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RESUMO

O acido latico € um composto quimico de grande aplicagdo na industria,
podendo ser utilizado como monémero para a produgdo de um polimero
biodegradavel, o poli-(acido latico), que é uma excelente alternativa aos plasticos
derivados petroquimicos. O bagaco da cana-de-agucar é uma das principais fontes
naturais de celulose e hemiceluloses, das quais € possivel obter glucose e xilose, para
depois serem convertidas por processos fermentativos em produtos como o acido L-
latico. No entanto, devido a estrutura recalcitrante da biomassa, € necessario
submeté-la a um pré-tratamento para permitir que enzimas acessem e convertam 0s
polissacarideos estruturais do bagaco de cana em glucose e xilose. Apds pré-
tratamento e hidrélise enzimatica, bactérias como Bacillus coagulans podem assimilar
esses mondmeros e converté-los a acido L-latico com alta eficiéncia. Este trabalho
teve como objetivo a produgéo de acido latico a partir da exploséo a vapor do bagago
de cana a 195 °C em dois tempos de reacgao, 7,5 e 15 min. A fragao sélida (BEV-FS)
gerada no pré-tratamento foi dividida em duas, tendo sido uma parte lavada com agua
(BEV-FSL) e a outra somente centrifugada (BEV-FSC) antes do processo de hidrélise
enzimatica por 96 h empregando as enzimas Cellic CTec3 e Cellic HTec3 da
Novozymes. A produgédo de acido latico foi realizada com a bactéria B. coagulans
DSM2314 em configuragdes de SHF (hidrélise e fermentagcdo em separado) e SHCF
(hidrolise e fermentacdo em separado). A cofermentacao direta de glucose e xilose na
fracdo liquida bruta (BEV-FLB) da explosdo a vapor também foi realizada, mas a
presenca de inibidores teve que ser contornada por destoxificacdo usando adsorcao
fisica em carvao ativado (BEV-FLD). Os resultados foram obtidos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia usando coluna Rezex RHM a 65 °C, eluida com fase mével
H2S04 5 mmol-L-'. Os testes de fermentagao foram realizados em biorreator Multifors
2 (Infors HT). O ensaio de destoxificagdo promoveu a remogao de mais de 50% de
acido acético e 95% de furfural e HMF da fracdo BEV-FLB. Maiores rendimentos de
glucose foram obtidos por hidrélise enzimatica a partir da fragdo BEV-FSL, que foram
de 71 e 93 gL' para os tempos de reagdo de 7,5 e 15 min, enquanto as fragdes BEV-
FSC produziram 59,8 e 89,9 g-L-! de glucose, respectivamente. A fermentagdo das
fragdbes BEV-FSL destoxificadas resultaram na produgédo de 15 e 5,9 g-L" de acido
latico para 7,5 e 15 min, respectivamente. Para as fragdes BEV-FSL tratadas por 7,5
min, foi possivel obter 64,2 g-L" por SHF e 64,1 g-L" por SHCF. Ja para a BEV-FSL
tratada por 15 min, 56,9 g-L-" de acido latico foram obtidos no processo SHF e 76,7
g-L" no processo SHCF. Assim, ambas as fragdes geradas no pré-tratamento
puderam ser utilizadas para a producgao de acido latico, revelando seu potencial para
aplicagcdes em biorrefinarias e evidenciado a possibilidade de eliminacédo da etapa de
lavagem do substrato pré-tratado, diminuindo o custo operacional do processo.

Palavras-chave: bagago de cana-de-agucar, explosao a vapor, hidrolise enzimatica,
fermentacgao, acido latico.



ABSTRACT

Lactic acid is a chemical compound with a wide application in the industry and
that can also be used as monomer for the production of a biodegradable polymer, poly
(lactic acid), which is the basis for the production of biodegradable plastics as
alternatives to petrochemical derivatives. Sugarcane bagasse is one of the main
sources of cellulose and hemicellulose, from which glucose and xylose can be
converted by fermentation processes into products such as L-lactic acid. However, due
to the recalcitrant structure of the biomass, it is necessary to submit it to a pre-
treatment to allow enzymes to access and convert the polysaccharides from sugarcane
bagasse into glucose and xylose. After pretreatment and enzymatic hydrolysis,
bacteria such as Bacillus coagulans can assimilate these monomers and convert them
into L-lactic acid with high efficiency. This work aimed to produce L-lactic acid from the
pre-treatment of sugarcane bagasse by steam explosion under two conditions at 195
°C, 7.5 and 15 min. The solid pre-treated fraction (BEV-FS) generated was divided into
two, one of them was water-washed (BEV-FSL) and the other only centrifuged (BEV-
FSC), after that both were submitted to enzymatic hydrolysis process for 96 h (Cellic
CTec3 e Cellic HTec3 from Novozymes). The co-fermentation of liquid fraction (BEV-
FLB) obtained from the explosion was carried out and the presence of fermentation
inhibitors was circumvented by detoxifying the fraction by physical adsorption on
activated charcoal (BEV-FLD). The fermentation step was carried out with the bacteria
B. coagulans DSM2314, in a separate enzymatic hydrolysis process (SHF) and in the
co-fermentation of pentose and hexose fractions (SHCF). The data were obtained
using High Performance Liquid Chromatography with a Rezex RHM column at 65 °C,
eluted with mobile phase H2S04 5 mmol-L-'. Fermentation tests were carried out using
the Multifors 2 bioreactor (Infors HT). The detoxification assay promoted the removal
of more than 50% acetic acid, 95% furfural and HMF from the BEV-FL fraction. Larger
yields of glucose were generated in the enzymatic hydrolysis process from the BEV-
FSL fraction 71 and 93 g-L™" for both treatments, 7.5 and 15 min, respectively. For the
BEV-FSC fractions, 59.8 and 89.9 g-L™, respectively. Fermentation of detoxified BEV-
FL fractions resulted in 15 and 5.9 g-L™" of lactic acid for 7.5 and 15 min, respectively.
For the BEV-FSL treated for 7.5 min, it was possible to obtain 64.2 g-L" in the SHF
process and 64.1 g-L-' from the SHCF. As for BEV-FSL treated for 15 min, 56.9 g-L™'
of lactic acid was obtained from the SHF process, 76.7 g-L" in the SHCF process.
Therefore, both fractions generated in the pre-treatment could be used for the
production of lactic acid, revealing its potential for applications in biorefineries and
highlighting the possibility of eliminating the washing step of the pre-treated substrate,
reducing the operational cost of the process.

Keywords: Sugarcane bagasse. Steam explosion. Enzymatic hydrolysis.
Fermentation. Lactic acid.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representagéo da estrutura quimica da celulose mostrando liga¢des de
hidrogénio intra € INtermMOleCUIares .............oovueiiiii i 5
Figura 2. Representacéo da estrutura quimica dos principais componentes das
REMICEIUIOSES. ... .t e e et e e e e e e e e eeeennnns 6
Figura 3. Representagéo da estrutura quimica de uma cadeia de xilana.................... 7
Figura 4. Representacéo das principais unidades e ligagdes encontrada da lignina do
(oF=To =Yoo Jo [N o= o - PR 8
Figura 5. Representacéo dos estereoisdmeros do acido latico.............ccceveeeiinieninnns 10
Figura 6. Representacédo da sequéncia de reagao proposta para a etapa de
isomerizagao da glucose com hidroxila em posigao equatorial.............c.cccoeeeeveennnns 15
Figura 7. Representacédo da sequéncia de reagao proposta para a etapa de
desidratacao da frutose e respectiva formacado de HMF ............ccccooeeiiiiiiiiiiiiiinnn. 16
Figura 8. Fotos do material sob as varias etapas de processamento ....................... 34
Figura 9. Aspecto das amostras explodidas a vapora 195°C por 7.5 (Ae B) e 15
001 T 2 =T I SR PPPPUR 38
Figura 10. Processo de destoxificacdo da fragao BEV-FL (7,5 min) ................cooe.. 43
Figura 11. Curvas de hidrélise enzimatica dos substratos BEV-FSL nos experimentos
dO PIANEJAMENTO ... 45
Figura 12. Analise de Tukey dos experimentos de hidrolise realizados a partir do
PlANEJAMENTO ... 46
Figura 13. Diagrama de Pareto para os modelos gerados a partir do material pré-
tratados POr 7,5 MIN ..o e e e eaaas 50
Figura 14. Diagrama de Pareto para os modelos gerados a partir do material pré-
tratados POF 15 MUN oo e et e e e e e e e e e e e e e e e eeaeene 51
Figura 15. Curvas de hidrélise enzimatica resultantes do escalonamento realizado
€M reator INFOrS ... 52
Figura 16. Resultado do teste de Gram realizado nas cepas recebidas ................... 54

Figura 17. Cromatograma da fragdo BEV-FLD (15 min) antes e apos a fermentacéo

Figura 18. Cinética de fermentacgao das fragdes hidrossoluveis originadas nos pré-

(= 1 P2 0 0[] 01 (e F TR 58



Figura 19. Cromatograma do hidrolisado enzimatico antes e apos a fermentacao
(SHF, 15 MUN) ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e aareeeeaeeas 59
Figura 20. Cinética de fermentacao das fragdes hidrossoluveis originadas no pré-
tratamento e nos ensaios de hidrdlise enzimatica (7,5 mMin).......cccooooovviiriiiiiieeeeeen, 61
Figura 21. Cinética de fermentagao das fragdes hidrossoluveis originadas no pré-
tratamento e nos ensaios de hidrélise enzimatica (15 mMin).........covvvvvviviiiiiiiiiiieennnee. 62
Figura 22. Cromatograma da fragao liquida antes e depois dos processos de

destoxificagcao € fermentagan...........ooovviiiiii i 66



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composi¢cao quimica do bagaco de cana-de-agucar utilizado nos
experimentos de eXPIOSAO. .........ii i 36

Tabela 2. Balango de massas das explosdes a vapor do bagago de cana-de-agucar,

==Y 1= Lo b= TSR T e Lo T P 37
Tabela 3. Composi¢cao quimica e recuperacdo de BEV-FSL .............coviiiiiiiniini, 39
Tabela 4. Rendimento massico da fragdo BEV-FSL ...........oooviiiiiiiiiieeee, 40
Tabela 5. Composigédo quimica (g-L") da fragdo BEV-FL.......c..cccoeeviiecieeieen 41
Tabela 6. Resultado do ensaio de caracterizagao do carvao ativado utilizado nos

L2 (oL T =T 010 SO 42
Tabela 7. Teores encontrados nas fracdes BEV-FLB (bruta) e BEV-FLD

(e L=YS] (o) Al Toz= o F=) I (o F Mt TR 42
Tabela 8. Analise de variancia (ANOVA) dos modelos gerados a partir do
planejamento dos experimentos de hidrélise enzimatica do planejamento............... 49
Tabela 9. Resultados da fermentacao das fragdes BEV-FLB e BEV-FLD ................ 55
Tabela 10. Parametros cinéticos resultantes da fermentacéo das fracbes BEV-FLB e
BEVAFLD ettt e e e e et e e e e e e e e e e raeaaaaeas 55
Tabela 11. Resultados obtidos na fermentagao dos hidrolisados em processos SHF
€ SHCF (7,5 MIiN) oo 59
Tabela 12. Parametros cinéticos da fermentagao das fragdes BEV-FLB e BEV-FLD
(7,0 NN ) e 60
Tabela 13. Resultados obtidos na fermentacao dos hidrolisados em processos SHF
€ SHCF (15 MIiN) oo 63
Tabela 14. Parametros cinéticos da fermentagcao das fragdes BEV-FLB e BEV-FLD
QRS 00110 PSSO O PSPPI 63



LISTA DE ABREVIATURAS

ald: abaixo do limite de deteccao

Ara: arabinose

ANOVA: Analise de variancia

BEV: Bagaco de cana explodido a vapor

BEV-AL: Bagago de cana explodido a vapor: agua de lavagem

BEV-FL: Bagaco de cana explodido a vapor — fragéo liquida

BEV-FS: Bagacgo de cana explodido a vapor — fragédo sodlida

BEV-FLB: Bagaco de cana explodido a vapor — fragao liquida bruta
BEV-FLD: Bagaco de cana explodido a vapor — fragao liquida destoxificada
BEV-FSL: Bagago de cana explodido a vapor — fragédo solida lavada
BEV-FSC: Bagaco de cana explodido a vapor — fragédo solida centrifugada
CONAB: Companhia Nacional de Abastecimento

DNS: Acido 3,5-dinitrosalicilico

EqGlc: Equivalentes de glucose

FPU: Unidades de papel de filtro (do inglés, filter paper unit)

FSC: Fator de severidade combinada

GL: graus de liberdade

Glc: glucose

HMF: 5-(hidroximetil)-furfural

HPLC: Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (do inglés High Performance Liquid
Chromatography)

MQ: media dos quadrados

NREL: National Renewable Energy Laboratory

RID: detector por refratometria diferencial (do inglés Refratometer Index Detector)
Rwm: Rendimento massico

SQ: soma dos quadrados

Yxis): rendimento de substrato em células

Y(pis): conversao de substrato em acido latico

P: produtividade em acido latico

DOso0: densidade 6tica medida em 600 nm



1.

2.

2.1

2.2
2.2.1
222
223
224
2.3

24

2.5
2.5.1
2.6

2.7

3.

3.1

3.2

4,

41

4.2
4.21
422
423
424
4.2.5
4.2.5.1
4252
4253
4254
4.2.6
4.2.6.1
4.26.2

SUMARIO

|3V 130 010 031\ o 2 1
REFERENCIAL TEORICO.......coeieeeeirneeeneeessssessssesessssssssssesssssssssssssssseans 3
BIOMASSA, BIOECONOMIA E BIORREFINARIAS.......cccooiiiiiees 3
CANA-DE-ACUCAR E SEUS COMPONENTES ESTRUTURAIS................... 4
(071 [1] (017 PSSR 5
HEMICEIUIOSE ... e eeees 6
o 1o = O 8
Componentes quimicos nao-estruturais ou secundarios............ccccccceeeeeeen... 9
ACIDO LATICO ..o e et 9
ACIDO LATICO DE SEGUNDA GERACAO ..ot 11
Pré-tratamento...........oeeeiii 13
Inibidores € DestoXifiCagan...........uuiiieiiiiiiiicce e 18
HIDROLISE ENZIMATICA ..., 19
FERMENTACAO PARA A PRODUGCAO DE AL ......oooviviieeceeeeeee e 20
OBUETIVOS ... s 23
OBUETIVO GERAL ... 23
OBUJETIVOS ESPECIFICOS ..ot 23
MATERIAL E METODOS........cooiiiereiraeensessessssssssssesssssssesssssssesssssssessssnns 24
MATERIAL ... s 24
METODOS ..ottt ettt 24
Caracterizagcdo da BiOmassSa........ccovviiiiiiiiiiie e 24
Explos&o a vapor do bagago de cana-de-agucar ..........ccccccceeiieeeeiiieeiinnnnnnnn. 25
Ensaios de destoxifiCagao ............uuvuiiiiiiiiiiiiie e 27
Hidrélise ENZIMAtICA .......oveee e 28
Ensaios MicrobiolOQICOS ..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiie e 29
LN (\VZ=Tor= o N F= T oT=T o X- I PPt 29
Coloragao de Gram ........ooviiiiiiee e e e e e aaeans 30
Atividade Catal@siCa........cooeeeii i 30
Preparo do INOCUIO ........eeieeeeeeee e 30
Fermentacao dos hidrolisSados.............cooooiiiiiiiiiii e 30
Massa e Concentragao Celular .............cooeivviiiiiiiiiiiie e 31

Determinacéo da velocidade especifica maxima do crescimento celular-.....32



4.2.6.3 Determinagao do fator de conversédo de substrato em células...................... 32

4.2.6.4 Fator de conversao de substrato em acido I1atiCO ..........ceevviiiiiiiiiiiiiiieeeee 32
4.2.6.5 Produtividade.........coooiiiiiiiiiieee e 33
4.2.7 Anadlise estatistiCa..........couviiiiiiiiiiiiiii 33
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......ccceeeruierirreeseeeesessessessesssssessssssssssssssessens 34
5.1 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA ..ot 35
5.2 EXPLOSAO A VAPOR ..ottt 36
5.3 ENSAIOS DE DESTOXIFICACAO POR ADSORCAO EM CARVAO

ATIVADO. ...ttt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaas 42
54 HIDROLISE ENZIMATICA ..., 44
5.5 FERMENTAGCAO ..., 53
5.5.1 Fermentacao da fragao hidrossoluvel do pré-tratamento ............................. 54
5.5.2 Experimentos de fermentagcdo SHF € SHCF ... 58
6. CONSIDERAGOES FINAIS .......ccoeeeeteereesereressesessessessesssssesssssessssssssssssssssssenens 67
REFERENCIAS.......ccoiietiicceteitescesssssse s ssssesss s sesss e ssessssssssssssesssssssssssssssssssnsssssssnnas 69

Y o = 0 (o = 84



1. INTRODUGCAO

A industria petroquimica tem sido a principal fonte de produtos quimicos e de
energia desde a metade do século XIX (MORA-VILLALOBOS et al., 2020). Portanto,
a bioeconomia um paradigma emergente que afeta diretamente o desenvolvimento e
a revitalizagdo dos sistemas econdmicos no mundo todo. Essa estratégia se baseia
no uso sustentavel e equilibrado de recursos naturais, sendo construidas pontes entre
a biotecnologia e a economia, bem como entre ciéncia, industria e sociedade
(AGUILAR; TWARDOWSKI; WOHLGEMUTH, 2019). Nesse sentido, dadas as
incertezas relativas ao uso de combustivel féssil, bem como a ampla preocupacgao
mundial com sustentabilidade e protecdo ambiental, a busca pelo uso de fontes
renovaveis para a produgao de energia, materiais e produtos quimicos tem aumentado
significativamente (DRAGONE et al., 2020; VIEIRA et al., 2020).

Dentre as matérias-primas renovaveis para a produgao de insumos quimicos
estdo os residuos de atividades agricolas (forragens, palhigos, graos e sementes
desclassificados), agroindustriais (cascas de cereais, farelo e torta de oleaginosas,
bagacos) e agroflorestais (cavacos, serragem e cascas), além de outros materiais
residuais como lixo sélido urbano e outras correntes industriais (HOANG et al., 2021;
OKOLIE et al., 2021). A utilizagdo desses residuos possibilita o aumento da
produtividade obtida a partir de uma mesma area de plantio sem competir com a
producao de alimentos (ROSILLO-CALLE, 2010).

O Brasil, na condicao de maior produtor mundial de cana-de-agucar, tem
producao estimada em 642,1 milhées de toneladas para a safra 2020/2021 (CONAB,
2020). Ressalta-se, porém, que a producao de etanol e acucar gera quantidades
significativas de residuos lignocelulésicos que somam aproximadamente 140 kg de
bagaco (base seca) e a mesma quantidade de palha por tonelada de cana processada
(CANILHA et al., 2012; PIPPO et al., 2012; MIRANDA et al., 2021).

Com o avango nos conceitos de bioeconomia e biorrefinarias, tem-se
incentivado a utilizac&o de residuos lignoceluldsicos para a produgao de uma grande
variedade de bens de consumo (GONZALEZ et al., 2007). Nesse contexto, o bagaco
de cana-de-agucar (BC) é identificado como uma das principais matérias-primas de
maior potencial para a produc¢ao de biocombustiveis e produtos quimicos de alto valor
agregado (PEREIRA et al., 2015) como o acido latico (AL) (VAN DER POL et al.,



2016a), cujo mercado tem previsdo de alcancar a marca de 8.77 bilhdes de ddlares
em 2025.

A maior parte do AL produzido no mundo é obtida por processos fermentativos
empregando glucose e sacarose como substratos (MORA-VILLALOBOS et al., 2020).
Em termos de aplicagdes a que € destinado, a porgdo mais importante se refere a
producao de poli(acido latico) (PLA, do inglés polylactic acid), cuja participacao € de
mais de 27% na receita total e de 35,7% na industria de embalagens (GRAND VIEW
RESEARCH, 2020). De acordo com o Portal Comex Stat do Ministério da Industria,
Comércio Exterior e Servigos, utilizando a Nomenclatura Comum do Mercosul
(29181100), as exportagdes brasileiras de AL totalizaram US$ 22.123.286,00 em
2018, US$ 23.904.308,00 em 2019 e US$ 19.768.444,00 em 2020. Ja as importagbes
totalizaram US$ 10.923.260,00 no ano de 2018, US$ 13.460.538,00 em 2019 e US$
11.785.053,00 em 2020 (COMEX STAT, 2020), dados que demonstram o impacto
desse produto no setor industrial do pais. Ainda é importante destacar que custo da
matéria-prima para a produgao de AL na industria pode chegar perto de 50% do valor
total do custo de produgcdo (AKERBERG; ZACCHI, 2000; SIKDER et al., 2012;
PARRA-RAMIREZ et al., 2018). Sendo assim, a utilizagdo de residuos agroindustriais
para a produg¢ao do acido latico poderia impactar positivamente na diminuicdo do
custo final do produto (NAMPOOTHIRI et al., 2010; AHMAD et al., 2020).

A producédo do AL a partir de residuos agroindustriais envolve principalmente
as etapas de pré-tratamento, hidrélise enzimatica, fermentacdo e recuperacédo e
purificacdo do produto (ABDEL-RAHMAN et al., 2011). O processo de pré-tratamento
€ necessario devido a estrutura complexa e recalcitrante da biomassa lignocelulésica,
que representa uma barreira a eficiéncia do processo de hidrélise enzimatica
(SUBHEDAR; GOGATE, 2013). Assim, o pré-tratamento é etapa essencial para a
conversao de polissacarideos em acucares simples por provocar mudangas na
estrutura da biomassa, facilitando assim a acessibilidade das enzimas ao substrato
(BORAND; KARAOSMANOGLU, 2018). Outro fator que impacta na rentabilidade do
processo € o aproveitamento das hemiceluloses, que varia de acordo com o tipo de
pré-tratamento empregado, bem como a fonte vegetal de onde é obtida (VAN MARIS
et al., 2006). Desta forma, € importante recuperar essa fragado e aproveita-la para
aumentar a eficiéncia e melhorar a economia do processo de produgdo (LORA;

VENTURINI, 2012). No entanto, para que isso ocorra, faz-se necessario empregar



microrganismos capazes de fermentar pentoses e hexoses indistintamente (CUNHA-
PEREIRA et al., 2017).

O presente trabalho teve como objetivo o aproveitamento do bagaco de cana
para a produgdo do AL, utilizando, para isso, o pré-tratamento da biomassa por
explosdo a vapor, seguido da hidrélise enzimatica da fracdo solida (fibrosa) e da
cofermentacao dos hidrolisados obtidos em ambas as etapas, sendo que a presenca
de inibidores de fermentacdo foi contornada por destoxificagdo do hidrolisado
hemiceluldsico (fragdo C5) por adsorgao fisica em carvao ativado. A fermentagéao foi
realizada através do microrganismo Bacillus coagulans DSM2314, cepa bacteriana

capaz de fermentar pentoses e hexoses.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 BIOMASSA, BIOECONOMIA E BIORREFINARIAS

As atividades industriais, agricolas e florestais geram altos volumes de
biomassa vegetal e esses residuos tém seu valor econdmico maximizado a partir de
sua conversao em biomateriais de interesse industrial. Sendo uma abundante fonte
de polissacarideos, a biomassa vegetal € uma matéria prima de grande potencial para
a produgao de biocombustiveis, energia e produtos quimicos de elevado valor
agregado (SUN; CHENG, 2002; ATELGE et al., 2020). A demanda no setor de
produtos quimicos tem aumentado o consumo de fontes de energia fosseis e agua
potavel, mas ha como enfrentar este desafio de forma sustentavel, através do
aumento da eficiéncia dos processos ja existentes e a substituicdo de fontes de
energia de combustiveis fésseis por cadeias alternativas de produgédo, envolvendo o
uso de recursos renovaveis, tais como a biomassa (ZILBERMAN, 2013; GOLBERG et
al., 2013). Nesse sentido, as biorrefinarias desempenham um papel fundamental
como sistemas de conversao desses recursos (COMO et al., 2017; CHANDRA et al.,
2018). O termo biorrefinaria se refere, de forma geral, a uma planta industrial de
processamento que utiliza processos e equipamentos altamente integrados,
possibilitando o reaproveitamento de residuos organicos e impulsionando um modelo
de bioeconomia mais acessivel (KAMM; GRUBER; KAMM, 2006; ATELGE et al.,
2020).



A bioeconomia — que compreende a parte da economia que utiliza recursos
renovaveis para a produgdo de bioenergia, biocombustiveis e bioprodutos -
representa uma alternativa aos riscos e limitagcbes do modelo econémico atual,
baseado em recursos fésseis, e pode impactar positivamente no desenvolvimento do
Brasil por criar oportunidades para inovagédo, geracdo de emprego e renda e
crescimento econdmico sustentavel (KAMM; GRUBER; KAMM, 2006).

2.2 CANA-DE-ACUCAR E SEUS COMPONENTES ESTRUTURAIS

A cana-de-agucar € uma graminea perene, do género Saccharum, pertencente
a familia Poaceae. Ha pelo menos seis espécies do género, sendo a mais cultivada
no Brasil um hibrido derivado de cruzamentos entre Saccharum officinarum L.,
caracterizado por acumular sacarose, € Saccharum spontaneum L., que apresenta
resisténcia a doengas e altas taxas crescimento em biomassa. Trata-se de uma planta
de até 6 m de altura, fina, de formato cilindrico e com folhas grandes e largas, que é
cultivada em locais de clima tropical ou subtropical, podendo também se desenvolver
em solos pobres em micronutrientes. Varios relatos sugerem que a cana-de-agucar
seja originaria da Nova Guiné, de onde se espalhou pelo mundo até chegar ao Brasil
em 1520, provavelmente com os portugueses, e se tornar um dos mais importantes
cultivos desenvolvidos no pais (D’HONT et al., 1998; IRVINE, 1999; GRIVET,;
ARRUDA 2002; VICENTINI et al., 2012). A partir dela sdo obtidos dois produtos
essenciais para a economia mundial: o agucar (sacarose), parte indispensavel da
alimentagao humana, e o etanol, utilizado para consumo em bebidas alcodlicas, como
solvente polar para as mais diversas aplicagbes e como biocombustivel (CONAB,
2020).

A biomassa vegetal produzida a cada ano € essencial para o funcionamento
das sociedades industriais e critico para o desenvolvimento de uma economia global
sustentavel (OLIVA et al., 2021), dado o seu variado espectro de possibilidades para
uso em biorrefinarias. Sua composi¢cao é formada majoritariamente por celulose,
hemiceluloses e lignina (ZHENG et al., 2017) e as relagbes entre seus fatores
estruturais e composicionais refletem na suscetibilidade com que podem ser
aproveitados em diferentes processos de conversdo. Por exemplo, a presenca de

lignina na biomassa e sua associagdo com os polissacarideos da parede celular



tornam a sua estrutura altamente recalcitrante, ou seja, resistente ao ataque de
agentes quimicos e biolégicos (SINGH et al., 2018; ZABED et al., 2016).

2.2.1 Celulose

A celulose (FIGURA 1) é um homopolissacarideo linear constituido por
unidades de D-glucose unidas por ligagdes B do tipo (1,4), cuja unidade
conformacional é representado pelo dissacarideo celobiose, 4-O-(B-D-glucopiranosil-
D-glucopiranose). Trata-se do principal componente da parede celular vegetal, onde
exerce funcado estrutural (BUNTERNGSOOK et al., 2018). O anel da [-D-
glucopiranose apresenta todos os grupos hidroxilas ligados em posig&do equatorial e
as posi¢cdes axiais sdo ocupadas por hidrogénios que apresentam menor efeito
estérico, fato que explica a maior estabilidade desse enantibmero. A rede de ligagdes
de hidrogénio intra e intermolecular entre as cadeias de celulose, lhe confere alta
estabilidade e resisténcia a tragcdo, sendo o comprimento da cadeia variavel,
dependendo do tipo e estagio de desenvolvimento maturacional do vegetal (LI et al.,
2010).

Figura 1. Representagao da estrutura quimica da celulose mostrando ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares
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FONTE: Pinkert et al. (2010).

O comprimento da cadeia de celulose € normalmente expresso a partir de seu
grau de polimerizacdo (GP), ou seja, o numero de residuos D-glucopiranosil
(anidroglucose) presentes em uma unica cadeia (FENGEL e WEGENER, 1989). As
cadeias de celulose podem apresentar morfologia cristalina, marcada por uma ordem
molecular que a torna insoluvel em agua, solventes orgéanicos e solugdes diluidas de
acidos e bases, e a amorfa, por¢ao mais suscetivel a hidrélise dada sua maior area
superficial e facilidade de penetragdo de moléculas de agua em seu interior (LEVIN,
1998; ZABED et al., 2016). A celulose de ocorréncia natural € denominada celulose |,

que possui dois alomorfos, la e IB. A celulose la € a forma dominante em organismos



primitivos como bactérias e algas, enquanto a celulose I € dominante nas plantas
superiores (SULLIVAN, 1997). A existéncia e a quantificacdo dessas duas formas, foi
estabelecida por técnicas espectroscopicas, enquanto suas estruturas reticuladas
foram reveladas por técnicas de difragdo de raios X (VANDERHART; ATALLA, 1984;
SUGIYAMA et al., 1991). Por outro lado, embora n&o se dissolva em agua, a celulose
amorfa incha em suspensao aquosa, enquanto a celulose cristalina ndo apresenta
essa tendéncia (CRANSTON; GRAY, 2010).

2.2.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sao heteropolissacarideos de cadeia ramificada constituidos
de pentoses (D-xilose, L-arabinose), hexoses (D-manose, D-glucose, D-galactose) e
acidos urdnicos (acidos D-glucurénico e 4-O-metil-D-glucurénico) (FIGURA 2), que
ocorrem como uma interface amorfa entre celulose e lignina na parede celular de
plantas vasculares (ZABED et al., 2016). Diferentes tipos de hemiceluloses existem
em diferentes espécies vegetais, cuja fungdo é a de estabilizar a parede celular por
meio de ligagdes de hidrogénio com a celulose e de ligagdes covalentes com a lignina
(WYMAN et al, 2005).

Figura 2. Representacao da estrutura quimica dos principais componentes das hemiceluloses
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FONTE: Adaptado de Barhoum et al. (2020).

Tais heteropolissacarideos sio classificados de acordo com o tipo de
carboidrato dominante na cadeia principal, dos quais pode-se identificar trés grupos:
xilanas, glucanas e mananas (HAZELWOOD; GILBERTE, 1993). As xilanas sao os
polissacarideos mais abundantes em gramineas como a cana-de-agucar, apresentam
uma cadeia linear composta de residuos de D-xilose ligados por ligagdes glicosidicas
B do tipo (1,4) parcialmente substituidos em O-2 e O-3 por residuos de L-arabinose,

acidos D-glucurdnico ou 4-O-metil-D-glucurénico, grupamentos acetil e derivados de



4cidos cinamicos como os &cidos ferulico e cumarico (GIRIO et al, 2010). Xilanas de
diferentes tecidos vegetais podem ser diferenciadas pelos residuos presentes em
suas ramificacdes (MADEIRA JUNIOR et al., 2017; ALVAREZ et al., 2017), cujas
propriedades determinam suas propriedades bioldégicas e seu uso na industria
(CANTU-JUNGLES et al., 2017). As xilanas (FIGURA 3), presentes no bagaco de
cana como parte da fragdo hemicelulésica, apresentam em sua constituicdo unidades
de xilose com substituicdes O-2, O-3 ou O-2 e O-3 arabinofuranosil. Os acidos
fendlicos, principalmente o acido ferulico, podem ser esterificados na posig¢ao 5-O das
unidades de arabinose (DEMUTH; BETSCHART; NYSTROM, 2020).

Figura 3. Representagéo da estrutura quimica de uma cadeia de xilana
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FONTE: Estrutura elaborada por Thiago Alessandre da Silva, 2021.

As hemiceluloses presentes em residuos agricolas, principalmente as xilanas,
apresentam importante potencial econémico para varias aplicagdes industriais. Dentre
essas estdo a sua extragdo na forma de xilooligosacarideos com aplicagao quimica e
farmacéutica e de monossacarideos passiveis de fermentacdo em produtos de
interesse comercial (MCKENDRY, 2002; BRIENZO, 2016; ZHANG et al, 2016).

A remocéao das hemiceluloses durante o estagio de pré-tratamento facilita a
hidrolise enzimatica da celulose, uma vez que essas podem se distribuir sobre a sua
superficie e dificultar o reconhecimento e acesso das celulases ao seu substrato
natural. Além disso, devido a sua maior acessibilidade e reatividade, esses
polissacarideos podem ser fonte de produtos de degradagcdo que atuam como
inibidores do processo de fermentagao, tais como furfural e hidroximetilfurfural (HMF).

O acumulo desses compostos na fragao hidrossoluvel do pré-tratamento depende de



suas condi¢cdes de operacdo, tais como temperatura, pressido, presenca de um
catalisador acido exogeno e tempo de permanéncia do material no reator de exploséo
(AGBOR et al., 2011; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).

2.2.3 Lignina

A lignina € uma macromolécula sintetizada naturalmente a partir da
polimerizacao de unidades fenilpropanoides, denominadas CeC3 ou simplesmente Co,
que ligadas de maneira irregular formam uma matriz polifendlica de alta complexidade
estrutural (DEMIRBAS, 2008; ROMERO-GARCIA et al., 2016; SANTOS et al., 2017).
Os precursores mais importantes na formacao da lignina sao os alcoois p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico, que gragas a acao de lacases e peroxidases produzem
radicais livres que reagem para formar varios tipos de ligagdes, principalmente C-O
ou C-C, sendo predominante a ligacao do tipo B-O-4 (FIGURA 4) (ZABED et al., 2016).
Esses trés precursores ndao tém uma proporgao fixa, variando de acordo com a
espécie da planta, tipo de tecido e localizagdo da lignina dentro da parede celular
(ROMERO-GARCIA et al., 2016).

Figura 4. Representagao das principais unidades e ligagdes encontrada da lignina do bagago de cana

Legenda: PC, p-cumarato; FA, ferulato; H, p-hidroxifenila; G, guaiacila; S, siringila; S’, unidades siringila
oxidadas; A, ligagéo B-O-4; B, C e D, ligagédo 3-O-4 com carbonos a ou y funcionalizados.

FONTE: Del Rio et al. (2015).



2.2.4 Componentes quimicos n&do-estruturais ou secundarios

Componentes nao estruturais sao fragdes do material lignoceluldsico que que
nao pertencem a parede celular e contém varias substancias como lipideos, gomas e
materiais resinosos. Trata-se de compostos de menor massa molar que podem ser
soluveis em agua ou em solventes organicos. Esta fragao tem um interesse industrial
significativo devido a presenga de carboidratos como a sacarose, componentes
antioxidantes como flavonoides e outros compostos fendlicos, ceras e materiais
resinosos. No entanto, sua presenca pode nao ser atraente para bioprocessos devido
ao eventual poder inibidor de alguns desses compostos sobre os organismos
responsaveis pela fermentacdo (ROMERO-GARCIA et al., 2016).

Outras substancias que ndo sdo comumente extraiveis com os agentes
mencionados sao os compostos inorganicos (cinzas), as proteinas e substancias
pécticas. As pectinas, que estdo presentes na parede celular em pequenas
quantidades, s&o compostas por uma mistura de polissacarideos cujo componente
majoritario envolve unidades de &cido a-D-galacturénico ligados por ligacdes
glicosidicas do tipo a (1,4) e, nesta cadeia principal, unidades de L-rhamnose sao
ocasionalmente inseridas através de ligagcbes glicosidicas do tipo B (1,4) e B (2,1).
Substancias pécticas podem ainda conter outros carboidratos substituintes como
arabinose, fucose, galactose, glucose, manose e xilose (LEITAO et al., 1995). Em
relacédo as cinzas do bagacgo de cana, estas apresentam potassio, calcio e magnésio
em sua composicado, e fosforo em menores teores. Além disso, contém outros
elementos tais como calcio e ferro, que sao vitais para o crescimento das plantas
(CORDEIRO; TOLEDO FILHO; FAIRBAIRN, 2009).

2.3 ACIDO LATICO

O &cido latico (C3HsOs3), ou acido 2-hidroxipropandico, foi descoberto em 1780
pelo quimico suigo chamado Scheele a partir do leite azedo, que tinha aspecto visual
como o de um xarope marrom denominado “Mjélksyra”. Em 1789, Lavoisier atribuiu a
esse composto o nome de “acide lactique”, mas somente em 1857 Pasteur descobriu
que o acido latico era o produto de um processo fermentativo. Esse acido possui um
centro assimétrico, caracterizado pela ligagdo de um atomo de carbono a uma

carboxila (-COOH), um hidrogénio (-H), uma hidroxila (-OH) e uma metila (-CHs).
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Portanto, essa molécula possui dois enantidmeros ou isémeros espaciais. Os
descritos D e L ainda s&o utilizados na literatura para identificar essas duas formas
devido a fatores historicos (GHAFFAR et al., 2014). Todavia, a Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (do Inglés: International Union of Pure and Applied
Chemistry, IUPAC) ressalta que os descritores D (dextrégiro) e L (levogiro) devem ser
utilizados somente para atividade Optica, e estes, comumente empregados em
biologia, ainda permanecem para a nomenclatura de carboidratos e aminoacidos
(VERT et al., 2019). As nomenclaturas corretas devem estar baseadas no conceito R
e S proposto por Cahn, Ingold e Prelog, que levam em consideracao a prioridade dos
grupos ligados ao centro esterogénico (FIGURA 5). Ja as designagdes (+) ou (), que
indicam a rotacdo da luz polarizada que incide sobre essas moléculas, apesar de
comuns em biotecnologia, ndo s&o recomendadas como complemento nominal pois
podem ser mal interpretadas, visto que os sinais de rotacdo dependem também da
temperatura, do solvente e do comprimento de onda utilizados para efetuar a medida
(VERT et al., 2019).

Figura 5. Representagéo dos estereoisdmeros do acido latico
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FONTE: O autor, 2021.

O AL pode ser obtido tanto pela via fermentativa quanto pela sintese quimica
(HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000; WEE et al., 2006). O (nico processo
quimico na fabricagdo industrial deste hidroxiacido é o da hidrélise da lactonitrila
(MILLAN et al., 2019). A obtencao da lactonitrila se da através da adi¢do nucleofilica
de acido cianidrico ao etanal (acetaldeido). Nessa reacgao, o par de elétrons do orbital
molecular ocupado mais alto (HOMO, do inglés highest occupied molecular orbital) do
nucleodfilo (cianeto) move-se para o orbital T antiligante (LUMO, do inglés lowest
energy unoccupied molecular orbital) do eletréfilo (carbonila), e os elétrons do orbital
ligante 1 da carbonila movem-se para o atomo de oxigénio (NORTH, 1993).

Posteriormente, a lactonitrila é hidrolisada em AL com HCI ou H2SO4 concentrado, que
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depois é esterificado com metanol para produzir o lactato de metila. Finalmente, o
éster é removido e purificado por destilacdo para depois ser hidrolisado em AL, sendo
o metanol reciclado para uma nova etapa de esterificacdo (NARAYANAN;
ROYCHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2004). Nenhuma outra rota quimica para a
producao de acido latico foi ampliada a escala industrial até o momento (IGLESIAS et
al., 2020). A natureza limitada dos recursos petroquimicos necessarios a sintese
quimica (WEE et al., 2006), bem como a preocupagdo com questdes ambientais
(GHAFFAR et al., 2014), sao fatores que influenciam na identificagcdo de processos
alternativos.

A producgao seletiva de apenas um estereoisdbmero no processo fermentativo
(PAL et al., 2009a) faz com que corresponda a 90% da produgéo industrial de acido
latico (PAL et al., 2009a; IGLESIAS et al., 2020). Esse processo se da através do uso
de bactérias que podem transformar carboidratos em AL opticamente puro, sendo este
entdo utilizado em alimentos, em aplicagdes médico-farmacéuticas e na producao de
plasticos biodegradaveis (NARAYANAN; ROYCHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2004;
REDDY et al., 2008). A pureza Optica e a razdo entre as quantidades dos dois
estereoisbmeros influencia na qualidade final e nas propriedades do polimero
(SODEGARD; STOLT, 2002), sendo que, na maioria dos casos, o0 monémero L(+) o
mais utilizado nesse segmento da industria (PAL et al., 2009).

O acido L-latico € a forma comercial mais abundante porque o organismo
humano esta adaptado para assimilar a forma L. Além disso, ao ser polimerizado,
resulta em um polimero (PLA) com propriedades adequadas a producéao de fibras e
filmes poliméricos (CONNOLLY et al., 2005; SODERGARD; STOLT, 2002).
Considerando o fato de ser um biopolimero renovavel, biodegradavel e biocompativel,
a producao industrial de PLA tem crescido mundialmente (GUPTA et al., 2007; RASAL
et al., 2010; MCKEOWN; JONES, 2020).

2.4 ACIDO LATICO DE SEGUNDA GERACAO

Atualmente, a maior parte da producgéao industrial mundial do acido latico utiliza
bactérias e essas podem realizar a fermentacédo pela via homofermentativa ou pela
via heterofermentativa (KRISHNA et al., 2018), sendo esta segunda evitada, pois além
de produzir pouco acido latico, também gera outros subprodutos. Assim, o caminho
homofermentativo é o ideal para produgdo em escala comercial (KRISHNA et al.,
2018; ABDEL-RHAMAN et al., 2013).
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Os principais carboidratos utilizados nos processos fermentativos sao a
glucose, frutose, sacarose, xilose e arabinose. A via homofermentativa das pentoses
segue a via glicolitica (caminho pentose-fosfato) para produzir AL na forma de lactato
(TAN et al., 2017). Na via pentose-fosfato, xilose e arabinose sao convertidas por
enzimas a xilulose 5-fosfato, que é clivada em gliceraldeido 3-fosfato (GAP). GAP é
convertido em piruvato, que por sua vez, é convertido em acido latico (WANG et al.,
2015), cujo rendimento tedrico é de 1,67 mol mol"' (ABDEL-RHAMAN et al., 2013). Ja
a homofermentacdo de hexoses segue o caminho Embden-Meyerhof-Pernas (EMP)
(TAN et al., 2017). Na via EMP, a hexose é metabolizada em glucose-6-fosfato pela
enzima hexoquinase e, posteriormente, em frutose-6-fosfato. Depois, outros
intermediarios sao formados até que o AL seja produzido a partir do piruvato, cujo
rendimento tedrico é de 2 mol mol”' (ABDEL-RHAMAN et al., 2013).

Ja no processo metabdlico heterofermentativo, a via é a do fosfogliconato (PK
pathway) (TAN et al., 2017) que produz nao apenas acido latico, mas também etanol,
gas carbdnico e acido acético (GUO et al., 2014; TAN et al., 2017). Nessa via, 0
rendimento tedrico é de 1 mol mol! tanto para as hexoses quanto para as pentoses
(ABDEL-RHAMAN et al., 2013) e o gas carbdnico é proveniente da 6-fosfogluconato.
Etanol e acido acético sao formados a partir do acetil fosfato formado na clivagem da
xilulose 5-fosfato (TAN et al., 2017).

Entre os géneros que seguem a via homofermentativa estdo os Lactococcus,
Streptococcus, Pediococcus e Enterococcus, ja pela via heterofermentiva os
Leuconostoc e Oenococcus. Os Lactobacillus podem ser tanto heterofermentativos
quanto homofermentativos, dependendo da espécie (ABDEL-RHAMAN et al., 2013).
Assim, a via heterofermentativa constitui um dos principais empecilhos na produgao
de acido latico, sendo importante a escolha do microrganismo ideal para a
fermentacao para evitar a formagao de subprodutos indesejados.

As bactérias do género Bacillus sao Gram-positivas, com morfologia de
bastonetes, esporuladas e aerdbias em sua maioria (DUTTA et al., 2011). O Bacillus
coagulans é uma bactéria termofilica, acido-tolerante, catalase positiva, sendo
anaerobica facultativa, ndo patogénica e produtora de AL. Esse microrganismo se
desenvolve em temperaturas entre 15 e 60 °C e pH ideal na faixa de 4 a 5 (BERGEY,;
HOLT, 1994). Por produzir acido latico, algumas cepas de B. coagulans foram
erroneamente classificadas como Lactobacillus sporogenes (DUTTA et al., 2011).

Todavia, estudos taxondmicos demonstraram que essa espécie deve ser classificada
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como pertencente ao género Bacillus (DRAGO; VECCHI, 2009). Uma vez que o
Bacillus coagulans exibe caracteristicas tipicas de ambos os géneros, Lactobacillus e
Bacillus, sua posicao taxonémica foi oficialmente transferida para o género Bacillus
utilizando-se aspectos genéticos como critério para distinguir géneros
morfologicamente similares com caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas parecidas
(BERGEY; HOLT, 1994).

A produgédo de acido latico a partir de materiais lignocelulésicos como o
bagaco de cana-de-agucar pode ser dividida em quatro etapas de desenvolvimento e
otimizagao de processos: (a) o pré-tratamento do material lignocelulésico por métodos
fisicos e quimicos ou pela combinagéo de ambos, para o fracionamento dos principais
componentes da biomassa; (b) a hidrolise enzimatica dos substratos pré-tratados,
para maximizar a liberagdo de pentoses e hexoses; (c) a fermentagao latica, para a
conversao de pentoses e hexoses em alto rendimento; e (d) a separagao e purificagao
do produto, para recupera-lo quantitativamente com pureza compativel as exigéncias
do mercado (RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2011). Além disso, a etapa de
fermentacdo pode ser precedida por uma estratégia de destoxificagdo da fragéo
hidrossoluvel do pré-tratamento, de modo a minimizar a presenca de inibidores e
aumentar o rendimento global do processo no sentido da formagéao de AL (CARDONA,;
SANCHEZ, 2007; KUHAD et al., 2011).

2.5 Pré-tratamento

Diferentes técnicas de pré-tratamento séo utilizadas para a desconstrugao da
estrutura da parede celular vegetal e estas podem ser classificadas em bioldgicas,
fisicas e quimicas (KUMAR et al., 2009). A selegcao de uma técnica em detrimento a
outras depende do tipo de material lignocelulésico a ser processado, do objetivo final
do processo de conversao, da possivel geragcao de compostos inibitorios as etapas de
hidrélise e fermentagao, da economicidade do processo e de seu impacto ambiental
(SUBHEDAR; GOGATE, 2013; SINGH at al., 2018).

As técnicas mais comumente empregadas para o pré-tratamento da biomassa
envolvem hidrélise acida, hidrdlise alcalina, explosado a vapor, extracdo por aménia
liquida, extracdo por agua quente, oxidagao umida, hidrotermdlise (ou auto-hidrélise)
e extragao por solventes organicos (ADSUL et al., 2005; SILVEIRA et al., 2015). O
pré-tratamento prepara a celulose para a hidrdlise enzimatica, uma vez que

hemiceluloses e lignina sdo parcialmente hidrolisadas, deixando o componente
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celulésico mais suscetivel a hidrélise (MONTIPO at al, 2018; TABIL; ADAPA;
KASHANINEJAD, 2011).

Entre os diversos tipos de pré-tratamentos desenvolvidos até o momento, a
explosdo a vapor tem sido considerada um dos mais eficientes para aplicagao
industrial (RAMOS, 2003). Essa técnica envolve o tratamento da biomassa com vapor
saturado a altas temperaturas, seguido por uma descompressao explosiva que resulta
na desagregagao parcial da matriz lignocelulésica, na hidrélise parcial das
hemiceluloses, na modificagdo quimica e redistribuicdo de lignina e no aumento da
acessibilidade da celulose a hidrolise (AUXENFANS et al., 2017).

Durante a exploséo a vapor, nao ha somente a geracdo de monossacarideos,
mas também oligbmeros, além de subprodutos como HMF, furfural, &cido levulinico e
acido férmico que sao formados pela desidratacéo e oxidagao de pentoses e hexoses.
Em relacao a lignina, a degradacao de parte de sua estrutura libera acidos fendlicos
na fracdo soluvel, sendo que as reagdes de hidrélise ocorrem basicamente pela
quebra de ligagdes aril éter dos tipos a-O-4 e (3-O-4 existentes em sua estrutura
(RAMOS, 2003; PITARELO, 2013). Os compostos furanicos gerados tendem a inibir
o desempenho ideal de enzimas (THOMSEN et al., 2009) e os microrganismos
(ALMEIDA et al., 2007).

Existem na literatura propostas para elucidagao do mecanismo de desidratagéo
das hexoses que apontam para a ocorréncia de intermediarios ciclicos ou de reagoes
de abertura de anel (STAHLBERG; SGRENSEN; RIISAGER, 2010). A isomerizag&o
da glucose em frutose é uma etapa essencial que consta nas principais propostas de
mecanismo para a formag¢ao do HMF (ZHANG; HEWETSON; MOSIER, 2015). Ainda
de acordo com a literatura, a etapa de isomerizac&o pode ser descrita por mecanismos
ciclico ou aciclico (FIGURA 6).

O anel piranosidico da D-glucose € estavel e ndo apresenta tensado de anel
dado ao fato de que todas as suas hidroxilas estdo em posi¢cao equatorial. Ja no anel
furanosidico da frutose, a tensao angular do anel e a orientacéo espacial dos ligantes
conferem menor estabilidade conformacional a molécula (ZHANG; ZHANG; SU,
2015). Por isso, a converséo de glucose em frutose é a etapa determinante no
processo de desidratacdo para a formacdo de HMF. Na isomerizacao ciclica, o
mecanismo se inicia a partir da protonagao da hidroxila do carbono 2. A seguir, o par
de elétrons nao ligantes do oxigénio hemiacetalico ataca o carbono onde a hidroxila

esta protonada, provocando a saida dela na forma de agua. Com a saida dessa



15

molécula de agua, ha a formacdo de um intermediario ciclico altamente reativo
(Intermediario A). Depois, um par eletrénico da hidroxila anomérica & cedido para
estabelecer uma ligagao dupla com o carbono anomérico, causando a abertura do
ciclo de trés membros. Essa etapa leva a transformagao do anel de seis para um anel
de cinco membros e, a partir de sua formagao e do ataque da agua no carbocation

gerado, tem-se a formacgao da estrutura da frutose.

Figura 6. Representagédo da sequéncia de reagao proposta para a etapa de isomerizagéo da glucose
com hidroxila em posi¢c&o equatorial
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Ja a isomerizagao aciclica inicia-se pela protonagédo do oxigénio hemiacetalico
do carboidrato e a formacédo de uma ligacao dupla entre o carbono e a hidroxila
anomérica (Intermediario B), ocasionando assim a abertura do anel. Na cadeia aberta

ocorre uma etapa de enolizagdo, processo em que ha a remogéo de um proton ligado
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ao carbono a no tautdbmero carbonilado, havendo a formacdo de um anion com dois
contribuintes de ressonancia denominado enolato, com a formagdo de um grupo
carbonila no carbono 2 (Intermediario C), seguido da protonacdo desse.
Posteriormente ocorre o ataque da hidroxila do carbono 5 a carbonila protonada,
fechando o anel, seguido da agdo de uma molécula de agua do meio que retira um
hidrogénio ligado ao oxigénio carregado positivamente e, por fim, ha a formacao da
estrutura da frutose. A eliminagdo sequencial de trés moléculas de agua resulta na
formagdo do HMF, conforme representado na FIGURA 7 (DORNATH; FAN, 2014;
TORRES; TSAPATSIS; DAOUTIDIS, 2012).

Figura 7. Representagdo da sequéncia de reacéo proposta para a etapa de desidratacdo da frutose e
respectiva formagao de HMF
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Essa etapa é termodinamicamente favoravel porque o composto intermediario
(frutose) € mais estavel que o produto, cuja estrutura aromatica é estabilizada pelo
sistema 1 ressonante. Assim, grande quantidade dos trabalhos descritos na literatura
que envolvem a obtencdo de HMF estdo baseados na desidratagcdo da frutose
(DORNATH; FAN, 2014; TORRES; TSAPATSIS; DAOUTIDIS, 2012).
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O furfural € um derivado oriundo da desidratacao de pentoses. A desidratagao
da xilose ocorre depois de uma etapa de isomerizagcado, que pode ser descrita por
mecanismos ciclicos ou aciclicos e levam a formacgao de xilulose. O mecanismo dessa
isomerizagao se da de forma analoga ao da glucose. (RASMUSSEN et al. 2014).

Embora essas propostas de mecanismo fornecam uma base importante para
compreender como os produtos de degradacdo sao formados e oferecer algumas
pistas para prever quais produtos sao provaveis de serem formados, os resultados
nao podem ser transferidos diretamente para misturas de reagdo complexas
resultantes de pré-tratamento de biomassa (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Analises
detalhadas de varios licores de biomassa pré-tratada revelaram a presenga de uma
grande variedade de compostos organicos, incluindo acidos carboxilicos alifaticos e
aromaticos, bem como uma série de aldeidos e cetonas além de HMF, furfural e outros
derivados furanicos, cuja presenga no meio pode interferir na rota preferencial de
reacao (efeito de matriz). Por isso, informacdes exatas sobre as rotas de formagao
desses compostos ainda nao estdo muito bem esclarecidas na literatura
(RASMUSSEN et al., 2014; MONSCHEIN et al., 2016).

A formacgao desses compostos, que podem atuar como inibidores de hidrélise
e fermentacao, esta ligada diretamente a severidade do pré-tratamento aplicado, o
qual depende dos efeitos combinados de tempo, temperatura e forga acida presente
no meio (MONSCHEIN et al., 2016). Alteragdes como aumento da temperatura e/ou
tempo de exposicdo da biomassa no reator de pré-tratamento favorecem as reagdes
de hidrélise das hemiceluloses (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; RAMOS, 2003;
PITARELO et al., 2012).

Um calculo do fator de severidade foi desenvolvido para combinar os principais
parametros do processo de pré-tratamento e isto foi realizado através do modelo de
Arrhenius descrito por Chornet e Overend (1991). O valor de log da ordenada de
reacao fornece o Fator de Severidade (log Ro) (Equagédo 1), em que T (°C) é a
temperatura e t (min) € o tempo de residéncia do material no reator, que é utilizado
para mapear os efeitos do pré-tratamento sobre a biomassa lignocelulésica (IROBA
et al., 2014). Posteriormente, o pH do meio foi inserido na equagao para compensar a
contribuicdo advinda do uso de catalisadores acidos como os acidos fosférico e
sulfurico (Equacao 2) (SHELL et al., 2003). Este novo favor foi denominado Fator de
Severidade Combinada (FSC).
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log Ro = e[(T-100/14.75] t (1)
log Ro = log1o (t*exp(T-TRI/14.75) _ pH (2)

2.5.1 Inibidores e Destoxificacao

A realizagdo do pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos pode induzir a
producao de alguns componentes que afetam negativamente o processo fermentativo
ou, mesmo, a hidrdlise enzimatica. Esses componentes, chamados de inibidores,
precisam ser parcialmente ou totalmente removidos do material hidrolisado por meio
de processos de destoxificacdo. A natureza e a concentragdo dos inibidores
dependerdo da matéria-prima, do tipo de pré-tratamento, do uso ou n&o de
catalisadores exdégenos e das condigbes operacionais do processo (ROMERO-
GARCIA et al., 2016). Compostos que podem atuar como inibidores sdo encontrados
no slurry resultante do pré-tratamento e estes sao classificados em cinco categorias:
fragcbes de lignina quimicamente modificada, compostos fendlicos hidrossoluveis,
aldeidos furanicos, agucares e acidos carboxilicos (KO et al., 2015). Um estudo feito
por Canilha et al. (2012) sugere ainda um grupo adicional de inibidores relacionados
a metais liberados pela corrosdo do equipamento, como cromo, cobre, ferro e niquel,
resultado este que foi posteriormente confirmado por Jénsson, Alriksson e Nilvebrant
(2013).

O estudo da atividade in vitro de varias enzimas de destaque no catabolismo,
como hexoquinases, aldolases, fosfofrutoquinases, triosefosfato desidrogenases e
alcool desidrogenases, apontou o furfural como o composto de maior inibigdo dentre
os presentes no meio reacional (MODIG; LIDEN; TAHERZADEH, 2002). Além da acéo
sobre enzimas, Allen et al. (2010) demonstraram que o furfural induz a producao de
especies reativas de oxigénio na célula dos microrganismos, provocando danos as
membranas das mitocondrias e vacuolos. Ja os compostos fendlicos sédo toxicos a
fermentacdo pela acdo que tém sobre as membranas celulares, afetando sua
integridade e seletividade (DUARTE et al., 2005).

Considerando que hidrolisados lignoceluldsicos podem conter diferentes tipos
de inibidores e que os micro-organismos podem apresentar comportamento variavel,
varias medidas tém sido adotadas para minimizar a agao desses compostos sobre o0s
microrganismos. Os principais métodos de destoxificagao quimica até hoje utilizados
envolvem o uso de resina de troca idnica fortemente acida, neutralizacdo, uso de

carvao ativo e extragao com solventes organicos (MUSSATO; ROBERTO, 2004).
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Em um estudo desenvolvido por Klasson et al. (2013), a destoxificacédo do
hidrolisado acido dos residuos industriais de depuracdo da massa nao branqueada da
industria de papel celulose foi avaliada. Os autores demonstraram que a maioria dos
inibidores pode ser removida em menos de 2 h utilizando adsorc¢éao por carvao ativado.
Interessantemente, Nasidi et al. (2015) estudaram a melhoria na produgéo de etanol
tendo sorgo como substrato e, apds a etapa de hidrélise acida das hemiceluloses,
utilizaram para destoxificagdo uma combinag¢ao dos métodos de overliming e carvéao
ativado. O resultado do estudo mostrou que a remocgao dos inibidores aumentou a
produtividade de alcool em 25% em relagao ao hidrolisado nao destoxificado.

O uso de carvao ativado em hidrolisados pode reduzir a agao de inibidores por
ter a capacidade de adsorver diferentes tipos de moléculas, que ficam presas em sua
superficie devido as interacbes de Van der Waals (CARVALHO et al., 2006; KIM et
al., 2013; SHAH; AHMAD; AHMAD, 2016), mostrando-se eficiente para a eliminagao
seletiva de compostos tdéxicos sem afetar a concentracdo de agucares passiveis de
fermentacao (LEE, 1997).

2.6 HIDROLISE ENZIMATICA

ApoOs o pré-tratamento € realizada a etapa de hidrélise, que pode ser realizada
por via acida ou enzimatica (PENGILLY, 2013). A hidrdlise acida pode ser realizada
em acido diluido ou concentrado. O principal acido utilizado nesse processo € o
sulfurico, embora os acidos cloridrico, nitrico, fosférico e trifluoroacético também ja
tenham sido testados (ZABED et al., 2017). Ainda que a hidrolise com acido
concentrado apresente maiores rendimentos e menores problemas com a produgao
de inibidores, ha a necessidade de equipamentos resistentes a corrosao para que nao
haja comprometimento da viabilidade econémica do processo (AUXENFANS et al.,
2017). Ja a hidrolise com acidos diluidos exige o uso de altas temperaturas para
aumentar a velocidade de reacdo. Essa alteragcao de temperatura aumenta a taxa de
degradacgéao de agucares e da lignina residual, resultando em uma maior formagao de
inibidores (ASSUMPCAO, 2015).

O processo de hidrélise deve ser realizado de forma economicamente viavel e
com o uso de tecnologias ambientalmente amigaveis. O Laboratério Nacional de
Energia Renovavel (NREL) dos Estados Unidos estimou que os custos associados ao
processo enzimatico podem ser até quatro vezes menores do que o processo baseado
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em acidos minerais diluidos devido ao uso de condi¢cbdes reacionais mais brandas
(PENGILLY, 2013). No entanto, o alto custo de produc&o das enzimas ainda causa
um importante impacto sobre a viabilidade econémica do processo.

As enzimas que constituem o complexo enzimatico usado na hidrélise da
celulose sdo as celobiohidrolases, as endo-$-1,4-glucanases e as [(-glucosidases. A
hidrolise enzimatica completa é feita pela acao sinérgica das enzimas que compdem
esse complexo (SINGH at al., 2018). As endoglucanases tém o papel de degradar as
regides menos cristalinas da celulose, mediante a clivagem randémica das ligagdes
internas das cadeias presentes em regides amorfas ou menos organizadas das
microfibrilas, diminuindo o seu grau de polimerizagéo e gerando novas extremidades
livres (redutoras e ndo redutoras) no meio (TEERI, 1997).

As exoglucanases ou celobiohidrolases (CBH) agem nas regides terminais das
cadeias de celulose liberando majoritariamente celobiose, sendo capazes de gerar
amorfogénese por também atuarem em regides cristalinas (ZHANG et al., 2006).
Estas enzimas ainda s&o divididas em dois grupos. A CBH I hidrolisa unidades de
celobiose das extremidades redutoras, enquanto a CBH |l age nas extremidades nao
redutoras da cadeia (HEIDORNE et al., 2006). Por sua vez, as B-glucosidases (EC
3.2.1.21) atuam nos residuos de celodextrina (grau de polimerizagdao menor que 7) e
celobiose, hidrolisando-os a glucose (ERIKSSON et al., 2002). Neste estudo seréo
utiizadas as enzimas Cellic CTec3 (Novozymes), que contém atividades
majoritariamente celulasica e [(-glucosidasica, e Cellic HTec3, cuja atividade é

majoritariamente hemicelulasica.

2.7 FERMENTAGAO PARA A PRODUGAO DE AL

A fermentacdo pode ser conduzida das seguintes formas: descontinua
(batelada), descontinua alimentada (batelada alimentada) e continua, sendo esta
ultima a mais utilizada industrialmente (FACCIOTTI, 2001). No processo descontinuo
adiciona-se o meio de cultura (mosto ou hidrolisado) e o0 microrganismo responsavel
pelo processo. Ao final da fermentagéo, o caldo fermentado é retirado do reator para
recuperacao do produto e por isso ha uma melhor condicdo de se manter a assepsia
do processo (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001).

No processo descontinuo alimentado (batelada alimentada), o substrato &

alimentado sob condi¢gdes controladas até atingir o volume operacional do reator e a
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vazéo de alimentacédo pode ser constante ou variavel (CARVALHO; SATO, 2001).
Esse processo permite o controle da concentracdo de glucose, minimizando efeitos
de inibicdo pelo substrato (VIEGAS, 2003). Finalmente, no processo continuo ha a
alimentagdao constante de substrato e, paralelamente, a retirada do produto de
fermentacdo, mantendo constante o volume de reagdo (FACCIOTTI, 2001).

O processo de hidrolise e fermentacdo em separado (do inglés Separate
Hydrolysis and Fermentation — SHF) se realiza em duas etapas, sendo a biomassa
lignoceluldsica pré-tratada inicialmente convertida em unidades monoméricas por
hidrolise enzimatica, que é seguida pela fermentacdo desses monossacarideos. Uma
das principais vantagens desse processo € que as duas etapas s&o realizadas em
suas condi¢des ideais. No entanto, a principal desvantagem é a acumulagdo de
acucares que podem inibir as enzimas e comprometer o rendimento do processo
(JAMBO et al., 2016; VOHRA et al., 2014).

No processo de hidrélise e fermentacao simultédneas (do inglés Simultaneous
Saccharification and Fermentation — SSF), a liberagdo de agucares monomericos e o
seu consumo ocorrem no mesmo reator. Essa configuragéo, que praticamente elimina
o problema de inibi¢do das enzimas por acumulagao de agucares, € mais econdmica
por reduzir o numero de equipamentos necessarios ao processo de conversao. A
principal desvantagem é que a hidrélise enzimatica funciona melhor préximo a 50 °C,
enquanto a fermentagao opera idealmente entre 28 e 37 °C. Duas possiveis solugdes
para este problema seriam baixar a temperatura 6tima das enzimas ou utilizar cepas
termotolerantes, sendo mais viavel, atualmente, a utilizagdo de microrganismos que
possam trabalhar em temperaturas proximas a da hidrolise (JAHNAVI et al., 2017,
MAITY, 2015; RASTOGI; SHRIVASTAVA, 2017).

A sacarificagdo e co-fermentacdo simultdneas (do inglés Simultaneous
Saccharification and Co-Fermentation - SSCF) orientam-se a assimilagao de todos os
carboidratos anteriormente liberados durante o pré-tratamento e a hidrdlise
enzimatica, podendo ser levada a cabo através de um conjunto de microrganismos
capazes de fermentar hexoses e pentoses separadamente, ou um Unico
microrganismo capaz de fermentar ambas simultaneamente. Vantagens como baixo
custo, menor tempo de operacdo, menor risco de contaminacdo, menos efeitos
inibitorios e eliminagéo do problema de crescimento desigual no meio fazem com que

o desenvolvimento de microrganismos geneticamente modificados ainda esteja em
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grande evidéncia para aplicagdes dessa natureza, particularmente em nivel industrial
(RASTOGI; SHRIVASTAVA, 2017).

Uma variagao dos processos SSF e SSCF se da pela realizagdo de um estagio
de pré-hidrolise ou pré-sacarificagdo. Nessa configuragcdo ha um estagio rapido de
liquefacdo do meio, oferecendo condicbes mais adequadas para a fermentagcao e
permitindo o alcance de maiores rendimentos em menor tempo. Esse processo é
particularmente importante quando cargas elevadas de sélidos totais sdo utilizadas na
hidrolise (FANG; QI, 2017). Comparada aos processos de SSF e SSCF, espera-se
que a etapa de pré-hidrélise (pSSF e pSSCF) favoreca o processo fermentativo por
disponibilizar uma fonte de carbono para crescimento microbiano desde o inicio do
processo (SHEN; AGBLEVOR, 2010).

Os processos fermentativos envolvendo a producao do acido latico apresentam
como principal obstaculo a diferenca entre a temperatura e o pH ideais para enzimas
e bactérias, sendo entdo necessario o uso de microrganismos termotolerantes para
esse processo (OU et al., 2011). Os processos SHF e SSF, utilizando bactérias acido
laticas, tém sido amplamente estudados na literatura (ABDEL-RHAMAN et al., 2011,
JAHNAVI et al., 2017; MAITY, 2015; RASTOGI; SHRIVASTAVA, 2017). Porém, no
caso do processo SSF, as culturas devem ser pré-adaptadas ao meio para que o
processo fermentativo possa ser realizado em uma unica etapa (VAN DER POL et al.,
2016a; AULITTO et al, 2019).

Outro bioprocesso semelhante € o SHCF (do inglés Separate Hydrolysis and
Co-Fermentation), que combina as vantagens do SHF e do SSCF. Ocorre em
recipientes separados para que cada etapa pode ser realizada em suas condi¢des
ideais. Além disso, uma vez que nessa configuracdo os micro-organismos utilizam
pentoses e hexoses simultaneamente, os rendimentos sdo normalmente superiores
ao SHF. Ja o bioprocessos consolidado, CBP (do inglés Consolidated Bioprocessing),
combina simultaneamente hidrélise de biomassa, utilizacdo de acucares liberados e
fermentacdo em um biorreator. Teoricamente, é energeticamente eficiente devido a
reducao de processos. Todavia, o problema crucial € desenvolver um organismo para
combinar singularmente todos os recursos durante o processo (HARUN; LIU;
DANQUAH, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes condi¢cdes de hidrolise enzimatica e fermentagdo para a
producao de acido latico a partir de fragées oriundas do bagagco de cana-de-agucar
explodido a vapor, e determinar, dentre elas, a que fornega maior rendimento massico

em relagao ao tempo de processamento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o bagacgo de cana-de-agucar em relagdo a sua composigao quimica
e determinar os balangos de massas das explosdes a vapor realizadas a 195 °C;

e Investigar o efeito causado pelas diferentes condi¢cdes de explosao a vapor e de
lavagem aquosa dos substratos obtidos sobre a sua composi¢do quimica e
suscetibilidade a hidrolise enzimatica;

¢ Investigar o efeito da remocgao de inibidores presentes na fragao hidrossoluvel
do pré-tratamento sobre a fermentacéo (processo SHCF), utilizando adsor¢ao
em carvao ativado como método de destoxificagao;

e Maximizar a produgao de acido latico a partir dos hidrolisados derivados de
substratos pré-tratados (processo SHF) empregando a bactéria Bacillus
coagulans DSM2314, capaz de fermentar pentoses e hexoses;

e Determinar a produtividade em acido latico nas diferentes configuracbes de
processo envolvidas nesse estudo, particularmente aquelas resultantes da co-
fermentacdo de pentoses e hexoses produzidas a partir da explosao a vapor e

hidrolise enzimatica de bagacgo de cana-de-agucar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O bagacgo de cana-de-agucar utilizado neste trabalho foi fornecido pela Raizen
(Piracicaba, SP). Os demais reagentes empregados neste estudo possuiam grau
analitico. Padrées cromatograficos foram adquiridos da Sigma Aldrich®. A preparagéo
enzimatica empregada no processo de hidrélise (Cellic® CTec3 e Cellic® HTec3) foi
fornecida pela Novozymes Latin America (Araucaria, PR) e a cepa bacteriana utilizada
para a fermentacgéo latica foi Bacillus coagulans DSM2314, propriedade da empresa
alem& DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,

Brunsvique, Alemanha).

4.2 METODOS

4.2 .1 Caracterizacao da Biomassa

Os ensaios de determinagdo da composi¢gao quimica foram realizados de
acordo com as recomendagdes do Laboratério Nacional de Energias Renovaveis
(NREL - National Renewable Energy Laboratory) dos Estados Unidos. A determinagéo
da massa seca do material nativo e dos materiais pré-tratados foi realizada em
balanca de infravermelho a 105 °C até massa constante (NREL/TP-510-42621). A
quantidade de cinzas foi determinada em mufla a 575 °C por 4 h, segundo o
procedimento descrito por Sluiter et al. (2008b) (NREL/TP-510-42622).

A determinacdo da composi¢ao quimica dos materiais celulésicos teve inicio
com o seu tratamento com &cido sulfurico 72% (m-v') por 1 h a 30 °C. Em seguida, o
material foi diluido para uma concentragao de 3% (m-v-') e condicionado a 121 °C por
1 h para posterior filtragem em cadinho de vidro de porosidade média. O teor de lignina
insoluvel em acido foi determinado pela massa retida no cadinho e a lignina soluvel
em acido foi quantificada por espectroscopia no ultravioleta, utilizando os
comprimentos de onda de 240 e 320 nm conforme Sluiter et al. (2008b) (NREL/TP-
510-42618).

A composi¢ao em carboidratos dos substratos celuldsicos foi determinada nos
hidrolisados acidos resultantes (filtrado) utilizando um sistema de cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography)
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em cromatografo Shimadzu modelo LC10AD. Esse sistema é provido de amostrador
automatico modelo SIL10A, desgaseificador de fase movel modelo DGU 14A, forno
de aquecimento de coluna modelo CTO 10A e de detectores nos modelos RID10A
para indice de refracdo e SPD-M10Avp para espectrofotometria no ultravioleta. A
analise foi realizada em coluna Rezex RHM (Phenomenex, 300 x 7,8 mm) a 65 °C,
precedida por pré-coluna Carbo H (Phenomenex, 8 x 3,2 mm) e eluida com fase moével
H2S04 5 mmol-L-' a uma vazdo de 0,6 mL-min-'. As quantificacdes foram efetuadas
por padronizacdo externa, com base em curvas de calibragdo construidas para cada
componente monitorado (celobiose, glucose, xilose, arabinose e acido acético),
levando-se em conta seus respectivos fatores de hidrélise acida, que serviram para
converter cada componente em seu respectivo derivado anidro: 0,95 para a celobiose,
0,90 para a glucose, 0,88 para xilose e arabinose e 0,98 para o acido acético. Todos
os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados apresentados como

meédias dos pontos experimentais, acompanhados do erro padrao.

4.2.2 Exploséo a vapor do bagago de cana-de-agucar

A exploséao a vapor do bagaco de cana-de-agucar foi realizada em instalagao
prépria localizada no campus do Centro Politécnico da UFPR. Adotou-se a condigao
de auto-hidrdlise. Os ensaios foram realizados em um reator de aco inox com
capacidade de 10 L, equipado com sensores para o controle da temperatura bem
como tempo de reagdo. A injecdo de vapor foi realizada em dois pontos da coluna do
reator, mediante o emprego de valvulas de alta pressdo, para proporcionar uma
melhor homogeneidade no pré-tratamento, além de uma maior eficiéncia térmica. O
reator estava acoplado a uma caldeira de alta pressao (Weco, modelo GVO 10/30,
Porto Alegre, Brasil), fornecendo o vapor necessario, € a um compressor de ar para
atuacao das valvulas pneumaticas.

As condi¢des reacionais adotadas foram baseadas nos estudos preliminares
de Pitarelo et al. (2016), empregando a temperatura de 195 °C e tempos de reagao
de 7,5 e 15 minutos. Amostras contendo 1 kg de bagaco (base umida) foram
introduzidos no reator pré-aquecido. A valvula de esfera superior foi fechada e as
valvulas de entrada do vapor foram imediatamente abertas. O aumento da
temperatura foi acompanhado até atingir o valor desejado, dando inicio, neste ponto,
a contagem do tempo de pré-tratamento (em torno de 45 segundos). Ao término do

tempo de residéncia do material no reator, as valvulas de entrada de vapor foram



26

fechadas e a valvula de esfera inferior foi imediatamente aberta por meio de um
atuador pneumatico, promovendo assim a descompressao do material (explosao), que
foi arrastado para o interior de um ciclone provido de um recipiente de ago inoxidavel.
Apods a explosao, o material gerado no coletor foi identificado como bagaco de cana
de acgucar explodido a vapor (BEV), tendo sido centrifugado para a separagéo das
fibras pré-tratadas, originando uma fragdo solida (BEV-FS) e uma fragcado liquida
soluvel em agua (BEV-FL).

BEV-FS foi dividida em duas partes, tendo sido uma delas lavada (BEV-FSL)
e outra nao (BEV-FSC). A lavagem do material pré-tratado a vapor foi realizada a um
teor de sdlidos totais de 5% (m-v-') por 1 h sob agitagdo mecéanica (150 rpm), em
temperatura ambiente, e esta suspenséo foi centrifugada por 5 min. Em seguida cada
material foi armazenado sob vacuo e refrigeragdo para analise da composigao
quimica, de acordo os métodos descritos anteriormente, e para utilizagdo nos
experimentos de hidrélise enzimatica. A agua resultante da lavagem foi nomeada
agua de lavagem (BEV-AL).

Os rendimentos massicos dos materiais pré-tratados foram determinados por
gravimetria, utilizando a diferenga entre a massa seca do bagaco de cana que foi
alocado no reator e a massa seca de substrato obtido apds os pré-tratamentos. O teor
de sélidos soluveis das BEV-FL foi determinado pelo procedimento descrito por
SLUITER et al. (2008a) (NREL/TP-510-42621). O ensaio consistiu em adicionar
aliquotas de 5 mL da amostra em recipientes tarados, os quais foram mantidos em
105 °C por 24 h. Apds esse periodo, as massas obtidas foram utilizadas para
determinar o rendimento massico em relagado a massa original.

A fracao BEV-FL foi analisada no mesmo sistema cromatografico descrito no
item 4.2.1 para quantificagdo por padronizacdo externa de acido acético, 5-
(hidroximetil)furfural e furfural. Além disso, realizou-se uma pos-hidrolise dessas
fragbes com acido sulfurico (H2S04) 3% a 120 °C por 20 min segundo o método de
Sluiter et al. (2008b) (NREL/TP-510-42623) para a conversao dos oligossacarideos
em monossacarideos. Esses hidrolisados também foram analisados novamente nas
mesmas condi¢des cromatograficas para a quantificacado por padronizagéo externa de
celobiose, glucose, xilose e arabinose. A analise dos oligossacarideos presentes em
BEV-FL foi realizada por cromatografia de ions em sistema Metrohm 850 (Herisau,

Suica), tendo como fase moével NaOH 20 mM, coluna Thermo Carbopac PA100 e
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deteccao por amperometria pulsada. O preparo dos padrdes foi realizado a partir de

oligbmeros de 2 a 6 unidades de xilose ligadas entre si.

4.2.3 Ensaios de destoxificacao

Para o ensaio de destoxificagao, seguiu-se o modelo proposto por Nascimento
(2019) com modificagdes. Amostras de 1 g do adsorvente carvao ativado comercial
(Neon) foram colocadas em contato com 50 mL de BEV-FL. Apds a mistura, os frascos
foram submetidos a agitacdo de 200 rpm durante 5 min. Para a separagdo do
adsorvente, no final dos experimentos as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm
durante 5 min em centrifuga orbital da marca Eppendorf® modelo Centrifuge 5415 ¢
(Sao Paulo, Brasil). Esse processo foi repetido por trés vezes, perfazendo um gasto
total de 3 g de carvdo para o tratamento de 50 mL de BEV-FL. Depois de
centrifugadas, as amostras foram filtradas em filiros de 0.45 pm para analise
cromatografica com objetivo de monitorar os compostos inibidores. Essas fragoes,
antes e depois da destoxificacao, tiveram pH medido em pHmetro da marca Methron
modelo 827 pH Lab (Sdo Paulo, Brasil). As amostras identificadas como
destoxificadas (BEV-FLD) ou nao (brutas) (BEV-FLB).

Para os testes escalonados, visando a fermentagao no biorreator, adicionou-se
900 mL de amostra em um frasco Schott com capacidade de 1 L e tratadas com 18 g
de carvao ativado. As amostras foram agitadas e deixadas em repouso por 10 min.
Em seguida, as amostras foram filtradas utilizando filtros de fibra de vidro 0.45 pm
(Sigma-Aldrich/Merck Millipore, Barueri, SP), em funil de Buchner, e reservadas. O
processo foi realizado por trés vezes conforme descrito anteriormente.

O carvao utilizado teve sua caracterizacao realizada por meio da técnica de
adsorcao/dessorcao de nitrogénio de Brunauer-Emmet-Teller (BET), empregando um
analisador QUANTACHROME, modelo NOVA 2000 (Boynton Beach, Estados
Unidos), para a aquisicdo das isotermas de absor¢gdo. Amostras de carvao antes e
depois do processo de destoxificagao foram desgaseificados a vacuo por 3 h a 200
°C. Em seguida, a analise foi conduzida sob temperatura de nitrogénio liquido (-196
°C) avaliando-se 20 pontos de adsorgdo e 20 de dessor¢cdo. A area superficial
especifica das amostras foi calculada usando o método de pontos multiplos de BET e
o volume e tamanho médio dos poros conforme o modelo de Barrett-Joyner Halenda
(BJH), ambos utilizando o software Quantachrome™ NovaWin (BRANAUER; EMMET;
TELLER, 1938).
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4.2.4 Hidrélise Enzimatica

Diferentes ensaios de hidrolise enzimatica foram realizados para os materiais
pré-tratados. As diferengas empregadas foram no teor de soélidos totais e enzimas,
Cellic CTec3 e Cellic HTec3, enquanto os demais parametros da reacdo foram
mantidos constantes, como a temperatura de 50 °C, agitagdo de 150 rpm e tampao
acetato de sodio 50 mmol-L-' em pH 5,2. Aliquotas foram coletadas durante o
processo, filtradas em filtro de 0,45 ym e conduzidas a analise cromatografica. A
liberagao de acucares (celobiose, glucose e xilose) durante o processo hidrolitico foi
monitorada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando as mesmas
condicdes descritas no item 4.2.1. Os rendimentos de hidrdlise foram calculados em
relacdo a quantidade de carboidratos presentes nos materiais utilizados. Para
glucanas, o rendimento foi expresso como equivalentes de glucose (EqGIc), que
considera o somatoério das concentragdes de glucose e celobiose presentes no meio
reacional ([EqGlc] = [glucose] + 1,0526 [celobiose]).

Para a determinagdo da atividade da celulase seguiu-se a metodologia
descrita por Rabelo (2010). Partiu-se da solugao de celulase, realizou-se uma diluigao,
de 1:20 e 4 novas diluigdes foram realizadas a partir desta. Em cada tubo de ensaio
adicionou-se 50 mg de papel de filtro e em seguida 1,0 mL de tampao acetato de sddio
0,05 mol-L" pH 4,8. Os tubos foram colocados em um banho termostatico a 50 °C
durante 10 min para equilibrio de temperatura. Em seguida, sem retirar do banho,
adicionou-se 0,5 mL da enzima diluida a cada tubo e estes reagiram por 60 minutos.
Ao final deste periodo, interrompeu-se a reagdo em um banho de gelo fundente e
apos, adicionou-se 3 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Os tubos foram fervidos
durante 5 minutos a 95 °C e posteriormente transferidos para um banho de gelo. Apos
o assentamento da polpa de papel restante da reacdo de hidrdlise, a amostra foi lida
em 540 nm usando espectrofotdmetro VARIAN, modelo Cary 100 (Varian, EUA). Para
0 preparo do tubo do branco, adicionou-se 1,5 mL do tampao, o controle da enzima
foi preparado adicionando-se 1,0 mL do tampéo e 0,5 mL de cada uma das dilui¢des
da enzima, totalizando 4 tubos controle, que ao final do tempo reacional, tiveram suas
reagdes paradas com a adigdo do DNS, e entdo reagidos como descrito
anteriormente. O tubo controle do substrato foi preparado adicionando 1,5 mL do
tampao citrato e 50 mg de filtro de papel enrolado, que ao final de 60 minutos, também

foi analisado pelo método DNS. O calculo da atividade em unidade de papel de filtro
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(FPU) por mL da solugao original da enzima (n&o diluida) esta baseada na liberagao

de 2,0 mg de glucose a partir de 50 mg de papel filtro em 60 min (GHOSE, 1987).

4.2.5 Ensaios Microbioldgicos

4.2.5.1 Ativacao da cepa

A cepa bacteriana de B. coagulans foi recebida liofilizada, sendo entdo
necessario reativa-las. A reativacao foi feita de acordo com instrucdes do fabricante.
Transferiu-se 1,0 g para um erlenmeyer de 50 mL contendo 25 mL de meio MRS (de
Man Rogosa & Sharpe), previamente preparado e autoclavado (55 g de meio MRS
Broth em 1000 mL de agua destilada) (HIMEDIA, Curitiba, Brasil). Este foi incubado
em estufa a 35 °C durante 48 h. Para a criagcdo de um banco para manutengao da
cepa, aliquotas de 1 mL do caldo foram colocados em criotubos de 2,5 mL com 30%
de glicerol e armazenados em freezer a -20 °C. O repique foi realizado inoculando-se
5 mL em erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio MRS, na temperatura de
50 °C, 150 rpm, por 48 h. A partir de uma aliquota de 0,1 mL de cada meio, foi realizada
uma diluicdo seriada em tubos contendo agua peptonada (1% m-v').

A metodologia empregada na contagem de células viaveis, foi a técnica do
pour-plate descrita pela International Commission on Microbiological Specifications for
Foods (ICMSF, 1978). Para a contagem de Unidade Formadora de Colénia, UFC, foi
utilizado o meio MRS-agar (HIMEDIA, Curitiba, Brasil). De acordo com orientagéo do
fabricante, 67 g do meio foram dissolvidos em 1000 mL de agua destilada, sendo
esterilizado em autoclave a 120 °C por 15 min. O meio liquido resultante foi disposto
em placas de Petri de 20 ml, solidificados em ambiente estéril.

Os meios foram deixados abertos, dentro da cabine de fluxo laminar, para
solidificagdo e em seguida, foram colocados, com auxilio de alga de Drigalsky, 100 pyL
das diluigbes nas placas. As placas foram incubadas por 24 h a 50 °C e as coldnias
foram contadas. O experimento foi conduzido em triplicata. Os resultados foram
expressos em Unidades Formadoras de Colbnias por puL de amostra (UFC-uL™").
Como controle, as colonias foram verificadas para confirmar a identidade da cepa por

meio da coloragao de Gram e de testes de atividade catalasica.
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4.2.5.2 Coloragao de Gram

Adicionou-se uma gota de agua estéril no centro de uma lamina limpa e
desengordurada e em seguida uma algada de uma colénia bacteriana foi emulsionada
nela, apds isso a lamina secou ao ar e o material foi fixado na lamina através da chama
de um bico de Bunsen. Apés isso, essa lamina foi analisada com o uso de um kit de
coloracdo de Gram da Laborclin (Pinhais, Brasil). O método consistiu no tratamento
da amostra fixada com um corante primario, o cristal violeta, seguido da adi¢cao de
lugol. Posteriormente, a lamina foi descorada com acetona e tratada com um corante
secundario, a fucsina basica. A lamina corada foi observada e fotografada em
microscoépio optico (Leica, modelo DM2700, Wetzlar, Alemanha) utilizando a objetiva
de imersdo (100x de aumento total). Foram observadas as caracteristicas

morfoldgicas, presenga de esporos e coloragdo de Gram.

4.2.5.3 Atividade catalasica

Uma gota de peroxido de hidrogénio a 3% (v-v') (Vetec, Curitiba, Brasil) foi
adicionada sobre as colbnias fixadas em placa de Petri para a deteccdo da enzima
catalase, presente em bactérias que possuem citocromos. A enzima catalase converte
peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua e a liberagdo deste é observada pela
formagao de bolhas. (KONEMAN; ALLEN; JANDA, 2008).

4.2.5.4 Preparo do In6culo

O meio MRS foi preparado nas mesmas condi¢des de ativagado da cepa (item
4.2.5.1), e entdo adicionado em erlenmeyers de 150 mL, os quais foram esterilizados
em autoclave a 120 °C durante 15 min. O conteudo de 1 tubo do banco de cepas foi
descongelado a temperatura ambiente (24 °C) e adicionado em cada erlenmeyer,
incubados por 24 h em agitadora orbitalar a 35 °C, 100 rpm. A seguir as amostras
foram centrifugadas e o precipitado contendo as células foi lavado com agua ultrapura
esterilizada. Preparou-se uma suspensao que tivesse densidade o6tica (D.O) igual a 1,
medida em espectrofotdmetro a 600 nm, tendo sido também comparada ao ponto 2

na escala McFarland, Biomérieux® (Marcy-I'Etoile, Franga) (6,0 x 108 UFC-mL™").

4.2.6 Fermentacao dos hidrolisados
Amostras dos hidrolisados enzimaticos e, também, a fracdo hidrossoluvel do

pré-tratamento foram fermentadas. Os ensaios de fermentag&o foram conduzidos em
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duplicatas utilizando o biorreator Infors HT, modelo Multifors 2, com capacidade de
0,5 L (Bottmingen-Basel, Suica). Transferiu-se o volume de 300 mL de amostra para
cada cuba do biorreator, que foi acrescido de 1% (m-v-') de extrato de levedura e 10%
(v-v'') de indculo (30 mL). A temperatura foi de 50 °C e a agitagdo de 150 rpm. O pH
foi mantido em 6,0 com o uso de uma solugcdo de NaOH 5 mol-L"! e o processo de
fermentacdo se deu por 24 h. O sistema operacional do equipamento manteve a
atmosfera em anaerobiose por meio da inje¢cdo de gas nitrogénio no meio. Aliquotas
foram retiradas sempre em duplicata, centrifugadas e analisadas por HPLC para

quantificacdo de carboidratos, acido latico, acido acético, furfural e HMF.

4.2.6.1 Massa e Concentracao Celular

A massa seca foi determinada pela filtragcdo de 2 mL de amostra coletada no
final das fermentagdes. O processo de filtragdo ocorreu em membrana de acetato de
celulose (25 mm de diametro com poro de 0,22 uym), previamente seca em estufa de
secagem a 90°C até massa constante (m1). Em seguida, a membrana contendo a
amostra filtrada foi seca novamente em estufa de secagem nas condigdes citadas,
(m2). A massa celular (m) foi obtida pela diferenga entre m2 e m1. A Equacéao 3 foi

utilizada para determinagéo da concentragao celular [Cx],
m
[Cx] = 7 (3)

em que X é a concentragdo celular (g-L™'), M é a massa seca (g) e V é o volume de
amostra filtrada (L). Em seguida as amostras foram dissolvidas em 1 mL de agua
destilada e finalmente as suspensdes resultantes foram comparadas a escala
McFarland (Biomérieux, Marcy-I'Etoile, Franca) afim de se obter a concentracéo
celular equivalente a UFC-mL. Realizou-se a construcdo de uma curva de correlacéo
a partir da OD de diferentes concentragdes de biomassa celular em diferentes
dilui¢des, a qual gerou uma equagéo linear do tipo y = ax + b. Esta equacéo foi utilizada
para estimar os valores de concentracgéo celular (g-L-') ao longo do tempo de cultivo

a partir da leitura da densidade Optica realizada em cada amostragem
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4.2.6.2 Determinagéo da velocidade especifica maxima do crescimento celular

A velocidade especifica de crescimento celular (u), calculada a partir do
aumento de biomassa por unidade de tempo (h"), é definida por meio de um balango
de massa em reator em batelada representado pela Equagao 4 (CUBAS-CANO et al.,
2020; OLSZEWSKA-WIDDRAT et al., 2020; ZHANG et al., 2020), levando-se em
conta a concentragao celular (Cx).

L — 4 Cx (4)

Na fase exponencial de crescimento celular, quando p € igual a pgmax, 0 valor
da velocidade especifica maxima de crescimento é determinado integrando-se e
rearranjando-se a Equacéao 4 para se obter a Equacao 5 (OLSZEWSKA-WIDDRAT et
al., 2020), onde x representa concentragao celular de micro-organismo no tempo onde
foi retirada a aliquota, e t € o tempo de cultivo. Essa equacgao € linear e o valor de pmax

pode ser obtido através do método dos minimos quadrados.

fomase = n (22) (5)

to— tq

4.2.6.3 Determinacao do fator de conversao de substrato em células

Para o calculo do rendimento de substrato em células (Yxs) utilizou-se a
Equacao 6 (HISS, 2001), levando-se em conta a quantidade de células no inicio (Xo)
e as formadas ao final da fermentacéo (X) e a massa de substrato inicial (So) e a

consumida (S).

= 55 (6)

4.2.6.4 Fator de conversao de substrato em acido latico
O fator de conversao de substrato (Yps) (g-g™") foi obtido a partir do acido latico
inicial (Po) e o formado (P) durante a fermentagdo em relagéo ao substrato inicial (So)

e o consumido (S), conforme Equacédo 7 (HISS, 2001):

(P—Py)
Yp/s = So_g' (7)
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4.2.6.5 Produtividade
A produtividade P (g-L-! h™") foi determinada pela raz&o entre a quantidade de

acido latico formado e o tempo total de fermentacao (T), conforme a Equacgao 8 (HISS,
2001; OLSZEWSKA-WIDDRAT et al., 2020; ZHANG et al., 2020):

P="5 ®)

4.2.7 Analise estatistica

Os resultados dos experimentos foram avaliados a partir do software R Studio
e GraphPd. Calcularam-se os principais efeitos das variaveis estudadas, verificando
suas interagdes, superficie de resposta, a validagcédo do modelo ao nivel de 10% de

significancia, analise de variancia (ANOVA) e testes F e t de Student para as médias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A explosé&o a vapor proporciona alteragdes na estrutura da biomassa, sendo entao
vital entender os efeitos causados por diferentes condi¢ées reacionais sobre as
propriedades quimicas e fisicas desse material e a complexidade da fracao
hidrossoluvel gerada durante o pré-tratamento. Nesse sentido, observou-se o0s
resultados das duas diferentes condicbes de explosdo a vapor da biomassa e os
impactos causados nos processos de hidrélise enzimatica e fermentagdo. O pré-
tratamento foi realizado em escala piloto (reator de 10 L), o que permitiu utilizar o
bagaco de cana sem prévia etapa de moagem, sendo assim, os experimentos
refletiram condicdes que podem ser escalonadas para a producao industrial. A
FIGURA 8 ilustra o processo ao qual o bagaco de cana-de-agucar foi submetido,
desde o aspecto do material recebido passando pelos resultados da explosao a vapor

até o residuo da hidrélise enzimatica.

Figura 8. Fotos do material sob as varias etapas de processamento

FONTE: O autor, 2021.

LEGENDA: Material recebido (a), explodido a vapor a 195 °C por 7,5 min (b), centrifugado apds o pré-
tratamento (c), lavado com agua a 5% de sélidos (d), filtrado (e), centrifugado novamente (f) e, por
fim, hidrolisado com Cellic CTec3 por 96 h (g), seco em estufa a 37 °C e macerado (h).



35

5.1 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

As determinagdes da quantidade de cinzas e extraiveis foram realizadas
diretamente sobre amostras do bagaco. Ja o perfil de carboidratos e lignina foram
determinados a partir de amostras de bagaco livre de extraiveis.

Isso se da em vista do fato que, durante a determinacéo dos carboidratos por
hidrolise acida, os materiais extraiveis podem reagir com o acido sulfurico, gerando
espécies insoluveis em agua que acabam quantificadas como lignina insoluvel em
acido (SLUITER et al., 2008d). Essa analise permitiu a determinagéo tanto da lignina
insoluvel como da soluvel em meio acido, sendo que a soma dessas fracdes
representa o teor de lignina total. A analise cromatografica dos hidrolisados em acido
sulfurico revelou a presencga dos principais constituintes de polissacarideos presentes
na biomassa, como glucose (celulose), xilose e arabinose (hemiceluloses), além do
acido acético presente nas hemiceluloses como grupamentos acetila. Também foi
possivel quantificar a presenca de HMF e furfural nesses hidrolisados acidos. O HMF
€ resultante da desidratagdo de hexoses como a glucose, ja o furfural de pentoses
como a arabinose e a xilose.

A TABELA 1 apresenta os resultados de composigao quimica, expressos em
relacdo a massa seca do material recebido. Em alguns casos, fatores de conversao
foram utilizados porque a massa molar dos produtos de hidrdlise difere da dos
componentes que os originaram. Isso incluiu a quantificacdo de HMF e furfural, cujos
teores devem ser considerados para o calculo dos valores totais de glucanas
(celulose) e hemiceluloses, respectivamente. O bagago de cana selecionado para
esse estudo apresentou teores de 37,8% de anidroglucose, 21,0% de anidroxilose e
22,8% de lignina total. Tais dados podem ser considerados compativeis com valores
relatados na literatura por outros autores. Neves, Pitarelo e Ramos (2016)
encontraram teores de 34% de anidroglucose, 18% de anidroxilose e 21,9% de lignina
no bagaco utilizado em seus estudos. Ja em relagao aos teores de extraiveis em agua
e etanol, distintos valores podem ser parcialmente explicados pela diferenga de
polaridade dos sistemas empregados nos diversos estudos de caracterizagdo do
bagaco de cana.

Silveira et al. (2018) encontraram teores similares no bagaco de cana utilizado
em seus estudos de explosao a vapor. O material apresentou 40% de anidroglucose,
21,5% de anidroxilose, 2,3% de anidroarabinose, 23,6% de lignina total e 3,5% de

cinzas. Ja Silva et al. (2018) estudaram a explosdo a vapor do bagago de cana
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utilizando um material composto majoritariamente por 42% de anidroglucose, 27,6%

de anidroxilose, 24,2% de lignina total 2,1% de cinzas.

Tabela 1. Composi¢do quimica do bagago de cana-de-agucar utilizado nos experimentos de explosao

Componente Percentual (%)
Anidroglucose’ 37,8+0,7
Anidroxilose? 21,0+0,8
Anidroarabinose? 1,3+0,3
Grupos acetila® 26+0,1
Anidrohexoses identificadas como HMF 1,1+0,2
Anidropentoses identificadas como furfural 0,6 +0,1
Lignina total® 228+0,7
Lignina soluvel em acido 5,0+0,1
Lignina insoluvel em acido (sem cinzas) 19,1+0,6
Cinzas da lignina insoltvel em acido 6,8+04
Extraiveis totais 6,5+0,1
Extraiveis em agua 2,3+0,2
Extraiveis em etanol 48+0,2
Cinzas 4001
Total 98,2

" Presente como componente das 3-(1—4)-D-glucanas (celulose)
2Presente como componente das heteroxilanas (hemiceluloses)

3 Somatorio das ligninas soluvel e insoltvel (livre de cinzas) em acido sulfurico diluido

FONTE: O autor, 2021.

Uma série de fatores podem explicar as variagcbes comumente observadas

nos valores de literatura para a composigao quimica do bagago de cana-de-agucar.

Dentre esses podem ser citados as condi¢coes edafoclimaticas da regido onde o cultivo

foi realizado, a sazonalidade do processo de colheita, a ampla variedade de cultivares

de cana-de-agucar existente no mercado, o estado de maturacdo da cana no

momento da colheita e a tecnologia utilizada para a colheita, que pode ser manual ou

mecanizada (ANDRADE et al., 2017).

5.2 EXPLOSAO A VAPOR

Ap0s caracterizado, o bagago de cana-de-agucar foi pré-tratado pelo processo

de explosao a vapor, nas condi¢des de 195 °C de temperatura e tempos de 7,5 e 15

min, em duplicatas. Foi calculado entdo o balango de massas dos experimentos com
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base nas fracdes BEV-FS e BEV-FL. Esses dados sao exibidos na TABELA 2 em

termos de média e desvio-padréao.

Tabela 2. Balango de massas das explosdes a vapor do bagaco de cana-de-agucar,
realizadas a 195 °C

Tempo de permanéncia no reator

Parametro 7.5 min 15 min
Massa seca inicial (g) 722,6 721,8
Massa seca pés-explosao (g) 447,8 +9,3 4544 + 20,1
Recuperagao massica (%) 61,9+1,5 59,3+ 1,1
Volume de fragao liquida (L) 1,5+0,1 2,2+0,1

pH da fracao liquida 3,2+0,1 3,0£0,2
Sdlido na fragao liquida (g-L™") 53+0,2 3,7+0,3
Cinzas na fragéo liquida (g-L™") 1,1+0,3 1,8+0,2

FONTE: O autor, 2021.

A recuperagao massica do material foi em torno de 60% (base seca) em
relagdo ao material acondicionado no reator. A perda encontrada pode ser atribuida a
volatilizagdo de compostos de baixa massa molar presentes no material in natura, tais
como terpenos, alcoois alifaticos, aldeidos e derivados de acido cinamico, sobretudo
produtos de degradagao originados durante o processo de explosdo a vapor, como
HMF, furfural e acido acético (RAMOS, 2003). Os valores encontrados foram similares
aos trabalhos anteriormente realizados pelo grupo no mesmo reator de explosao a
vapor. Neves, Pitarelo e Ramos (2016), ao tratarem bagaco de cana por explosao a
vapor a 195 °C por 7,5 min em condicao de auto-hidrdlise, obtiveram uma recuperagao
de 11% na fracao liquida e 62,8% na fragao solida, totalizando 73,8% de recuperacao
da matéria-prima admitida no vaso de reacéo.

Recuperacdes similares também foram encontradas em trabalhos de outros
grupos de pesquisa. Batalha et al. (2015) realizaram exploséo a vapor do bagago de
cana a 190 °C por 10 min e obtiveram uma recuperacdo massica de 61,4% do material
empregado em seu estudo.

Durante o processo de explosao de vapor, a biomassa foi aquecida com vapor
saturado a alta pressao e esse procedimento provocou a expansido do vapor dentro
da matriz lignocelulosica, separando as fibras individuais e rompendo a estrutura da

parede celular. Observou-se que ao final da exploséo dois tipos de materiais foram
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obtidos de acordo com a severidade empregada no pré-tratamento. A FIGURA 9
apresenta o aspecto visual das amostras tratadas em diferentes condigdes e, portanto,
com diferentes graus de severidade, representados por log Ro, que corresponderam
alog Ro = 3,67 para 7,5 min e log Ro = 3,97 para 15 min de tempo de reagdo. Outros
processos de explosao a vapor ja reportados na literatura resultaram em fatores de
severidade na faixa de 2,8 a 4,5 (PEDERSEN; MEYER, 2010), o que € esperado visto
que sao empregadas diferentes temperaturas e tempos de residéncia no reator
(CHORNET; OVEREND, 1991). Ja a selecao das condi¢gbes ideias para um
determinado processo dependem intrinsicamente dos objetivos a serem atingidos com

o fracionamento da biomassa lignocelul6sica.

Figura 9. Aspecto das amostras explodidas a vapor a 195 °C por 7.5 (A e B) € 15 min (C e D)
i 1B ' IC ; D

FONTE: O autor, 2021.
LEGENDA: Amostras apds explosao a vapor (A e C) e ap6s separagéo da fragéo liquida (BEV-FL)

por centrifugacao (B e D).

As fracdes solida e liquida da explosao a vapor foram caracterizadas quanto a
sua composicao e os dados encontram-se exibidos na TABELA 3 em termos de média
e desvio-padrao. Apds o pré-tratamento, as amostras de material pré-tratado
apresentaram diminuicdo nos teores de anidroxilose inicialmente presentes no
bagaco, enquanto a anidroarabinose nao foi detectada em nenhuma das duas
amostras independentemente do fator de severidade empregado. Em geral, pré-
tratamentos mais longos fazem com que os carboidratos liberados sejam expostos a
altas temperaturas por mais tempo, levando a maiores indices de degradacéo.
Todavia, quando o pré-tratamento empregado é excessivamente brando, as
hemiceluloses sdo recuperadas em maior rendimento, mas o substrato celuldsico
apresenta baixa acessibilidade a hidrélise enzimatica (CARDONA et al., 2010), visto
que as condicbes empregadas ndo sao capazes de alterar significativamente a

organizagao estrutural da parede celular (JACQUET et al., 2015).
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Mais de 90% das hemiceluloses (anidroxilose e anidroarabinose) presentes no
bagaco de cana foram hidrolisadas durante os pré-tratamento, o que ocasionou um
aumento nos percentuais de anidroglucose e de lignina nos materiais pré-tratados. As
hemiceluloses sdao bem mais suscetiveis a auto-hidrolise porque tém sao estruturas
amorfas, ramificadas e de baixo grau de polimerizagdo na cadeia principal. Os
componentes das hemiceluloses mais afetados foram a anidroarabinose e os
grupamentos acetila, que estao presentes como substituintes da cadeia principal de

xilanas e, portanto, apresentam maior acessibilidade quimica.

Tabela 3. Composi¢do quimica e recuperagao de BEV-FSL

Tempo de permanéncia no reator

Componente 7,5 min 15 min

Teor (%)’ Rw (%)? Teor (%) Rm (%)
Anidroglucose 547+24 89,7+1,8 55,5+0,7 825+11
Anidroxilose 3,0£04 59+0,1 1,2+0,1 3,8+0,1
Lignina Total® 30,5+0,8 922+1,9 31,2+0,2 96,6 £ 0,3
Lignina Soluvel em acido 5,7+0,2 70,4+15 5,9+0,2 78,5+0,2
Lignina Insoluvel em éacido* 27,8+0,8 96,3 +0,9 28,9+0,1 101,4+0,3
Cinzas da Lignina® 10,4 +£0,5 152,4 £+ 0,3 12,3+0,5 180,9+0,3
Cinzas 6,1+1,5 93,7+1,9 6,8+ 1,1 113,8+0,3
TOTAL 94,3 94,7

"Expresso em % (m-m")

2Recuperagdo massica expressa em % em relagdo ao material antes do pré-tratamento
3Excluindo as cinzas de lignina insoltvel em acido

4Incluindo as cinzas da lignina insoltvel em acido

SDeterminada na lignina insolivel em acido

FONTE: O autor, 2021.

As diferencas entre os valores encontrados apds o pré-tratamento foram
significativas apenas para xilose (p <0,05), o que era esperado em vista de que o
aumento na severidade proporciona maior remog¢ao das hemiceluloses do bagaco.
Outros autores na literatura encontraram valores proximos a estes ao realizarem a
explosao a vapor desse mesmo material. Ewanick e Bura (2011) estudaram esse preé-
tratamento empregando a temperatura de 205 °C por 10 min e encontraram teores de
51% de anidroglucose, 3,6% de hemiceluloses e 34% de lignina no material resultante

da explosao a vapor.
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Neves, Pitarelo e Ramos (2016) ao tratarem bagago de cana por exploséo a
vapor, a 195 °C por 7.5 min, obtiveram recuperacdes de 54,9 e 3,4% nos teores de
anidroglucose e anidroxilose respectivamente.

Pal et al. (2017b) realizaram a explosao a vapor do bagaco de cana a 160 °C
e a 180 °C ambos durante 20 min. Esses autores encontraram 42.8% de
anidroglucose, 20.8% de anidroxilose e 21,5% de lignina insoluvel em &cido nos
substratos pré-tratados a 160 °C. Ja a 180 °C, os teores encontrados foram de 46.8%,
9.3% e 30,8% respectivamente.

Espirito Santo et al. (2019) avaliaram quatro processos de explosédo a vapor
em condicdo de auto-hidrdlise, nos tempos de 8, 10 e 15 min. O teor maximo de
anidroglucose para as condigdes de auto-hidrolise testadas foram 54%, ja os teores
de anidroxilose se mostraram maiores, em torno de 6%.

Ap0s o processo de centrifugacao e caracterizagao, os dois substratos obtidos
foram divididos. Uma quantidade conhecida de cada amostra passou por um processo
de lavagem com agua numa proporgéo 5% (m-v'). A TABELA 4 apresenta os dados

do balanco de massa realizado apds o processo.

Tabela 4. Rendimento massico da fragdo BEV-FSL

Tempo de permanéncia no reator

Componente

7,5 min 15 min
Massa seca (g) 212,4 £ 8,7 236,7 + 8,1
Massa seca poés-lavagem (g) 192,1+1,5 223,8+24
Recuperagao (%) 904 +1,3 945+1,5
Quantidade de agua utilizada (L) 4,3+0,2 4,7+0,2
Perda na agua de lavagem (m-v-") 42+0,2 2,7+0,2
Perda na filtragcao (g) 25+0,3 25+0,3

FONTE: O autor, 2021.

A perda massica durante o processo de lavagem foi atribuida a solubilizagéo
de hemiceluloses oriundas da fragdo C5 contida nas fibras do material pré-tratado.
Porém, parte dessa perda pode ter ocorrido pela retengcao de material particulado nos
elementos de filtracdo.

BEV-FL também teve sua composicdo quimica avaliada e a quantificacéo dos
carboidratos, acido acético, 5-hidroximetilfurfural (HMF) e furfural por HPLC é

apresentada na TABELA 5. A pés-hidrolise dessa fragdo do pré-tratamento revelou
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concentragdes de xilose em torno de 11,2 + 0,2 g-L"'para log 7,5 min e 4,3 £ 0,1 g-L"
para 15 min.

Arruda (2011), avaliando o hidrolisado hemiceluldésico do bagaco de cana,
obtido a partir da explosao a vapor realizada a 150 °C por 30 min, encontrou teores
de 15,3 g-L-"de anidroxilose, 1,82 g-L-'de anidroglucose, 1,45 g-L"de anidroarabinose,
5,05 g-L-*de acido acético, 0,63 g-L-'de furfural e 0,31 g-.L* de HMF. E ao medir o pH
da fragdo liquida, encontraram um valor de 1,52. Os valores do presente estudo
aproximam-se destes, exceto pela maior quantidade de acido acético e furfural, sendo
de9,7+0,3gL'€e0,8+0,1gL'para7,5min,ede 12,1+0,5gL.'e1,4+0,3 g-L"para

15 min, respectivamente.

Tabela 5. Composig¢édo quimica (g-L-") da fragdo BEV-FL

Tempo de permanéncia no reator

Componente
7,5 min 15 min

Glucose 22+0/1 22+0/1
Xilose 11,2%0,2 4,3+0,1
Arabinose 0,6 0,1 0,5+0,1
Acido Acético 9,7+0,3 12,1+0,5
Furfural’ 0,8+0,1 1,4+0,3
HMF2 1,6+0,2 1,6 +0,1

'Resultante da degradagao de pentoses
?Resultante da degradagado de hexoses

FONTE: O autor, 2021.

A presenca de acido acético foi constatada nos hidrolisados de ambas as
condigdes de pré-tratamento. Quantidades maiores nos hidrolisados da explosao de
maior severidade (p < 0,05) podem ser explicadas por uma hidrolise das
hemiceluloses mais eficiente. Ja a presenga desse acido tem como origem a hidrélise
dos grupamentos acetila presentes nas hemiceluloses do material de origem (MARTIN
et al., 2007).

Du et al. (2010) identificaram e quantificaram um total de 40 possiveis
sustancias toxicas geradas pela decomposi¢ao da biomassa lignocelulésica. Assim, o
controle da inibicao dos micro-organismos responsaveis pela fermentagcéo é um fator
essencial para maximizar a conversdo da biomassa lignocelulésica em produtos de
interesse (KLINKE et al., 2004) e o entendimento da toler&ncia desses micro-

organismos aos inibidores, presentes nos hidrolisados, € determinante para que o
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processo fermentativo seja eficiente. Assim, o presente trabalho também incluiu

ensaios de destoxificagao das fragdes hidrossoluveis do pré-tratamento.

5.3 ENSAIOS DE DESTOXIFICACAO POR ADSORCAO EM CARVAO ATIVADO

O carvao adquirido foi caracterizado em relacdo a sua porosidade, area
superficial, volume e tamanho dos poros, umidade e cinzas. Esses dados séao
expressos na TABELA 6. A porosidade € a propriedade principal responsavel pela
textura e propriedades mecanicas do carvao (GIRALDO; MORENO-PIRAJAN, 2014).

Tabela 6. Resultado do ensaio de caracterizagado do carvao ativado utilizado nos experimentos

Parametro Valor encontrado
Cinzas 4,36%

Umidade 21%

Area Superficial 507.971 m2 g-!
Volume médio dos poros 0,33cmég

Tamanho médio dos poros 1,29 nm

FONTE: O autor, 2021.

A capacidade do carvao ativado na destoxificacdo dos hidrolisados oriundos
do pré-tratamento foi entdo investigada a partir da comparacgao entre as amostras. A
TABELA 7 mostra a composigao em carboidratos, furfural, HMF e acido acético da
fracao BEV-FL obtidos apds o pré-tratamento, bem como apds o processo de
destoxificacado (BEV-FLD).

Tabela 7. Teores encontrados nas fragdes BEV-FLB (bruta) e BEV-FLD (destoxificada) (g-L")

Tempo de permanéncia no reator

Componente 7,5 min 15 min
BEV-FLB BEV-FLD BEV-FLB BEV-FLD

Glucose 22+0,1 22+0,1 22+0,1 2,1+0,1
Xilose 11,2+0,2 11,1+0,2 43+0,1 43+0,2
Arabinose 0,62 £ 0,02 0,60 £ 0,04 0,5+0,1 0,4+0,1
Furfural 1,62 £ 0,02 0,04 £ 0,02 1,6+£0,1 0,03 £ 0,01
HMF 0,79 £ 0,01 0,02 £ 0,02 1,4+0,3 0,03 £ 0,01
Acido acético 9,7+0,3 44+0,5 12,1+0,5 52+0,2

FONTE: O autor, 2021.
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A analise cromatografica dos hidrolisados antes e depois da destoxificagéo
mostrou que foi possivel a remog¢ao dos principais inibidores do processo
fermentativo, HMF e furfural. O tratamento com carvao ativado levou a uma redugao
significativa (p < 0,05) da concentracdo de furfural, da ordem de 97,5% para a fragao
BEV-FL do pré-tratamento de 7,5 min e de 98,1% no hidrolisado oriundo da condigao
de maior severidade. No caso do HMF, o processo de destoxificacdo removeu 97,4%
e 97,9% de sua massa dessas mesmas fracdes, respectivamente. Para o acido
aceético, as remocgdes do pré-tratamento por 7,5 e 15 min foram de 55,2 e 57,2%,
respectivamente. Portanto, o processo de destoxificacdo por adsor¢ao em carvao
ativado se mostrou eficiente. A FIGURA 10 apresenta o aspecto visual de BEV-FL,
seu escurecimento apos da adigao do carvao, e a mudanga da coloragao de acordo
com o0 numero de vezes que a amostra teve contato com o carvao, sendo que na

terceira vez esta apresenta aspecto incolor e limpido.

Figura 10. Processo de destoxificagao da fragdo BEV-FL (7,5 min)
168+~ RO 0OT 2.

e E":——#-::—ﬁ
LEGENDA: BEV-FL (A) e apés adicao do carvao (B), aspecto apos 1x (C), 2x (D) e 3x (E) (BEV-FLD)
FONTE: O autor, 2021.

Mussatto (2002), avaliando a destoxificagdo da fragcdo de hidrolisado
hemicelulésico de palha de arroz, concluiu que a maior remogao de compostos
fendlicos por adsor¢do em carvao ativado se deu em pH 2. Essa variavel foi
considerada fundamental em seu estudo e o seu efeito foi atribuido ao fato de que,
em baixos valores de pH, os fendis presentes no meio nao estao ionizados e por isso
podem ser facilmente adsorvidos em carvao ativado.

Marton (2002) testou a destoxificagdo do hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana utilizando 1% de carvéao ativado a 60 °C por 30 min, sob agitacéo de
200 rpm. Essas condi¢cbes proporcionaram a remocao de 44,18% de acido acético,
58,27% do furfural e 59,69% de HMF.
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Lu, Dong e Yang (2013) relataram que o uso de 2% (m-v') de carvéo ativado
comercial, aquecimento a 90 °C e agitacdao de 150 rpm por 30 min promoveu a
remogao de 80% de furfural e 87,9 % de HMF de hidrolisados acidos de lascas de
madeira. Posteriormente, o carvao ativado foi removido por filtracdo a vacuo.

Lopez-Linares et al. (2015) avaliaram a destoxificagdo de compostos
inibidores em hidrolisados acidos de canola e concluiram que a técnica de
destoxificacdo com carvao ativado € mais eficiente que a baseada em resina de troca
idnica. Os hidrolisados foram passados em uma coluna de cobre revestida com carvao
ativado com particulas de 3 mm de didmetro. As amostras foram passadas duas vezes
em cada coluna e a cada passagem os recheios eram substituidos. A coluna com
carvao ativado proporcionou a remocgao de 93% de furfural, 75% de HMF e 45% de
acido acético, enquanto valores inferiores de 68%, 25% e 22% foram obtidos com a
resina, respectivamente.

Miura, Suzuli e Aoyama (2016) estudaram a técnica de adsor¢ao com 10%
(m-v-") de carvao ativado a 30 °C por 1 h para a destoxificagdo de hidrolisados acidos
de madeira. Foi constatada a remocao de aproximadamente 83% de furfural e outros
compostos fendlicos de baixa massa molar, enquanto permaneceram praticamente
inalteradas as concentragdes de carboidratos e acido acético. Quando comparada
com outros processos de destoxificagdo, a adsor¢gdo em carvao ativado tem baixo

custo e seu uso demanda baixo consumo de energia.

5.4 HIDROLISE ENZIMATICA

A FIGURA 11 apresenta os resultados da hidrélise enzimatica dos substratos
BEV-FSL. Todas as curvas indicam que houve uma diminuicdo gradativa da
velocidade de hidroélise ao longo do tempo, sendo este efeito mais pronunciado para
o material pré-tratado por 7,5 min. Os experimentos H1 a H4 continham 20 mg/gst de
Cellic CTec3, enquanto os experimentos H3 e H4 continham uma quantidade adicional
de 2 mg/gst de Cellic HTec3. Por outro lado, os experimentos H5 a H8 continham 60
mg/gst de Cellic CTec3 e a Cellic HTec3 estava presente apenas nos experimentos
H7 e H8. Finalmente, o ponto central do planejamento continha 40 mg/gst de Cellic
CTec3 e 4 mg/gst de HTec3. As amostras dos experimentos H1 a H5 foram
estatisticamente semelhantes (p>0,05) e ndo apresentaram bons rendimentos de
hidrdlise. Sendo assim, estas condi¢des foram descartadas para as etapas seguintes

desse projeto.
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Figura 11. Curvas de hidrélise enzimatica dos substratos BEV-FSL nos experimentos do
planejamento
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FONTE: O autor, 2021.

Muitos fatores podem explicar a queda na velocidade de reagdo ao longo do
tempo e estes podem ser divididos em dois grupos: os associados a estrutura do
substrato e os relativos ao desempenho das enzimas durante o processo hidrolitico
(SUN; CHENG, 2002). A respeito do primeiro grupo, figuram alteragdes na
porosidade, na area superficial de contato, na composi¢ao quimica e na distribuigcdo
de hemiceluloses e lignina no substrato, além de mudangas no indice de cristalinidade
e no grau de polimerizagao da celulose, todas associadas ao tipo de pré-tratamento
empregado. Assim, polissacarideos mais acessiveis como as hemiceluloses e a
celulose amorfa foram rapidamente hidrolisados no inicio da reacdo, enquanto outras
regides menos acessiveis levaram mais tempo para serem hidrolisadas (SATTLER et
al., 1989; VALJAMAE et al., 2003).

A influéncia da presenca de hemicelulases (Cellic HTec3) pode ser observada
nos experimentos H6 e H8, realizados com o mesmo teor de sdélidos (20% m-v') e
mesma quantidade de Cellic CTec3. A presenga de Cellic HTec3, ausente em H6 e
presente em H8 (6 mg g de substrato), resultou em maiores concentragdes de
glucose liberada no meio. Por exemplo, ao se comparar os perfis de hidrdlise dos
substratos lavados, observa-se que concentragdes de glucose diferiram
significativamente entre si (p < 0,05), sendo de 59,6 g-L-' (7,5 min) € 84,5 g-.L-' (15 min)
nos experimentos realizados com a adicéo de Cellic HTec3 e de 46,1 g-L* (7,5 min) e

78,2 g-L' (15 min) nos experimentos realizados na auséncia de Cellic HTec3.
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O emprego de teores de sdlidos totais na faixa entre 20 e 40% promove a
formagado de suspensdes muito densas em que ha pouca agua livre, prevalecendo
assim as interacgdes interfibrilares (COUSSOT, 2005). A agua existente no sistema
fica absorvida na biomassa quando o teor de sélidos totais se aproxima de 20% e isso
provoca um aumento da viscosidade e dificulta a agitagdo e/ou homogeneizagao do
meio (HODGE et al., 2009; MODENBACH; NOKES, 2013). Como consequéncia, a
eficiéncia da hidrolise enzimatica diminui consideravelmente (VIAMAJALA et al.,
2009), justificando o comportamento observado nas hidrélises realizadas em teores
de solidos totais de 20%.

Ao serem se empregar o teste estatistico de Tukey para os experimentos de
hidrélise enzimatica, decidiu-se nomear cada tratamento de A até D para os ensaios
H6 e H8 BEV-FSL, e de E até H para os ensaios correspondentes a BEV-FSL, e entao
verificar a relacdo entre as médias obtidas. A FIGURA 12 apresenta os dados

encontrados nas correlagdes entre os experimentos.

Figura 12. Analise de Tukey dos experimentos de hidrdlise realizados a partir do planejamento
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FONTE: O autor, 2021.

Para o pré-tratamento realizado por 7,5 min, os experimentos A e B
representam a hidrdlise enzimatica de BEV-FSL, tendo em B a adicdo de atividade
hemicelulasica na forma da enzima Cellic HTec3. Ja os experimentos E e F
correspondem aos resultados da hidrélise de BEV-FSC, onde F recebeu adi¢cao de
Cellic HTec3. E possivel observar que houve correlacdo entre os substratos, o que
significa que a adicdo de Cellic HTec3 teve impacto sobre os resultados de hidrdlise,
aumentando a quantidade de glucose obtida. Todavia, o desempenho de BEV-FSL
em A e B nao diferiu do resultado obtido com BEV-FSC. Ja para os pré-tratamentos

realizados por 15 min, os experimentos C e D correspondem a hidrélise enzimatica de
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BEV-FSL, sendo que em D houve a adicdo de Cellic HTec3, enquanto G e H
correspondem aos resultados da hidrélise de BEV-FSC, em que H recebeu adicéo de
Cellic HTec3. Assim, de modo analogo aos resultados anteriores, essa adigcao
provocou um aumento no rendimento de glucose liberada, mas a presenga da fragéo
C5 em BEV-FSC (G e H) parece ter sido mais inibitéria se comparados ao
desempenho de BEV-FSL (C e D).

De acordo com MENG e RAGAUSKAS (2014), as hemiceluloses séao
geralmente depositadas na superficie externa das fibras de celulose, bem como nos
poros e espacos interfibrilares. Assim, adicdo da enzima Cellic HTec3 mostrou-se
eficiente porque permitiu a hidrélise dos fragmentos de hemicelulose presentes nos
materiais tanto lavados quanto centrifugados, facilitando assim o acesso das celulases
ao material. Por outro lado, a Cellic HTec3 possui atividade celulasica residual, o que
ja poderia explicar o efeito sinérgico que apresentou com a Cellic CTec3. Essas
hipéteses puderam ser verificadas pelas quantidades de xilose encontradas nos
hidrolisados enzimaticos ao final de cada reacao.

Para os substratos pré-tratados por 7,5 min foram encontrados teores de xilose
de2,1gL'+0,1gL'e6,2+0,4 gL'para BEV-FSL e BEV-FSC, respectivamente. Ja
os valores encontrados para substratos pré-tratados por 15 min foram de 1,78 + 0,2
gL'e 2,8 + 0,3 gL' para BEV-FSL e BEV-FSC, respectivamente. Dessa forma, a
fracdo C5 presente na fibra centrifugada sofreu acéo da Cellic HTec3.

O planejamento experimental realizado (2%) possibilitou o direcionamento dos
ensaios de hidrdlise enzimatica para uma condi¢cao que pudesse favorecer um maior
rendimento de glucose a partir dos substratos pré-tratados, buscando aumentar a
producao de acido latico na etapa subsequente de fermentacdo. A TABELA 8
apresenta a analise de variancia dos modelos obtidos a partir dos dados
experimentais. Avaliou-se, entdo, as influéncias de fatores como a enzima empregada
(Cellic CTec3 e Cellic CTec3 + Cellic HTec3) e carga de sdlidos totais em relagéo aos
materiais pré-tratados que foram lavados com agua ou ndo. As equacdes 9 a 12
resultaram dos experimentos realizados com BEV-FSL (9) e BEV-FSC (10) do pré-
tratamento por 7,5 min, BEV-FSL (11) e BEV-FSC (12) do pré-tratamento por 15 min.

Em todos os casos, o valor de p dos ajustes foi menor do que 0,05, indicando
que a hipétese do modelo é verdadeira. Os dados experimentais foram Uteis para a
geragcao do modelo matematico que foi confirmado pela significancia estatistica das

regressdées, demonstrando assim que o planejamento experimental permitiu a
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maximizacado na quantidade de carboidratos liberados ao final da etapa de hidrélise
enzimatica.

Os graficos de Pareto da FIGURA 13 apresentam as influéncias das variaveis
de controle, enzimas e solidos totais, sobre a quantidade de glucose obtida ao final da
hidrélise de materiais pré-tratados por 7,5 min. Como esperado, a quantidade de Cellic
CTec3 (x1) foi a variavel de controle mais significativa do processo, e a influéncia
predominante desta variavel se deu de maneira quadratica, correspondendo a 64,01
e 63,94 pontos percentuais nos materiais lavados e centrifugados, respectivamente.
Além disso, a contribui¢cdo linear da enzima também foi bastante expressiva, 27,41 e
25,31 pontos percentuais para BEV-FSL e BEV-FSC. Desta forma, o fator Cellic
CTec3 é o principal responsavel pelas respostas observadas nos experimentos,
somando uma influéncia de 91,42 e 89,25 pontos percentuais para os materiais BEV-
FSL e BEV-FSC, respectivamente. A segunda variavel de importancia é a quantidade
de sélidos empregado (x2), que foi de aproximadamente 4 pontos percentuais para os
dois tipos de material. Ja a influéncia da Cellic HTec3 (x3) n&o foi significativa (menor
que 2 pontos percentuais), mesmo para o material centrifugado onde existe a

presenca de oligbmeros de hemiceluloses.
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Figura 13. Diagrama de Pareto para os modelos gerados a partir do material pré-tratados por 7,5 min
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Os gréficos de Pareto da FIGURA 14 apresentam a influéncia das variaveis
na quantidade de glucose ao final da hidrolise enzimatica dos materiais pré-tratados
por 15 min. A contribuicao linear da Cellic CTec3 foi a variavel mais significativa do
processo, tanto para BEV-FSL quanto para BEV-FSC, correspondendo a 53,15 e

61,48 pontos percentuais, respectivamente. E de se destacar que para o material
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lavado a contribuicdo linear dos sdlidos totais (x2) e a contribuigdo quadratica da

enzima (x1) exercem a mesma influéncia de aproximadamente 20 pontos percentuais

cada. Por outro lado, para o material centrifugado, a segunda maior influéncia também

foi a quantidade de sdlidos (x2), com 22,19 pontos percentuais, seguido da interagao

binaria x1x2, com 8,67 pontos percentuais. Também para o tratamento de 15 min, a

influéncia da presencga de Cellic HTec3 foi pouco significativa, menor que 1 ponto

percentual para material lavado e apenas 5 pontos percentuais para material

centrifugado.

Figura 14. Diagrama de Pareto para os modelos gerados a partir do material pré-tratados por 15 min
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Quando comparados entre si em relacdo a quantidade final de glucose

liberada, BEV-FSC tratado com maior severidade é similar a mesma condi¢ao de
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hidrolise empregada em BEV-FSL do material tratado com menor severidade (p >
0,05), o que implica dizer que a etapa de lavagem poderia ser revista e inclusive
eliminada dependendo da configuragao do pré-tratamento. Todavia, a fim de verificar
se a eliminagao dessa etapa teria impacto sobre a fermentacéo, em vista da eventual
presenca de substancias toxicas em concentragdes inibitorias, novos experimentos
de hidrdélise enzimatica foram realizados em reatores de maior volume util (Infors-HT),
empregando 1 L como volume de partida, 200 g de cada substrato (base seca), 12 g
de Cellic CTec3 (atividade celulasica de 26 FPU g') e 1,2 g de Cellic HTec3 (atividade
celulasica de 5 FPU g'). Tais condi¢des teriam sido as mesmas que entregaram o
maior rendimento de hidrélise nos experimentos realizados em frascos agitados.

A FIGURA 15 apresenta as curvas de hidrdlise ao longo da reagao, bem como
os valores de glucose obtidos (em g-L-') para cada tipo de substrato. Observou-se o
mesmo perfil de curva exceto pelo aumento na quantidade de glucose obtida nos
ensaios realizados no reator. Apos 96 h de reacao, obteve-se 71 e 59 g-L-' de glucose

para substratos pré-tratados por 7,5 min, e 92,5 e 88,9 g-L' para substratos pre-
tratados por 15 min.

Figura 15. Curvas de hidrélise enzimatica resultantes do escalonamento realizado em reator Infors
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FONTE: O autor, 2021.
Os substratos lavados também apresentaram maiores rendimentos em g-L-'de

glucose, como previsto nos ensaios realizados em frascos agitados. Entretanto, o

material tratado com maior severidade mostrou-se melhor em relagao a concentragao
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final de glucose. Isso provavelmente se deu porque o pré-tratamento mais drastico
promoveu modificagcdes mais profundas sobre o componente celulésico, levando a
substratos de maior acessibilidade quimica (CARDONA et al., 2010). Dados da
literatura sugerem que a celulose amorfa, tendo maior area superficial e porosidade,
apresenta maior suscetibilidade a hidrolise enzimatica do que a forma cristalina
(YOSHIDA et al., 2008), o que pode explicar o comportamento da hidrélise nas
primeiras horas de reagao. Assim, o tratamento de maior severidade gerou melhores
substratos para a hidrélise enzimatica, apesar de seu alto teor de lignina de das
modificagdes que esta tenha sofrido em consequéncia da exploséo a vapor.

Godoy, Machado e Costa (2019) realizaram o estudo de sistemas com
diferentes cargas de solidos iniciais, considerando as operag¢des de batelada e
batelada alimentada empregando bagago submetido a um pré-tratamento
hidrotérmico a 190 °C por 10 min. As hidrdlises foram realizadas por 144 h em cargas
de solidos de 5 a 20% (m-v'") e, em todos os casos, a concentragido da enzima for de
15 FPU g' de biomassa. O resultado obtido a 20% de solidos totais foi de 95,4 g-L-
de glucose, e para menores teores de sélidos totais (5, 10 e 15%), valores inferiores
a 70 gL' foram relatados. Ja o processo em batelada alimentada proporcionou a

entrega de 111 g-L-* de glucose.

5.5 FERMENTACAO

Os experimentos de fermentacao foram iniciados depois que o resultado da
coloracdo de Gram confirmou a presenca de Bacillus com a morfologia tipica da
espécie. A FIGURA 16 apresenta uma imagem feita em microscépio da cepa utilizada.
Notou-se que eram bactérias Gram-positivas na forma de bastonetes, sendo possivel
observar esporos em profusao. B. coagulans € um bacilo de didmetro inferior a 1 ym,
apresenta esporo oval ou esférico (BERGEY; HOLT, 1994). Bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas incorporam o corante primario e o fixador, adquirindo uma
coloracao violeta devido a formacao de um complexo cristal violeta-iodo, insoltuvel, em
seus citoplasmas. A acetona utilizada para descorar a placa provocou a contracéo dos
poros do peptidoglicano (heteropolissacarideo constituinte da parede celular) e tornou
as células impermeaveis ao complexo, assim células permanecem coradas. A
retencao ou nao do corante primario é, portanto, dependente das propriedades fisicas
e quimicas das paredes celulares bacterianas tais como espessura, densidade,

porosidade e integridade. Em seguida, a amostra foi tratada com um corante
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secundario, a fucsina basica. Ao microscopio, as células Gram-positivas se
apresentam coradas em violeta escuro e as Gram-negativas em vermelho ou rosa

eScuro.

5.5.1 Fermentagao da fracao hidrossoluvel do pré-tratamento

Os hidrolisados originados durante o pré-tratamento foram fermentados tanto
isoladamente quanto em mistura com os hidrolisados obtidos depois do processo de
hidrolise enzimatica dos substratos pré-tratados (processo SHCF). Na primeira etapa
as fermentacbes foram realizadas em separado para que fosse possivel verificar a
influéncia da destoxificagdo com carvao ativado sobre o processo fermentativo. Houve
diferenga visual na turvagdo dos meios (aumento da biomassa celular) e diferencga
significativa na producao do acido latico a partir das fracées destoxificadas (p <0,05).
As TABELAS 9 e 10 apresentam de forma comparativa os rendimentos obtidos a partir
desses experimentos, bem como os parametros de fermentacéo.

Os teores de acido latico encontrados nas fracbes BEV-FLB foram menores
do que os das fragbes BEV-FLD para ambas as condi¢des de pré-tratamentos e, nos
dois casos, a arabinose (em concentragdes <1,0 g-L') foi totalmente consumida. Os
meios brutos acumularam 2,3 e 2,7 gL' de acido latico para pré-tratamentos
realizados por 7,5 e 15 min, respectivamente, sendo estes valores estatisticamente
iguais (p > 0,05), ou seja, as amostras do pré-tratamento que nado passam pelo
processo de destoxificagdo tém desempenho de fermentacdo semelhante. Ja nas
amostras destoxificadas, os teores de acido latico obtidos foram de 15,1 e 5,7 g-L,

respectivamente (p < 0,05).
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Tabela 9. Resultados da fermentacao das fragées BEV-FLB e BEV-FLD

Produto (g.L")!

Experimento

Xyl Glc AL Xylg Glcr
A2 11,2£0,2 2,2+0,2 2,3+0,6 8,9+0,3 2,1+0,1
B3 11,1£0,2 2,3+0,1 15,1+ 0,5 0,2+0,1 0,1%0,1
c# 4,3+0,2 2,2+0,1 1,7+04 2,6+0,2 1,8+0,2
D5 4,3+0,1 2,1+0,2 591+ 0,6 0,2+0,1 0,3+0,1

Xyl e Glc, xilose e glucose iniciais; AL, acido latico produzido; Xylr e Glcr, xilose e glucose residuais;
2 BEV-FLB do tratamento de 7,5 min;
3 BEV-FLD do tratamento de 7,5 min;
4 BEV-FLB do tratamento de 15 min;
SBEV-FLD do tratamento de 15 min.

FONTE: O autor, 2021.

Tabela 10. Parametros cinéticos resultantes da fermentagéo das fracdes BEV-FLB e BEV-FLD

Parametro Yois (9.9 P (g.L"'h") Yxis (DOs0onm)
A 0,19+0,3 < 0,01 0,19+0,3 4,0+£0,3
B2 1,10 £ 0,04 0,63 £ 0,02 0,16 £ 0,04 59+0,1
c3 0,39 £ 0,1 <0,01 0,09 £ 0,05 46+04
D* 0,86 £ 0,12 0,24 £ 0,03 0,11 £0,07 4,8+0,6

1 BEV-FLB do tratamento de 7,5 min;
2 BEV-FLD do tratamento de 7,5 min;
3 BEV-FLB do tratamento de 15 min;
4BEV-FLD do tratamento de 15 min.

FONTE: O autor, 2021.

A FIGURA 17 apresenta o cromatograma comparativo entre os hidrolisados
obtidos no pré-tratamento por 15 min antes e depois da fermentacdo. E possivel
observar a diminui¢gao do pico de xilose e glucose na amostra e aparecimento do pico
correspondente ao acido latico.

Oliveira et al. (2019) realizaram uma comparagao entre meios sintéticos
contendo xilose e glucose para a produgédo de acido latico, além de hidrolisados
hemiceluldsicos de bagaco de cana que foram obtidos a 10% de sdlidos totais com
0,5% (v-v'') HCI a 140 °C por 15 min. Esse hidrolisado, que apresentou 48 g-L-' de
xilose e 7,86 gL' de glucose, além de 0,08 de HMF e 0,01 g-L' furfural, foi

suplementado com 20 g-L-*de extrato de levedura como fonte de nitrogénio para o
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processo fermentativo. Nessas condigdes, o B. coagulans 14-300 produziu 56 g-L-* de
acido latico, que correspondeu a 87% de rendimento. No entanto, vale ressaltar que
uma etapa evaporacéo foi adicionada para a concentragao do hidrolisado, o que pode
ter removido por evaporagao a maior parte dos compostos furanicos de acao inibitéria
(Pitarelo et al., 2016).

Figura 17. Cromatograma da fragdo BEV-FLD (15 min) antes e apds a fermentagéo
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FONTE: O autor, 2021.

Ahorsu et al. (2019) utilizaram B. coagulans DSM2314 na fermentagdo de
hidrolisados de cascas de nozes que foram obtidos por auto-hidrolise assistida por
micro-ondas. Os experimentos foram conduzidos a 190 °C por até 25 min em um
equipamento que possibilitava o uso de cinco reatores simultdneos. Esses autores
obtiveram uma produtividade de 0,2 g-L-'h', que representou uma conversao de 93%
da xilose (6 g-L") em acido latico. Além disso, observaram que concentragdes de 0,45
g-L" de furfural e 2,42 g-L-"de acido acético ndo afetaram o processo de fermentagao.
Todavia, n&o foi indicada a presencga de xilooligosacarideos no meio e os tempos de
fermentagao foram de até 48 h.

Ye et al. (2014) utilizaram B. coagulans JI12 para fermentar hidrolisados
celuldsicos e hemiceluldsicos de residuos de cachos vazios das frutas do dendezeiro,
cujas proporgdes em glucose e xilose eram diferentes (meio contendo 10 g de glucose
e 100 g xilose por litro e outra contendo 50 g de glucose e 53 g xilose por litro). A cepa
foi capaz de fermentar os dois hidrolisados na presenca de 4 g-L-' de furfural, que foi

parcialmente metabolizado a acido 2-furdico.
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van der Pol et al. (2016a) realizaram a pré-cultura de B. coagulans DSM2314
na presenca de furfural utilizando como glucose e xilose como fonte de carbono. As
quantidades ensaiadas foram de 1,6 g-L* de furfural, 0,2 g-.L.* de HMF e 3,1 gL' de
acido acético. Apesar de terem indicado um aumento na producgao de acido latico com
a adicao de furfural no meio de fermentacdo, esse estudo foi realizado em meio
sintético, o que significa que a simulagdo ndo necessariamente reflete os efeitos de
matriz que sao esperados em hidrolisados hemiceluldsicos. Além disso, a pré-cultura
realizada na presencga de furfural também ndo simulou o meio resultante do pré-
tratamento e o aumento na produtividade ndo esteve diretamente ligado a esse
parametro. Os autores propuseram que o processo fermentativo de xilose (fragéo C5)
deva ser realizado em separado do hidrolisado enzimatico contendo glucose
majoritariamente.

Observou-se a partir dos testes realizados que a presenca de outros
compostos de degradacao no BEV-FL oriundo da explos&o a vapor inibiu parcialmente
a producgdo de acido latico (FIGURA 18), tendo sido menor em relagdo a mesma
amostra que passou pelo processo de destoxificacdo. Uma possivel explicacdo para
a formagéo, ainda que pequena, de acido latico no meio ndo-destoxificado seria a de
que, apesar da toxicidade do furfural ser causada majoritariamente pela formagao de
espécies reativas de oxigénio (FERON et al., 1991; ALLEN et al., 2010), varios genes
presentes em B. coagulans estao relacionados a biossintese de enzimas capazes de
reduzir a concentragao dessas especies reativas no meio, a catalase e a superoxido
dismutase (CABISCOL et al., 2000). Como a cepa utilizada é catalase positiva, este
mecanismo pode estar envolvido na sua tolerancia a presenca de furfural (VAN DER
POL et al., 2016a).

E importante ressaltar que, no presente estudo, ndo foram utilizados meios
sintéticos nem qualquer pré-adaptacao da cultura, refletindo, portanto, a realidade

para processos de produg¢ao de AL em escala industrial.
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Figura 18. Cinética de fermentagéo das fragdes hidrossollveis originadas nos pré-tratamentos

A B
20~ 201
15 154 ®
[ 2 [ ] o
A e g 104, A
>
= R T o e s l' ® ...
B 0-0-4;.' T T . r | 04 ?n -y . ? .
kel 0 6 12 18 24 30 0 6 12 18 24 30
O
~0 20- 20_
o C D
7))
e} 154 154
=
@
xe
© 10 104
0
—_
8 B
T — 1
20 30

@ Xilose

@ Glucose Tempo de fermentacao (h)

® Acido latico

LEGENDA: Pré-tratamento realizado a 195 °C durante 7,5 min (em A, BEV-FLB; em B, BEV-FLD) e
15 min (em C, BEV-FLB; em D, BEV-FLD).

FONTE: O autor, 2021.

5.5.2 Experimentos de fermentacido SHF e SHCF

Os hidrolisados enzimaticos das amostras foram organizados em quatro
grupos, correspondentes aos materiais lavados (BEV-FSL) e centrifugados (BEV-
FSC) de ambos os pré-tratamentos realizados a 195 °C por 7,5 e 15 min. A FIGURA
19 mostra o cromatograma obtido antes e depois da fermentagdo do hidrolisado
enzimatico de substratos lavados obtidos a partir do tratamento por 15 min. E possivel
observar que, apds o processo fermentativo, houve a diminuicdo do pico
correspondente a glucose e aparecimento do pico correspondente ao acido latico.

Nos experimentos de cofermentacdo realizados em duplicatas, os
hidrolisados enzimaticos dos substratos tiveram o acréscimo das respectivas fragdes
hidrossoluveis brutas e destoxificadas correspondentes. A relagdo C5/C6 utilizada
teve como base o estudo realizado por van der Pol et al. (2016a) com adaptagdes
para os hidrolisados obtidos, sendo utilizados 10% de C5 e 90% de C6.
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Figura 19. Cromatograma do hidrolisado enzimatico antes e apds a fermentacao (SHF, 15 min)
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FONTE: O autor, 2021.

As TABELAS 11 e 12 e a FIGURA 20 apresentam os resultados dos
processos fermentativos e os dados cinéticos para o pré-tratamento realizado por 7,5
min, respectivamente. Todos os hidrolisados continham glucose e xilose. Em geral, a
maior parte das bactérias que produzem acido latico ndo utilizam pentoses, mas as
que utilizam o fazem pela via heterofermentativa, produzindo baixos rendimentos de
acido latico e produtos indesejaveis tais como etanol e &acido acético (ABEDI;
HASHEMI, 2020). Nos testes realizados, houve formacéo somente de acido latico
apos 24 h de fermentacdo, o que ja era esperado em fungdo do tipo de bactéria
empregada nestes experimentos. Portanto, todos os testes ocorreram de maneira

homofermentativa.

Tabela 11. Resultados obtidos na fermentacéo dos hidrolisados em processos SHF e SHCF (7,5 min)

Produto (g.L")’

Experimento

Xyl Gle AL Xylr Gler
A2 2,1+0,1 71,0+ 0,4 64,2+ 1,3 0,2+0,1 17,1+1,2
B3 6,4+0,3 59,8 £ 0,3 48,8+ 0,5 21+03 14,3 +1,6
c* 1,1£0,5 64,1+0,2 61,4+ 1,8 1,1+0,5 3,8+0,7
D5 6,9+0,7 54,4 +0,9 46+03 4,4+0,9 51,9+ 0,3

"Xyl e Glc, xilose e glucose iniciais; AL, acido latico produzido; Xylr e Glcr, xilose e glucose residuais;
2 Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSL;

3 Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSC;

4 Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSL + adigdo de BEV-FLD;

5 Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSL + adigdo de BEV-FLD

FONTE: O autor, 2021.



Tabela 12. Parédmetros cinéticos da fermentacao das fragdes BEV-FLB e BEV-FLD (7,5 min)
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Pardmetro Ypis (9.97) P (g.L'h") Yxis (DOsoonm)
A 0,88 + 0,01 2,68 £ 0,08 0,09 £ 0,02 14,6 +0,8
B2 0,74 £ 0,01 2,03 £0,03 0,09 £ 0,01 15,3+0,9
cs 0,93 £ 0,02 2,55+ 0,11 0,07 £ 0,02 16,2+ 0,4
D4 0,07 £ 0,01 0,19 £ 0,01 0,07 £ 0,01 3,7+£0,2

" Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSL;
2 Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSC;
3 Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSL + adigdo de BEV-FLD;
4Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSL + adigdo de BEV-FLD

FONTE: O autor, 2021.

Os valores de produtividade em acido latico para o pré-tratamento realizado
por 7,5 min foram de 2,68 e 3,06 g-L"-h"" para os hidrolisados dos materiais lavados
com agua (BEV-FSL) que foram fermentados na auséncia e na presenca da fragdo
hidrossoluvel (C5) destoxificada (BEV-FLD), respectivamente. Ja para os hidrolisados
dos materiais centrifugados (BEV-FSC) e a fragdao C5 nao destoxificada (BEV-FLB),
as produtividades foram de 2,03 e 0,19 g-L-"-h"'. Com base nesses resultados, as
conversoes atingidas foram de 0,88 e 0,74 g de acido latico por grama de carboidratos
para as duas primeiras configuragdes, enquanto, para as duas ultimas, as conversoes
foram de 0,95 e 0,07 g-g™, respectivamente. Sendo assim, B. coagulans DSM 2314
consegue produzir acido latico (4,6 g-.L') em meio aos compostos fendlicos, todavia,
seu desempenho € muito lento quando comparado aos meios em que tais compostos
nao estdo presentes. Esse fato foi observado pela baixa conversédo dos carboidratos
do meio bem como pela baixa densidade de células ao final do processo fermentativo.
Entao, a diminuicdo do crescimento celular e eficiéncia do processo de fermentacao
pode ser atribuida ao acréscimo da fracdo hidrossoluvel do pré-tratamento que nao
passou pelo processo de destoxificagcdo. A presenca de acidos carboxilicos e
compostos fendlicos no meio o tornou téxico a bactéria, isso porque tais compostos
podem atravessar a membrana celular das células, resultando na diminuigdo do pH
intracelular e causando injuria nas fungdes celulares, uma vez que a energia obtida
pelo micro-organismo passa a ser utilizada para manter a homeostase ao invés de ser
investida no crescimento celular, além da desnaturagcdo de proteinas (inibicdo do
metabolismo) e morte celular (TRCEK; MIRA; JARBOE, 2015; OTHMAN et al., 2017;
ABDEL-RAHMAN et al., 2021).
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Figura 20. Cinética de fermentacéo das fragdes hidrossollveis originadas no pré-tratamento e nos
ensaios de hidrdlise enzimatica (7,5 min)
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LEGENDA: Processo SHF hidrolisado enzimatico do BEV-FSC (A), processo SHCF com adigdo BEV-
FLB ao hidrolisado enzimatico BEV-FSL (B), processo SHF do hidrolisado enzimatico BEV-FSL (C) e
processo SHCF com adi¢ao da fragdo BEV-FLD (D).

FONTE: O autor, 2021.

Cubas-Cano et al. (2020) estudaram o efeito de compostos inibitérios sobre
duas cepas de B. coagulans (A162 e DSM2314) usando meios sintéticos e
hidrolisados oriundos da explosao a vapor de residuos de plantas de jardinagem (180
°C por 10 min com 60 mg-g™' de H2S04). Os hidrolisados continham 5 g-L-* de glucose
e 15 gL' de xilose, além de, respectivamente: 3,4 e 4,6 g-L' de arabinose; 0,2 e 4,6
g-L" de furfural; 0,23 e 4,6 g-.L* de HMF; 1,15 e 4,6 g-L-' de acido acético; e 0,23 € 4,6
g-L" de acido formico. Os meios sintéticos continham 1,0 e 4,6 g-L-"dos acidos acético
e férmico, porém, ndo foram testados os compostos fendlicos gerados no processo
de explosao a vapor. As produtividades encontradas para as cepas A162 e DSM2314
foram de 2,1 e 1,8 g-L-'-h", respectivamente.

A FIGURA 21 e as TABELAS 13 e 14 apresentam os resultados do processo
fermentativo e os dados cinéticos para o pré-tratamento realizado por 15 min,
respectivamente. Os valores de produtividade de acido latico foram de 2,37 g-L-'-h""
e 3,20 g-L"-h' para os hidrolisados dos materiais lavados (BEV-FSL) que foram
fermentados na auséncia e na presenca da fracdo C5 destoxificada (BEV-FLD),

respectivamente, que resultaram em conversodes de 0,61 g e 0,78 g de acido latico por
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g de carboidratos. Por outro lado, as produtividades oriundas de hidrolisados de
substratos centrifugados (BEV-FSC) e da fragdo hidrossoluvel ndo destoxificada
(BEV-FLB) foram de 2,19 g-L-"-h"' € 0,17 g-L-'-h-!, cujas conversdes foram de 0,54 e
0,04 g de acido latico por g de carboidrato, respectivamente. Levando-se em
consideragao os resultados acima, é possivel assumir que B. coagulans DSM 2314
utilizado nesse trabalho é capaz de assimilar xilose (HOLZAPFEL; WOOD, 2014) e o
acréscimo dela ao meio de fermentagao mostrou-se mais eficiente quando oriunda da

fracédo destoxificada.

Figura 21. Cinética de fermentacao das fragdes hidrossollveis originadas no pré-tratamento e nos
ensaios de hidrdlise enzimatica (15 min)
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LEGENDA: Processo SHF hidrolisado enzimatico do BEV-FSC (A), processo SHCF com adicédo BEV-
FLB ao hidrolisado enzimatico BEV-FSL (B), processo SHF do hidrolisado enzimatico BEV-FSL (C) e
processo SHCF com adicao da fragdo BEV-FLD (D).

FONTE: O autor, 2021.

A remocgao de compostos toxicos aos micro-organismos, como em outros
processos fermentativos, pode aumentar a produtividade e o rendimento do processo
e isso foi observado ao comparar-se as amostras destoxificadas com as que nao
passaram pelo processo de destoxificagdo. Comportamento similar foi encontrado no

processo SHCF em todos os casos.
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Tabela 13. Resultados obtidos na fermentacao dos hidrolisados em processos SHF e SHCF (15 min)

Produto (g.L")"

Exp

Xyl Glc AL Xylr Glcr
A2 0,9+0,7 93,0+£1,8 56,9+ 1,2 1,3+0,7 346+17
B3 49+0,9 89,9+1,6 52,4 +0,8 24+0,8 42,0+ 1,1
Cc4 55+0,6 91,0+1,4 76,7+ 1,4 1,2+0,3 26,4 +0,2
D5 8,9+0,9 87,2+0,9 41+0,5 6,2+0,6 85,7+0,4

"Xyl e Glc, xilose e glucose iniciais; AL, acido latico produzido; Xylr e Glcr, xilose e glucose residuais;
2 Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSL;
3 Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSC;
4 Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSL + adigdo de BEV-FLD;
5Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSL + adi¢gdo de BEV-FLD

FONTE: O autor, 2021.

Tabela 14. Parametros cinéticos da fermentacao das fracdes BEV-FLB e BEV-FLD (15 min)

Parametro Ypis (9.9") P (g.L'h") Yxis (DO6oonm)
A 0,61+ 0,01 2,37 £ 0,07 0,08 £ 0,01 14,1+£0,3
B2 0,55+ 0,01 2,19 0,05 0,08 £ 0,03 159+04
cs 0,78 + 0,02 3,20 + 0,08 0,08 + 0,01 16,0+ 0,7
D* 0,04 £ 0,01 0,17 £ 0,03 0,07 £ 0,01 3,3+0,2

1 Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSL;
2 Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSC;
3 Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSL + adi¢éo de BEV-FLD;
4 Hidrolisado enzimatico da fragdo BEV-FSL + adigdo de BEV-FLD

FONTE: O autor, 2021.

Tais valores sdo compativeis com os encontrados por van der Pol et al.
(2016b) utilizando B. coagulans DSM2314. No entanto, esses autores utilizaram meio
contendo glucose e xilose (72 gL' e 24 gL', respectivamente, para 96 gL' de
carboidratos totais) e obtiveram 59,3 g-L-* de acido latico apds 29 h de fermentacgao.
Em outro estudo, van der Pol, Eggink e Weusthuis (2016c) utilizaram a explosao a
vapor como pré-tratamento, empregando 170 °C por 15 min com a adi¢ao de 0,72%
(m-m") de H2S0a. A partir da hidrdlise enzimatica do material pré-tratado e usando a
cepa DSM2314 de B. coagulans em processo SSF, 58,2 g-L-* de acido latico foram
obtidos, que representa 73% de conversdo e 1,81 g-L"-h"' de produtividade. Com

base nesses rendimentos, foi concluido que o processo ainda carecia de otimizagao
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para que pudesse ser competitivo, principalmente porque o processo demorou 37 h
no total.

No processo SSF desenvolvido por van der Pol et al. (2016b) para a produgao
de acido latico, uma pré-sacarificagdo do meio por 4 a 6 h foi inserida antes da
introdugdo de um indculo (5% v-v') pré-cultivado na presenca de furfural. A enzima
utilizada no processo de pré-sacarificacao (Genencor GC220) continha xilanases e
endoglucanases, com atividade celulasica total de 15 FPU g' de substrato), cuja
temperatura e pH 6timos de trabalho eram de 50 °C e 5,0, respectivamente. Ja os
substratos utilizados no ensaio foram obtidos a partir da explosao a vapor de bagaco
de cana (170 °C por 15 min, com 0,72 mL de H2SO4 por grama de bagaco). Uma
producao de 70,4 g-L-* de acido latico foi atingida, representando 89,7% de conversao
dos carboidratos com uma produtividade estimada em 0,98 g-L-' h-'. Nesse caso, o
tempo total de hidrolise e de fermentacao foi de 68 h. Dados da literatura relatam
fermentacdes de até 50 h (ZHANG et al., 2020) para concentragcdes superiores a 90
g-L' de carboidratos.

A remocgao de compostos toxicos aos micro-organismos, como em outros
processos fermentativos, pode aumentar a produtividade e o rendimento do processo
e isso foi observado ao comparar-se as amostras destoxificadas com as que nao
passaram pelo processo de destoxificagdo. Comportamento similar foi encontrado no
processo fermentativo envolvendo os hidrolisados do material tratado com menor
severidade.

A presencga de xilo-oligosacarideos nos hidrolisados hemiceluldsicos (BEV-FL)
foi caracterizada por HPLC (cromatografia de anions) antes e depois do processo
fermentativo (FIGURA 22). Destaca-se que o sistema cromatografico conseguiu
separar em duas regioes distintas os monossacarideos e os oligdbmeros. Assim, foi
possivel fazer uma analise quantitativa destes componentes. Como a regidao de
monossacarideos foi predominante, conclui-se de que o processo de hidrdlise das
hemiceluloses foi efetivo. Os valores obtidos para cada oligbmero (em mg-L-") estdo
apresentados na Tabela 15 e fazem referéncia ao processo de pré-tratamento
realizado por 7,5 min. A fracdo BEV-FLB do pré-tratamento apresentou quantidades
de xilobiose e xilotriose na ordem de 56 mg-L™', seguido de tragos de xilotetraose e
xilopentaose. Percebe-se que a destoxificagdo por adsor¢do em carvao ativado
diminuiu pouco a quantidade destes oligdmeros, e ndo houve consumo efetivo de

oligbmeros durante a fermentagéo dessa fragao. Por outro lado, a fragao destoxificada
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(BEV-FLD) ndo apresentou oligbmeros, indicando que o microrganismo de alguma
maneira conseguiu processar estes carboidratos. Ja a fragao liquida resultante do

tratamento por 15 min apresentou teores inferiores a 5 mg-L-' de oligossacarideos.

Tabela 15. Teores de xilo-oligossacarideos encontrados na fragdo BEV-FL ( 7.5 min) (mg-L™")

Analito BEV-FLB BEV-FLD I?Er\ll't;iktBada I?eEr\rll;le:tiI:Dada
Xilobiose 56,6 £ 0,3 44,6 £ 0,1 43,6 £ 0,1 nd’
Xilotriose 56,5+ 0,2 33,8+0,3 42,1+0,2 nd
Xilotetraose 43,0+0,5 34,8 £ 0,1 38,6 £ 0,1 nd
Xilopentaose 13,6 +£0,2 13,1+0,2 0,0+0,1 nd

"N&o detectado.
FONTE: O autor, 2021.

A capacidade de bactérias do género Bacillus em produzir xilanases ja esta
bem caracterizada na literatura (CHOUDHURY et al., 2006; RASHID; SOHAIL, 2021).
Portanto, € possivel que a cepa DSM2314 de B. coagulans tenha produzido no meio
enzimas capazes de hidrolisar xilo-oligossacarideos. Todavia, a quantidade
encontrada desse analitos na fragdo C5 derivada do pré-tratamento a 195 °C por 7,5
min foi inferior a 0,2 gL', o que significa que esse parametro ndo apresentou grande
influéncia sobre o processo de produgao de acido latico a partir dos hidrolisados

obtidos na explosao do bagago de cana neste trabalho.



Figura 22. Cromatograma da fragéo liquida antes e depois dos processos de destoxificagédo e
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Foi demonstrado, a partir dos ensaios realizados, que o pré-tratamento por
explosao a vapor produz substratos distintos quando empregados maiores tempos de
residéncia no reator. Assim, os substratos tratados com maior severidade e lavados
com agua apresentaram maior concentracdo de glucose ao fim da hidrdlise
enzimatica. Apos 96 h de hidrélise dos substratos lavados com agua ou apenas
centrifugados, foram produzidos 71,0 e 59,8 gL' de equivalentes de glucose
(majoritariamente glucose) para 7,5 min, e 93,0 e 89,9 gL' para 15 min,
respectivamente. Os hidrolisados produzidos a partir dos substratos que nao
passaram por processo de lavagem (aqueles que foram apenas centrifugados)
tiveram desempenho similar durante os processos de fermentagao. Isso indica que,
para a hidrolise enzimatica de materiais pré-tratados com menor severidade, essa
etapa podera ser eliminada, reduzindo o consumo de agua e diminuindo o custo
operacional do processo. Ja para os materiais tratados com maior severidade, ha a
necessidade de lavagem com agua para se alcangar maiores rendimentos no
processo fermentativo.

Constatou-se que o uso direto das fragdes hidrossoluveis do pré-tratamento,
tais como saem do reator, retardam a producao de acido latico durante o processo de
fermentacao, fazendo-se necessaria a realizagao de um processo de destoxificagao.
O uso de carvao ativado como agente de adsor¢gao de compostos inibitérios mostrou-
se efetivo e proporcionou a redugcado de mais de 55% do acido acético presente nos
hidrolisados oriundos dos pré-tratamentos realizados. Além disso, 97,53% e 98,06%
de furfural e 97,46% e 97,92% de HMF também foram removidos das fracdes
hidrossoluveis dos pré-tratamentos realizados por 7,5 e 15 min, respectivamente. As
amostras destoxificadas, a fermentacdo por B. coagulans resultou na produgao de
15,1 € 5,9 gL' de acido latico.

Os maiores rendimentos em acido latico foram obtidos a partir dos hidrolisados
enzimaticos de materiais lavados com agua. Foi possivel obter 64,2 g-L-"de acido latico
pelo processo SHF partindo-se da exploséao realizada com maior severidade, e 61,4
gL' pelo processo SHCF. Ja para as amostras tratadas com menor severidade,
obteve-se 56,9 g-L-' no processo SHF e 76,7 g-L-' no processo SHCF. Assim, ambas

as fracdes puderam ser utilizadas para a producéo de acido latico.
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Para continuidade desse estudo, sugere-se que sejam aplicados maiores
tempos de fermentacéo (> 24 h), bem como ensaios onde a fermentagao seja feita de
forma simultédnea ao processo de hidrolise (SSCF). Outro aspecto interessante seria
um amplo estudo dos compostos inibitérios e sua relagcdo com o metabolismo de B.
coagulans na producdo de acido latico, podendo-se inclusive realizar uma pré-
adaptacao do microrganismo a composic¢ao da fracao hidrossoluvel.
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APENDICE

Resultados da analise por HPLC da hidrélise enzimatica dos experimentos do
planejamento
log Ro = 3,67

Medidas da concentragdo de Glucose (g/L) nos substratos lavados

H1 H2 H3 Ha H5 H6 H7 H8 PC

2 3,03 1,81 3,64 4,17 6,4 9,79 7,59 12,07 8,23

Duplic | 3,12 1,64 3,76 4,09 6,82 9,54 7,32 12,25 9,51
a4 6,76 4,24 6,45 5,34 14,23 | 12,76 | 14,48 19,4 16,68
Duplic | 6,54 4,78 6,12 5,69 14,62 | 12,32 | 14,69 | 20,07 | 15,99
6 9,11 7,14 8,64 6,56 1859 | 26,78 | 22,07 | 2871 | 19,95
Duplic | 9,42 7,02 8,91 6,4 17,94 | 26,09 | 22,19 | 29,06 | 20,22
8 11,24 7,46 9,52 7,43 2054 | 2894 | 23,81 | 3628 | 2594
Duplic | 11,36 7,72 9,37 7,72 2007 | 2823 | 23,71 | 3684 | 2521
10 12,19 9,56 10,82 | 10,12 | 21,64 | 3046 | 2548 | 40,54 | 26,64
Duplic | 12,32 9,31 11,04 | 1001 | 21,93 | 30,57 | 26,03 | 40,63 | 26,62
12 13,68 9,98 13,57 | 11,33 | 24,80 | 31,12 | 2804 | 4351 | 26,9
Duplic | 13,93 | 10,13 | 13,88 | 1145 | 2501 | 32,03 | 2866 | 4399 | 26,85
24 15,82 | 12,23 | 1592 | 1852 | 2794 | 3523 | 3452 | 4913 | 37,86
Duplic | 1524 | 12,66 | 16,14 | 1877 | 2813 | 3556 | 3444 | 50,17 | 35,98
a8 18,48 | 1523 | 1944 | 2532 | 32,88 | 40,07 | 3705 | 5706 | 4524
Duplic | 18,17 | 1574 | 19,87 | 2516 | 33,03 | 4032 | 37,43 | 5691 | 43,84
72 2094 | 19,65 | 21,63 | 2894 | 3606 | 4494 | 3973 | 5916 | 50,67
Duplic | 20,76 | 19,83 | 21,9 | 29,22 | 3672 | 4472 | 3992 | 5875 | 51,12
9% 21,09 | 21,12 | 22,47 | 30,09 | 3804 | 4608 | 41,04 | 5988 | 52,77
Duplic | 21,18 | 2094 | 22,18 | 29,76 | 3841 | 4626 | 41,36 | 59,42 | 51,87

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 3075 1725 37 413 66l 9665 7455 1216 887
4 665 451 6285 5515 14,425 1254 14585 19,735 16335
6 9265 708 8775 648 18265 26435 22,13 28,885 20,085
8 11,3 759 9445 7575 20305 28585 23,76 3656 25575

10 12,255 9,435 10,93 10,065 21,785 30,515 25,755 = 40,585 26,63
12 13,805 10,055 13,725 11,39 24,95 31,575 28,35 43,75 26,905

24 1553 12,445 16,03 18,645 28,035 35395 3448 4965 36,92
a8 18,325 15485 19,655 2524 32,955 40,195 37,24 56,985 44,54
72 20,85 19,74 21,795 29,08 3639 = 44,83 39,85 58955 50,895

96 21,135 21,03 22,325 29,925 38,225 46,17 41,2 59,65 52,32



H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,06 0,12 0,08 0,06 0,30 0,18 0,19 0,13 0,91
4 0,16 0,38 0,23 0,25 0,28 0,31 0,15 0,47 0,49
6 0,22 0,08 0,19 0,11 0,46 0,49 0,08 0,25 0,19
8 0,08 0,18 0,11 0,21 0,33 0,50 0,07 0,40 0,52
10 0,09 0,18 0,16 0,08 0,21 0,08 0,39 0,06 0,01
12 0,18 0,11 0,22 0,08 0,08 0,64 0,44 0,34 0,08
24 0,41 0,30 0,16 0,18 0,13 0,23 0,06 0,74 1,33
48 0,22 0,36 0,30 0,11 0,11 0,18 0,27 0,11 0,99
72 0,13 0,13 0,23 0,20 0,47 0,16 0,13 0,29 0,32
96 0,06 0,13 0,21 0,23 0,26 0,13 0,23 0,33 0,64
Concentragdo média de Xilose e Celobiose (g/L) nos substratos lavados
LAVADO
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,47 0,6 0,492 1,05 0,618 1,18 0,742 1,066 0,992
4 0,6 0,61 0,595 1,11 0,925 1,318 0,955 1,14 1,21
6 0,62 0,745 0,63 1,12 1,02 1,64 1,06 1,68 1,34
8 0,66 0,81 0,64 1,2 1,05 1,68 1,14 1,98 1,44
10 0,72 0,94 0,71 1,22 1,08 1,79 1,16 2,06 1,47
12 0,74 0,98 1,12 1,28 1,2 1,94 1,2 2,1 1,48
24 0,78 1,02 1,28 1,42 1,22 1,98 1,38 2,12 1,48
48 0,78 1,29 1,53 1,448 1,23 1,98 1,44 2,4 1,66
72 0,93 1,46 1,98 1,49 1,38 2,17 1,69 2,56 2,01
96 0,99 1,5 2,04 1,65 1,41 2,59 2,02 3 2,1
LAVADO
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,11 0,09 0,11 0,07 0,09 0,08 0,09 0,13 0,11
4 0,13 0,08 0,05 0,09 0,12 0,04 0,12 0,01 0,12
6 0,10 0,11 0,08 0,08 0,16 0,17 0,07 0,05 0,08
8 0,15 0,21 0,04 0,11 0,14 0,01 0,22 0,08 0,04
10 0,12 0,10 0,17 0,06 0,15 0,11 0,24 0,03 0,17
12 0,13 0,17 0,23 0,09 0,07 0,11 0,16 0,15 0,13
24 0,11 0,15 0,25 0,12 0,08 0,09 0,13 0,08 0,08
48 0,11 0,07 0,13 0,12 0,11 0,12 0,08 0,04 0,09
72 0,14 0,22 0,12 0,15 0,13 0,06 0,04 0,17 0,12
96 0,10 0,09 0,16 0,12 0,10 0,12 0,17 0,09 0,06
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,12 0,092 0,106 0,38 0,28 0,27 0,304 0,506 0,258
4 0,2 0,13 0,205 0,48 0,38 0,54 0,4 0,54 0,345
6 0,31 0,13 0,16 0,494 0,42 0,59 0,4 0,81 0,34
8 0,31 0,15 0,22 0,505 0,42 0,6 0,45 0,87 0,42
10 0,31 0,21 0,24 0,52 0,43 0,6 0,49 0,92 0,45
12 0,44 0,22 0,26 0,53 0,56 0,74 0,74 0,925 0,46
24 0,44 0,22 0,48 0,56 0,76 1,02 0,96 1,38 1,02
48 0,58 0,27 0,6 0,78 0,9 1,06 1,14 1,88 1,36
72 0,69 0,3 0,66 0,78 1,08 1,47 1,18 2,16 1,71
9% 0,69 0,33 0,69 0,96 1,17 1,5 1,29 2,52 1,77

85



H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,12 0,11 0,16 0,11 0,08 0,08 0,16 0,17 0,07
4 0,15 0,13 0,14 0,21 0,04 0,11 0,14 0,01 0,22
6 0,12 0,09 0,15 0,14 0,01 0,22 0,08 0,11 0,24
8 0,15 0,12 0,07 0,15 0,11 0,24 0,03 0,11 0,16
10 0,17 0,16 0,25 0,07 0,11 0,16 0,15 0,09 0,13
12 0,13 0,14 0,11 0,25 0,12 0,08 0,09 0,08 0,15
24 0,08 0,22 0,12 0,13 0,12 0,11 0,24 0,03 0,17
48 0,11 0,24 0,05 0,12 0,15 0,13 0,16 0,15 0,13
72 0,08 0,16 0,08 0,16 0,12 0,10 0,13 0,08 0,08
96 0,11 0,13 0,09 0,17 0,07 0,12 0,08 0,04 0,09
Medidas da concentracao de Glucose (g/L) nos substratos centrifugados
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 3,85 3,37 3,78 6,34 7,28 10,74 6,73 10,23 4,91
Duplic 3,13 3,44 3,92 6,12 7,65 10,23 6,31 10,93 5,04
4 5,59 4,55 5,68 7,88 11,86 15,92 11,25 14,55 7,01
Duplic 5,98 4,75 5,89 7,23 11,08 15,28 11,65 14,72 7,34
6 6,59 5,23 6,45 9,51 13,19 18,97 13,13 17,04 8,81
Duplic 6,22 5,44 6,72 9,84 13,54 18,21 13,65 17,45 8,03
8 7,1 5,59 6,95 11,21 14,06 20,85 14,43 19,28 13,44
Duplic 6,92 5,73 7,11 11,03 14,83 19,93 14,9 19,63 12,89
10 7,7 5,87 9,04 11,26 15,28 21,99 16,07 21,99 19,23
Duplic 7,21 6,02 9,54 11,51 15,93 22,21 15,84 21,32 19,67
12 9,6 6,23 10,12 12,36 18,72 26,08 17,21 26,94 23,43
Duplic 9,47 6,76 10,82 12,37 18,22 27,12 17,59 26,44 23,67
24 12,45 9,12 14,25 14,48 27,98 31,32 24,33 38,93 31,97
Duplic 12,62 10,15 14,76 14,76 28,45 31,81 24,76 38,21 31,43
48 15,4 12,86 15,92 21,22 32,64 36,02 28,07 51,42 41,31
Duplic 15,55 13,14 15,57 21,79 32,05 36,59 28,83 51,77 41,76
72 19,02 14,52 18,36 23,06 33,08 43,51 31,77 58,23 44,62
Duplic 19,44 14,84 18,83 23,55 33,43 43,72 31,15 58,89 44,87
96 20,85 15,94 20,46 26,72 36,06 45,39 34,14 59,76 50,89
Duplic 20,46 15,32 20,74 26,17 36,25 45,82 34,57 59,23 50,56
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 3,49 3,405 3,85 6,23 7,465 10,485 6,52 10,58 4,975
4 5,785 4,65 5,785 7,555 11,47 15,6 11,45 14,635 7,175
6 6,405 5,335 6,585 9,675 13,365 18,59 13,39 17,245 8,42
8 7,01 5,66 7,03 11,12 14,445 20,39 14,665 19,455 13,165
10 7,455 5,945 9,29 11,385 15,605 22,1 15,955 21,655 19,45
12 9,535 6,495 10,47 12,365 18,47 26,6 17,4 26,69 23,55
24 12,535 9,635 14,505 14,62 28,215 31,565 24,545 38,57 31,7
48 15,475 13 15,745 21,505 32,345 36,305 28,45 51,595 41,535
72 15,23 14,68 18,595 23,305 33,255 43,615 31,46 58,56 44,745
96 20,655 15,63 20,6 26,445 36,155 45,605 34,355 59,495 50,725

86



H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,51 0,05 0,10 0,16 0,26 0,36 0,30 0,49 0,09
4 0,28 0,14 0,15 0,46 0,55 0,45 0,28 0,12 0,23
6 0,26 0,15 0,19 0,23 0,25 0,54 0,37 0,29 0,55
8 0,13 0,10 0,11 0,13 0,54 0,65 0,33 0,25 0,39
10 0,35 0,11 0,35 0,18 0,46 0,16 0,16 0,47 0,31
12 0,09 0,37 0,49 0,01 0,35 0,74 0,27 0,35 0,17
24 0,12 0,73 0,36 0,20 0,33 0,35 0,30 0,51 0,38
48 0,11 0,20 0,25 0,40 0,42 0,40 0,54 0,25 0,32
72 0,30 0,23 0,33 0,35 0,25 0,15 0,44 0,47 0,18
96 0,28 0,44 0,20 0,39 0,13 0,30 0,30 0,37 0,23

Concentracdo média de Xilose e Celobiose (g/L) nos substratos centrifugados

CENTRIF
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 2,01 3,742 2,26 4,265 2,384 4,482 2,308 4,798 3,13
4 2,36 4,09 2,38 4,568 2,82 5,51 3 5,19 3,47
6 2,4 4,1 2,59 4,78 2,87 5,58 3,02 5,39 3,59
8 2,46 4,17 2,62 4,91 2,98 5,68 3,09 5,62 3,62
10 2,49 4,18 2,73 5,15 3,08 571 31 5,68 3,83
12 2,53 53 2,822 5,88 3,18 5,83 3,9 6,1 5,16
24 2,67 5,41 3,02 6,02 3,25 5,94 4,02 6,22 5,19
48 2,84 5,62 3,11 6,11 3,34 6,01 4,13 6,56 5,23
72 2,91 5,83 3,21 6,21 3,54 6,11 4,19 6,77 5,37
96 2,98 5,87 3,29 6,27 3,56 6,24 4,24 6,89 5,41
CENTRIF
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,15 0,11 0,24 0,03 0,09 0,08 0,22 0,08 0,11
4 0,07 0,11 0,07 0,11 0,16 0,04 0,24 0,03 0,11
6 0,25 0,15 0,25 0,12 0,08 0,17 0,16 0,15 0,09
8 0,15 0,12 0,13 0,12 0,11 0,14 0,21 0,04 0,11
10 0,07 0,15 0,12 0,15 0,13 0,15 0,11 0,16 0,11
12 0,25 0,07 0,16 0,12 0,10 0,11 0,13 0,14 0,21
24 0,11 0,25 0,17 0,07 0,12 0,12 0,09 0,15 0,14
48 0,12 0,13 0,12 0,12 0,11 0,12 0,12 0,07 0,15
72 0,05 0,12 0,15 0,15 0,13 0,15 0,16 0,25 0,07
96 0,08 0,16 0,12 0,12 0,10 0,12 0,14 0,11 0,25
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,182 0,17 0,21 0,18 0,326 0,33 0,306 0,448 0,294
4 0,225 0,24 0,216 0,19 0,47 0,486 0,5 0,59 0,39
6 0,28 0,26 0,27 0,21 0,51 0,66 0,5 0,63 0,51
8 0,3 0,28 0,29 0,29 0,55 0,67 0,6 0,64 0,52
10 0,34 0,47 0,33 0,31 0,58 0,71 0,62 0,75 0,54
12 0,44 0,54 0,42 0,32 0,63 0,75 0,67 0,86 0,565
24 0,48 0,77 0,46 0,34 0,8 0,76 0,72 1,4 1,1
48 0,66 0,82 0,54 0,37 0,9 0,94 0,98 1,89 1,38
72 0,68 0,85 0,56 0,38 1,08 1,1 1,17 2,04 1,59
96 0,75 0,86 0,59 0,41 1,14 1,53 1,17 2,25 1,68
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H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,08 0,09 0,13 0,08 0,08 0,08 0,16 0,17 0,07
4 0,11 0,12 0,08 0,04 0,09 0,11 0,14 0,01 0,22
6 0,09 0,15 0,14 0,01 0,22 0,08 0,08 0,11 0,24
8 0,12 0,07 0,15 0,11 0,24 0,03 0,03 0,11 0,16
10 0,16 0,25 0,07 0,11 0,16 0,15 0,15 0,09 0,13
12 0,14 0,11 0,25 0,12 0,08 0,03 0,11 0,16 0,15
24 0,07 0,11 0,12 0,13 0,12 0,15 0,09 0,13 0,17
48 0,25 0,12 0,05 0,12 0,15 0,09 0,01 0,22 0,08
72 0,13 0,12 0,08 0,16 0,12 0,24 0,11 0,24 0,03
9% 0,12 0,15 0,09 0,17 0,07 0,12 0,11 0,16 0,15
log Ro = 3,97
Medidas de Glucose (g/L) nos substratos lavados
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 2,66 4,25 2,69 6,71 7,27 10,27 6,79 9,07 6,84
Duplic 2,23 4,64 2,13 6,22 7,76 10,54 6,83 9,14 6,72
4 4,67 8,15 491 10,96 12,57 18,79 12,49 19,63 15,23
Duplic 4,12 8,99 4,31 10,33 12,81 18,11 12,92 19,01 15,74
6 6,78 11,73 6,88 11,38 17,48 27,06 16,07 28,05 17,63
Duplic 6,21 11,21 6,13 11,13 17,88 27,54 16,67 28,56 17,28
8 7,95 12,81 7,72 16,51 18,82 29,82 17,29 34,03 21,08
Duplic 7,46 12,11 7,29 16,08 19,22 30,04 12,67 34,12 21,75
10 8,54 13,84 8,02 16,69 21,56 36,18 17,34 34,33 21,84
Duplic 8,21 13,94 8,05 16,25 21,28 35,93 18,02 34,92 21,17
12 9,61 14,04 8,27 18,18 21,68 37,04 20,76 42,45 24,49
Duplic 10,23 14,92 8,74 18,87 22,06 38,11 21,03 43,21 24,67
24 13,26 21,36 13,54 26,92 32,54 51,64 31,48 50,09 38,34
Duplic 13,95 22,05 13,97 27,26 32,86 52,08 31,02 51,02 38,85
48 16,52 27,78 18,16 36,24 39,02 61,58 39,32 68,34 48,28
Duplic 16,89 27,21 18,77 36,81 39,52 61,04 39,9 68,73 48,09
72 22,05 27,99 22,17 37,01 44,76 71,43 45,09 81,07 53,22
Duplic 22,78 27,61 22,43 37,81 44,97 71,68 45,56 81,48 53,98
96 23,55 28,74 23,91 39,36 47,61 78,45 48,72 84,75 57,51
Duplic 23,94 28,53 23,82 39,84 47,23 78,06 48,07 84,28 57,78
| mépia [ H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 2,445 4,445 2,41 6,465 7,515 10,405 6,81 9,105 6,78
4 4,395 8,57 4,61 10,645 12,69 18,45 12,705 19,32 15,485
6 6,495 11,47 6,505 11,255 17,68 27,3 16,37 28,305 17,455
8 7,705 12,46 7,505 16,295 19,02 29,93 14,98 34,075 21,415
10 8,375 13,89 8,035 16,47 21,42 36,055 17,68 34,625 21,505
12 9,92 14,48 8,505 18,525 21,87 37,575 20,895 42,83 24,58
24 13,605 21,705 13,755 27,09 32,7 51,86 31,25 50,555 38,595
48 16,705 27,495 18,465 36,525 39,27 61,31 39,61 68,535 48,185
72 22,415 27,8 22,3 37,41 44,865 71,555 45,325 = 81,275 53,6
96 23,745 28,635 23,865 39,6 47,42 78,255 48,395 84,515 57,645
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H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,30 0,28 0,40 0,35 0,35 0,19 0,03 0,05 0,08
4 0,39 0,59 0,42 0,45 0,17 0,48 0,30 0,44 0,36
6 0,40 0,37 0,53 0,18 0,28 0,34 0,42 0,36 0,25
8 0,35 0,49 0,30 0,30 0,28 0,16 3,27 0,06 0,47
10 0,23 0,07 0,02 0,31 0,20 0,18 0,48 0,42 0,47
12 0,44 0,62 0,33 0,49 0,27 0,76 0,19 0,54 0,13
24 0,49 0,49 0,30 0,24 0,23 0,31 0,33 0,66 0,36
48 0,26 0,40 0,43 0,40 0,35 0,38 0,41 0,28 0,13
72 0,52 0,27 0,18 0,57 0,15 0,18 0,33 0,29 0,54
96 0,28 0,15 0,06 0,34 0,27 0,28 0,46 0,33 0,19
Concentragdo média de Xilose e Celobiose (g/L) nos substratos lavados
LAVADO
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,108 0,202 0,126 0,306 0,266 0,412 0,28 0,434 0,274
4 0,15 0,3 0,17 0,41 0,34 0,695 0,45 0,78 0,51
6 0,16 0,315 0,17 0,445 0,4 0,76 0,56 1,05 0,51
8 0,16 0,41 0,19 0,56 0,52 0,86 0,58 1,23 0,58
10 0,21 0,44 0,24 0,66 0,55 0,93 0,6 1,25 0,59
12 0,3 0,45 0,29 0,68 0,59 1,18 0,68 1,38 0,68
24 0,3 0,48 0,32 0,78 0,82 1,34 0,7 1,5 0,87
48 0,3 0,48 0,32 0,81 0,84 1,5 0,84 1,82 0,9
72 0,42 0,58 0,36 0,84 0,87 1,74 1,17 2,07 0,96
96 0,45 0,64 0,39 0,9 0,92 1,78 1,35 2,16 1,1
LAVADO
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,12 0,07 0,15 0,07 0,09 0,15 0,11 0,24 0,03
4 0,16 0,13 0,14 0,21 0,04 0,07 0,11 0,16 0,15
6 0,14 0,09 0,15 0,14 0,01 0,25 0,12 0,08 0,09
8 0,07 0,12 0,07 0,15 0,11 0,13 0,12 0,11 0,24
10 0,25 0,16 0,15 0,14 0,01 0,22 0,08 0,13 0,16
12 0,13 0,22 0,07 0,15 0,11 0,24 0,03 0,11 0,16
24 0,11 0,24 0,25 0,07 0,11 0,16 0,15 0,09 0,08
48 0,11 0,16 0,12 0,10 0,11 0,13 0,11 0,12 0,11
72 0,14 0,08 0,07 0,12 0,12 0,09 0,09 0,15 0,13
96 0,10 0,12 0,05 0,12 0,15 0,09 0,01 0,12 0,10
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,09 0,168 0,106 0,242 0,232 0,304 0,224 0,348 0,208
4 0,145 0,255 0,205 0,405 0,375 0,545 0,36 0,635 0,465
6 0,19 0,32 0,24 0,44 0,46 0,84 0,385 0,85 0,57
8 0,23 0,34 0,26 0,51 0,48 0,9 0,47 0,93 0,65
10 0,25 0,36 0,35 0,56 0,56 1,07 0,48 0,98 0,72
12 0,26 0,36 0,42 0,6 0,84 1,48 0,54 1,6 0,66
24 0,38 0,64 0,48 0,84 0,96 1,66 0,9 2 1,2
48 0,5 0,8 0,6 1,12 1,16 2,1 1,14 2,5 1,56
72 0,72 0,87 0,66 1,23 1,59 2,79 1,53 3,27 1,95
9% 0,78 0,99 0,72 1,41 1,74 3,09 1,71 34 2,37
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H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,08 0,09 0,13 0,08 0,11 0,13 0,12 0,11 0,11
4 0,11 0,12 0,08 0,04 0,01 0,05 0,12 0,15 0,11
6 0,03 0,11 0,16 0,15 0,11 0,08 0,16 0,12 0,09
8 0,15 0,09 0,13 0,17 0,02 0,09 0,17 0,07 0,24
10 0,09 0,01 0,22 0,08 0,11 0,13 0,08 0,17 0,16
12 0,24 0,11 0,12 0,07 0,12 0,09 0,11 0,14 0,21
24 0,12 0,15 0,12 0,15 0,12 0,25 0,13 0,15 0,11
48 0,25 0,07 0,16 0,12 0,11 0,11 0,10 0,11 0,13
72 0,13 0,25 0,17 0,07 0,13 0,11 0,12 0,12 0,09
96 0,12 0,13 0,12 0,08 0,10 0,12 0,11 0,06 0,12
Medidas da concentracao de Glucose (g/L) nos substratos centrifugados
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 4,18 6,11 3,87 7,49 10,18 9,83 9,16 10,27 10,09
Duplic 4,06 6,32 3,23 8,06 10,74 9,25 9,62 10,55 10,32
4 4,88 7,06 5,12 10,54 12,94 15,97 11,54 17,83 10,52
Duplic 4,34 7,32 5,43 11,13 12,06 15,67 11,72 17,32 10,81
6 511 8,17 6,33 13,94 13,04 17,22 11,96 19,05 12,28
Duplic 5,02 8,05 6,04 13,53 14,59 17,85 12,63 19,45 12,71
8 5,98 8,62 7,01 14,28 15,26 18,35 15,48 21,28 14,87
Duplic 6,27 8,82 7,33 14,04 16,43 18,77 15,7 21,98 15,21
10 7,24 9,05 7,52 14,36 19,34 26,88 16,03 24,76 17,68
Duplic 7,72 9,22 8,23 14,54 21,05 27,12 17,09 25,62 18,66
12 7,68 9,98 10,06 16,22 22,38 33,12 21,04 35,32 21,17
Duplic 8,01 9,52 10,43 17,02 23,11 34,54 21,76 35,67 21,08
24 9,75 10,48 11,66 24,08 27,66 43,12 24,35 51,06 25,76
Duplic 10,22 10,19 11,96 24,45 27,79 44,08 25,17 52,34 25,13
48 11,64 11,88 13,98 26,66 31,02 51,24 30,78 63,44 32,36
Duplic 11,85 11,73 14,54 26,9 31,62 52,33 30,63 63,82 32,19
72 12,68 12,25 15,63 27,78 34,17 61,16 33,63 71,11 35,94
Duplic 12,93 12,8 16,22 27,43 34,76 61,74 34,12 71,23 35,32
96 13,02 13,32 18,12 33,54 35,94 63,62 37,83 75,06 36,36
Duplic 13,23 13,07 18,46 33,19 35,28 63,81 37,65 75,22 36,79
DIA H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 4,12 6,215 3,55 7,775 10,46 9,54 9,39 10,41 10,205
4 4,61 7,19 5,275 10,835 12,5 15,82 11,63 17,575 10,665
6 5,065 8,11 6,185 13,735 13,815 17,535 12,295 19,25 12,495
8 6,125 8,72 7,17 14,16 15,845 18,56 15,59 21,63 15,04
10 7,48 9,135 7,875 14,45 20,195 27 16,56 25,19 18,17
12 7,845 9,75 10,245 16,62 22,745 33,83 21,4 35,495 21,125
24 9,985 10,335 11,81 24,265 27,725 43,6 24,76 51,7 25,445
48 11,745 11,805 14,26 26,78 31,32 51,785 30,705 63,63 32,275
72 12,805 12,525 15,925 27,605 34,465 61,45 33,875 71,17 35,63
96 13,125 13,195 18,29 33,365 35,61 63,715 37,74 75,14 36,575

90



H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,08 0,15 0,45 0,40 0,40 0,41 0,33 0,20 0,16
4 0,38 0,18 0,22 0,42 0,62 0,21 0,13 0,36 0,21
6 0,06 0,08 0,21 0,29 1,10 0,45 0,47 0,28 0,30
8 0,21 0,14 0,23 0,17 0,83 0,30 0,16 0,49 0,24
10 0,34 0,12 0,50 0,13 1,21 0,17 0,75 0,61 0,69
12 0,23 0,33 0,26 0,57 0,52 1,00 0,51 0,25 0,06
24 0,33 0,21 0,21 0,26 0,09 0,68 0,58 0,91 0,45
48 0,15 0,11 0,40 0,17 0,42 0,77 0,11 0,27 0,12
72 0,18 0,39 0,42 0,25 0,42 0,41 0,35 0,08 0,44
96 0,15 0,18 0,24 0,25 0,47 0,13 0,13 0,11 0,30
Concentracdo média de Xilose e Celobiose (g/L) nos substratos centrifugados
CENTRIF
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 1 1,814 0,866 1,26 1,274 1,31 1,346 1,18 1,2
4 1,04 1,94 1,09 1,65 1,33 1,79 1,575 1,44 1,2
6 1,052 1,94 1,12 1,7 1,39 1,81 1,58 1,89 1,5
8 1,07 2,01 1,155 2 1,44 1,86 1,7 2,074 1,62
10 1,1 2,02 1,16 2,06 1,58 1,95 1,77 2,325 1,7
12 1,11 2,07 1,16 2,17 1,605 2,03 1,8 2,64 1,78
24 1,14 2,1 1,18 2,38 1,64 2,58 1,88 2,88 1,94
48 1,14 2,12 1,3 2,41 1,71 2,64 2,32 3 2,02
72 1,17 2,285 1,35 2,5 1,84 2,82 2,64 3,08 2,09
96 1,22 2,38 1,44 2,58 1,98 2,88 2,83 3,3 2,11
CENTRIF
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0,11 0,12 0,13 0,14 0,10 0,11 0,12 0,11 0,12
4 0,09 0,15 0,12 0,11 0,16 0,12 0,11 0,01 0,14
6 0,08 0,22 0,08 0,13 0,14 0,01 0,25 0,12 0,11
8 0,14 0,24 0,03 0,11 0,08 0,11 0,09 0,17 0,07
10 0,15 0,11 0,24 0,03 0,03 0,01 0,13 0,08 0,17
12 0,07 0,11 0,16 0,15 0,15 0,09 0,09 0,11 0,14
24 0,25 0,12 0,08 0,03 0,11 0,16 0,25 0,13 0,15
48 0,01 0,05 0,12 0,15 0,15 0,14 0,01 0,14 0,01
72 0,11 0,08 0,16 0,12 0,07 0,15 0,11 0,08 0,11
96 0,11 0,09 0,17 0,07 0,25 0,07 0,11 0,02 0,06
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CELOBIOSE

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 0148 024 015 0292 0424 038 051 034 036
4 018 025 021 0335 055 042 0544 0455 043
6 022 02 027 036 062 058 056 06 0438
8 025 02 029 05 068 068 05 063 055
10 027 02 02 05 069 07 074 072 065
12 03 033 04 05 07 078 08 075 072
24 042 034 046 072 08 08 09 145 0,9
a8 046 038 05 09 102 102  09% 208 1,2
7 048 042 054 1,05 12 122 117 238 129
9 048 042 057 123 15 151 125 263 141
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 PC
2 007 011 016 015 012 015 015 004 01l
4 011 008 016 012 009 011 010 01l 009
6 014 009 015 014 014 024 003 011 008
8 025 012 008 003 015 011 024 024 003
10 001 005 012 015 007 009 017 016 015
12 013 015 011 014 021 004 008 008 003
24 00 013 017 015 014 00l 016 015 014
a8 012 022 008 007 015 011 02 007 015
72 011 012 007 015 014 00l 02 025 007
9% 008 012 015 007 015 01l 016 012 010
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