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RESUMO - O bagaco de caju (BC), um residuo lignocelulésico da agroinddstria do caju,
¢ um material resistente a hidrolise enzimatica devido ao alto teor de lignina. Neste
trabalho, foram testadas trés metodologias de pré-tratamento (conduzidos em diferentes
reatores e temperatura), utilizando-se o liquido i6nico (LI) acetato de 2-
hidroxietanolamina (2-HEAA) a fim de melhorar a acessibilidade do BC as enzimas
celulases. A composi¢cdo do BC in natura e pré-tratados com LI (BC-LI) foram
determinadas segundo protocolo NREL. Em todas as condi¢Bes de pré-tratamento
aumentou o teor de celulose e diminuiu o teor de lignina do BC. Porém, BC-LI-B
(conduzido em estufa/tempo reacional de 24 h) apresentou maior digestibilidade (95,8%),
com rendimento de glicose de 747 mg/g gc-Li-s. Em relacdo ao rendimento baseado nos
solidos recuperados ap6s pré-tratamento o BC-LI-A (conduzido em estufa/ 3h)
apresentou rendimento de 143 mggiicose/dec, rendimento de 314 mQgjicose/dsc para o BC-LI-
B e 0 BC-LI-C (conduzido em autoclave/ 3h) apresentou rendimento de 335 mggiicose/Jac.
A capacidade do 2-HEAA de remover lignina torna-o um potencial solvente verde para o
pré-tratamento do BC, aumentando a eficiéncia da hidrélise e os carboidratos obtidos
poderdo ser aplicados em diferentes processos.

1. INTRODUCAO

Materiais Lignoceluldsicos representam uma matéria prima renovavel promissora para a
producdo de agUcares fermentesciveis e biocombustiveis. Existem diversos materiais lignoceluldsicos
disponiveis no Brasil como, por exemplo, bagaco de cana-de-acucar, palha de cana-de-agucar e palha
de trigo. Outro exemplo de material lignocelul6sico é o bagaco de caju, um residuo da agroindustria
do caju, composto principalmente de celulose, hemicelulose e lignina, que formam uma estrutura
complexa e intrincada, sendo essas caracteristicas uma das maiores dificuldades para o
aproveitamento dos residuos lignoceluldsicos por biotransformacéao, tanto microbiana e enzimatica, o
que limita seu uso e evita conversdo economicamente viaveis em produtos de valor agregado (Correia
et al., 2013). Por isso varios tipos de pré-tratamentos tém sido estudados para modificar essa estrutura
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(Rocha et al., 2011; Rodrigues et al., 2011; Correia et al., 2013) e entre as tecnologias alternativas de
pré-tratamento, uma que estd ganhando forca € a aplicacdo liquidos idnicos.

Os liquidos i6nicos sao sais fundidos a temperatura ambiente, formados por um cation
organico e um anion organico ou inorganico, tornam-se vantajosos pois podem ser projetados
de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas almejadas através da combinacdo de diferentes
cations e anions. Além disso, normalmente, apresentam pressdo de vapor ndo mensuravel e,
geralmente, uma estabilidade térmica em uma ampla faixa de temperaturas (Feng et al., 2010). Muitos
estudos estdo sendo realizados em relacdo a utilizacdo de liquidos i6nicos (LIs), devido a sua
capacidade de quebrar a rede de ligacbes de hidrogénio dos polissacarideos, promovendo a
solubilizacdo da celulose (Saez et al., 2013). Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar diferentes procedimentos de pré-tratamento do bagaco de caju utilizando o liquido i6nico
acetato de 2-hidroxietanolamina (2-HEAA), visando melhorar a acessibilidade do bagaco de caju as
enzimas celulases.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material lignocelulosico

Utilizou-se neste estudo, como material lignocelul6sico, o bagaco de caju, que foi gentilmente
cedido pela Industria de Processamento de Sucos Jandaia (Ceard, Brasil). Inicialmente o bagaco de
caju (BC) foi lavado trés vezes com agua e seco em estufa (Tecnal, Modelo TE-394/1) com renovacao
de ar a 60 °C por 24 h. Em seguida, o BC foi triturado, peneirado e selecionado as particulas com
didametro de 0,25-0,84 mm para a realizacdo dos experimentos, sendo esse solido nomeado de BC.
BC foi estocado até seu uso a temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C).

2.2. Sintese do Liquido I6nico

A sintese do liquido iénico foi realizada através de uma reacdo equimolar de neutralizacédo
acido-base entre o 4cido acético e monoetanolamina, de acordo com metodologia descrita por Alvarez
(2010). A monoetanolamina foi adicionada em um baldo de trés bocas, equipado com um
condensador de refluxo, um funil contendo o acido acético e um termémetro. O &cido acético foi
adicionado gota a gota a amina e o sistema foi mantido sob agitacdo a 35 °C por 24 h. A confirmacao
estrutural do produto da reacdo como sendo acetato de 2-hidroxietanolamina (2-HEAA) foi obtida por
meios de espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono-13 (RMN *H e C)
conforme relatado no trabalho de Reis et al., 2015.

2.3. Metodologias de pre-tratamento do Bagaco de Caju com Liquido I6nico

Foram avaliadas trés metodologias de pré-tratamento do bagaco de caju, sendo descritas a
sequir:

Metodologia A (adaptada do estudo realizado por Silva (2013)): o pré-tratamento foi conduzido
a 120 °C em estufa com circulacdo de ar por 3 h, empregando-se 5 % m/m de bagacgo de caju em
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liquido idnico 2-HEAA, adicionados em erlenmeyer de 250 mL. Em seguida, resfriou-se a mistura em
banho de 4gua e 10 mL de &gua destilada foram adicionados. Posteriormente, a fracdo sélida foi
separada por centrifugacdo a 6500g por 20 min (Fanem- 280R) e o0 bagaco obtido do pré-tratamento
foi denominado BC-LI-A.

Metodologia B: No Método B, o pré-tratamento do bagaco de caju (BC) foi realizado em estufa
com circulacdo de ar a 130 °C por 24 h, em frascos erlenmeyer de 250 mL, e utilizando uma
porcentagem de BC de 10 % m/v em liquido idnico 2-HEAA). Apos esse periodo, o material foi
retirado da estufa, mantido a 25 °C e sob agitacdo constante adicionou-se 10 mL de etanol 96 % v/v.
Logo em seguida, separou-se por filtracdo e o precipitado foi lavado até pH 7. Os sélidos deste pré-
tratamento foram denominados BC-LI-B.

Metodologia C (adaptada do estudo realizado por Perez-Pimenta et al. (2013)): os so6lidos
obtidos neste pré-tratamento foram denominados BC-LI-C. No procedimento experimental, foi
utilizada uma razao de BC de 17,5 % em liquido idnico 2-HEAA e mantido em autoclave a 120 °C
por 3 h em frasco erlenmeyer de 250 ml. Apds isso, acrescentaram-se 12 mL de agua destilada a
mistura e entdo separou-se a fracdo solida da liquida por centrifugacdo a 6500g por 20 min (Fanem-
280R).

Todos os solidos obtidos foram lavados até pH 7,0, secos em estufa com circulacdo de ar
(Tecnal, TE-394/1), triturados em moinho de bolas (Tecnal, R-TE-250) e foram selecionadas
particulas com diametro de 0,25-0,84 mm.

2.4. Caracterizacao quimica do bagaco de caju pré-tratado com liquido i6nico e in
natura: segundo protocolo da NREL e RMN **C

A anélise composicional do bagaco de caju (BC) in natura e pré-tratados com liquido iénico
(BC-LI) foi realizada segundo as metodologias padrdes desenvolvidas pela organizacdo Norte-
Americana de Energias Renovaveis - NREL (National Renewable Energy Laboratory) com algumas
modificacBes. Além disso, a técnica de RMN 3C no estado sélido CP-MAS, que combina
polarizacdo cruzada e giro no angulo magico foi empregada para se obter informac6es estruturais das
referidas amostras. As andlises dos materiais foram conduzidas em um espectrémetro Agilent DD2
de 600 MHz (para nicleo de *H), equipado com uma sonda de sélidos de 4 mm de diametro interno.
Para este experimento foram empregados 0s seguintes parametros: tempo de contato de 1 ms, pulso
composto de alta poténcia (Spinal 64) com 6500 varreduras em uma janela espectral de 487,37 ppm,
4 s de tempo de relaxacdo entre cada aquisicdo e 1216 pontos. Todos os experimentos foram
realizados com 14 kHz de rotagdo no angulo méagico e os espectros foram adquiridos e processados
através do software VNMRJ ™ 4.0. Além disso, o adamantano foi utilizado como referéncia externa.
A partir dos espectros de RMN, pode-se calcular o indice de cristalinidade de acordo com Liitia
etal. (2001).

2.5. Hidrolise enzimatica
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A hidrdlise enzimatica foi realizada segundo a metodologia preconizada no protocolo da
NREL/TP-510-42629 (Selig et al., 2008) com algumas modificacGes. A hidrolise foi efetuada em
frascos Erlemneyers de 50 mL com volume reacional de 10 mL e 0,1 g da fracdo rica em celulose. A
carga enzimatica foi 30 FPU/g celulose o complexo Celulase de Trichoderma reessei (Novozymes NS
22074) com atividade de 154,77 FPU.mL™. A hidrélise foi conduzida a 45 °C, 150 RPM por 72 h.
Em intervalos pré-determinados foram retiradas aliquotas da mistura reacional, filtradas e analisadas
por cromatografia liquida segundo a metodologia descrita por Correia et al. (2013), para determinagéo
de glicose, xilose e arabinose. Apos, determinaram-se a digestibilidade e o rendimento de glicose
baseada na massa inicial do bagaco de caju in natura e dos solidos pré-tratados.

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacdo e composi¢cdo quimica do bagaco de caju pré-tratado com
liquido i6nico e in natura

A composi¢do quimica do bagaco de caju in natura e do bagaco de caju pré-tratado com
liquido i6nico (BC-LI), utilizando as diferentes metodologias, estdo apresentados na Tabela 1. Como
referéncia, foi determinada a composicdo do bagago de caju ndo tratado (BC) e obteve-se 18,16 +
0,8% de celulose, 12,83 + 2,0% de hemicelulose e 43,28 + 4,2% de lignina. Estes valores obtidos
corroboram com a faixa de valores encontrados na literatura (Correia et al., 2013; Rodrigues et al.,
2011).

Tabela 1 - Composic¢do quimica do bagaco de caju in natura (BC) e pré-tratado com liquido idnico
acetato de 2-hidroxietanolamina (2- HEAA) utilizando trés diferentes metodologias.

Sélidos
Material remanescentes Celulose (%) |Hemicelulose(%) Lignina (%) Extraiveis(%) |Cinzas(%)
(%)
In natura 100,0+ 0,0 18,16 £ 0,8 12,83+ 2,0 43,28 £ 4,2 589+0,3 3,32x0,7
BC-LI-A 53,40+ 0,2 40,29+ 0,2 1959+0,4 23,02+ 3,6 6,85+0,4 1,38+04
BC-LI-B 41,11+£15 41,43+0,8 17,87 +0,2 75711 15,72+ 0,0 0,37+0,1
BC-LI-C 61,28 + 0,2 47,47 +£0,2 18,69+ 0,4 25,95+ 0,7 5,67=x0,1 2,19+04

A partir da Tabela 1 é possivel observar que o BC-LI-A e o BC-LI-C apresentaram 0s
maiores percentuais de lignina: 23,02 £ 3,6% e 25,95 + 0,7%, respectivamente, quando comparados
com os sélidos obtidos pelo Método B que apresentou teor de lignina de 7,57 + 1,1%. Possivelmente
isso se deve ao baixo tempo reacional nos métodos A e B que ndo proporcionou efetiva atuacao e
interacdo do liquido ibnico prético (2-HEAA) com o BC. Observa-se também o aumento no
percentual celulose de todos os materiais pre-tratados, elevando de 18,16% (BC in natura) para 40,29
(BC-LI-A), 41,43 (BC-LI-B) e 47,47% (BC-LI-C), devido a remocdo da lignina a parte celul6sica do
BC ficou mais acessivel. O percentual de deslignificacdo de 46,81 (BC-LI-A) e 40,11 (BC-LI-C) foi
eficaz quando comparados aos resultados obtidos por Perez-Pimenta et al., 2013, que obtiveram
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16,6% e 8,2% de deslignificacdo para o bagaco de agave e switchgrass, respectivamente, apds pré-
tratamento de 3 h, 120 °C, em autoclave e utilizando o liquido idnico comercial acetato de 1-etil-3-
metilimidazélio. Os mesmos autores (Perez-Pimenta et al.,, 2013), obtiveram resultados de
deslignificacdo semelhantes aos obtidos pelos métodos A e C, quando conduziram o pré-tratamento
em temperaturas mais elevadas (160 °C).

A técnica de RMN *C CP/MAS (Vide Figura 1) foi empregada para investigar as mudancas
estruturais dos principais componentes (celulose, hemicelulose e lignina) apos o pré-tratamento com
2-HEAA. A regido do espectro entre 62,6 e 68,9 ppm ¢é referente ao carbono C6 da celulose e é
considerada importante, pois indica o ordenamento das estruturas celulosicas (cristalinidade). Os
sinais dos carbonos C2, C3 e C5 da celulose aparecem na regido entre 70,95 a 83,90 ppm; enquanto o
carbono C4, também utilizado como indicativo de ordenamento das cadeias celulésicas entre 83,9 a
91,6 ppm. Adicionalmente, o sinal do carbono anomérico (C1) da celulose é observado entre 97,23
all7,86 ppm (Bernardinelli et al., 2015).

—T—TT T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O
C Deslocamento quimico (ppm)

Figura 1 - Espectros de *C CP/MAS RMN: Bagaco de caju in natura (a); BC-LI-A (b); BC-LI-B (C) e BC-LI-C
(d).

No espectro do BC (Figura l1a) observa-se claramente os deslocamentos quimicos
correspondentes aos grupos funcionais aromaticos da lignina (regido entre 128,37 a 166,8 ppm).
Contudo, apds os tratamentos com o liquido i6nico 2-HEAA, verifica-se, de maneira geral, a
reducdo destes sinais (Figuras 1 b-d).

Na Tabela 2 estdo apresentados os indices de cristalinidade, obtidos pela razdo entre a
integral da regido cristalina da celulose (91,19 ppm- 96,35 ppm) pela integral da regido amorfa
da celulose (80 ppm - 93 ppm). Esta abordagem tem sido utilizada por outros que autores que
avaliam a influéncia da cristalinidade da celulose e digestibilidade ap6s pré-tratamentos
(Mansfield et al., 2003; Pu et al., 2013, Bernardinelli et al., 2015).
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Tabela 2- Cristalinidade da celulose do bagaco de caju in natura e o do material pré-tratado por
diferentes procedimentos (BC-LI-A, BC-LI-B e BC-LI-C) obtida por **C CP/MAS RMN.

Material Cristalinidade (%)
In natura 949+16
BC-LI-A 17,46 +1,8
BC-LI-B 22,39+0,6
BC -LI-C 22,79+ 0,1

Observa-se que a cristalinidade dos solidos, ap6s pré-tratamento com liquido ibnico 2-
HEAA, aumentou quando comparada com o bagaco de caju in natura. Husson et al., 2011
reportaram que o pré-tratamento da celulose com liquido idnico 1-etil-3-metimidazélio também
levou ao aumento da cristalinidade. De acordo com Mansfield et al., 1999, alguns pré-
tratamentos como explosao a vapor aumentam a cristalinidade da celulose devido a remocéo ou
reducdo da celulose amorfa e pré-tratamentos que utilizam pH elevados apresentam menor efeito
ou até mesmo a reducdo da cristalinidade.

3.2. Hidrodlise enzimatica do bagaco de caju pre-tratado com liquido iénico e in
natura

A hidrolise enzimatica foi o pardmetro de avaliacdo do desempenho de cada um dos pré-
tratamentos que foram empregados nesta pesquisa. O perfil da digestibilidade da celulose e
rendimento de glicose em mQgiicose/gac-Li NA hidrolise enzimatica dos solidos previamente tratados
com liquido iénico protico 2-HEAA é demonstrado na Figura 2, que revela que os solidos BC-LI-A,
BC- LI-B e BC- LI-C foram eficazes na conversédo de celulose em glicose.
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Figura 2—Perfil da digestibilidade da celulose na hidrolise enziméatica do BC, BC-LI-A, BC-LI-B e
BC-LI-C, conduzida a 45 °C, 150 rpm, pH 4,8 por 96 h e utilizando a enzima do complexo Celulase de
Trichoderma reessei (30 FPU/g celulose). (V) Bagaco de caju in natura - BC; (m) BC-LI-A; (e) BC-
LI-Be (A) BC-LI-C.
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Apds 96 h de hidrdlise, O BC in natura apresentou somente 23,13 £ 0,6% de digestibilidade da
celulose inicial, que foi bem inferior & digestibilidade dos solidos apds pré-tratamento com liquido
ibnico 2-HEAA. O sdlido pré-tratado que exibiu maior digestibilidade de celulose foi o BC-LI-B
(98+0,5%), o qual continha menor percentual de lignina (vide Tabela 1). A presenca de lignina € um
fator que limita a hidrolise enzimatica, devido a varias razdes como: a lignina atua como uma barreira
fisica limitando a acessibilidade das enzimas celulases e hemicelulases ao substrato adsorcdo das
celulases a lignina (Qi et al, 2011) e a lignina também pode inibir diretamente as enzimas hidroliticas
(Van Dyk e Pletscke, 2012). Os solidos pré-tratados BC-LI-A e BC-LI-C apresentaram
digestibilidade de 60,65 + 2,9% e 73,10 *+ 0,2%, respectivamente.

Apos pré-tratamento do BC com LI, observou-se o aumento da cristalinidade dos sélidos (Vide
Fig. 1 e Tab. 2) quando comparados com o BC in natura. No entanto, os sélidos pré-tratados
apresentaram elevado rendimento de glicose (301,29 mQgiicose/98c-L1-A, 747,72 MQgiicose/Iac-Li-8 541,84
MQglicose/IBc-Li-c), €M relacdo ao BC in natura (24,09 mQgicose/dec). EStes resultados indicam que a
eficiéncia da hidrolise enzimética ndo esta exclusivamente ligada a cristalinidade, como sugerido por
diversos autores (Fosto et al., 2011; Pu et al., 2013), mas ¢ influenciada por outros parametros como,
a relacéo lignina/celulose, morfologia, porosidade, grau de polimerizacéo, distribuicdo da lignina e
hemicelulose (Bali et al., 2015). De acordo com os solidos BC-LI-A e BC-LI-B foreneceram os
maiores rendimentos de glicose: 314 Mgiicose/9ac (BC-LI-B) & 335 MQgiicose/Tac, respectivamente

Qiu et al. (2012) reportaram a digestibilidade da celulose do bagaco da cana-de-acucar (mesmas
condicBes de hidrolise enziméatica deste trabalho) de 87% utilizando no pré-tratamento o liquido
ibnico aproético acetato de 1-etil-3-metilimidazélio [Emim][Ac]. Por outro lado, Silva (2013)
utilizando o mesmo liquido ibnico aprético no pré-tratamento do bagaco de cana obtiveram
digestibilidade de 98%. Portanto, estes valores corresponderam a mesma faixa de digestibilidade da
celulose do BC obtidos nesta pesquisa utilizando um liquido idnico prético, cujas principais
vantagens sao 0 baixo custo e a praticidade da sua sintese.

5. CONCLUSAO

O uso do liquido i6nico acetato de 2- hidroxietilamonina (2-HEAA) aumentou em 2-4 vezes a
digestibilidade do bagaco de caju , proporcionando rendimento de glicose de até 720,92 mgiicose/Usc-
L. Diante dos resultados apresentados, pode-se considerar o liquido iénico prético 2-HEAA um
potencial solvente verde no pré-tratamento do bagaco de caju.
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