassa, que sejam
eficientes e potencialmente mais baratos, aumentando assim a possibilidade futura de
aplicacdo industrial desses reagentes.
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