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RESUMO

A fermentabilidade do hidrolisado hemiceluldsico apresenta intimeros desafios tecnolégicos
em termos de rendimento, principalmente devido a complexidade estrutural dos compostos
inibidores que o constituem. Este trabalho tem como objetivo investigar o processo de
destoxificac¢ao do hidrolisado hemicelul6sico, obtido ap6s o pré-tratamento com dcido sulfirico
diluido do bagaco de cana-de-acticar, visando a extracdo dos dcidos organicos, aldeidos
furanicos e compostos fendlicos que sdo sub-produtos formados durante o processo, além da
avaliacdo da fermentabilidade dos meios ndo destoxificados e destoxificados pelo cultivo das
leveduras S. stipitis e S. passalidarum. Adicionalmente, uma caracterizacdo sistemdtica dos
compostos presentes nas fracdes organicas e aquosas foi realizado. A destoxificacdo abordou
uma etapa de evaporacao, seguida de extracdo liquido-liquido, utilizando, para verificacdao da
eficiéncia, separadamente quatorze solventes entre dlcoois, cetonas, €steres e dois tipos de
biodiesel. A evaporagdo, sob pH 1,7, resultou na remocgao de 16,0 + 0,8 % é4cido férmico, 65,0
+ 1,0 % écido acético, 13,0 = 0,5 % HMF, 98,0 + 0,9 % furfural e 34 + 0,77 % compostos
fendlicos sem arrastes expressivos de carboidratos para o destilado. Os dlcoois apresentaram as
melhores eficiéncias de extragdes dos inibidores. Em contrapartida, inibiram o crescimento
celular tanto para S. stipitis como para S. passalidarum, com acimulo de 70,9 + 1,70 % e 56,0
+ 2,27 % de actcares redutores residuais para o butanol, respectivamente. Os solventes MIBK,
MTBE e DIBK resultaram em incrementos de produtividade na faixa de 85 % a 90 % para S.
stipitis € em torno de 34 % em relacdo ao hidrolisado evaporado para S. passalidarum. Os
compostos fenodlicos extraidos nas fracOes orginicas apresentaram baixa massa molar, maximo
de Mw de 725 g/mol e estruturas correspondentes a p-cumaratos e ferulatos. O hidrolisado
evaporado apresentou concentragdes majoritarias de dcido 4-hidroxicinamico (0,5 g/L), 4-
hidroxiacetofenona (0,3 g/L) e 4- hidroxibenzaldeido (0,2 g/L). O processo por destoxificagao
por MIBK foi o selecionado e resultou na remoc¢ao de 36 % dos compostos presentes (detectado
por UPLC-MSMS), sendo majoritariamente constituidos por fragmentos de massa molar até
400 g/mol. O MIBK extraiu do hidrolisado evaporado todos os padrdes avaliados, exceto os
acidos fertlico e trans-ferulico, com concentragdes residuais de 0,01 g/L. A avaliagdo
preliminar dos impactos das estruturas dos inibidores frente ao desempenho fermentativo
indicou acdo sinérgica de unidades ferulato com 4cido acético em concentracdes acima de 2
g/L, resultando em inibi¢do fermentativa para ambas as leveduras estudadas.

Palavras- chave: bagaco de cana; hidrolisado hemicelul6sico; destoxificagdo; extragdo liquido-

liquido; fermentagdo pentoses; caracterizacao lignina.



ABSTRACT

The hemicellulosic hydrolysate fermentability still present innumerous
technological challenges in terms of yield, mainly due structural complexity of inhibitory
compounds. The objective of this work was to study the detoxification process of the
hemicellulosic hydrolysate, obtained after dilute sulfuric acid pre-treatment of sugarcane
bagasse, aiming the extraction of organic acids, furanic aldehydes and phenolic compounds,
besides fermentability of the non-detoxified and detoxified hydrolysate evaluation by S. stipitis
and S. passalidarum in shaker and laboratory biorreactor. In addition, a systematic
characterization of the phenolic compounds from organic and water fractions were carried out.
The detoxification addressed an evaporation step, followed by liquid-liquid extraction, using
fourteen solvents as alcohols, ketones, ethers and biodiesel. Evaporation, under pH 1,7 resulted
in 16.0 = 0.8 % formic acid, 65.0 = 1.0 % acetic acid, and 13.0 £ 0.5 % HMF, 98.0 = 0.9 % of
furfural and 34.0 = 0.77 % of the phenolic content removals, without expressive carbohydrate
loss for the distillate. The highest inhibitors efficiency extractions were achieved for alcohols.
In contrast, these solvents resulted in cell growth inhibition both S. stipitis and S. passalidarum,
with accumulation of 70.9 £ 1.70 % and 56.0 £+ 2.27 % of residual reducing sugars in 48 hours
of fermentation, for butanol. MIBK, MTBE and DIBK resulted in improvements in ethanol
volumetric productivity in the range of 85-90 % for S. stipitis and around 34% in relation to the
evaporated hydrolysate for S. passalidarum. The extracted compounds showed low molar mass,
with a maximum value of Mw of 725 g /mol and typical signals from p-coumarates and ferulates
structures. The evaporated hydrolysate presented majority concentrations of 4-
hydroxycinnamic acid (0.5 g/L), 4-hydroxyacetophenone (0.3 ¢g/L) and 4-
hydroxybenzaldehyde (0.2 g/L). MIBK was the selected solvent and resulted in 36 % of
compounds removal (detected from UPLC-MSMS), with the majority under 400 g/mol. MIBK
extracted from hydrolysate all evaluated standards, excepted for ferulic and trans-ferulic acids,
with 0,01g/L of residual concentrations. The preliminary assessment of inhibitors structures
and fermentative performance pointed a sinergic relation of ferrulates and acetic acid (above 2
g/L), resulting in both yeasts inhibition.

Keywords: sugarcane bagasse; hemicellulosic hydrolysate; detoxification; liquid-liquid

extraction; pentoses fermentation; lignin characterization
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CAPITULO 1 - Introduciio

A demanda por alternativas energéticas e processos envolvendo matrizes
renovaveis, resulta em pesquisas e na busca do desenvolvimento de novas tecnologias capazes
de otimizar e tornar economicamente vidveis processos de conversdo de lignoceluldsicos em
combustiveis e/ou insumos quimicos.

Diferentes estratégias de pré-tratamento podem ser utilizadas para a diminui¢ao da
recalcitrancia do material para subsequente liberacao de aguicares na forma fermentescivel.

O pré-tratatamento com &acido sulfirico € um dos processos mais comumente
empregados no fracionamento de materiais lignocelulésicos, provendo uma fracio sélida rica
em carboidratos insoldiveis (majoritariamente celulose) e lignina e uma fracdo liquida rica em
acuicares monoméricos € oligoméricos soluveis (majoritariamente pentoses devido a maior
susceptibilidade de hidrdlise das cadeias de hemiceluloses em meio dcido) (Vaz et al., 2017).

Entretanto, varios compostos toxicos ao metabolismo microbiano sdo formados
durante este processo, prejudicando assim os processos fermentativos. O furfural e
hidroximetilfurfural, inseridos na classe dos furanicos, sdo formados pela desidratacdo de
pentoses e hexoses, respectivamente, durante a etapa de pré-tratamento (Palmqvist and Hahn-
Hégerdal, 2000a; Taherzadeh et al., 2000), e sdo responsaveis pela inducdo de modificagdes na
cromatina, danos ao DNA, e inativacdo de inimeras enzimas glicoliticas (Allen et al., 2010;
Ask et al., 2013b; Banerjee et al., 1981).

Os acidos orgénicos, como o dcido acético, formados a partir da desacetilagdo da
xilana, e os dcidos formico e levulinico, produzidos a partir da degradacdo dos carboidratos,
induzem a acumulacdo de células na fase de sintese de proteinas do ciclo celular e afetam o
potencial e o fluxo de nutrientes da membrana citoplasmatica (Zaldivar and Ingram, 1999).

Os compostos fendlicos englobam inumeros tipos de compostos arométicos com
distintos tamanhos de cadeias, ramificagdes e grupos funcionais, sendo majoritariamente
derivados da fragmentagcdo da lignina, que afetam dentre outras fungdes, a integridade da
membrana celular (Wang et al., 2017).

Para a maior eficiéncia no processo de obtencdo de etanol de segunda geracdo
(E2G) e/ou blocos quimicos, € imprescindivel o total aproveitamento tanto das pentoses como
das hexoses e diferentes estratégias podem ser empregadas com o material oriundo dos pré-

tratamentos.
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Dentre as espécies de leveduras que fermentam naturalmente xilose, destaca-se a
Scheffersomyces stipitis (Slininger et al., 2015), que foi isolada do intestino de insetos e a
Spathaspora passalidarum, isolada de madeiras em apodrecimento (Nguyen et al., 2000).

O sucesso da fermentag@o de hidrolisados lignoceluldsicos depende do equilibrio
entre a formacao de compostos inibitdrios e a capacidade de adaptacdo e/ou destoxificagdo, in
vivo, das células de levedura. Assim, é fundamental identificar os inibidores presentes no meio
e avaliar o efeito dos compostos inibitérios na fisiologia das células, devendo, para tal, utilizar
estratégias de controle da fermenta¢do que ndo comprometam o rendimento do processo. Dentre
as estratégias de fermentacdo destaca-se o processo de fermentacdo continua, batelada
alimentada com reciclo de células e emprego de reacdes com alta densidade celular (Liu et al.,
2019).

Processos de destoxificagdo propdem transformar esses inibidores em compostos
menos nocivos ao microrganismo ou reduzir suas concentracdes para promover o aumento na
eficiéncia de produgdo de etanol (Chandel et al., 2007). Contudo, trata-se de um processo que
dependendo da estratégia empregada resulta na adicao de uma etapa que pode ser dispendiosa,
além da perda de acucares fermentesciveis (Almeida et al., 2007).

Diversos métodos de tratamento (fisico, quimico e/ou bioldgico) do hidrolisado
hemiceluldsico tém sido propostos na literatura para reduzir a concentragdo dos compostos
téxicos a niveis ndo inibitérios ao processo fermentativo. No entanto, apesar de eficazes na
remoc¢do de dcido acético, aldeidos furdnicos e compostos provenientes da degradacdo de
lignina, estes métodos podem remover quantidades apreciaveis de agucares do meio (~20%),
ocasionando perdas ao processo produtivo (Palmqvist and Hahn-Hégerdal, 2000a; Vallejos et
al., 2016), além do aumento dos custos do processo global.

Processos de extracao liquido-liquido sdo potencialmente atrativos para a remocao
dos compostos inibitorios pois, além de promover uma recuperacdo relativamente facil dos
solventes utilizados, pode favorecer a obtengdo e aplicacdo desses compostos em outros
mercados, fazendo com que o processo se viabilize em termos de gastos energéticos inerentes
a evaporacdo e recuperacdo dos extratantes e extraiveis (Parajo et al., 1997; Zautsen et al.,
2009).

Apesar destes beneficios apresentados, poucos sdo os trabalhos de literatura que
empregam o processo de extragdo liquido:liquido, utilizando solventes organicos, como método
de destoxificacdo (Cadete et al., 2012; da Cunha-Pereira et al., 2011). Além disso, ndo hé relatos
na literatura de uma caracterizacdo sistemdtica dos compostos fendlicos presentes no

hidrolisado hemicelulésico, especialmente proveniente de bagago de cana-de-agucar.
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Desta forma, espera-se, com este trabalho, contribuir com a literatura especializada
no entendimento das caracteristicas dos fendlicos potencialmente inibitérios frente aos
microrganismos naturalmente consumidores de xilose no processo fermentativo, como € o caso
das leveduras Spathaspora passalidarum e Scheffersomyces stipitis, garantindo estratégias
futuras de adaptacao e ou adequacgdo de processos e consequentemente reducdo de custos fixos
atrelados a baixos rendimentos fermentativos.

Além disso, processos de destoxificacdo que possibilitam a recuperacdo dos
produtos gerados no hidrolisado hemicelulésico podem ser de interesse uma vez que a
recuperacao/reutilizacdo destes produtos secunddrios pode acabar viabilizando uma rota

produtiva do etanol a partir das pentoses.

1.1  Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi investigar e avaliar a eficiéncia de remog¢do dos
inibidores e a fermentabilidade dos hidrolisados hemiceluldsicos obtido apds o processo de
destoxificacdo empregando extracdo liquido: liquido com diferentes solventes.

Uma caracterizagdo sistemdtica dos compostos fendlicos removidos, por cada
solvente empregado no estudo, foi realizada, sendo os resultados utilizados para correlacionar
as principais caracteristicas destes compostos com os resultados fermentativos dos hidrolisados
destoxificados. A Figura 1 apresenta o fluxograma contendo a visdo amplificada do presente

trabalho de doutorado.



20

Figura 1. Fluxograma com os processos gerais desta Tese.
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1.1.1 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho englobaram:

I.  Pre-tratar e avaliar as caracteristicas quimicas e estruturais das fragdes obtidas apds a
etapa de pré-tratamento com acido sulfurico diluido, em escala piloto;

II.  Avaliacdo do processo de destoxificacdo por extracdo liquido-liquido, utilizando o
hidrolisado hemiceluldsico obtido apds pré-tratamento por dcido sulfirico diluido,
empregando-se quatorze distintos solventes;

III.  Avaliagdo da eficiéncia do processo de extracdo dos compostos inibitorios mediante a
extracdo de 4cido organicos, aldeidos furdnicos e compostos fendlicos, além da
preservacgdo de carboidratos;

IV.  Avaliacdo da biocompatibilidade dos solventes empregados nos processos extrativos
empregando-se as leveduras S. stipitis e S. passalidarum;

V. Avaliagdo do efeito da destoxificagdo do meio fermentativo em termos de rendimento
e produtividade volumétrica do etanol empregando as leveduras S. stipitis e S.
passalidarum em shaker;

VI.  Caracterizag@o dos compostos fendlicos, oriundos da fracdo orgénica resultante da etapa
de extracdo liquido:liquido, quanto aos grupos funcionais, proporcdes

guaiacila:siringila:p-hidroxifenila; massa molar; perfil de degradacado térmico; tamanho
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e formato de particulas, com o auxilio de técnicas fisico-quimicas e avaliacdo das
correspondentes caracteristicas estruturais e seus impactos na fermentabilidade dos
hidrolisados;

VII.  Avaliagdo composicional do hidrolisado hemicelulésico antes e apds destoxificacdo

com MIBK por UPLC- MSMS;

1.2 Relevancia Cientifica e Contribuicoes da Tese

A tecnologia para producdo de etanol de primeira geracdo, obtido majoritariamente
por meio da fermentacdo do caldo de cana-de-actcar e/ou melago - subproduto da producao de
acucar - encontra-se bem consolidada no setor industrial brasileiro, enquanto, a produ¢do de
etanol de segunda geracdo (E2G), a partir do bagaco e/ou palha de cana-de-agucar, ainda
permanece como um desafio.

Os rendimentos e produtividades em etanol dos processos E2G ainda estao aquém
do desejdvel para uma tecnologia com competitividade comercial (viabilidade econdmica)
(Milanez et al., 2015). Os inibidores oriundos do pré-tratamento representam os principais
interferentes da etapa fermentativa, seja em tecnologias com separacdo de corrente (fracdo
insoldvel rica em celulose e lignina e fracdo solivel rica em pentoses) ou sem separacao de
correntes (“slurry™).

A problematica sobre a presenca de inibidores no hidrolisado hemicelul6sico é
diagnosticada pela comunidade cientifica e bastante reportada na literatura, entretanto, nota-se
uma escassez de resultados relevantes em termos de caracteristicas estruturais e funcionais
destes aromaticos, sendo um dos principais diferenciais desse trabalho.

A complexidade estrutural dos fendlicos presentes nos materiais lignoceluldsicos
torna necessdria a utilizacdo de distintas técnicas analiticas para em conjunto contribuir e
direcionar algumas caracteristicas estruturais dos compostos.

Adicionalmente, o estudo do processo de extracdo liquido-liquido € promissor
frente aos processos convencionais de destoxificacdo, com altas remoc¢des de inibidores sem
perdas de carboidratos.

A elucidacdo estrutural de moléculas fendlicas, solubilizadas durante a etapa de pré-
tratamento, tem se mostrado um desafio analitico, mas torna-se necessdrio para prover
informacdes desde avaliacOes de eficiéncias de processos de destoxificagdo até para o
direcionamento de procedimentos de engenharia metabdlica de microrganismos e adaptacao

evolutiva.
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Sendo assim, um conjunto de técnicas analiticas foram empregadas para elucidacdo
dos compostos fendlicos, demandando desenvolvimento e/ou implementagdo de novos métodos
e subsequente avaliagdo e correlacdo dos dados obtidos com o desempenho da fermentabilidade
dos hidrolisados.

A implementacdo e desenvolvimento dos métodos analiticos, juntamente com a
interface entre as distintas técnicas analiticas empregadas e reportadas nesse trabalho foram de

grande contribui¢do para o grupo de pesquisa.

1.3 Contextualizacao do trabalho no cenario brasileiro de biocombustiveis

A producio, transporte e uso de energia representam a fonte mais significativa de
gases do efeito estufa. De acordo com o projeto de rotas de descarbonizacdo (DDPP) um dos
conceitos necessarios para a reducdo das emissdes € a transicdo de combustiveis fésseis para
biocombustiveis. Esse fato deriva dos biocombustiveis serem renovaveis, pois, seu carbono tem
origem fotossintética, e por empregarem residuos agroindustriais, tendo suas emissoes de ciclo
de vida da fase agricola ja atribuidas aos produtos principais (i.e., acticar e etanol de primeira
geracdo) (Hanaki and Portugal-Pereira, 2018). Também cabe destacar que os biocombustiveis
estimulam o desenvolvimento sustentavel nas dimensdes sociais, ambientais e econdomicas
(IRENA, 2014).

Em torno de 50 paises implementaram ou estdo em processo de implementagdo de
mandados que estimulem os biocombustiveis com alguns objetivos, dentre eles a redugdo de
emissoes de gases do efeito estufa.

Os diversos beneficios dos biocombustiveis sdo amplamente reconhecidos no
Brasil e a nova Politica Nacional de Biocombustiveis (RenovaBio) consolida esse
reconhecimento (BRAZIL, 2015).

O RenovaBio (Politica Nacional de biocombustiveis) surgiu apds aprovacdo em
congresso em 2017, como ferramenta para estimular a producdo de biocombustiveis por meio
de ativos financeiros, como créditos de descarbonizacdao (CBIOS). Os CBIOS podem ter valor
diferenciado de acordo com o processo de producdo. Ou seja, quanto menor o balango das
emissoes de gases do efeito estufa da empresa mais crédito de descarbonizacao (CGEE, 2017).

Para cumprir as metas de reducdo de emissdes anunciadas pelo Brasil, sendo 37%
abaixo dos niveis de 2005, até 2025, e posteriormente 43%, até 2030, para a economia como
um todo -, medidas s@o previstas para: “aumentar a participacdo da bioenergia sustentdvel na

matriz energética brasileira para aproximadamente 18% até 2030, ampliando o consumo de
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biocombustiveis, aumentando a oferta de etanol, inclusive aumentando a participacdo de
biocombustiveis avancados (segunda geracdo), e aumentando a participacdo de biodiesel na
mistura ao diesel (CGEE, 2017).

O setor sucroenergético brasileiro tem longa tradi¢do na produgdo de etanol obtido
dos actcares do caldo da cana-de-agicar (etanol de primeira gera¢do). Complementando o
processo convencional da industria de biocombustiveis, tecnologias inovadoras, como o etanol
de segunda-geracao estdo se tornando maduras e disponiveis para a producao de etanol.

As rotas de producdo de etanol de segunda geracdo obtém o mesmo produto
(etanol), porém utilizando como matérias primas biomassas estruturais (lignoceluldsicas),
expandindo a base de matérias primas para producdo do biocombustivel.

Rotas competitivas estdo em desenvolvimento e avangos significativos foram
realizados com o escalonamento para escalas comerciais. Cabe destacar que hd duas plantas
industriais pioneiras de etanol de segunda geracdo no Brasil. A Granbio (localizada em S.
Miguel dos Campos- Alagoas, escala comercial) apresenta capacidade de 80 milhdes L/ ano e
utiliza bagaco e palha como insumos. O processo emprega alta temperatura e pressao para o
pré-tratamento hidrotérmico da biomassa, enzimas da Novozymes para a hidrélise e leveduras
da holandesa DSM para a fermentacdo de ambos os agucares (pentoses e hexoses)(Lorenzi and
Andrade, 2019). Atualmente a planta ndo esta operante, direcionando a biomassa para a unidade
termoelétrica, com previsdo de retorno das atividades de etanol celuldsico para final de 2020
(NovaCana, 2020). A Raizen (localizada em Piracicaba -Sp, escala comercial) apresenta
capacidade de producdo de 40 milhdes L/ ano e utiliza tecnologia desenvolvida pela logen. O
processo emprega processo de pré-tratamento por explosdo a vapor com bagaco como matéria-
prima, hidrélise enzimética com enzimas da dinamarquesa Novozymes e fermentacdo de ambos
os actcares (pentose e hexoses) (Lorenzi and Andrade, 2019).

E notério que o comissionamento e inicio de operacio dessas plantas industriais foi
mais lento e dificil do que inicialmente projetado, sendo atribuido principalmente a dificuldades
da etapa de pré-tratamento, impurezas minerais e dos residuos agricolas da cana-de-agucar.
Sendo motivos para que até o momento, nenhuma planta industrial tenha operado em sua
capacidade total (Lorenzi and Andrade, 2019).

Nesse contexto, o trabalho de doutorado visa criar op¢ao tecnoldgica para melhoria
de desempenho da fermentacdo de pentoses para a producdo de biocombustiveis e valorizacao
dos fendlicos advindos da biomassa de cana-de-actcar, no conceito de processo plataforma. Os
esforcos experimentais em escala laboratorial servem de aprendizado para dificuldades que

poderdo ser enfrentadas industrialmente. A rota de destoxificagdo estudada nesse trabalho,
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poderia ser aplicada ao processo de etanol de segunda geracdo de pentoses em configuracdes
industriais que utilizem outros tipos de biomassas como matéria prima.

Ademais, a partir dos resultados experimentais, € possivel determinar (proposta de
trabalhos posteriores) 6timos técnico-econdmicos frente as variacdes na combinacdo de
solventes, preco dos insumos (e.g solventes) e dos produtos como o etanol, d4cidos organicos e
os fendlicos. A rota estudada poderia ser acoplada a uma usina autdnoma ou anexa, para
integracdo energética (e.g com reducdo da demanda de vapor para recuperacdo do solvente).

Vale destacar também que o etanol de segunda-geracdio € uma tecnologia
plataforma e uma vez consolidada industrialmente, poderiam ser integrados ao processo
produtivo diversos co-produtos, a partir da celulose, hemicelulose e lignina, como bioquimicos,
biomateriais, biocombustiveis liquidos, além de biogds, bioeletricidade a partir de outras

correntes do processo industrial (Dias et al., 2013b, 2013a; Gursel et al., 2019).

1.4 Organizacio do Trabalho

O presente trabalho encontra-se dividido em capitulos, visando a melhor abordagem
e discussido dos resultados obtidos.

O Capitulo 2 apresenta a “Revisdo Bibliografica”, onde foram abordados a
estrutura da biomassa vegetal, os tipos de pré-tratamentos comumente empregados no
fracionamento da biomassa, enfatizando-se o pré-tratamento com 4cido diluido.

Apresenta-se também os principais inibidores gerados durante o pré-tratamento
com dcido diluido e os principais impactos causados no metabolismo das leveduras empregadas
nos processos fermentativos. Enumera-se também as principais técnicas utilizadas no processo
de destoxifica¢do do hidrolisado hemicelulésico e dos processos fermentativos.

No Capitulo 3, “Obtencdo e caracterizacdo do hidrolisado hemicelulésico e da
celulignina proveniente do pré-tratamento acido”, apresenta-se a metodologia empregada no
pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar para a obten¢do do hidrolisado hemicelul6sico,
incluindo os métodos analiticos para determina¢@o da composi¢ao quimica das fragdes solidas
e liquidas.

No Capitulo 4, “Destoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico” descreve-se a
metodologia de extracio liquido-liquido empregada utilizando-se 14 solventes distintos para
remoc¢do de potenciais inibidores do hidrolisado, como 4cidos organicos, compostos fendlicos
e aldeidos furanicos. Aponta-se também as efici€éncias de extracdo, coeficientes de parti¢do e

balancos de massa.
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No Capitulo 5 “Avaliagdo da fermentabilidade dos hidrolisados destoxificados”,
apresenta-se os ensaios de fermentacdo dos hidrolisados destoxificados pelo método de
evaporacdo seguido de extracdo liquido: liquido empregando-se as leveduras S. stipitis e S.
passalidarum.

No Capitulo 6, “Obtencdo e caracterizagdo dos compostos fenolicos”, apresenta-
se a metodologia empregada na obtencdo dos compostos fendlicos e as metodologias analiticas
utilizadas para caracterizacao e identifica¢do das principais estruturas presentes no meio, cOmo
espectroscopia de infravermelho, pirdlise analitica, ressonancia magnética nuclear de duas
dimensdes, pirdlise analitica, raio-X de baixo angulo e massa molar média.

No Capitulo 7, “Avaliagio das caracteristicas dos inibidores frente a
fermentabilidade dos hidrolisados hemiceluldsicos™ apresenta-se uma avaliagdo preliminar das
possiveis correlacdes entre as caracteristicas dos fendlicos extraidos do hidrolisado
hemicelul6sico e o impacto na fermentabilidade.

Informagdes oriundas da caracterizagdo dos hidrolisados, antes e apds
destoxificacao pelo solvente selecionado MIBK, pelo método de UPLC-MSMS, também sao
apresentadas, visando informag¢des complementares sobre a composi¢do do meio empregado
no processo fermentativo.

O Capitulo 8, “Conclusdo e sugestdes para trabalhos futuros” apresenta os

resultados de maior relevancia no trabalho e propostas de etapas futuras.
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CAPITULO 2 - Revisio Bibliografica

2.1 Aproveitamento da biomassa lignoceluldsica e desafios tecnologicos

As biorrefinarias a partir de materiais lignoceluldsicos para conversao em
combustiveis e bioprodutos, apesar de promissora, ainda apresenta desafios tecnolégicos, como
uma etapa de pré-tratamento eficiente com alto teor de sdlidos e com a minima geracdo de
compostos de degradacdo; minima geracdo de efluentes, coquetéis enzimdticos que
proporcionem altas conversdes em monossacarideos a baixo custo e ainda uma etapa de
fermentagdo que proporcione a completa utiliza¢do do substrato (pentoses e hexoses) sao pré-
requisitos para tornar economicamente vidveis processos a partir desses materiais (Hahn-

Higerdal et al., 2007).

2.2 Materiais Lignocelulésicos e a parede celular vegetal

Os materiais lignoceluldsicos sdo compostos principalmente de trés componentes
organicos referidos como celulose, hemiceluloses e lignina.

As matrizes das paredes celulares sdo estruturas complexas compostas de
polissacarideos, fen6licos monoméricos e poliméricos, além de proteinas (Hatfield et al., 2016).

A composigdo tipica de algumas biomassas lignoceluldsicas sdo apresentadas na

Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do média de algumas biomassas lignoceluldsicas.

Biomassa Lignoceluldsica % Celulose % Hemiceluloses % Lignina
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Palha de trigo 30 48-50 15
Palha de arroz 433 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21

Fonte: Adaptado de (Santos et al., 2012).
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Em geral a estrutura da parede celular vegetal apresenta as mesmas caracteristicas
estruturais, englobando uma cadeia celuldsica embebida em uma matriz variada constituida de
polissacarideos (hemiceluloses e pectinas), lignina e proteinas (tanto estruturais quanto
metabdlicas) (Figura 2). As proporg¢des e tipos especificos de polissacarideos pode variar de
acordo com a espécie, estagio de desenvolvimento e tipo de célula da parede vegetal (Hatfield

etal., 2016).

Figura 2. Ilustrativo da distribui¢do dos principais componentes da parede celular vegetal.

Lignina

Pectina

Hemiceluloses

Celulose

Fonte: Adaptado de (Turumtay, 2015).

2.3 Celulose

A celulose apresenta-se como o principal constituinte da parede celular vegetal,
sendo constituido como um homo polissacarideo linear de formula geral (CeHi0Os). E
formado por unidades de 5-D-glicopiranose ligadas por meio de ligagdes do tipo f(1—4), tendo
a celobiose (dimero glicose-glicose) como a unidade repetitiva (Fengel and Wegener, 1989).
A celulose apresenta estrutura linear e fibrosa devido a presenca de grupos hidroxilas. Liga¢des
de hidrogénio intramoleculares sdo responsaveis pela ligacdo entre as cadeias de celulose
resultando na formacdo das fibras de celulose, enquanto as ligacdes intermoleculares sao

responsaveis pela formacgdo da estrutura supramolecular, extremamente ordenadas na forma de

regides cristalinas (Fengel and Wegener, 1989).

2.4 Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo constituidas de 80 a 200 de unidades residuais de acucares,
com pentoses (D-xilose, L-arabinose e L-ramanose), hexoses (D-glicose, D-manose e D-

galactose) e 4cidos urdnicos (4-O-metil-D-glucur6nico e D-galacturénico) (Pauly et al., 2013).
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Na parede celular de gramineas, como € o caso da cana-de-agucar, o principal
constituinte do polissacarideo das hemiceluloses € a xilana (Fengel and Wegener, 1989).

A composicdo da xilana de gramineas difere das xilanas de dicotiledonias na
substituicdo com arabinofuranose e ligacdes do tipo éster com hidroxicinamatos (Carpita, 1996;
Pauly et al., 2013; Rennie and Scheller, 2014).

A substituicdo da arabinofuranose na cadeia da (3- (1,4) -xilose pode ser feita pela
ligacdo a- (1,2) ou a- (1,3). Adicionalmente a cadeia de -(1,4) a xilose pode ser substituida
por unidade de a-(1,2)-4cido glucurdnico para formar glucuronoarabinoxilana (GAX) contendo
unidade arabinosil e glucuronosil como substituinte na cadeia 3—1.,4 xilana (Ebringerovd and
Heinze, 2000).

As xilanas de gramineas t€m outra caracteristica Unica em relacdo as xilanas de
dicotileddnias: a adi¢do de acido fertlico e em menor extensdo dcido p-cumarico nos residuos

a-(1,3) -arabinofuranose (Ishii, 1997).

2.5 Os acidos p-hidroxicinamicos

O 4cido ferdlico (FA) e acido p-cumarico (pCa) sao os acidos p-hidroxicinamicos
encontrados em maior extensdao na parede celular das gramineas e apresentam capacidade de
estabilizar ligagcdes covalentes entre lignina e ou entre outros componentes poliméricos da
parede celular vegetal, como as hemiceluloses.

A incorporagdo de ferulatos na matriz da parede celular das gramineas resultou em
uma maior reticulacio da matriz em relagdo as espécies dicotiledonias, assim como a
incorporagdo de p-cumaratos, como parte da estrutura da lignina, também resultou no aumento
da complexidade da parede celular vegetal (Hatfield et al., 2016).

A ferulagdo na parede celular resultou nos polissacarideos das hemiceluloses,
principalmente arabinoxilanas, covalentemente ligados entre si e com a lignina. Evidéncias
sugerem fortemente que os ferulatos ndo sdo responsdveis somente pela ligacdo entre as
arabinoxilanas, mas também apresentam um fator crucial na lignificacdo da parede celular
(Hatfield et al., 2016; Ishii, 1997).

A presenca de outros fendlicos na formacdo da parede celular, como por exemplo
0s p-cumaratos (0s quais apresentam-se em concentragdes superiores aos ferulatos),
permanecem desconhecidos. E possivel que os p-cumaratos auxiliem na formacio da lignina,

principalmente nas espécies ricas na unidade siringil (Ralph et al., 1995)
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O 4cido p-cumdrico é conhecido como responsdvel pela ligacdo éster entre a
posicdo y das cadeias laterais das unidades siringilas da lignina, enquanto o cido ferdlico se
liga tanto aos polissacarideos pela ligacdo do tipo éster, como a unidades de lignina via
mecanismos de acoplamento radicalar, levando a inimeros tipos de ligacdo éter e carbono-
carbono (Lam et al., 1994).

O acido ferulico e pCa sao ligados via ligacOes éster no carbono C-5 dos residuos

de arabinosurosil, conforme apresentado na Figura 3.

Figura 3. Modelo molecular de uma xilana de graminea, incluindo (A) - regides das
arabinoxilanas substituida por éster de acido ferilico ligado ao 5-OH da arabinofuranose, (B) -
1,4-xilose substituida com a—1,2 e/ou a—1,3-arabinofuranose da arabinoxilana, (C) -1,4-xilose

sem substituicdo.

HyCO Sec¢do com substitui¢do na
arabinoxilana (B)

(o] o o O_ HO
S e I BN S b0 2N
s oH © o HO Q & o o’ ©OH o
OH_om
Secao ferrulada da o gp p o Secdo sem substituicdo na
arabinoxilana (A) oH ™ arabinoxilana (C)

HyCO

Fonte: Adaptado de (Hatfield et al., 2016).

Nem todos os residuos de arabinosil contém unidades ferulatos e a exata localizacdo
ao decorrer da cadeia de xilana ainda permanece desconhecida. Por outro lado, é amplamente
aceito que as paredes celulares de gramineas sdo unicamente interligadas por ferulatos para
formar diferulatos e em alguma extensao ciclo dimeros de p-cumaratos (Ford and Hartley, 1990;
Hatfield et al., 1999; Quideau and Ralph, 1997). Essas ligacOes se estendem para acoplamento
com frac¢des de carboidratos até a lignina.

As quantidades pCa na lignina e a atuacao funcional na parede celular permanece

ndo totalmente elucidada.
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Mueller-Harvey et al., (1986) reportam que as unidades pCa estdo ligadas aos
carboidratos das hemiceluloses assim como o 4cido ferdlico, mas em um nivel muito menor de
1:15, é ligado ao FA.

Um dos objetivos da presenca de pCa na parede celular de gramineas € 0 mecanismo
de transferéncia de radicais para auxiliar a formacdo dos radicais monoméricos da lignina,
especialmente o dlcool sinapilico (Hatfield et al., 2008; Takahama and Oniki, 1997).

A incorporacdo do pCa na matriz celular por meio de acoplamento intracelular do
pCa ao dlcool sinapilico ou coniferilico ocorre via esterificacdo (Hatfield et al., 2008).

As unidades p-hidroxinamatos (ferulatos e p-cumaratos) também ocorrem em
ligninas de gramineas, com p-cumaratos acilando o grupo y -OH da cadeia lateral da lignina, e
ferulatos e diferulatos acilando a parede celular dos polissacarideos e participando das reagdes
de acoplamento polissacarideos- polissacarideos e polissacarideos-lignina, formando ligacdes

do tipo éter similares as existentes entre as unidades da lignina (Figura 4) (Ralph and Landucci,

2010).

Figura 4. Estrutura do 4cido ferulico esterificado a arabinoxilana (principal componente das
hemiceluloses em monocotiledoneas), onde (A) representa o dcido fertlico ligado a arabinose
da cadeia da arabinoxilana pela ligacdo O-5; (B) ligacdo -1,4- da cadeia xilana e (C) ligacao

a-1,2- ligada a L-arabinose.
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Fonte: Adaptado de (Buanafina, 2009).

O 4cido ferulico esterificado aos polissacarideos da parede celular tem a habilidade
de formar dimeros com ligacdes da cadeia de arabinoxilanas, conforme apresentado na Figura

S.
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Figura 5. Estrutura simplificada da liga¢do entre o dcido ferulico (FA) e a arabinoxilana (AX)
na parede celular de gramineas. Onde a ligacdo -1,4 da cadeia da xilana € representada pelas
linhas pontilhadas e as cadeias laterais, como a arabinose sao representas com circulos. As
ligacdes éster e éter sdao identificadas com setas conforme numeragdo: (1) grupo acetil; (2)
ligacdo éster de FA para AX (3) ligagdo entre arabinoxilana e lignina (4) ligagdo éster 5-5 entre
os dimeros de FA acoplados as cadeias AX (5) ligacdo éter entre FA e a lignina.
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Fonte: Adaptado de (Buanafina, 2009).

A 1dentificac@o dos 4cidos fendlicos na parede celular vegetal iniciou a décadas
atrds, onde inicialmente acreditava-se que apenas a ligacdo 5-5 ferulato era formada na matriz
celular (Markwalder and Neukom, 1976).

Entretanto, trabalhos subsequentes demonstraram que intimeros tipos de dimeros
de ferulato podem ser formados por meio de reacdes de acoplamento mediado por radicais livres
(Grabber et al., 2000; Ralph et al., 1994), bem como trimeros e tetrameros (Bunzel et al., 2005).

Ferulatos podem se ligar a lignina pelo mesmo tipo de ligagdo mediada por radicais
livres, para formar complexos carboidrato-lignina ligados covalentemente e unidos nas paredes
celulares das gramineas. Ressalta-se que a maioria dos ferulatos é reticulado ndo apenas as
fracOes de carboidratos, mas também forma ligacdes covalentes nas crescentes cadeias
poliméricas da lignina durante o processo de lignificacdo (Bunzel et al., 2005; Quideau and
Ralph, 1997).

Evidéncias estruturais sugerem que os ferulatos pode atuar como sitios de nucleacao

para a formagdo da lignina (Hatfield et al., 1998; Ralph et al., 1995).
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Dois mecanismos tém sido propostos na literatura para a formacao das ligacdes do
acido ferulico entre as hemiceluloses e a lignina: (1) acoplamento oxidativo do fenol mediado
por peréxido de hidrogénio e peroxidases (Fry et al., 2000) e dimerizacdo e foto isomerismo
por luz UV (Ford and Hartley, 1990).

Lam et al., (2001) reportaram evidéncias entre o efeito negativo da pontes éster-éter
entre acido ferulico e lignina e arabinoxilanas e a digestibilidade da parece celular vegetal. Os
resultados também suportam a conclusdo de que a lignina por si s6 ndo € parametro de maior

influéncia na digestibilidade.

2.6 Lignina

A lignina € uma das macromoléculas mais abundantes na estrutura vegetal depois
da celulose e foi inicialmente descoberto por Anselme Payen em 1839, quando a descreveu pela
primeira vez como um material incrustante da madeira (Sarkanen and Ludwig, 1971).

E exclusivo da composicdo quimica de gimnospermas e angiospermas, tendo o seu
conteudo variando de 20-40% para madeiras e de 15-20% para gramineas. A denominagdo
lignina, reporta o nome de uma classe de substincias, visto que a sua heterogeneidade é
manifestada em diferentes espécies, tecidos vegetais e fases de crescimentos (Fengel and
Wegener, 1989)

A lignina € localizada no complexo da lamela média, com aproximadamente 50%
de percentual em massa, seguido de 20 % na segunda camada da parede celular. Entretanto,
como o volume da lamela média € significativamente menor que da segunda parede celular, a
maior parcela da lignina ainda é representada pela segunda camada (Lv et al., 2010).

Essa macromolécula hidrofébica promove a resisténcia mecéanica as paredes
celulares vegetais, regula o transporte de 4gua e atua como uma importante barreira de defesa
da estrutura vegetal contra a degradacdao microbiana e enzimética (Jorgensen et al., 2007).

Propde-se que a sua estrutura seja composta por mondmeros fenilpropandides
conhecidos como ligndis. Apresenta vérios tipos de subestruturas que possuem o0 mesmo
esqueleto fenilpropandide, mas que diferem no grau de substituicio oxigenado do anel
aromdtico. O monolignol H consiste na unidade p-hidroxifenila que apresenta um grupo
hidroxil sem grau de metoxilacdo do anel, o monolignol G consiste na unidade guaiacila que
contém um hidroxil e um grupo metoxil, enquanto o monolignol S consiste na unidade siringila
que contém um grupo hidroxil e dois grupos metoxila (Doherty et al., 2011; Fengel and

Wegener, 1989; Rinaldi et al., 2016). As unidades denominadas H, G e S sdo provenientes da
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polimerizagdo oxidativa do dlcool sinapilico, coniferilico e p-cumdrico respectivamente,

representados na Figura 6.

Figura 6. Alcoois precursores e respectivas unidades constitucionais da lignina.
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i

Unidade H Unidade G Unidade S

Fonte: Adaptado de (Fengel and Wegener, 1989).

As gramineas, como o bagaco de cana-de-agucar, também apresentam unidades de

acidos p-hidroxicinamicos (del Rio et al., 2015), conforme descrito anteriormente.

2.6.1 Origem e estrutura da lignina

A lignina é uma macromolécula fendlica com uma estrutura tridimensional de alta
complexidade, sintetizada nas plantas pela via da pentose fosfato chiquimato e rotas dos
fenilpropandides (Vanholme et al., 2013).

Ocorre predominantemente no xilema da maioria das plantas, sendo o principal
componente da parede células dos traqueideos, vasos e fibras, além de contribuir para a forca
de compressao do caule e pelo sistema de conducao de dgua (Donaldson, 2001).

A sua biossintese ocorre no citoplasma (reticulo de Golgi ou endoplasmético) com
a sintese dos mondmeros precursores (dlcool coniferilico, édlcool sinapilico e élcool p-
cumadrico), os quais sdo liberados na parede celular pelas vesiculas como monoligndis ou
monoligndis glicosideos (Frei, 2013). Enzimas localizadas na parede celular durante o processo
de lignificacdo, envolvendo vérios tipos de peroxidases e oxidases, auxiliam na polimerizagao
dos monolignéis (Deighton et al., 1999). A Figura 7 apresenta um esquema simplificado da

biossintese da lignina em plantas vasculares.
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Figura 7. Esquema simplificado da biossintese da lignina em plantas vasculares PAL:

fenilalanina amonia liase, POX: peroxidases, LAC: lacases, e ROS: espécies oxigénio ativas.
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Fonte: (Frei, 2013).

A lignificacdo em dicotiledonias € reportada como inicialmente observada nos
vasos da parede, bordas das células e no meio da lamela, com a formac¢ao das unidades guaiacila
da lignina, seguido em estdgios mais avancados pela lignificacdo das fibras da parede com uma
mistura de unidades guaiacil e siringil. A deposi¢dao das unidades p-hidroxifenila ocorre na
lamela média dos vasos e fibras da parede vegetal durante os primeiros estagios da formagao
da parede secunddria (Fukushima and Terashima, 1991).

Um padrdo similar de lignificacdo € encontrado em monodicotiledonias, com a
formacao adicional de acidos fendlicos entre todos os tipos de células vegetais. O acido ferulico
€ depositado na lamela media e nas extremidades das células durante os primeiros estdgios da
lignificacdo, enquanto o 4cido p-cumdrico € depositado nas paredes secundarias (He and
Terashima, 1990).

Os sites especificos, enzimas e mecanismos envolvidos na inicia¢do do processo de
lignificacao sdo extensivamente abordados na literatura, mas permanecem sem total elucidacao
devido a alta complexidade desse mecanismo (Donaldson, 2001; Mottiar et al., 2020).

Donaldson, (1994), reportou a influéncia da matriz de carboidratos no processo de
lignificacao, apontando que estes tém influéncia mecéanica na expansdo da lignina na lamela

média durante a lignificacao.
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Atalla and Agarwal, (1985), por meio de estudo utilizando Raman mostraram que
os anéis aromdticos da lignina sdo usualmente orientados de acordo com o plano da parede
celular vegetal, possivelmente atrelado ao resultado de influéncias quimicas ou mecanicas dos
carboidratos constituintes da parede celular.

Paralelamente a lignina € formada por meio de ligacdes quimicas com as
hemiceluloses, o qual atua como uma ponte ou adesivo, conferindo aderéncia entre essa matriz
e as microfibrilas de celulose (Fengel and Wegener, 1989).

Além das inerentes dificuldades relacionadas com a elucidagdo do real mecanismo
e sitios da biossintese da lignina, tem-se o desafio cientifico da proposicao da estrutura nativa
dessa macromolécula fendlica, devido principalmente ao fato dos processos de deslignificacdo
e/ou extracao incluirem rupturas nas ligacdes covalentes da lignina original, com o emprego de
distintos métodos e condi¢des para as etapas de separagao.

Ademais, distintas fontes vegetais ou até ligninas isoladas da mesma fonte, mas
utilizando outros processos de extracdo, podem apresentar diferentes categorias de ligacdes e
grupos funcionais, resultante da complicada estrutura da lignina.

Entretanto, um modelo estrutural é geralmente apresentado para a lignina, no qual
descreve-se uma estrutura hipotética com base na média de indmeros resultados.

Sendo assim, a lignina € uma macromolécula amorfa com estrutura tridimensional,
com as unidades constituintes H, G e S ligadas covalentemente, formando liga¢cdes éter, éster e
carbono-carbono, que se repetem pela molécula aparentemente de maneira randomica,
conferindo extrema complexidade a essa estrutura (Sarkanen and Ludwig, 1971).

Em 1939, Erdtmann propds que a lignina seria formada reacdo de acoplamento do
radical do dlcool coniferilico proveniente de uma desidrogenacdo enzimatica (Erdtmann, 1939).

Freudenberg, (1965), confirmou essa hipdtese e demonstrou que um sistema
lacase/O2 ou peroxidase H2Oz € capaz de abstrair um elétron do grupo hidroxil fendlico do
alcool coniferilico gerando a formacdo de um radical fen6xi. O radical fenéxi possui cinco

formas mesoméricas de estabiliza¢do por ressonancia, conforme reportado na Figura 8.
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Figura 8. Formagao do radical e estrutura de ressonancia para estabilizagao.
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Fonte:(Morreel et al., 2010).
Sendo assim, tem-se indmeras possibilidades de ligacdes inter monoméricas para
os sitios de acoplamento nas posi¢des 1-, 3-, 0-4-,5- e 8- (ou B).
Como exemplo, se 0 acoplamento na posicao 8 ou 3, for favorecida, o acoplamento
com outro radical monolignol resulta, apds rearomatiza¢cdao, em uma mistura de dehidrodimeros

com ligacdes p—O—4', —5" e p—p' (Figuras 9, 10 e 11).

Figura 9. Exemplo de formacao da ligacao 3-O-4.
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Fonte: Autor

Figura 10. Exemplo de formacao da ligacao B-5.
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Fonte: Autor
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Figura 11. Exemplo de formagdo da ligacao B—J.
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Fonte: Autor

Essas ligacdes sdo designadas de acordo com o centro atdmico dos radicais que
procedem para o acoplamento radicalar durante a etapa final da biossintese da lignina (Chen
and Sarkanen, 2010) e a probabilidade da formacgdo das ligacdes depende de inlimeros fatores
estéricos, eletronicos e de solvatagdo (Sarkanen and Ludwig, 1971).

A literatura reporta a influéncia de indmeros fatores na formacao da estrutura da
lignina, incluindo fornecimento relativo de monoligndis, pH, a presenca de polissacarideos,
concentragdo de peroxido de hidrogénio e elementos na matriz celular em geral (Grabber et al.,
2003; Vanholme et al., 2008).

Simula¢des computacionais do processo de polimerizacdo da lignina podem
auxiliar na elucidacdo e predi¢do da estrutura da lignina com base em parametros cinéticos,
probabilidades dos acoplamentos e taxas de sintese dos monolignoéis (Parijs et al., 2010).

As subestruturas equivalentes na estrutura presumida para esse biopolimero
consistem em alquil-aril éteres, fenilcumaranas, resinols, dibenzodioxinas, bifenils,
tetrahidrofuranol-espiro-ciclohexadionas e diaril éters (Heitner et al., 2010). Em torno de 2 a 3%
das unidades fenilpropano das ligninas s@o ligadas a unidades adjacentes por ligagcdes do tipo
éter, ocorrendo apenas uma pequena parcela como hidroxil fendlico livre.

O acoplamento de dois monomeros resulta na formagao de um dimero, o qual pode
ser posteriormente polimerizado pela adicdo de um novo mondmero para formar um trimero,
ou com um dimero para formar um tetramero (Holtman, 2003).

Reporta-se que durante a extracao da lignina, a ligacao p—O—4' seja a mais comum
e preferencialmente quebrada enquanto outras liga¢des entre diligndis seja quimicamente mais

resistente.
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Adicionalmente, acredita-se que a relativa posi¢ao dos mondmeros ditem a relativa
abundancia das ligacdes interunidades. Por exemplo ligninas ricas em unidades G apresentam
ligagdes B-5', PP’ e Pp—O—4', enquanto lignina enriquecidas em unidades S sdo menos
reticuladas e de mais facil extracdo. Por esse motivo a composi¢do da lignina € classicamente
descrita pela abundancia relativa e razdo das unidades S, G e H (Boerjan et al., 2003; Harris
and DeBolt, 2010).

Em ligninas de madeira mole a unidade G é dominante, em madeiras duras tem-se
normalmente uma mistura de lignéis S e G, com maior abundancia de S, enquanto o lignol H é
predominantemente encontrado em lignina de gramineas (Wang et al., 2009).

Ligninas de madeira dura incluem vastas quantias de unidades siringil, enquanto as
unidades estruturais de lignina proveniente de madeira mole sdo predominantemente guaiacil
com um pequeno percentual de unidades p-hidroxifenila (H).

De acordo com Parijs et al., (2010) o aumento de unidade S resulta em um maior
percentual de ligacdes B-O-4 e um maior rendimento monomérico destes fragmentos apds
degradacao.

Ligagdes B-O-4 sdo preferencialmente formadas a partir de unidades S, mesmo
quando maior probabilidade da formacdo de todos os tipos de ligagdes sdo igualmente
provéaveis, razdo essa atribuida ao fato da unidade S apresentar uma posicao blindada a menos
em relacdo a unidade G (C5 € metoxilada).

As unidades constitucionais da lignina apresentam ligadas entre si por meio de
distintos tipos de ligagdes como —0—4', B—5', B—', 5-5' e 5-O—4' (Figura 12) (del Rio et al.,
2015; Rinaldi et al., 2016).
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Figura 12. Estrutura da lignina e suas principais liga¢des interunidades.
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Fonte: Adaptado de (Crestini et al., 2011; Windeisen and Wegener, 2012).

2.7 Pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

Em geral, as biomassas lignoceluldsicos apresentam uma estrutura complexa e
compacta, sendo necessario submeté-la a uma etapa prévia de pré-tratamento fisico e/ou
quimico antes do seu aproveitamento para produgdo de insumos com interesse industrial, como
0 E2G (Brodeur et al., 2011).

O pré-tratamento € visto como uma das etapas mais caras do processo de conversao
da biomassa em acgucares fermentesciveis e por isso, apresenta um grande potencial para
melhorar a efici€ncia e baixar o custo no processo de pesquisa e desenvolvimento (Rabelo et
al., 2014).

Distintas tecnologias de fracionamento dos materiais lignoceluldsicos sdo
reportadas na literatura, visando a separacdo dos trés principais macros componentes: celulose,
hemiceluloses e lignina.

A Tabela 2 apresenta um resumo dos principais processos de pré-tratamentos

reportados na literatura utilizando bagaco de cana-de-agicar como matéria-prima.
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Tabela 2. Condigdes e caracteristicas de alguns pré-tratamentos empregados no fracionamento

de biomassa lignocelulésica.

Métodos de Principal efeito Aditivos utilizados Formacao de
pré-tratamento subprodutos
Hidrolise das Catalisadores como  Acidos carboxilicos
Acido hemiceluloses a H>S0Oq4, SO, HCI, alifaticos, furanos,
monossacarideos H3PO4 fenolicos

Solubilizacdo parcial Acido acético,

Hidrotérmico . Sem aditivos . A
das hemiceluloses aldeidos furanicos
Remocgao da lignina e Acido acético,
Alcalino solubilizacao das NaOH, Ca(OH), acidos hidroxilados e
hemiceluloses e NH; dicarboxilados,
celulose (minoritaria) fendlicos
Remogio da lignina e Peréxido, Os e Acidos aldénicos,
Oxidativos parte das furdicos, fendlicos e
hemiceluloses O3 alifaticos
Altamente
Dissolucao especifica dependente do
Liquidos 16nicos de acordo com o Liquidos i0nicos solvente e das
reagente condig¢des
operacionais

Fonte: (Kumar and Sharma, 2017).

2.7.1 Pré-tratamento com acido diluido, formacao dos compostos inibitérios e seus

efeitos nos processos fermentativos

O pré-tratamento catalisado por acidos tem sido considerado um dos mais efetivos,
além de economicamente vidveis (Rezende et al., 2011) e resulta predominantemente na
despolimerizacdo das hemiceluloses em rendimentos de xilose, seguido de arabinose e glicose,
além de potenciais inibidores para o crescimento microbiano (Chandel et al., 2010, 2009; Girio
et al., 2010).

De acordo com a aplicacao final do hidrolisados do material pré-tratado, dois tipos
de pré-tratamentos dcidos podem ser desenvolvidos: o primeiro envolvendo altas temperaturas
com baixos tempos de residéncia (acima de 180°C entre a 1-5 min) e o segundo com baixas
temperaturas com periodos de residéncia mais longos (proximos a 120°C entre 30- 90 min)

(Kumar and Sharma, 2017).
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Diversos dcidos, como o cloridrico, fosférico e nitrico podem ser empregados nesse
pré-tratamento, entretanto o &acido sulfirico ainda se encontra como o mais efetivo para
fragmentacdo de uma amplitude de materiais lignocelulésicos como madeira mole, madeira
dura e gramineas (Wei et al., 2012), além de ser comumente empregado no setor industrial
(Alvira et al., 2010).

O principio de atuagdo do pré-tratamento com dcido diluido € enfraquecer as
ligacdes glicosidicas das hemiceluloses, as ligacdes entre hemiceluloses e lignina, e da lignina
que acarretam na dissolucdo dos agucares (preferencialmente pentoses) e no aumento da
porosidade da parede celular vegetal (Jiang et al., 2013).

O pré-tratamento hidrotérmico ou auto catalitico também promove parcial remog¢ao
das hemiceluloses, entretanto a maior parcela da xilana solubilizada encontra-se na forma
oligomérica, requerendo uma etapa adicional de pds-hidrdlise para o aproveitamento da xilose
em processos fermentativos, por exemplo.

Hendriks and Zeeman, (2009), reportaram a solubilizacao de somente 12,6 % (m/m)
de hemiceluloses no pré-tratamento sem a presenca de dcido sulfirico e realizada a 135°C, 20
min, confirmando a importancia da adicdo de dcido quando se almeja alta solubilizacdo de
hemiceluloses em temperaturas moderadas.

Sritrakul et al., (2017), reportaram em pré-tratamento de parénquima de bagago de
cana, a solubilizacdo de 53,7 g acucares/ 100 g bagaco base seca empregando 1-2 % v/v H>SOq4
por 90 min a 121°C.

Canilha et al., (2011), no estudo do pré-tratamento 4dcido com bagago de cana,
variaram o tempo de residéncia de 5 a 35 min, a temperatura de 112,5°C a 157,5°C e a
concentracdo de acido sulfirico de 0,0% a 3,0% (m/v), mantendo a carga de 15% (m/m) de
s6lidos constante.

Soares et al., (2017), também avaliaram os parametros operacionais no pré-
tratamento dcido do bagaco de cana variando o percentual de solidos entre 10-30% (massa
bagaco/ volume de solugdo 4cida), concentracdo de dcido sulfirico de 0,5— 2,5% (em relacdo a
material base seca), tempo de residéncia (5-25 min) e temperatura (135-195°C). Os resultados
indicaram que a condi¢do que resultou nas maiores quantidades de glicose apds hidrdlise
enzimatica (0,35 g glicose/g material pré-tratado), com quantidades minimas de produtos de
degradacao foram 20 % de teor de sélidos, 15 min, 1,5% H2SO4e 170°C.

Santoro et al., (2015), reportaram a méxima recuperacdo de xilose apds pré-
tratamento dcido de bagaco de cana em escala piloto (350 L) na condicao operacional de 140°C,

15 min e 0,5% (v/v) H2SOq4, resultando na solubilizacdo de 85,5 + 0,8% das hemiceluloses,



42

sendo preferencialmente encontrada na forma monomérica. A conversdo enzimatica com
enzimas comerciais resultou em rendimento de 55,3 + 1,3%.

O pré-tratamento acido apesar de prover um material pré-tratado com aumento de
acessibilidade enzimatica e hidrolisado contendo pentoses (monoméricas ou oligoméricas),
apresenta algumas desvantagens como o custo para a constru¢do de equipamentos com ligas
especiais com resisténcia a corrosao acida e formacao de inibidores (Jonsson et al., 2016).

Esses inibidores podem ser divididos em trés grandes grupos: dcidos organicos;
derivados furanicos e compostos fendlicos derivados da lignina (Chandel et al., 2010; Kim,
2018; Palmqvist and Hahn-Hégerdal, 2000b).

A toxicidade dos compostos inibitdrios estd intimamente atrelada a sua
concentracdo no meio, o tipo de organismo fermentativo, o modo de cultivo e as condi¢des de
cultivo (pH, concentragdo celular, oxigénio dissolvido e temperatura). Os impactos metabdlicos
da presenca de inibidores no meio fermentativo podem ocasionar desde a redugdo da taxa de
crescimento do microrganismo, afetando a sua taxa de assimilacdo do agucar, até afetar a
fisiologia celular pelo disturbio da fun¢do da membrana bioldgica, resultando em decréscimo
da viabilidade, rendimento e produtividade (Chandel et al., 2007; Palmqvist and Hahn-
Hégerdal, 2000b).

A formacgdo de componentes de degradacao da parede celular vegetal no hidrolisado
depende de multiplos fatores incluindo a natureza do material lignoceluldsico, composi¢ao da
parede celular, condi¢des termoquimicas e tempo de reacdo (Caetano and Madeleno, 2011;
Palmqvist and Hahn-Hégerdal, 2000a). A Tabela 3 apresenta composic¢do de hidrolisados, em
termos de &4cidos organicos, aldeidos furinicos e compostos fendlicos, oriundos de pré-

tratamentos dcidos de bagaco de cana-de-aguicar reportados na literatura.
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Tabela 3. Concentracdo de 4cidos alifdticos, compostos fendlicos e aldeidos furanicos em hidrolisados oriundos de pré-tratamentos dcidos de

bagaco de cana-de-agucar (- concentragdes nao reportadas pelos autores).

Acido Acido Acido -
.~ L. n s PR Furfural HMF Fendlicos A
Reator Condicoes acético  glucuronico férmico (/L) (/L) (/L) Referéncia
(g/L) (g/L) (g/L)
Reator rotativo 20- 10% s6lidos, 1% (m/v) H2SO4 (Rocha et al.,
L e 1 % (m/v) 4cido acético 2,21 0,21 0,74 0,05 0,01 - 2011)
190° C, 10 min.
Autoclave 10 % (m/m) solidos, 1,25% 40 i i 1.4 i i (Cheng et al.,
(m/m) H2SOy4, 121°C, 2 h ’ ’ 2008)
Reator 250 mL 100 g H2SOy4 g biomassa. 1:10 (Dussaén et al.,
razdo solido/liquido, 121°C, 20 0,85 - - 0,15 0,015 2,57 2016)
min
Reator 25 L 100 mg H2SO4/g biomassa, 130 i i i 20 0.08 i (Rodrigues et al.,
°C, 20 min ’ ’ 2010)
Autoclave 1:15 relagdo sé6lido-liquido, 121 130 (Fangkum and
°C, 60 min 1% v/v H2SO4 ’ - - 0,22 Reungsang,
2011)
Autoclave 1:15 relagdo solido-liquido, 1.84 (Fangkum and
121°C, 60 min 5% v/v H2SOq4 ’ - - 0,34 Reungsang,
2011)
1,75:10 (m/v) relagdo solido- (Canilha et al
Reator de 200 mL.  liquido, 2% (m/v) H2SO4, 150 2,7 0,8 - 0,3 0,04 2,1 v
o . 2010)
C, 30 min
Nao reportado 1:10 relagdo sélido- liquido 0,5 (Chandel et al.,
% m/v HCI, 140°C, 30 min. 3,50 i i 0,94 0,65 2007)
Nao reportado 1:10 relagdo sélido- liquido 1,5 419 i ) 136 1.58 (Chandel et al.,
% m/v HCI, 140°C, 30 min. ’ ’ ’ 2007)
Nao reportado 1:10 relagdo sélido- liquido 3,5 6.69 i ) 034 (Chandel et al.,

% m/v HCl, 140°C, 30 min.

2007)




44

2.7.1.1 Acidos Organicos

Os hidrolisados hemiceluldsicos apresentam em sua composicdo certa quantidade
de acidos alifaticos, resultante da hidrélise dos grupos acetilas das hemiceluloses, como € o
caso do 4cido acético, ou provenientes da catdlise dcida e degradacdo termoquimica dos
carboidratos, como € o caso dos 4cidos férmico e levulinico (Figura 13) (Climent et al., 2014;

Fengel and Wegener, 1989; Jonsson et al., 2013).

Figura 13. Representacdo da formacdo dos produtos de degradacdo a partir de pentoses e

hexoses dos materiais lignoceluldsicos.
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Fonte: Adaptado de (Climent et al., 2014).

Em geral, os acidos orgénicos difundem passivamente pela membrana celular na
forma nao dissociada cuja toxicidade estd relacionada a acidificacdo do citoplasma e
decréscimo do pH do citosol, contribuindo para a desorganizacio da membrana devido a
hidrofobicidade causando alteracdes no acimulo de anions intracelulares (Almeida et al., 2007;
Mira et al., 2010; Palmgvist et al., 1999; Piper et al., 2001; Russell, 1992; Verduyn, 1991).

Esse decréscimo de pH é compensando pela ATPase da membrana plasmética, no
qual bombeia prétons para fora da célula ao custo de consumo de ATP, sendo,
consequentemente uma menor quantidade de ATP disponibilizada para a formacao da biomassa
celular.

Sendo assim, em meio com a presenca de dcidos organicos a demanda por ATP
seria tdo alta que as células ndo teriam como evitar a acidificagdo do citosol, acarretando no
aumento expressivo da fase lag, além da reducio de crescimento especifico e rendimento de
biomassa (Guo and Olsson, 2014; Larsson et al., 1999).

O valor de pKa do acido férmico (3,75) € consideravelmente menor que do acido

acético (4,76) e do acido levulinico (4,64), sendo o efeito téxico desses acidos em
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Saccharomyces cerevisiae atribuido a forma nao-dissociada e na seguinte ordem 4cido acético<
levulinico< férmico.

A toxicidade mais pronunciada do dcido levulinico, em relacdo ao acético, pode
estar relacionada com a sua maior hidrofobicidade, o que resultaria em uma permeacio
facilitada na membrana celular (Larsson et al., 1999), entretanto como o acido acético encontra-
se em concentragdes mais expressivas nos hidrolisados hemicelul6sicos, o seu efeito de inibicao
acaba sendo mais pronunciado e comumente reportado.

Guo and Olsson, (2014), em avaliag¢do do efeito fisiolégico dos dcidos organicos
em S. cerevisiae, observaram que a adicdo de dcidos, em pH 5,0, resultou em distintas alteracdes
na fase lag, tanto no consumo de glicose como para rendimento em etanol, estando atrelado a
concentracao e ao tipo de acido adicionado no meio fermentativo. O acido férmico resultou na
redugdo em 50 % no rendimento de biomassa em uma fase lag de 72 horas em relagdo a glicose
(faixa de concentracdo de 95 mM a 220 mM), sendo valores muito superiores aos obtidos nos
ensaios com adi¢do de 4cido acético ou 4cido levulinico.

Em §. cerevisiae, o acido acético € assimilado pela difusdo facilitada pelo canal
Fps1 (Mollapour and Piper, 2007) como difusdo passiva. A dissociacao intracelular acidifica o
citoplasma ativando a H*-ATPase da membrana plasmatica, Pmal (Eraso and Gancedo, 1987),
e estimulando a absorcdo de potdssio para auxiliar na conservagao do balanco elétrico durante
a troca de prétons (Macpherson et al., 2005; Yenush et al., 2005).

A inibicdo de leveduras na presenca de acido fracos tem sido reportada em
concentragdes superiores 220 mM acido acético, 220 mM éacido férmico e 400 mM acido
levulinico, em meios fermentativos preparados de glicose (Amadi and Ifeanacho, 2016; Guo
and Olsson, 2014).

A concentracao de dcidos alifdticos em materiais pré-tratados e hidrolisados variam
de acordo com a biomassa empregada e a severidade do processo, conforme previamente

reportado na Tabela 3.

2.7.1.2 Aldeidos furanicos

Os dois principais inibidores furanicos, furfural e hidroximetilfurfural (HMF), sdo
formados pela decomposi¢do de pentoses e hexoses, respectivamente, devido a desidratacdo
por catdlise dcida durante a etapa de pré-tratamento e sua formacgao depende da temperatura e
da concentracdo de 4cidos empregados (Fengel and Wegener, 1989; Palmqvist and Hahn-

Higerdal, 2000a; Taherzadeh et al., 2000).
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A concentracdo desses compostos pode variar amplamente de acordo com a
biomassa empregada e as condi¢des do pré-tratamento, se comportando como inibidores e
ocasionando danos as paredes e membranas celulares, inibindo o crescimento celular, reduzindo
as atividades enzimaticas e consequentemente a produgao de etanol (Heredia-Olea et al., 2012).
Estes compostos sdo responsdveis pela indu¢do de modifica¢des na cromatina, danificagdes ao
DNA, reducdo da translacdo e inativacdo de inumeras enzimas glicoliticas e inibem a sintese
de RNA nos microrganismos (Allen et al., 2010; Ask et al., 2013a; Banerjee et al., 1981).

Algumas leveduras conseguem metabolizar esses furanos e transformd-los em
alcoois de menor toxicidade com o uso de oxiredutases e NADPH como cofator (Ask et al.,
2013a; Diaz De Villegas et al., 1992). Essa conversdo aumenta a energia celular e reduz a
concentracdo de cofatores redox (Ask et al., 2013a; Taherzadeh et al., 2000).

Sendo assim € associado a redu¢do na producdo de glicerol e um aumento na
producdo de acetato durante a producdo de etanol na presenca principalmente de furfural (Ask
et al., 2013b; Palmqvist et al., 1999).

Resultados de exposi¢do de S. cerevisiae a esses furanos, sugere que o crescimento
da levedura é mais sensivel a presenca do furfural do que ao HMF (Taherzadeh et al., 2000),
devido a menor permeabilidade desde dltimo a célula.

Além disso, o acimulo de espécies oxigenadas reativas induzidas pelo furfural pode
danificar a mitocdndria e o vacuolo de S. cerevisiae (Allen et al., 2010) e como ambos 0s
compartimentos sao responsaveis pela regulacdo do balango redox do citosol, a perda dessas
func¢des pode resultar na diminui¢do expressiva da taxa de consumo de glicose por exemplo
(Caspeta et al., 2015).

O furfural apresenta-se toxico para S. stipitis sob condi¢des de fermentacao aerdbica,
enquanto que para S. cerevisiae esse composto apresenta menor influéncia sob condi¢des de
fermentagdo anaerobicas, sendo convertido em acido furdico (Palmqvist et al., 1999).

A adaptacdo de microrganismos em altas concentragdes de furfural tem sido uma
abordagem empregada com sucesso na diminui¢do do efeito desse composto no crescimento
celular. Essa adaptacdo pode estar relacionada a sintese de novas enzimas e coenzimas
responsaveis pela reducdo do furfural (Hao et al., 2013; Liu et al., 2004).

A redugdo do furfural tem sido atrelada ao cofator NADH, enquanto a reducao do
HMF ¢ associada com consumo de NADPH (Almeida et al., 2008).

A capacidade dos microrganismos em reduzir os aldeidos furanicos em compostos
com menor toxicidade durante o processo de fermentacao em biorreator pode ser referido como

destoxificacdo in situ (Liu, 2011).



47

2.7.1.3 Compostos fenolicos

Dentro da classe de inibidores fendlicos, a maior parcela é proveniente da quebra
da lignina, englobando compostos orginicos como 4cidos, acetonas e aldeidos, como por
exemplo siringaldeido, 4cido siringico e siringona, dcido vanilico e vanildeido (Adeboye et al.,
2014; Parawira and Tekere, 2011).

Dentre as classes de inibidores, os fragmentos de lignina apresentam maior
toxicidade que os compostos furdnicos e dcidos organicos, visto que causam a particdo e
distirbio da membrana celular afetando a habilidade de atuar como barreira seletiva e matriz
enzimdtica afetando o crescimento celular e assimilacdo de agucar (Negritto et al., 2017;
Palmqvist and Hahn-Higerdal, 2000b).

O efeito inibitério dos compostos fendlicos e aromdticos sdo muito varidveis e
podem estar relacionados com grupos funcionais especificos (Larsson et al., 2000). Na maioria
dos casos, o mecanismo da toxicidade ndo foi elucidado, entretanto a literatura reporta
suposicdes sobre os mecanismos de atuacgao.

Supde-se que os fendlicos interfiram na funcdo e trocas na propor¢do proteina-
lipidio (Heipieper et al., 1991) e a particdo e perda da integridade da membrana bioldgica dos
microrganismos diminuindo a taxa de crescimento e assimilacdo de acicar (Palmgqvist et al.,
1999).

Delgenes et al., (1996), reportaram o efeito de inibidores derivados de lignina na
eficiéncia de utilizagdo de acucar em S. cerevisiae, Zymomonas mobilis, Pichia stipitis e
Candida shehatae e reportou que a vanilina se apresenta como o inibidor de crescimento e de
producdo de etanol mais potente, tanto em leveduras que fermentam xilose como hexoses.

Hu et al., (2009), observaram que a vanilina e p-hidrobenzaldeido em concentragdes
de 10 mM j4 inibiam o crescimento de Rhodosporidium toruloides.

A levedura S. cerevisiae pode converter alguns fendlicos em compostos de menor
toxicidade, como por exemplo o aldeido coniferilico é reduzido a dlcool coniferilico e dlcool
dihidroconiferil (Larsson et al., 2000).

Sugere-se também que os compostos fendlicos estejam intimamente atrelados a
inibicdo enzimdtica no processo quebra das ligagdes da celulose para liberagdao de glicose,
devido a inativagdo das enzimas devido ao potencial de inducdo a precipitacdo (Kim et al.,
2011).

Adeboye et al., (2014), investigaram o efeito inibitorio de 13 compostos fendlicos

usualmente encontrados em hidrolisado de conifera, como alcool vanilico, 4cido siringico,
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acido p-cumdrico, hidroquinona, dcido homovanilico dentre outros. O estudo reportou que
3met6xi-4 hidroxi-cinamaldeido apresentou-se como o composto mais téxico para S.
cerevisiae, com inibi¢des substancias de crescimento em concentragdes de 1,8 Mm.

O efeito da toxicidade ndo segue uma tendéncia com base na classificacdo dos
compostos por grupos funcionais (fendlicos aldeidos, fendlicos cetonas e fendlicos alcoois),
mas podem ser fun¢do da ocorréncia também dos grupos funcionais presentes nas cadeias
laterais, como metoxil e hidroxil, além da ocorréncia de ligacdes insaturadas (Adeboye et al.,
2014).

Tem sido reportado que a presenga de grupos fendlicos nos hidrolisados impacta
diretamente na produtividade de etanol pela S. cerevisiae (Larsson et al., 2000, 1999).

A literatura reporta que alguns compostos como 4cido fertlico e vanilina podem ser
assimilados e convertidos pela S. cerevisiae (Adeboye et al., 2015), entretanto, a concentragao
inibitdria para o 4cido fertlico € de 1.8 mM.

Os aldeidos fendlicos tém sido reportados como mais potencialmente inibidores
enquanto os fendlicos acidos e dlcoois como os de menor toxicidade (Almeida et al., 2007;
Klinke et al., 2004).

Adeboye et al., (2014), reportaram que o efeito inibitério dos compostos fendlicos
estaria atrelado a combinacdo dos grupos funcionais das cadeias laterais, como grupos
metoxilas e hidroxilas e a presenca de ligacdo insaturadas na estrutura, ao invés da
categorizacdo entre as classes aldeidos, acidos, cetonas e dlcoois. Tendo que entre os 13
compostos fendlicos testados, o 4-hidroxi-3-metéxicinamaldeido apresentou-se como o mais
toxico.

A literatura supde que a presenca e posi¢cao dos grupos funcionais da cadeia lateral
e as insaturagdes tem influéncia direta nas reagdes bioldgicas e nas atividades inibidoras desses
fendlicos em bactérias bem como as atividades antioxidantes em humanos (Rice-Evans et al.,
1996).

Keweloh et al., (1990) reportaram que os compostos fendlicos interferem
principalmente na fun¢do das proteinas e desencadeiam mudangas na relacio proteina-lipidio,
sendo assim estes compostos afetam as funcdes celulares, como a classificacdo e a sinalizacao,
bem como causam o inchago das membranas celulares.

Vanilina e catecol sdo compostos frequentemente encontrados em hidrolisados
hemiceluldsicos (Palmqvist and Hahn-Hégerdal, 2000a) e amplamente reportado em
hidrolisados de madeiras, apresentando toxicidade em concentracdes superiores a 1 g/L, com

redugdes em 30 % na produgdo etanol.
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A Figura 14 abaixo apresenta um representativo esquemdtico dos inibidores e de

alguns mecanismos de inibi¢do propostos na literatura (Almeida et al., 2007).

Figura 14. Esquematico representativo dos mecanismos de inibi¢do propostos na literatura para

aldeidos furanicos, dcidos fracos e compostos fenolicos para S. cerevisiae.
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Fonte: Adaptada de (Almeida et al., 2007).

A Figura 14 representa um resumo esquemdtico da influéncia dos principais
inibidores no metabolismo das leveduras, no qual o HMF ocasiona a inibicdo da &lcool
desidrogenase (ADH) da piruvato desidrogenase (PDH), da aldeido desidrogenase (ALDH) e
por resultar na inibi¢do da glicélise tanto por meio das enzimas envolvidas, bem como dos
cofatores. Ja os dcidos seriam responsaveis pelo acimulo de anions téxicos e pela inibicdo da
assimilacdo de amino 4cidos aromadticos, enquanto os compostos fendlicos geram espécies de

oxigénio reativas e danos a membrana celular (Almeida et al., 2007).

2.8 Processos de Destoxificacao

Inameros processos de destoxificacdo tem sido propostos na literatura visando a
reducdo da concentracdo de compostos toxicos que podem ocasionar a inibi¢do dos principais
microrganismos empregados em processos fermentativos (Arslan and Eken-Saragoglu, 2010;
Chandel et al., 2007; Villarreal et al., 2006).

Os métodos de destoxificacdo mais usualmente empregados sao baseados na adi¢ao
de substancias redutoras, no qual visa modifica¢des quimicas dos compostos téxicos inibitdrios,

alterando assim o grau de toxicidade (Alriksson et al., 2011) e na modificac¢do do pH, baseado
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no decréscimo da toxicidade por meio de dois mecanismos. O primeiro mecanismo estd
relacionado a dependéncia do pH do meio para a precipitacdo de compostos téxicos. Ja o
segundo ¢ atribuido a decomposicao de alguns compostos inibitérios pela sua instabilidade em
certas faixas de pH (Palmqvist and Hahn-Hégerdal, 2000a).

A maior parcela dos métodos usualmente empregados na etapa de destoxificacdao
resultam em redugdes considerdveis na concentracdo de agucares, perdas essas indesejdveis
para as etapas subsequentes, como por exemplo a fermentacao (Eken-Saracoglu and Arslan,
2000; Larsson et al., 2000; Mussatto et al., 2004).

A classificag¢do dos vérios processos de tratamento do hidrolisado leva em conta a
forma como sdo realizados (individual ou combinado) e a natureza dos agentes empregados
(bioldgico, fisico ou quimico) (Kumar and Sharma, 2017).

Os métodos bioldgicos podem contemplar o uso de enzimas ou microrganismos que
modifiquem a composi¢do dos compostos téxicos, ou aplicacdo de técnicas de bioprocessos
para adaptacdo dos microrganismos ao meio (Oliveira et al., 2018). J4 os métodos fisicos podem
envolver, por exemplo, etapas de evaporacdo e o uso de carvado ativo. Na evaporagdo ocorre a
remog¢do dos compostos voldteis, como furfural e o 4cido acético, entretanto promove a
concentracdo de compostos nio-voldteis, que podem aumentar a toxicidade do meio (Mussatto
et al., 2004). O carvao ativo promove uma redu¢do da concentracdo dos compostos inibitdrios,
entretanto, é geralmente integrado a outros processos como a alteracao de pH com hidréxido
de célcio para uma melhor eficiéncia (Mateo et al., 2013).

Por fim, entre os métodos quimicos pode-se citar o uso de resinas de troca i0nica,
processo que envolve o ajuste de pH do meio e floculagdo por polimeros, sendo eficientes na
remog¢ao de aldeidos furanicos, compostos fendlicos e 4cido acético. Em contrapartida,
apresentam custo elevado, o que torna o processo economicamente invidvel na realidade
tecnologica atual (Mussatto et al., 2004).

Para o processo que envolve alteracdo do valor de pH no meio, conhecido como
overliming, ha a diminui¢io de compostos téxicos por meio da precipitacio e/ou da
instabilidade de certos compostos em determinadas condi¢des de pH, porém, neste processo,
acucares podem ser degradados (Purwadi et al., 2004). O processo de flocula¢do por polimero
¢ eficaz na remocao de compostos téxicos, porém se mostra menos eficiente do que os
tratamentos com carvao e resina (Yasarla and Ramarao, 2012).

Processos de destoxificagdo que possibilitem a recuperacao dos produtos gerados
no hidrolisado podem ser de grande interesse uma vez que a recuperacao/reutilizacido destes

produtos secunddrios pode trazer ganhos para o setor sucroenergético. Neste sentido, a extragao
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liquido-liquido, que faz uso de solventes organicos para promover uma remocdo seletiva de
componentes toxicos, pode ser uma alternativa interessante.

Outras estratégias incluem altera¢des na metodologia fermentativa, como uso de
reciclo de células e fermentacdes com alta densidade celular, e o emprego da engenharia
metabolica, com a introducgdo e alteracdo de genes tornando o microrganismo mais resistente
ao agente inibidor (Mans et al., 2018; Nakanishi et al., 2017; Santos et al., 2016).

Jeong et al., (2013), avaliaram o efeito do diluente na extra¢do de inibidores do
processo fermentativo utilizando n-pentano; n-hexadecano; tetradecano e n-octanol, no qual
reportou os maiores indices de extra¢do de acido levulinico na presenca de n-hexadecano e n-
octanol, enquanto HMF foi seletivamente removido pelo n-octanol.

Grzenia et al.,, (2012), reportam o emprego de membranas extrativas de
micropropileno para a destoxificacio de hidrolisado de sabugo de milho pela remog¢ao de dcido
sulfarico, acido acético, furfural e HMF, resultando em incrementos em 10 % no rendimento
de etanol em relacao ao hidrolisado hemicelulésico destoxificado com tratamento por hidroxido
de amoOnio.

A Tabela 4 apresenta alguns destes métodos de destoxificacdo empregados na

literatura.



Tabela 4. Métodos de remog¢ao de compostos inibitérios usualmente empregados na literatura para hidrolisado hemicelulésico.
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Método Agentes Pré-tratamento Condicoes Remocio (%) Referéncias
Alcalino Overliming com Ca(OH), Explosdo a vapor com 4cido pH 9 — 10,5 seguido de ajuste Furfural (51 %) (Sanchez and
diluido de pH com H>SO4 ou HCI HMEF (51 %) Cardona, 2008)
Fenolicos (41 %)
Overliming com Ca(OH) Hidrotérmico Ajuste de pH de 1,3 até 10 Furfural (35 %) (Vallejos et al.,
com H,SO4 HMF (18 %) 2016)
Fenodlicos (18,5 %)
Overliming Hidrdlise acida com 2,5 % (v/v) Nao reportado Furanos (45,8 %) (Chandel et al.,
HCl Fendlicos (35,9 %) 2007)
Microbiano Trichoderma reesei Explosdo a vapor Nao reportado Fendlicos (80 %) (Palmqvist and
Hahn-Higerdal,
2000a)
Enzimatico Lacases Hidrdlise acida com 2,5 % (v/v) Nao reportado Fendlicos (77,5 %) (Chandel et al.,
HCI Nao reduziu furanos e acido 2007)
acético
Eletrodialise Membranas carregadas e Hidrdlise acida com 2,5 % (v/v) | Pre-evaporacdo a 100°C, 15 Furfural (45 %) (Cheng et al.,
diferenca de potencial HCI min; eletrodialise a 20 V e 50 Acido acético (90 %) 2008)
elétrico L/h
Resina de troca | Resina comercial anidnica | Hidrdlise acida com 2,5 % (v/v) | 1:1 (m/m) resina/ hidrolisado Furanos (63,4 %) (Chandel et al.,
ionica HCI agitaciopor L haT Fendlicos (75,8 %) 2007)
ambiente. Acido acético (85,2 %)
Evaporacio a Evaporador Pré-tratamento hidrotérmico Concentragdo 55°C sob HMF e furfural (100%) (Vallejos et al.,
vacuo vacuo Acido acético (41 %) 2016)
Acido férmico (19 %)
Carvao Ativo Carvao Ativo Hidrdlise acida com 2,5 % (v/v) Nao reportado Furanos (38,7 %) (Chandel et al.,
HCl Fendlicos (57 %) 2007)
Acido acético (46,8 %)
Hidrotérmico Tratamento com 3 % de Furfural (81 %) (Vallejos et al.,

carvao ativo a 60°C por 60
min

HMF (100 %)

2016)
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CAPITULO 3 - Obtencio e caracterizacio do hidrolisado

hemiceluldsico e da celulignina proveniente do pré-tratamento acido

Este capitulo apresenta o descritivo do processo de pré-tratamento com &cido
diluido, realizado em reator piloto de 350 L no modo operacional batelada, incluindo a
composi¢do detalhada das correntes de entrada e saida do processo.

Apesar do pré-tratamento dcido ser intensamente estudado na literatura, o perfil
composicional do hidrolisado, que dependem das condi¢des operacionais, ainda se encontra
como um desafio cientifico. Neste capitulo € apresentado o balanco de massa do processo de
pré-tratamento e a caracterizagdo do hidrolisado hemicelulésico empregando desde técnicas
simples como o FTIR, até avancadas como RMN-HSQC, visando assim contribuir na area de
bioprocessos por meio do melhor mapeamento dos principais constituintes da fracao do bagago

de cana-de-agucar solubilizado durante um pré-tratamento dcido diluido.
3.1 Materiais e Métodos

3.1.1 Pré-tratamento do bagaco de cana-de-actcar com acido sulfiirico diluido para

obtenciao do hidrolisado hemicelulésico

O bagaco in-natura utilizado neste projeto foi cedido pela Usina da Pedra (Serrana
- SP), coletado por colheita mecanizada resultante da ultima moenda apoés extragdo do caldo. O
material foi seco a temperatura ambiente, ndo sendo realizado no mesmo qualquer processo de
lavagem ou separacgdo.

Previamente a etapa de pré-tratamento o material foi homogeneizado, garantindo
que a fracdo empregada seja representativa do todo.

A reacdo de pré-tratamento foi realizada em reator de pré-tratamento piloto de 350L
de liga hasteloy 276 (Pope Scientific INC) (Figura 15) pertencente a planta piloto para
desenvolvimento de processos (PPDP) do Laboratério Nacional de Biorrenovaveis (LNBR-
CNPEM) de acordo com condi¢des previamente otimizadas (Vaz et al., 2017). O reator é
equipado com sistema de agitagdo mecanico e aquecimento por meio de inser¢do de vapor ou
6leo térmico na camisa. O reator foi carregado com 15 kg de bagaco de cana-de-agucar (base
seca) e solucao de acido sulfurico 0,5% (v/v), considerando uma concentragdo de sélidos final

de 10% (m/m).
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A mistura reacional foi aquecida e mantida a 140°C por 15 min sob agita¢do. Apds
o tempo reacional o reator foi gradualmente resfriado, despressurizado e descarregado apds o
meio atingir uma temperatura de 100°C. A fracdo sélida referida como celulignina (CL) foi
separada do hidrolisado hemicelulésico (LH) por filtragdo utilizando um filtro do tipo Nutsche
com capacidade de 100 L e constituido de aco hasteloy 276 (Pope Scientific INC) conforme
apresentado na Figura 15. A CL foi lavada até pH neutro, pesada para determinacdo de
rendimento mdssico e caracterizada quanto a sua composicao fisico-quimica. A fracdo liquida
teve seu volume determinado (considerando também a frac@o liquida adsorvida pela CL) e foi
quantificada quanto aos carboidratos, compostos fendlicos e produtos de degradacdo e
armazenado a 4°C para uso posterior. A reacdo foi realizada em triplicata. O descritivo para
cdlculo do rendimento méssico de pré-tratamento, solubilizagdo dos componentes e severidade

encontra-se no ANEXO A.

Figura 15. Reator de pré-tratamento de 350L e do filtro do tipo Nutsche utilizado no processo

de separacgdo solido-liquido.

Fonte: Autor
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3.1.2 Caracterizacao da celulignina — fracao sélida

3.1.2.1 Caracterizacao fisico-quimica

A composicao quimica do material in-natura e da celulignina foi determinada de acordo

com a metodologia analitica reportada em (Sluiter et al., 2016), e apresentado no ANEXO B.

3.1.2.2 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As fotomicrografias do bagaco de cana in-natura e apds pré-tratamento com acido
diluido foram obtidas em um equipamento JEOL (modelo JSM-6330F) com detector Thermo
JEOL (elétron secunddrio) a uma poténcia do feixe de elétrons de 5,0 kV (equipamento
pertencente a instalacdo do Laboratério Nacional de Nanotecnologia — LNNano/CNPEM). Para
obtenc¢do das imagens, as amostras foram previamente submetidas ao recobrimento metalico de
16 nm de ouro em um metalizador Coating System BAL-TEC SCD 050 e mantidas em

dessecador até o momento da analise.

3.1.3 Caracterizacio do hidrolisado hemicelulédsico (fracao liquida) e da celulignina

(fracao solida)

3.1.3.1Quantificacao de aciicares e produtos de degradacao

Os hidrolisado de pré-tratamento foram analisados por cromatografia liquida
(HPLC) de acordo com a metodologia estabelecida no protocolo padrao do NREL (Sluiter et
al., 2008). No caso do hidrolisado de pré-tratamento, parte do material foi utilizado para
quantificagdo dos acucares monoméricos € a outra parte foi usada para quantificacdo dos
acucares totais (mondmeros e oligdmeros) ap6s uma etapa de hidrdlise d4cida como descrito por

(Jacobsen and Wyman, 2002). O ANEXO B apresenta o descritivo da metodologia empregada.

3.1.3.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de FTIR do hidrolisado hemiceluldsico foram realizadas em

equipamento Spectrum 400 séries FTIR/NIR da marca Perkin Elmer com acessério de ATR

1

com cristal de seleneto de zinco. A resolugdo espectral utilizada foi de 4,0 cm ™. Para cada

amostra 16 varreduras foram acumuladas na regido espectral de 650— 4000 cm™'.
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3.1.3.3 Espectroscopia de ressoniancia magnética nuclear - HSQC

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram adquiridos utilizando o
espectrometro Agilent Inova pertencente ao Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio-
CNPEM), operando a uma frequéncia Larmor de 499,726 MHz a 25°C em um instrumento
equipado com uma sonda de tripla ressonancia. Os parametros para aquisicao de dados foram:
largura de pulso de 10.250, janela espectral de 8000 Hz e 256 incrementos de tempo foram
gravados. Os espectros foram calibrados com base no sinal de tetrametilsilano (TMS).

Cerca de 35 mg das amostras foram dissolvidos em 0,65 mL de dimetilsulf6xido
deuterado (DMSO-ds) (Aldrich, 99,8 atomos % D, contendo 0,03% (v/v) TMS) e foram
colocados em tubos de RMN de 5 mm e submetidos a andlise em solugdo de '"H NMR e 2D
HSQC.

A amostra foi caracterizada ap0s ajuste de pH devido ao fato de que o funing e razao
de ruido no equipamento serem afetadas em pH’s acidos em analises de carboidratos (Gjersing

et al., 2013).

3.1.4 Balanco de massa da etapa de pré-tratamento

O balango de massas do processo de pré-tratamento com dacido diluido foi
determinado considerando-se o rendimento da reacdo como uma percentagem do total de
sOlidos recuperados apds pré-tratamento (base seca). Polimeros, oligdbmeros, mondmeros e
produtos de degrada¢do como HMF, furfural, dcido férmico e 4dcido levulinico foram medidos
e considerados, de acordo com as vias de degrada¢@o, com o intuito de chegar o mais préximo
possivel de 100 % do fechamento méassico do processo.

Para tal, todos os componentes de todas as correntes foram compilados e reportados
para cada etapa do processo de pré-tratamento. Os dados apresentados sdo referentes a uma
média de trés replicatas.

As concentracOes de glicose, celobiose, dcido férmico e HMF foram usadas para o
célculo do teor de celulose, enquanto que o teor de hemiceluloses foi calculado com base nas
concentracdes de xilose, arabinose, dcido acético e furfural. As suas massas foram divididas
pelo peso seco do material inicial e multiplicadas pelos fatores de hidrélise, que foram 0,9;
0,95; 1,29 e 3,52, respectivamente, para a glicose, celobiose, HMF e acido férmico, e 0,88 para
ambos, xilose e arabinose, 0,72 para o 4cido acético e 1,37 para furfural.

A quantificacdo da lignina soldvel contida na corrente liquida foi realizada por meio

de medigdes de absorbancia em espectrofotdmetro conforme descrito no item 3.1.3.1.
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O balango de massa foi realizado considerando as correntes de entrada e saida do
reator, e do procedimento posterior de separacao sélido-liquido, gerando uma fragdo sélida e
uma fracdo liquida que foram referidas ao longo do texto como celulignina e hidrolisado

hemiceluldsico respectivamente, conforme fluxograma esquematico abaixo (Figura 16).

Figura 16. Fluxograma esquemadtico da etapa de pré-tratamento dcido do bagaco de cana-de-
acuicar com as correntes de entrada e saida do processo; Sendo: A) Bagaco in-natura; B)

hidrolisado hemicelulésico (fragcdo liquida) e C) celulignina (fragcdo sélida).
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Fonte: Autor

3.2 Resultados

3.2.1 Pré-tratamento acido diluido

A composi¢cdo quimica do bagaco de cana-de-acucar antes e apOs a etapa de pré-
tratamento € apresentada na Tabela S e a Figura 17 apresenta o balanco de massas para a

celulose e hemiceluloses.
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Tabela 5. Composicao fisico-quimica do bagaco de cana in-natura e apds pré-tratamento com

acido diluido.

Componentes (%) In-natura Celulignina
Celulose 43,84 + 0,50 61,39 £ 0,31
Xilana* 25,75 £0,14 4,29 + 0,37
Acetil 2,63 +0,08 0,00 £+ 0,00
Lignina 21,10 £ 0,43 31,44 £ 1,68
Cinzas 2,15+£0,45 4,44 + 1,47
Extrativos 4,07 £ 0,06 -
Balanco 99,54 + 0,44 101,55 = 0,50

*xilose + arabinose

Figura 17. Balanco de massa das hemiceluloses e celulose para o pré-tratamento do bagaco de

cana com acido sulftrico diluido (140°C; 0,5% H2SO4; 15min).
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O pré-tratamento com acido sulfurico proporcionou uma solubilizagdo massica
média de 65%, resultando na solubilizacdo de 8,5%; 89,1% e 2,7% de celulose, hemiceluloses
e lignina respectivamente.

A aplicagdo da lei da conservacgdo para analisar um processo contabilizando a massa
de cada reagente/produto entrando ou saindo de uma unidade do processo € necessario para
otimizagdo de processos de bioconversdo e biorrefinaria, além do fornecimento de informagdes
para posteriores avaliacdes técnico-economicas (Burkhardt et al., 2013; Garlock et al., 2011).

O grupo acetil, que pode ser quantificado na forma de acido acético mediante a
solubilizacdo/degradacdo das hemiceluloses (Palmqvist and Hahn-Hégerdal, 2000a), foi
totalmente solubilizado, sendo quantificado na sua totalidade no hidrolisado .

A xilana foi solubilizada durante a etapa de pré-tratamento da fracdo sélida para a
fracdo liquida, sendo preferencialmente encontrada no hidrolisado na forma de xilose

monomérica, conforme reportado na Figura 17. J4 a celulose foi majoritariamente preservada
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durante o pré-tratamento, permanecendo 91% da quantidade inicialmente contida no bagaco de
cana in-natura, na fracdo sélida (celululignina).

O fator severidade do pré-tratamento foi de 1,29 (equacdo A4-ANEXO A) e esse
parametro retrata a influéncia da temperatura, do tempo reacional e do pH final de cada
condi¢do operacional, tendo que altas severidades resultam na obtencdo de uma celulignina
altamente digestivel na etapa de sacarificacdo enzimdtica, em contrapartida os agucares
hemicelulésicos podem ser mais facilmente degradados em subprodutos, reduzindo assim o
rendimento global de agucar recuperado. Por outro lado, se o fator de severidade é muito baixo,
a recuperacao de pentoses pode ser elevada, mas a digestibilidade enzimatica da celulignina
diminui consideravelmente, o que também vai resultar em um baixo rendimento de agucar

global.

3.2.1.1Caracterizacao do hidrolisado hemicelul6sico

O hidrolisado hemicelulésico proveniente do pré-tratamento com acido diluido do
bagaco de cana-de-acgucar foi caracterizado quanto ao teor de agucares, dcidos organicos,
produtos de degradacdo, teor de fendlicos e pH e os resultados sdo apresentados na Tabela 6.

Analisando os resultados de composi¢do do hidrolisado hemicelulésico € possivel
observar que os inibidores mais proeminentes no meio sdo o dcido acético (3,02 g/L) e

compostos fendlicos (4,96 g/L).

Tabela 6. Composi¢ao do hidrolisado hemicelulésico proveniente do pré-tratamento com dcido

sulftrico diluido.

Compostos Concentracao (g/L)
Glicose 3,97
Xilose 4298
Arabinose 2,41
Celobiose 0,24
Acido férmico 0,16
Acido acético 3,02
Acido levulinico 0,02
HMF 0,13
Furfural 0,70
Compostos fendlicos totais 4,96

pH 1,67
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O hidrolisado hemicelulésico (pH~ 5,5- 6,0) foi caracterizado por espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear (HSQC), conforme apresentado na Figura 18. A Tabela 7

apresenta as respectivas atribuigdes.

Foram apresentados somente o espectro da regido alifatica oxigenada (dc/0u 50—90/

2,5— 6,0) devido a sobressaléncia de sinais provenientes de carboidratos, frente os sinais dos

fenolicos.

Figura 18. Regido alifdtica oxigenada (0c/0u 50—105/2,5-6,0) no espectro de HSQC do

hidrolisado hemicelulésico com ajuste de pH.
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Tabela 7. Atribuicdes dos sinais de correlacdo carbono-hidrogénio para os carboidratos

presentes no hidrolisado hemicelul6ésico de bagago de agucar, caracterizado por RMN-HSQC.

ID Sinais Atribuicoes
59,19 /3,37 N3ao identificado
61,12 /3,63 Na3o identificado
UOMe 60,4 /3.51 C/H de grupo metoxila do dcido 4-O-
metilglucurdnico
Ars 61,40/ 3,35 Cs/Hs em o-L-arabinofuranosideo
62,45 /3,38 Na3o identificado
XS5 62.8/3.20 ¢ 3.86 Cs/Hs em B-D-xilopiranosideo
X5NR 65,37/3,00 e 3,35 € 3,61 Cs/Hs em B-D-xilopiranosideo (NR)
67,51/ 3,67 N3ao identificado
67,65/ 3,61 N3ao identificado
X4NR 69,71/3,25 C4/Hs4 in B-D-xilopiranosideo (NR)
70,25/ 3,04 N3ao identificado
71,01/ 3,82 Nao identificado
U2 71,75/ 3,55 C2/Hz em 4 4cido 4-O-metilglucurdénico
71,98/ 4,70 Nao identificado
72,21/ 3,12 N3ao identificado
U3 73,01 e 3,38 Cs/H3 em dcido 4-O-metilglucurdnico
74,59/2,87 Nao identificado
76,55/ 3,06 N3ao identificado
81,32/ 3,72 Nao identificado
82,71/3,69 Nao identificado
82,88/3,77 Nao identificado
oX1R 92.36/4,85¢ Ci/H; em a-D-xilopiranosideo (R)
oX1IR 92,16/4,90 Ci/H; em a-D-xilopiranosideo (R)
96,77/4,27 N3o identificado
BX1IR  97,51/4,21 Ci1/H: em B-D-xilopiranosideo (R)
X1 101,8 e 4,91 Ci/H; em B- D-xilopiranosideo
102,53 ¢ 4,87 Nao identificado
140,46/8,53 Nao identificado
142,75/ 8,36 Nao identificado

R- extremidades redutoras; NR- extremidades ndo redutoras.

A n
HO N\t .
u/X/\\‘ J

3 OH| HO
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Os espectros de HSQC das amostras apresentaram intensos sinais de carboidratos,
enquanto os sinais de fendlicos foram fracamente detectados na regido aromética do espectro,
por isso nao serdo abordadas na discussao.

O pico do solvente (6c 39,5; oH 2,49) foi utilizado como referéncia e os picos de
correlagdes do HSQC foram atribuidas conforme prévias avaliagdes de amostras de bagaco de
cana reportadas na literatura (Reinoso et al., 2018; Sporck et al., 2017).

A andlise dos polissacarideos oriundos de materiais lignoceluldsicos € um grande
desafio devido a heterogeneidade da composicdo dos monossacarideos, tipos de ligacdo e
sequencias glicosideas (Li et al., 2013). A Figura 18 e a Tabela 7 reportam a presenca de
inimeros sinais, entretanto, uma significativa parcela nao foi passivel de identificacdo de
acordo com os dados previamente publicados em literatura.

Os sinais mais importantes da fracdo hemiceluldsica correspondem as correlagoes
Ci/H1, Co/Ha, C3/Hz, C4/Ha, e Cs/Hs para as xilanas (X; e Xs) e correlacdo Co/Hz e C3/Hz em
acido 4-Ometill-a-d-glucurdnico (U2 e Us). Grupos laterais da unidade arabinosil (Ar) foram
detectadas em pequenas quantidades, em relacdo a intensidade dos demais sinais dos
carboidratos presentes nas amostras.

A amostra apresenta sinal em dc 92,23 ppm e 6H 5,57 ppm, referente a ligagcao acido
4-metilglucurdnico.

A presenca de ligagdes entre lignina e hemiceluloses tem sido estudada em detalhes
para gramineas, palhas e madeiras e (Peng et al., 2009) reportaram que a maior parte das
ligninas de gramineas estd diretamente ligadas as cadeias laterais da arabinose da xilana por
ligacGes do tipo éter.

O préton anomérico pode ser diferenciado em 6H 4,35 ppm, com atribui¢do para

1->4 B-D-Xilp da fracdo das hemiceluloses. Isso confirma que a 124 B-D-Xilp € uma ligagao

B-glicosidica, o que é consistente com a presenca de um pequeno pico préximo a 900 cm ! no

espectro de FTIR reportado na Figura 19.
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Figura 19. Espectro de infravermelho (FTIR) do hidrolisado hemicelulésico.
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3.2.1.2 Caracterizacao da celulignina

O bagaco in-natura e a celulignina obtida apds o pré-tratamento foram analisadas
quanto a sua ultraestrutura em microscopio eletronico de varredura. As imagens obtidas sdo

apresentadas na Figura 20.
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Figura 20. Micrografias do bagaco de cana in-natura (A) e apds pré-tratamento com 4cido diluido (B, C e D).
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A microscopia eletronica de varredura tem sido usada como uma técnica analitica
de grande importancia e versatilidade no estudo da ultraestrutura da biomassa (Corrales et al.,
2012). O bagaco in-natura (Figura 20 — A) apresenta uma morfologia rigida e compacta,
apresentando elementos tipicos, como feixes de fibras e ceras e extrativos depositados na
superficie.

As amostras submetidas ao pré-tratamento com 4cido diluido (Figura 20 — B,C,D)
exibiram uma morfologia mais desorganizada, com maior exposi¢do das fibras, com pequenos
poros, esferas e rupturas na superficie, que revelam as alteragdes oriundas do processo de pré-
tratamento.

Os pré-tratamentos aquosos e catalisados por 4cido ndo proporcionam uma
significativa remog¢do da lignina, entretanto a literatura reporta a formacdo de compostos
similares a lignina, denominados por pseudo-lignina (Zhuang et al., 2017). De acordo com a
Figura 20 - D, observa-se a presenca de estruturas esféricas com didmetro médio de 0,87 nm.,
que de acordo com a literatura pode ser atribuido a pseudo-ligninas.

Leschinsky et al., (2009), reportaram que a exposi¢ao do hidrolisado hidrotérmico
proveniente de madeira a 170°C resultou na formacdo de um precipitado preto altamente
condensado que apresenta massa molar média muito superior a lignina nativa.

Esses compostos similares a lignina sdo reportados de indmeras formas na
literatura, incluindo a denominag¢ao pseudo-lignina e estdo intimamente relacionados a adsor¢cao
nao produtiva de enzimas durante a etapa de hidrélise enzimatica (Hu et al., 2012; Sannigrahi
et al., 2011).

Li et al., (2007), postularam e posteriormente Sannigrahi et al., (2011) reforcaram
que os carboidratos provenientes do pré- tratamento termoquimico sdao degradados a pseudo-
ligninas, tendo que altas temperaturas, baixos pH e a presen¢a de oxigénio sdo fatores cruciais
para a formagdo desses elementos (Hu and Ragauskas, 2014).

Um estudo recente apontou que além da severidade do pré-tratamento, 0 processo
de resfriamento também contribui para a formagao dessas esferas na superficie do material
(Shinde et al., 2018; Zhuang et al., 2017), e que sob as condi¢des de pré-tratamento
hidrotérmico e 4cido diluido o furfural e HMF formados, resultantes da desidratacdo de
pentoses e hexoses respectivamente, sdo intermedidrios chaves para a formagao de pseudo-
ligninas pela ligacdo com polissacarideos ou polimerizacdo com a lignina (Li et al., 2005;

Zeitsch, 2000).



66

Selig et al., (2007), reportaram que a lignina proveniente do pré-tratamento acido
de sabugo de milho se deposita sobre a superficie da celulose na forma de glébulos esféricos, o
que impactam nas conversoes e rendimentos da hidrolise enzimatica.

Donohoe et al., (2008) reportaram que essas estruturas seriam esféricas com uma
superficie achatada em contato com a parede celular, as quais tendem a se acumular em pits,
corners e regides de delaminacao, conforme observado nas Figura 20 -B, C e D.

As esferas demonstram conter lignina e s@o formadas durante o pré-tratamento
quando as temperaturas atingem valores acima do intervalo para a transi¢ao da fase de lignina,
momento em que a lignina comega a se unir em massa maiores € migrar para fora das paredes
celulares.

Sannigrahi et al., (2011), reportaram ainda que essas microesferas podem ser
geradas a partir de carboidratos sem uma contribui¢do significativa da lignina durante um
processo de pré-tratamento dcido, especialmente os realizados sob condi¢Oes de altas
severidades.

As microesferas aumentam com o incremento da temperatura, aumentando em
torno de 4 vezes de quanto a temperatura migra de 160 para 180°C (Yang et al., 2015).

Vérios pesquisadores reportam a presenca dessas esferas (Donohoe et al., 2008;
Pingali et al., 2010; Shinde et al., 2018) determinadas como lignina, e uma variedade de
biomassas apds pré-tratamento hidrotérmico ou 4cido diluido. Ha a hipdtese de que essas
esferas seriam resultado da transi¢ao da lignina do estado vitreo para o estado fundido ( “ruberry
state”), seguido por coalescéncia, migracdo e extrusdo da parede celular vegetal.

Entretanto, como a caracterizagdo estrutural mostra que as pseudo-lignina sdo
constituidas principalmente por estruturas carbonilicas e carboxilicas aromdticas e alifaticas,
similares as encontradas na lignina, tem-se que essas estruturas poderiam ser provenientes de
reacoes de policondensacdo e polimerizacdo da propria lignina ou de carboidratos juntamente
com produtos de degradacao (Hu et al., 2012).

Adicionalmente, tem-se mudangas morfoldgicas na lignina durante a etapa de pré-
tratamento, no qual, sob condicdes acidas, fons carbanions intermedidrios sdo formados e
apresentam elevada afinidade por nucledfilos da prépria estrutura do material, podendo
ocasionar a despolimeriza¢do, enquanto as reagdes entre os ions carbanion e os nucledfilos
resultam na repolimerizacdo e ou condensagdo (Fengel and Wegener, 1989; Li et al., 2007).

Quebras extensivas da ligacdo B-O-4 da lignina, sem altas concentragdes de
mondmeros na fracdo liquida, podem ser atribuidas a despolimerizagdo acompanhada de

repolimerizagao/recondensacdo (Svenska pappersbruksféreningen. et al., 1985).
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3.3 Conclusoes parciais

O pré-tratamento do bagaco de cana-de-agicar com &cido sulfirico (140°C; 0,5%
H>SO4; 15 min) proporcionou 89,1% de solubilizacio das hemiceluloses, sendo
preferencialmente encontrada no hidrolisado na forma de xilose monomérica, enquanto a
celulose foi majoritariamente preservada, permanecendo 91% da quantidade inicialmente
contida no bagaco de cana in-natura, na fracao sélida (celulignina).

O hidrolisado hemiceluldsico foi caracterizado apresentando 43 g/L. de xilose e os
inibidores mais proeminentes foram o 4cido acético (3,02 g/L)) e compostos fendlicos (4,96
g/L). O espectro de RMN identificou extremidades redutoras e nio redutoras dos carboidratos,
sendo preferencialmente de ligacdes [-glicosidicas, a e B- D-xilopiranosideo e oriundas do
acido 4-o metil glucurdnico.

A celulignina também foi caracterizada exibindo uma morfologia mais
desorganizada, com maior exposi¢do das fibras, com pequenos poros e rupturas na superficie,
além da presenca de estruturas esféricas com didmetro médio de 0,87 nm, que revelam as

alteracdes oriundas do processo de pré-tratamento 4cido.
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CAPITULO 4 - Destoxificacio do hidrolisado hemicelulésico

Muitos processos de destoxificagdo sdo reportados na literatura para prover ganhos
significativos em rendimento e produtividade em fermentacdo, tanto de hexoses como de
pentoses, os quais sio baseados em distintas estratégias para remog¢ao dos principais inibidores
microbianos.

O processo de extragdo liquido-liquido encontra-se escassamente explorado na
literatura, sendo avaliado basicamente por meio de solventes organicos como acetato de etila.
O presente capitulo avalia o potencial de 14 solventes, incluindo cetonas, dlcoois e ésteres, no
potencial de remocao de furanicos, dcidos organicos e fendlicos do hidrolisado hemiceluldsico

Além das avaliagdes de extrabilidade, sdo mensuradas as perdas/remogdes de
carboidratos do hidrolisado e paralelamente sdo reportados os dados composicionais das
correntes de entrada e saida do processo de extracdo, com balancos de massas completo, que
sdo necessarios a comunidade cientifica visto o potencial de empregabilidade posterior em
andlises de simula¢do computacional, visando por exemplo a andlise econdmica e de

sustentabilidade do processo.
4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 Centrifugacao do hidrolisado hemicelulésico

Previamente ao processo de destoxificacdo, o hidrolisado hemiceluldsico foi
centrifugado utilizando uma centrifuga de chdo refrigerada de alta velocidade (Thermo
Scientific Sorvall RC-6 Plus) a 8000 rpm (11.949 x g) (Fiberlite F10-4 x 1000 LEX Rotor), a
20°C por 15 minutos para remogdo de alguns compostos insoliveis ainda presentes no
hidrolisado (finos de bagaco e lignina eventualmente precipitada). A centrifugacdo foi realizada
com controle de temperatura para minimizar a perda de compostos voldteis por evaporagao.

O hidrolisado hemiceluldsico, livre dos compostos insoliveis, teve seu pH e
densidade determinada e foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para
quantificacdo dos agucares, dcidos organicos e aldeidos furanicos.

Além disso foi determinado o teor de dgua e concentracdo de lignina soldvel no
meio.

O teor de 4gua no hidrolisado foi determinada pelo método de Karl Fischer, e a
concentracdo dos compostos fendlicos advindos da lignina por espectrofotometria no UV-

Visivel, segundo metodologia descrita por (Sluiter et al., 2016).
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4.1.2 Destoxificacao do hidrolisado hemicelulésico

Para a remocdo dos compostos fendlicos, dcidos organicos e produtos de
degradacdo liberados na fase liquida durante o processo de pré-tratamento empregou-se o
processo de destoxificacdo previamente otimizado por (Roque et al., 2019).

O processo de destoxificagdo consiste em uma etapa de evaporacdo seguido de
extracdo liquido-liquido empregando-se solventes organicos. A extracdo foi realizada

utilizando-se trés estdgios sequenciais.

4.1.2.1Evaporacao

O hidrolisado hemicelulésico (pH 1,67- pH do final da etapa de pré-tratamento) foi
concentrado em um rotaevaporar (IKA, HB 10 control, Staufen, Germany) com 470 mbar (80
°C), acordo com metodologia otimizada por (Roque et al., 2019).

A composicao do hidrolisado antes de evaporar (corrente de entrada) e hidrolisado
apos evaporacgdo (corrente de saida) foram quantificadas. A composi¢do do destilado (corrente
de saida) foi obtida por diferengca. Foram determinados o balanco de massa do processo de

evaporacao e a eficiéncia de evaporagao.

4.1.2.2 Extracao liquido-liquido em Trés Estagios

As extracdes liquido-liquido foram realizadas separadamente empregando-se 14
distintos solventes para a remoc¢ao dos compostos inibitérios fermentativos, sendo realizada em
trés estagios. Os solventes foram classificados por cores de acordo com o grupo funcional, e
ordenados, dentro de cada classe, em ordem crescente de massa molar, conforme apresentado
na Tabela 8. O padrdo de classificacdo serd empregado em todas as tabelas e figuras do
trabalho.

O ANEXO C apresenta as estruturas quimicas e os respectivos pontos de ebuli¢do

dos solventes empregados no processo de extracao liquido-liquido.
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Tabela 8. Identificacdo dos solventes empregado no processo de extragdo liquido-liquido e das

respectivas purezas, marcas € massas molares.

Grupo Solventes Massa molar Pureza/ Marca
funcional dos (g/mol)
solventes
Butanol 74 Merck, > 99,5 %
Alcool Alcool isoamilico 88 Vetec, > 98,5 %
2-Etil hexanol 130 Sigma Aldrich, > 99,6 %
1- Decanol 158 Sigma Aldrich, > 98,0 %
Acetato de butila 116 Sigma Aldrich, > 99,5 %
Acetato de isobutila 116 Merck, > 98,0 %
Ester Acetato de isoamila 130 Merck, > 99,0 %
Propionato de isoamila 144 Sigma Aldrich, > 98,0 %
Acetato de heptila 158 Sigma Aldrich, > 98,0 %
Cetona Metil isobutil cetona (MIBK) 100 Vetec, > 98,5 %
Diisobutil cetona (DIBK) 142 Rhodia Solvay, > 95,0 %
Biodiesel Biosiie§el de 6leo de mamona* 555 -
Biodiesel de 6leo de coco* 927 -
Eter Metil tert-butil éter (MTBE) 88 Sigma Aldrich, > 99,8 %

*as amostras de biodiesel foram gentilmente doadas pela Prof. Dra. Maria Regina Wolf Maciel,
FEQ/Unicamp (Silva et al., 2006, 2013).

No primeiro estdgio, para cada solvente, foram utilizados dois frascos erlenmeyers
de 250 mL com tampa sendo adicionado, por meio de uma balanga analitica (Mettler Toledo
PB3001-L) com precisdo de uma casa decimal, 105 g de hidrolisado, 35 g do solvente em cada
um dos frascos erlenmeyers. Ap6s a adi¢do, os recipientes foram levados para agitacdo em um
shaker (New Brunswick, modelo EXCELLA E24) por um periodo de 4 h, a 120 rpm e 25°C.

Ap0s este periodo, o material foi vertido em um funil de separagdo de 250 mL e
mantido em repouso para separacdo das fases. Apds o periodo necessario, as fases foram
transferidas para um frasco previamente pesado e tiveram suas massas finais (frasco + fase
organica ou aquosa) determinadas. A fase aquosa foi novamente utilizada para a segunda etapa
de extracdo (segundo estdgio), adicionando a este material, 35 g de solvente. O mesmo
procedimento, realizado para o primeiro estagio, foi repetido. Um terceiro estdgio foi realizado
seguindo o mesmo procedimento.

Os ensaios foram realizados em duplicata, para cada um dos solventes, com exce¢ao
dos biodieseis. Ao final do ultimo estdgio, as amostras da fase aquosa foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e espectrometria de UV-visivel. Amostras da
fase aquosa e organica também tiveram suas densidades e teores de dgua determinados.

A eficiéncia de extracdo dos compostos foi calculada conforme equacao 1:
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. en - Min — Mout
Eficiéncia de extragdo (%)= (—) *100
Min 1
(D
Onde mj, € massa do analito antes da extragdo; mou € a massa do analito apds extragdo.
Os balangos de massa dos processos de extragdo liquido-liquido, eficiéncia de

extracdo e coeficiente de distribuicio foram calculados utilizando os dados obtidos.

4.1.3 Determinacao da solubilidade dos solventes no hidrolisado hemicelulésico

A solubilidade dos 14 solventes utilizados no processo de ELL no hidrolisado
hemicelulésico foi determinada utilizando-se uma célula de equilibrio contendo uma
determinada massa de hidrolisado hemicelulésico (aproximadamente 10 g). Uma barra de
agitacdo magnética foi inserida dentro da célula de equilibrio sendo a mesma vedada com septo
de borracha. A célula foi conectada a um banho termostatizado (Tecnal TE-184), sendo a
temperatura mantida a 25°C. Ap6s ser conectada ao banho, a célula foi colocada sobre o
agitador magnético (Fisatom, modelo 752A), e mantida sob agitacao constante.

O solvente foi inserido em uma seringa “brau injekt”, de 5 mL, com agulha
hipodérmica de aco inox 50 x 1,2mm. As bolhas de ar da seringa foram retiradas e o sistema
foi pesado. O solvente foi adicionado a célula, gota a gota, até que a mistura homogénea se
tornasse heterogénea. Atingido o ponto de mixima solubilidade, a seringa com o solvente foi
retirada do septo e pesada novamente, para a determinacdo da massa utilizada. Além disso, com
o auxilio de uma outra seringa foi coletada uma amostra da mistura para que a densidade fosse
determinada, considerando a mesma temperatura do banho, 25°C. As anélises foram realizadas

em triplicata, para cada solvente.
4.2 Resultados

4.2.1 Concentracao do hidrolisado hemicelulésico

O hidrolisado hemicelulésico utilizado no processo de destoxificacio € proveniente
do pré-tratamento com acido sulftrico diluido do bagaco de cana, o qual proporciona a remog¢ao
preferencial da fracdo hemiceluldsica além da presenca de compostos inibitérios como acido
acético, furfural, HMF e 4cido férmico para a fracao liquida.

O maior desafio da tecnologia de etanol de segunda geracdo (2G) é o pleno

aproveitamento dos carboidratos presentes na parede celular da biomassa e apesar da presenca
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de unidades comerciais em operacdo, como a Raizen e a Granbio, essa tecnologia promissora
ainda se encontra no estdgio inicial da curva de aprendizagem (Junqueira et al., 2017).

Apesar do extenso estudo em processos para reducao da recalcitrancia de biomassas
vegetais, a extensa maioria reporta baixo teor de sélidos na mistura reacional, resultando entdo
em baixas concentracdes de agicares no hidrolisado e consequentemente aumento na demanda
de vapor para a prévia concentragdo para a etapa subsequente de fermentacdo (Rocha et al.,
2015).

O aumento do teor de s6lidos dentro do reator de pré-tratamento, como em reatores
continuos por exemplo, auxilia no aumento da concentracdo de acticares e também diminui o
investimentos de capital e de operacdo de uma unidade de etanol de segunda geracdo (E2QG)
(Junqueira et al., 2017).

Com base nesse preceito, uma etapa de concentracao foi realizada previamente ao
processo de destoxificagcdo, visando a remocao prévia de inibidores voldteis e obtencdo de
concentracdes de carboidratos adequadas a etapa fermentativa, buscando uma maior adequagdo
aos processos industriais de E2G.

O processo de evaporacao do hidrolisado hemiceluldsico foi previamente otimizado
por (Roque et al., 2019) no qual tem-se que a evaporacao do hidrolisado hemicelulésico em pH
1,7 (pH final da etapa de pré-tratamento) e que proporciona maior eficiéncia na remog¢ao de
inibidores em relagdo ao pH 3 ou 5. O balan¢o de massa do processo de evaporacao na condi¢ao

otimizada pH 1,7 é reportado na Figura 21.
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Figura 21. Balanco de massa do processo de concentracio do hidrolisado hemicelulésico proveniente do pré-tratamento dcido do bagago de cana-

de- acucar.

Destilado
Acido acético 1,76 £0,01 g (2,48 g/L)
Acido férmico 0,04 + 0,00g (0,05 g/L)
Fenolicos 1,52 +0,01g (2,14 g/L)
HMF 0,01 +0,00 (0,02 g/L)
Furfural 0,61 + 0,01 (0,87 g/L)
Volume Total 710,15+ 2,8 ml
Massa Total 800,63 + 1,07 g

i
Hidrolisado Hemicelulésico I:I
Acido acético 2,71+0,01g (3,02 g/L) Hidrolisado hemiceluldsico concentrado
Acido férmico 0,25 +0,01g (0,28 g/L) Q Acido acético 0,95+0,01g (5,08 g/L
Fenolicos 4,45 +0,04 g (4,96 g/L Acido foérmico 0,21 £0,01 g (1,13 g/L
Glicose 3,57 £0,08 g (8,97 g/L) L Fenolicos 2,93+£0,04 9 (15,65 g/L
Xilose 38,57 + 0,06 g (42,98 g/L [0 hd Glicose 3,49+0,01¢g (18,67 g/L
Arabinose 2,58+0,01 g (2,88 g/L Xilose 36,53 + 0,06 g (195,15 g/L
Celobiose 0,21 £0,01 g (0,249/L Arabinose 2,58 +£0,01¢g (13,77 g/L
HMF 0,12 +0,01 (0,13 g/L Celobiose 0,21 £0,01 g (1,13 g/L
Furfural 0,63 + 0,01 HMF 0,10+£0,01 g (0,54 g/L
Volume Total 897,35+ 2,17 ml Furfural 0,01 £0,01 g (0,07 g/L
Massa Total 1011,68 + 217 g Volume Total 187,20 ml £ 0,35ml
Massa Total 211,05 +0,31 g

. Evaporagao |
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De acordo com os dados da Figura 21 tem-se que o processo de evaporacao
resultou na remocao de 16,0 + 0,8% de 4cido férmico, 65,0 + 1,0% de 4cido acético, 13,0 £ 0,5
% de HMF, 98,0 = 0,9% do furfural e 34,0 £ 0,77% do teor de compostos fendlicos inicialmente
presentes no hidrolisado.

Larsson et al., (1999), observaram a remocao de 90% de furfural e 4% de HMF na
evaporacao a vacuo de hidrolisado de madeira, enquanto Rodrigues et al., (2001), reportaram
que o furfural e HMF foram majoritariamente removidos do hidrolisado hemicelulésico apds
evaporacao em distintos valores de pH’s (0,92; 4,76 € 9,5).

Ap6s a etapa de concentracdo, o hidrolisado de trabalho apresentou um total de
acucares de aproximadamente 230 g/L, com uma propor¢do de 11:1 de xilose e glicose € um

pH final de 1,7.

4.2.2 Extracao liquido-liquido

O processo de evaporagdo permite a remocao de alguns compostos voléteis como
acido acético, furfural e vanilina do hidrolisado hemicelulésico. Entretanto, retém compostos
com alta toxicidade como extrativos e fragmentos aromaticos derivados de lignina (Chandel et
al., 2011). O processo de destoxificacdo empregando extracao liquido-liquido € estratégico para
remocgao seletiva dos inibidores, sem reducdo do teor de carboidratos. Ademais, apresenta a
possibilidade de recuperagao e reutilizacdo do solvente, com uma simples etapa de evaporagao.

Os valores de solubilidade dos solventes organicos no hidrolisado hemiceluldsico
evaporado foram determinados através da densidade da mistura no ponto de méxima

solubilidade. A Tabela 9 apresenta os dados obtidos.



75

Tabela 9. Solubilidade dos solventes no hidrolisado hemiceluldsico evaporado, empregados na

etapa de destoxificacao por extracao liquido-liquido.

Solventes Solubilidade [gsolv/Lsol]
Butanol 37,91 £ 0,58
Alcool isoamilico 11,68 + 0,61
2 Etil hexanol 0,88 + 0,06
1-decanol 0,74 + 0,02
Acetato de butila 2,61 +0,10
Acetato de isobutila 3,54 +£0,22
Acetato de isoamila 1,80 = 0,02
Propionato de isoamila 0,93 +£0,05
Acetato de heptila 1,05 + 0,08
MIBK 0,93 £ 0,08
DIBK 0,76 = 0,08
Biodiesel de 6leo de mamona 1,00 + 0,05
Biodiesel de 6leo de coco 1,05 £ 0,07
MTBE 19,17 +£ 0,19

Entre os dlcoois utilizados na etapa de extracdo, o butanol e o dlcool isoamilico
apresentaram as maiores solubilidades no hidrolisado, com valores de 37,91 + 0,58 g/LL e 11,68
+ 0,61 respectivamente, conforme reportado na Tabela 9.

Apesar da solubilidade, o dlcool isoamilico se mostra como um solvente promissor
para aplicacdo em processos de destoxificacdo, pois apresenta baixa toxicidade ao
microrganismo fermentativo empregado neste trabalho (dados que poderdo ser observados no
capitulo 5 de fermentacdo), além do seu potencial de integragdo com as usinas de etanol de
primeira geracdo (E1G). Durante a etapa de destilacdo do vinho, para a obtencdo do etanol, um
dos subprodutos do processamento € o 6leo fusel, o qual possui 38 % de alcool isoamilico em
sua composicdo. Sendo assim, para cada 1000 L de etanol hidratado produzidos,
aproximadamente, 2,5 L de 6leo fisel sdo produzidos e consequentemente 0,95 mL de dlcool
isoamilico poderiam ser obtidos para aplicagdo no processo de extracao (rendimentos tedricos).

Assim como os dlcoois de cadeia longa (1-decanol e 1-hexanol), as cetonas (MIBK
e DIBK), apresentam solubilidade inferior a 1 g/LL

O tnico éter entre os solventes avaliados, MTBE, apresentou a segunda maior
solubilidade no meio com 19,17 g/L. Os ésteres encontram-se em uma faixa de solubilidade
intermedidria (1 a 3 g/L), tendo o acetato de isobutila como o mais solivel (3,54 g/L) e o
propionato de isoamila como o menos soldvel no hidrolisado (0,93 g/L).

A maioria dos solventes apresentaram solubilidade no hidrolisado hemicelulésico

proximo de 1 g/L.
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A avaliacdo da solubilidade dos solventes no hidrolisado hemiceluldsico é
importante para o processo de extracdo liquido-liquido. O processo consiste na transferéncia de
um soluto de um solvente para outro e a alta solubilidade do solvente extratante pode resultar
em perdas do composto de interesse, do préprio solvente e custos adicionais na sua recuperacao
e reutilizacdo no processo (e.g solventes com baixa solubilidade resultam em maior taxa de
recuperagdo do solvente e menor necessidade de complementagdo do volume de extracdo em
um novo ciclo). Além disso, solventes com alta solubilidade no hidrolisado, como € o caso do
butanol, podem impactar negativamente no processo fermentativo, etapa subsequente ao
processo de destoxifica¢do, devido a maior concentracio de solvente residual no hidrolisado.

Entretanto, para solventes organicos com maior miscibilidade em 4gua tem-se a
possibilidade da adicdo de uma solucdo concentrada de sal. A adicdo do sal resulta na
diminui¢do da solubilidade do composto a ser extraido na fase aquosa, com a migracao para a
fase organica (efeito salting out) (Lan et al., 2019).

As Figuras 22, 23 e 24 apresentam a eficiéncia global de extracdo dos &4cidos
organicos, furanicos, fenodlicos e carboidratos presentes no hidrolisado hemiceluldsico,

considerando os quatorze solventes avaliados no estudo.
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Figura 22. Eficiéncia de extracdo liquido-liquido para os 4cidos organicos: a) dcido férmico,

b) acido levulinico e c) acido acético.
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Figura 23. Eficiéncia de extracdo liquido-liquido para os furanos e fendlicos: a) HMF, b)

furfural e c¢) fendlicos.
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Figura 24. Eficiéncia de extracdo liquido-liquido para carboidratos.
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Analisando a Figura 22-a é possivel observar, de modo geral, que os dlcoois
apresentaram maior eficiéncia na extragdo dos acidos organicos. Para o dcido férmico, a maior
eficiéncia de extracdo de 4cido formico foi observada para o butanol, com 73,3 + 0,6%, seguido
do acetato de isoamila, com 37,9 £+ 3,6%. Um decréscimo da eficiéncia de extra¢do de acido
férmico € observado com o aumento da massa molar do dlcool empregado no processo de
extracdo liquido-liquido. Comportamento este, ndo observado para as demais classes de
solventes.

De acordo com a literatura, a remog¢ao de dcido férmico do hidrolisado ndao é um
processo trivial (Brouwer et al., 2017). Silva et al., (2020) observaram por meio de simulacdes
que o 4cido férmico apresentou maior afinidade pela fase aquosa em relagdo aos solventes
acetato de butila, hexano e 2-metiltetraidrofurano (coeficientes de parti¢dao calculados menores
que 1 para todos os extratantes).

Para o 4cido levulinico (Figura 22-b), os dlcoois butanol e dlcool isoamilico e a
cetona MIBK extrairam totalmente a concentracdo inicialmente presente no hidrolisado. Os
ésteres acetato de butila e acetato de isobutila também apresentaram altas eficiéncias de
extracdo com 94,2 £ 5,8 % e 90,2 + 3,9 %, respectivamente. Uma tendéncia de decréscimo nas
eficiéncias de extracdo foi observada para os dlcoois, ésteres e cetonas, com 0 aumento da massa
molar dos solventes extratantes utilizados.

Para o 4cido acético (Figura 22-c), destaca-se as maiores eficiéncias de extragdes
para butanol (95,9 + 4,1 %), &lcool isoamilico (76,4 = 1,4 %) e MIBK (34,9 £ 0,2 %). O

aumento de massa molar também apresentou impacto negativo na extracdo do 4cido acético
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pelos dlcoois avaliados neste trabalho. Em contrapartida, para o esteres, foi observado um
aumento nas eficiéncias de extragdo com aumento da massa molar. Para as cetonas e os
biodieseis avaliados, foram observados leves decréscimos nas efici€éncias de extracdo com
aumento da massa molar.

Devido ao baixo pH do hidrolisado hemicelulésico (pH ~1,7) foi observada a
hidrdlise de alguns acetatos, com a formag¢do do édlcool e dcido correspondentes. Os valores de
acido acético nao foram considerados para a determinacao das efici€ncias de extragao para os
solventes acetato de butila, isobutila e heptila.

Em termos de eficiéncia de extracdo dos furanos (Figura 23-a, b), destaca-se o
butanol (90,1 = 0,4 %), dlcool isoamilico (83,4 £ 0,5 %) e o MIBK (76,5 £ 0,5 %) para o HMF
e os solventes butanol (97,6 £0,1 %), 2-etilhexanol (90,2 = 2,0 %), acetato de isoamila (86,5 +
1,5 %), e propionato de isoamila (94,0 + 2,0 %), para furfural. Em geral para o HMF, observa-
se que a eficiéncia de extracdo € inversamente proporcional a massa molar do extratante.

Os fendlicos, representados por fragmentos aromaticos de lignina e possivelmente
de extrativos da biomassa (Figura 23-c), tiveram melhor eficiéncia de extragdo com os
solventes butanol, dlcool isoamilico e acetato de isoamila, com percentuais na faixa de 75-85%.
Em geral, assim como o observado para o HMF, a eficiéncia de extragdo apresenta relacao
inversamente proporcional com o aumento de massa molar do solvente extratante (exceto para
o acetato de isoamila).

Os biodieseis de 6leo de coco e de 6leo de mamona foram os que apresentaram 0s
menores desempenhos em termos de extracao dos inibidores, possivelmente devido ao tamanho
da cadeia carbonica.

Mateo et al., (2013), realizaram a destoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico
obtido do pré-tratamento de poda de oliveira empregando- se cloroférmio, hexano e acetato de
etila e verificaram que o acetato de etila foi o solvente com maior efici€éncia removendo 94%
de furfural, 40% 5-HMF e 49% de compostos fendlicos de baixa massa molar.

Uma das vantagens do processo de extracdo liquido-liquido frente a outros
processos de destoxificagdo € a conservagdo dos carboidratos presentes no hidrolisado. Pode-
se observar (Figura 24) que as eficiéncias de extragdes de carboidratos foram na faixa de 0 —
9,9 g/L para arabinose; 0- 4,7 g/L para glicose e 0- 9,8 g/L. para glicose. O butanol apresentou
as maiores eficiéncias de extragdo com 9,9 + 0,3 % para arabinose, 9,8 + 1,4 % para xilose e
4,7 +0,5 % para glicose.

Considerando os percentuais de perda de carboidratos comumente apresentados na

literatura, referente ao processo de destoxificagdo overliming (uso de acido fosférico e
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hidréxido de célcio para arraste de compostos) (aproximadamente 20 %) esse percentual nao é
considerado significativo (Zhang et al., 2018).

A extracdo de inibidores empregando n-butanol e acetato de etila reportam
decréscimos significativos na concentracdo de inibidores fermentativos, entretanto a
miscibilidade na fase aquosa resulta em desafios de separacdo como formacdo e emulsdo e
floculagdo, tornando a ampliacdo de escala um desafio adicional (Tesfaw and Assefa, 2014).

Zhu et al., (2011), reportaram a remocgado de 73,3% de acido acético do hidrolisado
de palha de milho empregando trialquilamina como extratante.

A literatura reporta que o uso de membranas extratoras para remog¢do de inibidores
podem apresentar desempenhos superiores em relagdo a extragdo por solventes, entretanto a
possibilidade de reutilizagdo do solvente torna o processo com maior potencial de aplicacdo
para escalas industriais (Tesfaw and Assefa, 2014).

O processo de extragdo liquido-liquido apresentou perdas ndo significativas e
intrinsecas a operacdo unitaria, com balangcos de massa com rendimentos superiores a 99%. O
ANEXO D apresenta a média dos rendimentos de extragdes e as tabelas com os balangos de
massa da extracdo do hidrolisado hemicelulésico com todos os solventes empregados na etapa

de destoxificacao.

4.3 Conclusoes parciais

O hidrolisado hemicelul6sico proveniente do pré-tratamento com acido sulfurico
diluido do bagaco de cana-de-acucar, foi submetido a um processo de destoxificacdo
envolvendo sua concentracdo, visando a remog¢do prévia de inibidores voldteis e obtengdo de
concentracdes de carboidratos adequadas a etapa fermentativa, e uma etapa de extracao liquido-
liquido empregando 14 distintos solventes.

A concentragdo, realizada sob condic@o otimizada a pH 1,67, resultou na remocao
de 16 + 0,8 % de acido férmico, 65 + 1,0% de acido acético, 13 +0,5% de HMF, 98 + 0,9% do
furfural e 34 + 0,77% do teor de fendlicos inicialmente presentes no hidrolisado, nao
ocasionando arrastes expressivos de carboidratos para o destilado.

A eficiéncia de extracdo dos inibidores fermentativos e a solubilidade no
hidrolisado hemicelulésico foram avaliadas.

Dentre os dlcoois utilizados na etapa de extracdo, o butanol e o dlcool isoamilico
apesar de apresentarem altas efici€éncias de extracdo (com remoc¢do de 97,57 + 0,02% de

furfural, 90,06 + 0,35% de HMF, 95,94 + 4,06% de acido acético e 83,21 + 0,76% dos
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compostos fendlicos para o butanol e 76,37 + 1,43% de 4cido acético; 83,40 £ 0,55% HMF e
72,02 + 0,31% de compostos fendlicos para o dlcool isoamilico), apresentaram as maiores
solubilidades no hidrolisado, com valores de 37,91 +0,58 e 11,68 + 0,61 g/L, respectivamente.

Os dlcoois de cadeia longa (1-decanol e 1-hexanol), as cetonas (MIBK e DIBK),
apresentam solubilidade inferior a 1 g/L., com destaque para o MIBK com remocio de 34,9 +
0,2% de acido acético e 100 = 0,1 % de 4cido levulinico e para o 1-decanol que resultou na
remocgao de 46,9 + 0,1% de acido acético.

O dnico éter entre os solventes avaliados, MTBE, apresentou a segunda maior
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