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RESUMO
O pré-tratamento de biomassas lignoceluldsicas ¢ uma etapa fundamental na producao de etanol
de segunda geracao (2G). Neste estudo, bagago de cana-de-agucar (BI) e sabugo de milho (SI)
foram pré-tratados com hidroxido de amdnio (NH+OH) a 28-30 %, visando a desestruturacao
das biomassas para posterior sacarificacao e fermentacgado alcoolica. O pré-tratamento promoveu
elevada deslignificacdo, atingindo 65,50 % no bagaco (BT) e 73,50 % no sabugo (ST), com
preservacdo da fragdo polissacaridica. As fragdes solidas pré-tratadas foram submetidas a
hidrolise enziméatica com diferentes cargas de substrato (10 a 30%), utilizando 12,5 FPU/g de
celulose do coquetel comercial Cellic CTec3. A hidrdlise em batelada alimentada com 30% de
biomassa resultou em concentragdes superiores de aglcares redutores totais (ART) em
comparagdo com o processo em batelada convencional (10%), alcangcando 65,15 g/L em BT e
70,18 g/L em ST. Além disso, baixas concentragdes de acidos e inibidores foram detectadas
nos hidrolisados, evidenciando a eficidcia do pré-tratamento. Os hidrolisados obtidos em
batelada alimentada apresentaram altos teores de aglicares fermentesciveis, com 43,75 g/L. de
glicose e 18,12 g/L de xilose em BT, ¢ 41,63 g/L de glicose e 18,75 g/L de xilose em ST. Apds
a fermentacao, os maiores rendimentos em etanol foram obtidos com o hidrolisado de ST, com
19,20 g/L (Yp/s de 0,49 e Qp de 0,87), utilizando Saccharomyces cerevisiae Y904, e 26,34 g/L
com Spathaspora passalidarum Y7204 (Yp/s de 0,44 e Qp de 0,73), evidenciando eficiéncia
fermentativa superior desta ultima, devido a fermentacdo de pentoses. Esses resultados
evidenciam a efic4cia do pré-tratamento com NH4sOH como método de baixo custo e com baixa
formagdo de inibidores, destacando o potencial dos hidrolisados pré-tratados para a producao

de etanol 2G.

Palavras-chave: Pré-tratamento alcalino. FEtanol celuldsico. Hidrolise enzimatica.

Fermentacgao.



ABSTRACT
The pretreatment of lignocellulosic biomass is a fundamental step in the production of second-
generation (2G) ethanol. In this study, sugarcane bagasse (SBC) and corn cobs (CC) were
pretreated with 28-30% ammonium hydroxide (NH4OH) to break down the biomass for
subsequent saccharification and alcoholic fermentation. The pretreatment promoted high
delignification, reaching 65.50% for SBC and 73.50% for CC, with preservation of the
polysaccharide fraction. The pretreated solid fractions were subjected to enzymatic hydrolysis
with different substrate loads (10 to 30%), using 12.5 FPU/g of cellulose from the commercial
Cellic CTec3 cocktail. Batch hydrolysis fed with 30% biomass resulted in higher concentrations
of total reducing sugars (TRS) compared to the conventional batch process (10%), reaching
65.15 g/L in pretreated bagasse (SBCT) and 70.18 g/L in pretreated cob (CCT). In addition,
low concentrations of acids and inhibitors were detected in the hydrolysates, demonstrating the
effectiveness of this pretreatment. The hydrolysates obtained in the fed-batch process had high
levels of fermentable sugars, containing 43.75 g/L of glucose and 18.12 g/L of xylose in SBCT,
and 41.63 g/L of glucose and 18.75 g/L of xylose in CCT, respectively. After fermentation, the
highest ethanol yields were obtained with the ST hydrolysate, with 19.20 g/L (Yp/s of 0.49 and
Qp 0f 0.87), using Saccharomyces cerevisiae Y904, and 26.34 g/L with the pentose-fermenting
yeast. Spathaspora passalidarum Y7204 (Yp/s of 0.44 and Qp of 0.73). Although the co-
cultures showed promising results, aspects such as metabolic synergism, competition for
substrates, and catabolic repression by glucose still require investigation. These results
demonstrate the efficiency of pretreatment with NH4OH as a low-cost method with low
inhibitor formation, highlighting the potential of pretreated hydrolysates for 2G ethanol

production.

Keywords: Alkaline pretreatment. Cellulosic ethanol. Enzymatic hydrolysis. Fermentation.
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1 INTRODUCAO

A dependéncia energética ¢ um desafio global, agravado pela predominancia do uso de
combustiveis fosseis, que expoe os paises a volatilidade dos mercados internacionais, tensdes
geopoliticas e ao esgotamento de recursos naturais (Pang et al., 2024). Nesse cenario, a busca
por fontes renovaveis, como os biocombustiveis, € com menor impacto ambiental torna-se
necessaria para a diversificagdo da matriz energética (Mankar et al., 2021).

Entre os biocombustiveis, o etanol de segunda geragao (etanol 2G), produzido a partir
de subprodutos agroindustriais ricos em biomassa lignoceluldsica, como bagago de cana-de-
acucar e sabugo de milho, representa uma alternativa promissora (Chanu et al., 2023). No
entanto, a natureza altamente complexa e recalcitrante desses materiais limita sua reutilizagao
para a conversdo eficiente em agucares fermentdveis (Wozniak et al., 2025). Dessa forma, ¢
essencial que a biomassa passe por uma etapa de pré-tratamento, para aumentar a area
superficial, reduzir a cristalinidade e tornar a celulose mais acessivel a etapa de hidrolise
enzimatica (Zhao et al., 2022).

Entre os pré-tratamentos atualmente utilizados, o método com alcalis, como o hidréxido
de amonio (NH4sOH), tem demonstrado eficicia na remocao de lignina, facilitando o acesso a
celulose e resultando em baixa formagdo de inibidores. A amdnia ¢ vantajosa também por
provocar o inchago das fibras, tornando-as mais acessiveis as enzimas, o que otimiza a reagao
e aumenta os rendimentos em agucares (Abolore, Jaiswal e Jaiswal, 2024; Yuan et al., 2022).

Outro fator importante na producdo de etanol 2G ¢ a etapa de sacarificacdo, que,
majoritariamente, tem sido realizada com coquetéis enzimaticos comerciais contendo uma
variedade de celulases e hemicelulases (Moya et al., 2024). Estas enzimas atuam
sinergicamente para degradar a fracdo polissacaridica em monomeros (glicose e xilose),
promovendo a despolimerizacdo de substratos lignoceluldsicos (Zhai, Hu e Jin, 2022). Nesta
etapa, o uso de alta carga de solidos em batelada alimentada tem demonstrado elevada eficiéncia
na bioconversao (Kim et al., 2019).

Na ultima etapa, os agucares presentes nos hidrolisados podem ser fermentados em
etanol (Gomes, Vaz Junior e Gurgel, 2024). Na fermentacdo alcoodlica, a levedura
Saccharomyces cerevisiae tem sido a mais amplamente utilizada devido ao seu rapido
crescimento, alta eficiéncia catabdlica de hexoses (Cs) e elevada tolerancia a estresses
ambientais (Topaloglu et al., 2023). No entanto, esta espécie ndo ¢ capaz de fermentar as

pentoses (Cs) derivadas da fragdo hemicelulosica. Como alternativa, a utilizagdo de leveduras
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ndo convencionais, como a espécie Spathaspora passalidarum, tem recebido aten¢do especial
devido a sua capacidade de co-fermentar glicose e xilose, aumentando os rendimentos em etanol
2G (Albuini et al., 2023; Martinez-Jimenez et al., 2021).

Neste contexto, o presente estudo avaliou o efeito do pré-tratamento alcalino com
NH4OH na hidrélise enzimatica em batelada convencional e alimentada de bagaco de cana-de-
acucar e sabugo de milho, com posterior fermentagdo dos hidrolisados, utilizando S. cerevisiae

e S. passalidarum, separadas e em co-cultivo, visando otimizar a produgdo de etanol 2G.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bioetanol

Os biocombustiveis sdo combustiveis derivados de biomassa vegetal ou algal, que tém
ganhado atencdo global devido a crescente demanda por energia e a necessidade de reduzir as
emissoes de gases de efeito estufa (Guo er al., 2022; Nunta et al., 2023). Dentre os
biocombustiveis, o bioetanol tem se destacado pela diversificagdo da matriz energética e pela
menor emissdo de poluentes, diminuindo a dependéncia de combustiveis fosseis (Santos et al.,
2023).

Atualmente, o Brasil e os Estados Unidos sdo os maiores produtores mundiais de etanol,
com uma produgdo combinada de 82%, seguidos pela Unido Europeia (5%), China e india (3%)
(Fu, Tu e Yuan, 2024; Pizarro et al., 2025). Para o avanco na producao, ¢ essencial selecionar
a biomassa adequada, identificar suas caracteristicas e entender suas propriedades. Neste
sentido, quatro geragdes de bioetanol podem ser exploradas (Lin e Lu, 2021).

O bioetanol de primeira geragdo (etanol 1G) € produzido a partir de culturas alimentares
que contém sacarose ¢ amido, sendo amplamente comercializado (Kasaeian et al., 2025). Cerca
de 40% do etanol 1G ¢ obtido de matérias-primas como cana-de-ac¢Ucar e beterraba, enquanto
0s 60% restantes sao derivados de culturas ricas em amido, como o milho no contexto mundial
(Guo et al., 2022). No entanto, o etanol 1G apresenta limitacdes relacionadas a seguranca
alimentar e a preservacao da biodiversidade, devido ao desmatamento necessario para o cultivo
dessas matérias-primas.

Neste sentido, o etanol de segunda geragdo (etanol 2G) surge como uma alternativa
renovavel e sustentdvel para atender as demandas energéticas (Kumar et al., 2019). Por sua vez,
o etanol 2G possui excelente potencial , uma vez que utiliza biomassa lignoceluldsica presente
em subprodutos agroindustriais amplamente disponiveis (Devi et al., 2022). No entanto, a
natureza recalcitrante da biomassa ¢ um dos principais desafios para a sua viabilidade
econdmica, que depende da remo¢do da lignina e da utilizagdo eficiente da fracdo
polissacaridica (Oliveira et al., 2019; Kavitha et al., 2020). A bioconversdao do etanol 2G
envolve trés etapas: pré-tratamento, hidrélise e fermentacdao alcodlica (Figura 1). O pré-
tratamento remove lignina e hemicelulose, aumentando a porosidade da celulose e facilitando
a etapa de hidrolise (Agrawal et al, 2021; Pardo et al., 2019). Durante a hidrolise

(sacarificagdo), os polissacarideos sdao hidrolisados em monossacarideos com a ajuda de acidos
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ou enzimas (Devi et al., 2022), sendo posteriormente fermentados em etanol e diéxido de

carbono (COz), com uso de leveduras (Santos et al., 2023).

Figura 1: Etapas da produgao de etanol lignoceluldsico.

Fonte: Autora.

O etanol de terceira geragao (etanol 3G) € produzido a partir de biomassa de algas. As
algas sintetizam grandes quantidades de carboidratos (celulose e amido) como forma de
armazenamento de energia (Goswami et al., 2022) e sdo consideradas uma matéria-prima
promissora devido a alta taxa de crescimento, elevada eficiéncia fotossintética e facilidade de
cultivo, além de ndo competirem com culturas alimentares (Miiller et al., 2023).

Por fim, o etanol de quarta geragdo (etanol 4G) envolve o uso da engenharia genética
para aprimorar as caracteristicas dos organismos utilizados na produg¢ao de etanol. Isso inclui a
modificacdo genética de leveduras para producdo de celulases e hemicelulases, a fermentagao
de hexoses (C¢) e pentoses (Cs), e o aumento da fotossintese e da fixacdo de carbono

(Cavelius et al., 2023).
2.2 Subprodutos lignoceluldsicos

Os materiais lignoceluldsicos representam uma fonte amplamente disponivel, composta
por subprodutos agricolas, biomassa herbacea e lenhosa. Estima-se que cerca de 2,6 bilhdes de
toneladas desses materiais sejam gerados até 2030, com os agricolas tendo 34% desse total
(Lackner e Besharati, 2025; Rao ef al., 2024). Essas matérias-primas sdo constituidas por trés
componentes principais presentes na parede celular vegetal: celulose, hemicelulose e lignina,
que formam uma estrutura altamente cristalina e estavel (Singh et al., 2022).

Dentre essas biomassas, os subprodutos de culturas como milho, soja e cana-de-actucar,
possuem elevado potencial para a produgdo de etanol 2G e outros bioprodutos, devido ao baixo
custo e facilidade de armazenamento (Mujtaba et al., 2023). Em paises em desenvolvimento,

esses subprodutos representam de 30 a 40% da massa das culturas, enquanto em paises
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desenvolvidos essa proporcao varia entre 10 e 20%, devido a praticas de colheita mais eficientes
(FAO, 2019).

Biomassas, como o bagaco e a palha da cana-de-agucar, a palha e o sabugo de milho,
tém se destacado na producao de etanol 2G devido a alta disponibilidade e por ndo competirem
com a alimenta¢ao humana e animal (Patel e Shah, 2021; Liu et al., 2023). Nesse contexto, o
reaproveitamento desses materiais contribui ndo apenas para a diversificacdo das fontes

energéticas, mas também para a sustentabilidade das atividades agricolas (Khaire, Moholkar e

Goyal, 2021).

2.2.1 Composic¢ao da biomassa lignocelulésica

A lignocelulose ¢ o principal componente da biomassa vegetal, constituindo uma
estrutura complexa de alta recalcitrancia e robustez, tornando-a resistente a despolimerizacao
(Haq et al., 2021). A biomassa lignocelulésica é composta por trés componentes principais
(Figura 2): celulose (35-55%), hemicelulose (20—40%) e lignina (10-25%), além de pequenas
quantidades de proteinas, pectina, cinzas e extrativos organicos (Nargotra et al., 2018; Rajesh
Banu ef al., 2021).

A celulose (CsHi0Os)n ¢ um homopolimero linear ndo ramificado formado por
mondmeros de glicose. E composta por unidades de B-D-glicopiranose, ligadas por ligacdes
glicosidicas B-(1,4), tendo a celobiose como unidade de repeticdo fundamental (Figura 3). As
cadeias de celulose, formadas por 500 a 1400 unidades de D-glicose, organizam-se para formar
microfibrilas, que sdo compactadas para criar fibrilas de celulose (Sharma et al., 2023;
Zoghlami e Paés, 2019). Ligacdes de hidrogénio e forgas de Van der Waals conectam cadeias
de celulose vizinhas, reforcando o alinhamento paralelo e formando uma estrutura cristalina e

com conformagdo estendida (Etale et al., 2023).
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Figura 2: Estruturas quimicas da celulose, hemicelulose e lignina.
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Figura 3: Estrutura quimica da celobiose.
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Fonte: Adaptado de Moré ef al. (2019).

As hemiceluloses (Cs Hs O4)n sdo heteropolimeros ramificados, com 50 a 3.000 unidades
de agucares, que se ligam as fibras de celulose por interacdes ndo covalentes e a lignina por
ligacdes covalentes, formando uma rede complexa que fornece resisténcia estrutural (Haq et
al., 2021; Toor et al., 2020). As hemiceluloses contém polimeros ramificados e lineares,
formados por uma variedade de aglicares anidros, como D-xilose, arabinose, acido D-
glucuroénico, L-ramnose, entre outros. Estes polissacarideos apresentam natureza amorfa, tendo
a xilana como principal componente (Shrestha et al., 2021).

A lignina [CoH1003(OCH3)0,9-1,7]n € uma macromolécula polifendlica composta por trés
monoligndis: alcool coniferilico, alcool sinapilico e alcool p-cumarico. Esses monoligndis se
combinam para formar uma estrutura aromatica que inclui guaiacil, siringil e p-hidroxifenil
(Salleh et al., 2023). A lignina ¢ uma estrutura irregular e ndo cristalina, sem uma organizacao

primaria definida, formada pela polimerizagdo de radicais livres de precursores alcodlicos
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(Ashokkumar et al., 2022). Ela funciona como uma "cola celular", fornecendo resisténcia e
protecdo contra ataques de microrganismos. Essa robustez faz com que a lignina seja um fator

limitante na conversao de lignoceluloses em etanol 2G (Haldar et al., 2022).

2.2.2. Cultura de cana-de-agticar ¢ milho

Os subprodutos provenientes das usinas de agucar e alcool, como o bagaco ¢ a palha da
cana-de-acucar, sao gerados durante a colheita, moagem e esmagamento da cana para a extracao
do caldo. Esses materiais, especialmente o bagaco, sdo utilizados para a geracdo de vapor e
eletricidade nas caldeiras, por sistemas de cogeracdo. Além disso, também tém sido explorados
em outras aplicagdes, como biorrefinarias e a producdo de etanol 2G, devido a sua
disponibilidade e baixo custo (Patel e Shah, 2021; Ungureanu, Vladut e Biris, 2022). No caso
do milho, tanto a palha quanto o sabugo sdo também fontes promissoras de agucares
fermentesciveis (Nunta et al., 2023), com potencial para a produgdo de etanol 2G (Silva et al.,
2019; Guo et al., 2022).

Devido a sua vasta disponibilidade ¢ ao alto conteudo de polissacarideos, esses
subprodutos tém sido explorados na produgdo de etanol 2G e em biorefinarias (Mariana ef al.,

2021; Muijtaba et al., 2023).

2.3 Pré-tratamento

A conversdo da biomassa lignoceluldsica enfrenta desafios causados pela complexa
interacao entre lignina, hemicelulose e celulose (Deng et al., 2023). Devido a sua recalcitrancia,
uma etapa de pré-tratamento ¢ essencial para desestruturar e modificar sua composicdo,
preservando a hemicelulose e diminuindo a cristalinidade da celulose, impactando diretamente

na eficacia das etapas subsequentes (Figura 4) (Banu J et al., 2021; Devi et al., 2021).
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Figura 4: Efeito do pré-tratamento na biomassa lignocelulosica.
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Os pré-tratamentos podem ser classificados em fisicos, quimicos, bioldgicos ou
combinagdes desses (Abd et al., 2025; Chaurasia et al., 2025), sendo escolhidos de acordo com
os objetivos desejados, ja que diferentes mecanismos podem resultar na producao de variados
produtos (Abolore, Jaiswal e Jaiswal, 2024).

O pré-tratamento fisico, por exemplo, reduz o tamanho das particulas e a cristalinidade
da celulose, utilizando moinhos, trituradores e radiagdo ultravioleta ou micro-ondas (Mankar et
al., 2021; Roy; Rahman; Raynie, 2020). No entanto, isoladamente, este método nao ¢ eficaz.
Estudos mostram que sua combinag¢do com produtos quimicos pode reduzir a quantidade de
reagentes utilizados, tornando-se promissora para biorrefinarias (Zhou e Tian 2022). Portanto,
utilizam-se processos fisico-quimicos, tais como métodos alcalinos, 4cidos, organosolve e
explosdo a vapor (Ebrahimian et al., 2023). Os pré-tratamentos quimicos concentram-se no uso
de acidos organicos ou inorganicos, alcalis e solventes organicos. Comumente, os acidos sao
empregados devido a sua capacidade de dissolver facilmente a hemicelulose, melhorar a
porosidade da biomassa e tornar a celulose mais acessivel (Ebrahimian et al., 2023; Tong et al.,
2023). No entanto, este processo pode gerar compostos toxicos, como acido acético

(CH3COOR), acido formico (CH20z), furfuraldeido (FF) e 5-hidroximetilfurfural (HMF), que



21

inibem enzimas e microrganismos fermentativos (Woiciechowski et al., 2020). Além disso,
apresenta altos custos de recuperacao dos acidos e requer equipamentos resistentes a corrosao
(Solarte-Toro et al., 2019).

O pré-tratamento bioldgico, por sua vez, ¢ realizado por fungos, bactérias, consorcios
microbianos ou enzimas capazes de degradar a lignina e hidrolisar parcialmente a hemicelulose
(Anu et al., 2020). Esse método ¢ uma alternativa ecologicamente correta para melhorar a
digestibilidade da biomassa, reduzindo o consumo de energia e operando em condi¢des de baixa
temperatura, evitando a formagdao de inibidores (Atelge et al., 2020). No entanto, essa
abordagem apresenta limitagdes, como o alto custo e o longo tempo de tratamento, durante o
qual as cepas microbianas podem consumir os agticares disponiveis (Wu et al., 2022).

Em geral, os pré-tratamentos ideais devem ser economicamente viaveis em termos de
custos operacionais, eficazes na desintegracgao das fibras e requerer a menor quantidade possivel
de reagentes. Além disso, o método escolhido deve aumentar a porosidade do material e reduzir

a cristalinidade, facilitando, assim o acesso das enzimas as cadeias poliméricas (Baruah et al.,

2018).

2.3.1 Pré-tratamento alcalino

Os pré-tratamentos alcalinos, especialmente aqueles baseados em amonia, oferecem
vantagens significativas em relagdo aos métodos acidos, devido a baixa corrosividade, baixa
toxicidade e a capacidade de recuperagdo da amonia pos-tratamento, que pode ser empregada
na producdo de fertilizantes, aumentando a sustentabilidade do processo (Kim; Lee; Kim,
2016a; Oladi; Aita, 2017). Esses métodos tém como principais efeitos a remog¢do ou
modificacdo da lignina, o aumento da area superficial e/ou do tamanho dos poros, além da
alteracdo na remocao dos grupos acetil e dos subprodutos de acido urdnico da hemicelulose,
tornando a biomassa mais suscetivel a hidrolise (Abolore, Jaiswal e Jaiswal, 2024; Javanmard
etal., 2024).

Entre os alcalis utilizados, o hidréxido de amonio (NH4«OH) minimiza a degradagdo dos
carboidratos, aumenta a area superficial da lignocelulose, melhora a deslignificagdo e resulta
na baixa gera¢ao de inibidores (Aita, Salvi, Walker, 2011; Chundawat et al., 2011). Além disso,
solucdes comerciais de amonia geralmente contém de 25 a 30%, dispensando a adi¢ao de agua

ao meio reacional. Este processo ainda apresenta a vantagem de que a maior parte da amonia
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evapora naturalmente, permitindo o uso direto da biomassa tratada (Mes-Hartree, Dale e Craig,
1988).

Dessa forma, o material tratado com NH4OH torna-se um substrato adequado para a
hidrodlise enzimatica, enquanto a amonia residual pode servir como fonte de nitrogénio para os
microrganismos durante a fermentagdo. Além disso, a amonizagdo dos grupos metoxila
presentes na lignina impede que estes se liguem de forma ineficiente as celulases (Cao ef al.,
2023; Park et al., 2017). A amdnia também possui a capacidade unica de alterar a cristalinidade
da celulose de sua forma nativa (celulose I) para uma forma alomorfa (celulose I1I), que melhora
a acessibilidade enzimatica e aumenta a digestibilidade (Balan, Mohammadi e Dale, 2025).
Portanto, o pré-tratamento com NH+OH ¢ uma alternativa promissora para a valorizagdo de
subprodutos lignoceluldsicos, promovendo modificagdes estruturais que favorecem a eficiéncia

hidrolitica e fermentativa.

2.4 Hidrdlise enzimatica

A hidrdlise (sacarificagdo) consiste na fragmentagdo das cadeias poliméricas da
biomassa lignoceluldsica, convertendo os polissacarideos em agtcares simples (Shukla et al.,
2023). Existem duas abordagens frequentemente empregadas: a hidrolise acida e a enzimatica.
Em ambas as metodologias, ha diversas modalidades de operacdo, e a selecdo do método mais
apropriado deve considerar o tipo de matéria-prima utilizada, o microrganismo empregado para
fermentar os agtcares liberados e a analise de custo-beneficio.

Na hidrolise 4cida, utilizam-se 4cidos inorganicos em solugdes aquosas, tanto diluidos
quanto concentrados. Os 4dcidos comumente empregados sdo o acido sulfurico (H2SO4) e 0 cido
cloridrico (HCI) (Mekala et al., 2014). A hidrélise acida concentrada ¢ conduzida em
temperaturas baixas, em torno de 30°C, resultando em elevados rendimentos de hexoses (Ce) €
pentoses (Cs). No entanto, o uso de grandes volumes de 4cido requer uma recuperagdo eficiente
deste, além de causar danos aos equipamentos devido a corrosdo e inibidores do processo
fermentativo. A hidrolise acida diluida opera com concentragdes menores de acido, mas requer
temperaturas elevadas, o que também representa uma desvantagem (Ogeda e Petri, 2010).

Recentemente, a hidrélise enzimdtica tem ganhado destaque devido a sua capacidade de
conduzir reacdes altamente especificas em condi¢des operacionais mais brandas, com pH em
torno de 4,5-5,0, temperatura de 50°C e pressdao atmosférica, reduzindo assim a formagao de

subprodutos indesejaveis e danos aos equipamentos (Wang e Lii, 2021; Sawarkar et al., 2022).
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A hidrélise da celulose ocorre pela agdo conjunta de trés celulases (exoglucanase,
endoglucanase e B-glicosidase), para decompd-la em oligossacarideos, celobiose e glicose
(Sharma et al., 2021; Wu et al., 2023). No entanto, alcangar um alto rendimento na hidrélise
enzimatica requer um tempo de reacdo prolongado, além da necessidade de melhorar a
acessibilidade das enzimas a celulose por meio do pré-tratamento das matérias-primas,

conforme mencionado anteriormente (Abolore, Jaiswal e Jaiswal, 2024).

2.5 Enzimas lignoceluloliticas

As enzimas lignoceluloliticas s3o proteinas extracelulares produzidas por fungos e
bactérias, cuja principal fun¢do é promover a despolimerizacdo da biomassa. Estas enzimas
incluem as ligninases, que atuam na quebra da lignina (peroxidases e oxidases) e as hidroliticas
(celulases e hemicelulases), que degradam a fragdo polissacaridica em oligo € monossacarideos
(Chukwuma et al., 2020; Huang et al., 2022).

Nas sacarificagdes enzimadticas, coquetéis comerciais, compostos principalmente por
celulases e hemicelulases, sio comumente empregados. Nos sistemas celuloliticos, as enzimas
atuam na hidrdlise das ligagdes glicosidicas B-(1,4) presentes na celulose, resultando na
liberacdo de subunidades monoméricas fermentaveis (Figura 5). As endoglucanases (EC
3.2.1.4) catalisam a quebra das liga¢des B-1,4-glicosidicas nas regides amorfas externas da
celulose. As exoglucanases (EC 3.2.1.91), por sua vez, sdo responsaveis pela clivagem das
extremidades redutoras e ndo redutoras. Por fim, as B-glicosidases (EC 3.2.1.21), clivam a
celobiose, liberando duas moléculas de glicose (Benatti; Polizeli, 2023; Ejaz; Sohail; Ghanemi,
2021). Fungos dos géneros Aspergillus, Trichoderma Penicillium, Fusarium e Rhizopus estao

entre os principais produtores industriais dessas enzimas (Benatti e Polizeli, 2023).
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Figura 5: Mecanismo enzimatico das celulases.
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As hemicelulases compreendem um grupo mais complexo, incluindo endo-1,4-p-
galactanase (EC 3.2.1.89), acetil-xilana esterase (EC 3.1.1.72), a-galactosidase (EC 3.2.1.22),
a-l-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), endo-1,4-B-manase (EC 3.2.1.78), acetil manano
esterase (EC 3.1.1.6), exo-1,4-B-xilosidase (EC 3.2.1.37), esterase do acido ferulico (EC
3.1.1.73), esterase do acido p-cumaérico (EC 3.1.1.102), exo-1,4-B-manosidase (EC 3.2.1.25),
a-glucuronidase (EC 3.2.1.139), endo-a-1,5-arabinanase (EC 3.2.1.99) e endo-1,4-B-xilanase
(EC 3.2.1.8) (Wang et al., 2021). Essas enzimas atuam de forma sinérgica, promovendo a
degradacao completa dos polimeros hemiceluldsicos. Dentre as hemicelulases, as xilanases e
B-xilosidases constituem as principais enzimas, sendo que as endo-1,4-B-xilanases (EC 3.2.1.8)
hidrolisam as ligacdes B-1,4-glicosidicas da cadeia de xilana, produzindo xilo-oligossacarideos,
e a B-xilosidase (EC 3.2.1.37) hidrolisa esses xiloligossacarideos em unidades de xilose

(Rohman, Dijkstra e Puspaningsih, 2019).
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2.6 Fermentacao alcoodlica

A fermentacdo alcodlica ¢ um processo anaerobico realizado por leveduras, que
convertem monossacarideos derivados da biomassa (hexoses - Cs € pentoses - Cs) em etanol e
CO: (Malik et al., 2022; Naveed et al., 2024). A conversao de acucares Cs inicia-se com a
quebra da glicose para formar moléculas de piruvato, processo conhecido como glicolise. A
glicolise de uma molécula de glicose produz duas moléculas de piruvato. Na auséncia ou
limitagdo de oxigénio, essas duas moléculas de piruvato sao descarboxiladas em duas moléculas
de acetaldeido e duas de CO.. O etanol ¢ entdo produzido a partir da reducdo do acetaldeido
(Figura 6) (Maicas, 2020; Malakar, Paul e Jolvis Pou, 2020).

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ o microrganismo mais utilizado para produ¢ao
de etanol, devido ao seu rapido crescimento, alto rendimento em etanol a partir de agticares Ce
e tolerancia a substincias toxicas (Topaloglu et al., 2023). Entretanto, o seu metabolismo e a
producdo de etanol sdo influenciados por diversos fatores. A temperatura ideal para a
fermentagdo varia entre 28 e 30°C, com um pH adequado entre 4,0 e 5,0. A taxa de agitacao,
que normalmente varia de 150 a 200 rpm, também ¢ um fator essencial para o transporte
eficiente de nutrientes do meio extracelular para as células e para o transporte do etanol ao
ambiente extracelular (Kolo et al., 2024; Azhar et al., 2017). No entanto, essas leveduras nao
tém a capacidade de fermentar pentoses (Carlson, 1998; Chandukishore et al., 2024; Kayikci;
Nielsen, 2015).

A fermentac¢do de agucares Cs pode ser realizada por leveduras ndo-Saccharomyces,
também denominadas ndo convencionais, que sdo capazes de metabolizar a xilose derivada da
hemicelulose. Essas leveduras se destacam por sua tolerancia a inibidores e, em algumas
espécies, as variagdes de temperatura (Ndubuisi ef al., 2023; Wives et al., 2024). A fermentacao
da xilose ocorre pela via das pentoses-fosfato (Figura 6), que ¢ composta por processos
oxidativos e ndo oxidativos (Li ef al., 2018). O metabolismo da D-xilose envolve sua conversao
em D-xilulose, seguida de sua fosforilagdo em D-xilulose-5-fosfato (Bertels, Murillo e
Heinisch, 2021). As leveduras utilizam o processo oxidativo nessa transformac¢ao, empregando
duas enzimas: a xilose redutase (XR), que converte xilose em xilitol em uma rea¢ao dependente
de NADH ou NADPH, e a xilitol desidrogenase (XD), que oxida o xilitol em xilulose, com o
NAD* como coenzima (Hahn-Hégerdal et al., 1994; Wives et al., 2024). A xilulose ¢ entdo
fosforilada pela enzima xilulose quinase (XQ) em xilulose-5-fosfato, que entra na via das

pentoses-fosfato para ser convertida em frutose-6-P e, posteriormente, metabolizada em
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piruvato. O piruvato, por sua vez, ¢ entdo convertido em acetaldeido e, posteriormente, em

etanol (Ochoa-Chacoén ef al., 2022b; lanieva, 2023).

Figura 6: Vias metabdlicas da glicose e xilose.
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Fonte: Adaptado de Hahn-Hagerdal (1994); Lamounier ef al. (2018).

Algumas espécies de leveduras foram relatadas como capazes de converter
eficientemente D-xilose em etanol, incluindo: Candida shehatae, C. boidinii, C. guilliermondli,
Klebsiella oxytoca, Scheffersomyces stipitis (inicialmente classificada como Pichia stipitis), S.
shehatae, S. parashehatae, S. illinoinensis, Kluyveromyces marxianus, Ogataea polymorpha e
Pachysolen tannophilus (Kordala et al., 2024; Ochoa-Chacén et al., 2022¢; Ruchala et al.,
2020; Gongalves et al., 2013). Outro grupo importante ¢ composto por espécies do género
Spathaspora, que utilizam D-xilose para produzir etanol e/ou xilitol com alta eficiéncia, tanto
em condicdes aerdbicas quanto anaerdbicas. A espécie mais estudada € a S. passalidarum, que
foi isolada pela primeira vez do besouro perfurador de madeira em decomposi¢do (Cadete;
Rosa, 2018; Wives et al., 2024). Outra espécie relevante € S. arborariae, que foi isolada pela
primeira vez de madeira em decomposicao na Mata Atlantica e no ecossistema do Cerrado, no
Brasil (Martinez-Jimenez et al., 2021). S. passalidarum apresenta, em condi¢des de

anaerobiose, taxas rapidas de utilizacdo de xilose, produzindo cerca de 0,48 g/g de etanol,
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proximo ao rendimento teérico de 0,51 g/g de S. cerevisiae (Long et al., 2012; Su, Willis e
Jeffries, 2015).

Nesse sentido, S. passalidarum demonstra alta produtividade, eficiéncia no processo e
elevado rendimento em etanol, representando uma alternativa promissora na producao de etanol
2G (Farias e Maugeri-Filho, 2021). Dessa forma, fermentacdes alcodlicas de hidrolisados de
biomassas lignocelulésicas podem ser conduzidas com linhagens de S. cerevisiae isoladamente

ou em associacdo com leveduras fermentadoras de pentoses para aumentar o rendimento em

etanol 2G (Mesa et al., 2020; Ritika et al. 2023).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do pré-tratamento alcalino com NH4OH na hidrélise enzimatica de
bagaco de cana-de-aglicar e sabugo de milho, com posterior aplicacdo na producdo de etanol

2G, utilizando as leveduras S. cerevisiae (Y904) e S. passalidarum (UFMG-CM-Y7204).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar pré-tratamento com NH4OH de bagago-de-cana-acucar e sabugo de milho;

e (aracterizar estruturalmente bagago de cana-agucar e sabugo de milho in natura e pré-

tratados;
¢ Quantificar os teores de celulose, hemicelulose e lignina antes e apds o pré-tratamento;
e Obter acucares fermentesciveis por hidrolise enzimatica utilizando coquetel comercial;

e Produzir etanol 2G e determinar parametros fermentativos.
4 MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta e preparo das biomassas
As amostras de bagago de cana-de-agucar in natura (Bl) foram obtidas da Usina Vale

do Tijuco (Companhia Mineira de Agucar e Alcool), situada em Uberaba, MG. As amostras de

sabugo de milho in natura (SI) foram fornecidas pela empresa JC Ragdes e Insumos



28

Siderurgicos, localizada em Uberlandia, MG. SI foi submetido a moagem em moinho de facas
(Marconi, modelo MA 048, mesh 20, 0,85 mm), visando a redu¢do granulométrica da biomassa
para subsequente processamento e BI foi utilizado da forma como foi recebido pela usina, apds

a etapa de moagem (Marconi, modelo MA 580, Mesh 30, 0,59 mm) e secagem.
4.2 Pré-tratamento com hidroxido de amonio

O pré-tratamento de Bl e SI foi realizado em um reator de bancada Parr (Parr Instrument
Company, modelo 4848), equipado com sistema de aquecimento e regulacao de temperatura.
As amostras foram tratadas com NH4OH a 28-30% (m/v), na propor¢ao de 1:10 (m/v), durante
30 minutos a 180 °C (Kim et al., 2016b; Yu et al., 2013). Apos o pré-tratamento, as amostras
foram trituradas novamente em um liquidificador comercial. Em seguida, a mistura foi filtrada
a vacuo para separar as fragoes solida e liquida. A fragao solida foi lavada com cerca de 500 mL

de dgua deionizada e congelada.
4.2.1 Rendimento do pré-tratamento

O rendimento do pré-tratamento com NH4OH foi calculado pela Equacao 1:

My
R (%) = ﬁ .100%
i

(D
Sendo:
R - Rendimento do pré-tratamento;
M; - Massa inicial da biomassa in natura,

Myr > Massa final da biomassa apds o pré-tratamento.
4.2.2 Calculo da deslignificagdo

A deslignificagdo das biomassas pré-tratadas com NH4OH foi calculada pela Equagao
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LK LKpopa R

biomassa — 100

%deslignificacdo = 100%

LK piomassa
2
Onde:
LK biomassa = Lignina Klason da biomassa in natura,
LKpoipa = Lignina Klason da biomassa ap6s o pré-tratamento;

R = Rendimento.

4.3 Caracterizacao das amostras in natura e pré-tratadas

4.3.1 Teor de lignina Klason insoluvel

A determinacdo da lignina Klason insoluvel foi realizada seguindo a norma TAPPI T
222 om-88. Inicialmente, pesou-se 1,0 g de biomassa seca, que foi transferida para um
almofariz. Em seguida, foram adicionados 15 mL de solugdo de H2SO4 a 72% (m/m), ¢ a
amostra foi macerada por 2 horas até atingir o maximo de desfibramento. Apos esse periodo, a
amostra foi transferida para um baldao de fundo redondo de 1 L, e a mistura foi completada com
560 mL de 4gua destilada para que a concentracdo de H.SOs fosse de 3% (m/m). A amostra foi
aquecida em sistema de refluxo por 4 horas a 121°C.

Em seguida, a solugdo foi filtrada em funil de vidro sinterizado n° 4, previamente seco
e tarado. Coletou-se 50 mL do filtrado para a analise de lignina solivel, e o teor de
polissacarideos foi determinado por cromatdgrafo (Shimadzu™ LC-20A Prominence),
equipado com coluna Supelcogel™ C-610H (30 cm x 7,8 mm), mantida a 32 °C, utilizando
elui¢do isocratica a uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min (NREL LAP-002). Foram empregados
detectores de ultravioleta (operando a 210 nm) e de indice de refragcdo (RID). As amostras foram
diluidas com a fase moével (solugdo aquosa de H.SO4 0,005 mol/L), e filtradas por membrana
Millipore® (0,20 um, Chromafl® Xtra CA-20/25) para separar a lignina soliivel e demais
produtos. O funil, contendo a lignina insoluvel, foi seco em estufa a 105 °C por 12 horas,
resfriado em dessecador até atingir a temperatura ambiente e pesado. O conteudo de lignina
insoluvel foi calculado pela relagdo entre a porcentagem de massa de lignina insoluvel e a massa

inicial da amostra seca, conforme a equagao 3:
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(M; — My)
(My)

LKi (%) = .100%

G)
Onde:
LK: = Teor de lignina Klason insoltvel,
M;: - Massa de lignina insoluvel seca, apds secagem em estufa;

My - Massa inicial da amostra.
4.3.2 Teor de lignina Klason soluvel

O filtrado coletado ap6s a determinacao da lignina Klason insoluvel foi utilizado para a
quantifica¢do da lignina soluvel. As amostras foram diluidas com 4gua destilada para atingir
uma concentracao final de 0,05 mol/L de H.SO.. Uma solucdo de referéncia, com a mesma
concentracgao de 0,05 mol/L, foi preparada a partir de H.SO4 a 72%. As amostras foram, entao,
quantificadas por espectroscopia UV-VIS, e a absorbancia foi medida nos comprimentos de
onda de 215 nm e 280 nm. A concentracdo de lignina Klason soluvel foi calculada usando a
equagao 4.

[(4,53.A215) — Azg0)]
300

C(g/L) =

“4)
Sendo:
C (g/L)~> Concentragdo da lignina Klason soluvel em meio acido;
A215 2 Valor da absorbancia em 215 nm;

A2s0 = Valor da absorbancia em 280 nm.

A absorbancia a 280 nm corresponde a correcdo para os compostos de furfuraldeido
gerados no processo de hidrdlise, que podem interferir na medigdo da lignina soluvel, enquanto
a 215 nm determina-se a concentragdo da lignina soluvel. Dessa forma, a Equagdo 4 resulta da

resolucdo das equagdes simultaneas 5 e 6:

A280 = 0,68Cp + 18 CL
)
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A215 = 0,15 Cp + 70 C1,
(©6)
Onde:
A2s0 = Valor de absorbancia a 280 nm;
A215 2 Valor de absorbancia a 215 nm;
Cp > Concentrago dos carboidratos (g/L);

C1 = Concentragdo de lignina soltavel (g/L).

Os valores 0,68 e 0,15 representam a absorbancia molar dos produtos de decomposi¢éo
de carboidratos a 280 e 215 nm, respectivamente, enquanto os valores 18 e 70 correspondem a

absorbancia molar de lignina soluvel em 280 e 215 nm, respectivamente.
4.3.3 Teores de celulose e hemicelulose

Os teores de celulose e hemicelulose foram determinados por HPLC, utilizando o
filtrado coletado na determinagdo do teor de lignina Klason insoluvel (item 4.3.1). Neste
procedimento, celobiose, glicose, acido formico e HMF foram convertidos em celulose,
enquanto arabinose, xilose, acido acético e FF foram convertidos em hemicelulose (Pasquini et
al., 2005). As concentragdes de acucares (celobiose, glicose, xilose e arabinose), acidos
organicos (4cido formico e 4cido acético) e produtos de degradagdo (furfural (FF) e 5-
hidroximetilfurfural (HMF), foram determinadas a partir de curvas analiticas obtidas com
padrdes de alta pureza (Fornazier et al., 2024). As conversdes foram realizadas utilizando as
Equagdes 7 e 8, nas quais a concentragdo do analito € multiplicada por seus respectivos fatores

de conversdo (Gurgel ef al., 2014):

(0'9 5Celobiose+ Or9Glicose+ 3’52Acido formico + 1'29HMF) VH20+H2

Celulose (%) =] SO‘*] .100%

Mi
()
Hemicelulose (%) = [(0'88Xilose+0'88Arabinose+0f7lj\2cido acético +13'75FF) VH20+H2504 1.100%
@®)

Onde:
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Mi = Massa inicial da amostra.

4.3.4 Teor de umidade

O teor de umidade foi determinado pesando 2,0 g de biomassa em cadinho de porcelana
previamente tarado e seco. Em seguida, o conjunto foi colocado em estufa a 105 °C por 2 horas,
resfriado em dessecador até atingir a temperatura ambiente e, entdo, novamente pesado (TAPPI
T 264 om-88). O processo foi repetido com nova secagem a 105 °C por 1 hora, até obter-se uma
massa constante. O teor de umidade foi calculado pela diferencga percentual entre a massa inicial

¢ a massa final da amostra apds o processo de secagem, conforme a Equacao 9.

oL (Wl - Wc) - (ch - WC) 0
U(%) = T .100%

©)
Sendo:
U - Porcentagem de umidade;
Wi = Massa inicial do cadinho, somada a massa da biomassa e umidade;
W > Massa inicial do cadinho;

W = Massa final do cadinho, somada a massa da biomassa ap6s o processo de secagem.

4.3.5 Teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado conforme norma TAPPI T211 OM-93. Pesou-se 1,0 g
de biomassa em cadinho previamente seco e tarado, sendo posteriormente acondicionado em
forno mufla a 800 °C por 2 horas. Em seguida, o sistema foi resfriado em dessecador até atingir
a temperatura ambiente e pesado. A porcentagem de cinzas foi calculada com base na
porcentagem da massa do residuo ap6s a calcinacao, em relacao a massa inicial da amostra seca,

conforme Equacgdo 10:

(ch - WC)

C (%) = (Wp)

.100%

(10)
Onde:
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C - Porcentagem de cinzas;

W = Massa do cadinho contendo as cinzas ap6s a calcinagao;

W ¢ = Massa inicial do cadinho;

Wb = Massa da biomassa antes do processo.

4.3.6 Teor de extrativos

A determinacao do teor de extrativos das amostras in natura foi realizada de acordo com
a norma TAPPI T 204 cm-97. Pesou-se 10,0 g de cada biomassa, que foram colocadas
separadamente em cartuchos de papel de filtro e submetidas a extragdo em um extrator Soxhlet.
A determinacdo de extrativos polares foi realizada utilizando 1 L de 4gua destilada por 50 horas.
O mesmo procedimento foi adotado para os extrativos apolares, com o uso de uma mistura de
ciclohexano/etanol (1:1 v/v). Apos esse periodo, o residuo foi seco em estufa a 105 °C por 12
horas e, em seguida, resfriado em dessecador até atingir a temperatura ambiente. O contetdo
de extrativos soluveis foi calculado pela diferenca de massa da amostra antes e apds a extragao,

conforme a Equagao 11.

Wei— Wp)— Wer— W
E%) = (VT/)CL- _(Wp’; ) 100%

(11)
Sendo:
E - Porcentagem de extrativos;
Wi = Massa da biomassa inicial com extrativos, antes do processo de extragdo somada com a
massa do papel de filtro;
Wy = Massa do papel de filtro;
W s = Massa da biomassa livre de extrativos ap6s o processo de extragdo somada com a massa

do papel de filtro.
4.3.7 Difracdo de Raios — X (DRX)
O indice de cristalinidade (Ic) foi determinado utilizando difratdmetro XRD-6000

(Shimadzu), pertencente ao Laboratorio de Caracterizacdo de Materiais da Rede de

Laboratérios Multiusuarios (RELAM-UFU). A faixa de angulos 20 escolhida foi de 4 a 45°,
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velocidade de varredura de 2°/min, poténcia de 40 kV, corrente de 30 mA e radiagdo CuKa
(1,5406 A). O indice de cristalinidade foi calculado pela Equagio 12 (Segal et al., 1959):

[ (o) = 002 7 Tam) 3500

c Iooz

(12)

Onde:
Ic = Porcentagem de cristalinidade;
looz = Intensidade de difragdo maxima em unidades arbitrarias do plano 022, representando
regides cristalinas e amorfas;

Iam = Intensidade do material amorfo em 20 = 18.

4.3.8 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A anélise dos grupos funcionais das amostras foi realizada utilizando espectrofotometro
(Shimadzu™ Prestige-21 IR), localizado no RELAM-UFU. As amostras foram pastilhadas com
brometo de potassio (KBr), na propor¢ao de 1:100 (m/m), e os espectros foram analisados no
intervalo de 4500 a 500 cm™, com resolucao do equipamento de 4 cm™' e 32 varreduras (Silva et

al., 2018).

4.3.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras foram analisadas quanto a superficie utilizando microscopio eletronico de
varredura (Tescan VEGA 3 LMU), localizado no RELAM-UFU. As amostras foram fixadas
em suportes de aluminio, com fita de carbono e metalizadas com ouro, com amplia¢des de 100x,
500x, 1, 00 kx, 5,00 kx e 10,000 kx, e tensdo de aceleragdao de 5 KV (Machado et al., 2020).
4.4 Hidrolise enzimatica

4.4.1 Hidrodlise em batelada convencional

As sacarificacdes do bagago de cana-de-aglicar e sabugo de milho in natura e apds o

pré-tratamento foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 50 mL, contendo tampao citrato de
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sodio (0,05 mol/L, pH 4,8), razdo liquido-solido de 10 mL/g (10%) e solu¢dao comercial Cellic
CTec3 (Novozymes), com carga enzimatica de 12,5 FPU/g de celulose. Os ensaios foram
conduzidos em triplicatas a 150 rpm e 50 °C por 72 horas (Rodrigues et al., 2022). Apos as
hidrdlises, as fragdes liquidas contendo os agtcares liberados (hidrolisados) foram filtradas em
Millipore® (0,20 um, Chromafil® Xtra CA-20/25) sendo centrifugadas a 10.000 rpm por 10
minutos. Posteriormente, a concentracao de agucares redutores totais (ART) foi determinada
pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Para tanto, 100 pL do hidrolisado foi
misturado com 100 uL. da solu¢ao de DNS, e a mistura foi aquecida em banho-maria a 100°C
por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 800 pL de agua destilada & mistura, e a
absorbancia da solucao foi medida em espectrofotometro UV-Vis (Metash, modelo UV-5100)
a 540 nm (Miller, 1959).

4.4.2 Hidr6lise em batelada alimentada

A hidrdlise em batelada alimentada foi realizada nas mesmas condi¢des experimentais,
porém com adi¢do gradual de biomassa. O método foi adaptado para incluir adi¢des de 5% de
substrato a cada 12 horas até atingir um total de 30% de so6lidos (adi¢cdes em 12, 24, 36 ¢ 48
horas). Apos 72 horas, as fragdes liquidas contendo os agucares liberados foram submetidas a
filtragdo e posteriormente centrifugadas (Rodrigues et al., 2022). A concentracdo de ART foi
determinada utilizando o método do DNS (Miller, 1959).

As concentracdes de agucares (celobiose, glicose, xilose e arabinose), acido formico,
acido acético, FF e HMF nos hidrolisados da batelada alimentada foram determinadas por
HPLC. As amostras foram diluidas com a fase mével (solucido aquosa de H.SO4 a 0,05 mol/L),
filtradas através de Millipore® (0,20 pm, Chromafl® Xtra CA-20/25) e introduzidas em
cromatografo (Shimadzu™ LC-20A Prominence) equipado com coluna Supelcogel™ C-610H
(30 cm x 7,8 mm), mantida a 32 °C, utilizando elui¢ao isocratica a uma taxa de fluxo de 0,5
mL/min. Foram empregados detectores de ultravioleta (operando a 210 nm) e de Indice de
Refracdo (RID). Os teores dos compostos foram determinados a partir de curvas analiticas

obtidas com padrdes de alta pureza (Fornazier et al., 2024).
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4.5 Fermentacao alcoodlica

As leveduras S. cerevisiae (Y904) e S. passalidarum (UFMG-CM-Y7204) foram pré-
cultivadas individualmente em incubadora orbital (New Lab NL-343-002), a 180 rpm e 30 °C,
por 24 horas, em 5 mL de meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose), composto por extrato
de levedura (1%), peptona (2%) e glicose (2%) (p/v) (Silvello et al., 2023).

Os in6culos foram obtidos a partir das células recuperadas por centrifugagao a 2600 x g
por 15 minutos, lavadas com solucdo salina estéril a 0,85% e ressuspendidas no meio de
fermentagdo, na concentracao celular inicial de 0,5 g/L (Palladino et al., 2021).

Quatro tipos de ensaios fermentativos foram avaliados: (1) Y904 por 72 horas; (2)
Y7204 por 96 horas; (3) co-cultura simultanea Y904 + Y7204 por 96 horas; e (4) co-cultura
sequencial, inicialmente com Y904 e adi¢ao de Y7204 ap6s 24 horas, com duragao total de 120
horas. Para as fermentagdes, os hidrolisados (10 mL) da hidrélise em batelada alimentada,
apenas das biomassas pré-tratadas, foram autoclavados a 11°C e 0,5 atm por 15 minutos,
suplementados com extrato de levedura (3%) e colocados em frascos Erlenmeyer de 50 mL. Os
frascos foram tampados com rolhas de algoddo hidrofobico e gaze esterilizados e incubados a
30 °C e 180 rpm, durante 72, 96 ¢ 120 horas, conforme a estratégia de fermentagdo, em
triplicatas (Palladino et al., 2021).

Os ensaios foram monitorados pela retirada de aliquotas de 1 mL das amostras nos
tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas, conforme o tempo total de cada ensaio. Apos a cada
fermentacdo, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 2600 xg, filtradas em
Millipore® (0,20 um, Chromafl® Xtra CA-20/25) e analisadas por HPLC para determinar os

teores de agucares, etanol, dcidos organicos, FF e HMF (Rodrigues ef al., 2022).

4.5.1 Caélculo dos parametros fermentativos

Os parametros de fermentacao foram calculados considerando a concentragdo inicial de
dos acgucares e a concentracdo de etanol produzido (Palladino et al., 2021). O consumo de
glicose e/ou xilose (%) foi calculado como a porcentagem dos agucares consumidos a partir da
concentragado inicial). O rendimento (Yp/s) foi calculado utilizando a Equagdo 13, em que Pf é
a massa final de etanol (g/g), Pi ¢ a massa inicial de etanol (g/g), Si é a massa inicial de agtcar

(g/g) e Sf a massa final de agtcar (g/g).
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(Pf = Pi)
Yeswio = si=sp)

(13)
A produtividade (Qp) foi calculada por meio da Equagdo 14, em que Pf ¢é a
concentracao final de etanol (g/L), Pi ¢ a concentragdo inicial de etanol (g/L) e t ¢ o tempo de

fermentacao.

(Pf—PD

Qpgrhy = "

(14)
A eficiéncia da fermentacao (%) foi calculada por meio da Equagao 15, dividindo-se

o Y,/s experimental (g/g) pelo Y,/ tedrico (0,511 g/g) e multiplicando o resultado por 100%.

Yp

(experimental)

Yp
S(teérico)

n% = x 100%

(15)
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao das biomassas

5.1.1 Composi¢ao quimica das biomassas

O bagaco de cana-de-aglcar in natura apresentou 43,11% de celulose, 23,30% de
hemicelulose, 26,56% de lignina, 0,60% de cinzas, 5,46% de extrativos e 8,26% de umidade
(Tabela 1). Estes resultados estdo de acordo com Imman ef al. (2021), que observaram 37,2%
de celulose, 22,1% de hemicelulose, 26,5% de lignina, além de 8,2% de cinzas, 6% de extrativos
e 5% de umidade. De maneira similar, Avila, Forte e Goldbeck (2018) observaram 44,32% de
celulose, 30,28% de hemicelulose, 23,85% de lignina, além de 2,46% de cinzas, 2,48% de
extrativos e 8% de umidade no bagago de cana bruto. Carvalho ef al. (2020) também relataram
valores proximos dos componentes principais no bagago de cana bruto (41,3% de celulose,
21,6% de hemicelulose, 20,2% de lignina, além de 4,9% de cinzas, 4,9% de extrativos e 10%
de umidade).

No sabugo de milho in mnatura, observou-se 31,76% de celulose, 37,27% de

hemicelulose, 18,01% de lignina, 0,55% de cinzas, 5,87% de extrativos e 8,50% de umidade
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(Tabela 1). Estes valores estdo condizentes com Singh e Sawarkar (2021), que reportaram
36,42% de celulose, 39,81% de hemicelulose, 16,76% de lignina, além de 10,93% de cinzas,
6,98% de extrativos e 7,63% de umidade no sabugo bruto. Da mesma forma, Samomssa et al.
(2024) identificaram 29,97% de celulose, 44,66% de hemicelulose, 15,57% de lignina, 2,13%
de cinzas, 2,03% de extrativos e 7,03% de umidade em sabugo de milho bruto. Fornazier et al.
(2024) também observaram teores similares (33,12% de celulose, 35,15% de hemicelulose ¢
15,59% de lignina) em SI.

Estes dados indicam que a composi¢ao quimica das biomassas brutas esta de acordo
com a literatura, com pequenas variagdes em alguns componentes minoritarios. Segundo Wu et
al. (2022) e Bhatia et al. (2020), variagdes na composicdo da biomassa in natura dependem de
fatores como origem, idade, estdgio de maturacgdo, condi¢des climaticas, métodos de colheita e

armazenamento.

Tabela 1: Composi¢do quimica (%) do bagaco de cana-de-acucar in natura (BI), bagaco de cana-de-agucar pré-

tratado (BT), sabugo de milho in natura (SI) e sabugo de milho pré-tratado (ST).

Composicao (%) BI BT SI ST

Celulose 43,11+0,13 70,80+0,81 31,76+0,76 69,32+0,71
Hemicelulose 23,30+0,71 21,57+0,12 37,27+0,81 24,14+0,39

Lignina Klason Total 26,56+0,48 18,85+0,18 18,01+0,44 9,12+0,95

Cinzas 0,60+0,03 0,05+0,01 0,55+0,04 0,04+0,03

Teor de Extrativos 5,46+0,09 - 5,87+0,06 -

Umidade 8,26+0,46 7,74+0,20 8,50+0,43 7,83+0,25
Deslignificagao - 65,5040,01 - 73,50+0,63
Balanco de Massa 107,29+0,31 119,01+0,26 101,96+0,42 110,45+0,46

Fonte: Autora.

Apds o pré-tratamento alcalino, BT apresentou 70,80% de celulose, 21,57% de
hemicelulose, 18,85% de lignina, além de 0,05% de cinzas e 7,74% de umidade, com 65,50%
de deslignificacdo (Tabela 1). Estes resultados podem ser comparados com Oladi e Aita (2017),
que avaliaram diferentes temperaturas e tempos de reagao no pré-tratamento de bagaco de cana-
de-agucar com NHsOH (28%), variando entre 160—220 °C e¢ 30—60 minutos. Estes autores
observaram remocgdes de lignina entre 35,96 e 66,85%, com a maior solubilizagdo registrada
em torno de 180 °C. Shi ef al. (2019b) relataram taxas variaveis de deslignificacao no bagago
de cana tratado com NH4OH entre 49,34 a 77,46%, sendo que o maior valor também foi obtido
a 180 °C, da mesma forma que no presente trabalho. Jiménez et al. (2020) também utilizaram

NH4OH (10%) no pré-tratamento da palha de cana-de-agucar e relataram teores de hemicelulose
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e lignina proximos aos deste estudo (27,11 e 14,73%, respectivamente), com deslignifica¢dao
maxima de 46,30%, além de um aumento no teor total de carboidratos de 8,5%. Da mesma
forma, Kusmiyati et al. (2019) observaram que o tratamento da biomassa de palmeira-do-
agucar com solu¢ao de NHsOH a 10% resultou em teores de 36,70% de celulose, 22,61% de
hemicelulose e 17,85% de lignina, o que corresponde a uma deslignifica¢do de 26,39%.

Para ST, observou-se 69,32% de celulose, 24,14% de hemicelulose, 9,12% de lignina,
com alta taxa (73,5%) de deslignificacdao (Tabela 1). Estes dados estdo de acordo com estudos
prévios que reportam elevada remogdo de lignina em subprodutos de milho pré-tratados por
NH4OH (Du et al., 2018), com aumentos proporcionais na fragdo celulosica (Gandam et al.,
2022). Qin et al. (2013) aplicaram NH4sOH a 20% na palha de milho e também encontraram
resultados semelhantes (57,9% de celulose, 19,7% de hemicelulose e 8,7% de lignina). Além
disso, o estudo também relata que a temperatura de 180 °C foi a condi¢do 6tima para atingir a
deslignificacdo méaxima. J& Zhang ¢ Wu (2021) observaram uma composi¢ao ligeiramente
variavel em sabugo de milho tratado com NH.:OH (45,17% de celulose, 35,16% de
hemicelulose e 4,85% de lignina), porém com uma taxa de deslignificagdo similar (75,5%).
Estas variagdes podem ser atribuidas as condigdes empregadas: concentragdo de NH.OH
(11,6% p/p), 20% (p/v) de solidos e tempo de reacdo prolongado (8,8 h). De acordo com Xu,
Li e Mu (2016), concentracdes de NH4«OH acima de 20% (p/p) ¢ 10% (p/v) de solidos,
combinadas a altas temperaturas e tempos de reacdo curtos, promovem alta deslignificacdo da
biomassa (Aveci et al., 2019; Sipponen e Osterberg, 2019). Dessa forma, o uso de NH4OH tem
mostrado elevada eficiéncia na remocao seletiva de lignina e hemicelulose, preservando a
celulose (Isci et al., 2008; Johannes e Xuan, 2024). Portanto, os dados do presente estudo
mostram que o pré-tratamento com NH4OH, nas condi¢des empregadas, foi eficiente na
remog¢do de lignina tanto em BT quanto em ST, promovendo um aumento proporcional na
fracdo celuldsica e contribuindo para o ataque enzimatico a matriz polissacaridica na etapa
seguinte de sacarificagcdo. Esta alta taxa de deslignificacdo pode ser devida a reacdo da amodnia
(NHs) com a agua, formando ions amonio e hidroxila, que rompem ligacdes €ster na estrutura
lignina-carboidrato (Kusmiyati et al., 2019). Esse processo aumenta a area superficial e a
porosidade da biomassa, além de reduzir o grau de polimerizacdo devido a alta temperatura

utilizada (Malik et al., 2022).
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5.1.2 Difratometria de Raios-X (DRX)

A técnica de difracao de raios-X ¢ amplamente empregada como método analitico para
identificar e quantificar estruturas cristalinas, além de avaliar as propriedades de diferentes
materiais (Bekas ef al., 2016). A andlise dos difratogramas das biomassas do bagaco de cana-
de-actcar e do sabugo de milho revelou a presenga de picos distintos em torno de 18° e 22,5°,
caracteristicos da estrutura de celulose tipo I, indicando a presenca desse polimero nas amostras
(Figura 7). Na celulose tipo I, as cadeias poliméricas se organizam paralelamente, estabilizadas
por ligagdes de hidrogénio, formando arranjos ordenados e parcialmente cristalinos, com picos
cristalinos em torno de 20 entre 22° e 23°, enquanto o halo amorfo ¢ observado entre 26 de 18°
e 19° (Nam et al., 2016).

Esta analise mostrou também um indice de cristalinidade de 69,84% em BT, em
comparagdo com o de 63,27% em BI. De modo semelhante, ST alcangou 63,17%, enquanto SI
apresentou 55,34% (Tabela 2). Estes dados corroboram estudos anteriores com pré-tratamentos
alcalinos, como os de Chandel et al. (2013), que reportaram um aumento na cristalinidade do
bagaco de cana tratado com NHsOH, de 50,5 para 65,75%. Da mesma forma, Zhang et al.
(2023) observaram um aumento de 48,3 para 60,3% na cristalinidade do bagago de cana tratado
com NaOH. Em biomassas de milho, resultados semelhantes foram observados por Zhang et
al. (2021), que relataram elevagdo na cristalinidade de 46,56 para 56,02% em talos de milho
tratados com NH4OH, enquanto Zhu et al. (2018) verificaram um aumento de 53,2 para 55,1%
na palha de milho pré-tratada.

De acordo com Merrettig-Bruns e Sayder (2016), o tratamento com NH4OH influencia
a cristalizacdo da celulose, dependendo das condi¢des de temperatura e tempo de pré-
tratamento. Nesse sentido, temperaturas acima de 130 °C promovem maior grau de
cristalizacao, devido a remocdo das fragdes amorfas presentes na lignina e na hemicelulose.
Dessa forma, a remogao de lignina e hemicelulose contribui significativamente para o aumento
da cristalinidade da biomassa apos o pré-tratamento (Kim e Lee 2005; Jang, Jeong e Choi,
2023). Portanto, o aumento na cristalinidade, observado tanto em BT quanto SI, pode ser devido

principalmente a remocao das fragdes amorfas durante o pré-tratamento alcalino.



Figura 7: Difratogramas de raios-X das biomassas avaliadas: (a) Bl e BT. (b) SI ¢ ST.
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Tabela 2: indice de cristalinidade (Icr) das biomassas.
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Fonte: Autora.

Amostras Icr (%)
BI 63,27
BT 69,84
SI 55,34
ST 63,17

Fonte: Autora.
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No entanto, o alto indice de cristalinidade pode reduzir a quantidade de carboidratos
acessiveis as enzimas, comprometendo a eficiéncia hidrolitica (Ethaib, 2024). Por outro lado,
uma biomassa com elevado indice de cristalinidade nao necessariamente resulta em menor agao
enzimatica, pois o aumento da cristalinidade pode estar relacionado a uma maior organizacao e
compactagdo das cadeias de celulose (Wang et al., 2024). Além disso, embora seja comumente
utilizado como uma analise empirica que indica a proporcao relativa das regides cristalinas e
amorfas, o indice de cristalinidade abrange ndo somente a fragao celuldsica, mas também outros

componentes (Salem et al., 2023).

5.1.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho baseia-se nas vibracdes e rotacdes de uma
molécula, permitindo a andlise de sua composi¢do (Giraldo e Marin, 2025). Nos espectros
vibracionais obtidos por FTIR das amostras brutas, observaram-se bandas de absorcao
caracteristicas das vibragdes das ligacdes de hidrogénio dos grupos hidroxila (OH), presentes
na celulose, localizadas na regido de 3600 a 3200 cm™* (Figura 8). Entre 3000 e 2700 cm™,
observaram-se bandas atribuidas aos estiramentos das ligagdes carbono-hidrogénio (C—H) em
cadeias alifaticas. Além disso, bandas entre 1700 e 1500 cm™' foram observadas, sugerindo a
presenca de grupos aromaticos caracteristicos da lignina e de compostos fendlicos. Na faixa de
1300 a 800 cm™!, foram identificadas bandas associadas a grupos funcionais da hemicelulose,
enquanto os picos detectados entre 875 e 930 cm™ estdo relacionados ao estiramento das
ligacdes glicosidicas de celulose e hemicelulose. Estes resultados corroboram a literatura,
indicando que os picos encontrados sdo caracteristicos de biomassas lignoceluldsicas (Chen et

al.,2022; Lee et al., 2024; Ponce et al., 2021).

Tabela 3: Bandas de absorbancia no FTIR tipicas de biomassas lignoceluldsicas. Adaptado de Li ez al. (2018);
Xu; Wan g (2015).

Numero de onda (cm™) Grupo funcional
3600-3200 Estiramento das Hidroxilas (OH)
3000-2700 Estiramento de Ligacdes Alifaticas (C-H)
1730 Estiramento de Grupos Ester
1700-1500 Estiramento de Ligacdes Aromaticas (C=C)
1500-1380 Deformacao das Liga¢des C-H
1300-800 Deformagao de Ligagdes C-O e C-C
275-930 Estiramento de Ligacdes Glicosidicas de Celulose

e Hemicelulose
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Fonte: Autora.
Nas biomassas pré-tratadas com NH4OH, observou-se a auséncia de picos na faixa de

1700 a 1500 cm™, juntamente com o declinio dos picos existentes, indicando a remogao da
lignina (Figura 8). Além disso, houve uma redugao nos picos associados a hemicelulose, o que
confirma a quebra de suas ligagdes e a eficiéncia do tratamento. Por outro lado, a presenga de
picos entre 1300 e 800 cm™ indica que a estrutura da celulose foi preservada. Estes dados estao
em conformidade com a literatura, que relata que o tratamento alcalino promove a quebra das
ligacdes entre os grupos funcionais da hemicelulose e os componentes da lignina. Esse processo
favorece a separagdo da matriz celuldsica e contribui para a desorganizagdo da estrutura do
complexo celulose-hemicelulose, evidenciando a deslignificagdo através da reducao da lignina
(Rastogi; Shrivastava, 2023; Thite; Nerurkar, 2019). Resultados semelhantes foram obtidos por
Zhu et al. (2021) e Kumar ef al. (2024), que realizaram pré-tratamento de bagaco de cana com
NaOH e observaram o desaparecimento de picos nas faixas de 1700 a 1500 cm™ e de 1300 a
800 cm™, indicando a quebra das ligagdes na lignina.

Nas amostras pré-tratadas, foram observadas também bandas na faixa de 8752930 cm™,
associadas as ligagoes glicosidicas presentes na celulose e na hemicelulose. O aparecimento ou
o aumento da intensidade dessas bandas pode indicar a liberagdo ou exposi¢do de grupos
funcionais desses polissacarideos, sendo esse pico (875 a 930 cm™) também caracteristico do
aumento da celulose amorfa, resultado das alteragdes estruturais provocadas pelo pré-
tratamento alcalino (Gunam et al., 2020; Lee et al., 2024). Além disso, observou-se uma
intensificacdo na faixa de 2700 a 3000 cm™, atribuida a remog¢ao de compostos complexos e de
ligacdes alifaticas que, anteriormente, mascaravam os grupos funcionais presentes nas
biomassas brutas (Yang ef al., 2023). Contudo, a presenga ou intensidades dessa banda indica
a liberagdo ou exposi¢ao de grupos funcionais (Gunam ef al., 2020). Estes resultados estdao em
concordancia com Joy et al. (2021) e Li et al. (2024), que demonstraram que o pré-tratamento
com NHsOH remove parcialmente a lignina e a hemicelulose, sugerindo a diminuig¢do da

estrutura recalcitrante das biomassas analisadas (Thite; Nerurkar, 2019).
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Figura 8: Espectros de FTIR das biomassas: (a) Bl e BT. (b) SI ¢ ST.
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Fonte: Autora.

5.1.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias evidenciaram variagdes nas superficies das biomassas pré-tratadas em
comparagdo as amostras in natura (Figura 9). Em BI e SI, foi observada uma morfologia
compacta e rigida, refletindo a integridade estrutural das amostras brutas (Athira, Bahurudeen

e Appari, 2021). Essa rigidez ¢é atribuida a lignina, que atua como uma camada protetora a
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estrutura fibrosa, associada a presenca de acidos graxos e ceras (Hernandez, Ferreira e Rosa,
2018).

Nas amostras pré-tratadas, foram observados poros na superficie, com aumentos na area
superficial, atribuidos a deslignificacao (Cao; Aita, 2013). Além disso, BT e ST apresentaram
estruturas mais lisas e fibrosas, resultantes da exposi¢ao a celulose. Este aumento na porosidade
pode ser devido a remog¢do parcial da hemicelulose e da lignina, tornando as fibras mais
acessiveis e contribuindo para a digestibilidade na etapa seguinte de hidrolise enzimatica
(Junior et al., 2013). Alteragdes semelhantes foram encontradas em palha de arroz, bagacgo de
cana e palha de milho pré-tratados com NaOH e NH4OH, evidenciando a eficiéncia dos métodos
alcalinos na desestruturagdo de lignoceluloses (Hernandez et al., 2018; Ko et al., 2009).

Estes dados indicam que o pré-tratamento com amonia desempenhou um papel
importante na modificagdo estrutural das biomassas, promovendo uma maior exposi¢ao das
fibras celulosicas a sacarificagdo (Hans ef al., 2021). Essa melhoria esta associada a remogao
parcial da lignina, a desconstrucdo da estrutura interna das microfibrilas de celulose, ao

aumento da area de superficie e a maior flexibilidade da fibra (He et al., 2018).
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Figura 9: Micrografias eletronicas das superficies das biomassas em diferentes ampliagdes: (A, B, C) BI. (D, E,

F) BT. (G, H, I) S (J, K, L) ST.
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5.2 Hidrolise enzimatica

Na hidrolise enzimatica em batelada convencional, as biomassas brutas apresentaram
concentragdes de ART de 10,34 e 12,77 g/L para Bl e SI, respectivamente. Nos hidrolisados de
BT e ST, a concentragdo de ART atingiu 19,29 e 29,58 g/L, com aumentos significativos de
86,57 e 131,58 % em relagdo as biomassas brutas, respectivamente (Figura 10a). Estes dados
demonstram o efeito positivo do pré-tratamento com NH+OH na liberacdo de agucares, devido
principalmente a elevada taxa de deslignificagdo nas amostras pré-tratadas, especialmente no
sabugo de milho, e reforcam o papel essencial dessa etapa em bioconversdes (Mohammadi et
al., 2024).

Estes resultados estdo de acordo com estudos prévios que demonstraram o impacto
benéfico do pré-tratamento alcalino na hidrélise enzimatica (Shi et al., 2019; Wang et al.,
2021). Por exemplo, Ascencio et al. (2020) relataram 32,82 g/l de ART em hidrolisados de
bagaco de cana pré-tratado com NaOH, utilizando 15 FPU de Cellic CTec2 /g de celulose, com
aumento de 68,78% em relagdo a biomassa in natura. Tsai et al. (2018) realizaram
sacarificagdes do capim-napier submetido a pré-tratamentos com H.SO4 e NaOH, utilizando 12
FPU de Cellic CTec2 /g de celulose e observaram um aumento de 75,4% no rendimento de
glicose, indicando desempenho superior na sacarificacdo da biomassa tratada com alcali devido
a remocao seletiva da lignina e da hemicelulose (Broda, Yelle e Serwanska, 2022; Hans ef al.,
2021).

Outro fator que interfere na obtencao de aglicares fermentesciveis € a carga de biomassa
(Speight, 2020). Neste sentido, sacarificacdes com altas cargas de sélidos tém sido conduzidas
a fim de melhorar o desempenho hidrolitico (Dey ef al., 2022; Gong et al., 2020). No entanto,
a alta concentracdo de substrato torna a mistura dificil, comprometendo a transferéncia de massa
e calor, e consequentemente, a eficacia da hidrélise (Silva et al., 2016). Como estratégia,
sacarificacdes em batelada alimentada com cargas de so6lidos acima de 15% tém sido

empregadas para aumentar o rendimento em acucares (Kim et al., 2019). Nesse processo, o
substrato ¢ adicionado gradualmente, mantendo o contetido de sélidos relativamente baixo no
inicio, mas atingindo altas cargas ao longo do tempo (Li ef al., 2024). Essa estratégia tem se
mostrado economicamente viavel para obtencao de altos teores de ART (Barreto et al., 2025).
Neste sentido, no presente estudo, a hidrolise em batelada alimentada com 30% de
biomassa resultou em 65,15 g/l de ART em BT e 70,18 g/L em ST, com aumentos de 238%

(BT) e 137% (ST) quando comparados a sacarificacdo convencional (Figura 10b). Os dados
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indicam ainda que o sabugo de milho pré-tratado apresentou maior eficiéncia hidrolitica em
comparagdo ao bagago de cana pré-tratado, possivelmente devido a maior taxa de
deslignifica¢do (Tabela 1). Jiménez et al. (2020) e Velmurugan et al. (2023), ao pré-tratar palha
de cana-de-agticar e sabugo de milho com NH4OH, também observaram valores semelhantes

(62,19 e 57,80 g/L, respectivamente).

Figura 10: Teores de agticares redutores totais (ART) das biomassas in natura e pré-tratadas ap6s hidrolise

enzimatica em batelada com 10% de solidos (a) e em batelada alimentada com 30% de so6lidos (b).
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Fonte: Autora.
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Outro fator relevante ¢ o momento de adicdo da enzima. Estudos indicam que a
aplicagdo da carga enzimatica total no inicio do processo aumenta a producdo de glicose,
possivelmente devido ao modo de alimentagdo do sistema (Tareen et al., 2021). Quando a
hidrolise ¢ conduzida com cargas superiores a 25%, a adicdo total da enzima no inicio do
processo se torna preferivel (Sugiharto ef al., 2016), observando-se maior eficiéncia hidrolitica
devido a rapida reducdo da viscosidade da mistura, o que favorece a transferéncia de calor e
massa (Cardona et al., 2015). No presente estudo, foram observadas ainda altas concentragdes
de acucares fermentesciveis, especialmente glicose e xilose, nos hidrolisados em batelada
alimentada com 30% de sdlidos (Tabela 4). Os teores de glicose e xilose foram semelhantes
nos hidrolisados pré-tratados (43,75 e 41,63 g/L de glicose e 18,12 e 18,75 g/L de xilose em
BT e ST, respectivamente), indicando a eficiente despolimerizagdo da celulose e hemicelulose
nessas biomassas (Galadima, Masudi e Muraza, 2022). Esta alta producdo de glicose e xilose
nas biomassas pré-tratadas deve-se a alta remocao da lignina, facilitando o acesso das enzimas
e contribuindo para o aumento significativo na liberagdo desses monossacarideos (Broda, Yelle

e Serwanska, 2022; Hans et al., 2021).

Tabela 4: Concentragdao de agucares, acidos organicos e produtos de degradacdo apos processo de hidrolise

batelada alimentada em BT e ST.

Composto (g/L) BT ST
Celobiose 1,50+0,44 0,27+0,03
Glicose 43,75£1,40 41,63+0,84
Xilose 18,12+1,16  18,75+0,24
Arabinose 0,97+0,04 0,51+0,06
Acido férmico 0,04+0,02 ND
Acido acétido 0,07+0,05 ND
5-Hidroximetilfurfural 0,02+0,01 0,03+0,01
Furfural 0,04+0,02 0,03+0,02

Fonte: Autora. ND: Nio detectado

Por outro lado, os pré-tratamentos podem gerar subprodutos indesejaveis, como acido
férmico, acido acético, FF e HMF. Estes compostos sdo toxicos ndo apenas para as enzimas
utilizadas na hidrolise, mas também para as cepas microbianas envolvidas na fermentacao
alcodlica (Zhao et al., 2022b). As concentragdes desses inibidores dependem da composi¢do da
biomassa, do tipo de pré-tratamento aplicado, pH, temperatura e pressdo (Huang ef al., 2022;
Rodrigues et al., 2022). Esses compostos se originam da degradacao da hemicelulose, que libera

xilose, manose, acido acético, galactose e glicose. Em condic¢des de alta temperatura e pressao,
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a xilose se converte em FF. De maneira semelhante, o HMF ¢é derivado das hexoses. A
decomposicao do FF e do HMF leva a formagao de acido formico, enquanto o acido levulinico
resulta da transformacdo do HMF. Compostos fenolicos derivam principalmente da
decomposicao parcial da lignina, mas também podem ser produzidos durante a degradacao de
carboidratos (Basera, Chakraborty e Sharma, 2024; Palmqvist e Hahn-Higerdal, 2000;
Swiatek et al., 2020). Neste estudo, baixas concentragdes desses compostos foram detectadas
nos hidrolisados, evidenciando a eficiacia do pré-tratamento na reducao da formagdo de
subprodutos (Tabela 5), o que também minimiza a degradagdo dos agtcares (Kumar et al.,
2019).

Em concentragdes elevadas (superiores a 3,0 g/L), os acidos acético e formico podem
exercer efeitos inibitdrios significativos sobre a eficiéncia hidrolitica e alta toxicidade para o
crescimento microbiano (Gomes et al., 2022; Zeng et al., 2022). Além disso, FF e HMF, em
concentragdes de 2 e 4 g/L, respectivamente, reduzem a eficiéncia da hidrélise enzimatica e
dificultam o crescimento ¢ as atividades metabolicas dos microrganismos (Lyu et al., 2025).
Dessa forma, as condigdes de pré-tratamento e hidrolise influenciam significativamente a
formacao de compostos inibidores. Entretanto, o pré-tratamento alcalino se caracteriza por uma
menor formagao de inibidores, impactando positivamente a eficiéncia da hidrolise, ao contrario
do que ocorre em tratamentos acidos, nos quais se observa uma alta formagao desses compostos
(Panakkal et al., 2021; Solarte-Toro et al., 2020). Portanto, esses resultados demonstram que o
pré-tratamento com NH4OH produziu hidrolisados de BT e ST com baixas concentragdes
desses inibidores, a0 mesmo tempo em que altas concentragdes de aglcares fermentesciveis

foram obtidas.

5.3 Fermentacao alcoodlica

Os hidrolisados de BT e de ST da sacarificagdo em batelada alimentada foram
submetidos a fermentagao alcodlica. Os resultados mostraram que S. cerevisiae Y904 consumiu
completamente a glicose, enquanto a S. passalidarum Y7204 consumiu tanto glicose
quanto xilose, com taxas de consumo variando de 65 a 100% e crescimento celular de 5,38 a
16,70 g/L (Tabela 6 e Figura 11). As concentragdes de etanol variaram de 9,77 a 26,34 g/L,
dependendo das condi¢des da fermentacao.

Com relagao a Fermentacao 1 (utilizando apenas S. cerevisiae Y904), foram produzidos

valores maximos de 19,53 e 19,18 g/L de etanol em BT e ST em 24 horas de cultivo, sugerindo
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alta eficiéncia fermentativa em ambos os hidrolisados, independentemente da biomassa (Tabela
6). Estes dados estdo de acordo com alguns estudos prévios realizados com hidrolisados de
bagaco de cana e sabugo de milho pré-tratados por métodos alcalinos. Por exemplo, Wang et
al. (2019) relataram producao de 22,37 g/L de etanol, com rendimento de 0,67 g/g,
produtividade de 0,93 g/L/h e eficiéncia de 67,50%, utilizando hidrolisado de bagaco de cana
tratado com NaOH (contendo 48,18 g/L. de glicose e 16,47 g/L. de xilose no tempo zero) ¢ S.
cerevisiae Y2034. Da mesma forma, Fornazier et al. (2024) obtiveram 16,11 g/L de etanol,
rendimento de 0,67 g/g, produtividade de 0,33 g/L/h e eficiéncia de 66,69% ao fermentar
hidrolisado de sabugo de milho tratado com NaOH (47,05 g/L de glicose e 34,07 g/L de xilose)
utilizando também S. cerevisiae Y904. Embora a glicose tenha sido completamente consumida,
foram observadas variagdes nos rendimentos e nas produtividades em comparacdo com alguns
dados da literatura. Por exemplo, Ramos ef al. (2021) pré-trataram bagacgo de cana-de-aglcar
com sulfito alcalino (10% NaSOs e 5% NaOH), seguido por sacarificagdo enzimatica com 17
FPU/g de glucanase proveniente de Trichoderma longibrachiatum (Sigma-Aldrich),
suplementada com celobiose NS50012 (Novozymes) na concentragdo de 4 Ul/g de bagago. A
fermentacdo conduzida com a cepa S. cerevisiae Gl alcangou um rendimento de 0,40 g/g,
produtividade de 1,58 g/L/h, eficiéncia de 79% e concentracgao final de etanol de 38 g/L. Esta
divergéncia pode estar relacionada a condicao de sacarificacdo, na qual dois tipos de enzimas
comerciais foram utilizadas, o que pode ter refletido em um elevado conteudo de agucares
nestes hidrolisados e, consequentemente, em etanol.

Variagdes nos rendimentos podem também ser devidas a outros fatores, tais como: como
inibicao pelo produto final (etanol), 4cidos organicos, FF, HMF, concentragdo de agucares,
pressdo osmotica, tamanho do indculo, aeracdo, estresse oxidativo e térmico (Bai, Anderson e
Moo-Young, 2008; Laopaiboon ef al., 2009; Zentou et al., 2021). Além disso, a otimizacao de
pardmetros, como pH, temperatura e aeracdo, aliada a suplementacdo do hidrolisado com
extrato de levedura, também pode influenciar a eficiéncia fermentativa (AbdElhafez ef al. 2022;
Nadeem et al., 2015). Entretanto, no presente estudo, os hidrolisados ndo apresentaram niveis
significativos de compostos inibitdrios (Tabela 5), refor¢ando a eficiéncia do pré-tratamento

aplicado e o potencial desses hidrolisados pré-tratados em processos fermentativos.
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Tabela 5: Produgéo de etanol a partir de hidrolisados de BT e ST por S. cerevisiae Y904 ¢ S. passalidarum Y7204.

Consumo - Consumo g:':cllsizlgg Células Etanol vy _ EtOH3 ,EtOH4 gons  Tempo ©
Fermentacio Levedura Hidrolisado de glicose! de xilose! i p/s n p
¢ g(% ) (%) actlicares? (g/L) (g/L) (g/g) (%) (g/L/h) (h)
(%)
. Y904 BT 100 0 50 12,97+0,32 19,53+1,77 0,45+0,04 88 0,81+0,07 24
ST 100 0 50 6,92+0,49 19,18+1,63 0,49+0,09 88 0,87+0,14 24
5 V7204 BT 100 100 100 16,70+0,24 21,35+0,99 0,30+0,00 60 0,89+0,51 24
ST 100 82 93 5,38+0,96 26,34+0,59 0,44+0,01 87 1,1040,02 24
; Y9044y 7204 BT 100 69 93 16,70+1,13 20,00+0,16 0,32+0,01 62 0,83+0,01 24
+
ST 89 43 65 8,49+0,17 16,95+3,00 0,33+0,04 64 0,71+0,13 24
Y904-7204-24H BT 100 &4 91 11,03£0,90 11,76+0,11 0,27+0,01 53 0,49+0,00 24
ST 100 46 &1 14,73+0,04 9,77+1,17 0,23+0,02 50 0,4140,05 24

Fonte: Autora.

consumo dos agucares (%) — percentual do agticar inicial consumido;

2 consumo médio dos agucares (%) — percentual dos agucares (glicose e xilose) consumidos

3Y 550t (g/g) — teor de etanol: correlagdo entre etanol (AP) produzido com agucar (AS) consumido (rendimento do etanol a base do agtcar total consumido);

“nEOH (94) — eficiéncia de conversdo: percentual do rendimento maximo tedrico do etanol (0,511g de etanol por g de xilose);

5Q,*°H (g/L/h) — produtividade do etanol: relagdo entre concentragdo de etanol (g/L) e tempo (h) (em misturas de xilose/glicose, produtividade do etanol calculada para cada
periodo de consumo de agticar);

STempo de fermentagéo considerado para célculos;

%Tempo de produgdo maxima de etanol (g/L).
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Na fermentagdo 2 (conduzida com S. passalidarum Y7204), observou-se a maior
eficiéncia fermentativa, resultando em 21,35 e 26,34 g/L de etanol para BT e ST,
respectivamente. Comparando as biomassas, a fermentacdo do hidrolisado de ST também
apresentou rendimentos e produtividades superiores (0,44 g/g e 0,30 g/L/h, respectivamente) a
BT. Esses resultados estdo condizentes com a caracterizacdo e a sacarificagdo previamente
realizadas, que demonstraram maior taxa de deslignificagdo e maior produ¢do de agucares para
o sabugo de milho pré-tratado (Tabelas 1, 4 e Figura 10). Resultados semelhantes foram obtidos
por Nakanishi et al. (2017) ap6s ensaios fermentativos de hidrolisados de BT pré-tratados com
NaOH e antraquinona (42,9 g/L de glicose e 14,9 g/L de xilose no tempo inicial) com S.
passalidarum Y-27907, obtendo-se 23,3 g/L de etanol, rendimento de 0,45 g/g, produtividade
de 0,81 g/L/h e eficiéncia de 90%. Souza (2022) utilizou a mesma linhagem Y7204 na
fermentagdo de hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana, obtido por hidrélise com H2SOs
(4,6 g/L de glicose e 57,5 g/L de xilose), produzindo 19,4 g/L. de etanol, rendimento de 0,28
g/g, produtividade de 0,27 g/L/h e eficiéncia de 53,2%. Estudos com meios sintéticos também
corroboraram a eficcia dessa levedura. Campos et al. (2022) relataram a produgdo de 25,21
g/L de etanol em meio sintético contendo 40 g/L de glicose, fermentado com S. passalidarum
NRRL Y-27907, alcancando rendimento de 0,28 g/g, produtividade de 0,36 g/L/h e eficiéncia
de 55%. Essas comparagdes corroboram a eficacia do método proposto no presente estudo, com
alta produtividade e rendimento de etanol em ST utilizandoY 7204, indicando desempenho
superior desta linhagem nas condicdes testadas. Esses resultados sdo importantes, pois este €
primeiro relato na literatura sobre fermentagao de hidrolisados enzimaticos de sabugo de milho
pré-tratados com NH4OH utilizando S. passalidarum. Além disso, a concentracio de etanol e
os parametros fermentativos obtidos sdo superiores a esses estudos prévios envolvendo esta
espécie em fermentagdes com outras biomassas e condigdes de pré-tratamento e hidrolise.

Apesar dos altos rendimentos em 24h de cultivo, apos este periodo a produgdo de etanol
diminuiu. Este resultado pode ser devido ao processo de co-fermentagao de hexoses e pentoses.
Em co-fermentagdes, o consumo simultdneo de glicose e xilose por S. passalidarum ¢
influenciado pelos niveis de oxigénio no meio de cultura (Hou, 2012). Além disso, a presenga
de glicose inibe a metabolizacao da xilose por S. passalidarum, reduzindo a expressao de genes
e a atividade das enzimas xilose redutase (XR), xilitol desidrogenase (XDH) e xiluloquinase
(XK), o que diminui a eficiéncia fermentativa (Ribeiro et al., 2021; Campos et al., 2022). Dessa
forma, durante a cofermentacgdo, a captagao e o metabolismo de pentoses podem ser suprimidos

(Hou, 2012). Os meios de fermentacdo contendo glicose e xilose se comportaram como uma



54

combina¢do dos meios de fermentagdo contendo cada carboidrato isoladamente. Porem, os
meios com maior propor¢ao de glicose produziram mais biomassa, enquanto aqueles com maior
concentragdo de xilose apresentaram maiores rendimentos de etanol (Guzman ef al., 2024).

Outra estratégia para aumentar a producao de etanol 2G ¢ o co-cultivo de leveduras,
maximizando assim o consumo de glicose e xilose. Estudos indicam que o co-cultivo de S.
cerevisiae com leveduras fermentadoras de pentoses pode aumentar a produgdo de etanol,
possivelmente devido a utilizacdo mais eficaz do substrato (Rech et al., 2024; Ritika et al.,
2023). Neste sentido, na Fermentagao 3, conduzida em co-cultivo simultaneo de S. cerevisiae
Y904 ¢ S. passalidarum Y7204, os rendimentos de etanol foram de 0,32 (BT) ¢ 0,33 g/g (ST),
com produtividades de 0,83 € 0,71 g/L/h, e eficiéncias de 62 (BT) e 64% (ST), respectivamente.
A maior concentragdo de etanol foi obtida utilizando o hidrolisado de BT, atingindo 20,00 g/L.
Esses valores estao alinhados com estudos anteriores que relatam eficiéncias de conversao entre
55 e 95% em fermentacdes conduzidas com co-cultivos (Rodrigues et al., 2024; Yadav ef al.,
2011). Por exemplo, Rech et al. (2024) investigaram a produgdo de etanol por co-cultivo de S.
cerevisiae (CAT-1) e S. hagerdaliae (UFMG-CMY-303) em hidrolisados de bagaco de cana
pré-tratados por explosdo a vapor. A hidrélise foi realizada com Celluclast a 15 FPU/g de
biomassa, resultando em uma solugdo contendo 17 g/L de glicose e 3 g/L de xilose. Nessas
condi¢des, foram obtidos 11 g/L de etanol (Y,/s = 0,55 g/g; Q, = 0,22 g/L/h), correspondendo a
uma eficiéncia fermentativa de 55%. No entanto, esses autores relatam que a presenga de
compostos inibitorios, como HMF (0,5 g/L), furfural (0,4 g/L) e, especialmente, 4cido acético
(1,8 g/L), proximo ao limiar de inibi¢do, limitou o desempenho fermentativo. Esses dados
reforcam a importancia do controle de compostos toxicos nos hidrolisados para garantir a
viabilidade do processo fermentativo.

Nossos resultados da Fermentagdo 3 estdo em conformidade com os obtidos por Wu et
al. (2023). Estes autores pré-trataram palha de milho com solucdo binaria de etilenodiamina
(EDA) e agua e realizaram hidrolise com Cellic Ctec2 (15 FPU/g de biomassa), obtendo
hidrolisados contendo 40,2 g/L. de glicose e 15,1 g/L de xilose. A fermentag¢do do hidrolisado,
conduzida com uma co-cultura de S. cerevisiae (M3013) e Scheffersomyces stipitis CBS6054,
resultou em producdo de 20,97 g/L de etanol, com rendimento de 0,39 g/g 4pos 24 horas de
fermentagdo. Esses autores observaram ainda a ocorréncia de um fendmeno de repressao
catabolica, dificultando a metabolizacdo da xilose por S. stipitis. Inicialmente, houve uma
competi¢ao entre as duas cepas pelo consumo de glicose nas primeiras 24 horas. Apds o

esgotamento da glicose, S. stipitis adaptou-se ao ambiente e comegou a metabolizar a xilose
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residual (Wu et al., 2023). Esses resultados podem ser explicados pelas rotas metabdlicas
distintas das leveduras empregadas. S. cerevisiae exibe elevada taxa glicolitica e consome
rapidamente a glicose; uma vez esgotada a hexose, as leveduras ndo convencionais
redirecionam o fluxo de carbono pela via xilose-redutase/xilitol-desidrogenase (XR/XDH), o
que acelera o consumo da xilose residual. Essa parti¢do coordenada do substrato encurta o
tempo total da fermentagdo e aumenta o rendimento de etanol (Sharma, Sharma e Kuila, 2018).
Portanto, ¢ provéavel que na Fermentagao 3 tenha ocorrido o mesmo fendmeno de repressao
catabolica sobre S. passalidarum Y7204.

Para mitigar os efeitos da repressao catabolica observada na fermentagdo simultanea, a
Fermentacdo 4 foi conduzida de forma sequencial, com a adi¢do da linhagem Y7204 apos 24
horas, momento em que a glicose ja havia sido completamente consumida por S. cerevisiae.
Nessas condi¢des, foram obtidas concentragdes finais de etanol de 11,76 g/L para BT e 9,77
g/L para ST. Os rendimentos fermentativos foram de 0,27 g/g (BT) e 0,23 g/g (ST), com
produtividades de 0,49 g/L/h (BT) ¢ 0,41 g/L/h (ST), e eficiéncias de conversao de 52% (BT)
e 50% (ST). Esses resultados estdo de acordo com o estudo realizado por Okuofu et al. (2023),
na qual foi empregada a fermentacdo sequencial com inoculagdo inicial de S. cerevisiae
BY4743, seguida pela adicao de S. stipitis PsY633 apds 24 horas. Neste estudo, subprodutos
de feijdo-caupi pré-tratados com H>SOs e posteriormente hidrolisados enzimaticamente
(Accellerase 1500 e Accellerase XY, 20/10 mg de proteina total) resultaram em um hidrolisado
contendo 10,8 g/L de glicose e 4,6 g/L de xilose. A fermentacdo desse hidrolisado produziu
9,45 g/L de etanol, com rendimento de 0,38 g/g, produtividade de 0,17 g/L/h e eficiéncia global
de conversao de 74%. Esses dados reforcam a eficicia da fermentacdo sequencial para mitigar
a repressao catabolica, favorecendo o aproveitamento da xilose presente em hidrolisados
lignoceluldsicos. No entanto, neste estudo, apesar da adi¢ao de S. passalidarum de forma
sequencial, ndo foram observados ganhos fermentativos expressivos apds 24 horas de cultivo,
possivelmente devido a um sinergismo negativo entre os microrganismos e a repressao causada
pelas concentragdes elevadas de etanol ja presentes no momento da inoculacdo da segunda
linhagem, resultantes da fermentacdo completa da glicose por S. cerevisiae (Nguyen, Praveen

e Loh, 2019).
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Figura 11: Fermentagéo alcodlica de hidrolisados pré-tratados de bagago de cana-de-agtcar e sabugo de milho (a)
e (b) Fermentagdo 1de BT e ST, utilizando S. cerevisiae Y904; (c) e (d) Fermentagéo 2 de BT e ST, por S.
passalidarum Y7204., (e) e (f) Fermentagdo 3 de BT e ST, com co-cultivo de Y904 e Y7204, (g) e (h) Fermentagéo

4 de BT e ST, com co-cultivo de Y904 e Y7204, com adi¢io de Y7204 apos 24 horas.

(b) 70
(a) 70 - —&— Glicose
—#— Glicose —e— Etanol
—e— Etanol 60 .
60 . & Biomassa
o Biomassa
g . = 50
S )
)
2 404 A 404
& g
g -]
£ 3 30
g 304 ¢ g
g 3
3 ® Q
20 20 4 ®
. L 4
10 ] 10 4
L
0 0 T T
U | | 1 ) )
24 48 72 24 48 72
Tempo (h) Tempo (h)
(c) 70 (d)70
—s— Glicose —#— Glicose
60 < Xilose 60 - < Xilose
o— Etanol PY —&— Etanol
® Biomassa — Biomassa
~ 50 3 504
| 4
Q
3 E
° =]
u©3 S 401
g g :
5 8 304 ©
= =
g =}
o} © °
20 1
10 4
AN <
0 T T T T 0 T T T f
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Tempo (h) Tempo (h)
(e) 70 ] | ™ Glicose ()70 4 |[—=— Glicose
< Xilose 4 < Xilose
o] f Et‘anol 604 [~® Etanol
Biomassa ©— Biomassa
—~ a
g 50 - @ 50 A
- L ]
E £ 4
2 %
Q s 1
5 S ®
S L
20 4
L
10 1 °
< < —e “ < <
T T T 0 T 1 T T
48 72 9% 0 24 48 72 9%
Tempo (h) Tempo (h)




57

(g) 70 (h) 70
b Gl.icose —&— Glicose
60 Xilose 60 Xilose
—— Etgnol —&— Etanol
Biomassa Biomassa
-~ 50 ~ 504
S =
C E}
% 40 - @ 40
g 304 g 30
] =
S S
20 20
10 4 N 10
o : . . » , 0 /Y\ N N
24 48 7 9% 120 2% 48 7 9% 120

Tempo (h) Tempo (h)

Fonte: Autora.

Cabe ressaltar que os resultados indicaram uma tendéncia de crescimento celular apds
48 horas de fermentacdo em todos os ensaios realizados (Figura 11), com destaque para o co-
cultivo sequencial no hidrolisado de BT, que apresentou a maior concentragao celular registrada
(64,85 g/L.). Observou-se uma correlagdo positiva entre o crescimento celular e a producdo de
etanol, indicando que a atividade fermentativa esteve associada a proliferagdo das leveduras até
determinado ponto do processo. No entanto, o acumulo de etanol a niveis elevados pode ter
resultado em inibi¢do metabolica, reduzindo significativamente a taxa fermentativa, mesmo na
presenga de agticares no meio reacional (Matsushika e Sawayama, 2010; Keshav, Naseeruddin
e Rao, 2016). Os resultados indicaram também que as leveduras apresentaram melhor
crescimento celular no hidrolisado de BT. Isso pode estar relacionado a maior afinidade das
leveduras por subprodutos de cana, visto que o residuo apresenta maiores teores de minerais
remanescentes apos o processamento industrial de extragdo do caldo de cana (Mokomele,
Brandt e Gorgens, 2023).

Por sua vez, observou-se a diminui¢do da concentragdo de xilose no meio, juntamente
com a redugdo da concentragdo de etanol. Esse comportamento sugere que a levedura ndo
convencional, sob condi¢des de estresse, pode ter apresentado flexibilidade metabdlica e ter
consumido o etanol como fonte alternativa de carbono para o seu crescimento. Nas
fermentagdes 2, 3 e 4, o etanol atingiu seu pico em 24 horas de fermenta¢cdo, momento em que
a glicose ja havia sido completamente consumida. Estes resultados indicam que a glicose foi
mais facil de assimilar devido as menores necessidades enzimaticas e de transporte, enquanto
a xilose estava sendo consumida lentamente (Moysés et al., 2016). Tais achados estdo em
conformidade com Antunes et al. (2022), que observaram que S. parashehatae UFMG-HM-

60.1b consumiu toda a glicose nas primeiras horas de fermentagao e, apos a deplecdo da xilose,
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o etanol remanescente no meio passou a ser consumido, provavelmente como substrato
secundario, favorecendo a sobrevivéncia celular. Esses dados sugerem que, enquanto a glicose
foi majoritariamente utilizada na via fermentativa para produ¢do de etanol, a xilose atuou
preferencialmente como fonte de carbono para manutencao celular (Li ef al., 2016).

Em resumo, os resultados demonstram o potencial dos hidrolisados enzimaticos de BT
e ST para a produgdo de etanol 2G. S. cerevisiae apresentou alta eficiéncia na conversdo de
glicose, independentemente da biomassa utilizada, destacando sua reconhecida capacidade
metabolica como espécie dominante na maioria dos processos fermentativos industriais
(Frousnoon et al., 2025; Wang et al., 2025). Ja S. passalidarum destacou-se pela co-
fermentagdo de acucares, alcangando a maior producdo de etanol com o hidrolisado de ST
(26,34 g/L). As fermentagdes em co-cultivo (Fermentagdes 3 e 4) mostraram-se promissoras,
embora ainda demandem estudos para otimizar o processo € mitigar a repressao catabodlica e o
efeito inibitério do etanol. Esses achados confirmam a viabilidade do pré-tratamento com
NH4OH na sacarificagdo, bem como o papel promissor das leveduras na producao de etanol 2G

a partir das biomassas investigadas.

6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o pré-tratamento com NH4OH foi eficiente na
remocgao de lignina, com elevadas taxas de deslignificacdo (65,50 % em BT e 73,50 % em ST).
A hidrolise enzimatica em batelada alimentada resultou na liberacdo de 65,15 g/L de ART para
BT e 70,18 g/L em ST, com baixa forma¢do de compostos inibitorios, reforcando o papel
positivo do pré-tratamento na sacarificacdo. Nos ensaios fermentativos, S. cerevisiae Y904
consumiu totalmente a glicose, obtendo rendimentos e produtividades maximos de 0,49 g/g e
0,87 g/L/h em ST. Na fermentacdo com S. passalidarum Y7204, a co-fermentacdo de glicose e
xilose foi evidenciada, com destaque no hidrolisado de ST, produzindo 26,34 g/L de etanol
(Yy/s=0,44 g/g; Q,= 0,73 g/L/h; n = 87%). Esses valores ressaltam o potencial dessa linhagem
para produgdo de etanol 2G a partir de substratos lignoceluldsicos. Por fim, nos ensaios das
leveduras em co-cultivo, foram obtidas elevadas produtividades (Q, = 0,8 g/L/h), porém, o
fendmeno de repressdo catabolica foi observado no co-cultivo sequencial, indicando a
necessidade de otimizacdes adicionais. Esses achados confirmam a viabilidade do pré-
tratamento com NH4OH na sacarificagdo enzimatica, especialmente em sabugo de milho, bem

como o potencial das leveduras testadas na produgdo de etanol 2G a partir desses hidrolisados.
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