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O 4acido gliconico (AG) é um composto quimico versatil com aplicacdo na industria de alimen-
tos, metalurgica, farmacéutica, construcao civil, entre outros. Sua producdo a partir de biomassa
lignoceluldsica é uma oportunidade de aproveitamento de biomassas vegetais residuais. Neste tra-
balho, os principais gargalos para a sintese de AG a partir de biomassa vegetal sdo apresentados e
discutidos. Considerando um processo totalmente enzimatico em que a hidrdlise de celulose para
a liberacdo de glicose e a conversdo dela em AG ocorrem simultaneamente, varios efeitos de ini-
bicdo podem ocorrer, limitando a acdo das enzimas hidroliticas. Para avaliar esses efeitos, ensaios
de hidrélise de bagaco de cana-de-acucar pré-tratado foram realizados na presenca de diferentes
concentracdes iniciais de glicose e AG. Além disso, sabendo que a producdo de AG causa queda do
valor de pH do meio reacional, o efeito inibitdrio causado por alguns agentes de neutralizacdo do
pH também foram investigados. Os resultados obtidos demonstraram que a glicose é um inibidor de
celulases mais forte que o AG e que o tampao citrato é o melhor agente para manutencdo do pH do
meio reacional. Neste estudo, ndo foi realizado o processo de hidrdlise de celulose e sintese simul-
tanea de AG. Entretanto, os ensaios simulando esse processo permitiram concluir que ele pode ser
vantajoso, comparado ao respectivo processo com etapas de hidrdlise e sintese separados, pois, ao
diminuir o efeito de inibicdo por glicose, a reducdo do tempo de reacdo e o aumento do rendimento
na producdo de AG sao reduzidos.

Termos para indexagdo: inibicdo de celulases, acido gliconico, glicose.

Acido glicdnico (AG) é um composto quimico versétil e aplicado como aditivo em alimentos,
agente quelante e de limpeza de superficies. Além disso, pode ser usado na fabricacdo de metal e
couro, ou como retardador e plastificante na industria de concreto (Ramachandran et al., 2006).

Dados indicam que a producdo de AG pode atingir concentragcGes de até 422 g/L por rotas fer-
mentativas (Ma et al., 2022) e 324 g/L por rota enzimatica (Mu et al., 2019). Entretanto, é necessa-
rio utilizar solugdes concentradas de glicose para se obter teores maiores de AG. Tais solu¢des sao
obtidas a partir de fontes amildceas ou sacarinas. Visando a reduzir a competicdao por matérias-pri-
mas alimentares e fazer uso de residuos agroindustriais, as biomassas vegetais ou lignoceluldsicas
vém sendo avaliadas como fontes de glicose.

Dados da literatura utilizando celulose para obtencdo de glicose e sequencial sintese de AG sao
escassos, e 0s baixos teores de glicose obtidos nos processos descritos exigem etapas de concentra-
¢do antes da aplicacdo na sintese de AG (Dai et al., 2022).
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A obtencdo de elevado teor de glicose a partir da hidrélise de biomassa vegetal é dificil. Além
do acesso limitado das enzimas a celulose, o efeito de inibicdo da glicose (principal produto rea-
cional) e de outras moléculas soltveis presentes no meio comprometem o rendimento (Kim et al.,
2011; Mutrakulcharoen et al., 2020; Paulraj Gundupalli et al., 2021).

Neste estudo, a inibicdo de celulases causada pela glicose, AG e Na* foi avaliada com o objetivo
de gerar dados que suportem uma futura reacdo de hidrdlise de celulose e sintese de AG simultanea-
mente (Figura 1).
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Figura 1. Hidrdlise da celulose e sintese do acido gliconico simultaneo.

Pré-tratamento de bagac¢o de cana-de-aglcar. Bagaco de cana Saccharum officinarum L. (ce-
dido pela usina Jalles Machado) foi pré-tratado por meio do processo organosolv modificado com
razdo solido:liquido de 1:6 (m/v), sistema de solvente contendo etanol:agua (1:1), (v/v), temperatu-
ra de 180 °C por 4 horas (Nogueira et al., 2023).

Hidrodlise enzimatica da biomassa. Biomassa pré-tratada foi submetida a hidrélise enzimatica
empregando enzima Cellic CTec3 como agente catalisador (15 FPU/g de biomassa).

Efeito de inibicao por glicose e acido gliconico. No inicio do processo de hidrdlise enzima-
tica, foram adicionadas nove diferentes concentra¢des de glicose ou dacido gliconico, na faixa de
0,05 mol/La 0,75 mol/L. Os ensaios foram realizados em placas Deep-Weel de 24 pogos, volume final
de 5 mL, 5% m/v de biomassa pré-tratada, pH 5 (tamp3ao citrato de sdédio/acido citrico 0,1 mol/L),
a 50 °C e agitacdo de 250 rpm. Como o 4acido foi adicionado na forma de acido D-glicénico sal de
sédio, como controle, também foram realizados ensaios na presenca das mesmas concentragdes de
ion Na*, adicionado ao sistema na forma de NaCl.

Efeito do agente controlador de pH. O efeito do controle de pH por tamp3o citrato de sddio/
acido citrico 0,1 mol/L ou pela adigdo de hidroxido de amdnio ou hidréxido de sédio foi avaliado em
biorreator. Volume final do reator de 750 mL, 10% m/v de biomassa pré-tratada (massa total fracio-
nada em quatro alimentacdes), a 50 °C, agitacdo de 300 rpm e pH=5.

Andlise dos produtos. Concentragdo de glicose e AG foram determinadas por cromatografia
liquida (Agilent Infinity 1260): coluna HPX-87H BioRad a 45 °C; fase moével H,SO, 5 mM com vazdo
0,6 mL/min; detector RID a 40 °C e DAD 210 nm.

A hidrélise enzimatica da celulose presente em biomassa vegetal é negativamente afetada pela
falta de acesso das enzimas a celulose e pela inibicdo pelo produto (glicose) e outras moléculas



solliveis no meio reacional. Para superar a falta de acesso das enzimas, o bagaco da cana utilizado
neste estudo foi pré-tratado por processo organosolv, no qual mais de 90% da lignina é removida
e uma celulose com aproximadamente 70% de pureza é obtida. A hidrdlise enzimdtica dessa bio-
massa atinge rendimento préximo ao maximo tedrico e permite a obtencdo de hidrolisados com
concentragdo de até glicose 100 g/L na presenca de alta carga de sdlidos.

O acumulo de glicose no meio reacional (nesse estudo isto é simulado pela adicdo de diferentes
quantidades de glicose ja no inicio da reacdo) desacelera sensivelmente a velocidade de reacdo cata-
lisada por celulases (barras azul-escuras da Figura 2). Para contornar esse problema, a glicose produ-
zida pode ser simultaneamente removida do meio reacional (utilizando reatores de membrana, por
exemplo) ou convertida em outra molécula, como o acido gliconico, por exemplo. Dados publicados
por Cannella et al. (2012) indicam que AG é um inibidor de betaglicosidases (enzimas que convertem
oligossacarideos em glicose) mais forte que a glicose. Entretanto, os autores afirmam que esse efeito
pode ndo ser percebido em reatores em que a concentracdo de AG é baixa em relacdo a concentracdo
de glicose. No processo de hidrélise de celulose e sintese simultanea de AG a ser realizado futura-
mente, havera elevada concentracdo de AG no meio reacional durante a hidrdlise enzimatica. Entdo,
para verificar o efeito de inibicdo do AG em elevadas concentracdes sobre a acdo de celulases, ensaios
similares ao descrito acima foram realizados substituindo glicose por acido gliconico, e os resultados
obtidos sdo apresentados na Figura 2 (barras verdes).

A comparacdo do efeito de inibicdo causado por glicose e AG pode ser visualizada no gréfico
apresentado na Figura 3, em que, para uma mesma concentragao inicial do inibidor, a quantidade
de glicose liberada pela agao das celulases no sistema inibido por glicose (eixo y) é dividida pela
quantidade de glicose liberada pela a¢do das celulases no sistema inibido por AG (eixo x). Se a quan-
tidade de glicose liberada pela agao das enzimas é a mesma nos dois sistemas, o ponto desse grafico
é posicionado exatamente sobre a reta de referéncia, cujo coeficiente angular é igual a 1. Nos casos
em que ha menor quantidade de glicose liberada pelas enzimas no sistema inibido por AG, quando
comparado ao sistema inibido por glicose, o ponto é posicionado acima da reta de referéncia, e nos
casos em que a quantidade de glicose no sistema inibido por AG é maior, o ponto é posicionado
abaixo da reta de referéncia. Em outras palavras, para uma mesma concentrag¢do inicial de inibi-
dor, se a inibicdo das enzimas é mais afetada por glicose que por AG, o ponto no grafico da Figura
3 fica abaixo da reta de referéncia. Entretanto, se o AG é o inibidor mais forte, o ponto fica acima
da reta de referéncia. O efeito de inibicdao foi avaliado em trés estagios da hidrélise enzimatica: 1)
com 4 horas de reagdo: ocorre a liquefagdo da celulose (liberagao de oligossacarideos pela agao de
endoglucanases e exoglucanases); 2) apds 7 horas de reacao: ha elevada concentragdo de oligos-
sacarideos e intensa liberagao de glicose devida a a¢do de beta glicosidases; e 3) apds 24 horas de
reacao: o sistema reacional tende ao equilibrio, ou seja, um tempo suficiente para hidrélise quase
completa em um sistema com baixa carga de sélido. Em todos os estagios da reac¢do, o grafico da
Figura 3 confirma que a inibicao causada por glicose sobre as celulases totais é mais forte que a ini-
bicao causada por AG.
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Figura 3. Comparacgdo das quantidades de glicose em sistemas celuloliticos inibidos
por diferentes concentragdes iniciais de glicose e acido gliconico.

Pode-se observar que a conversdo da glicose em AG durante a hidrélise enzimatica de celulose
é benéfica, pois reduz a inibicdo pelo produto da reacao, favorecendo a producdo de AG. Por outro
lado, é preciso considerar que tanto o avanco da hidrdlise da celulose quanto a producdo de AG cau-
sam a queda do valor de pH no meio reacional, e o tipo do agente de neutralizacdo utilizado pode



afetar a acdo das celulases. Trés agentes de neutralizacdo foram investigados, e os resultados sdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Concentragdo de glicose apds hidrolise enzimatica de bagago de cana-de-agucar
pré-tratado utilizando diferentes agentes de neutralizagdo de pH.

Tampao citrato 74,7
Hidréxido de aménio (NH,OH) 66,0
Hidroxido de sédio (NaOH) 58,7

O tampado citrato é o melhor agente de neutralizagdo. Uma reducdo de quase 12% no teor de
glicose ocorre quando NH,OH substitui o tampdo. Para o NaOH a redugdo na concentragdo de glico-
se em relacdo ao tampdo é de 21%. Concentracdes de biomassa maiores que 10% m/v intensificam
este efeito.

Acido gliconico apresenta efeito inibitério menor que a glicose sobre a ag3o de celulases, favo-
recendo o processo simultaneo de hidrélise de celulose e sintese de AG. Neste processo, alguns gar-
galos tanto da hidrdlise enzimatica quanto da sintese de AG sao eliminados. Por exemplo, a inibigdo
por glicose sobre as celulases é reduzida e a viscosidade do meio reacional para a sintese de AG se
mantém baixa, favorecendo o transporte de massa.
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