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RESUMO - Estudou-se o pré-tratamento do bagago de caju (BC), um residuo
lignocelulésico da agroinddstria do caju, utilizando liquido idnico (L1). Inicialmente, o LI
foi sintetizado por reacdo de acido acético e monoetanolamina (acetato de 2-
hidroxietanolamina), nomeado 2-HEAA. O pré-tratamento consistiu na extracdo da
lignina da fracdo rica em carboidratos por meio da adicdo de NaOH 0,1 M apds a
dissolucdo do BC no LI e apos separou-se a hemicelulose da fracéo rica em lignina. O
tempo de dissolugdo do BC no LI foi avaliado. A caracterizacdo das fragdes obtidas foi
conduzida utilizando FTIR. Para avaliar a eficiéncia dos pré-tratamentos e verificar a
apliBCilidade das fracGes obtidas ricas em carboidratos, submeteu-se essas fracdes a
hidrélise enzimatica usando Cellulase 1.5L, com carga de 30 FPU/mL a 45 °C, 150 rpm
por 72h. Os métodos desenvolvidos permitiram a separacdo da fracdo de carboidratos da
lignina e as fragdes celuldsicas mostraram uma alta digestibilidade.

1. INTRODUCAO

Materiais lignocelulésicos representam uma fonte sustentavel de biomassa para a transformacéo
em biocombustiveis e produtos de base bioldgica, sendo essencialmente representados por madeira,
gramineas, residuos agricolas e florestais, residuos sélidos urbanos e residuos da industria de
alimentos (Lopes et al., 2013). Pode-se citar como exemplo, o bagaco de caju, um residuo da
producdo do suco do peddnculo de caju na regido Nordeste do Brasil sendo produzidos 15% m/m de
bagaco de caju nesse processamento, que ndo apresenta nenhum valor comercial ou é aproveitado.

O bagaco de caju (como outras biomassas) & 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
biotransformagdo, tanto microbiana e enzimatica, o que limita seu uso e evita conversao
economicamente viaveis em produtos de valor agregado (Correia et al., 2013). Por isso varios tipos de
pré-tratamentos sdo estudados para modificar essa estrutura (Rodrigues et al., 2011; Correia et al.,
2013; Rocha et al., 2014) e entre as tecnologias alternativas de pré-tratamento, uma que esta sendo
amplamente estudada é focada na aplicacdo liquido iénico.



Os liquidos ionicos (ILS) tém apresentado como um novo tipo de solvente ndo aquoso para
biocatalise, principalmente devido as suas propriedades fisicas Unicas e ajustaveis. Liquidos iénicos
sdo sais organicos de alto peso molecular que sdo liquidos a temperatura ambiente. Estas substancias
tém recebido consideravel atencdo como solventes ecologicamente corretos, jA que ndo possuem
pressdo de vapor mensuravel e, portanto, ndo apresentam emissfes toxicas ou poluentes como 0s
solventes organicos tradicionais (Santiago-Aguiar, 2009). Stracke (2008) apresentou outras
caracteristicas dos liquidos idnicos (LIs) como, estabilidade térmicas e quimicas mais favoraveis que
0s solventes usuais, sdo usualmente liquidos numa ampla faixa de temperatura (aproximadamente a
ambiente), apresentam viscosidade suficientemente baixa (<800 cP a 20 °C), sdo solventes
tipicamente ndo coordenantes, podendo dissolver uma gama de compostos organicos e inorganicos e
com diferentes solubilidades.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar o pré-tratamento do bagacgo de
caju (BC), um residuo lignocelul6sico da agroinddstria do caju, utilizando um liquido i6nico protico
(L1). Inicialmente, o LI foi sintetizado por reacdo de &cido acético e monoetanolamina, obtendo
acetato de 2-hidroxietanolamina, nomeado 2-HEAA. Além disso, a fim de verificar o potencial de
apliBCilidade das fracGes ricas em carboidratos obtidas, e para avaliar a eficacia do pré-tratamento, a
fracdo de celulose resultante do tratamento com 2-HEAA foi submetida a hidrélise enzimatica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material lignocelulosico

Utilizou-se neste estudo como material lignocelulésico o bagaco de caju (BC), que foi
gentilmente cedido pela Industria de Processamento de Sucos Jandaia no Ceard, Brasil. Inicialmente o
bagaco de caju foi lavado trés vezes com agua e seco em uma estufa (Tecnal, Modelo TE-394/1) com
renovacdo de ar a 60 °C por 24 h. Em seguida, o BC foi triturado, peneirado e selecionado as
particulas com didmetro de 0,25-0,84 mm para a realizacdo dos experimentos. BC foi estocado até
seu uso a temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C).

2.2. Sintese do Liquido I6nico

A sintese do liquido iénico se deu a partir de uma reacdo de neutralizacdo acido-base utilizando
como reagentes 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 em agitagdo a 35 °C por 24 h. Apos a
preparacdo do liquido idnico determinou-se a densidade e a velocidade do som a 297,15 K, usando
um densimetro Anton Paar DSA 5000.



2.3. Pré-tratamento do Bagaco de Caju com Liquido lénico

A metodologia do pré-tratamento do bagaco de caju utilizando a dissolucéo no liquido i6nico 2-
HEAA foi adaptada do estudo realizado por Lopes et al. (2013) no fracionamento de palha de trigo
utilizando 1-etil-3-metilimidazolium acetato ([emim][CH3COQ]) como liquido ibnico. O pré-
tratamento foi realizado em seis procedimentos descritos a seguir.

Procedimento 1: Em um reator acoplado a um banho ultra-termostatico (Tecnal, TE-2005)
adicionou-se 1 grama de bagaco de caju in natura e 5 g de liquido ibnico (2-HEAA) e conduziu-se o
pré-tratamento a 80 °C e 150 rpm por 24 h. Ap0s, adicionou-se lentamente 160 mL de NaOH 0,1 M
sob agitacdo de 150 rpm, logo apos foi separado o liquido | do sélido | por filtracdo. Esse solido rico
em carboidratos foi lavado até ajustar o pH a 7,0. O solido foi colocado em uma estufa com
circulacdo a 60 °C por 16 h.

Procedimento 2: Este procedimento se baseia em recuperar a hemicelulose do filtrado I. Esse
filtrado foi aquecido a 90 °C, até diminuir significativamente o volume de agua, posteriormente foi
ajustado o pH da solucéo para 6,8 com HCI 4 M e 1 M. Ap06s, o volume da solucdo foi medido e
acrescido alcool 96% na proporc¢do de 3:1 e entdo filtrado a vacuo, obtendo o filtrado Il e fracdo rica
em hemicelulose. Essa fracao foi colocada na estufa a 60 °C por 16 h para secagem.

Procedimento 3: Nessa parte foi realizada a extragdo da lignina do filtrado Il. Inicialmente o
filtrado 11 foi aquecido a 90 °C, até diminuir significativamente o volume de agua, logo apds foi
ajustado o pH da solucéo para 2,0 com HCI 4 M e 1 M. Posteriormente, aqueceu-se a 70 °C no reator
acoplado ao banho ultra-termostatico (Tecnal, TE-2005) por 30 min. Posteriormente filtrou-se,
obtendo-se uma fragdo rica em lignina e o filtrado I1I.

Procedimento 4: A fracdo rica em celulose é obtida a partir do solido I, na qual foi acrescida
NaOH 3% na proporc¢do de 1:25 m/v a 50 °C, 150 rpm por 45 min. Posteriormente foi filtrado a
vacuo, separando a celulose do filtrado IV.

Procedimento 5: Afim de obter a fragéo rica em hemicelulose do filtrado IV, o procedimento 2
foi realizado no filtrado IV, obtendo assim uma fracéo rica em hemicelulose e o filtrado V.

Procedimento 6: Ainda foi possivel extrair lignina do filtrado V, sendo repetido o procedimento
3, obtendo como produto lignina e filtrado V1.

Para avaliar a influéncia do tempo inicial de dissolucdo do BC no liquido ibnico, realizou-se
outro ensaio com o tempo reacional de 6 h (Procedimento 1) e 0 0os demais procedimento conduzidos
sem alteracdo. Também foi realizado um balango de massa durante todo o experimento para avaliar as
perdas. Esses experimentos foram conduzidos em triplicata e os resultados apresentados como média.

A Figura 1 apresenta um fluxograma do experimento realizado para melhor entendimento do
processo realizado.
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Figura 1 — Fluxograma do pré-tratamento do bagaco de caju in natura utilizando liquido iénico (2-
HEAA). Os quadrados com preenchimento azul representam as fracGes celuldsicas, hemicelulésica e
lignina obtidas durante o procedimento.

2.4. Hidrolise Enzimatica da Fracéo Rica em Celulose

A hidrolise enzimatica foi realizada segundo a metodologia escrita no protocolo da NREL/TP-
510-42629 (Selig et al., 2008) com algumas modificagbes. A hidrolise foi realizada em frascos
Erlemneyers de 50 mL com volume reacional de 10 mL e 0,1 g da fragdo rica em celulose. A carga
enzimatica utilizada foi 30 FPU/gceiuiose de celulase Celluclast 1.5L (SIGMA) com atividade de 128,94
FPU.mL™. A hidrdlise 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 determinacdo de glicose, xilose e



arabinose. Apds, determinou-se o rendimento de glicose em mg glicose/g de fracdo rica em celulose.

2.5. Caracterizacdo das fracdes obtidas

Para a determinacdo das concentracdes existentes de celulose, hemicelulose e lignina nas
fragdes ricas em celulose e hemicelulose obtida no pre-tratamento, foi utilizado a técnica de
Infravermelho com Transformada de Fourier. Para a analise quantitativa, a mesma massa das fragdes
foram misturados com 50 mg de KBr e moido num almofariz, até obter uma mistura homogénea, apds
foram prensadas para preparacdo das pastilhas. Esta metodologia de preparacdo de amostras foi
padronizada para as fracdes visando minimizar os erros experimentais associados a preparacdo de
amostras para FTIR. Todos os espectros foram obtidos com um espectrometro FTIR Varian (Modelo
620-IR), na regido de comprimento de onda de 4000-400 cm™ com uma resolucdo de 4 cm™ e
registrados como absorbéancia.

3. RESULTADOS

3.1. Pré-tratamento do Bagaco de Caju

O liquido ibnico acetato de 2-hidroxietanolamina (2-HEAA) apresentou uma densidade de
1,1524 g.cm™ e uma velocidade do som de 1884,99 m.s™ e observou-se uma dissolucio do BC em 2-
HEAA durante o pré-tratamento, principalmente no tempo de 24 h.

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi selecionada para
caracterizar todas as amostras de soOlidos recuperados a partir do bagaco de caju (dados ndo
apresentados). Inicialmente, avaliou-se o espectro do BC in natura e observaram-se bandas de
absorcéo em 1376, 1161, 1107, 1049 e 898 cm™, atribuidas a carboidratos presente na biomassa, uma
banda em 1376 cm™ correspondente a um desvio da ligagdo C-H em celulose, uma banda referente
ligagdo C-O foi observada em 1161 cm™ e uma banda a 898 cm™ correspondente & vibragdo das
ligagbes B-glicosidica do estiramento C-H, com uma contribuigcdo da vibragdo do anel presente em
moléculas de hexoses e pentoses, caracteristico de ligagdes glicosidicas em carboidratos. As bandas
caracteristicas da cadeia de lignina presente no espectro do BC foram em 1508, 1458 e 1420 cm™e
estdo associados com vibragGes da cadeia principal de aroméaticos como, também, bandas a 1508 e
1458 cm™, atribuidas as vibragdes C=0O e deformacdes C-H (CH e CH,) em anéis de fenol,
respectivamente.

Com esta analise obteve-se a caracterizacdo do BC in natura que apresentou uma composi¢do
de 30,6% m/m de carboidratos (celulose + hemicelulose), 35,2% m/m de lignina e 34,2% m/m de
outros componentes como, gorduras, ceras, cinzas e pectinas. Essa composi¢do determinada por
analise de FTIR, foi semelhante a citada por Correia et al. (2013) utilizando hidrolise acida.

Através das andlises de FTIR, observou-se que os materiais regenerados sdo essencialmente
compostos por carboidratos, devido extracdo da lignina no processo usando o 2-HEAA. As bandas a
1376 e 1161 cm™ podem ser observadas no espectro das fracdes ricas em celulose e o aparecimento



de novas bandas a 2900, 1066, 1046 e 900 cm™, caracteristica de carboidratos, foram detectadas. O
pico de absorcdo a 1066 cm™ é um efeito da ligacdo éter C-O-C das cadeias de pentoses e hexoses,
unidade que compdem a molécula de celulose e hemicelulose. O pico em 1046 cm™ é atribuido a
absorcOes explicitamente da hemicelulose, alongamento C-O em ligacbes C-O-C. Cadeias de
arabinose sdo representadas pelo pico de absorcdo a 996 cm™. As absorbancias que representam
lignina, bandas em 1654, 1508 e 1458 cm™, mostraram uma ligeira diminuicdo, demonstrando um
menor teor de lignina em relacdo ao BC in natura.

Os espectros das fragdes ricas em hemicelulose sdo significativamente diferentes comparados
aos espectros das fracOes ricas em celulose. Novas bandas de absorcdo em 993, 1043, 1080, 1251 e
1388 cm™, caracteristica de componentes da cadeia de hemicelulose foram encontradas. Bandas em
993 e 1.163 cm™ indicam a presenca de cadeias laterais de arabinose. A banda de absorgo forte em
1043 cm™ est4 associada com a ligacéo glicosidica C-O-C em xilanas.

As Figuras 2A e 2B apresentam o0s balancos de massa para as fragdes obtidas durante o pré-
tratamento por 6 e 24 h, respectivamente.
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Figura 02 - Balanco de massa das frages obtidas durante o pré-tratamento do bagaco de caju com
liquido i6nico 2-HEAA conduzido por 6 horas (A) e 24 horas (B).

A menor perda de material (12%) ocorreu no processo com 6 horas de dissolugdo do BC no



liquido i6nico, sendo obtido 669,8 mg da fracdo rica em celulose composta por 46,5% de
carboidratos, 28,5% de lignina e 24,7% de outros componentes, e 118 mg da fragdo rica em
hemicelulose. Os rendimentos das fracGes ricas em celulose foram semelhantes para os dois processos
(6 e 24 h), no entanto, a porcentagem de carboidratos foi superior no pré-tratamento realizado por 6h
e 0 no processo conduzido por 24h houve uma perda de 25,7% de material. O pré-tratamento com 2-
HEAA proporcionou uma remocao de 44,8% e 48,3% de lignina para os processos conduzidos por 6 e
24h, respectivamente.

3.2. Hidrolise Enzimatica

A Figura 3 apresenta o rendimento de glicose obtido na hidrolise enzimética do BC in natura e
das fracOes ricas em celulose obtidas com 6 e 24 h de pré-tratamento. O rendimento obtido com o BC
in natura foi 18,98 Mgiicose/Gfracio rica em carboidratos, Valor bem inferior ao obtido com as fragGes ricas em
carboidratos. Esse resultado se deve principalmente ao alto teor de lignina na biomassa, sendo um
fator que limita a hidrdlise enzimética, devido a vérias razdes como: a lignina atua como uma barreira
fisica que limita a acessibilidade das enzimas celulases e hemicelulases ao substrato; ocorre adsorcao
das celulases na lignina (Qi et al, 2011) e a lignina também pode inibir diretamente as enzimas
hidroliticas (Van Dyk e Pletscke, 2012). O maior rendimento de glicose (464,4 £ 23 Mgicose/ Ofracio rica
em carboidratos) TOI Obtido no pré-tratamento realizado por 6 horas a 80 °C e 150 rpm e 344,9 + 23 mg de
glicose/g de fracdo rica em carboidratos para o processo de 24 horas.

As fracOes obtidas nesse estudo podem ser utilizadas em diferentes processos. Nos processos
de valorizacdo de biomassa lignocelul6sica, celulose e hemicelulose sdo principalmente hidrolisadas a
monossacarideos, subsequentemente, convertidos em alcoois (etanol, butanol), hidrogénio ou metano
por processos de fermentacdo, em plataformas bioquimicas. Além de biocombustivel e energia, a
celulose pode ser utilizada para produzir produtos mais caros, tais como hidroximetilfurfural (HMF)
(Zakrzewska et al., 2011). A hemicelulose também pode servir como matéria-prima para produtos
com valor agregado, tais como combustiveis e xilitol (Girio et al., 2010). A lignina é utilizada ndo
somente para a producdo de calor ou combustivel, mas também para a fabricacdo de diversos
produtos, tais como ligantes, dispersantes, emulsionantes e sequestrantes, poliuretano e poliésteres
(Berlin e Balakshin, 2014).
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Figura 03 - Rendimento de glicose obtido da hidrdlise enzimatica do bagaco de caju in natura e as
fracGes ricas em celulose obtidas apos 6 e 24 h de pré-tratamento usando liquido ibnico (2-HEAA).



4. CONCLUSAO

O pré-tratamento do bagaco de caju usando o liquido idnico sintetizado 2-HEAA apresentou
bastante promissor. O método desenvolvido permitiu obter fragcdes solidas ricas em carboidratos, com
remocao e recuperacao da lignina. A hidrélise enzimatica da fracéo rica em celulose em carboidratos
resultou em 66% de liberacdo de glicose, que podera ser utilizada na producdo de etanol, por
exemplo.
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