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RESUMO

Materiais lignocelulésicos surgem como fonte de aglcares fermentesciveis e possuem a vantagem de nao
competirem com a producdo de alimentos. Neste estudo utilizou-se o caule de tabaco moido e seco para a
producdo de aclcares em escala laboratorial, investigando-se algumas condi¢des de pré-tratamento com acido
diluido e hidrélise enzimatica. O pré-tratamento foi realizado com solugdo de acido sulfirico (1%, 2% e 3%)
em autoclave por 30 a 90 min. A Hidrélise Enzimatica foi realizada com a enzimas HTec2 da Novozyme
obtendo-se 25,9 mg mL™ de produgéo de agticares, pentoses e hexoses, correspondendo a 27,2% da biomassa
inicial. Com isso, os resultados demonstraram que o caule de tabaco, o qual ndo possui valor econdmico,
aparece como uma fonte de monossacarideos.

PALAVRAS-CHAVE: Caule do tabaco, Hidrdlise enzimatica, materiais lignoceluldsicos, pré-tratamento
acido diluido

INTRODUCAO

A hidrolise dos polissacarideos da biomassa em agUcares fermentesciveis utiliza rotas acidas e/ou enzimaticas
para a separacdo dos agUcares e remocao da lignina.

A hidrélise enzimética é a segunda etapa do processo de producdo de bioetanol de materiais lignocelulésicos,
envolvendo a decomposicdo de polimeros da celulose e hemicelulose pelo ataque enzimatico. A celulose
usualmente contém somente glicanos, enquanto a hemicelulose é formada por varios polimeros como manano,
xilano, glicano, galactano e arabinano. Com isso, o produto da hidrolise da celulose serd basicamente a
glicose, ao passo que a hidrélise da hemicelulose produzir varios tipos de pentoses e hexoses (Binod et al.,
2010).

As enzimas podem ser produzidas por fungos como Trichoderma reesei e Aspergillus niger e/ou bactérias
como Clostridium cellulovorans. Endo-glucanase, exo-glucanase e B-glucosidase séo os trés principais grupos
de enzimas que atuam sinergicamente. Cellulomonas, Thermonospora, Bacillus, Bacteriodes, Ruminococcus,
Erwinia, Acetovibrio, Microbispora, Streptomyces também sdo capazes de produzir enzima celulase, assim
como fungos Penicillium, Fusarium, Phanerochaete, Humicola, Schizophilium sp (Sarkar et al., 2012).

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia da hidrolise enzimética os estudos estdo concentrados na otimizagdo
do processo de hidrélise e no incremento da atividade da celulase. O grau de polimerizacédo e a cristalinidade
da celulose s&o fatores importantes para determinar a taxa de hidrdlise, mas ndo os Unicos responsaveis por
uma boa hidrolise. O pré-tratamento favorece a hidrdlise enzimética da biomassa lignocelulésica, mas em
alguns casos aumenta o indice de cristalinidade, devido a remogdo ou reducdo da parte amorfa da celulose. Por
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outro lado, pré-tratamento com pH alto tem menos efeito e até mesmo reduz a cristalinidade da celulose
(Alvira et al., 2010).

Com isso, a taxa de reacdo de hidrélise esta diretamente relacionada com o tipo de substrato e depende das
caracteristicas estruturais do mesmo e cada novo material a ser testado para a produgdo de aglcares com
potencial de produgéo de etanol devem ser testados e a metodologia deve ser otimizada.

Com base nisso, buscou-se a produgdo de acglcares em escala laboratorial a partir do caule de tabaco
remanescentes na lavoura apds a colheita das folhas, investigando melhores condicfes de pré-tratamento com
acido diluido e com a enzima HTec2 no processo de hidrdlise.

As lavouras de tabaco concentram-se 98% no sul do pais, nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Parang, totalizando 652 municipios e 165,1 mil produtores, caracterizando-se por minifundios (Ribeiro Fo,
2012).

A colheita das folhas de tabaco ocorre de maneira gradativa, iniciando-se nas folhas mais baixas e concluindo-
se nas superiores (Figuras 1 e 2). Com isso, ap6s a colheita da ultima folha de tabaco, sobra na lavoura o caule
central da planta de tabaco, que é formado basicamente de celulose. Atualmente, este material é cortado e
deixado na lavoura, sem aproveitamento para o solo ou para a proxima safra (Collins, 2011).

Figura 2: Tabaco as a colheita

Desta forma, o aproveitamento destes caules pode ser de interesse para a agricultura e inddstria, uma vez que,
para a producdo de tabaco séo utilizados 327,9 mil hectares, nos quais ficam todos os caules ap6s a colheita
(Ribeiro Fo, 2012).
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MATERIAIS E METODOS

O pré-tratamento e a hidrolise da biomassa foi definida a partir de estudos realizados com varias matérias-
primas lignocelul6sicas (De Vasconcelos et al., 2013; Kim et al., 2013; Vancov et al., 2015) e com caule de
tabaco (Akpinar et al., 2010; Shakhes et al., 2011).

Os caules de tabaco foram coletados na estacdo experimental da Associagdo dos Fumicultores do Brasil
(AFUBRA), em Rio Pardo — RS, Brasil ap6s a colheita das folhas de tabaco para a producéo de cigarro. As
amostras foram secas a 50'C em estufa e cominuidas até 20 - 80 mesh.

Pre-tratamento acido

As condicdes de pré-tratamento com solucdo de acido sulfurico foram realizadas com 10 % (m/v) de
biomassa. A concentracdo do acido foi de 1 a 3% e o tempo do pré-tratamento de 30 a 90 min. Todas os
experimentos foram realizados em triplicata.

O pré-tratamento foi realizado em recipiente de vidro borossilicato resistente a altas temperaturas, em
autoclave a 121°C. Os hidrolisados foram filtrados e analisados quanto a composi¢do de aglcares e a fase
s6lida foi seca e pesada.

A eficiéncia do pré-tratamento (EPA) foi calculada com relagdo ao teor de sélidos remanescentes apés a
hidrolise &cida (Unhasirikul et al., 2012) e quanto ao teor de pentoses e hexoses no hidrolisado.

Hidrolise Enziméatica

Na hidrolise utilizou-se a enzima Cellic HTEC2 (VHNO00003) da Novozymes, oriunda de cepas de
Trichoderma reesei. 0,5 g de amostra foram hidrolisados em 10 mL de solucdo tampdo citrato pH 5 contendo
40 FPU de enzima. O ensaio da hidrolise foi conduzido em triplicata.

As hidrélises foram realizadas em Incubadora Shaker MA420, marca Marconi a 50°C, 300 rpm e 74 horas.
Aliquotas de amostra de 0,5 mL foram coletadas em 0, 24, 43, 60 e 74 h, para analise dos agUcares.

Determinacéo de acucares redutores totais

A determinacdo de acucares redutores totais foi realizada pela reacdo com solucdo de DNS (2 g de acido 3,5-
dinitrossalicilico e 60 g de tartarato de sodio e potassio - Sal de Rochelle diluido em 80 mL de hidroxido de
s6dio 0,5 mol L™). Os hidrolisados &cidos foram inicialmente neutralizados com solugdo de NaOH.

A reacdo com DNS foi conduzida pelo aquecimento a ebulicdo por 5 min, resfriamento a temperatura
ambiente e filtracdo. O produto foi analisado a 540 nm em um espectrofotdmetro UV/visivel (V-1200, Pro-
Anélise) empregando glicose para a construgdo da curva analitica (Saqgib e Whitney, 2011).

Determinacéo de pentoses e hexoses

Para a andlise cromatografica dos aguUcares empregou-se Cromatografo a Liquido de Alta eficiéncia (HPLC,
Shimadzu, Japdo) com detector de arranjo de diodos (DAD, SPD-M20A). Para tanto, as amostras foram
derivatizadas com o acido p-aminobenzdico (PABA) (Erich et al., 2012) e diluidas na fase movel B descrita a
seguir.

A anélise cromatografica foi realizada a 25 °C em coluna RP-C;g Micropac, com duas fases mdveis. A fase
mével A preparada com 20 mmol L™ de TBAHSO, em tampéo fosfato (0,1 mol L™, pH 6,5) e metanol (50:50
(vIv)). A fase mével B preparada com 20 mmol L™ de TBHSO, em tampéo fosfato (0,05 mol L™, pH 6,5).
Para ajustes de pH utilizou-se o &cido ortofosforico. O gradiente de eluicdo das fases moveis foi: 100% de A
nos primeiros 20 minutos, 25% de B e 75% de A nos 7 minutos seguintes e apés este tempo 100% de A até 30
minutos. O volume injetado de cada amostra foi 10 uL, o fluxo total da fase moével foi 0,8 mL min™. A
deteccao foi conduzida com varredura entre 210 a 400 nm e os agUcares derivatizados foram quantificados em
303 nm. Os dados foram coletados através do software LC Solution (Shimadzu) e posteriormente tratados no
software OriginPro 8.5.

As curvas analiticas foram construidas para hexoses com glicose e para pentoses com arabinose, ambas em
concentragdes de 0.5 a 10 mg mL™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de amostras de caule de tabaco coletadas foi estimado a quantidade de caule gerada por hectare como
sendo 1428 kg de caule seco por hectare plantado. Considerando-se que a area plantada de tabaco na Regido
Sul do Brasil em 2013 foi de 313.675 hectares e portanto 447.928 toneladas de caule. Assim, admitindo-se um
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percentual de 35,7% de celulose no caule (Polycarpou, 2009), poderemos ter um excelente aproveitamento do
caule em agUcares que poderao ser empregados para producéo de biopolimeros ou bioetanol.

Pré-tratamento acido da biomassa

As amostras de caule de tabaco foram submetidas a cinco diferentes condicdes de pré-tratamento em triplicata
para identificar a melhor condigdo reacional. Os resultados da andlise de aglcares destas amostras sdo
apresentados na Tabela 1.

O pré-tratamento com &cido diluido hidrolisa principalmente a hemicelulose (Binod et al., 2010; Avci et al.,
2013). Nesta etapa, da biomassa obtém-se principalmente pentoses e hexoses. De acordo com os resultados
encontrados nas condicdes reacionais testadas ha maior concentracdo de pentoses que hexoses no hidrolisado
obtido, conforme esperado para a otimizacéo do processo de pré-tratamento. Os dados da tabela 1 demonstram
gue as condicdes reacionais 1, 2 e 5 apresentam uma eficiéncia de hidrélise maior que as demais, evidenciado
pela relacdo entre os aglcares no hidrolisado.

Segundo Awvci et al. (2013) e Dagnino et al. (2013), a formagéo de compostos inibidores da fermentagédo e da
hidrélise enzimética é favorecida pelo incremento da concentragdo de 4cido e tempo de pré-tratamento, com
isso, é essencial definir ndo somente as condi¢es que liberem acucares fermentesciveis, mas também as que
produzam o minimo de inibidores como furfural e hidroxi metil furfural. Estes inibidores ndo foram
observados nos cromatogramas obtidos dos hidrolisados analisados. Supde-se que, tendo sido obtidos, foram
em baixas concentracdes.

Com base nos resultados do teor de pentoses e hexoses apresentadas na tabela 1 verifica-se que a melhor
condigdo foi a hidrolise realizada com solucéo de acido sulfirico a 3% e 90 min. Nesta condicéo foi possivel
uma maior quantidade de pentoses com relacdo as hexoses, como mostra o resultado da proporgdo
pentoses/hexoses.

Tabela 1. Composicéo dos hidrolisados obtidos no Pré-tratamento da biomassa de caule de tabaco.

Concentracéo do Acucares a b x
L . Tempo Hexoses Pentoses Proporcéo
Amostra acido (min) Redutores (mgmL?Y  (mgmL?) Pentoses/hexoses
(%) Totais (%)
1 3 90 20.3+0.8 2.0 8,3 4,2
2 1 9 17.7+0.7 2.0 8.1 4.1
3 3 30 13.3+0.8 2.1 6.9 3.3
4 1 30 8.6 +0.1 13 3.1 2.4
5 2 60 16.6° 1.0 45 41

a) Dados em teores de glicose; b) Dados em teores de xilose + arabinose; ¢) somente um resultado

A analise de eficiéncia do pré-tratamento também considerou a reducdo de massa do solido (Tabela 2). Da
mesma forma que houve a formagdo de mais acucares nos hidrolisados, houve reducdo da massa de sélido,
mostrando maior eficiéncia de pré-tratamento (EPA). Conforme os resultados obtidos para os agucares no
hidrolisado, houve maior remocéo da hemicelulose do que celulose.

Tabela 2- Eficiéncia do Pré-tratamento Acido de Caule de Tabaco

Concentracdo do

. Tempo Eficiéncia
Amostra A(((:’/loo)lo (min) %)
1 3 90 54,2
2 1 90 51,3
3 3 30 48,6
4 1 30 41,2
5 2 60 52,5
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Hidrdlise Enzimatica

Considerando que o tempo de 30 min de pré-tratamento ndo mostrou resultados favoraveis a remogdo da
hemicelulose da biomassa de caule de tabaco, foram realizados os experimentos de hidrélise enzimatica com
as amostras sélidas selecionadas a partir dos pré-tratamentos a 90 min, com 1 e 3 % de H,SO,4 e a 60 min, 2%
de H,SO,, ambas a 121°C. Os experimentos de hidrélise enzimatica foram conduzidos para as estas trés
amostras e com a enzima HTec2 da Novozymes. Os resultados relativos a producdo de agucares redutores
totais do pré-tratamento mais da hidrolise enzimatica estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados de ART durante a Hidrélise Enzimética
Acucares Redutores Totais (mg

Tempo mL")
(h) #1 #2 #5
1 2,1 2,1 3,2

24 3,7 4,7 7,1
Hidrdlise Enzimatica 43 50 4,9 75

60 4,8 4,4 8,7

74 4.6 55 9,3
Pré-tratamento — Acido - 20,3 15,7 16,6
Total de ART 24,9 21,2 25,9

#1, #2, #3 — condicBes de pré-tratamento apresentadas na Tabela 1, das quais foi selecionada a fase solida para
a hidrdlise enzimética.

Para as 3 amostras pré-tratadas, somando-se o teor de acglcares redutores totais do pré-tratamento com a
hidrolise enzimética. Os dados ndo diferenciam uma condicdo de pré-tratamento (#1, 2# ou #5) como sendo a
melhor para realizar a hidrdlise enziméatica como mostra a Figura 4.

25,0
20,0
E
= 15,0
E r
El
E 100
<
5,0
0,0
1 24 43 60 74
Tempo (h)
#]l e——t) —fh

Figura 4 — Evolucao do percentual de ART no hidrolisado com Enzima HTec2.
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CONCLUSOES

Residuos lignoceluldsicos surgem como uma alternativa para a producgdo de agUcares. O pré-tratamento da
biomassa de caule de tabaco com acido diluido apresentou melhores rendimentos com concentracéo de acido
sulfarico de 2% e tempo de 60 min. Os resultados demonstram que o caule de tabaco, o qual ndo possui valor
econdmico, aparece como uma fonte de monossacarideos. A producdo de agUcares, pentoses e hexoses,
analisadas pelo teor de aglcares redutores totais foi de até 25,9 mg mL™. Este valor corresponde a 27,2% da
biomassa inicial.
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