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RESUMO

A demanda pelo desenvolvimento de tecnologias para producdo de biocombustiveis tem o
intuito de apresentar uma alternativa sustentavel em comparacdo aos combustiveis fosseis,
proporcionando uma reducdo da emissao de poluentes e promover o uso de fontes energéticas
limpas e renovaveis. Com isso, temos a producdo de etanol de segunda geracdo (etanol 2G),
que é um biocombustivel obtido por processos fermentativos de aglUcares provenientes da
biomassa lignoceluldsica, que podem ser obtidos, portanto, utilizando como matérias-primas
residuos da agroindustria. Para a otimizacdo na producédo de bioetanol é necessario realizar um
pré-tratamento eficaz e econémico da biomassa lignocelulésica para tornar os polissacarideos
mais acessiveis a hidrolise enzimatica. Entre os pré-tratamentos existentes, podemos destacar
0 organossolve e o hidrotérmico, que aplicados a biomassa, resultam na separacdo da polpa de
celulose (fracdo sélida) e do licor rico em hemiceluloses e lignina (fracdo liquida). Este estudo
buscou avaliar a eficiéncia dos pré-tratamentos organossolve e hidrotérmico do bagaco e palha
de cana-de-acucar e obtencdo do licor hemicelul6sico. ApoOs andlises e caracterizacdo das
biomassas brutas e pré-tratadas, foi demonstrado o aumento da propor¢do de celulose em
relacdo ao conteudo de lignina e hemiceluloses, indicando que a deslignificacdo ocorreu de
maneira efetiva. Os licores hemiceluldsicos resultantes dos pré-tratamentos foram submetidos
a precipitacdo da lignina para obter um licor rico em hemiceluloses para a etapa de hidrdlise
enzimatica com coquetel comercial Cellic CTec3. Entéo, os licores foram caracterizados antes
e apos a hidrélise enzimatica quanto ao teor de acucares redutores totais (ART) em que foi
verificado um aumento na concentracdo de ART dos licores do bagaco de cana organossolve
(11,144 + 0,530 para 13,440 + 0,081 g.L™1), bagaco hidrotérmico (16,507 + 1,679 para 22,492
+0,074 g.L ), palha de cana organossolve (8,560 + 0,237 para 9,478 + 0,687 g.L™?) e palha de
cana hidrotérmico (14.164 + 0,478 para 22,830 + 0,781 g.L ). Além disso, os dados foram
confrontados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), que apesar da formacao de
compostos inibidores, também apresentaram aumento na concentracdo de acucares,
principalmente a xilose. Com isso, temos que a utilizacdo do licor hemicelulésico apresenta
potencial para aplicacdo em processos fermentativos com leveduras especificas para pentoses
resultando na producdo de bioetanol e assim, agregar valor aos residuos agroindustriais

aplicados a um contexto de uma biorrefinaria.

Palavras-chave: biomassa lignocelul6sica, pré-tratamento organossolve, pré-tratamento

hidrotérmico, licor hemiceluldsico, hidrolise enzimatica.



ABSTRACT

The demand for the development of technologies to produce biofuels is intended to present a
sustainable alternative compared to fossil fuels, providing a reduction in the emission of
pollutants, and promoting the use of clean and renewable energy sources. With this, we have
the production of second-generation ethanol (2G ethanol), which is a biofuel obtained through
fermentation processes of sugars from lignocellulosic biomass, which can therefore be obtained
using agro-industry residues as raw material. To optimize the production of bioethanol, it is
necessary to carry out an effective and economical pre-treatment of the lignocellulosic biomass
to make the polysaccharides more accessible to enzymatic hydrolysis. Among the existing pre-
treatments, we can highlight organosolv and hydrothermal. which, applied to the biomass, result
in the separation of the cellulose pulp (solid fraction) and the liquor rich in hemicelluloses and
lignin (liquid fraction). This study aimed to evaluate the efficiency of the organosolv and
hydrothermal pre-treatments of sugarcane bagasse and straw and to obtain the hemicellulosic
liquor. After analysis and characterization of the raw and pre-treated biomass, an increase in
the proportion of cellulose in relation to the lignin and hemicellulose content was demonstrated,
indicating that the delignification occurred effectively. The hemicellulose liquors resulting from
the pretreatments were subjected to lignin precipitation to obtain a liquor rich in hemicelluloses
for the enzymatic hydrolysis step with the commercial cocktail Cellic CTec3. Then, the liqueurs
were characterized before and after the enzymatic hydrolysis regarding the total reducing sugars
(ART) content, in which an increase in the ART concentration of the organosolv sugar cane
bagasse liqueurs was verified (11.144 + 0.530 to 13.440 + 0.081 g.L), hydrothermal bagasse
(16.507 + 1.679 to 22.492 + 0.074 g.L %), organosolv sugarcane straw (8.560 + 0.237 to 9.478
+ 0.687 g.L1) and hydrothermal sugarcane straw (14,164 + 0.478 to 22.830 + 0.781 g.L™%). In
addition, the data were compared by high performance liquid chromatography (HPLC), which,
despite the formation of inhibitory compounds, also showed an increase in the concentration of
sugars, mainly xylose. So, we have that the use of hemicellulosic liquor has potential for
application in fermentation processes with specific yeasts for pentoses resulting in the
production of bioethanol and thus, adding value to agro-industrial residues applied to a context

of a biorefinery.

Keywords: lignocellulosic biomass, organosolv pretreatment, hydrothermal pretreatment,

hemicellulosic liquor, enzymatic hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

A agricultura brasileira dispde de uma extensa area cultivada e é considerada uma das
maiores do mundo referente a producdo de biomassa (CONAB, 2023). Essas matérias-primas
podem ser utilizadas como fonte de energia renovavel em razdo da demanda por combustiveis
alternativos ao uso do petréleo pela adogdo de uma politica estratégica para implementacéo dos
biocombustiveis na matriz energética com o intuito de reduzir a emissdo de gases poluentes e
promover o crescimento econdémico. O etanol de segunda geracdo € produzido através da
biomassa lignocelulésica, com destaque para os residuos agroindustriais, que podem ser
empregados em biorrefinarias para o aproveitamento total da biomassa. Entretanto, ainda sao
necessarias pesquisas para que esse processo se torne viavel em escala industrial (CHANDEL
etal., 2021).

Uma das maiores problematicas envolvendo a agroindustria é a quantidade de residuos
gerados no processamento da matéria-prima e que permanecem no campo, podendo se
acumular no ambiente. O acumulo de residuos pode dificultar a absorcao de nutrientes no solo,
com potencial risco de contaminacdo dos solos e ambientes aquéaticos. Alem disso, dentro da
indUstria, essa biomassa é normalmente incinerada para geragdo de energia, porém a economia
do pais perde por ndo aproveitar o potencial econémico dessas matérias-primas de baixo custo
com aplicabilidade em processos biotecnolégicos, como a geracdo de biocombustiveis e
produtos quimicos. Nesse contexto, o reaproveitamento de residuos, como bagaco e palha de
cana-de-acucar, palha e sabugo de milho, pode contribuir com a matriz energética e com a
diminuigdo de problemas ambientais tais como, o desmatamento florestal e a utilizagdo de
novas areas de plantio (BAETA et al., 2016).

1.1. Biocombustiveis

Os combustiveis derivados de fontes fosseis consistem em substancias de carbono nédo
renovaveis e sua queima produz gases gque, ao se acumularem na atmosfera, contribuem para o
fendmeno do aquecimento global (REIS; GONCALVES; FREITAS, 2022). O aumento da
demanda energética e os efeitos do aquecimento global e das mudancas climaticas tém
impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento de opgdes energéticas renovaveis (MAIA;
BOZELLI, 2022). Matérias-primas renovaveis, como biomassas lignoceluldsicas, sao

consideradas promissoras fontes de energia alternativas ao petréleo.



No Brasil, é reconhecido que o pais possui uma significativa capacidade de aproveitar
fontes renovaveis como matéria-prima para fins energéticos. Essas fontes representam 45 % do
suprimento total de energia e 18 % dos combustiveis liquidos consumidos no pais, de acordo
com a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP, 2020). O governo
brasileiro tem incentivado o uso de biocombustiveis por meio de programas nacionais, como o
Pro-alcool, que foi estabelecido na década de 1970 (LORENZI; ANDRADE, 2019).

No contexto brasileiro, a industria sucroalcooleira desempenha um papel importante na
economia do pais. Além de ser um dos maiores exportadores de acucar, o caldo de cana-de-
acucar é utilizado para produzir bioetanol, também conhecido como etanol de primeira geracao
(1G) (JUNIOR et al., 2021). O Brasil € o segundo maior produtor mundial de etanol, contando
com 386 usinas de cana-de-agUcar. Dessas, 63 % (245) sdo usinas mistas, que produzem etanol
e aclcar, 31 % (121) sdo usinas que produzem apenas etanol e 5 % (20) sdo usinas que
produzem apenas agucar (RAJ et al., 2022).

A introducdo da Politica Nacional de Biocombustiveis (RenovaBio) em 2017 tem
impulsionado ainda mais o setor no Brasil (LORENZI; ANDRADE, 2019). Os principais
objetivos desse programa sdo aumentar a producdo de biocombustiveis, garantir um mercado
para esses biocombustiveis no setor de transporte brasileiro e reduzir as emissdes de gases de
efeito estufa (GEE) em 43% em relacéo as emissdes de 2005 (GRASSI; PEREIRA, 2019). Para
alcancar esses objetivos, o Ministério de Minas e Energia (MME) sugere aumentar a producao
de etanol dos atuais 28 bilhdes de litros, produzidos em 2017, para 54 bilhGes de litros até 2030
(LORENZI; ANDRADE, 2019).

Apesar do Brasil ser um dos principais produtores de bioetanol, o desenvolvimento do
bioetanol de segunda geracdo (2G) ainda esta em estagio inicial no pais, representando menos
de 1 % do volume total de etanol produzido. Atualmente, apenas duas empresas brasileiras estdo
envolvidas na producdo desse tipo de etanol: uma localizada em S8o Miguel dos Campos, no
estado de Alagoas (Bioflex 1, da GranBio), e outra no municipio de Piracicaba, no estado de
Sdo Paulo (Raizen). Ambas utilizam o bagaco de cana-de-acicar como matéria-prima para a
producdo do bioetanol 2G (ABUD, 2019). Considerando que o bioetanol 2G pode ser obtido a
partir de varias biomassas residuais amplamente disponiveis no mercado, é necessario realizar

estudos adicionais nessa area visando aprimorar a implementagéo dessa tecnologia no Brasil.



1.2. Bioetanol

A crescente preocupacdo com as mudancas climaticas e a diminuicdo dos recursos
fosseis impulsionaram a busca por fontes alternativas de energia. O bioetanol, um
biocombustivel liquido obtido principalmente a partir de matérias-primas vegetais, esta
consolidado como um substituto da gasolina em motores de combustédo interna. O principal
beneficio do bioetanol é sua origem renovavel, pois é produzido a partir de biomassa, como
culturas energéticas, residuos agricolas e residuos florestais (AYODELE; ALSAFFAR,;
MUSTAPA, 2020).

A producéo de bioetanol pode ser dividida em quatro geracdes, sendo que as duas
principais sdo: 1G, que utiliza matérias-primas acucaradas ou amilaceas (essa sendo necessaria
hidrolise), como a cana-de-actcar e 0 milho respectivamente; e 2G que utilizada a biomassa
lignocelulosica, que envolve a degradacdo enzimética para liberar agUcares fermentaveis. A
rota da celulose apresenta potencial, pois permite o uso de uma variedade de matérias-primas
ndo alimentares e residuos agricolas, reduzindo a competicdo com a producdo de alimentos
(ELIAS et al., 2021).

A biomassa lignocelulésica passa por uma série de etapas, incluindo a pré-tratamento,
hidrélise enzimaética, fermentacéo e destilacdo para a producdo de bioetanol. O pré-tratamento
é essencial para tornar a biomassa mais suscetivel a acdo das enzimas, enquanto a hidrdlise
enzimatica converte a celulose em aclcares fermentaveis, como a glicose. Em seguida, ocorre
a fermentacdo, na qual microrganismos, como leveduras, convertem os agucares em etanol. Por
fim, o etanol é purificado por destilagdo para obter um biocombustivel de alta pureza (ZHAO
etal., 2022).

O bioetanol pode ser usado como combustivel para veiculos automotores, substituindo
parcialmente ou completamente a gasolina. Ele pode ser misturado em diferentes proporcdes
com a gasolina, como 0 E10 (10 % de etanol) e 0 E85 (85 % de etanol), sendo que no Brasil, a
legislagdo vigente em 2023 estipula um valor de 27% de etanol anidro na mistura com gasolina,
justificado pela melhoria nas caracteristicas como octanagem e resisténcia a compressdo. Além
disso, o bioetanol pode ser usado como matéria-prima na industria quimica para a produgéo de
produtos quimicos e plasticos, substituindo produtos derivados do petroleo (SAKTHIVEL,;
SUBRAMANIAN; MATHAI, 2020).

Em termos de beneficios ambientais, o bioetanol tem potencial para reduzir as emissdes

de gases de efeito estufa, uma vez que a biomassa utilizada em sua producao absorve dioxido



de carbono (CO3) durante o seu crescimento. Embora a utilizacdo de bioetanol também gere
emissodes, 0 saldo total de CO é balanceado entre a liberagdo na combustdo e a captura pelas
plantas cultivadas, geralmente menor do que aquela resultante da queima de combustiveis
fosseis (WIETSCHEL et al., 2020).

A producdo em larga escala de bioetanol ainda enfrenta alguns desafios tecnoldgicos e
econdmicos. Um dos principais desafios é o desenvolvimento de processos eficientes de pré-
tratamento e hidrolise enzimatica, visando melhorar a conversdo da biomassa em acgucares
fermentaveis. Além disso, a selecdo de microrganismos resistentes a inibidores presentes na
biomassa lignocelulésica é fundamental para melhorar a eficiéncia da fermentacdo. Avangos
tecnoldgicos tém sido alcancados na otimizacdo de enzimas, no desenvolvimento de
microrganismos geneticamente modificados e na melhoria dos processos de separacdo e
purificacdo. Além disso, a pesquisa continua em busca de matérias-primas mais eficientes e
sustentaveis, bem como de estratégias para reduzir o consumo de agua e energia durante o
processo produtivo (SHARMA; LARROCHE; DUSSAP, 2020).

A producdo de bioetanol a partir de biomassa lignocelulésica oferece vantagens em
termos de sustentabilidade, ao utilizar residuos agricolas e matérias-primas nao alimentares. No
entanto, sdo necessarios investimentos continuos em pesquisa e desenvolvimento para superar
os desafios técnicos e econdmicos e viabilizar a producdo em larga escala de bioetanol
celulésico (DEVI et al., 2022).

1.3. Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelulésica é denominada como materiais de origem vegetal que
possuem celulose, hemiceluloses e lignina em sua composi¢do quimica. As fontes de matérias-
primas desses recursos estdo disponiveis em setores como agricultura, florestal, industria e
urbano. Na Tabela 1, estdo listados diferentes tipos de fontes de biomassa lignocelulésica,
acompanhados de alguns exemplos. Os residuos agricolas e florestais sdo especialmente
promissores para o desenvolvimento de novos produtos e processos de maior valor agregado
devido a sua abundancia e baixo custo relativo, principalmente quando se trata de paises em
desenvolvimento. No entanto, seu uso tradicional tem sido restrito a queima, 0 que acarreta
impactos negativos no meio ambiente, como degradacdo do solo, desertificacdo e emissao de
gases (CAl et al., 2017).



Tabela 1: Exemplos de fontes de biomassa lignocelulésica por setores.

Setor Fonte Exemplos
Agricola Plantagdes Cana-de-acucar e milho
Residuos da colheita Palha de arroz, trigo e milho
Producéo de agucar e alcool Plantacdes herbaceas

Producdo de energia a partir de biomassa

Florestal Arvores de ciclo longo Eucalipto, pinheiro,
Residuos florestais salgueiro.

Cascas, lascas e blocos de

madeira.
IndUstria Residuos agroindustriais Bagaco de cana, sabugo de
Residuos da industria madeireira milho, cascas de arroz.

Serragem e outras partes da

madeira.
Urbano Materiais processados a partir da Embalagens, jornais e
lignocelulose papéis.

Fonte: Cai et al., 2017.

Para a producdo de biocombustiveis, os materiais lignocelulésicos, principalmente 0s
residuos agroindustriais, residuos florestais, gramineas e materiais lenhosos, apresentam
caracteristicas que podem contribuir na cadeia produtiva do etanol. Uma vez que, a biomassa
lignocelulésica geralmente é composta por aproximadamente 10 % a 25 % (m/m) de lignina,
20 % a 30 % (m/m) de hemiceluloses e 35 % a 50 % (m/m) de celulose (WOICIECHOWSKI
etal., 2020). Essa composi¢do da biomassa lignocelulésica pode variar de acordo com o cultivo,
o clima e a fontes, cujas fontes principais sdo classificadas como madeiras de folhosas
(hardwood), madeiras de coniferas (softwood) e plantas de ciclo anual ou gramineas
(RAJENDRAN et al., 2018). Nessas, a estrutura da biomassa consiste em uma associa¢éo entre
a celulose, hemiceluloses, lignina, outros carboidratos, proteinas, minerais e outros metabolitos
secundarios das plantas (KRASZNAI et al., 2018). Levando em consideragao essa composic¢éo,
aproximadamente 90 % da matéria seca consiste em polimeros complexos dispostos em uma
matriz tridimensional ndo uniforme, sendo a celulose, hemiceluloses e lignina, como ilustrado

na Figura 1. Os 10 % restantes da biomassa seca sdo compostos por extrativos e minerais
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(LAMOUNIER et al., 2020). Entéo, as hemiceluloses e a celulose sdo polissacarideos que
podem ser hidrolisados, e podem ser empregados em processos fermentativos para a produgao
de bioetanol (ALMEIDA; NASCIMENTO, 2021).
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Figura 1: Estrutura da biomassa lignoceluldsica. Fonte: Adaptada de Herndndez-Beltran et al., 2019.

A celulose representa a maior parte da lignocelulose, que constitui entre 35 % e 50 %
desses materiais. Trata-se de um homopolissacarideo linear composto por unidades repetitivas
de celobiose, em que 0s monémeros de glicose sdo ligados por meio de ligagdes glicosidicas f3-
1-4, representados na Figura 2 (BAJPAI, 2018). As ligacdes B glicosidicas nos carbonos
anoméricos resultam em uma cadeia esticada, em que as cadeias sao unidas por ligacdes de
hidrogénio em folhas planas. Essa se difere do amido, que apesar de também apresentar

mondémeros de glicose, possui ligacdes o glicosidicas, o que confere uma conformacéo



helicoidal. A conformacéo linear da celulose permite 0 empacotamento de vérias cadeias,
formando fibras cristalinas (YOUSUF; PIROZZI; SANNINO, 2019).

OH Celobiose (unidade repetitiva da celulose)

+ OH Ligagao p(1>4) o
Unidade de D-glucose

OH

Figura 2: Celobiose, unidade béasica da celulose. Fonte: Veiga, 2020.

No processo de biossintese da celulose ocorrem trés ligac6es de hidrogénio por unidade
de glicosil: duas ligacGes intramoleculares e uma ligacdo intermolecular com uma molécula de
celulose vizinha. As folhas interagem por meio de interagdes de van der Waals e ligagdes de
hidrogénio, o que contribui significativamente para a estabilidade das fibras de celulose.
Embora 0 mondmero da celulose e os pequenos oligdbmeros sejam sollveis em agua, a celulose
em si ndo é sollvel devido ao alto peso molecular e a baixa flexibilidade relativa das cadeias
poliméricas de celulose (POLKO; KIEBER, 2019).

As hemiceluloses sdo um grupo de heteropolissacarideos que compdem
aproximadamente de 20 % a 30 % da biomassa lignocelul6sica. Elas sdo compostas por
pentoses e hexoses, como xilose, arabinose, glicose, manose e galactose e possuem um peso
molecular mais baixo em comparacdo a celulose. Os polimeros de hemiceluloses podem
apresentar ramificacdes e possuir grupos funcionais como acetil, metil, acidos cindmicos,
glucorénicos e galacturdnicos. (YOUSUF; PIROZZI; SANNINO, 2019). As hemiceluloses
conferem um carater ndo covalente as fibras celuldsicas, atuando como uma matriz amorfa que
conferem uma rigidez as fibras de celulose e conectando-as com a lignina. A xilana,
representada na Figura 3, € a hemicelulose mais comum em angiospermas e hardwood,
enquanto a manana é mais abundante em softwood. Devido a estrutura ndo cristalina, as
hemiceluloses sdo mais suscetiveis a despolimerizacdo do que a celulose, principalmente em
meios acidos, e essa propriedade é explorada em diversas estratégias de hidrélise das biomassas
lignocelulosicas (YOUSUF; PIROZZI; SANNINO, 2019).
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Figura 3: Estrutura geral das xilanas com possiveis grupos substituintes. Fonte: Carli, 2016.

A lignina é uma macromolécula amorfa insolivel em &gua que possui as fungdes de
proporcionar impermeabilidade, rigidez, resisténcia mecénica e microbioldgica as paredes
celulares dos tecidos vegetais associadas aos polissacarideos. A lignina é sintetizada a partir de
trés mondémeros derivados dos alcoois coniferilico, sinapilico e p-cumarilico. Uma vez
incorporadas ao polimero de lignina, as subunidades sao identificadas pela estrutura do anel
aromatico e sdo chamadas de guaiacila, siringila e p-hidroxifenila, respectivamente, como
mostrado na Figura 4 (RALPH; LAPIERRE; BOERJAN, 2019). A composicéo da lignina varia
entre madeiras de coniferas, folhosas e gramineas. A madeira de coniferas contém um maior
nimero de unidades de siringila, enquanto as gramineas também possuem pequenas
quantidades de grupos de p-hidroxifenila. Essas diferengas na composicao tém um grande efeito
na quimica da deslignificacdo e subsequente desconstrucdo da biomassa. A unidade de guaiacila
tende a formar ligacdes cruzadas na posi¢do do carbono 5 do anel, tanto durante o processo de
lignificacdo quanto de deslignificacdo. A posicdo C5 é substituida na unidade de siringila, o
que impede sua participagdo em reacgdes de substituicdo sequenciais. As ligagdes cruzadas C-C
ndo podem ser hidrolisadas por acido ou base, 0 que torna a deslignificacdo em madeiras de

coniferas menos facilitada em comparacdo com madeiras folhosas ou gramineas.
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Figura 4: Alcoois que d&o origem as subunidades guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H) na

macromolécula da lignina. Fonte: Novo, 2012,

A lignina apresenta uma variedade de interligagdes, sendo a mais comum o éter 3-O-4,
representando cerca de 50 % de todas as ligacdes inter-subunidade desse tipo. Essa interligacéo
contribui para a elongacdo linear da macromolécula. Outras interligacGes, como C-O e C-C,
estdo presentes em menor abundancia, e ramificacbes ocorrem quando a lignificacdo esta
avancada (YOUSUF; PIROZZI; SANNINO, 2019).

1.4. Pré-tratamentos

A estrutura complexa da biomassa lignocelulésica dificulta a degradagdo da biomassa
em seus componentes basicos e, consequentemente, limita a eficiéncia dos processos de
sacarificacdo. Visto isso, 0s processos de pré-tratamento sdo necessarios para melhorar a
eficacia das proximas etapas, e esses podem ser fisicos, quimicos ou biol6gicos (MANKAR et
al., 2021).

Os pré-tratamentos fisicos tém como objetivo principal alterar a estrutura da biomassa
utilizando processos mecanicos, térmicos ou uma combina¢do de ambos. A moagem, por
exemplo, pode reduzir o tamanho das particulas e aumentar a area superficial, facilitando a acdo
dos agentes quimicos no proximo estagio. A aplicacéo de calor por técnicas como vaporizagéo,
irradiacdo ou aquecimento a seco pode promover a ruptura das ligacbes quimicas e a
despolimerizacdo da lignina, tornando a biomassa mais acessivel a hidrolise enzimética
(FERNANDES et al., 2020).



Os pré-tratamentos quimicos envolvem a utilizagdo de reagentes quimicos para
desestruturar e modificar a composicdo da biomassa. O tratamento com acidos diluidos, como
acido sulfurico ou acido cloridrico, pode solubilizar a lignina e remover parte das
hemiceluloses, aumentando a acessibilidade da celulose. Além disso, os agentes alcalinos,
como hidroxido de sodio ou hidréxido de aménio, podem promover a quebra das ligacGes
quimicas da lignina e a remog&o de grupos acidos, melhorando a qualidade da biomassa para a
conversao (GUNDUPALLI; SRIARIYANUN, 2023).

Os pré-tratamentos bioldgicos utilizam microrganismos, como fungos ou bacteérias, para
degradar a estrutura da biomassa. Os microrganismos produzem enzimas, como celulases,
hemicelulases e enzimas modificadoras de lignina, que séo capazes de quebrar as ligagdes
guimicas da biomassa. Essa abordagem € conhecida como pré-tratamento biologico assistido
por microrganismos (MBAP), e pode ser combinada com outros pré-tratamentos para aumentar
a eficiéncia da conversdo (SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016).

1.4.1. Pré-tratamento organossolve

O pré-tratamento organossolve é baseado no uso de uma mistura de solventes organicos
para dissolver os componentes da biomassa, permitindo uma extragdo mais eficiente dos seus
constituintes. Os solventes organossolve mais comumente utilizados incluem etanol, metanol,
acido acético e agua, em diferentes proporcdes. A combinacdo desses solventes facilita a
solubilizacdo da lignina e a desintegracdo da estrutura da parede celular, melhorando a
acessibilidade aos polissacarideos (FERREIRA; TAHERZADEH, 2020).

O pré-tratamento organossolve apresenta varias vantagens em relacdo a outras técnicas
de pré-tratamento. Primeiramente, o uso de solventes organicos evita a formacdo de
subprodutos toxicos, comuns em pré-tratamentos que utilizam &cidos ou bases fortes. Além
disso, a solubilizacdo da lignina durante o pré-tratamento organossolve permite uma maior
pureza dos polissacarideos obtidos, facilitando a sua conversdo subsequente em produtos de
valor agregado. Ele também € conhecido por ser eficaz em uma ampla gama de biomassas,
incluindo materiais lignocelulésicos recalcitrantes (MENG et al., 2020).

Apesar das vantagens do pré-tratamento organossolve, alguns desafios ainda precisam
ser superados. A selecdo adequada dos solventes e suas proporcdes, assim como as condi¢oes
operacionais, sdo fatores criticos que afetam a eficiéncia do processo. Além disso, a recuperagéo

dos solventes utilizados pode ser um desafio econdémico. Pesquisas adicionais sao necessarias
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para otimizar os pardmetros de pré-tratamento, desenvolver sistemas de recuperacdo de

solventes eficientes e avaliar o impacto ambiental do processo em escala industrial.
1.4.2. Pré-tratamento hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico envolve a exposi¢cdo da biomassa a &gua em condicbes
de temperatura e pressdo elevadas. Durante esse processo, ocorrem VArios mecanismos que
contribuem para a desestruturacdo da biomassa. A hidrolise acida, causada pela formacdo de
acidos organicos a partir da degradacdo das hemiceluloses, leva a solubilizacdo de
polissacarideos. A acdo mecanica da agua sob alta pressao resulta na fragmentacgdo da estrutura
da biomassa, aumentando sua superficie especifica e facilitando a penetracao de enzimas (YUE
etal., 2022).

O mecanismo de agdo induz vérias modificacbes na biomassa lignoceluldsica que
melhoram sua suscetibilidade & degradagdo enzimatica. A remocdo parcial da lignina reduz a
formacdo de produtos de inibi¢do, permitindo uma melhor acdo das enzimas. Além disso, a
despolimerizacdo e solubilizacdo das hemiceluloses promovem a liberacdo de acucares
fermentaveis, que podem ser convertidos em bioetanol ou outros produtos quimicos. A celulose,
apos o pré-tratamento hidrotérmico, permanece em maior grau na polpa pré-tratada e torna-se
mais acessivel as enzimas celuloliticas, aumentando a eficiéncia da hidrélise enzimatica (SUN
etal., 2021).

A eficécia do processo depende da selecdo adequada de parametros, como temperatura,
pressao, tempo de residéncia e relagdo solido/liquido. Altas temperaturas e pressdes podem
aumentar a eficiéncia do pre-tratamento, mas também podem resultar na degradacéo excessiva
de acUcares e formacdo de subprodutos indesejaveis. Portanto, é crucial encontrar um equilibrio
entre a eficiéncia de conversdo e a formacgéo de produtos indesejaveis (ILANIDIS et al., 2021).

O pré-tratamento hidrotérmico tem sido amplamente estudado e demonstrou ser uma
etapa essencial para a conversao eficiente da biomassa lignocelulésica em biocombustiveis e
produtos quimicos renovaveis. Além disso, a técnica também pode ser aplicada na producao de
materiais lignocelulosicos de alto valor, como bioplasticos e materiais de construcéo
sustentaveis. No entanto, desafios adicionais, como o0 desenvolvimento de catalisadores
eficientes e a otimizag&o dos pardmetros de pre-tratamento, devem ser abordados para melhorar

ainda mais a eficiéncia e a viabilidade econdmica dessa tecnologia (RUIZ et al., 2020).
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1.5. Hidrodlise enzimética das hemiceluloses

As hemiceluloses séo polimeros heterogéneos de acUcares, sendo compostas
principalmente por xilose, arabinose, glicose, manose e galactose, ligados por ligacbes
glicosidicas variadas. Suas estruturas complexas e sua associa¢do com a celulose e a lignina
dificultam sua degradagdo e aproveitamento industrial. Entdo, a hidrélise enzimética é uma
abordagem eficiente e sustentavel para a quebra da hemicelulose em acucares fermentaveis,
sendo um processo chave na conversdo dessa biomassa em produtos de interesse, como etanol,
xilitol, &cido xilico e outros compostos (RAO et al., 2023).

A hidrélise enzimatica das hemiceluloses é catalisada por um conjunto de enzimas
hidroliticas, denominadas  hemicelulases. = Essas enzimas incluem  xilanases,
arabinofuranosidases, mananases, galactanases, entre outras. Cada tipo de hemicelulase atua na
hidrdlise de ligagBes glicosidicas especificas, promovendo a quebra das hemiceluloses em
oligossacarideos e, posteriormente, em monossacarideos (CHADHA; RAI; MAHAJAN, 2019).

As hemicelulases podem agir por diferentes modos de acdo durante a hidrélise
enzimatica das hemiceluloses. Os principais modos de acéo incluem acao endo-hidrolitica, exo-
hidrolitica e de desramificacdo. As hemicelulases endo-hidroliticas, como as xilanases,
promovem a clivagem interna das hemiceluloses, rompendo as liga¢des glicosidicas em locais
aleatorios ao longo da cadeia polimérica. Isso resulta na formacdo de oligossacarideos de
diferentes tamanhos e estruturas. As hemicelulases exo-hidroliticas, como as
arabinofuranosidases e mananases, atuam na extremidade da cadeia polimérica, liberando
monossacarideos um a um. Essas enzimas sdo essenciais para a completa hidrélise das
hemiceluloses, convertendo os oligossacarideos em monossacarideos fermentaveis. Algumas
hemicelulases sdo responsaveis pela desramificacdo das hemiceluloses, quebrando as ligacoes
glicosidicas que conectam as ramificacGes laterais a cadeia principal. 1sso facilita o0 acesso de
outras enzimas a estrutura das hemiceluloses, aumentando a eficiéncia da hidrolise enzimatica
(HOUFANI et al., 2020).

Como mencionado, as enzimas utilizadas sdo altamente especificas para os diferentes
tipos de ligacOes glicosidicas presentes nas hemiceluloses e esta a¢éo sinérgica de diferentes
enzimas € necessaria para quebrar a estrutura complexa das hemiceluloses em acucares
fermentaveis. Além disso, fatores como temperatura, pH e concentracdo de enzimas
influenciam significativamente a velocidade e a eficiéncia da hidrolise enzimatica
(CHANDRA; MADAKKA, 2019).
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A hidrdlise enzimética das hemiceluloses possui diversas aplicacbes praticas na
indUstria de bioprocessamento, com destaque para a aplica¢éo na producéo de etanol de segunda
geracdo a partir de residuos lignoceluldsicos, como palha de trigo, bagaco de cana-de-agUcar e
sabugo de milho. Em que, a conversdo das hemiceluloses em agucares fermentaveis € um passo
crucial nesse processo, permitindo a fermentacao subsequente por leveduras especificas para a
producdo de etanol a partir de pentoses e hexoses. O avango nessa area tem o potencial de
impulsionar a bioeconomia e contribuir para a transi¢cdo para uma sociedade mais sustentavel
(QASEEM; SHAHEEN; WU, 2021).

2. OBJETIVOS

O trabalho teve como objetivo empregar o bagaco (BC) e a palha (PC) de cana-de-agUcar
em pré-tratamentos organossolve e hidrotérmico, para obtengéo do licor rico em hemiceluloses
e realizar a sacarificacdo enzimatica visando a producdo de bioetanol a partir do licor

hemiceluldsico posteriormente.

Os objetivos especificos desse projeto foram:

1. Avaliar os pré-tratamentos organossolve e hidrotérmico do bagaco e palha de cana;

2. Caracterizar as biomassas pré-tratadas e determinar os rendimentos;

3. Analisar os efeitos dos pré-tratamentos na estrutura das biomassas atraveés de microscopia
eletronica de varredura (MEV), indice de cristalinidade e da composi¢do quimica;

4. Remover a lignina do licor por precipitacdo utilizando acido sulfurico (H2SOa4) concentrado;
5. Analisar a composicdo dos licores por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
dosagem de acuUcares redutores;

6. Hidrolisar os licores ricos em hemiceluloses com coquetel enzimatico comercial;

7. Analisar a composicéo dos hidrolisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

e dosagem de acgucares redutores;

3. MATERIAL E METODOS

As atividades experimentais foram realizadas no Laboratério de Reciclagem de
Polimeros (LABREPOL) do Instituto de Quimica (IQ) e no Laboratério de Microbiologia
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Ambiental (LAMIC) do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICIAG) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), cujos laboratérios dispdem de todos os equipamentos, materiais e reagentes
necessarios para o desenvolvimento das atividades. Para as analises cromatogréficas, foi
realizada uma parceria com o Nucleo de Processos Biotecnolégicos (NUCBIO) da Faculdade
de Engenharia Quimica (FEQ), também da UFU.

3.1. Preparo das amostras

As amostras de bagago e palha de cana-de-agUcar foram cedidas pela empresa
Bionergética Aroeira S/A localizada em Rodovia BR-452, Tupaciguara— MG. Depois de secas,
passaram por um pré-tratamento fisico utilizando um moinho de facas, em que foram trituradas
(Figura 5) e, posteriormente, peneiradas até atingirem dimensdes inferiores a 4mm com o
intuito de melhorar a eficiéncia dos pré-tratamentos aumentando a area superficial da biomassa,

e aumentando o contato dos solventes com as células vegetais da biomassa.

Figura 5: Bagaco (a) e palha (b) de cana-de-agucar brutos triturados. Fonte: Autoria prépria.

3.2. Pré-tratamentos

3.2.1. Pré-tratamento organossolve

O bagaco e a palha de cana-de-agUcar foram submetidos ao pré-tratamento organossolve
utilizando 10 g de biomassa seca, acrescidas de 100 mL solucdo de etanol:agua (1:1, v/v) em
reator de alta pressdo com capacidade volumetrica de 300 mL (Figura 6). A reacdo foi mantida
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em processo batelada por 120 minutos apds atingir 180 °C e pressdo de 200 psi ou 1,38 MPa
(ZHONG et al., 2018).

Figura 6: Reator de alta pressdo. Fonte: Autoria propria.

Ap0s o pré-tratamento, a polpa (fracdo sélida) foi separada do licor (fracdo liquida) por
filtracdo e em seguida lavada com agua destilada e novamente filtrada para remocéao do excesso
de &gua. Posteriormente, foi utilizada nas etapas de caracterizacdo e calculo do rendimento do
pré-tratamento por secagem e afericdo gravimétrica. O licor obtido (fracdo liquida) foi
submetido a um processo de evaporacao utilizando um rotaevaporador, a fim de remover o
excesso de etanol usado com solvente. Na sequéncia, a solucao resultante foi encaminhada para
a etapa de precipitacdo da lignina utilizando acido sulfarico. Ent&o, o licor com teor de lignina

reduzido foi caracterizado e utilizado na etapa de hidrolise enzimatica.
3.2.2. Pré-tratamento hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico foi realizado empregando uma quantidade de 15 g das
matérias-primas e 63 mL de &gua destilada em um reator de alta pressao (Figura 6) em batelada
por 45 minutos a 180 °C, que ap0s o processo, foi resfriado e despressurizado lentamente. Apds
0 pré-tratamento, foi adicionado 50 mL de agua destilada e a polpa levada para uma prensa
hidraulica com o propoésito de extrair a fracdo liquida da biomassa (DE OLIVEIRA
RODRIGUES et al, 2022). Entéo, seguindo para 0s proximos processos de extracdo da lignina,

caracterizacdo e calculo de rendimento conforme o pré-tratamento descrito no item 3.2.1.
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3.3. Teor de umidade e calculo do rendimento em massa

As biomassas brutas (in natura) e as polpas resultantes dos pré-tratamentos
organossolve e hidrotérmico, filtradas a vacuo. foram empregadas em um processo de secagem
em estufa para determinacdo do teor de umidade e calculo do rendimento em massa.

O teor de umidade foi determinado de acordo com a norma TAPPI T264 OM-88,
utilizando cerca de 2 g de biomassa em placas de petri previamente pesadas e inseridas em
estufa a aproximadamente 105 °C por 12 horas até massa constante, seguido de resfriamento
em dessecador até a temperatura ambiente e pesadas. O teor de umidade foi determinado a partir
da diferenca do percentual entre a massa de amostra inicial e a massa apos a secagem. Com 0
resultado do teor de umidade, calculou-se a quantidade de massa seca presentes no bagaco e
palha de cana-de-agUcar brutos e polpas pré-tratadas, levando em conta o valor de massa
empregado em cada pre-tratamento para, enfim, realizar o calculo do rendimento em massa dos

pré-tratamentos aplicando a Equagéo 1.

R (%) = % 1100 1)

l

Onde R ¢ o rendimento massico em porcentagem, ms € a massa final seca da polpa pré-

tratada, m; € a massa inicial seca da biomassa bruta (in natura).
3.4. Caracterizagdo da biomassa e das polpas pré-tratadas

A determinacdo da composicao quimica das amostras in natura e pré-tratadas ocorreu
conforme os procedimentos da National Renewable Energy Laboratory (NREL) (SLUITER et
al., 2012). Os experimentos foram realizados em triplicatas.

3.4.1. Obtencéo da holocelulose

Para as etapas de caraterizagdo, fez-se necessario a obtencdo da holocelulose pelo
protocolo, no qual foram adicionadas 5,0 g de biomassa em um erlenmeyer com 250 mL de
agua destilada. O frasco foi colocado em banho-maria a 75 °C e acrescidos de 2,0 mL de acido
acetico (CH3COOH) e 3,0 g de clorito de sodio (NaClOz). O processo € apresentado na Figura

7 e apos 1 hora, foi realizada uma nova adi¢cdo de CH3sCOOH e NaClO2 com 0s mesmos
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volumes citados, que entdo, esse processo foi repetido por mais duas vezes e a mistura foi
resfriada em banho de gelo e filtrada. Posteriormente, a holocelulose resultante foi lavada com
agua destilada até que o residuo fibroso apresentasse coloracao esbranquicada e o pH do eluido
apresentasse valor igual ao da agua de lavagem. Em seguida, o residuo fibroso foi seco em
estufa a 105 + 3 °C por 6 horas, resfriado e pesado para quantificar holocelulose conforme a
Equacéo 2.

mpy
TH (%) = — .100 (2)

l

Onde TH é o teor de holocelulose, mn é a massa final seca de holocelulose e mj é a massa

inicial seca da amostra.

Figura 7: Processo de obtencéo de holocelulose. Fonte: Autoria propria.

3.4.2. Teor de alfa-celulose

Utilizando a holocelulose obtida na etapa anterior (item 3.4.1), 3,0 g de holocelulose
secas foram solubilizadas em 10 mL de hidroxido de potéssio (KOH) 5 % (m/v). O frasco foi
vedado e mantido em agitacdo por 2 horas conforme mostrado na Figura 8. O preparado foi
filtrado e lavado com 50 mL de KOH 5 % (m/v) e em seguida, com 100 mL de agua destilada.
O mesmo procedimento de agitacdo, filtracdo e lavagem foi aplicado ao material, porém
utilizando uma solucéo de KOH 24 % (m/v). Ent&o, o residuo fibroso retido no funil foi lavado
com 25 mL de solugdo KOH 24 % (m/v), 50 mL de &gua destilada, 25 mL de CH3;COOH 10 %
(v/v) e 100 mL de agua destilada, sequencialmente. Apds a extracdo dos componentes sollveis
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em KOH, o residuo fibroso foi novamente lavado com 50 mL de acetona P.A., seco a 105 + 3

°C por 6 horas e pesado. O contedo de alfa-celulose foi determinado pela Equacéo 3.

ma
TA (%) = —*.100 (3)

L

Sendo que TA é a porcentagem de alfa-celulose, m, é a massa final seca de alfa-celulose

e m; é a massa inicial seca da amostra de holocelulose.

Figura 8: Processo de obtenc¢do de alfacelulose. Fonte: Autoria propria.

3.4.3. Teor de hemiceluloses

O conteudo de hemiceluloses foi determinado como a diferenca entre os teores de

holocelulose e alfa-celulose conforme a Equacgdo 4.

THe (%) = TH — TA 4)

Onde, THe é a porcentagem de hemiceluloses e TH e TA, ja apresentados anteriormente,
séo os teores de holocelulose e alfa-celulose respectivamente.

3.4.4. Teor de lignina insoltvel pelo método Klason

Os ensaios para verificar o teor de lignina Klason insoltvel decorreram de acordo com
a norma TAPPI T13M-54 com modificacdes e adaptagdes, utilizando aproximadamente 1
grama de amostra e 15,0 mL de acido sulfarico (H2SO4) a 72 % (v/v), seguido de maceracao
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por 2 horas a temperatura ambiente. A mistura foi diluida em 575 mL de agua destilada para a
obtencéo da concentracdo de H2SO4 de 3 % (v/v) e aquecida por 4 horas contadas apos a fervura
em um sistema de refluxo conforme mostrado na Figura 9. Apos o resfriamento, a solugédo
passou por filtracdo a vacuo utilizando um funil sinterizado n°4 e o residuo foi colocado em
estufa a 105 °C por 12 horas. Simultaneamente, houve a coleta dos hidrolisados para anélise do
teor de lignina Klason soltuvel. A massa de lignina Klason insoltvel seca foi obtida pela
subtracdo da massa do funil seco da massa final seca do funil com lignina. Entéo, abstendo a

massa do funil, o teor de lignina insolGvel pode ser determinado pela equacgéo 5.

_my
TLI(%) = — .100 (5)

l

Sendo que TLI é o teor de lignina insolivel em porcentagem, mji € a massa de lignina

insoluvel seca ja desconsiderando a massa do funil e m; é a massa inicial seca da biomassa ou

Figura 9: Sistema de refluxo no método de lignina Klason. Fonte: Autoria propria

3.4.5. Teor de lignina soltvel pelo método Klason

A quantidade de lignina soltvel foi analisada por espectrofotometria UV/VIS utilizando
um espectrofotdmetro Kasvi modelo K37-UVVIS (Figura 10), em que as solucdes para analise
foram preparadas usando o hidrolisado filtrado retirado da etapa anterior. A absorbancia das
amostras foi aferida nos comprimentos de onda de 215 nm e 280 nm, entdo pdde-se determinar

a concentracdo em g.L™ de lignina solGvel por meio da Equacéo 6.

(4,53. Az15) — Azgo
CLS = 200 (6)
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Em que, CLS é a concentracéo de lignina solGvel em g.L™, A2is € o valor da absorbancia
das amostras em 215 nm e Azgo € 0 valor da absorbancia em 280nm.

Com os dados da concentracao de lignina soltvel obtidos pela Equacao 6, foi necessario
realizar o calculo da massa efetiva presente no volume de 575 mL que foi empregado no método
Klason. Com os resultados dos valores de massa, foi entdo determinada a porcentagem de
lignina soltvel presentes nas amostras biomassas utilizando a Equagdo 7 e o teor ajustado para
as biomassas.

mis

TLS(%) = =% . 100 7

mi'

Onde TLS ¢é o teor de lignina solivel em porcentagem, m;s € a massa de lignina soluvel

e mj € a massa inicial seca da biomassa ou polpa pré-tratada utilizada no método Klason.

Figura 10: Espectrofotdmetro. Fonte: Autoria propria.

3.4.6. Deslignificacdo da biomassa

Apbs as analises dos rendimentos em massa dos pré-tratamentos e a determinacao dos
conteudos de lignina sollvel e insollvel, a porcentagem de deslignificacdo em relacdo a

biomassa bruta é calculada pela Equacdo 8 (ALAM et al., 2020).
Deslignificacio(%) = 1 — % .100 (8)

Em que, ligp € a massa de lignina total na polpa pré-tratada e ligs € a massa de lignina

total na biomassa bruta.
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3.5. Teor de cinzas

O teor de cinzas foi avaliado conforme a norma TAPPI T211 OM-93. Cerca de 1,0 g de
biomassa bruta e pré-tratada foi adicionada a um cadinho de porcelana e levados a mufla a 800
°C por 2 horas. Posteriormente, o sistema foi resfriado até a temperatura ambiente e as amostras
foram pesadas. O teor de cinzas foi determinado considerando a percentagem de massa do

residuo (apos calcinacéo) com relacdo a massa inicial de amostra seca conforme a Equacéo 9.
Cinzas (%) = =222 100 9)
b

Onde, Cinzas (%) € o teor de cinzas em porcentagem, Mcinzas € @ massa final de cinzas

ja desconsiderando a massa do cadinho e my € a massa inicial da biomassa ou polpa pré-tratada.
3.6. Analise das fibras por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As amostras de biomassas in natura e ap0s os pré-tratamentos foram afixadas em fita
carbono em suporte de aluminio e cobertas com ouro. As fotomicrografias de MEV foram
determinadas em um microscépio de baixo vacuo da marca Tescan, modelo VEGA 3 LMU.

3.7. Determinacao do indice de cristalinidade por Difracdo de Raios-X (DRX)

Os indices de cristalinidade das amostras de biomassas in natura e ap0s 0s pré-
tratamentos foram mensurados utilizando os difratogramas obtidos por analises de DRX, pelo
método Segal (SEGAL et al., 1959) conforme equacédo 10.

Ic = Yoo~ lam) 4 (10)

I200

Em que, Ic € o indice de cristalinidade, I200 € a intensidade de difragdo maxima em
unidades arbitrarias do plano 200, representando regides cristalinas e amorfas em 20
aproximadamente 22,5°, e lam € a intensidade de difracdo em 26 = 18°, representada somente

pela regido amorfa.
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Para a aplicacdo desse método, as amostras passaram por secagem a 50 °C durante 12
horas em estufa e analisadas utilizando um difratbmetro Shimadzu LabX XRD-6000, com
poténcia de 40 KV / 30 mA e M(Cu Ko)) = 1,5406 A, com intervalo de 20 de 5 a 40°, velocidade
de varredura 2°.min* e resolucéo de 0,02°. Nesse procedimento para determinagdo do indice de
cristalinidade, os difratogramas foram comparados entre as amostras brutas e cada pré-
tratamento e os dados foram dispostos em grafico para verificacdo da diferenga.

3.8. Caracterizacao dos licores hemiceluldsicos

3.8.1. Teor de sélidos nos licores

Com o intuito de estimar a quantidade de compostos solubilizados e concentragdo de
enzimas que seriam utilizadas na etapa de hidrolise, foi realizado um processo de secagem de
uma aliquota dos licores para verificar o teor de solidos presentes. Amostras de 5,0 mL dos
licores foram pesadas em um béquer e colocadas em estufa a 105°C por 12 horas até a
evaporacao de todo contedo liquido e pesadas novamente. Com isso, 0 teor de sélidos foi
obtido pela equacdo 11.

Sélidos (%) = T:T .100 (11)
l
Onde, Sélidos (%) é o teor de sélidos nos licores em porcentagem, ms é a massa final

seca de solidos e mj € a massa das amostras de licor.
3.8.2. Quantificacdo de acUcares redutores totais (ART)

Os acucares redutores totais presentes nos licores foram quantificados pelo método do
acido 3,5 dinitrosalissilico - DNS (MILLER, 1959). As reacdes foram realizadas com 100 puL
de amostra de licor e 100 pL de DNS, enquanto o branco analitico foi feito com 100 uL de agua
destilada e 100 puL de DNS e entdo, colocadas em banho-maria em ebuli¢cdo por 10 minutos.
Apos esse periodo, a reacdo foi resfriada em banho de gelo e adicionado 800 pL de &gua
destilada e lidas no espectrofotdmetro a 540nm. Entdo, as concentracdes de agucares foram
obtidas com parametro em uma curva de calibracao de glicose conforme a Figura 11.
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Figura 11: Curva de calibracdo de glicose. Fonte: Autoria propria.

3.8.3. Composigdo quimica por CLAE

As quantificacdes de sacarideos (celobiose, glicose, xilose e arabinose) e inibidores
fermentativos (&cido formico, acido acético, furfural (FF), 5-hidroximetilfurfural (HMF))
foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As amostras foram
diluidas com a fase mével (solucdo 0,1 % (v/v) de é&cido fosférico (H3PO4)) com fator de
diluicdo igual a 3, filtradas em membrana de 0,20 um (Chromafil® Xtra CA-20/25) e injetadas
no sistema cromatografico (Shimadzu ™ model LC-20A Prominence), utilizando coluna
Supelcogel ™ C-610H, equipada com detectores ultravioleta e de indice de refragdo. O detector
UV foi utilizado para detectar HMF e FF no comprimento de onda de 274 nm e o indice de
refracdo para detectar acidos organicos e aclcares. As analises foram realizadas empregando
H3P0O4 0,1 % (v/v) como fase mével, com taxa de fluxo da bomba a 0,5 mL.min™ a 32 °C. Ap6s
esse processo, foram verificados os picos de deteccdo conforme o tempo de retencéo especifico
e padronizado para cada composto, seguido da quantificacdo das areas dos picos e comparacao
com as curvas de calibragdo estabelecidas com o propdsito de encontrar as concentragdes de

cada molécula e, entdo a caracterizacao do licor (MOREIRA et al., 2017).
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3.9. Hidrélise enziméatica

As hidrdlises enzimaticas dos licores hemiceluldsicos foram realizadas com coquetel
comercial Cellic CTec3 (Novozymes) com a presenca de celulases e hemicelulases. Os ensaios
foram conduzidos em frascos erlenmeyer de 250 mL. Os licores hemicelulésicos com volume
amostral da reacdo de 30 mL tiveram seus valores de pH ajustados com tampdo citrato de sodio
0,05 M para proximo de 5,0 devido ao pH 6timo de atividade do coquetel Cellic CTec3 e
aplicada uma carga enzimatica de 18 FPU/g de solidos nos licores contida em 63 ul da solugédo
com as enzimas (MEIGHAN et al., 2017). Os experimentos foram realizados em triplicatas e
encubados a 150 rpm e 50°C por 30 horas.

3.10. Caracterizacao dos licores hidrolisados

Apos a hidrolise enzimatica, os licores foram submetidos novamente aos processos de
caracterizacdo com as analises da dosagem de ART e composic¢édo quimica por CLAE, conforme

citadas nos itens 3.8.2 e 3.8.3, respectivamente.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo das biomassas brutas e pré-tratadas

Com o objetivo de avaliar a eficAcia do pré-tratamento na quebra da estrutura
lignocelulose nas biomassas analisadas, procedeu-se a caracterizagcdo dos materiais brutos e
pré-tratados. Assim, foram realizadas determinacdes das quantidades de lignina, hemiceluloses,
celulose e cinzas para cada uma das amostras de biomassa de bagaco e palha de cana brutas
(BB e PB, respectivamente), bem como as polpas obtidas ap6s o pré-tratamento organossolve
do bagaco (BCO) e palha (PCO) e pre-tratamento hidrotérmico (BCH e PCH, respectivamente).
Com isso, também foi avaliado o rendimento (Rend.) e o percentual de deslignificacdo (Deslig.)

dos materiais com os resultados dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2: Caracterizacdo das biomassas brutas e pré-tratadas.

) o ) Rend  Desli Balanco de
) Celulose Hemicelulos Lignina Cinzas
Biomassa . (%) g. massa (%0)
(%) es (%) total (%) (%)
(%)

BB 4125+4,60 29,30+2,97 27,03+1,14 2,870,559 - - 100,45 + 5,62
BCO 56,12 +4,07 12,86 +1,07 21,06+ 4,07 - 61,55 56,65 90,04 £ 5,85
BCH 5487+232 664+191 3363+6,28 097+059 9121 39,16 96,11 + 6,99

PB 38,31+0,80 28,86+353 2574+3,04 3,42+1,37 - - 96,33+ 4,92
PCO 51,23+6,12 18,31+6,21 2242+4]75 - 50,39 60,07 91,96 + 9,93
PCH 53,71+0,37 9,64+094 2767+321 046+014 7826 56,85 91,48 + 3,37

Fonte: Autoria propria.

Ao analisar os dados apresentados na Tabela 2, podemos observar que a biomassa com
o maior teor de celulose foi o bagaco de cana-de-agucar, com uma porcentagem de celulose de
41,25 %. Esse valor é semelhante aos resultados relatados por Costa et al. (2021), que
mencionaram teores de celulose entre 32 % e 48 %. A palha de cana-de-agUcar apresentou um
teor de celulose de 38,31 %, valor bastante semelhante aos valores mencionados por Costa et
al. (2021), que relataram teores de celulose entre 40 % e 44 %. Esses dados indicam que essas
matérias-primas tém um grande potencial para a producéo de etanol de segunda geracdo, que é
produzido a partir de materiais lignocelulésicos.

Como foco principal deste estudo, o teor de hemiceluloses em cada uma das biomassas
apresentou valores de 29,30 % para 0 bagaco de cana e 28,86 % para a palha. Ainda em
comparagdo com Costa et al. (2021), foram relatados valores entre 19 % e 24 % para o0 bagaco,
enguanto para a palha foram apresentados valores entre 30 % e 32 %. No presente estudo, 0s
resultados obtidos de hemiceluloses mostraram-se com certo desvio em relagéo a referéncia,
porém pode haver diferencgas relacionadas com as condi¢des de cultivo e caracteristicas da
matéria-prima. As hemiceluloses, assim como a celulose e a lignina, também podem ser
aproveitadas e gerar uma série de produtos. Quando fracionadas, liberam monossacarideos,
principalmente xilose e arabinose, manose, galactose e glicose em menor quantidade, que
podem ser convertidos em acucares, biocombustiveis, produtos quimicos, entre outros
(CHANDEL et al., 2018).

Comparando os materiais gerados pela cana-de-aglcar, 0 bagago de cana apresentou
uma quantidade ligeiramente maior de lignina em sua composicao em relacdo a palha de cana,
cerca de 27,03 % e 25,74 % respectivamente, valor semelhante ao encontrado por Yu et al.
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(2015), que foi de 26,4 % para a palha de cana-de-agucar. Esses dados mostram que essas
biomassas requerem um pré-tratamento mais eficiente para separar a lignina da celulose, a fim
de obter uma hidrdlise mais eficaz.

A andlise do teor de cinzas no bagaco e na palha de cana-de-agUcar esta de acordo com
os valores relatados na literatura por Fredericci et al. (2012) e por Cordeiro et al. (2018). O teor
de cinzas é um dado relevante, pois esses componentes podem interferir no processo de
fermentacdo, uma vez que baixos indices de cinzas favorecem a condi¢do importante da
matéria-prima e parcialmente neutralizam catalisadores acidos (MOREIRA et al., 2015).

A partir dos rendimentos obtidos ap6s os pré-tratamentos, temos que, houve uma perda
de massa de 38,45 % no BCO, 8,79 % no BCH, 49,6 % na PCO e 21,74 % na PCH. Para
verificar os mecanismos de acédo dos pré-tratamentos e o potencial de extracdo dos componentes
da lignocelulose, a Tabela 2 apresenta os valores de caracterizacdo de cada uma das biomassas
apos os pré-tratamentos organossolve e hidrotérmico.

A eficiéncia dos pré-tratamentos é verificada quando hd a separacdo da maior
quantidade possivel de celulose das outras fracdes presentes nos materiais lignocelulosicos.
Portanto, é importante realizar uma comparacéo entre as biomassas do bagaco de cana (Figura
12) e palha de cana (Figura 13) antes e apds o pré-tratamento para avaliar as alteracdes nos
contetdos de celulose, hemiceluloses e lignina presentes na polpa e, consequentemente, o grau

de extracdo dos componentes nos licores.
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Figura 12: Comparacao das alteracdes de composigdo das amostras brutas e pré-tratadas do bagago de cana.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 13: Comparacéo das alteracfes de composicao das amostras brutas e pré-tratadas da palha de cana.

Fonte: Autoria propria.

De forma geral, foi observado um aumento e composi¢do percentual semelhante nos
teores de celulose em todas as biomassas analisadas apds os pré-tratamentos organossolve e
hidrotérmico. Esse aumento ocorre devido a remocdo dos outros componentes durante o pré-
tratamento, principalmente relacionado com o teor de hemiceluloses que realmente sdo
suscetiveis a solubilizacdo na fracdo liquida empregada nos pré-tratamentos acidos conforme a
configuragdo do organossolve e do hidrotérmico. Ainda assim, verificamos que o percentual de
deslignificacdo foi efetivo para os pré-tratamentos BCO, PCO e PCH, com valores de 56,65 %,
60,07 % e 56,85 % respectivamente, enquanto para o pré-tratamento BCH obteve-se uma
extracao de 39,16% da lignina total. Apesar que em algumas amostras a porcentagem relativa
ao teor de lignina apresentou um aumento de valor, isso se deu pelo alto grau de extracéo de
hemiceluloses. Com isso, ao comparar os resultados do teor de lignina avaliando a perda de
massa, temos que, houve um processo de deslignificacdo embora ainda haja uma quantidade
maior presente nas polpas do pré-tratamento hidrotérmico, o que se faz interessante para a

proposta deste estudo, em utilizar o licor hemicelulésico com baixo teor de lignina.

4.1.1. Andlise das fibras por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A andlise das fibras das amostras de bagaco e palha de cana brutas e pré-tratadas
realizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) demonstrou as alteragdes estruturais

nas fibras das biomassas em diferentes niveis, porém, podera auxiliar na reducdo da
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recalcitrancia dos materiais com o propdésito de aumentar a eficiéncia da hidrolise enzimatica,
representadas pelas Figuras 14 e 15. O bagaco de cana bruto (Figura 14a) e a palha de cana
bruta (Figura 15a) demonstram a estrutura natural das fibras da biomassa lignoceluldsica, onde
sdo dispostas em camadas uniformes em que podemos verificar a rigidez, suavidade e
compactacdo na superficie do material. Com relagdo ao bagaco de cana, o pré-tratamento
organossolve (Figura 14b) apresentou uma destruicdo da estrutura primaria e aumento
significativo da porosidade das fibras, enquanto o pré-tratamento hidrotérmico (Figura 14c)
ainda foi possivel observar a estrutura dos feixes com degradacGes e com alguns pontos de
desestruturacdo. Na palha de cana, o processo organossolve (Figura 15b) ocorreu com
mecanismo distinto ao do bagaco de cana, proporcionando a superficie da biomassa um aspecto
mais liso e com separacdo das microfibrilas, em contrapartida no processo hidrotérmico (Figura
15c¢) a conformacdo das fibras ainda se encontra presente e podemos notar uma distribuicdo de
poros ao longo das fibras. Tais conformacbes sdo verificadas conforme estudos com pré-
tratamentos realizados em condigdes semelhantes, como abordado por Chen et al. (2021).

e
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Figura 14: Microscopia eletronica de varredura das amostras de bagaco de cana bruto (a), organossolve (b) e

hidrotérmico (c). Fonte: Autoria prépria.
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Figura 15: Microscopia eletrdnica de varredura das amostras de palha de cana bruta (a), organossolve (b) e

hidrotérmico (c). Fonte: Autoria prépria.

4.1.2. Determinacdo do indice de cristalinidade por Difracdo de Raios-X (DRX)

Na determinacdo do indice de cristalinidade, foi efetuada a analise dos difratogramas

obtidos por difracéo de raios-X conforme representados na Figura 16.

Bagaco de cana Palha de cana

Bruto Bruto

Organossolve —— Organossolve
— Hidrotérmico

—— Hidrotérmico

Intensidade (u.a.)
Intensidade (u.a.)

5 10 15 20 25 30 35 40 5 10 15 20 25 30 35 40
26 (°) 20 (%)

Figura 16: Difratogramas comparativos entre biomassas brutas e pré-tratadas. Fonte: Autoria propria.

Obteve-se o valor do indice de cristalinidade das amostras em que para o bagaco de cana
foram obtidos valores de aproximadamente 72 %, 79 % e 73 % para a biomassa bruta, pré-
tratada por organossolve e hidrotérmico respectivamente, enquanto para a palha de cana, 0s
resultados foram de 69 %, 77 % e 68 %. O aumento da cristalinidade com a aplicacdo dos pré-

tratamentos é condizente com o processo de deslignificacdo, onde a lignina e algumas regibes
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da celulose apresentam uma estrutura amorfa e os polissacarideos da biomassa possuem
predominantemente estruturas mais cristalinas. Porém, na amostra de PCH houve um desvio
com valor de indice de cristalinidade menor que o valor encontrado para a palha bruta, mas esse
valor pode ser explicado pela analise dos resultados de caracterizacdo e analise das fibras em
que, a reducdo do Ic pode ser consequéncia da desorganizacdo ou quebra das estruturas
cristalinas. Portanto, no geral, o célculo do indice de cristalinidade demonstrou uma
predominancia de moléculas com caracteristicas estruturais mais cristalinas, o que indica que
0S pré-tratamentos obtiveram éxito em realizar a deslignificacdo e enriquecer a polpa com

celulose.

4.2. Caracterizacao dos licores hemiceluldsicos antes e apds a hidrolise enzimatica

4.2.1. Teor de soélidos totais nos licores

Para identificacdo do teor de sélidos totais presentes nos licores hemicelul6sicos e com
0 intuito de determinar a concentracdo de enzimas a serem empregadas no processo de hidrolise,
foi retirada uma aliquota dos licores e pesadas em um béquer, que foram colocadas em estufa a
105°C e tiveram sua massa aferida. Entdo, o teor de solidos totais foi calculado e os dados

dispostos na Tabela 3.

Tabela 3: Teor de sélidos totais nos licores.

Licor Teor de solidos (%)
BCO 1,420 + 0,012
BCH 1,397 + 0,101
PCO 2,203 £ 0,012
PCH 1,873 £ 0,006

Fonte: Autoria propria.

4.2.2. Quantificacao de acUcares redutores totais (ART)

Neste estudo, os licores hemiceluldsicos foram analisados antes e depois da hidrélise

enzimatica quanto a quantidade de acUcares redutores totais presentes. Que inclusive, a
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concentracdo de enzimas inseridas no meio foi determinada com base no teor de solidos
presentes nos licores, conforme citado anteriormente, submetidas a hidrdlise enzimatica com
coquetel Cellic Ctec3 por um periodo de 30 horas.

Ao verificar e comparar as amostras, em geral, verificamos um aumento na concentracao
de agucares redutores nos licores hidrolisados em relagéo aos licores do pré-tratamentos (Tabela
4).

Tabela 4: Dosagem de acgucares redutores totais (ART) nos licores dos pré-tratamentos e

hidrolisados
Licor ART (g.L?) Licor ART (g.L?)
BCO 11,144 + 0,530 PCO 8,560 + 0,273
BCO Hidrolisado 13,440 + 0,081 PCO Hidrolisado 9,478 + 0,687
BCH 16,507 £ 1,679 PCH 14,164 +£ 0,478
BCH Hidrolisado 22,492 + 0,074 PCH Hidrolisado 22,830 £ 0,781

Fonte: Autoria propria.

As concentracdes iniciais nos licores relacionados com o pré-tratamento hidrotérmico
do bagaco (BCH) e palha (PCH) ja apresentaram valores maiores do que os encontrados para o
pré-tratamento organossolve (BCO e PCO). Entdo, ap6s a realizacdo da hidrélise enzimatica,
os hidrolisados foram submetidos a nova dosagem de ART, na qual verificou-se um pequeno
aumento nas concentracdes de aclcares dos licores do processo organossolve do bagaco de
cana, sendo de 11,114 g.L* para 13,440 g.L™, sendo que para a palha de cana obteve-se um
incremento na concentragdo de 8,560 g.L™* para 9,478 g.L™. Ja os hidrolisados dos licores do
bagaco e palha de cana que passaram por pré-tratamento hidrotérmico, apresentaram um
aumento consideravel em relacdo ao organossolve com valores de 16,507 g.L ™ para 22,492 g.L-
! referentes ao bagaco de cana e de 14,164 g.L " para 22,830 g.L* sobre o licor da palha de cana,
inclusive representando o resultado de maior concentracdo e aumento relativo.

Com isso, apesar da alta solubilidade das hemiceluloses ao licor do pré-tratamento, a
hidrolise enzimatica das hemiceluloses € um processo bioquimico que envolve a quebra das
hemiceluloses, um componente complexo da biomassa lignocelulésica, em unidades menores
de agUcares simples. As hemiceluloses sdo polissacarideos amorfos e heterogéneos, compostas
por diferentes monossacarideos, como xilose, arabinose, manose, entre outros. No entanto,

assim como na hidrélise enzimética da celulose, a eficiéncia da hidrolise enzimatica das
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hemiceluloses também enfrenta desafios. As hemiceluloses apresentam uma estrutura quimica
mais complexa e heterogénea em comparacdo com a celulose, o que torna o processo de
hidrolise mais complexo. Além disso, a presenca de substancias inibidoras, como lignina e
produtos derivados da degradacdo da biomassa, podem afetar negativamente a atividade
enzimatica, bem como as variaveis envolvendo a rea¢do bioquimica, como o tempo de reacdo

e a concentracdo da enzima em relagdo a concentracgao de substrato.

4.2.3. Composigdo quimica por CLAE

As analises cromatograficas realizadas antes e ap0s a hidrolise enzimatica dos licores
hemicelulésicos (Tabela 5) demonstraram sobre os aglUcares C5, de maneira geral, uma
predominédncia e aumento na concentracdo de xilose enquanto a arabinose foi aparentemente
consumida para a formacao de outros compostos. Com relacdo aos sacarideos compostos de
C6, foram identificadas baixas concentracdes em relacdo aos aclcares C5 que podem ser
oriundas da estrutura heterogénea das hemiceluloses, ainda assim, as concentracdes de glicose
e celobiose também apresentaram incremento apds a hidrélise enzimética. Os teores dos
compostos inibidores da fermentacdo também foram verificados, sendo eles: acido acético,
acido formico, 5-hidroximetilfurfutal (5-HMF) e furfural. As concentracGes dos inibidores
denotaram um crescimento relativamente elevado que pode ser demonstrado por reacgdes
quimicas envolvendo principalmente as pentoses para formacao de furfural, as hemiceluloses
para acido acético e no presente estudo, uma menor quantidade da transformacao de hexoses
para 5-HMF, que podem ser utilizadas para formacéo de acido formico (SJULANDER, 2020).
Ao comparar os resultados com a literatura em processos semelhantes como a hidrolise &cida
do bagaco de sisal, apresentado por Bezerra et al. (2015), temos que foram verificadas variagoes
nas concentra¢fes dos componentes ao realizar mudancas no processo de pré-tratamento, sendo
que na melhor condigdo, concentragdo de xilose foi de 6,24 g.L, semelhante aos resultados
obtidos nesse estudo. Ainda assim, no estudo com bagaco de sisal foram denotadas maiores
concentracdes de celobiose (9,89 g.L ™), glicose (3,37 g.L™?) e arabinose (1,63 g.L™1), enquanto
houve uma menor formacdo de produtos inibidores em relagdo ao estudo de Bezerra et al.

(2015), que podem ser verificadas pela diferenca da biomassa e dos pré-tratamentos.
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Tabela 5: Composicdo quimica dos licores hemiceluldsicos e hidrolisados

Concentracéo no licor

Concentragdo no

Licor Compostos
(g.LY) hidrolisado (g.L™?)
Celobiose 0,000 = 0,000 0,268 £ 0,045
Glicose 0,501 = 0,037 0,204 £ 0,001
Xilose 2,030 £ 0,162 2,740 £ 0,092
Arabinose 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
BCO Acido férmico 0,442 + 0,033 0,278 + 0,020
Acido acético 1,061 + 0,024 0,880 + 0,048
5-HMF 0,164 = 0,015 0,095 £ 0,003
Furfural 20,714 £ 0,270 12,927 + 0,601
Celobiose 0,000 = 0,000 0,301 £ 0,048
Glicose 0,185 £ 0,262 0,400 £ 0,050
Xilose 3,006 £ 0,197 6,886 £ 0,755
Arabinose 0,362 + 0,062 0,000 + 0,000
BCH Acido férmico 0,355 + 0,062 0,173+0,176
Acido acético 0,339 + 0,089 0,560 = 0,599
5-HMF 0,000 + 0,000 0,035+ 0,028
Furfural 0,000 = 0,000 1,692 £ 0,518
Celobiose 0,000 = 0,000 0,304 £ 0,003
Glicose 0,473 £ 0,009 0,374 £ 0,012
Xilose 0,000 = 0,000 6,060 = 1,120
Arabinose 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
Pco Acido férmico 0,488 + 0,049 0,400 + 0,007
Acido acético 0,000 + 0,000 0,888 + 0,080
5-HMF 1,092 £ 0,022 0,183 + 0,012
Furfural 3,284 £ 0,204 1,526 £ 0,839
Celobiose 0,139 £ 0,001 0,000 £ 0,000
Glicose 2,623 £ 0,057 1,983 +£0,171
Xilose 2,728 £ 0,170 4,183 + 0,389
PCH ’ Arabinose 1,496 + 0,076 0,573+ 0,008
Acido férmico 4,003 + 0,275 2,565+ 0,180
Acido acético 0,772 + 0,087 1,077 £ 0,031
5-HMF 0,000 + 0,000 0,159 + 0,032
Furfural 0,000 = 0,000 7,409 £ 3,296

Fonte: Autoria propria.

Enfim, foi possivel demonstrar que a hidrolise enzimatica representou uma importante etapa
para a liberacdo de monossacarideos fermentesciveis, em que as concentrages desses
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componentes apresentaram um aumento ap0s o processo, poréem as condigdes do licor
hemicelulésico ou do processo de hidrélise podem ter contribuido para a formacdo de

compostos inibidores do processo fermentativo.

5. CONCLUSAO

As analises e caracterizacfes das biomassas investigadas revelaram que todas elas
apresentam um promissor potencial para a producao de etanol de segunda geracao. Isso se deve
ao fato de todas as biomassas possuirem uma quantidade significativa de polissacarideos com
resultados de 41,25 % de celulose e 29,30 % de hemiceluloses para o bagago de cana e 38,31
% de celulose e 28,86 % de hemiceluloses para a palha de cana, esses podendo ser convertidos
em acUcares fermentaveis. Sendo que, a etapa de pré-tratamento utilizando processo
organossolve foi capaz de extrair o conteudo centesimal de hemiceluloses restando na polpa
12,86 % no BCO e 18,31 % na PCO, enquanto no pré-tratamento hidrotérmico apresentou
valores de 6,64 % para BCH e 9,64 % para PCH, e a0 mesmo tempo, removeu parte da lignina.
Com a separacdo da lignina do licor hemicelulésico, o acesso das enzimas ao substrato foi
facilitado, maximizando o processo de hidrolise.

Para obtencdo do licor rico em hemiceluloses, o pré-tratamento hidrotérmico
demonstrou uma eficacia maior em relacdo ao processo organossolve por realizar uma
separacao significativa da fracdo de hemiceluloses da biomassa lignoceluldsica, preservando a
celulose e uma certa quantidade de lignina na polpa. Além disso, ao compararmos os resultados
obtidos nas concentracGes de aglcares presentes nos licores hemicelulésicos, pelo método ART
e pela CLAE, concluimos que o pré-tratamento hidrotérmico apresentou maiores concentraces
desses acucares, tanto C5 quanto C6, denotando valores semelhantes para o bagaco e a palha
de cana. Apds a hidrolise enzimatica, o contetido geral de agucares fermentesciveis apresentou
um aumento nos licores, apesar da producdo e identificacdo de substancias inibidoras dos
processos fermentativos.

Contudo, algumas etapas do processo estudadas podem ser otimizadas quanto a
melhoria da eficiéncia da hidrolise enzimatica e a redugdo da formacdo de compostos
inibidores. No entanto, apesar dos desafios, 0s pre-tratamentos organossolve e hidrotérmico
demonstraram-se eficientes para separacdo da matriz lignocelulésica e obtencéo dos licores
ricos em hemiceluloses. 1sso pode impulsionar a producéo de etanol de segunda geracao a partir

de biomassa lignocelul6sica, especificamente da fracdo hemicelulosica com a utilizagdo de
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microrganismos especificos fermentadores de pentoses, contribuindo para o reaproveitamento
dos residuos agroindustriais, a reducao da dependéncia de combustiveis fosseis e mitigacdo dos

impactos ambientais.
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