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Resumo: O butanol é um combustivel sustentavel
promissor. Para produzi-lo bioquimicamente necessita-se
de meios ricos em acUcares fermentesciveis. Deste modo,
0 objetivo do trabalho foi estudar estratégias para
melhorar a producdo de aclcares via rota enzimatica,
aproveitando as fragdes celulosicas e hemicelulésicas de
bagaco da cana-de-agUcar pré-tratado. Na hidrélise, foi
avaliado o efeito da mistura biomassa com hidrolisado
hemicelulésico em substituicdo ao tampdo citrato, além
da adicdo de biosurfactante Tween 80. O uso do
biosurfactante e de uma maior porcentagem de
hidrolisado no meio enzimatico, promoveu uma maior
concentragdo final de aglcares fermentesciveis.

1. Introducéo

Considerando a demanda por novas fontes de
combustiveis renovaveis, as biomassas lignocelulésicas
se apresentam como uma excelente opcdo em
substituicdo aos recursos ndo renovaveis.

O butanol pode ser produzido pelo processo OXO ou
pela rota bioquimica através da fermentacdo ABE
(Acetona-Butanol-Etanol). O butanol produzido através
da biomassa lignocelulésica é uma nova tendéncia para
0s biocombustiveis, pois possui Vvérias vantagens
termodindmicas com relacdo ao etanol, como o poder
calorifico, octanagem e etc. Além disso, o butanol pode
ser utilizado como aditivo na gasolina em qualquer
concentracdo e também como aditivo oxigenado
permitindo uma combustdo mais completa, reduzindo
assim as emissdes de monoxido de carbono, fazendo do
n-butanol um excelente substituto “verde” para a
gasolina [1]. Ao utilizar-se material lignocelulésico para
a producdo deste combustivel algumas etapas devem ser
realizadas. Inicialmente, faz-se um pré-tratamento para
separagdo dos trés principais componentes da biomassa
(celulose, hemicelulose e lignina) facilitando a posterior
hidrdlise enziméatica dos polissacarideos em aglcares
fermentesciveis. Em muitos casos, ap6s a hidrolise
enzimatica, € necessario considerar a destoxificacdo do
hidrolisado tendo em vista que durante o pré-tratamento
da biomassa sdo produzidos produtos de degradacédo
toxicos aos microorganismos fermentadores, como no
caso da bactéria Clostridium, que é utilizada para a
fermentagdo ABE [3].

Dado tal contexto, o objetivo do presente trabalho foi
estudar a etapa de hidrolise enziméatica de bagaco de
cana-de-acUcar visando alta concentracdo de aglcares
fermentesciveis para posterior fermentacdo destes a
butanol.

2. Metodologia
Bagaco da cana-de-agUcar foi inicialmente moido, em
seguida autoclavado com solucdo de acido sulfurico

1,4% m/m, na propor¢éo 1:10 (Mbiomassa secal Vsolugio acida)
durante 56,4 min a 121°C. A condicéo do pré-tratamento
foi estabelecida previamente por otimizacdo de um
planejamento experimental.

Apbs o pré-tratamento, a biomassa foi hidrolisada
enzimaticamente com extrato enzimético comercial
CellicCtec2® (214 FPU/mL) Os ensaios foram realizados
a 250 rpm e 50 °C por 72 h, contendo 15% (m/v) de
biomassa pré-tratada e dosagem enziméatica de 20
FPU/gceluiose FOram realizados ensaios em seis situagdes
distintas, dois para cada meio reacional (biomassa +
100% tampdo, biomassa + 50% tampdo e 50%
hidrolisado; biomassa + 100% hidrolisado), sendo um
deles com o biosurfactante Tween 80 e 0 outro sem 0 uso.
O hidrolisado se refere a fracdo liquida oriunda do pre-
tratamento, rico em xilose. O Tween 80 é um reagente
surfactante responsavel pela mudanca na estrutura da
biomassa, retirando o impedimento gerado pela lignina a
biomassa. Dessa forma, a enzima consegue acessar com
maior facilidade a celulose, que ndo estd mais cercada
pela lignina. A lignina que antes bloqueava o0s
carboidratos hidrolisaveis, migra para a fracdo liquida,
aumentando a concentracdo de produtos de degradacédo
no seio liquido [2].

Em diferentes intervalos de tempo, foram retiradas
aliquotas para andlise da concentragdo de acucar redutor
pelo método DNS.

Uma vez que hidrolisados oriundos de pré-
tratamentos acidos contém produtos fendélicos advindos
da degradacdo da lignina, avaliou-se também a uma etapa
de destoxificagdo das amostras de hidrélise, uma vez que
tais produtos de degradagdo sdo capazes de inibir a
atividade metabdlica da bactéria Clostridium. Para a
destoxificacio o pH das amostras foi inicialmente
ajustado para 10. Apds a centrifugacdo do hidrolisado, o
pH foi ajustado novamente, nesse momento para 6,5, que
¢ o pH ideal para a fermentacdo ABE. Posteriormente, as
amostras foram tratadas com carvéo ativado (5% m/v) a
28 °C a 250 rpm, por uma hora. Por fim, centrifugou-se
as amostras. Espera-se um fluido quase transparente
como resultado desta etapa.

3. Resultados

Os resultados de hidrdlise enzimatica, analisados pelo
método DNS, sdo apresentados na Tabela 1. As
concentracfes apresentadas no tempo inicial, 4 e 72 h sdo
de agUcares redutores, em g/L, presente nas amostras.
Inicialmente foi feito uma previsdo da concentracdo de
acUcares presente nas amostras e tendo conhecimento
que o hidrolisado do pré-tratamento € rico em Xxilose
(aproximadamente 20 g/L), foram definidos os valores
apresentados na tabela 1.
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A produgdo de aglcares ndo é afetada pelo uso do
hidrolisado e, consequentemente, nem pelos produtos de
degradacdo, uma vez que foi verificado um aumento em
torno de 50 e 40 g/L de agUcares redutores em relacéo ao
tempo inicial para os ensaios com e sem o Tween 80,
respectivamente. O aumento direto presenciado com o
aumento do hidrolisado, se deve a concentracao inicial de
xilose na solucéo.

Entretanto, espera-se que a concentracdo de agucar
seja maior nos ensaios em que o Tween 80 foi empregado,
uma vez que ele facilita 0 acesso da enzima ao substrato.
A producdo de agUcares foi em torno de 10 g/L maior
para os ensaios no qual o surfactante foi empegado.
Entretanto, durante esse processo, o Tween 80 libera
produtos de degradacdo que estavam presentes na
biomassa lignocelulésica, fazendo com que a
concentragdo de fendlicos nas amostras aumentam,
conforme verificado na Tabela 1 (linhas “fendlicos” e
“fenolicos apds a destoxificagdo”).

LOPEZ-LINARES, Juan C. et al. também estudou o
uso de todas as fragdes oriundas do pré-tratamento na
fermentacdo e para isso realizou a destoxificacdo do
material. Realizou-se duas formas de destoxificacdo, a
primeira com carvdo ativado e a outra com resina de troca
ibnica. Evidenciou-se que enquanto utilizando carvao
ativado a concentracéo de fendlicos foi de 1 g/L para 0,3
g/L, enquanto com a resina de troca ibnica foi de 1 g/L
para 0,6 g/L [4].

Dessa forma, foi escolhido utilizar a metodologia de
destoxificacdo com o carvdo ativado. O carvéo ativado
disponivel era em granulos, que possui uma area de
contato e consequentemente uma eficiéncia menor que o
em po6. De acordo com a Tabela 1, a remocdo de
compostos fenolicos variou de 20 a 100% apos a
destoxificacdo, sendo menor valor para a condi¢cdo com
Tween 80 e 100% de hidrolisado e o maior valor para o
ensaio sem Tween 80 e 100% de tampéo.

Tabela 1 — Resultados da concentracdo de aglcares
redutores durante a hidrélise enzimética

100% tampao
C/ Tween S/ Tween
Inicio 0,00 0,00
04:00 hrs 24,68 22,96
72:00 hrs 55,99 43,80
Fendlicos 0,34 0,22

Fendlicos apds

o 0,19
destoxificagdo

50% Tampao e 50% hidrolisado

C/ Tween S/ Tween
Inicio 10,00 10,00
04:00 hrs 40,88 36,38
72:00 hrs 67,06 56,82
Fendlicos 0,56 0,45
Fendlicos apds 0,37 0,27

destoxificagdo

100% hidrolisado

C/ Tween S/ Tween
Inicio 20,00 20,00
04:00 hrs 56,88 52,24
72:00 hrs 84,65 72,58
Fendlicos 0,64 0,58
Fendlicos apds 0,53 0,41

destoxificagdo

Fonte: Autor

A influéncia da presenca e concentragéo dos produtos
de degradacdo serd estudada futuramente através dos
ensaios de fermentacéo.

4. Conclusdes

Conclui-se que a utilizacdo do reagente Tween 80
promoveu um aumento de agUcar redutor em todas as
condic@es de hidrolise enzimatica realizadas. Além disso,
pela hidrolise, percebe-se que a producdo de aglcares é
constante entre os ensaios com e sem o hidrolisado do
pré-tratamento, sendo a concentracdo de aglcares maior
conforme ha um aumento na quantidade de hidrolisado,
isso porque, inicialmente, o hidrolisado é rico em xilose.

A produgdo de aglcares redutores se manteve em
torno de 50 g/L para as amostras onde foram empregados
o surfactante Tween 80 junto da enzima e em torno de 40
g/L nos quais foram utilizados apenas a enzima.

Em condi¢Oes ideais, altas concentragdes de aclcares
fermentesciveis se traduzem em elevados teores de
produtos de fermentagdo, assim, em principio, a condi¢ao
na qual utiliza 100% do hidrolisado e Tween 80 seria a
mais adequada. No entanto, nesta condi¢do, a
concentracdo de fenolicos também é a maior, devendo ser
investigada essa influéncia durante a fermentacéo.
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