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RESUMO

A producéo de etanol celuldsico a partir de residuos agricolas agroindustriais, bem como
o0 crescente interesse no uso de biomassa lignoceluldsica, tornaram-se temas
estratégicos para a industria sucroalcooleira. Nesse contexto, a cana energia surgiu
como uma alternativa promissora para aumentar a produtividade de biomassa no campo
e gerar plantas com maior quantidade de fibras sem comprometer a produgao de
sacarose. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial da cana energia da
variedade Vertix 11, utilizando o reaproveitamento do licor hemiceluldsico oriundo do pré-
tratamento por explosao a vapor, para o desenvolvimento de uma biorrefinaria baseada
na produgdo de etanol de segunda geracdo. Para isso, amostras de biomassa foram
submetidas as etapas de caracterizagao, pré-tratamento por explosao a vapor, hidrolise
enzimatica e fermentagdo dos hidrolisados a etanol. Algumas amostras foram
inicialmente lavadas com agua em um teor de sélidos de 2% (m-v-') a 50 °C por 1 h para
analisar a remocao de acucares residuais. Posteriormente, essas amostras foram
caracterizadas de acordo com procedimentos analiticos padronizados para a analise de
gramineas e os resultados indicaram que a lavagem n&o alterou a composigao quimica
da biomassa. Os ensaios de explosao a vapor foram realizados a 195°C por 7,5 min em
condigdes de auto-hidrolise (auséncia de catalisador exdgeno). As fragbes sdlidas e
liquidas derivadas do pré-tratamento foram caracterizadas de modo a avaliar o seu efeito
sobre a composi¢cao quimica das biomassas e determinar os rendimentos massicos do
processo (base seca). A recuperagao massica obtida foi de 87,0% para ambas amostras
Vertix 11 (lavadas e néo lavadas). A explosao a vapor promoveu a remog¢ao seletiva das
hemiceluloses, que foram parcialmente recuperadas na fracdo liquida, também
denominada de licor de pré-tratamento. A analise cromatografica desta fracao
demonstrou a presenga de xilo-oligossacarideos. Os substratos pré-tratados foram
lavados com agua a 5% de solidos para separagéao do licor de pré-tratamento, também
chamado hidrolisado hemiceluldsico ou fracdo C5. Posteriormente, foram realizados
ensaios de hidrélise enzimatica em frascos agitados, utilizando a enzima Cellic CTec3
(Novozymes) como base, com variagdes que incluiram a presenga ou auséncia da
enzima Cellic HTec3 (Novozymes) e, em determinadas condi¢des, também a adi¢gao do
licor proveniente do pré-tratamento.Foram empregados 15% de soélidos insoluveis em
agua e carga enzimatica de 60 mg-g"' de enzima Cellic CTec3 e 6 mg-g™' de enzima
Cellic HTec3 por grama de material seco. A melhor concentragédo em teor de glucose
apo6s 96 h de hidrdlise foi de 87,9 g-L" para as amostra Vertix 11 contendo a fragdo C5
e com adicao de ambas as enzimas. O hidrolisado enzimatico com maior concentragao
de acucares totais (xilose mais glucose) foi, também, da amostra Vertix 11 contendo a
fragdo C5 e com adigdo de ambas as enzimas. Todas as amostras foram fermentadas
com a levedura Celere-2L. Os ensaios de fermentagao foram conduzidos em incubadora
de agitacao orbital por 24 h a 32°C. Os titulos de etanol obtidos foram de 31,0, 31,8, 43,0

cé/5

e 47,5 gL' para os hidrolisados Vertix 11 chec/HTec, Cerecs CTec © C24iC/HTeC,

respectivamente, com rendimentos de etanol de 82,2%, 87,9%, 97,8 e 97,7%. A amostra

Vertix 11 Cgﬁc/mec foi a que apresentou o melhor desempenho, indicando um potencial

de producéo de 13.304 L-ha' de etanol celulésico, em contraste com os 5.655 L-ha™' da
cana-de-acucar tradicional.

Palavras-chave: explosdo a vapor; biomassa lignocelulésica; caracterizagao quimica;
fracao C5.



ABSTRACT

The production of cellulosic ethanol from agricultural and agro-industrial residues, along
with the growing interest in the use of lignocellulosic biomass, has become a strategic
topic for the sugar-energy industry. In this context, energy cane has emerged as a
promising alternative to increase biomass productivity in the field while generating plants
with higher fiber content without compromising sucrose production. This study aimed to
evaluate the potential of energy cane variety Vertix 11, utilizing the reutilization of
hemicellulosic liquor derived from steam explosion pretreatment, for the development of
a biorefinery focused on second-generation ethanol production. Biomass samples
underwent characterization, steam explosion pretreatment, enzymatic hydrolysis, and
fermentation of hydrolysates to ethanol. Some samples were initially washed with water
at 50°C for 1 hour with a solid content of 2% (m/v) to analyze residual sugar removal.
These samples were then characterized using standardized analytical procedures for
grass analysis, and results indicated no changes in biomass composition due to washing.
Steam explosion assays were conducted at 195°C for 7.5 minutes under auto-hydrolysis
conditions (without exogenous catalysts). The solid and liquid fractions derived from
pretreatment were analyzed to assess their impact on biomass composition and
determine mass yields (dry basis). The mass recovery obtained was 87.0% for both
washed and unwashed Vertix 11 samples. Steam explosion selectively removed
hemicelluloses, which were partially recovered in the liquid fraction, also referred to as
pretreatment liquor. Chromatographic analysis of this fraction revealed the presence of
xylo-oligosaccharides. Pre-treated substrates were washed with water at 5% solids to
separate the pretreatment liquor, also known as hemicellulosic hydrolysate or C5 fraction.
Subsequently, enzymatic hydrolysis assays were carried out in shaken flasks using the
Cellic CTec3 enzyme (Novozymes) as a base, with variations including the presence or
absence of the Cellic HTec3 enzyme (Novozymes) and, under certain conditions, the
addition of the liquor derived from the pretreatment process.The enzymatic load consisted
of 60 mg-g™" of Cellic CTec3 and 6 mg-g' of Cellic HTec3 per gram of dry material with
15% insoluble solids in water. The highest glucose concentration after 96 hours of
hydrolysis was 87.9 g-L"' in the Vertix 11 sample containing the C5 fraction and both
enzymes. The enzymatic hydrolysate with the highest total sugar concentration (xylose
plus glucose) was also obtained from the same experimental condition. All samples were
fermented using the Celere-2L yeast strain in an orbital shaker incubator at 32°C for 24
hours. Ethanol titers obtained were 31.0, 31.8, 43.0, and 47.5 g-L-" for the hydrolysates

Vertix 11 Cérec/irecs Crecs Copoes @nd cgfec/mec, respectively, with ethanol yields of

82.2%, 87.9%, 97.8%, and 97.7%. The Vertix 11 Cgésec/HTec sample showed the best

performance, indicating a potential production of 13,304 L-ha™' of cellulosic ethanol,
compared to 5,655 L-ha' for conventional sugarcane.

Key-words: steam explosion; lignocellulosic biomass; chemical characterization; C5
stream.
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1 INTRODUGAO

O desenvolvimento de uma economia de baixa emisséo de carbono tem como
um de seus principais alicerces a identificacao de fontes renovaveis para geragao de
energia limpa, como a bioenergia e a bioeletricidade. Tal premissa visa promover uma
mudanca radical da matriz energética contemporanea, que, em grande parte, esta
baseada em combustiveis derivados do petréleo, como gasolina, diesel, carvao
mineral e gas natural (KHAN, SUDHAKAR e MAMAT, 2021). A utilizacdo massiva
destes combustiveis de origem féssil precisa ser reduzida, uma vez que sé&o
responsaveis pelo acumulo de gases poluentes na atmosfera, como CO2, NOx e SOx
(ZHANG et al., 2018; ZHONG et al., 2020).

De acordo com a International Energy Agency (IEA, 2024), a bioenergia é
descrita como uma fonte energética renovavel em que é produzida a partir da
biomassa. O termo biomassa - introduzido inicialmente por Eugene Adam (1934) —
refere-se aos materiais de origem biolégica produzidos por seres vivos (animais,
vegetais, fungos e protistas) em seus diferentes processos de biossintese, desde a
fixacao de energia solar via fotossintese até suas etapas da cadeia alimentar ou trofica
(BRISTOTI e SILVA, 1993; JOHANSSON et al., 1993; WEREKO-BROBBY e HAGAN,
1996). A biomassa pode ser classificada em dois grupos: a primaria e a secundaria. A
primaria refere-se essencialmente aos residuos naturais, encontrados diretamente na
natureza, enquanto a secundaria refere-se aos seus derivados, que sio residuos
resultantes de processos de transformacgao tecnolégicos da biomassa primaria para
obtencdo de outro produto com valor agregado, como os biocombustiveis (HON e
SHIRAISHI, 2001).

O emprego de biomassas, como os residuos lignoceluldsicos, para a
producdo de biocombustiveis €& extremamente importante. Estes materiais se
destacam como sendo a biomassa mais abundante do planeta e tem o potencial de
atuar como fonte de carbono e de energia renovavel para substituir o uso dos
combustiveis fosseis, além da mitigagdo de impactos ambientais por se optar ao uso
de residuos como matéria-prima (PASQUAL et al.,, 2018). Nesse sentido, os
biocombustiveis sdo essenciais no processo de descarbonizacdo do setor de

transporte, oferecendo uma alternativa de menor impacto ambiental para uso em
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veiculos leves a curto prazo e em caminhdes pesados, navios e aeronaves a longo
prazo, onde solugdes sustentaveis ainda sao escassas e onerosas. Entre as suas
principais vantagens, o uso da biomassa lignocelulésica como insumo apresenta uma
capacidade de minimizar as emissdes de carbono e, simultaneamente, capturar o
carbono ja liberado, gracas ao processo de fixagcdo de CO: durante a fotossintese
(ZHANG et al., 2018; ZHONG et al., 2020; GRASSI e PEREIRA, 2019).

As politicas e as tendéncias econdmicas atuais estdo pautadas na geragao de
energia a partir de fontes renovaveis. De acordo com a International Energy Agency
(IEA, 2024), a demanda de biocombustiveis devera aumentar 38 x 10° L entre 2023 e
2028, um aumento de quase 30% em relagdo ao ultimo periodo de cinco anos. De
fato, estima-se um aumento na procura total de biocombustiveis em 23%, 200 x 10° L
até 2028. Os principais biocombustiveis liquidos sdo o biodiesel e o bioetanol,
representando dois tergos deste crescimento (133,33 x 10° L), seguidos do
bioquerosene de aviagado (66,67 x 10° L).

Em 2015, na 212 Conferéncia das Nacdes Unidas sobre Mudanca Climatica
(COP 21) em Paris, os paises membros firmaram um acordo para diminuir a taxa de
aquecimento global. Nesse evento, o Brasil voluntariamente se comprometeu a reduzir
suas emissodes de gases de efeito estufa em 43% e a garantir que 45% de sua matriz
energética seja composta por energias renovaveis, com metas estipuladas para serem
atingidas até 2028 (FAPESP, 2023). Em novembro de 2024, o pais apresentou uma nova
meta climatica, visando uma reducao entre 59% e 67% até 2035, demonstrando um aumento
na ambicdo em relagdo aos compromissos anteriores. Atualmente, as fontes renovaveis
representam 49,1% da matriz energética brasileira, superando a meta de 45% estabelecida
para 2028 (BRASIL, 2023). Nesse contexto, a presente pesquisa visa demonstrar o
potencial da cana energia Vertix 11, uma variagdao da cana-de-agucar convencional,
derivada de espécies silvestres com hibridos comerciais, para a produgao de etanol a
partir da biomassa lignoceluldsica (producgao de etanol celuldsico ou E2G). Para tanto,
serdo empregadas técnicas de pré-tratamento por explosdo a vapor, hidrolise
enzimatica e fermentacdo alcodlica de pentoses e hexoses derivadas dos

polissacarideos presentes na composi¢ao quimica da cana energia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o potencial de uma variedade de cana energia (Vertix 11) para a
producao de etanol celuldsico (E2G), seguindo as etapas de pré-tratamento por
explosdo a vapor, hidrolise enzimatica e fermentagdo de pentoses (oriundas de

hemiceluloses como as xilanas) e hexoses (oriundas de glucanas como a celulose).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Pré-tratamento por explosdo a vapor do material lignocelulésico, visando
maximizar a recuperacao de seus principais componentes macromoleculares;

e Caracterizar a variedade de cana energia Vertix 11 em relagdo a seus
constituintes;

e Caracterizar as fragdes solida e liquida obtidas a partir da explosao a vapor e
determinar o balango de massas obtido no processo;

e Determinar a suscetibilidade dos substratos pré-tratados ao processo de
hidrélise enzimatica, utilizando complexos enzimaticos comerciais;

e Fermentar os hidrolisados produzidos por hidrdlise enzimatica dos substratos
pré-tratados, empregando microrganismo capaz de fermentar pentoses e
hexoses;

e Determinar o desempenho da biomassa lignocelulésica de cana energia para a
producao de E2G, quando aproveitado todo o material obtido na etapa de pré-
tratamento e hidrdlise, ou seja, o licor resultante da etapa de pré- tratamento

por explosao a vapor (fracédo C5) e as fibras (fracéo C6).
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3 REFERENCIAL TEORICO

Nesta se¢do encontra-se uma revisao da literatura sobre o embasamento
tedrico envolvendo a produgao de etanol celuldsico ou de segunda geragao (E2G),
assim como um resumo de alguns estudos realizados com condi¢des e/ou objetivos

semelhantes aos propostos nesse trabalho.

3.1 CANA-DE-ACUCAR E CANA ENERGIA

A cana-de-agucar € uma graminea, da classe das monocotiledéneas, sendo
um hibrido do género Saccharum. Dentre elas, destacam-se comercialmente as
espécies Saccharum sinense e S. officinarum por apresentarem maiores teores de
sacarose no colmo (SANTOS et al., 2006). O maior produtor de cana-de-agucar no
mundo é o Brasil, com uma area plantada prevista para safra 2024/25 em
8.673,1 x 10% ha e produtividade estimada em 79 kg-ha' (CONAB, 2024).
Aproximadamente cerca de 1,7 x 10° T de cana-de-acglcar sdo produzidas
anualmente em todo mundo, onde 713,2 x 108 T correspondem ao Brasil, em uma
area cultivada de 24 x 10° ha (CTC, 2023).

Devido a sua alta produtividade, a cana-de-agucar é a principal matéria-
prima utilizada no pais para a produgéo de agucar (sacarose), etanol e bioenergia.
A cana-de-acucar € uma fonte significativa de energia renovavel no Brasil,
representando 18% da matriz energética nacional, ou 39% de toda a energia
renovavel ofertada. Isso destaca o papel do Brasil na lideranga global do uso de
energias limpas e renovaveis (CTC, 2023).

Nas industrias tradicionais de cana-de-agucar, que se concentram na
producdo de acucar e etanol, os niveis de fibra da cana devem ser mantidos entre
15% e 20%, fornecendo material suficiente para suprir a demanda energética da
unidade sem comprometer a eficiéncia industrial na obtengao desses produtos. Por
isso, pesquisadores adotaram estratégias de selegao para obter cultivares com alto
teor de acgucar, dando énfase ao teor da fibra em conjunto com uma maior
produtividade de biomassa. Assim, com o avango de novas tecnologias e em virtude
do crescente interesse por fontes de energia renovaveis, a fibra da cana-de-agucar

esta se tornando um componente importante dessa matéria-prima, motivando
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programas de melhoramento genético a desenvolver a cana energia (DE SOUZA
BARBOSA et al., 2020).

A cana energia € um hibrido da cana-de-agucar (Saccharum spp.) que
apresenta maior eficiéncia fotossintética e menor custo de produc¢ao, tornando-se
com isso uma matéria-prima importante para acelerar a descarbonizagao do setor
energético (CARVALHO-NETTO et al., 2014). Conforme indicado por Violante
(2012), o desenvolvimento da cana energia surgiu essencialmente para aumentar
a disponibilidade de biomassa para fins energéticos. Acreditava-se que essa
transformacdo nos cultivares de cana seria viavel através da realizagdo de
retrocruzamentos entre os hibridos atuais e espécies selvagens de S. spontaneum,
incorporando assim caracteristicas como alta produtividade e alto teor de fibras em
uma mesma variedade. Isso, por sua vez, resultaria em aumentos na producio de
biomassa por area plantada, maior resisténcia a pragas e boa adaptacéo a areas
agricolas.

A cana energia, assim como a cana-de-agucar, e a espécies de gramineas,
como a grama e o bambu, pertencem ao grupo de plantas rizomaticas. A cana-de-
agucar selvagem, ao longo dos ultimos 100 anos, sofreu um processo de selegéo
de variedades orientado para um aumento do teor de sacarose no colmo. A
presenca de uma maior quantidade de rizomas na cana energia, combinada com
um sistema radicular mais vigoroso, possibilita a absor¢gdo de uma quantidade
significativamente maior de nutrientes do solo em um ritmo acelerado. O resultado é
o rapido brotamento das plantas, um crescimento mais denso de perfilhos, maior
longevidade e uma produtividade ampliada (SILVA et al., 2020).

Em comparagdo a cana-de-agucar convencional, a cana energia é mais
tolerante a condigbes climaticas adversas, requer menos fertilizantes, consome
menos agua e demanda replantio apenas a cada dez anos, em comparagao com o
ciclo de até cinco anos da cana-de-agucar convencional (SIERRA et al., 2008). A
Tabela 1 compara algumas caracteristicas da cana energia com as da cana-de-

acucar tradicional.

Tabela 1 - Comparacao entre os parametros agrondmicos da cana-de-agucar e a cana

energia.
Caracteristicas Cana-de-agucar’ Cana energia?
Fibra (%) 17,4 26,4

Acucares (%) 12,6 9,6
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Produtividade (massa verde em t-ha') 92 140,5
Produtividade (fibra em t-ha) 16,0 36,7
Produtividade (agucares em t-ha™") 11,6 13,2
Ganho genético ao ano (%) 2 5
Exigéncia em fertilidade alta meédia
Resisténcia a pragas e doengas baixa meédia
Colheitas (por ciclo) 5 10

Cana-de-aguicar convencional (RB92579) cultivado no Estado de Sao Paulo.
2Variedade de cana energia Vertix 11 cultivada no Estado de S&o Paulo.

Fonte: Adaptado de Ramos et al., (2025).

Na tabela acima, é possivel observar que mesmo com um teor de agucares
menor, a quantidade total de matéria produzida por hectare na cana energia
compensa essa diferenga. Como o cultivar de cana energia Vertix 1 produz quase
o dobro de biomassa por hectare comparado a cana-de-agucar convencional,
mesmo com menor teor de acucares por tonelada, a quantidade total de agucar
extraida por area ainda acaba sendo maior para a variedade Vertix 1 de cana
energia, resultando em uma maior produtividade de sacarose.

Segundo Tew e Cobiil (2008), a cana-de-agucar pode ser classificada em
trés tipos distintos: (a) tipo |, que sao variedades de cana com cerca de 75% de agua,
12% de fibra e 13% de agucar. Esta matéria-prima fornece caldo para a producao de
agucar e etanol, e fibra para a geragao de eletricidade por combustdo. Os programas
de melhoramento desta cultivar focam na selegdo de gendtipos com alto teor de
acucar; (b) tipo I, que séo variedades ja consideradas como sendo um tipo de cana
energia, selecionadas para maximizar a produgao de acucar e fibra. Conceituada
por Alexander em 1985, esta variagao de cana tem menor teor de agua (65%), fibra
variando de 13% a 17% (um aumento de até 40% em relagcdo a cana tradicional) e
pequena redugao ou manutencédo do teor de agucar. Assim, essa matéria-prima,
além de fornecer caldo para a produgao de agucar e etanol, contribui com mais fibra
para a maior produgdo de eletricidade (por combustéo), etanol lignoceluldsico e
outros derivados de valor econémico para a industria da cana-de-agucar; (c) tipo I,
também ja considerada um tipo de cana energia, essa variedade é selecionada
para maximizar a produgdo de fibra (teor de fibra acima de 30%), com teor de

acucar ainda menor se comparado com os tipos | e I, e menor teor de agua (60%).
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Esta matéria-prima ndo é de interesse para a industria atual de cana-de-agucar
(sucroalcooleira), sendo necessaria para outros setores agroindustriais que
precisam de biomassa para geragao de energia.

As estratégias de selecdo para o desenvolvimento de diferentes tipos de
cana energia devem ser claramente estabelecidas no inicio de processo
produtivo. A  maioria das instituicdes define suas estratégias com base na
propor¢ao relativa de acucar e fibra desejada. Assim, € essencial ter uma
diversidade genética significativa, especialmente em relagao aos teores de agucar

e fibra nas espécies do complexo Saccharum.

3.2ETANOL CELULOSICO OU ETANOL DE SEGUNDA GERACAO (E2G)

O etanol, quando produzido a partir de matérias-primas a base de agucares
simples e amido, € conhecido como etanol de primeira geragéo (1G) e amplamente
utilizado em mistura com a gasolina. Os Estados Unidos e o Brasil sdo os maiores
produtores mundiais de etanol combustivel. Em 2016, os Estados Unidos tinham
uma produgéo de aproximadamente 57,7 x 108 L, majoritariamente a partir do milho.
Em contrapartida, o Brasil possuia uma producdo de cerca de 27,6 x 10° L,
principalmente derivada de caldo ou melago de cana-de-agucar (MOHANTY;
SWAIN, 2019). No Brasil, a producao de etanol em 2018 era de aproximadamente
33 x 108 L; em 2023, essa capacidade aumentou para cerca de 35 x 106 L, um
aumento de 6,1% (TRADE COMMISSION, 2023).

O etanol de primeira geragao (1G) enfrenta desafios de sustentabilidade.
Esse desafio é acentuado pelo aumento populacional e pela demanda consequente
por alimentos, principalmente em paises em desenvolvimento como China e india,
que possuem grandes populagdes. Na ultima década, os debates sobre o impacto
do etanol de 1G sobre a seguranca alimentar e a biodiversidade, associados ao
desmatamento para a produgdo de cana-de-agucar e milho para a industria de
biocombustiveis, ndo foram resolvidos (RAMOS et al., 2016). Ja a biomassa
lignoceluldsica, particularmente quando se trata de residuos agricolas,
agroflorestais e agroindustriais, ndo esta relacionada a questdo alimentar e
encontra-se disponivel em abundéncia, sem limitagcdes geograficas (LIU et al.,
2019).

A utilizacdo de biomassa lignoceluldésica em grande escala nao compete
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direta ou indiretamente com a producgao de alimentos. Isso a torna uma matéria-
prima sustentavel para a produgado de etanol de segunda geracao (2G) (GUPTA;
VERMA, 2015). Os principais componentes da biomassa lignoceluldsica sao
celulose, hemicelulose e lignina, que estdo entrelagados formando complexos de
lignina-carboidrato (LCCs), além de pequenas quantidades de extrativos e sais
minerais. Os LCCs sao resistentes a degradacgao, portanto, € necessario um preé-
tratamento para separar esses componentes macromoleculares, permitindo que a
hidrolise enzimatica libere carboidratos para a fermentacéo a etanol (CHUNDAWAT
et al., 2011).

Na produgéo de etanol 2G, uma etapa de hidrdlise é crucial para converter
os polissacarideos presentes na parece celular vegetal em agucares simples,
passiveis de fermentacdo. Diferentes técnicas de pré-tratamentos tém sido
propostas para desconstruir o LCCs e assim facilitar a hidrélise enzimatica da
celulose. Estas técnicas também sdo fundamentais para o fracionamento da
biomassa lignocelulésica em seus principais componentes e a utilizagdo destes
segundo o conceito de biorrefinarias (ROCHA et al., 2011).

A produgao de etanol 2G a partir da cana-de-agucar engloba cinco etapas
principais: coleta e condicionamento da biomassa, pré-tratamento, hidrélise
dos substratos pré-tratados, fermentacao dos hidrolisados e separagao do produto
por destilacdo (ARAUJO et al., 2013). A primeira fase envolve a coleta, lavagem
e transporte da biomassa por meio de esteiras. Posteriormente, a biomassa é
submetida a etapa de pré-tratamento. Na sequéncia, o material pré-tratado é
acondicionado em um tanque coletor, no qual sdo gerados um substrato fibroso e um
licor de pré-tratamento, também denominado hidrolisado hemicelulésico ou fragéo C5.

O préximo estagio, para este trabalho, consiste na hidrélise enzimatica.
Nesta etapa, o objetivo € converter os polissacarideos em agucares soluveis para
o0 processo fermentativo. Esse processo é controlado rigorosamente por meio de
parametros como o teor de sélidos, a dosagem de enzima, a temperatura, o tempo
de residéncia e o pH do meio. Com os agucares convertidos em sua forma
monomeérica, segue-se para a etapa de fermentacéo.

A fermentacao visa produzir etanol a partir dos acucares livres presentes no
meio reacional. Caracteriza-se por ser uma etapa estritamente bioldgica, pois
envolve o metabolismo de microrganismos etanologénicos especificos. Ao ser

alcangando o teor alcodlico desejado, o mosto fermentado €& submetido a
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destilacéo, resultando no etanol celulésico como produto (AGUIAR, 2017).

3.3 CENARIO ATUAL DE E2G

A fim de fomentar o uso de combustiveis sustentaveis e com menor impacto
ambiental, a Presidéncia da Republica instituiu, por meio da Resolugéo 07, de 20
de abril de 2021, o Programa Combustivel do Futuro (PCF). Essa iniciativa visa
propor estratégias para ampliar a utilizagdo de combustiveis de baixa pegada de
carbono, além de promover avangos na tecnologia veicular nacional, com o
proposito de reduzir as emissdes do setor de transporte (BRASIL, 2021).

O etanol celulésico, também conhecido como etanol de segunda geracéo
(E2G), é um biocombustivel liquido caracterizado por sua baixa emissdo de
carbono, chegando a apresentar cerca de 90% menos emissées em comparagao a
gasolina. Apesar de possuir as mesmas propriedades fisico-quimicas do etanol
convencional, esse biocombustivel pode ser utilizado diretamente em veiculos ou
incorporado a gasolina.

No Brasil, trés unidades industriais ja operam comercializando esse produto,
sendo uma delas atendendo majoritariamente ao mercado externo. A primeira € a
unidade Costa Pinto, da Raizen, localizada em Piracicaba, Sao Paulo, com
capacidade de produgao de aproximadamente 35 milhdes de litros por ano. A
segunda é a planta Bioflex |, da GranBio, situada em S&o Miguel dos Campos,
Alagoas, que utiliza tecnologia prépria e tem como matéria-prima a palha de cana-
de-agucar. Além disso, a Raizen inaugurou recentemente a terceira planta de etanol
celulésico em operagéo no Brasil, no Parque de Bioenergia Bonfim, em Guariba,
Sao Paulo, consolidando-se como a maior unidade do mundo com uma capacidade
de produgao de 82 milhdes de litros anuais, evidenciando a evolugao do E2G para
a sua viabilizagdo industrial e tecnolégica (GRANBIO, 2025; RAIZEN, 2025).

Embora o E2G ja tenha progredido cada vez mais para sua viabilidade
tecnolégica, sua producédo ainda enfrenta desafios relacionados a redugdo dos
custos. Esses obstaculos podem ser superados com o0 aumento da escala
produtiva, permitindo maior eficiéncia e competitividade. Nesse contexto, incentivos
econdmicos sao essenciais para estimular investimentos e viabilizar o crescimento
da produgédo, proporcionando os ganhos de escala necessarios para tornar esse
biocombustivel mais acessivel no mercado (CGEE, 2025; ANP, 2025).
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3.3.1 Descarbonizacgao e seu auxilio na ambic¢ao climatica do Brasil

O Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climaticas (IPCC) tem
enfatizado a urgéncia na reducéao significativa das emissées de gases de efeito
estufa (GEE) para conter o aquecimento global e seus impactos, como o0 aumento
na frequéncia e intensidade de eventos climaticos extremos, incluindo ondas de
calor, chuvas intensas e periodos prolongados de seca agricola. Nesse contexto, a
ampliacdo da producdo e do uso de biocombustiveis, especialmente aqueles
classificados como avangados, como o etanol de segunda geracdo (E2G),
representa um dos compromissos fundamentais do Brasil perante a Convengéao-
Quadro das Nagdes Unidas sobre Mudangas Climaticas (UNFCCC) (BRASIL,
2021). Esse compromisso foi formalizado na Contribuicdo Nacionalmente
Determinada (NDC) do pais no ambito do Acordo de Paris, principal tratado
internacional brasileiro voltado a mitigacdo das mudancgas climaticas. Com base
nos niveis de emissdes de 2005, o Brasil estabeleceu como meta a reducéo de
43% das emissdes até 2030, mantendo o compromisso assumido em 2015, e
declarou a intengcdo de alcangar a neutralidade climatica até 2050 (NDC, 2021;
LORENZI E ANDRADE, 2019).

Em resposta a esse compromisso, o Brasil implementou a Politica Nacional
de Biocombustiveis, conhecida como RenovaBio, por meio da Lei n° 13.576/2017,
com o objetivo de impulsionar a expanséao sustentavel da produgao e do consumo
de biocombustiveis na matriz energética nacional. O principal mecanismo dessa
politica consiste na definicdo de metas anuais de descarbonizacéo para o setor de
combustiveis destinados ao transporte, estimulando o aumento da participacao dos
biocombustiveis na matriz energética. O RenovaBio reconhece o valor dos
biocombustiveis com base em sua capacidade de reducao das emissdes de GEE
em comparagao aos combustiveis fésseis convencionais. Assim, quanto menor for
a pegada de carbono dos biocombustiveis ao longo de seu ciclo de vida e maior o
volume produzido, maior sera a geragao de créditos de descarbonizagédo (CBIOs)
pelas unidades produtoras, sendo que cada CBIO corresponde a mitigagao de uma
tonelada de didxido de carbono equivalente (CO2eq) (EMBRAPA, 2025; EIA, 2024).

Dentro dessa logica, o RenovaBio fomenta duplamente a produgao do etanol
de segunda geragao. Primeiramente, por permitir o aproveitamento mais eficiente

da biomassa disponivel, resultando em maior produ¢cdo de biocombustivel sem
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necessidade de expandir a area plantada. Em segundo lugar, por valorizar
biocombustiveis com menor intensidade de carbono, possibilitando que as
unidades produtoras de E2G acumulem mais CBIOs em comparacgao as de etanol
de primeira geracao (E1G) (ANP, 2025).

No entanto, ao analisar politicas internacionais que estipulam metas
especificas para biocombustiveis avangados, como o Renewable Fuel Standard
(RFS) nos Estados Unidos e a Renewable Energy Directive (RED 1l) na Unido
Europeia, percebe-se que os incentivos oferecidos pelo RenovaBio ao E2G ainda
sao limitados (EUROPEAN COMISSION, 2018). Diferentemente desses programas
internacionais, o RenovaBio nao diferencia o E2G dos biocombustiveis
convencionais, como o etanol de primeira geragao e o biodiesel. Apesar disso, ha
potencial para a regulamentacédo de dispositivos previstos na Lei n°® 13.576/2017
que ainda nao foram implementados, como a adogao de incentivos para contratos
de longo prazo e estimulos a captura de carbono com balango liquido negativo no
processo produtivo (ANP, 2025).

Diversos estudos presentes na literatura (IEA, 2024; OECD/IEA, 2017;
WANG et al., 2012) indicam que a produgao de etanol de segunda geracao (E2G)
proporciona beneficios ambientais significativos, especialmente no que se refere a
reducao das emissdes de gases de efeito estufa (GEE) e a menor dependéncia de
combustiveis fosseis. Esse desempenho ambiental superior do E2G também tem
sido observado nas unidades produtivas brasileiras.

Com base em informagdes obtidas pelo Laboratério Nacional de
Biorrenovaveis (LNBR/CNPEM) e nas préprias empresas produtoras de E2G no
Brasil, verificou-se que as emissdes associadas a produgao desse biocombustivel
sao aproximadamente 50% inferiores em comparagao ao etanol de primeira
geracao (E1G) (LNBR, 2025). Como consequéncia, a geracao de créditos de
descarbonizacdo (CBIOs) pelas unidades produtoras de E2G apresenta um
aumento estimado em torno de 15%.

Por ser obtido a partir da fragcdo lignoceluldsica da biomassa, o etanol de
segunda geragao possui uma vantagem competitiva significativa, pois utiliza
residuos agroindustriais, como o bagaco e a palha da cana-de-agucar, como
matéria-prima principal. Esse modelo de produgdo baseado em residuos
lignoceluldsicos contribui para reduzir os debates internacionais sobre a

concorréncia entre biocombustiveis e alimentos, além de minimizar preocupacdes
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relacionadas as emissdes indiretas resultantes da mudanga no uso da terra.

Embora essas discussées tenham menor relevancia no Brasil, devido a
experiéncia consolidada na producgao integrada de E1G e agucar, bem como a
disponibilidade de vastas areas agricolas para expansdo sem necessidade de
desmatamento de vegetagdo nativa (HERNANDES et al., 2021), a producao de
E2G pode tornar o pais ainda mais competitivo no mercado internacional. Isso
ocorre porque ha um interesse crescente, impulsionado por diretrizes globais, na
ampliagéo do uso de biocombustiveis avangados.

Portanto, os beneficios ambientais associados a produgcdo de E2G devem
ser mensurados por meio de uma avaliacdo detalhada da sustentabilidade. Essa
analise deve acompanhar a ampliagdo da produ¢do em larga escala, visto que o
setor ainda se encontra em estagio inicial e apresenta amplo potencial de
desenvolvimento. Além disso, deve considerar avangos tecnoldgicos continuos,
como a melhoria das enzimas e o uso de micro-organismos geneticamente
modificados, incentivando o fortalecimento da pesquisa nacional. A diversificacdo
de produtos no contexto de biorrefinarias, baseada na valorizagao das diferentes
fragbes da biomassa, € essencial para garantir que os avangos tecnologicos
promovam uma maior sustentabilidade do E2G (MELO, 2020; PROJETO SUCRE,
2020).

3.3.2 Biorrefinarias e valorizacao

A necessidade de substituir o atual modelo industrial, fortemente dependente
de recursos fosseis, por alternativas baseadas em fontes renovaveis é amplamente
reconhecida. Essa mudanca se justifica por diversos fatores, como a urgéncia em
mitigar os impactos das mudancas climaticas e cumprir metas globais, como a
neutralidade de emissées de gas carbdnico até 2050 (IEA, 2022), além das
incertezas relacionadas a disponibilidade e aos precgos do petrdleo, frequentemente
afetados por questdes geopoliticas.

Nesse contexto, o desenvolvimento e a implementacédo de biorrefinarias
surgem como uma solugao promissora, agregando valor as cadeias do agronegécio
e contribuindo para os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
estabelecidos pela Organizagdo das Nagdes Unidas na Agenda 2030. De maneira

geral, uma biorrefinaria € uma instalagdo industrial que converte biomassa em



21

diversos produtos de valor agregado, como biocombustiveis, bioenergia e
biomoléculas, incluindo biopolimeros, biosurfactantes, biopigmentos e proteinas
para alimentacdo humana e animal. O propédsito fundamental dessas unidades
industriais é transformar os diferentes componentes da biomassa, como acgucares,
amidos, lipidios, celulose, hemicelulose e lignina, em produtos de interesse,
utilizando combinagbes de processos tecnoldgicos que envolvem conversao,
separacgao e purificagdo (MELO, 2020; LORENZI E ANDRADE, 2019).

A diversificagcdo do portfélio de produtos permite otimizar sinergias nos
processos industriais, seja por meio do aproveitamento de energia, materiais ou
infraestrutura, resultando na reducdo dos custos de produgdo e dos impactos
ambientais. Além disso, essa abordagem diminui a vulnerabilidade das
biorrefinarias as oscilagbes de precos no mercado. No Brasil, um exemplo
consolidado dessa estratégia sao as biorrefinarias de cana-de-agucar, que além de
etanol e acgucar, produzem eletricidade e coprodutos como proteina para ragao
animal, biogas/biometano e biofertilizantes.

A producdo de E2G se destaca dentro desse conceito, pois, além de
aproveitar as vantagens das biorrefinarias, aplica os principios da economia circular
ao utilizar residuos agroindustriais como matéria-prima. A sua fabricagao incorpora
novas tecnologias que viabilizam o fracionamento da biomassa lignoceluldsica para
obtencdo de acgucares avancados e lignina. Enquanto os agucares séao
majoritariamente empregados na produgao de E2G e, em menor escala, na sintese
de biomoléculas de alto valor agregado, a lignina, obtida como coproduto, pode ser
utilizada como combustivel para geracédo de energia ou transformada em produtos
quimicos de maior valor.

A configuragédo dos produtos associados a produgao de E2G varia conforme
as demandas do mercado, a maturidade das tecnologias disponiveis e os pregos
de comercializagdo. Nesse sentido, a escalabilidade dos biocombustiveis permitira
a adogéo de diferentes configuragdes tecnologicas nas biorrefinarias, posicionando
o E2G como um elemento central para a expansao e diversificagao da bioeconomia
brasileira (CGEE, 2025).

A disponibilidade de biomassa a custos competitivos também possibilita a
substituicdo de matérias-primas fosseis em outros setores, como a industria
petroquimica, promovendo a produgao integrada de quimicos verdes e E2G. A

gama de produtos quimicos derivados da biomassa inclui compostos amplamente
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aplicaveis, conhecidos como building blocks, como acido succinico, butadieno,
farneseno e 6leos especiais (BAIN & COMPANY GAS ENERGY, 2014).

Esse conjunto de atividades econdmicas, fundamentado no uso de
tecnologias modernas de conversao de biomassa, é frequentemente denominado
biotecnologia industrial e apresenta um grande potencial de atragdo de
investimentos. De acordo com estimativas da Associacéo Brasileira de Bioinovagao
(ABBI), esse setor podera movimentar mais de US$ 130 bilhdes nas préoximas duas
décadas (ABBI, 2024).

3.3.3 Principais projetos em curso no Brasil e no mundo

Até o final de do ano de 2024, além das unidades produtivas combinadas
com o etanol de primeira geragcao (E1G) ou com fibras de milho, haviam sido
construidas outras plantas comerciais especificas para a produgao de etanol
celulésico ao redor do mundo. Conforme mostrado na Tabela 2, dessas dez
unidades, duas foram descomissionadas, vendidas e posteriormente convertidas
para outras finalidades. A planta anteriormente pertencente a Abengoa foi adquirida
pela Synata e atualmente é utilizada para a produgado de produtos quimicos e
combustiveis liquidos a partir de gas natural. Da mesma forma, a unidade da
Dupont foi vendida para a Verbio e passou a ser empregada na producéao de Gas
Natural Renovavel (BNDES, 2024).

Tabela 2 — Atividade e produgao de plantas comerciais de E2G no mundo.

Pais Produtor Localizagdo Capacidade Status
(106 L)
EUA Quad Galva 15,15 Em operacao
Country

Brasil Raizen Piracicaba 35,00 Em operacao
Canada Enerkem Edmonton 37,85 Em operacao

Brasil GranBio Séao Miguel 50,00 Em operacao

dos

Campos
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Italia Versalis  Crescentino 56,80 Em operacao
Roménia Clariant Podari 60,50 Em operacao
EUA Poet- Emmetsbug 75,70 Hibernada
DSM
Brasil Raizen Guariba 82,00 Em operacao
EUA Abengoa Hugoton 95,50 Descomissionada
EUA Dupont Nevada 115,55 Descomissionada

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

As instalagdes listadas acima possuem capacidade nominal superior a 1
milhao de litros por més, o que as configura como plantas comerciais, sendo que
algumas atingem volumes significativamente elevados, como a planta da Dupont
em Nevada, com 115,55 milhdes de litros anuais. No entanto, apesar da capacidade
instalada, muitas dessas unidades nao operam em plena carga devido a
dificuldades econdmicas e comerciais. No Brasil, a Raizen possui duas unidades
operacionais, em Piracicaba e Guariba, com capacidades de 35 e 82 milhdes de
litros por ano, respectivamente, consolidando o pais como um dos lideres na
producdo de E2G. A GranBio, com sua unidade em S&o Miguel dos Campos,
também se destaca, com uma capacidade de 50 milhdes de litros anuais.

Apesar do avanco na infraestrutura produtiva, o etanol de segunda geragao
(E2G) ainda enfrenta desafios relacionados ao seu custo elevado em comparagao
ao etanol de primeira geracéo (E1G). Esse fator impacta diretamente a viabilidade
econbmica das unidades, uma vez que os custos de produgado mais altos exigem
precos diferenciados para garantir a rentabilidade do setor. Além disso, a
comercializagcdo do E2G nem sempre ocorre com valores que justificam o
investimento na tecnologia, dificultando sua competitividade frente a combustiveis
fésseis e ao proprio E1G (PROJETO SUCRE, 2020).

Atualmente, das dez plantas listadas, sete permanecem operacionais, mas
operam abaixo de sua capacidade total devido as dificuldades de mercado. A planta
da unidade da Poet-DSM, nos Estados Unidos, foi hibernada, refletindo os desafios
econdmicos enfrentados pelo setor. Ja as unidades da Abengoa e da Dupont foram
descomissionadas e convertidas para outras finalidades, o que evidencia a

necessidade de politicas mais robustas para viabilizar a produgdo continua e
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sustentavel do E2G.

3.3.4 Estimativa de custos e perspectiva de evolugao

Os custos da producdo do E2G sado influenciados por diversos fatores,
incluindo a localizagdo da planta industrial, que impacta a logistica e a
disponibilidade de matérias-primas. Estudos indicam que o Brasil apresenta
vantagens competitivas devido ao menor custo da biomassa, enquanto outros
custos se mantém relativamente similares em diferentes regides globais (BNDES,
2024).

Fatores como a capacidade de processamento, a configuragéo tecnoldgica
e a integracdo com outras unidades industriais também afetam a viabilidade
econbmica do E2G. A associacdo com plantas de E1G permite compartilhar
infraestrutura, reduzir custos operacionais e otimizar méao de obra (JORNAL DA
UNICAMP, 2019).

Comparando a produgéo de E1G e E2G em novas unidades industriais,
estudos estimaram que o custo médio de producao do E2G é superior ao do E1G,
com um diferencial de aproximadamente R$ 0,46 por litro. Vale ressaltar que o E2G
tem potencial de queda de custo a medida que a tecnologia evolui, semelhante ao
que ocorreu com o E1G durante o programa Proalcool (IEA, 2024).

Outro fator relevante na analise econdmica do E2G é sua competitividade
com a gasolina. Considerando sua equivaléncia energética, estima-se que o E2G
seria economicamente viavel com precos do petréleo acima de US$ 65 por barril.
Essa analise, no entanto, requer atualizagcdes constantes devido a variabilidade dos
precos de combustiveis e insumos.

Os custos totais do E2G incluem tanto o investimento em capital (CAPEX),
referente a equipamentos e infraestrutura, quanto os custos operacionais (OPEX),
que abrangem matéria-prima, insumos e manuten¢ao. No caso do E1G, a matéria-
prima representa mais de 50% do custo total, enquanto para o E2G esse valor é
menor devido ao uso de residuos agroindustriais. No entanto, o custo das enzimas
utilizadas na hidrdlise do E2G representa cerca de 21% do total, tornando-se um
fator de grande impacto na viabilidade econdmica (BNDES, 2024). A Figura 1
representa a composi¢ao dos custos totais de produgao de E1G e E2G.
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Figura 1 - Composicao dos custos totais de producéo de E1G e E2G.
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Fonte: Adaptado de BNDES, 2024.

A complexidade do processo de E2G exige investimentos adicionais em
infraestrutura e etapas de pré-tratamento da biomassa, aumentando o CAPEX em
mais de 40% quando comparado ao E1G para uma mesma capacidade produtiva.
Apesar disso, espera-se que futuras melhorias tecnoldgicas e ganhos de escala
possam reduzir esses custos ao longo do tempo, tornando o E2G cada vez mais

competitivo no mercado de biocombustiveis (ANP, 2024).

3.3.5 Reducao de custos e pontos de melhoria

A reducéo dos custos de produgdo do etanol de segunda geragédo (E2G)
dependera da padronizagao das solug¢des de engenharia e do aumento da escala
produtiva. Com a maior fabricagdo de equipamentos especificos e a intensificagao
da concorréncia entre fornecedores, espera-se que 0s processos produtivos se
tornem mais eficientes e economicamente viaveis (ANP, 2024).

Para que o E2G alcance maturidade tecnologica e econbmica, sera
necessario percorrer um caminho semelhante ao E1G, que, desde o Proalcool,
contou com incentivos governamentais para reduzir custos ao longo do tempo. No
caso do E1G, essa curva de aprendizado levou a uma queda significativa de custos,
permitindo ao Brasil consolidar-se como lider global na substituicdo de
combustiveis fésseis para mobilidade (BNDES, 2024).
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Referente as despesas de capital (CAPEX), um dos maiores desafios esta
no desenvolvimento de solugbes de engenharia que combinem robustez e baixo
custo. Isso inclui a melhoria no projeto e na operagao de equipamentos essenciais,
como bombas, valvulas, sensores e sistemas de controle. Ja as despesas
operacionais (OPEX), o maior obstaculo esta na necessidade do uso de coquetéis
enzimaticos para a hidrélise da biomassa. Esses coquetéis sdo mais complexos e
caros do que as enzimas utilizadas na conversao de amido em etanol, como ocorre
na producao do etanol de milho. Ainda assim, avangos tecnolégicos podem reduzir
os custos ao longo do tempo, como aconteceu com as enzimas para hidrélise do
amido, cujo prego caiu aproximadamente 70% entre 1980 e 2005 (ANP, 2024;
BNDES, 2024; JORNAL DA UNICAMP, 2019).

Por fim, para que o E2G se torne economicamente viavel, & essencial
continuar investindo na otimizagao dos processos produtivos, no desenvolvimento
de novas tecnologias para reduc¢ao de custos e na criagdo de incentivos para a
expansao do setor. Superar esses desafios permitira uma maior competitividade
frente aos combustiveis fosseis e consolidara o E2G como uma alternativa

sustentavel e economicamente atrativa.

3.4 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa lignocelulésica é a fonte de carbono organico mais abundante do
planeta, constituindo a parede celular vegetal. A biomassa €& composta,

principalmente, por carboidratos estruturais como celulose e hemiceluloses, bem
como por um derivado fenilpropandide denominado lignina, além de outros
componentes em menor quantidade (LIU et al., 2019). O teor desses componentes
varia conforme diferentes espécies e variedades de plantas, bem como entre
diferentes tecidos vegetais de uma mesma planta. Além disso, sua presenca pode
sofrer influéncia de condicbes de cultivo, como clima, solo e praticas de
fertilizacdo. Residuos agricolas como palha e sabugo de milho, bagaco de cana-
de-acucar e palhas de trigo e de arroz, contém aproximadamente 30-50% de
celulose, 20-35% de hemicelulose e 10-20% de lignina (ZABED et al., 2016). Ja
os componentes minoritarios podem ser classificados em substancias inorganicas
e organicas (FENGEL e WEGNER, 1989). A estrutura da biomassa lignocelulésica

€ mostrada na Figura 2.



Figura 2 - Estrutura da biomassa lignoceluldsica.
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Fonte: Adaptado de Yousef; Pirozzi; Sannino (2020).

Os componentes organicos de baixa massa molecular das plantas séo
responsaveis por caracteristicas como cor, sabor e cheiro, também conhecidos
como extraiveis. Esses compostos podem incluir terpenos, estilbenos, flavonoides,
acidos fendlicos, gorduras, ceras, acidos graxos, alcoois, lignanas e
hidrocarbonetos (FENGEL e WEGENER, 1989). Além dos extraiveis, que
sdo removidos por solventes, existem os componentes ndo-extraiveis, como
proteinas, materiais pécticos e cinzas. As cinzas, fragbes inorganicas,
desempenham fungdes especificas no metabolismo das plantas e, em biomassas
como o bagago de cana-de-agucar, frequentemente contém silica absorvida do
solo (CRUZ et al., 2019). Outros compostos encontrados nas cinzas do bagaco e
palha da cana-de-agucar incluem CaO, MgO, MnO, K20, Na20, SrO e Fe20s3
(SZCZERBOWSKI et al., 2014). Esta matriz lignocelulésica é naturalmente
resistente a microrganismos e enzimas, tornando sua estrutura extremamente
recalcitrante e dificultando o processamento e isolamento dos seus principais

componentes (LIU et al., 2019).
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3.5 CELULOSE

A celulose € o polimero biogénico mais abundante na natureza, presente em
uma ampla variedade de organismos, incluindo bactérias, algas e plantas
superiores. Em materiais lignoceluldsicos, ela desempenha uma funcao estrutural
significativa, compondo entre 30-50% das paredes celulares das plantas superiores
(RAMOS et al., 2016). Quimicamente, a celulose € um homopolissacarideo linear
formado por unidades de anidro-D-glucopiranose unidas por ligacdes B-glicosidicas
nas posicoes 1 e 4 dos anéis piranosidicos. A ligacéo B-(1,4) entre duas unidades de
glucose forma um dimero denominado celobiose (4-O-B-D-glucopiranosil-D-
glucopiranose), que é a unidade repetitiva basica da celulose sob uma perspectiva
conformacional (Figura 3) (RAMOS, 2003).

A celulose possui propriedades mecanicas intrinsecas atribuidas a sua forma
cristalina, apresentando valores muitas vezes superiores aos da maioria dos
metais, ligas, polimeros sintéticos e materiais ceramicos. Essa resisténcia
mecanica, principalmente a forcas de tensado, deriva parcialmente dos grupos
hidroxila densamente distribuidos (trés grupos por unidade de anidroglucose) nas
suas cadeias, que formam uma rede de ligacdes de hidrogénio inter e
intramoleculares (Figura 3). Como resultado, a celulose cristalina nao se dissolve
em agua nem na maioria dos solventes organicos. Termodinamicamente, ha um
ponto limite para o crescimento do agregado cristalino, a partir do qual a organizagao
regular das cadeias se perde, fazendo com que elas adotem uma orientagao
aleatéria, formando regides de baixa ordenacdes denominadas de amorfas. E
importante notar que a proporcédo entre as regides cristalinas e amorfas pode
variar conforme a origem e o processamento do material (FENGEL e WEGNER,
1989; MAIA, 2023).
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Figura 3 - Estrutura da celulose, evidenciando a celobiose como sua unidade conformacional
basica, bem como a formacéo de liga¢des de hidrogénio intra (em azul) e intermoleculares (em

vermelho).
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Fonte: Adaptado de Baghaei; Skrifvars (2020).
3.6 HEMICELULOSES

Além da celulose, diversos polissacarideos conhecidos como polioses ou
hemiceluloses, estao presentes como o0 segundo componente mais abundante na
biomassa lignocelulésica. O termo hemiceluloses foi cunhado por E. Schulze em
1891. As hemiceluloses se distinguem da celulose por serem formadas por uma
variedade de monossacarideos e apresentarem cadeias moleculares mais curtas
e ramificadas. Ou seja, as hemiceluloses fazem parte de uma familia de
heteropolissacarideos que ocorrem juntamente com a celulose na parede celular,
e a sua natureza quimica varia entre diferentes espécies e tecidos vegetais
(FENGEL e WEGENER, 1989).

Os principais constituintes das hemiceluloses correspondem as hexoses (D-
glucose, D-manose e D-galactose), pentoses (D-xilose, L-arabinose) e acidos
urénicos (acido B-D-glucurdnico, acido 4-O-metil-D-glucurénico) (FENGEL e
WENEGER, 1989). A Figura 4 mostra os principais monossacarideos presentes
nas hemiceluloses, que usualmente apresentam cadeias ramificadas devido a

presenca de distintas unidades monomeéricas com grupos de hidroxilas que podem




ser substituidos, possibilitando a criagdo de diversos arranjos macromoleculares.

Devido a diversidade estrutural e ao arranjo espacial das cadeias, as
possibilidades de formacgao de liga¢des de hidrogénio nas hemiceluloses sdo mais
limitadas, resultando em um material com menor organizagdo molecular e mais
vulneravel a degradacao térmica, bioldégica ou quimica em comparagdo com a
celulose (QASEEM et al., 2021; RAMOS, 2003). A cadeia principal das
hemiceluloses pode ser composta por unidades de xilose (xilanas), manose
(mananas) e pela combinagdo destas com glucose (xiloglucanas e

glucomananas).

Figura 4 — Representagéo das féormulas estruturais das unidades monomeéricas mais
encontradas nas hemiceluloses: (A1) D-xilose, (A2) L-arabinose, (B1) D-glucose, (B2) D-

galactose, (C1) acido-D-glucurdnico e (C2) acido 4-O-metil-D-glucurdnico.
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Fonte: Qaseem et al., (2022).

As hemiceluloses atuam na estabilizacdo da parede celular por meio de
ligagdes de hidrogénio com a celulose e ligacbes covalentes com a lignina
(WYMAN et al., 2005). A xilana é o polissacarideo predominante nas
hemiceluloses de gramineas, sendo, portanto, a hemicelulose mais comum em
residuos agricolas e agroindustriais, como a cana-de-agucar (GIRIO et al., 2010).
A xilana é um polissacarideo cuja estrutura consiste em uma cadeia de residuos de
D-xilose ligados por meio de ligagdes 3-1,4. Além disso, a cadeia da xilana pode
apresentar ramificacbes que contém L-arabinose, acidos D-glucurdnico ou 4-O-

metil-D- glucurdnico e acidos cinamicos como o acido ferulico (Figura 5). Xilanas
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isoladas de diferentes plantas possuem a mesma estrutura linear,
diferenciando-se pelos substituintes da cadeia principal ou grupos pendentes
(FENGEL e WEGNER, 1989; MADEIRA JUNIOR, 2017; ALVAREZ et al., 2017).

Figura 5 - Estrutura geral ilustrando as ramificagbes que podem ser encontradas em diversas

xilanas isoladas da parede celular de plantas.
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Fonte: Adaptado de Cann; Dodd (2009).

As hemiceluloses presentes em residuos agricolas, especialmente as
xilanas, possuem grande potencial econdmico. As principais possibilidades de uso
incluem a extragdo e conversdo em produtos como prebidticos (xilo-
oligosacarideos), poliois como o xilitol, compostos furanicos como o furfural e
acgucares fermentaveis para a produgao de etanol (MCKENDRY, 2002; BRIENZO,
2010; ZHANG et al., 2016).

As polioses se ligam covalentemente a lignina e ambas estédo entrelagadas
(interagdes fisicas) com a celulose na parede celular vegetal. Portanto, separa-las
sem alterar significativamente sua estrutura € um desafio. Para isolar essas
moléculas, é necessario um tratamento ou pré-tratamento para romper as ligagdes
quimicas (SUN et al., 2004; BRIENZO; SIQUEIRA; MILAGRES, 2009).
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3.7 LIGNINA

A lignina € um dos principais componentes da parede celular vegetal e seu
nome vem do termo "lignum", que significa "madeira" (AGRAWAL; KAUSHIK;

BISWAS, 2014). Estruturalmente, a lignina é denominada como uma
macromolécula de natureza fendlica. Trata-se de uma estrutura tridimensional
amorfa formada por varias unidades fenilpropanoides interligadas aleatoriamente
por ligacdes éter e enlaces entre atomos de carbono. Essa macromolécula é
formada por reagdes entre radicais livres derivados dos alcoois p-coumarilico,
coniferilico e sinapilico, que correspondem a estrutura basica da lignina as
unidades aromaticas p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e sirigila (S) (SUOTA et al.,

2021). A Figura 6 mostra a estrutura dessas unidades da lignina.

Figura 6 - Principais unidades presentes na lignina.
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Fonte: Adaptado de Silva (2014).

Em raz&o de suas ligagdes quimicas e de sua interacéo entre a celulose e
a hemicelulose, o papel da lignina na biomassa lignocelulésica é de assegurar
elevada resisténcia mecénica e rigidez estrutural a parede celular vegetal,
atribuindo-lhe maior integridade fisica, impermeabilidade a agua e resisténcia a
acgao de agentes quimicos e patégenos (TARASOV; LEITCH; FATEHI, 2021).

Dependendo de sua origem, as ligninas possuem diferentes proporgoes

das unidades H, G e S, 0 que também determina o teor de grupos metoxilicos



em sua estrutura. Por exemplo, ligninas de gimnospermas (madeiras macias ou
softwoods) sdo compostas principalmente por residuos derivados do alcool
coniferilico (unidades G) e baixos niveis de unidades H. Ja as angiospermas
dicotiledbneas (madeiras duras ou hardwoods) sao predominantemente
formadas pelos alcoois coniferilico e sinapilico, sendo chamadas de lignina GS.
Em contraste, as ligninas de monocotiledéneas (gramineas ou herbaceas), como
a cana-de-acucar, contém os trés precursores basicos em quantidades
variaveis, sendo classificadas como ligninas HGS (RAMOS, 2003; SUOTA et al.,
2021).

A estrutura da lignina é formada a partir de diferentes liga¢gdes carbono-
carbono, que correspondem entre cadeias alifaticas (B-p’, a-a’, a-f’), anéis
aromaticos (B-5', B-1’, a-1’, B-6’) e entre carbonos aromaticos (5-5’). Também existe
um complexo lignina-carboidrato com conexdes entre varias ligacbes éter
envolvendo cadeias alifaticas e anéis aromaticos ($-O-4’, a-O-4’) (RALPH,;
LAPIERRE; BOERJAN, 2019). A Figura 7 esquematiza uma fragao estrutural de

uma lignina.
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Figura 7 - Estrutura-modelo de uma lignina e suas principais ligagdes quimicas.
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3.8 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A bioconversao da biomassa lignocelulésica em bioetanol, bem como outros
produtos de valor agregado e demais biocombustiveis € limitada devido a
complexidade estrutural da associagao de seus constituintes (lignina, hemicelulose e
celulose), que apresentam alta resisténcia a degradacdo (MEIGHAN et al., 2017).
Devido a esta recalcitrancia da lignocelulose, para fazer o uso de seus principais
componentes da biomassa, € imprescindivel a realizacdo de um pré-tratamento. Este
processo deve promover a redistribuicdo e modificacdo da estrutura da biomassa pela
diminuicdo do grau de associagdo molecular entre seus principais componentes,
impactando diretamente no éxito das fases de hidrdlise e fermentagdo microbiana
(ZIAEI-RAD et al., 2021).

A escolha correta do pré-tratamento é crucial para uma melhor eficiéncia do
processo. Na literatura, diversos autores tém apresentado técnicas para pre-
tratamento da biomassa lignoceluldsica, incluindo métodos fisicos, quimicos,
bioldgicos ou suas combinacdes (Tabela 3). A selegcao do método a ser utilizado esta
diretamente relacionada ao resultado esperado, ja que diferentes mecanismos de
acao podem resultar na produgdo de variados produtos (RAMOS et al., 2019;
GUTSCH; NOUSIAINEN; SIXTA, 2012).

Segundo Zhu et al., (2015) e Puligundla et al., (2016), de modo geral, as etapas
de pré-tratamentos ideais devem ser eficazes na desconstrugcdo das fibras de
biomossas lignoceluldsicas, acessiveis, economicamente viaveis, promover baixa
decomposicdo de carboidratos e elevada digestibilidade da celulose, ndo gerar
residuos e ter baixo impacto ambiental.

Entre as principais técnicas utilizadas na etapa de pré-tratamento da biomassa
lignoceluldsica, a explosdo a vapor ganha destaque para o fracionamento de
biomassas. As reacdes ocorrem quando o material € rapidamente aquecido pela
introducéo de vapor saturado a altas temperaturas, permanecendo em contato com o
vapor por alguns minutos. Depois, € submetido a uma rapida descompressao até a
condigcao atmosférica, sendo transferido para um ciclone acoplado a um vaso coletor
(DUQUE et al., 2016; HOANG et al., 2023). O pré-tratamento por explosao a vapor
pode ser realizado na auséncia ou na presenca de catalisadores exdgenos, tendo
destaque a impregnacgdo da biomassa com solugdes diluidas de H,SO4 ou H3PO4
(NEVES et al., 2016).
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Caso nao sejam adicionados catalisadores exdégenos ao sistema, o processo
de explosdo a vapor € chamado de auto-hidrolise, pois a quebra das ligagcbes
glicosidicas é catalisada pelo acido aceético liberado durante o processo de hidrdlise
dos grupamentos acetila das hemiceluloses. Todos os componentes da biomassa
passam por hidrolise, mas as hemiceluloses sdo as mais suscetiveis a esse tipo de
reacdo devido a sua natureza de baixa ordenagdo. Em altas temperaturas, os
grupamentos acetila presentes nas hemiceluloses sao hidrolisados a acido acético,
que catalisa a quebra das ligagbes do complexo lignina-carboidrato, resultando na
liberagdo de monossacarideos (arabinose, xilose e glucose) e oligossacarideos
hidrossoluveis no licor do pré-tratamento. Geralmente, sob condicdes menos severas,
a celulose apenas sofre uma reduc¢do no seu grau de polimerizagédo, permanecendo
como residuo fibroso (fracdo solida ou C6), do qual a lignina despolimerizada pode
ser extraida com solventes organicos ou meio alcalino. Com o aumento da severidade
das condigdes operacionais, as reacdes de desidratacdo de carboidratos sao
favorecidas, levando a formag¢ao de compostos como hidroximetilfurfural, furfural,
acido férmico e acido levulinico, cuja presenca pode inibir a produgdo de etanol
celulésico em altos rendimentos (NEVES et al., 2016; RAMOS, 2000; HOANG et al.,
2023).

Além dos efeitos relacionados a auto-hidrélise, também existem efeitos
mecanicos de tensao de cisalhamento e de descompressao explosiva que ocasionam
alteragdes fisicas estruturais na biomassa lignoceluldsica. De forma geral, a explos&o
a vapor provoca mudancgas significativas nas propriedades da biomassa, como
tamanho da particula, porosidade, pH, repulsdo a agua (hidrofobicidade), densidade,
entre outras (YU et al., 2022; DUQUE et al., 2016).

Os principais parametros operacionais para controle de auto-hidrélise sao o
tempo de residéncia da biomassa na camara de reacao e a temperatura. De acordo
com estudos realizados por Overend et al. (1987), os autores desenvolveram um
modelo matematico em que essas variaveis de processo sao agrupadas em um unico

fator de severidade (S,) conforme as Equacgdes (1) e (2),
So = logRy (1)

t T-100 2
fom [ 0 @
0
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onde R, € a ordenada da reacao, t (min) € o tempo de reacéo, T (°C) é a temperatura
do processo e 14,75 é a energia de ativagdo em condi¢gdes em que 0 processo segue

uma cinética de primeira ordem. O fator de severidade é usalmente usado para

comparar diferentes estudos relacionados a auto-hidrélise (RUIZ et al., 2021). Para

este estudo, o fator de severidade € quantificado como 3,67 (t = 7,5 min; T = 195°C).

Tabela 3 - Principais técnicas de pré-tratamento para biomassas lignoceluldsicas.

Processo Descricao
Fungo Biodegradagao da lignina por lacases e peroxidases. Alta seletividade em
8 tempos de pré-tratamento muito longos.
% Bactéria Uso de organismos geneticamente modificados.
% Enzimas Remocgao seletiva de componentes de alta massa molar em matrizes
celulésicas usando lipases, oxirredutases e hidrolases.
Moagem Reducao do tamanho de particula e aumento da area de superficie do
substrato para processos de converséao biolégica ou quimica.
Microondas Ruptura e inchago facilitando a remocéao de hemiceluloses e lignina; tempos
8 de aquecimento e de reagao bastante reduzidos.
%) Ultrassom Modificagdo da estrutura por cavitagao; ligagdes do complexo de lignina-
carboidratos s&o clivadas.
Hidrolise acida Inchago de celulose e hidrélise parcial de hemiceluloses; coalescéncia e
condensacéo de lignina.
Extracdo alcalina  Extragado de lignina e hidrdlise parcial de ligagdes aril-éter, reduzindo sua
massa molar média.
o Liquido i6nico Extracdo de carboidratos ou lignina devido a sua alta polaridade e fortes
% interacdes intermoleculares com a matriz celuldsica.
5) Oxidagao Deslignificagdo com oxidantes fortes (hipoclorito, radicais de Oz e Os).
CO2 supercritico  Hidrdlise acida parcial de hemiceluloses, redugdo da cristalinidade da
celulose aumentando a acessibilidade do substrato.
Explosédo a vapor Hidrdlise acida de hemiceluloses, modificagao e redistribuigdo de lignina,
realizado na auséncia ou presenga de catalisadores acidos ou basicos.
SOE) Organosolv Deslignificagao seletiva da biomassa, cuja eficiéncia pode ser aumentada
% pela adicdo de um catalisador acido exdégeno.
§ AFEX (Ammonia  Remocao parcial de hemiceluloses e lignina; mudangas no estado cristalino

fibre expansion)

Polpacéo kraft

da celulose (de | para lll).

Deslignificagao alcalina a ~170°C usando Na2S/NaOH para isolar fibras de

celulose (holocelulose).

Fonte: Adaptado de RAMOS et al., (2019).
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O uso de fluidos pressurizados, como o vapor de agua, sendo o meio de reagéo
principal para facilitar processos integrados, como separacao, despolimerizagao e
reagoes quimicas da celulose, é considerado uma técnica ambientalmente benéfica
(APARICIO et al., 2021). Isso ocorre porque a agua superaquecida e sob alta presséo
€ um excelente solvente, pois ocorre diminuigdo na sua constante dielétrica com o
aumento da temperatura e pressao, aproximando-se da de solventes organicos
polares. Isso permite que a agua, em seu estado superaquecido, dissolva compostos
organicos e quebre ligagdes mais eficazmente do que em condicbes normais, além de
proporcionar uma solugédo n&o toxica e limpa para a hidrélise da celulose (WANG et
al., 2023). Sob a perspectiva da economia de energia, 0 método de exploséo a vapor
apresenta uma vantagem clara sobre outros processos, pois requer menos agua por
unidade de biomassa. Especificamente, o pré-tratamento por explosao a vapor pode
ser realizado com cerca de 1,5 kg de agua por kg de biomassa (HOANG et al., 2023).

Além disso, diferentes componentes da biomassa podem ser convertidos
usando um meio de reacdo semelhante. A liberacdo de pressao durante a fase de
expansao proveniente do método de explosao a vapor promove a ruptura da estrutura
da biomassa, demonstrando que taxas de reagao mais altas sdo possiveis com menor
transferéncia de massa. Abordagens referentes a esse método também podem
explorar as propriedades ajustaveis do meio de reagao utilizado, funcionando como
um potencial de controle para regular a seletividade das reagdes quimicas e limitar a
formacgao de subprodutos indesejados (AKIZUKI et al., 2014).

Ademais, a utilizagdo de catalisadores acidos ou enzimaticos em conjunto com
o0 método de explosao a vapor pode intensificar ainda mais a eficiéncia do processo
de conversdao da biomassa. Esses catalisadores atuam de maneira sinérgica,
facilitando a quebra das ligagdes internas da lignina e hemicelulose, o que resulta em
uma liberacdo mais eficiente de acucares fermentaveis. Com a otimizagcdo dos
parametros de reacao, como temperatura, tempo de residéncia e composi¢do do meio
reacional, € possivel alcangar um balango ideal entre a maximizagao da produgao de
etanol e a minimizagdo de subprodutos, aumentando a viabilidade econémica do
processo.

Na explos&o a vapor, diversos tipos de reatores sdo frequentemente utilizados

para processar a biomassa lignocelulésica, como reatores de batelada, semi-
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continuos e continuos. No entanto, reatores continuos e de batelada sao os mais

comuns para esse pré-tratamento da biomassa, conforme ilustrado na Figura 9.

Figura 8 - Configuragao de reatores para o pré-tratamento por explosao a vapor de biomassa: (a) -

Reator em batelada, (b) - Reator continuo.
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Fonte: Adaptado de Hoang et al., (2023).

Em um reator de batelada, o pré-tratamento por explosdo a vapor envolve
aquecer a biomassa sob altas pressdes e temperaturas. Apos isso, a biomassa pré-
tratada € mecanicamente desintegrada por meio de uma descarga violenta em um
tanque de coleta. Para operacbes em escala laboratorial, o pré-tratamento por
explosao a vapor com reatores de batelada é geralmente preferido, pois requer menos
alteracbes nas condicdes de pré-tratamento, incluindo o uso de produtos quimicos e
biomassa (RAMOS, 2003; RUIZ et al., 2020).

Para operacgdes de pré-tratamento a vapor em sistemas continuos, a biomassa
€ automaticamente transferida do silo de armazenamento para o digestor usando
dispositivos de alimentagao continua, como um alimentador coaxial, criando uma area
de alta compressao que sela o reator. Um parafuso de ajuste fino controla a entrada
da biomassa no corpo do reator, onde é transportada por uma rosca helicoidal ou

rotativa. Nesta parte do reator, vapor saturado ¢é injetado através de bicos injetores,
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iniciando o processo de cozimento da biomassa. A biomassa percorre todo o reator,
permanecendo na temperatura especificada pelo tempo necessario. Uma rosca
helicoidal, dimensionada conforme as propriedades fisico-quimicas do produto,
movimenta a biomassa pré-tratada em uma nova area de alta pressio, que é
periodicamente aliviada pela abertura de uma valvula de esfera. Assim, a pasta
termoquimica resultante € direcionada para um tanque de lavagem através de uma
linha de transferéncia, antes de ser encaminhada para a etapa de hidrdlise
enzimatica. Em comparagdo com o processo em batelada, desenvolver reatores
continuos para esse método permite um controle mais preciso dos parametros de
pré-tratamento, o que é crucial para alcangar condi¢des ideais de processamento em
altas temperaturas e obter maior pureza das composi¢des extraidas, devido as
limitagdes na transferéncia de calor, resultando em menor formagao de
subprodutos indesejados (RAMOS, 2003; HOANG et al., 2023).

3.9 HIDROLISE ENZIMATICA DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

3.9.1 Enzimas utilizadas e sua agao sinérgica

ApOs a etapa de pré-tratamento sob condi¢gdes adequadas, a biomassa pode
ser submetida a hidrélise pela acdo de enzimas responsaveis pela degradagao da
celulose, denominadas celulases. Estas proteinas celuloliticas sao biocatalisadores
especificos que atuam em conjunto para liberagdo de carboidratos passiveis de
fermentacdo a partir da conversdo dos polissacarideos presentes na biomassa
(CASTRO; PEREIRA, 2010). A matriz celulésica € composta majoritariamente por
trés grupos de celulases: endoglucanases (EnG), que clivam ligagdes internas da
fibra celuldsica; exoglucanases (ExG), que atuam na regido externa da celulose; e
B- glucosidases (BG), que hidrolisam oligossacarideos soluveis em glucose
(OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996). Estas enzimas sdo produzidas por um
espectro de bactérias, fungos aerdbios e anaerdbios, mesdfilos e termofilos,
protozoarios, tendo os fungos filamentosos como a mais importante fonte comercial,
no qual as celulases mais utilizadas industrialmente sdo derivadas do fungo
Trichoderma reesei (ZHANG; HAN; DONG, 2021). A endoglucanase, segundo a
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB, 2024), possui

como nome sistematico, 1,4-p-D-glucana-4-glucanohidrolase.
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Esta enzima celulolitica é responsavel por iniciar o processo de hidrélise. Ela
atua hidrolisando aleatoriamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra de
celulose, liberando oligossacarideos com varios graus de polimerizacao (GP) e
criando novos terminais, um redutor (quando a glucose tem uma hidroxila
heterossidica livre) e um ndo redutor (quando a hidroxila heterossidica da molécula
terminal esta ligada a uma glucose adjacente). A EnG é a enzima que promove a
rapida solubilizagdo do polimero celulésico (redugdo do GP), devido a sua
fragmentagao em oligossacarideos (CASTRO; PEREIRA, 2010). Em seguida, tem-
se a acgado das exoglucanases, também denominadas celobiohidrolases (CBH) que
atuam de forma progressiva em regides terminais redutoras (CBHI) e ndo redutoras
(CBHII), promovendo a sua despolimerizagao gradativa pela remogao de unidades
de celobiose. Para exercer a sua atividade biocatalitica, as exoglucanases exigem
que a cadeia de celulose adentre no seu tunel catalitico, promovendo a solubilizagao
gradual do substrato. O terceiro e ultimo grande grupo de enzimas do complexo
celulolitico engloba a B-glucosidase, ou B-glicosideo gluco-hidrolase, que é seu
nome sistematico (IUBMB, 2024). A Figura 9 mostra a acédo sinérgica entre

exoglucanases, endoglucanase e B-glucosidase na hidrélise da fibraceluldsica.

Figura 9 - Modo de acéo sinérgica das enzimas do complexo celulolitico.
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Fonte: Adaptado de Castro e Pereira (2010).
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A BG tem a propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soluveis
(GP<7) em glucose (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996; LYND; ZHANG, 2002). Vale
ressaltar que, assim como a CBH, também é reportada com a caracteristica de sofrer
acumulo de produto; assim, a glucose liberada inibe as B-glucosidades, acarretando
a inibicdo das exoglucanases devido ao acumulo de celobiose e comprometendo a
eficiéncia do sinergismo endo-exo (SILVEIRA et al., 2015; PIRICH et al., 2020).
Quando trabalham em conjunto, as enzimas do complexo celulolitico tém um
desempenho superior ao que seria esperado pela soma de seus rendimentos
individuais, ou seja, quando atuam separadamente uma das outras. Esse fendbmeno

€ conhecido como sinergia ou agao sinérgica.

3.9.2 Etapas de reacgao e fatores que afetam a hidrélise enzimatica

Durante a hidrolise enzimatica, mecanismo de reacdo e fendbmenos de
transferéncia de massa sao recorrentes no processo. As etapas de reagao durante
a hidrélise da celulose ocorrem da seguinte forma: a adsorgdo das celulases na
superficie da celulose, seguida pela formagédo de um complexo enzima-substrato
ativo, a hidrdlise da celulose com a liberagao de produtos e, finalmente, a dessorgao
das celulases de para o meio (AGRAWAL et al., 2021; GUO et al., 2023; ZHANG
et al., 2021). Conforme a necessidade de adsor¢géo das enzimas ao substrato, uma
parte significativa das celulases possui um modulo de ligagdo a carboidratos,
conhecido como CBM (Carbohydrate Binding Module), que se conecta ao dominio
catalitico por meio de um peptideo flexivel. Os CBMs desempenham um papel
crucial ao reconhecer os diferentes componentes da parede celular vegetal,
aumentando significativamente a atividade das enzimas. Eles faciltam a
aproximacao entre o dominio catalitico das enzimas e as cadeias de celulose
localizadas na superficie do substrato (ZHANG et al., 2021; GUO et al., 2023).

Para assegurar altos niveis de conversao, os complexos enzimaticos podem
incluir tanto enzimas auxiliares quanto proteinas nao cataliticas. Entre as enzimas
auxiliares mais importantes estdo as monooxigenases liticas de polissacarideos
(LPMOs), que desempenham o papel de quebrar ligagdes glicosidicas por meio de

uma reacao de oxidagdo (GUO et al., 2023). Por sua vez, as proteinas nao
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cataliticas, chamadas de indutoras de amorfogénese, tém um papel crucial ao
facilitar a agao das endoglucanases. Um exemplo de proteina auxiliar € a suolenina,
que tem a capacidade de romper as liga¢des de hidrogénio na estrutura cristalina
da celulose, aumentando a acessibilidade das celulases ao substrato (AGRAWAL
et al., 2021). Mesmo que condigdes adequadas sejam aplicadas durante o pré-
tratamento, parte das hemiceluloses podem permanecer na estrutura da biomassa.

Para que a hidrolise completa dos carboidratos presentes na biomassa pré-
tratada funcione de forma eficiente, € necessaria a adigdo de outro coquetel
enzimatico, as hemicelulases. Estas sao divididas, por exemplo, em xilanases,
glucomanases, galactomanases, [-xilosidases, entre outras, cuja presencga
depende da natureza quimica das hemiceluloses remanescentes (GUO et al.,
2023).

Devido a natureza da reagdo heterogénea da hidrdlise enzimatica,
fendbmenos de transferéncia de massa influenciam a cinética da reacao
ocasionada pela mobilidade das enzimas sobre o efeito de solvatagao na estrutura
da biomassa. A camada estagnada de filme liquido solvata as particulas
solidas do material lignocelulésico e, em sequéncia, ocorre a difusdo das enzimas
na superficia da matriz (AGRAWAL et al., 2021). Desta forma, a velocidade global
de reacgao é influenciada por fendbmenos de resisténcia a transferéncia de massa.
No inicio da hidrdlise, a reacao € determinada por trés etapas: a rapida adsorg¢ao
de celulases nas regides prontamente acessiveis da superficie do substrato, seguida
por uma fase intermediaria onde a velocidade de reagao € moderada, alcangando
conversdes de 50 a 70% do substrato, e, finalmente, a desaceleracédo da hidrdlise
quando sao atingidos altos graus de conversao (SUN et al., 2022; AGRAWAL et al.,
2021; RAMOS et al., 2020).

A velocidade de reagao da hidrdlise enzimatica apresenta uma gradativa
redugao ao longo do tempo, podendo estar relacionada as caracteristicas dos
substratos utilizados. Entre as principais caracteristicas, destacam-se o tamanho
da particula, a area superficial, o tamanho dos poros, grau de cristanilidade
e polimerizagdo, quantidade de lignina e presenca de agentes inibitorios (ZHANG
etal., 2021; RAMOS et al., 2020). Por vezes, essas caracteristicas também podem
estar associadas diretamente ao pré-tratamento realizado. Conforme mencionado
no item 3.4 deste trabalho, a celulose possui duas regides: a cristalina e a amorfa.

A primeira refere-se a uma estrutura tridimensional organizacional compacta, que
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dificulta o acesso enzimatico e, consequentemente, reduz a taxa de hidrélise. Em
contrapartida, a regido amorfa apresenta uma forma estrutural desorganizada, que
facilita o acesso das enzimas e eleva a taxa de reacao da hidrolise.

Inumeras pesquisas indicam que a regiao cristalina da celulose pode afetar
diretamente a eficiéncia a suscetibilidade do substrato, podendo hidrolisar até 30
vezes menos se comparada as regides amorfas (AGRAWAL et al., 2021). Vale
ressaltar que essa suscetibilidade pode depender de varios fatores, como a estrutura
do substrato, a presenca de inibidores, as condigdes do meio reacional e o volume
e tamanho dos poros, que apresentam um papel curcial na adsorcao e difusdo das
enzimas, sendo esperado que essas possam se difundir apenas em poros maiores
que o raio hidrodinamico da enzima (AGRAWAL et al., 2021; ZHANG et al., 2021).

A presenga de lignina e seus precursores também podem afetar
significativamente o acesso das celulases ao substrato. A lignina pode inibir a agédo
das enzimas de trés maneiras diferentes, dependendo de sua concentragao e
distribuicdo: atuando como uma barreira fisica que limita a acessibilidade das
enzimas, causando a adsor¢ao nao produtiva das enzimas na lignina, e levando a
desativacéo devido a presenga de compostos fendlicos derivados da lignina (GUO
et al., 2023; AGRAWAL et al., 2021; RAMOS et al., 2020).

Li et al. (2018) investigaram o impacto de diferentes tipos de lignina na
sacarificagdo da biomassa. Eles descobriram que a lignina obtida pelo processo
organosolv formava ligagbes nao produtivas com as enzimas, diminuindo a
disponibilidade de enzimas livres para a hidrolise. Em contraste, a lignina do
processo kraft, que se deposita na superficie da celulose, restringia
significativamente a interagdo das enzimas com a matriz. Qin et al. (2016) também
estudaram a hidrolise enzimatica, observando que a adigdo gradual de compostos
fendlicos, como a vanilina, resultava em uma diminuigcdo da conversdo de 53%
para 26% quando a concentragdo de vanilina aumentava de 0 para 10 mg-mL-".
Além disso, fatores como a inibicdo retroativa devido ao acumulo de produtos da
reacao, a desnaturacao térmica e a perda de atividade enzimatica por cisalhamento
durante a agitacdo podem impactar negativamente a hidrélise enzimatica. Esses
desafios sdo exacerbados por altas cargas de sélidos, que sdo essenciais para a
viabilidade econémica da produgéo de etanol celulésico (DENG et al., 2023;
AGRAWAL et al., 2021).

Quando a hidrolise € realizada com altas cargas de solidos, grandes
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quantidades de biomassa sao adicionadas ao meio reacional, reduzindo a
quantidade de agua livre disponivel, o que dificulta a transferéncia de massa e torna
o processo menos eficiente. No entanto, cargas de sdlidos superiores a 15% séao
necessarias para alcangar concentragdes de acgucares adequadas para um
processo fermentativo eficiente (DENG et al., 2023; SUN et al., 2022; RAMOS et
al., 2020). A agua desempenha um papel crucial na distribuicdo de calor e enzimas
no meio de reacdo. Em concentracbes de solidos acima de 20%, formam-se
suspensodes densas com interagdes fibrilares predominantes, onde a fragao liquida
€ absorvida pela biomassa, aumentando a viscosidade e a demanda energética
para a mistura (RAMOS et al., 2020). Altas cargas de sélidos também podem
causar perfis de concentragdo desiguais, e rendimentos de hidrélise podem ser

inferiores a 60% quando o teor de solidos ultrapassa 25% (SUN et al., 2022).

3.9.3 Estratégias de otimizagao da hidrélize enzimatica

Diversas estratégias podem ser utilizadas para mitigar os problemas que
afetam a hidrélise enzimatica de materiais lignocelulésicos, como a adi¢do de
surfactantes para reduzir a viscosidade, a implementacdo de um sistema de
operacao em batelada alimentada e a otimizacao do sistema de agitagdao (SUN et
al., 2022; DENG et al., 2023). No processo de batelada alimentada, o material é
adicionado gradualmente ao reator, aumentando a disponibilidade de agua para as
enzimas, melhorando a eficiéncia da hidrdlise e permitindo maiores concentragdes
de agucares. Esta técnica também ajuda a minimizar problemas de transferéncia de
calor e massa durante a hidrolise (RAMOS et al., 2020; PINO et al., 2018).

Xu et al. (2019) conduziram uma hidrélise enzimatica com um teor de sélidos
totais de 22%, utilizando um sistema de batelada alimentada com bagago de cana-
de- agucar pré-tratado com solugao alcalina. Eles aplicaram baixas dosagens de
celulases (4 FPU-g' de biomassa), acompanhado de enzimas acessorias e
surfactantes ndo iénicos, alcangando um rendimento de 80% e 122 g-L-' de glucose
apos 48 h. A FPU (Filter Paper Unit) € uma unidade de medida usada para
quantificar a atividade enzimatica de celulases, capazes de decompor a celulose em
agucares simples como a glucose. Essa unidade foi desenvolvida para padronizar
a avaliagao da atividade enzimatica em experimentos de hidrélise de celulose. Cai

et al. (2021) propuseram a hidrélise enzimatica de espigas de milho, pré-tratadas
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quimicamente, em um sistema de batelada alimentada, com um teor final de sélidos
de 25% e 7,3 FPU-g™! de celulases. Eles testaram trés modos de alimentagdo em
batelada, sendo o mais eficiente o que iniciou a reagédo com 10% de sélidos, seguido
de adi¢des sequenciais de 3% a cada 5 h, resultando em um rendimento de 84,4%
e uma concentragdo de 131,7 g-L-' de glucose em 96 h.

Para complementar a discussao sobre a otimizagao do processo de hidrodlise
enzimatica em biorreatores de tanque agitado, é essencial considerar o papel dos
aditivos na melhoria da eficiéncia do processo. Recentemente, Zhang et al. (2022)
investigaram o uso de surfactantes para reduzir a tensao superficial e aumentar a
eficiéncia de mistura no meio reacional. Eles descobriram que a adicdo de
surfactantes nao ibnicos, como o Tween 80, resultou em um aumento significativo
na taxa de hidrélise enzimatica, com melhorias de até 20% na liberagéo de glucose.
Essa abordagem € particularmente eficaz em altas cargas de sdlidos, onde a
viscosidade do meio € um desafio critico. Os surfactantes ajudam a dispersar
melhor as enzimas na matriz sdlida, facilitando a interagcdo enzimatica e a quebra
de celulose em agucares fermentaveis (ZHANG et al., 2022).

Outra estratégia relevante é a aplicagdo de pré-tratamentos fisicos e
quimicos que modificam a estrutura da biomassa, tornando-a mais acessivel as
enzimas. Liu et al. (2021) estudaram o efeito do pré-tratamento com acido diluido
seguido de explosao a vapor em diferentes tipos de biomassa lignocelulésica. Os
resultados mostraram que esse método ndo apenas aumentou a superficie
especifica da biomassa, mas também removeu parcialmente a lignina, que € um
inibidor natural das enzimas de hidrdlise. A combinacao de pré-tratamento acido e
explosao a vapor melhorou a conversao enzimatica em mais de 30%, destacando
a importancia de abordagens integradas para a otimizagao do processo (LIU et al.,
2021). Adicionalmente, essas técnicas de pré-tratamento sdo complementares as
melhorias no design do biorreator e na formulagao enzimatica, proporcionando um
avanco significativo na producao de etanol de segunda geracédo (LIU et al., 2021;
ZHANG et al., 2022).

4 PROCESSOS DE FERMENTAGAO DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A eficiéncia econdbmica da produgdo de etanol celulésico depende

significativamente da otimizagao das etapas de hidrolise enzimatica e fermentacao.
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Diversas configura¢des foram desenvolvidas até o presente momento, sendo que
as quatro principais estao ilustradas na Figura 10, a qual sugere a execugao dessas

duas etapas de forma separada ou conjunta.

Figura 10 - Configuragdes disponiveis para o processamento da biomassa lignocelulésica.
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Fonte: Adaptado de Parisutham; Kim e Lee (2014).

A Hidrdlise Enzimatica Separada da Fermentagao (Separate Hydrolysis and
Fermentation - SHF) permite um controle mais preciso das condigdes operacionais,
uma vez que as duas etapas ocorrem em unidades distintas. A principal vantagem
desse processo € a possibilidade de realizar cada etapa em suas condi¢des ideais
de temperatura, sendo que a atividade enzimatica € otimizada em temperaturas
mais altas (45-50°C) e a fermentagdo em temperaturas mais baixas (28-30°C)
(PARISUTHAM; KIM; LEE, 2014). Adicionalmente, a lignina pode ser facilmente
recuperada ap6s a hidrdlise por filtracado, o que facilita seu uso para fins energéticos
ou outras aplicagdes mais valiosas. No entanto, esse meétodo apresenta
desvantagens como o alto custo de produgédo, baixa produtividade, alto risco de
contaminacgao e possivel inibicdo da acédo das celulases pelos produtos da reacéo
(VELASQUEZ- ORTA et al., 2022).

Na  Sacarificaggo e Fermentagdo  Simultaneas (Simultaneous
Saccharification and Fermentation - SSF), as reagdes ocorrem em um unico reator.
Essa configuragdo reduz significativamente o tempo de processamento, pois a
fermentacdo dos agucares acontece a medida que sao liberados pela hidrdlise

enzimatica. Isso minimiza os problemas de inibicado enzimatica devido ao acumulo
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de mono e dissacarideos. A principal desvantagem desse processo € a
incompatibilidade das condi¢cbes 6timas de pH e temperatura para as etapas de
hidrolise e fermentacao, além da lignina de hidrélise ser mais contaminada com
biomassa microbiana e outros componentes do meio (ISHIZAKI; HASUMI, 2014).

Vale ressaltar que tanto SHF quanto SSF podem incluir a cofermentacao de
hexoses e pentoses, sendo entdo denominados SHCF (Separate Hydrolysis and
Cofermentation) e SSCF (Simultaneous Saccharification and Co-fermentation),
respectivamente. Esse processo pode ser realizado por um unico microrganismo
geneticamente modificado ou por varios microrganismos simultaneamente. A
utilizacao eficiente das pentoses é crucial para aumentar os rendimentos e a
viabilidade econdmica do processo, e um dos principais desafios da industria de
etanol celulésico é a disponibilidade de microrganismos capazes de metabolizar
pentoses e hexoses de forma eficiente (ALMEIDA e NASCIMENTO, 2021).

Uma alternativa proposta € o bioprocessamento consolidado (CBP), que
utiliza um unico microrganismo para produzir enzimas, realizar a sacarificagao e a
fermentagdo em uma unica etapa. Essa abordagem promete melhorar a eficiéncia
do processo, eliminar a necessidade de adigcao de enzimas externas, minimizar a
inibicdo das celulases e reduzir o custo total do processo devido a eliminagdo de
varias operacgoes unitarias (PARISUTHAM et al., 2014). Apesar do potencial, o CBP
ainda esta em fase inicial de desenvolvimento, principalmente devido as limitagdes
relacionadas ao uso de um unico microrganismo capaz de realizar todas as etapas
eficientemente (PARISUTHAM; KIM; LEE, 2014).

4.1 FERMENTACAO ALCOOLICA DE HIDROLISADOS ENZIMATICOS

A fermentacao é a fase em que acgucares sao convertidos em etanol e outros
compostos através de reagdes metabdlicas conduzidas por microrganismos. Para
serem adequados na fermentacdo de hidrolisados lignoceluldsicos, os
microrganismos precisam ser termotolerantes, resistentes a inibidores e possuir
alta eficiéncia na fermentagdo de carboidratos simples como glucose e xilose
(CUNHA et al., 2020; GUO; CHANG; LEE, 2018; LUONG, 1984). Na industria, a
fermentacdo da glucose (hexose) € amplamente dominada, com S. cerevisiae
sendo a levedura mais utilizada na fermentacao da sacarose, produzindo etanol de

primeira geragao (CUNHA et al., 2020). O aproveitamento completo dos acgucares
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presentes na biomassa (hexoses e pentoses) € essencial para tornar a produgao
de etanol lignoceluldésico competitiva economicamente (LIU et al., 2019). Nesse
contexto, pesquisas focam na selegdo e aprimoramento de microrganismos que
fermentam hexoses e pentoses. Como exemplo, esforgos significativos sao feitos
para modificar geneticamente S. cerevisiae para fermentacéo de xilose (CUNHA et
al., 2020; NDUBUISI et al., 2023). Varias espécies de leveduras possuem genes
que codificam o consumo e metabolizacdo de pentoses, mas apenas uma pequena
parte consegue converté-las em etanol. Entre essas estdo Pichia stipitis, Candida
shehatae, Pachysolen tannophilus, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces
marxianus, Pichia kudriavzevii e Spathaspora passalidarum (NDUBUISI et al.,
2023). Entre as leveduras nao convencionais, Kluyveromyces marxianus destaca-
se pela produgéo de etanol a partir de glucose em altas temperaturas (40 a 45°C),
caracteristica vantajosa para processos SSF (NDUBUISI et al., 2023; BAPTISTA e
DOMINGUES, 2022).

No contexto do bioprocessamento consolidado (CBP), algumas bactérias
termofilicas anaerdbicas celuloliticas, como Thermoanaerobium mathranii, T.
ethanolicus, T. brockii, Clostridium thermosaccharolyticum, C.
thermohydrosulfuricum, e fungos filamentosos como Fusarium oxysporum, sao
consideradas promissoras (GUO; CHANG,; LEE, 2018).

Apesar de varios microrganismos terem capacidade fermentativa, nenhum
deles atinge os niveis de rendimento e robustez da levedura industrial
Saccharomyces cerevisiae. Seu uso extensivo em fermentagbes industriais
resultou em alta capacidade fermentativa e resisténcia a condigdes adversas,
incluindo altas concentracbes do préprio etanol produzido, tornando-a alvo
frequente de modificagdes genéticas para viabilizar economicamente as usinas de
segunda geracao (CUNHA et al., 2020).

Outro fator crucial para maximizar a produgao de E2G, além da escolha do
microrganismo utilizado, € a otimizacao das condi¢cdes de fermentacao a partir de
hidrolisados enzimaticos. Isso inclui o controle rigoroso de parametros como pH,
temperatura, concentragdo de substrato e oxigénio dissolvido. A manutengao do
pH em niveis 6timos, geralmente em torno de 5,0, é essencial para a atividade das
leveduras e para evitar a inibicdo do crescimento microbiano. A temperatura deve
ser cuidadosamente controlada para equilibrar a atividade enzimatica e a

viabilidade das leveduras, sendo comum a utilizagcao de temperaturas entre 30°C e
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35°C. Além disso, a concentracao de substrato deve ser ajustada para evitar efeitos
inibitérios causados por altas concentracbes de acucares ou produtos
intermediarios da fermentacdo. A aeracdo minima € necessaria para manter a
saude das células de levedura, especialmente em processos que envolvem
microrganismos modificados geneticamente para fermentagdo de pentoses
(PARISUTHAM; KIM; LEE, 2014b; LUONG, 1984).

A escolha do microrganismo fermentador € um fator decisivo na eficiéncia
da fermentacéo alcodlica de hidrolisados enzimaticos. S. cerevisiae continua sendo
o microrganismo preferido devido a sua robustez e capacidade de fermentar
eficientemente a glucose. No entanto, esforgos significativos tém sido direcionados
para o desenvolvimento de cepas capazes de metabolizar xilose e outros agucares
de cinco carbonos presentes nos hidrolisados lignocelulésicos. Estratégias de
engenharia genética, como a insergao de genes de transporte e metabolismo de
pentoses, tém sido empregadas para melhorar a capacidade fermentativa dessas
leveduras. Além das modificagbes genéticas, técnicas de evolugdo adaptativa sdo
utilizadas para selecionar cepas com maior tolerancia a inibidores e melhor
desempenho em condi¢cdes industriais. Esses avancos sdo fundamentais para
a viabilizagdo comercial do etanol de segunda geragdao, que depende da
converséo eficiente de todos os agucares presentes na biomassa (GUO; CHANG,;
LEE, 2018).
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5 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo serdo apresentadas todas as metodologias empregadas na
preparagdo, caracterizacdo quimica, pré-tratamento, hidrélise enzimatica e
fermentagdo da biomassa, bem como os respectivos insumos e equipamentos
utilizados. As metodologias para as analises quimicas empregadas estao de
acordo com as normas adotadas pelo NREL (National Renewable Energy
Laboratory), enquanto as metodologias para a hidrolise enzimatica e exploséo a
vapor foram embasadas em estudos ja realizados no Centro de Pesquisa em

Quimica Aplicada da Universidade Federal do Parana.

5.1 PRINCIPAIS ETAPAS DO TRABALHO

As principais etapas deste trabalho estdo ilustradas na Figura 11, sendo
possivel observar a sequéncia dos principais experimentos executados para

concluir os objetivos especificos propostos no item 2.2.

5.2 MATERIAL

A biomassa de cana energia utilizada nesta pesquisa foi fornecida pela
empresa Granbio, localizada em Barra de Sao Miguel, Alagoas, Brasil. Os materiais
utilizados sao da safra 2022/2023. As amostras incluiam uma variedade de cana
energia chamada Vertix 11. Essa biomassa foi gerada através de um processo de
moagem em uma estacdo experimental para a extracdo de sacarose e, apos a
extragdo, foi seca e prensada. Diferentemente do bagaco de cana-de-agucar
convencional, que € um residuo industrial proveniente da moagem de variedades
destinadas a produgdo de acucar e etanol de primeira geragdo e que consiste
majoritariamente no material fibroso do colmo sem a presenca de folhas, palha ou
ponteiros, a biomassa utilizada neste estudo compreende uma fragdo mais ampla
da planta, incluindo o bagago propriamente dito, as palhas e outros residuos
agricolas associados, caracteristica tipica da cana-energia cultivada para
aproveitamento integral em processos de conversao de biomassa.

Para os procedimentos de hidrdlise, foi utilizada a preparacdo enzimatica
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Cellic CTec3 e HTec3 fornecida pela empresa Novonesis (Araucaria, Brasil). No
ensaio de fermentacdo, foi empregada a levedura Celere-2L (Bio-Celere
Agroindustrial, Sao Paulo, SP, Brazil) a partir do meio de cultura. Os principais
reagentes utilizados incluiram acido sulfurico (98%, Tedia), alcool etilico (95%,
Exodo), acido acético (37%, Neon), acetato de soédio (P.A., Neon) e padrdes
cromatograficos (Sigma). Outros reagentes foram adquiridos conforme

especificagao exigida pelos métodos utilizados.

Figura 11 - Principais etapas do projeto proposto para a obtengéo de etanol celulésico a partir da

biomassa de cana energia Vertix 11.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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5.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DA BIOMASSA

5.3.1 Lavagem do material

Para a remocdo e subsequente quantificacdo da sacarose residual nas
biomassas de cana energia, as amostras foram lavadas com agua a 50°C durante 1
h, utilizando um teor de sdélidos de 2% (m-V-'). Apds essa etapa, aliquotas foram
coletadas para a quantificagao da sacarose residual por meio de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC). As amostras e padroes foram injetados em um sistema
cromatografico de ions da Metrohm, modelo 850 Professional, equipado com um
amostrador automatico modelo 919 IC Plus e um detector de amperometria de pulso.

A coluna utilizada foi a CarboPac PA100 da Dionex, com elui¢cao isocratica de NaOH

12 mmol-L-' em fluxo de 0,7 mL- min'. Com esse sistema é possivel quantificar a
glucose, frutose e sacarose.

Vale ressaltar que uma parcela das amostras de cana energia utilizadas neste
estudo n&o passaram pelo processo de lavagem aquosa antes do pré-tratamento,

conforme a Figura 11, para subsequente comparagao com o material lavado.

5.3.2 Determinacao de umidade

A determinacdo do teor de umidade foi baseada no método gravimétrico da
norma NREL/TP-510-4261, empregando uma balanga de secagem por radiagao
infravermelha (Shimadzu, modelo MOC63u) (SLUITER et al., 2008b). As analises
foram realizadas em triplicata e a umidade (TU) foi calculada utilizando a Equacgéo (3),

TU(%) = min_llmf x 100 3)

L

onde m; representa a massa da biomassa antes da secagem (g) e m; € a massa

da biomassa apo6s a secagem (g).
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5.3.3 Determinacéao das cinzas

Para determinar o teor de cinzas, cadinhos de porcelana foram previamente
calcinados em forno mufla a 525 + 25°C por cerca de 4 h. Amostras da biomassa in
natura foram entdo colocadas nesses cadinhos previamente calcinados e submetidas
a uma rampa de aquecimento no forno mufla, conforme descrito na norma NREL/TP-
510-42622 (SLUITER et al., 2008c). As analises foram realizadas em triplicata, e o
percentual de cinzas (C) foi calculado conforme a Equacgao (4),

mz —my

C(%) = x 100 (4)

ms

em que mi1, mz € m3 representam a massa do cadinho vazio, a massa seca da amostra

e a massa do cadinho com as cinzas, respectivamente.
5.3.4 Determinacéo dos extrativos

Para determinar o teor de extrativos, cartuchos de extragcao foram preenchidos
com aproximadamente 5 g de biomassa e submetidos a um processo de extracao
utilizando agua destilada e etanol 95% (vol/vol) em um aparelho Soxhlet, seguindo as
recomendagdes da norma NREL/TP-510-42619 (SLUITER et al., 2008a). Na primeira
etapa de extragao, foram adicionados 190 mL de agua destilada em baldes de 250
mL, juntamente com pérolas de vidro. Os baldes foram aquecidos utilizando mantas
aquecedoras (Fisaton, modelo 52-6), com o aquecimento ajustado para proporcionar
4 ciclos de solvente por hora. Apds a extragdo com agua, as amostras foram secas
com circulacéo de ar a40°C e submetidas a uma nova extracdo utilizando etanol 95%.
Ambas as extracdes foram realizadas até que a coloragdo do solvente coletado no
tubo do extrator Soxhlet desaparecesse completamente, o que levou 10 h para a agua
e 16 h para o etanol 95%. Ao final de cada etapa de extragdo, os solventes foram
recuperados utilizando um evaporador rotativo (IKA, modelo RV10 digital), e o teor de
extrativos (E) foi determinado por gravimetria. A Equacédo (4) detalha o calculo

realizado,

E(%) = Mpf = Mbi x 100 (4)
Mps
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onde myr € a massa do baldo contendo os extratos, mvi € a massa do baldo seco e

mbs € a massa seca da amostra de biomassa utilizada no ensaio.

5.3.5 Determinacgéo de carboidratos e lignina

A composicao quimica da biomassa foi determinada por meio da hidrdlise acida
do material, seguindo a norma NREL/TP-510-42618 descrita por Sluiter et al. (2008d).
Inicialmente, 0,30 g de biomassa moida e livre de extrativos foram pesados em um
tubo de ensaio, ao qual foram adicionados 3,0 mL de &cido sulfdrico a 72% (m/m). Os
tubos de ensaio foram entdo colocados em um banho-maria a 30°C por 1 h, sendo as
amostras maceradas a cada 5 min com um bastao de vidro. Apds 1 h, as amostras
foram transferidas quantitativamente para frascos Schott com a adicdo de 84 mL de
agua deionizada. A hidrélise do material foi finalizada em autoclave por 1 ha 121°Ce
1,1 bar. Os hidrolisados foram filtrados a vacuo em cadinhos de Gooch de porosidade
meédia utilizando papel filtro de fibra de vidro. A frag&o liquida resultante da filtragao foi
transferida e avolumada em baldo volumétrico de 250 mL e reservada para a
quantificacédo de carboidratos e lignina soluvel em acido. Os solidos retidos nos
cadinhos foram abundantemente lavados com agua destilada e secos em estufaa 105
+ 5°C até atingirem massa constante. O teor de lignina insoluvel em acido (LIA) foi

entdo determinado de acordo com a Equacao (5),

LIA(%) = w x 100 (5)

a

em que muia representa a massa da lignina insoluvel em acido, m¢ refere-se a massa
das cinzas presentes na lignina insoluvel em acido, e ma € a massa inicial da amostra.
Para determinar a quantidade de cinzas na lignina, as amostras foram colocadas em
cadinhos de porcelana previamente calcinados. As amostras foram inicialmente
transferidas para o cadinho de porcelana e pesadas, em seguida, foram submetidas
a calcinacao em forno mufla, conforme descrito no item 4.3.3.

A quantificagdo da lignina soluvel em acido (LSA) foi realizada utilizando um
espectrofotdbmetro UV-visivel (Global Analyzer). Aliquotas do hidrolisado foram

diluidas e colocadas em cubetas de quartzo. A leitura dessas solugdes foi feita a um
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comprimento de onda de 240 nm, e a quantificagao foi realizada conforme a Equacgao
6,

A-V-D (6)
a

onde A é a absorbancia a 240 nm, € representa a absortividade da lignina de biomassa

de cana-de-agucar nesse comprimento de onda (25 L- (g - cm)™), V é o volume total
do filtrado, D é a diluicdo, ma € a massa seca inicial da amostra e CP € o comprimento
de caminho da cubeta (1 cm).

A quantificacdo dos carboidratos e dos produtos de desidratacao foi realizada
utilizando técnicas de HPLC. As amostras e padrbes foram injetados em um sistema
cromatografico (Shimadzu, modelo LC20AD) equipado com um amostrador manual,
desgaseificador de fase mével (modelo DGU 14A), forno de aquecimento de coluna
(modelo CTO 10A) e detector de indice de refracdo (modelo RID10A). A coluna
utilizada foi uma Aminex HPX-87H (Bio-Rad, 300 x 7,8 mm), precedida por uma pré-
coluna Phenomenex Carbo-H (8,0 x 3,2 mm) e eluida a 65°C com acido sulfurico 10
mmol - L"'a uma vazéo de 0,6 mL- min-'. A quantificagdo das amostras foi realizada
por padronizagao externa com base em uma curva de calibragao preparada para os
seguintes componentes nas faixas de concentragdo: celobiose (0,05 a 0,5
mg - mL™"), glucose (0,2 a 2,3 mg - mL™"), arabinose (0,05 a 0,5 mg - mL"), xilose (0,15
a1,5mg - mL") e acido acético (0,15a 1,5 mg - mL™").

Para a determinagdo de compostos furanicos empregou-se um cromatografo
Shimadzu LC-10AD, com detecgéo por ultravioleta modelo SPD-10A ajustado em 280
nm, a separacgao realizada em coluna Kinetex C18 (150 x 4,6 mm) tendo como fase

movel metanol a 20% em um fluxo de 0,5 mL- min-'. A curva de calibragéo para o HMF

foi feita na faixa de 3,1 a 24 ug - mL™" e furfural na faixa de 2,7 a 21 ug - mL™".

5.4 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A explosdo a vapor foi conduzida sob condi¢gbes reacionais previamente
otimizadas por Pitarelo et al. (2016). Antes dos ensaios, foram realizadas explosdes
apenas com injecao de vapor (sem amostras) para condicionar o sistema. Os ensaios

ocorreram a 195°C por 7,5 min (fator de severidade de 3,76) em um reator de aco
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inoxidavel com capacidade de 10 L, equipado com sensores para controle de
temperatura e presséo (Figura 12). O reator estava conectado a uma caldeira de
alta pressado, um compressor de ar e um ciclone, utilizado para a descarga do
material. A alimentagc&o do reator foi feita manualmente com aproximadamente 1
kg de biomassa contendo 50% de umidade, o que melhora a transferéncia de calor
e massa durante o pré-tratamento, garantindo uma distribuicdo térmica mais
uniforme e evitando superaquecimento localizado, além de favorecer a conversao
dos polissacarideos sem degradacao excessiva. Apos o carregamento do reator, a
valvula de entrada de vapor foi aberta e o tempo de pré-tratamento foi cronometrado
a partir do momento em que a temperatura desejada foi atingida. Ao final do tempo
de pré-tratamento, a entrada de vapor foi fechada e a valvula inferior foi aberta para
permitir a descompressao do material. O material foi entdo transportado para o
interior de um ciclone e armazenado em um recipiente coletor. Para cada batelada,
duas explosdes foram realizadas apenas com injegado de vapor antes de retirar o
material do recipiente coletor, com o objetivo de garantir a recuperagéo do material

residual.

Figura 12 - Instalagbes do reator de exploséo a vapor no NPDEAS (Nucleo de Pesquisa e

Desenvolvimento de Energia Autossustentavel) da Universidade Federal do Parana.

Fonte: Elaborado plo utor, 025.
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Apos a despressurizacdo, as amostras foram coletadas e submetidas a
etapas de lavagem e centrifugacao. Foram realizadas trés lavagens a temperatura
ambiente com um teor de sdlidos totais de 2% (m- V-') por 1 h, utilizando agitagdo
mecanica. Aliquotas da fragao liquida de todas as lavagens foram armazenadas
para analise cromatografica e quantificacdo de solidos dissolvidos, conforme a
norma NREL/TP-510-42621 (SLUITER et al., 2008b). A fragdo solida recuperada
na ultima centrifugacédo foi armazenada sob vacuo e refrigeragdo para posterior
analise composicional e hidrolise enzimatica. O rendimento massico (Rm) foi
calculado com base na relagao entre as massas recuperadas das fragdes solida e
liquida, conforme descrito na Equacgao (7),

mg+m
=S 100 (7)

m
my

em que mg € massa da fragcao sélida, m; massa da fragao liquida e m; massa inicial
da biomassa.

Apoés a etapa de pré-tratamento, a explosdo a vapor gera hidrolisados com
uma quantidade significativa de oligdmeros, que podem ser identificados na analise
cromatografica com tempos de retencao entre 6,0 e 7,5 min, o que evidencia a
ocorréncia de uma hidrolise parcial das hemiceluloses durante o pré-tratamento
(RAMOS 2003; ALVIRA et al., 2010). Assim, para quantificar esses oligdbmeros, uma
hidrélise quimica é necessaria, sendo entdo possivel calcular a diferenca entre os
agucares monomeéricos presentes antes e apos o tratamento de pds-hidrolise. O
termo "pds-hidrolise" refere-se a uma etapa adicional de hidrdlise aplicada depois
de um processo inicial (neste caso, o pré-tratamento) com o objetivo de converter
compostos maiores (oligossacarideos) em compostos menores
(monossacarideos). Esse calculo envolve subtrair a quantidade de
monossacarideos livres presentes inicialmente (antes da hidrdlise) da quantidade
total apds o processo, permitindo, por meio de uma analise reversa, determinar a
quantidade de oligossacarideos originalmente presentes na amostra.

A quantificagdo de oligossacarideos depois do processo de pds-hidrolise
pode ser feita por meio de calculo utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Inicialmente, as amostras de biomassa sdo submetidas a um pré-
tratamento, como explosao a vapor, e as fragoes soluveis sao analisadas por HPLC

para identificar oligossacarideos e monossacarideos. Apds essa analise inicial, a
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amostra passa por uma pés-hidrélise acida, que converte os oligossacarideos em
monossacarideos. A amostra € novamente analisada por HPLC para gerar um novo
perfil cromatografico, onde os picos de oligossacarideos diminuem ou
desaparecem, enquanto os picos de monossacarideos aumentam.

A diferenga entre a quantidade de monossacarideos antes e apds a
hidrolise reflete a quantidade de oligossacarideos que estavam presentes
inicialmente na amostra. Esse método é eficiente para estimar a concentracao de
oligossacarideos presentes nas fragbes solluveis da biomassa, permitindo uma

analise com base na comparacao dos picos cromatograficos.

5.5 CARACTERIZACAO QUIMICA DAS FRACOES SOLUVEIS E INSOLUVEIS

Para a quantificacdo dos carboidratos presentes na fragdo soluvel,
majoritariamente derivados das hemiceluloses, foi realizada uma reacao de poés-
hidrolise conforme a norma NREL/TP-510-42623 (SLUITER et al., 2008e). A pos-
hidrolise converte oligossacarideos em monossacarideos, permitindo sua
quantificacdo por padronizacdo externa utilizando curvas de calibracao para
compostos como celobiose, glucose, xilose e arabinose. Além dos
monossacarideos, também foram monitorados os produtos de desidratacao,
incluindo HMF, furfural, acido acético, acido férmico e acido levulinico.

A caracterizagao da fragao insoluvel foi realizada conforme descrito na segéo
5.3.5. Esse procedimento permitiu a quantificagdo da recuperagao dos principais
constituintes presentes no material tratado em relagcdo ao material original,

essencial para a realizagcdo do balango massico apos a explosao a vapor.

5.6 HIDROLISE ENZIMATICA

A acessibilidade dos substratos pré-tratados foi avaliada com base em
estudos realizados pelo grupo de pesquisa. Os ensaios foram realizados a 15%
(m-V-") de sdlidos insoluveis em agua utilizando 60 mg de enzima Cellic CTec3 e 6
mg de Cellic HTec por grama de material seco. Foram preparadas quatro amostras
em triplicata a partir da fracao fibrosa (C6) da biomassa de cana-energia Vertix 11

lavada. Em todas as amostras foi utilizada a enzima Cellic CTec3 (celulase),
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enquanto a adigao da fracao liquida hemicelulésica (C5) e da enzima Cellic HTec3
(hemicelulase) variou conforme descrito na Tabela 4. As amostras que continham
apenas a fragcdo C6 foram preparadas em tampéao acetato de sédio 50 mmol-L™,
com pH ajustado para 5,2. J&4 as amostras contendo a fracdo C5 tiveram o pH
corrigido para 5,2 utilizando pérolas de NaOH, a fim de manter as condi¢des 6timas
para a atividade enzimatica. A Tabela 4 apresenta a configuragdo detalhada das

combinacdes de fracbes e enzimas utilizadas no processo de hidrdlise enzimatica.

Tabela 4 — Configuragdo das amostras submetidas a etapa de hidrélise enzimatica.

Amostra Fracbes da biomassa Enzima Cellic CTec3 Enzima Cellic HTec3
CCG‘T/"EC/HTec Fibrosa (C6) + liquida hemicelulésica (C5) Sim Sim
Cérec/HTec Fibrosa (C6) Sim Sim
Cérec Fibrosa (C6) Sim N&o
C6/5 Fibrosa (C6) + liquida hemicelulésica (C5) Sim Nao

CTec

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

As reagdes ocorreram em uma incubadora de agitagdo orbital (Infors,
modelo Ecotron) por 96 h a 50°C e 110 rpm. Para monitorar a liberagdo de
carboidratos hidrossoltuveis no hidrolisado, aliquotas foram coletadas nos tempos
de 2, 4, 6, 24, 48, 72, 96 h, sendo fervidas por 5min e centrifugadas a 8000 rpm,
diluidas e analisadas utilizando o sistema cromatografico mencionado na segao
5.3.5. Os componentes monitorados por padronizacao externa incluiram celobiose,
glucose e xilose. Esses valores foram expressos em relagéo aos polissacarideos de
origem, e os rendimentos de hidrolise foram calculados em relacdo a celulose

presente na biomassa pré-tratada (Equagéo 8).

Ceer - 1,0526 + Cgyc) - 0,9
GlcEq(%) — ( cel yRYaR Glc) % 100 (8)
i

onde Ccel representa a concentragéo de celobiose, Caic € a concentragéo de glucose
e AnGilci € o teor de glucanas determinado no material.
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5.7 FERMENTACAO
5.7.1 Preparagao do meio de cultura

O meio de cultura utilizado para o crescimento da levedura Celere-2L foi
preparado conforme as instrugdes do fornecedor. O meio empregado foi o YPD,
que consiste em 10 g- L', de extrato de levedura, 20 g-L-1, de peptona e 20 g-
L1, deglucose, e foi esterilizado em autoclave por 15 min a 121°C e 1,1 bar.
Apés a esterilizagdo, o meio de cultura foi resfriado e transferido para um frasco
Erlenmeyer de 250 mL, ao qual a levedura foi adicionada. Em seguida, o frasco foi
vedado com tampé&o de algodao e submetido a agitagdo em uma incubadora orbital
(Infors, modelo Ecotron) por 24 h a 32°C e 90 rpm para a multiplicagao da levedura.
Todas as manipulagdes do material utilizado nos ensaios foram realizadas préximo

a uma lamparina para evitar contaminacoes.

5.7.2 Ensaios de fermentacao

Para a fermentagdo, foram utilizados hidrolisados obtidos apods a
sacarificagao na incubadora de agitagao orbital, conforme descrito na seg¢ao 5.6. A
fermentacéao foi realizada em reator (Infors, modelo Multifors), de capacidade total
de 500 mL, sendo empregado nos experimentos aproximadamente 250 mL. A
fermentacao ocorreu em uma temperatura de 32°C e 100 rpm por 24 h. Todos
0s ensaios foram realizados simultaneamente com a fermentacdo de uma solucao
controle de glucose de concentragao equivalente ao hidrolisado a ser fermentado.
Vale destacar que todos os materiais utilizados nesta etapa foram previamente
esterilizados em autoclave. O rendimento das fermentacdes foi calculado conforme

a Equacao (9),

[EtOH] 9)

o) — L 771
Er (%) = tGie1-0,51 < 100

onde E¢ (%) € a eficiéncia de fermentagéo, [Glc;] € a concentragao de glucose inicial,
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[EtOHf] é a concentragdo de etanol final. A quantificagao foi realizada no sistema
cromatografico descrito no item 4.3.4, onde foram monitorados os seguintes
componentes: glucose (0,2 a 2,3 mg- mL-1), etanol (0,3 a 3 mg- mL-"), acido acético

(0,15 a 1, mg- mL-1), &cido férmico (0,05 a 1,5 mg- mL™").

5.7.3 Remocéo de inibidores

O liquido hemicelulésico das biomassas Vertix 11 obtido no pré-tratamento
de explosao a vapor foi submetido ao processo de destilacdo sob pressao reduzida,
com intuito de remover possiveis inibidores volateis, a exemplo de furanicos e acidos
organicos. A destilagao realizada em rota-evaporador modelo IKA, modelo RV10
digital, a uma rotacao de baldo de 60 rpm e temperatura de 75 °C, sob pressao

reduzida por meio de uma bomba de vacuo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 LAVAGEM AQUOSA DA BIOMASSA DE CANA ENERGIA

Antes de iniciar as etapas de caracterizacdo quimica e pré-tratamento, uma
triplicata de amostras de biomassa de cana energia passaram por uma etapa de
lavagem aquosa a 2% (m-V-') de sdlidos insoltveis em agua (WIS, water-insoluble
solids) para remover a quantidade residual de agucares (glucose, frutose e sacarose)
resultante da extracédo do caldo.

As lavagens foram realizadas a 2% (m-v-') WIS para facilitar o processo de
agitacao da hélice no momento da lavagem. No total, foram encontrados 1,17% de
agucares residuais em trés lavagens aquosas realizadas em triplicata, compostos
exclusivamente por glucose e frutose (0,59 e 0,58%, respectivamente). A auséncia
total de sacarose no extrato aquoso pode ser atribuida a sua hidrolise durante o
processo de extragdo. Embora a hidrdlise da sacarose (a-D-glucopiranosil-f-D-
frutofuranosideo) nesse meio seja muito mais lenta do que em condigdes ideais de
temperatura e pH, a labilidade de sua ligagao glicosidica justificaria a sua auséncia no
extrato aquoso da biomassa de cana energia.

O restante da biomassa de cana energia n&o passou pelo processo de lavagem
aquosa antes do pré-tratamento, conforme ilustrado na Figura 11 e descrito na secéo
5.3.1.

6.2 CARACTERIZACAO QUIMICA

A compreensdo da composicdo quimica da biomassa lignocelulésica é
essencial para determinar suas propriedades e adequagao a processos de conversao
como a produc¢ao de etanol celuldsico. A analise composicional das amostras de Vertix
11, antes e apds a etapa de lavagem aquosa, foi realizada e comparada aos dados
obtidos por Maia (2023) para o seu material de referéncia (cana-de-agucar
convencional da variedade RB92579) e, também, para a biomassa de cana energia
da variedade Vertix 11. Maia (2023) foi usada como referéncia por fazer parte dos
trabalhos do grupo de estudos e seguir a mesma linha de pesquisa abordada neste
presente trabalho. Os valores médios obtidos nessa analise estao apresentados na
Tabela 5.

O teor de cinzas e extrativos foi obtido a partir de amostras da biomassa in

natura, enquanto os percentuais de carboidratos e lignina foram quantificados a partir
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do material livre de extrativos. A remogao de extrativos elimina materiais ndo
estruturais que podem interferir na analise quantitativa dos demais componentes
(SLUITER et al., 2008d). Todos os resultados foram calculados em base seca e séo
provenientes de experimentos realizados em triplicata. Nota-se que o somatério
correspondente varia entre 98 e 99%, aproximadamente. Isso ocorre devido a ndo
quantificacdo de alguns compostos presentes na matéria-prima, como acidos
urénicos e proteinas. Além disso, € necessario considerar possiveis imprecisdes na
determinacado de parametros como o teor de umidade. A lavagem aquosa do
material resultou em uma reducao de 54,5% no teor de extraiveis em agua, de 5,5
para 2,5% (Tabela 5). No entanto, em 5,5% de extraiveis em meio aquoso, foram
quantificados apenas 1,5% de acgucares residuais (item 6.1). Portanto, a amostra
contém outros componentes hidrossoluveis, além de sacarose, glucose e frutose,

mas essa diferenga também pode ter decorrido de algum erro experimental.

Tabela 5 - Composigéo quimica da biomassa de cana energia e do bagago cana-de-agucar
convencional antes da exploséo a vapor.

Percentual (%)

Vertix 11

Componentes RB92579" Vertix 112 N&o lavado Lavado
Glucanas 38,5+0,3 40,2 +0,1 41,2+ 0,1 39,7 £0,1
Xilanas 18,0+0,2 17,7 £0,7 20,2+0,2 18,6 £ 0,2
Anidroarabinose em xilanas 1,3+0,3 1,9+0,2 2,7+0,2 3,2+0,2
Grupo acetila 29109 26104 25+0,3 2,302
Lignina insoluvel em acido 16,0 £0,6 20,4 +£1,0 20,6 £ 0,1 23,5+0,1
Lignina soluvel em acido 48+0,7 57+0,7 1,5+0,3 1,9+0,2
Extraiveis totais 8,104 52+05 9,001 8,8 £0,1

Agua 55+0,5 2,6+0,5 55+0,3 2,5+0,1

Etanol 26+0,2 26+0,1 3,6+0,2 6,2+0,5
Cinzas 3,3+£0,1 1,4+0,1 1,0+0,2 0,8+0,2

Total 93,3 95,1 98,7 98,8

'Composigao quimica do bagaco de cana-de-agUcar convencional obtida por (MAIA, 2023).
2Composicao quimica da biomassa de cana energia da variedade Vertix 11 obtida por (MAIA, 2023).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

A escolha de expressar os resultados em glucanas, xilanas e grupo acetila,
em vez de glucose, xilose e acido acético, deve-se a necessidade de representar a

composicao estrutural original da biomassa lignocelulésica. Glucanas e xilanas sao
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polimeros que compdem a celulose e a hemicelulose, respectivamente, e sua
quantificacao reflete a quantidade real desses polissacarideos na biomassa antes da
degradacado. Caso os resultados fossem expressos em glucose e xilose, por
exemplo, isso indicaria apenas os agucares livres presentes apds hidrolise, néao
permitindo uma avaliagdo precisa da estrutura original da biomassa. Assim, a
nomenclatura utilizada permite uma interpretacdo mais fiel da composicdo da

matéria-prima antes dos processos de conversao.

Ao comparar a biomassa lavada com agua de Vertix 11 com a da amostra
controle de cana-de-agucar (variedade RB92579) analisada por Maia (2023),
observa-se que o teor de glucanas nao variou significativamente, com percentuais
registrados de 39,7 e 38,5%, respectivamente. Ja para o material ndo lavado, o teor
de glucanas foi ligeiramente superior (41,2%). As amostras de Vertix 11, lavada ou
nao lavada com agua, apresentaram teores de lignina insoluvel em acido superiores
ao relatado para a variedade RB92579 (23,5%, 20,6 e 16,5%, respectivamente),
sugerindo que colmos de cana energia, para suportar o seu maior porte estrutural,
desenvolveram paredes celulares vegetais mais lignificadas. Os teores de
hemiceluloses, representados pela soma de anidroxilose e anidroarabinose, também
foram ligeiramente maiores para as biomassas de cana energia e isso pode estar
associado ao seu maior teor de lignina, ja que esta apresenta ligagdes covalentes
com hemiceluloses de funcao estrutural. Vale ressaltar que o teor de arabinoxilanas
nas biomassas lavada e n&o lavada de Vertix 11 foi o mesmo, variando apenas a
razao molar entre xilose e arabinose, e isto pode estar associado a problemas de
resolugao cromatografica, ja que esses monossacarideos apresentam tempos de
retengdo bastante proximos na analise por HPLC utilizando resinas catiénicas
fortemente acidas como fase mével. Finalmente, menores teores de lignina soluvel
em agua também podem ser atribuidos ao maior estagio de lignificagao da Vertix 11,
enquanto diferengas no teor de cinzas devem ter sido fruto de variagdes no preparo
da amostra ou em seus parametros agrondmicos, como condigbes de cultivo e

sazonalidade.

A composic¢ao quimica da variedade de cana energia foi entdo comparada com
a obtida por Maia (2023), que utilizou 0 mesmo material genético (Vertix 11), oriundo
da mesma estacao experimental. Os teores de glucanas (majoritariamente celulose),

hemiceluloses (majoritariamente xilanas parcialmente acetiladas e substituidas por
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residuos de arabinose), lignina total (soluvel e insoluvel em &acido) e outros
componentes minoritarios (extrativos e cinzas) foram de 40,2%, 17,7%, 26,1% e 6,6%,
respectivamente (MAIA, 2023). A Tabela 5 apresenta pequenas diferencas em
praticamente todos esses componentes, independentemente da biomassa de Vertix
11 ter sido submetida a lavagem aquosa ou ndo. Szczerbowski et al. (2014) sugeriram
que as variagdes nos dados de analise composicional da biomassa podem ser
explicadas pela forma de apresentacao dos valores ou pelos métodos experimentais
utilizados. Fatores como a extensdo da remocédo de extrativos, a quantificacao
adequada de componentes minoritarios, o comprimento de onda usado para
determinar lignina soluvel em acido, a resolugao da coluna cromatografica empregada
e a aplicagao de fatores de hidrélise para contabilizar perdas devidas a desidratacao
de acucares podem influenciar os resultados obtidos. Além disso, as diferencgas
observadas podem ter sido oriundas de variagdes nas condi¢des de cultivo, do estagio
de maturidade da planta no momento da colheita e em erros experimentais associados
aos procedimentos analiticos envolvidos na determinacdo da composi¢cao quimica de

materiais lignoceluldsicos.

6.3 EXPLOSAO A VAPOR

A explosao a vapor foi conduzida em condigdes operacionais previamente
otimizadas para maximizar a recuperac¢ao de glucanas na fibra e de hemiceluloses
na fragao liquida, conforme descrito por Pitarelo et al. (2016). O pré-tratamento foi
realizado em condi¢des de auto-hidrélise, sem a adicdo de catalisadores exdgenos.
A Figura 13 apresenta os valores médios (triplicatas) das recuperagbes massicas
obtidas apds o pré-tratamento de amostras de Vertix 11 lavadas e nao lavadas com
agua. A comparagao entre amostras lavadas e n&o lavadas antes da explosao a
vapor teve por objetivo verificar se esse procedimento alteraria significativamente
as etapas subsequentes do processo. A ndo lavagem pode impactar tanto a
eficiéncia do pré-tratamento quanto as etapas de hidrolise enzimatica e de
fermentagdo devido a geragao de inibidores no meio de reagdo. Portanto, a
inexisténcia de mudancgas significativas entre o comportamento das amostras
podera demonstrar que a etapa de lavagem aquosa antes do pré-tratamento é
desnecessaria.

As duas amostras de Vertix 11 atingiram um rendimento de recuperagéo



67

global de aproximadamente 87,0% nos experimentos de explosdo a vapor, em
relacdo a massa seca da biomassa. As amostras lavadas apresentaram uma
recuperacgao de 69,6% para a fragao soélida e 16,1% para a fragao liquida. De forma
semelhante, as amostras nao lavadas mostraram uma recuperagao de 71,0% para
a fracdo solida, mantendo os mesmos 16,1% para a fragao liquida. Observa-se
também que houve perda na recuperacdo massica de aproximadamente 14,0%
para as duas amostras. Essa diferencga esta atribuida principalmente a volatilizacao
de compostos durante o pré-tratamento e a limitagdes inerentes ao desenho do
reator, que pode ter acarretado perdas fisicas de processo (SZCZERBOWSKI et al.,
2014; BHATIA et al., 2020). Durante a explosao a vapor, alguns componentes da
biomassa, como acidos organicos e compostos fendlicos, podem ser volatilizados
a altas temperatura e pressao. Além disso, componentes hemiceluldsicos, que sdo
mais termossensiveis, s&o parcialmente desidratados a furfural e
hidroximetilfurfural (HMF), que também podem ser perdidos por volatilizagao. Esses
fatores, somados a eficiéncia do reator, contribuem para a perda observada na
recuperacao total da biomassa apds o pré- tratamento. Pitarelo et al. (2016)
obtiveram, em ensaios de auto-hidrélise de bagaco de cana-de-agucar, uma
recuperagao de 18,0% de fracdo liquida e 79,3% de fragdo sélida. Maia (2023),
realizando ensaios de auto-hidrdlise de biomassas das mesmas variedades de
cana-de-agucar (RB92579) e de cana energia (Vertix 11) utilizadas neste estudo,
observou valores médios de recuperagao de 63,8 e 68,4% de fracdo sélida e de

24,6 e 17,3% de fracao liquida, respectivamente.

Figura 13 - Recuperacao massica das amostras apés pré-tratamento por explosao a vapor.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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6.3.1 Composicao quimica das fracdes solida e liquida apds a explosao a

vapor

As fragdes solidas obtidas apds explosao a vapor foram caracterizadas de
acordo com o procedimento descrito no item 4.5 e os resultados estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Composicéo quimica da fragao sélida da biomassa de cana energia e do bagaco

de cana-de-agucar convencional apos explosao a vapor.

Percentual (%)

Vertix 11
Componentes RB92579" Vertix 112 N&o lavado Lavado
Glucanas 62,2+1,3 61,7+1,3 61,9+0,7 62,5+0,5
Xilanas 40+04 2,8+0,1 52+0,2 3,0+£0,6
Grupo acetila 1,0+£0,1 ald® ald® ald®
Pentoses desidratadas 0,4+0,1 ald® ald® ald®
Lignina total 27,8+15 329+1,2 31,5+0,9 33,8+0,6
Soluvel em acido 3,9+0,7 2,3+0,3 1,8+0,3 1,4+0,5
Insoluvel em acido  23,9+0,7 30,6 £0,7 29,7 £0,7 34,6 0,5
Cinzas 2,101 0,6+0,1 0,6 £0,2 0,5+0,2
Total 97,5 98,0 99,2 99,8

'Composicdo quimica do bagaco de cana-de-agucar convencional obtido por (MAIA, 2023)
2Composicdo quimica da biomassa de cana energia da variedade Vertix 11 obtida por (MAIA,2023).
3Abaixo do nivel de detecgéo.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

A andlise quimica das amostras revelou um aumento nos niveis de
glucanas e lignina em comparag¢ao ao material original (Tabela 5). Esse acréscimo
€ atribuido principalmente a hidrélise das hemiceluloses durante o pré-tratamento.
Adicionalmente, a Tabela 6 evidencia a presenca de compostos furanicos como o
furfural nos hidrolisados acidos das amostras RB92579 e Vertix 11. Esse composto
é formado pela desidratacdo de pentoses, embora sua origem exata seja incerta,
dado que a desidratagcao pode derivar tanto da xilose quanto da arabinose, os
principais agucares presentes nas hemiceluloses (BAZOTI et al., 2017; HUANG et
al., 2011).

A composicao quimica das fracdes liquidas resultantes do pré-tratamento

foi determinada por cromatografia a liquido de alta eficiéncia para monitorar as
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recuperacodes de carboidratos, compostos furanicos e acidos organicos (Figura 14).
No entanto, carboidratos e acidos organicos foram detectados por refratometria
diferencial apos analise por cromatografia de troca ibnica, enquanto compostos
furdnicos foram analisados por cromatografia de fase reversa e monitorados por

espectrometria no ultravioleta no comprimento de onda de 280 nm.

A Figura 14 mostra que a explosao a vapor gerou hidrolisados com uma
quantidade significativa de oligossacarideos, com tempos de retencao entre 7,0 e
8,0 min. Isso confirma a ocorréncia de uma hidrélise parcial das hemiceluloses
durante o pré-tratamento, conforme relatado por outros autores (RAMOS 2003;
ALVIRA et al., 2010).

Figura 14 - Perfil cromatografico de carboidratos (hidrélise parcial) e acidos organicos das fragbes

soluveis em agua obtidas apds pré-tratamento por explosédo a vapor de amostras de cana energia.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Conforme mencionado na sessao 5.4, foi possivel quantificar os oligbmeros
convertidos em monossacarideos. Para isso, os licores de pré-tratamento (fracdes
C5) das primeiras e segundas lavagens das fibras pré-tratadas passaram por uma
etapa de poés-hidrélise utilizando acido sulfurico diluido, seguida de uma nova
analise cromatografica. A Figura 15 apresenta a quantificacdo dos componentes

obtidos apds esse processo de pds-hidrolise.
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Figura 15 - Perfil cromatografico apds analise por HPLC das fragdes soluveis obtidas apos o pré-

tratamento (auto-hidrdélise), apds procedimento de pds-hidrolise.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Observa-se que a hidrélise foi completa para as duas amostras, conforme
evidenciado pela auséncia de oligossacarideos na faixa de tempos de retengao desde
o componente nao retido (acido sulfurico) até a banda de eluicdo da glucose. Houve
um aumento significativo das concentracées de glucose, xilose e arabinose, com
aumento da resolugao entre eles devido a hidrolise de oligossacarideos minoritarios.

O wuso de espectrometria no ultravioleta para analise do perfil
cromatografico de fase reversa das fragdes soluveis em agua, obtidas apds o pré-
tratamento das amostras de cana energia, também revela informagdes importantes
sobre a presenca e a concentracdo de compostos furanicos, que sao produtos
tipicos da degradacao térmica de carboidratos. A Figura 16 compara os perfis
cromatograficos das amostras de Vertix 11 lavadas e ndo lavadas, evidenciando

diferengas pouco significativas entre os dois tratamentos.
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Figura 16 — Perfil cromatografico de compostos furanicos das fragdes sollveis em agua

obtidas apds pré-tratamento por explosao a vapor de amostras de cana energia.

700

f‘ Furfural
600 - — V11 Né&o lavado P 4

500 —V11 Lavado

400

300 - HMF

200

Resposta detector UV 280 nm (mV)

100

D I T T
1 2 3 4 ) 6 7 i

-100

Tempo de retencéo (min)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Os tempos de retencao especificos para HMF e furfural (valores de tr em
torno de 5,5 e 7,0 min na Figura 16) demonstram a ocorréncia de reacdes de
desidratacdo de hexoses e pentoses, respectivamente, o que € esperado nesse
tipo de sistema reacional. A amostra lavada com agua (representada pela linha
azul) apresentou concentracbées de HMF superiores as observadas para as
amostras nao lavadas (linha vermelha), enquanto a presengca de furfural foi
equivalente em ambos os casos.

A resposta do detector UV a 280 nm confirma que ha uma concentracao
elevada de compostos furanicos em ambas as amostras analisadas. A diferenca
nos tempos de retencao pode ser justificada pela inje¢cdo manual das amostras no
HPLC, além da presenga de componentes minoritarios nas amostras que
permanecem mais tempo na coluna e aparecem nas analises subsequentes.

A quantificagao dos oligbmeros, bem como de acido acético, € mostrada na
Tabela 7. Essa quantificacdo diz respeito a mudanga do cromatograma
representado na Figura 14 para a Figura 15. No que diz respeito a glucose, as

amostras nao lavadas apresentaram concentracdes um pouco superiores, tanto na
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fragdo C5 (3,1 g-L-") quanto no material pés-hidrolisado (9,9 g-L™'), em comparagao
com as amostras lavadas (1,9 e 8,9 g-L™", respectivamente). Esse resultado pode
ser atribuido a presenga de oligossacarideos nas amostras nao lavadas que, apos
a poés-hidrolise, liberaram quantidades maiores de glucose. A lavagem aquosa
antes do pré-tratamento, por sua vez, removeu parte dos acucares residuais,

resultando em menores concentragdes de glucose.

Tabela 7 — Concentragéo dos aglcares monomeéricos presentes antes e apés o tratamento de poés-

hidrdlise.
Vertix 11 néo Vertix 11 lavado
lavado
Componentes Fracao C5 Pds-hidrolise Fracao C5 Pds-hidrolise
Glucose (g-L™) 3,104 9,9+0,9 1,9+0,1 8,915
Xilose (g-L™") 13,6 £2,0 33,039 17,0+ 0,6 34,0 £ 3,1
Acido acético (g-L") 50+0,3 8,6+1,6 3,9+0,2 79105

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Em relagéo a xilose, observa-se também uma diferenga minima entre as
amostras lavadas e ndo lavadas na fragao C5, com a amostra lavada apresentando
uma concentragao inicial de 17,0 g-L™!, em comparagdo com 13,6 g-L"' na amostra
nao lavada. No entanto, depois do processo de pds-hidrolise, ambas as amostras
convergiram para concentragdes elevadas de xilose, com valores de 33,0 e 34,0
g-L" para as amostras ndo lavada e lavada com agua antes do pré-tratamento,
respectivamente. Isso demonstra que a hidrdlise dos oligossacarideos foi eficiente,
resultando em uma liberagao significativa de xilose em ambas as condicbes. A
proximidade dos valores apds a hidrélise indica que, independentemente da
lavagem, a conversao dos oligossacarideos em xilose foi eficaz.

Quanto ao acido acético, observa-se um aumento em ambas as amostras
apos a pos-hidrélise. Na amostra ndo lavada, a concentragdo de acido acético
passou de 5,0 para 8,6 g-L! (ndo lavada), enquanto na amostra lavada, o aumento
foi de 3,9 para 7,95 g-L"' (ndo lavada). O aumento ja esperado na concentragdo de
acido acético esta atribuido a hidrolise dos grupamentos acetila presentes nas
hemiceluloses, que sdo convertidos a acido acético, resultando na liberagdo de

monossacarideos e oligossacarideos hidrossoluveis no licor do pré-tratamento.
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Com base nos dados obtidos a partir da analise quantitativa dos produtos de

pos-hidrolise, foi determinada a recuperacdo de massas do processo de pré-

tratamento para os principais componentes da biomassa de cana energia. A Tabela

8 apresenta esses resultados para as fragbes liquida e sdlida, e os valores de

recuperagcédo de glucanas e xilanas estdo nas Figura 17 e 18, respectivamente.

Para todas as amostras, a recuperacao de glucanas (Figura 17) ficou proxima a

100%, indicando que estas ndo sofreram hidrolise acida de forma significativa e

foram majoritariamente recuperadas na fragao sélida. De forma similar, Pitarelo et

al. (2016) e Maia (2023) relataram uma recuperagdo de glucanas préxima ou

superior a 100% em amostras de cana-de-agucar e de cana energia pré-tratadas

sob as mesmas condi¢cdes operacionais.

Tabela 8 - Recuperacdo massica dos componentes presentes nas fragcoes sdlida e liquida apds

pré- tratamento a vapor.

Vertix 11

Componentes

Material ndo lavado

Material lavado com agua

Recuperacéao na fragao solida (%)

Glucanas 96,9+1,0 98,7 +£0,8
Xilanas 13,2+ 0,1 10,8 £ 0,1
Lignina 92,0+1,0 91,8 +0,6
Recuperacéao na fracao liquida (%)

Glucanas 9,6 +0,9 8,8+1,5
Xilanas 68,1 £3,8 79,7 £31
Arabinose 29,8 £0,2 22,3+0,2
Grupos acetila 98,6 +0,7 98,8 +0,5

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

No contexto da recuperagao de xilanas, observa-se que estas se concentram

principalmente na fracdo liquida como resultado das reagdes de hidrélise. As

hemiceluloses, devido a sua maior labilidade frente a acidos em comparagao com as

glucanas (predominantemente celulose), sao transformadas em produtos soluveis em

agua. Essa suscetibilidade a hidrolise acida pode ser atribuida ao baixo grau de

polimerizacdo das hemiceluloses que, por sua natureza amorfa, sdo facilmente
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solvatadas, facilitando a protonagdo do oxigénio glicosidico, especialmente nas
regides de ramificacdo. Adicionalmente, as ligagdes [-(1,4) presentes nas xilanas

demonstram uma maior vulnerabilidade a hidrélise acida em comparagcdo com aquelas
da celulose.

Figura 17 - Recuperagao de glucanas nas fragdes solida e liquida para a exploséo a vapor das

biomassas de cana energia.
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Figura 18 - Recuperagéo de xilanas nas fragbes solida e liquida para a explosdo a vapor das

biomassas de cana energia.
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Conforme mostrado na Figura 18, a recuperacdo de xilanas nas amostras
de Vertix 11 lavadas com agua superou os valores obtidos a partir da amostra néo
lavada. A maior recuperagao de xilanas nas amostras de Vertix 11 lavadas, antes da
etapa de pré-tratamento, em comparagao com as amostras ndo lavadas, pode ser

explicada por fatores associados ao processo de pré-tratamento.

6.4 HIDROLISE ENZIMATICA

As curvas da hidrélise enzimatica a 15% (m-V-') de sdlidos insoliveis em
agua, apresentadas nas Figuras 19, 20 e 21, representam a concentragao do teor
de glucose, a concentracédo do teor de xilose e a soma total desses dois agucares
presentes no material analisado, respectivamente. As hidrolises foram realizadas
até 96 h e, durante esse periodo, ndo houve redugdo na concentracdo de
monossacarideos, indicando que nao ocorreu contaminagao microbiana e que o
sistema foi mantido em condi¢des assépticas adequadas, mesmo sem a adi¢cao de
inibidores de crescimento ao meio. Todas as amostras foram analisadas a partir da
fracado fibrosa da biomassa Vertix 11 (fracdo C6), com adicdo da enzima Cellic
CTec3 (celulase) ao meio reacional, e comparadas as amostras contendo a fragao
liquida hemicelulésica (fracdo C5), na presenga ou auséncia da enzima Cellic
HTec3 (hemicelulase), conforme Tabela 4 deste trabalho.

Considerando os erros experimentais associados a hidrélise enzimatica
realizados a 15% (m-V-") de sélidos insollveis em agua dos materiais pré-tratados,
empregando 60 mg - g-1 de Cellic CTec3 e 6 mg-g-! de Cellic HTec3, observa-se
que houve muito pouca diferenga entre os perfis de hidrélise, independentemente
da adicao da fragdo C5. Os perfis de hidrélise foram ajustados, apresentando suas
respectivas equacgdes e coeficientes de determinacdo (R?) para avaliacdo da
qualidade do ajuste, conforme Tabelas 9 e 10. Os ajustes matematicos nessas
tabelas foram escolhidos por se adequarem melhor aos dados experimentais
obtidos.



Figura 19 - Liberagao de glucose a partir de hidrélise enzimatica da biomassa de Vertix 11
explodida a vapor para experimentos realizados a 15% (m-V-') WIS com 60 mg de Cellic CTec3

mais 6 mg de Cellic HTec por grama de biomassa seca.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Tabela 9 — Ajuste matematico e coeficiente de determinagéo (R?) referentes a liberagéo de

glucose dos hidrolisados enzimaticos.

Amostra Ajuste matematico Coeficiente de determinacéo (R?)
cels y = 9,8563x"474 R? = 0,9793
CTec/HTec ’ ’
Cerec/nrec y = 8,1172x%5%7 R? = 0,9900
Crec y = 7,685x%5054 R? = 0,9912
Cotec Y = 5,934x %5458 R* = 0,9916

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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Figura 20 - Liberagéo de xilose a partir de hidrélise enzimatica da biomassa de Vertix 11

explodida a vapor para experimentos realizados a 15% (m-V-') WIS com 60 mg de Cellic CTec3

mais 6 mg de Cellic HTec por grama de biomassa seca.
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Tabela 10 — Ajuste matematico e coeficiente de determinagao (R?) referentes a liberagéo de

24

48
Tempo (h)
Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

xilose dos hidrolisados enzimaticos.
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CTec/HTec

—o(C

6/5
- CCTec
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Amostra Ajuste matematico Coeficiente de
determinacgéo (R?)
6/5 _ 2 _
CCTeC/HTec y = 4,6943In(x) + 16,452 R 0,924
cls y = 5,08321n(x) + 12,249 R? = 0,9315

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.



Concentracdo de xilose mais glucose (g/L)

78

Figura 21 - Liberagéo de glucose mais xilose a partir de hidrélise enzimatica da biomassa de
Vertix 11 explodida a vapor para experimentos realizados a 15% (m-V-1) WIS com 60 mg de

Cellic CTec3 mais 6 mg de Cellic HTec por grama de biomassa seca.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Apoés 96 h de reacdo, a amostra Vertix 11 contendo a fracdo C5
hemicelulésica, na presenga de ambas as enzimas (Cellic CTec3 e Cellic HTec3),
apresentou a maior concentragdo de glucose, de 88,8 g-L', enquanto a amostra
contendo também a fragcdo C5, mas sem a adicdo da Cellic HTec3, apresentou a
menor concentragdo de glucose entre as amostras analisadas, com 72,1 g-L-'. Ja
as outras duas amostras, sem o reaproveitamento da fracdo C5, obtiveram
concentragdes intermediarias de glucose, com valores de 80,2 g-L-1e 77,8 g-L",
sendo o menor valor correspondente a amostra sem a presenga da enzima Cellic
HTec3 (Figura 19).

Os resultados sugerem que a enzima Cellic HTec3 apresenta maior
eficiéncia catalitica na presenca da fracao C5 hemicelulésica, possivelmente devido
a modulacdo do microambiente enzimatico pelo préprio substrato, favorecendo
interacdes conformacionais ideais para o reconhecimento e catalise. A presencga
dos polimeros hemiceluldsicos pode conferir uma estabilidade estrutural a enzima,
reduzindo efeitos de desnaturacdo e aumentando a acessibilidade ao sitio ativo, o
que facilita a hidrélise das ligagdes glucosidicas e potencializa a liberagao de xilose
no meio reacional.

E importante ressaltar que as hidrélises na presenca da fracdo C5 possuem,
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naturalmente, maiores quantidades de acucares totais disponiveis, considerando a
xilose como o principal monossacarideo presente no licor de pré-tratamento
hemicelulésico. Esse licor contém n&o apenas xilose livre, mas também
oligossacarideos hemicelulésicos passiveis (como a arabinose) de hidrdlise
adicional pela Cellic HTec3, aumentando a disponibilidade de substrato
fermentavel. De acordo com a Tabela 8 deste trabalho, ha uma quantidade
significativa de arabinose disponivel na fragao liquida (C5), o que facilita a liberagéo
desse acucar durante a reagao de hidrolise enzimatica.

Por esse motivo, observou-se a liberagao adicional de xilose nas amostras
que reaproveitaram a fragdo C5. A amostra Vertix 11 contendo o licor
hemiceluldsico, na presenga da Cellic HTec3, apresentou um teor de 40,6 g-L-'de
xilose, enquanto a amostra sem a adicdo da enzima apresentou um teor
ligeiramente inferior, de 37,9 g-L' (Figura 20). Esse resultado reforca a agéo
especifica da Cellic HTec3 na conversao de oligossacarideos hemiceluldsicos
remanescentes, indicando que sua atuacao vai além da hidrélise da hemicelulose
estrutural da biomassa original.

A glucose e a xilose, quando somadas, constituem um substrato de maior
valor fermentativo, potencializando o rendimento de etanol. Essa maior
disponibilidade de agucares é viabilizada pelo reaproveitamento da fracdo C5,
conforme demonstrado nos dados supracitados. Somando os dois
monossacarideos, as amostras contendo licor hemiceluldsico superaram 100 g-L-"
de acucares totais, sendo 110,0 e 128,5 g-L-! para as amostras sem e com a
presenca da enzima Cellic HTec3, respectivamente (Figura 21). Enquanto isso, as
amostras que nado contém o licor de pré-tratamento apresentaram valores
significativamente inferiores, de 77,8 e 80,2 g-L', sem e com a presenca da Cellic
HTec3, respectivamente.

A analise dos dados indica que, apds 96 horas de hidrolise, a amostra
contendo o licor de pré-tratamento e com adicdo da enzima Cellic HTec3 (curva
verde) apresentou uma liberagao total de agucares de 128,5 g-L™, ou seja, um
aumento de 16,8% na liberagdo de agucares em comparagdo com a mesma
amostra, mas sem adigdo da enzima Cellic HTec3. Embora o custo especifico da
Cellic HTec3 nao seja amplamente divulgado e esteja em segredo industrial, sabe-
se que as enzimas representam uma parcela significativa nos custos de producéo

de etanol de segunda geragao (E2G), estimada em aproximadamente 20% do custo
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total. Em termos de massa, a liberacao total de acucares por tonelada de biomassa
processada foi de 1100,0 kg para a amostra contendo a fragédo C5, mas sem adigao
da enzima Cellic HTec3, e 1285,0 kg para a amostra contendo a fragcdo C5 com
adicao da enzima Cellic HTec3, resultando em um incremento absoluto de 185,0
kg de acucares fermentesciveis. Considerando um custo médio de R$ 115,20 para
cada kg de enzima e uma dosagem de 2 kg por tonelada de biomassa, o
investimento adicional em Cellic HTec3 seria de R$ 230,40 por tonelada. Com um
preco médio de R$ 2,88 para cada kg de agucar fermentescivel, a receita adicional
gerada seria de R$ 532,80 por tonelada, levando a um beneficio liquido de R$
302,40 por tonelada de biomassa processada.

Além disso, analisando o impacto no rendimento de etanol, a conversio dos
agucares resultaria na producao teorica de 632,2 kg de etanol por tonelada de
biomassa para a amostra contendo a fragdo C5 com adicdo da enzima Cellic
HTec3, enquanto a amostra sem adi¢ao de Cellic HTec3 resultaria na produgao
tedrica de 541,2 kg de etanol por tonelada, representando um aumento de 91,0 kg
de etanol, ou 16,8%. Com um preco médio de R$ 4,32 para cada kg de etanol, a
receita adicional gerada pela maior producdo de etanol seria de R$ 393,12 por
tonelada. Ao considerar o custo adicional da enzima, o beneficio liquido final se
torna R$ 162,72 por tonelada, indicando que, sob as condi¢cdes analisadas, a adigédo
da Cellic HTec3 pode ser economicamente viavel, especialmente se otimizacdes
adicionais forem implementadas para reduzir custos enzimaticos ou aumentar a
eficiéncia fermentativa.

Esses dados ressaltam a importancia do reaproveitamento da fracado C5 nao
apenas para maximizar o aproveitamento da biomassa lignoceluldsica, mas
também para proporcionar um ambiente enzimatico mais propicio a hidrolise
eficiente da celulose e hemicelulose, resultando em um aumento significativo na
carga fermentescivel disponivel para processos de bioconversdo. Além disso, a
acao sinérgica entre as enzimas Cellic CTec3 e Cellic HTec3 desempenha um
papel crucial na obtencdo de rendimentos elevados de acgucares fermentaveis,
especialmente quando a fragao liquida hemicelulosica esta presente no meio
reacional.

Em estudos similares, Maia (2023) realizou experimentos de hidrélise
enzimatica da biomassa de cana energia Vertix 11 pré-tratada por explosao a vapor

(195°C por 7,5 min) a 15% (m-V-") de sdlidos insollveis em agua, utilizando 60,0 mg
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da enzima Cellic CTec3 (Novozymes) por grama de biomassa. Comparando esses
resultados com os obtidos no presente estudo sob as mesmas condicdes
experimentais e tempo de reagdo, a autora obteve uma concentragdo de glucose
liberada correspondente a 86,5 g-L-!. Nota-se uma similaridade nos valores obtidos
neste estudo em relagcéo aos de Maia (2023), o que pode ser atribuido as mesmas
condi¢cbes operacionais do pré-tratamento por explosdo a vapor e da hidrdlise
enzimatica. Entretanto, no presente estudo, foi considerada a injegdo do licor
hemiceluldsico (fragao liquida C5), reaproveitado na etapa de pré-tratamento, o que
contribuiu para um aumento expressivo na concentracdo de agucares fermentaveis,
superando 100 g-L-".

Neves et al. (2016) estudaram a hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-
agucar pré-tratado por explos&o a vapor (195°C por 7,5 min) a 12% (m-V-") de sdlidos
insoluveis em agua, utilizando 62,5 mg da enzima Cellic CTec2 (Novozymes) por
grama de bagaco (base seca). Os resultados indicaram uma concentragdo de
glucose préxima a 92 g-L", superando os valores obtidos no presente estudo, mas
sem o reaproveitamento da fragcdo C5. Embora a carga enzimatica utilizada tenha
sido ligeiramente inferior, essa diferenga ndo seria suficiente para explicar a
disparidade nos rendimentos observados. Assim, a variacdo provavelmente decorre
da diferenca na concentracdo de solidos, que foi 20% menor nos experimentos
realizados por Neves et al. (2016).

Em um estudo semelhante, Fockink et al. (2018) conduziram ensaios de
hidrolise enzimatica do bagago de cana-de-agucar tratado por explosao a vapor
(195°C por 15 min), utilizando 15% (m-V-') de sdlidos insoltveis em agua e 4,6 mg
da enzima Cellic CTec3 (Novozymes) por grama de bagago, com base no teor de
glucanas presente na amostra. Nessas condigdes, o rendimento de glucose obtido

foi de 86 g-L™', valor semelhante aos apresentados na Figura 18.

6.5 FERMENTAGCAO

Para examinar a capacidade fermentativa dos hidrolisados enzimaticos
gerados a partir dos substratos submetidos ao pré-tratamento, as amostras
hidrolisadas foram submetidas a um processo de fermentacéo de 24 h em um reator

de agitacao orbital (Infors, modelo Multifors) utilizando a levedura (Celere-2L),
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conforme detalhado na secado 5.7.2. Primeiramente, apds o processo de hidrélise
enzimatica, foram realizados ensaios preliminares de fermentacdo para avaliar a
capacidade inibitéria da fragdo C5 reconstiruida a fibora C6. Nesse sentido, as
amostras hidrolisadas contendo a injecao da fragdo C5 foram imediatamente
submetidas ao processo de remocao de inibidores, conforme descrito na se¢ao 5.
7.3, pois na presenga de componentes inibitorios, a fermentacdo nao foi bem-
sucedida mesmo apoés 46 h de reacgao.

A Tabela 11 mostra a fermentacao preliminar dos hidrolisados enzimaticos
de C6 e C5 mais C6 (mosto integral reconstituido do pré-tratamento) pela levedura
Celere-2L. O uso das inje¢cdes da fragdo C5 nao tratadas para reconstituir os
mostos integrais do pré-tratamento resultou em hidrolisados enzimaticos altamente
inibitérios. O consumo de agucares, o teor de etanol e a eficiéncia fermentativa
foram muito baixos em comparagdao com o desempenho da fermentacdo da
corrente de C6.

Tabela 11 - Parametros de fermentag&o para as amostras Vertix 11 CgTec, Cgésec/HTec e

C(Gzéic/HTec* utilizando Celere-2L como o organismo fermentador.
Parametros CgTeC Cgésec/HTec Cgﬁec/HTec*
Glucose inicial (g-L™) 81,6 +0,4 80,2+0,8 77,107
Xilose inicial (g-L™") 75+0,6 33,7+0,3 28,6 +0,2
Etanol teorico (g-L™") 45,4 58,1 53,9
Etanol experimental (g-L™") 33,7+0,3 23+0,1 50,2+0,2
Rendimento de etanol (g-g”')' 0,38 0,02 0,48
Rendimento de etanol (%)? 74,5 3,9 94,1

' E o rendimento fermentativo de etanol das amostras (base de massa).
2 E a eficiéncia fermentativa de etanol das amostras, que é expresso em relacéo ao rendimento de etanol tedrico.
* E a amostra C®/° que passou pelo processo de destoxificagéo por evaporagao.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Dessa forma, devido as suas propriedades quimicas e fisicas, tanto o HMF
como furfural possuem pontos de ebulicdo relativamente baixos, possibilitando
assim a sua remogao por evaporagao. Assim, um rota-evaporador (IKA, modelo RV
10 digital) foi utilizado para remog¢éo dos compostos furanicos nos hidrolisados que

continham a fragdo hemiceluldsica, a fim de eliminar o seu poder inibitério e facilitar
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o processo de fermentacdo. Sequencialmente, as amostras foram analisadas via
HPLC, conforme descrito na secao 5.4, para quantificar a concentragao de furanicos
apos evaporacao. A Tabela 12 apresenta a eficiéncia obtida na remogao desses
compostos, comparando as suas concentracgdes inicial e final. Foram removidos,
em meédia, 72,8% de HMF, e 97,8% de furfural das amostras V11 com

reaproveitamente da fragcado C5.

Tabela 12 — Concentragao de HMF e furfural antes (inicial) e depois (final) do processo de

remocao em rota-evaporador.

Concentragao (g-L ")

Amostra
Inicial Final
HMEFE Furfural HMF Furfural
C6/C5 0,563 +0,016 1,625+ 0,025 0,153 + 0,005 0,036 £+ 0,003

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

De acordo com Taherzadeh et al. (2011), as concentragdes criticas inibitérias
para a fermentag&o por leveduras variam entre 1,0 e 2,5 g-L-' de compostos furanicos
totais. No presente estudo, a soma das concentragdes iniciais de 0,563 g-L-' de HMF
e 1,625 g-L-"de furfural resultou em um total de 2,188 g-L-'de componentes inibitérios.
Os furanos sao os principais responsaveis pela inibicado dos processos fermentativos,
pois inibem enzimas da via glicolitica (por exemplo, enolases e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenases), reduzindo a produgao de ATP e o suprimento de intermediarios para
a fermentagao (WANG et al., 2023). Além disso, a conversao de furfural em alcool
furfurilico € comprometida quando o furfural esta presente em altas concentracdes (LI
et al.,, 2019). Por outro lado, o acido acético e os compostos fendlicos inibem o
crescimento celular e a taxa de fermentacdo, desestabilizando a membrana celular e
diminuindo o pH intracelular (ALMEIDA et al., 2023).

Apos andlise da reducédo das concentracdes de furanicos nos hidrolisados,
ficando abaixo do limite critico de inibi¢ao, foi possivel repetir o processo fermentativo
das amostras apresentadas na Secdo 6.4, mantendo as mesmas condi¢coes
operacionais. A Tabela 13 apresenta a concentragao inicial de glucose e xilose, a
concentracao final de etanol, a producao tedrica de etanol e o rendimento fermentativo

alcancado. Os resultados apresentados foram obtidos a partir de experimentos



realizados em duplicata.
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Tabela 13 - Parametros de fermentagao para as amostras hidrolisadas Vertix 11 utilizando

Celere-2L como o organismo fermentador.

Parametros CoTec/utec  Clrec crs ces JHTec
Glucose inicial (g-L™") 68,8+0,5 68,004 545+03 634+04
Xilose inicial (g-L™") 53+0,6 29+0,5 31,8+04 31,9+05
Etanol tedrico (g-L™") 37,8 36,2 44,0 48,6
Etanol experimental (g-L") 31,0+03 31,8+0,3 430+06 475+04
Rendimento de etanol (g-g™")’ 0,45 0,42 0,50 0,50
Rendimento de etanol (%)? 82,03 87,94 97,70 97,73

' Rendimento fermentativo de etanol das amostras (base de massa).

2 Eficiencia fermentativa de etanol das amostras, que é expresso em relagéo ao rendimento de etanol tedrico.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Na Tabela 13, observa-se que o potencial fermentativo das amostras
apresentou algumas variagcdes. Nota-se que, nas amostras contendo a fragao C5

reaproveitada, o rendimento de etanol atingiu 97,70% e 97,73%
6/5 6/5
CCTec e CCTec/HTec’

para
respectivamente. Por outro lado, nas amostras contendo apenas

foram 87,94% e 82,03%

Cérec € chEC/HTeC, respectivamente. Isso representa uma reducdo de 11,1% e

a fracdo fibrosa, os rendimentos para
15,5% no rendimento de etanol, em comparagdo com as amostras que receberam
a adicao do licor do pré-tratamento, mesmo sob as mesmas condi¢des operacionais
e utilizando o mesmo coquetel enzimatico.

Esse fator pode ser justificado pela maior concentragao inicial de glucose e
xilose presente nas amostras contendo o licor de pré-tratamento, que séao
superiores aos das amostras sem adi¢ao do licor. Essa diferenga na concentragao
inicial de glucose e xilose aumentou a producéo e o rendimento de etanol a partir
dos hidrolisados das amostras com adi¢cao de C5, uma vez que a levedura Celere-
2L fermenta tanto pentoses quanto hexoses. Nas amostras contendo a fragéo

liquida C5, houve uma diminuigao significativa na concentragédo de glucose inicial,
com valores de 54,5 g-L" (Cg,/ric) e 63,4 g-L" (Cgé‘zc/mec), contudo a concentragao

total de glucose mais xilose no meio apresentou 86,3 g-L" e 95,3 g-L"" para essas
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mesmas amostras, respectivamente. Comisso, o rendimento fermentativo aumenta,
atingindo melhores condi¢des para viabilizar o reaproveitamento da fragao
hemicelulésica juntamente ao mosto integral da biomassa pré-tratada, aumentando
a recuperagao de etanol do mosto fermentado via destilagao.

Com base na linha de rendimento de etanol (%), € possivel estimar a
quantidade de etanol produzido a partir de 1 kg de biomassa em cada condigéo
experimental. O rendimento fermentativo indica a eficiéncia da conversao dos
acgucares presentes no meio em etanol. Considerando um rendimento tedrico de
100%, o experimento CgfeC/HTec apresentou o maior aproveitamento, atingindo

97,73%, seguido pela condigéo Cgéic, com 97,70%, o que indica que essas

condigdes foram mais eficazes na conversdao dos acucares fermentaveis
disponiveis. Ja o experimento C&..obteve um rendimento de 87,94%, enquanto o
CETEC/HTEC teve o menor desempenho relativo, com 82,03%. Assim, ao partir de 1

kg de biomassa e assumindo uma conversao proporcional, os experimentos de
maior rendimento resultariam em uma produgdo proxima ao maximo teorico
esperado, enquanto os de menor rendimento indicam que ha perdas no processo,
possivelmente devido a limitagdes no metabolismo da levedura Celere-2L. Isso
reforca que a escolha da condigdo fermentativa influencia diretamente na
quantidade final de etanol obtida.

Durante os ensaios de fermentagéo, o consumo de glucose se estabilizou em
24 h de incubacgao. Nesse periodo, as concentragdes de etanol atingiram 31,0 g-L°
" (Coree/ntec): 31,8 9L (Cérec). 44,0 gL (CL.) € 47,5 gL (CEhae jtrrec) PAFA OS
hidrolisados. Observa-se que as amostras que reaproveitaram a fragdao C5
apresentaram maior eficiéncia fermentativa em comparagdo com aquelas que
utilizaram apenas a fracao fibrosa. Esse efeito é evidenciado pelas concentragdes

L , e 6/5 6/5 g
finais de etanol superiores a 40 g-L™ nas amostras Ccr,. € Cerec/nrec: iNdicando um

melhor aproveitamento dos acgucares fermentaveis. Esse desempenho foi
alcangado devido a etapa adicional de evaporagao da fragao liquida hemiceluldsica,
a qual permitiu a remocao de compostos inibitérios como furfural e HMF. Embora
essa estratégia tenha resultado em concentragdes de etanol superiores a 40g-L™",
contribuindo para a viabilidade econémica do processo, a necessidade de uma

etapa extra de evaporagéo implica em custo adicional que deve ser considerado na
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analise do processo em escala industrial.

Segundo Dimos et al. (2019), para que a recuperagao de etanol a partir de
hidrolisados fermentados seja economicamente viavel, sua concentracao final deve
ser igual ou superior a 40 g-L'. Assim, os resultados obtidos neste estudo
demonstram que o reaproveitamento da fragdo C5 foi uma estratégia eficaz, pois
permitiu alcancar concentragcdes de etanol acima do limite minimo estabelecido
para viabilidade econémica.

Na Tabela 13, a adicdo da enzima Cellic HTec3 na hidrélise das amostras

contendo a fragao C5 resultou em um aumento na produgao de etanol, atingindo

6/5
CTec/HTec’

6/5

47,5 g-L™" para a amostra C contra 43,0 g-L™" para a amostra C.t.., que

nao recebeu a adicdo da enzima. Esse aumento de 4,5 g-L™" representa uma
melhora de aproximadamente 10,5% na concentragao final de etanol.

A analise da viabilidade econbémica desse incremento deve levar em
consideragao tanto o valor do etanol gerado quanto o custo adicional da enzima
utilizada. Considerando que a densidade do etanol € 0,789 g-mL™", o volume
adicional de etanol produzido equivale a aproximadamente 5,7 mL de etanol por
litro de fermentado. Com um preco médio do etanol estimado em R$3,50 por litro,
a receita adicional gerada por esse aumento seria de R$19,96 por 1000 litros de
fermentado.

Entretanto, esse ganho deve ser comparado ao custo do uso do Cellic
HTec3. Assumindo um consumo médio de 2 g-L™" da enzima e um custo estimado
de R$115,20 para cada kg de enzima, o impacto financeiro da adigdo do Cellic
HTec3 seria de R$0,24 por litro de fermentado. Ao subtrair esse valor da receita
extra obtida com a maior produgao de etanol, observa-se que a margem liquida de
viabilidade econémica do uso da enzima é de aproximadamente R$19,72 por 1000
litros de fermentado, o que demonstra um retorno financeiro positivo.

Além da questao econdmica direta, a maior concentragao de etanol final nas
amostras contendo Cellic HTec3 pode beneficiar o processo industrial de
destilagcdo, reduzindo o consumo energético por litro de etanol recuperado. De
acordo com Dimos et al. (2019), concentragdes superiores a 40 g-L™" s&do um critério
importante para viabilizar economicamente a recuperacao de etanol a partir de
hidrolisados fermentados. Nesse contexto, ambas as amostras contendo a fragao

C5 ja atendem a esse requisito, mas a maior produgéo na condicado com Cellic
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HTec3 pode tornar o processo ainda mais eficiente.

Portanto, a adigdo de Cellic HTec3 na hidrdlise da fragdo C5 demonstrou um
impacto positivo na producao de etanol e, com base na relacdo custo-beneficio
calculada, representa ser uma estratégia economicamente viavel para otimizar o
rendimento fermentativo. Contudo, a decisao final sobre a implementagao desse
método deve considerar a escala industrial, o custo real das enzimas no mercado
e possiveis ganhos adicionais em eficiéncia energética e operacionais na destilaria.

Em estudos similares, Maia (2023) realizou ensaios de fermentagédo em
biorreator com volume util de 300 mL, a 30°C e 100 rpm por 24 h, utilizando a
levedura S. cerevisiae. O rendimento de etanol atingido pela pesquisadora foi de
83,0% para amostras de biomassa Vertix 11, sem o reaproveitamento da fracao
liquida hemicelulésica, com concentragdo inicial de glucose de 80 g-L™.
Comparando estes resultados aos obtidos neste estudo, essa diferenca pode estar
atribuida a utilizagcdo de diferentes organismos fermentesciveis entre as duas
pesquisas, na qual Maia (2023) utilizou S. cerevisiae, que fermenta apenas
hexoses, como a glucose, enquanto neste estudo foi utilizada a levedura Celere-
2L, que fermenta tanto hexoses quanto pentoses. Isso da a Celere-2L uma
vantagem com o reaproveitamento da fragdo C5, permitindo maior rendimento de
etanol ao se aproveitar ambos os tipos de agucares, resultando em uma maior
preferéncia do organismo em fermentar pentoses, principalmente a xilose, que se
apresenta em maiores concentragdes nas amostras com adicdao de C5, por
exemplo.

Neves et al. (2016) utilizaram bagago de cana-de-agucar pré-tratado por
explosao a vapor sob condi¢ées similares (195°C por 7,5 min) e, apés fermentacao,
alcangaram um rendimento de 85,5% (25,2 g-L' de etanol) a partir de um
hidrolisado contendo 57,8 g-L-' de glucose. Em estudo similar, Da Silva et al. (2016)
avaliaram a fermentabilidade do bagaco de cana-de-agucar tratado por exploséo a
vapor seguido de extracdo alcalina. A maior eficiéncia fermentativa, de 91,4%, foi
obtida com a amostra lavada com alcali, enquanto o material tratado, somente por
explosdo a vapor e sem lavagens, resultou em 25,6 g-L"' de etanol, com um
rendimento de 87,1%.

Dionisio et al. (2021) conduziram um estudo sobre a producdo de etanol
celulésico a partir de bagago de cana-de-agucar apos pré-tratamento com acido

sulfurico diluido. O hidrolisado enzimatico do material lavado com agua (fragéo C6)
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foi fermentado utilizando S. cerevisiae CAT-1 em um processo descontinuo com
reciclagem de células, resultando em uma conversdo maxima de 80% e uma
concentragéo de etanol de 50,1 g-L™', partindo de um hidrolisado contendo 123,8
g-L-"de glucose.

Saini e Hemansi (2023) exploraram a sacarificagao e fermentagao do bagago
de cana-de-acucar utilizando um pré-tratamento quimico sequencial com 3% de
H,SO, e 5% de NaOH. A levedura utilizada foi uma cepa modificada de
Kluyveromyces marxianus, adaptada para tolerar altas concentragdes de inibidores.
Nos experimentos de fermentagcdo em separado (SHF), a concentragdo maxima de

etanol obtida foi de 55 g-L™', com uma eficiéncia de 87%.

7 BALANGO MASSICO

Com base nos percentuais de recuperagdo massica do pré-tratamento e na
eficiéncia das etapas de hidrolise enzimatica e fermentacéo, foi elaborado um balanco
massico da produgao de etanol utilizando as amostras Vertix 11. A Figura 22 mostra,
de maneira simplificada, a quantidade de etanol gerada a partir de 100 g de biomassa
submetida ao pré-tratamento a vapor.

Figura 22 — Producéao de E2G a partir do pré-tratamento a vapor, hidrélise

enzimatica e fermentacao das amostras Vertix 11.

100 g (teor de agua de 50%)
50 g de biomassa seca

Fracoes
massicas (m/m)
Fragoes Glucana 39,7g Fragoes
massicas (m/m) Xilanas 21,8g massicas (m/m)

Glucose 3,58 Grupo acetil 2,3 g Glucose 39,2g
Xilose 17,4 g Lignina 25,4 g Vapor saturado Xilose 2,4g
Arabinose 0,7g QOutros 9,6g l Lignina 23,3 g
Acido acético 2,3g ] Cinzas 0,6g
o o x Exploséo a vapor = P
Fracgao liquida _ ey . Fracao solida
Sélidos totais | T=195°C;t=7,5min | Sélidos totais
9gde50g 34,5gde 50g
2
Hidrélise enzimatica Cellic HTec3 Cellic CTec3 Hidrélise enzimatica
T=50°C;t=96h emg-g 1 60mg-gf1 > T=50°C;t=96h
Celere-2L
Fermentacao

T=32°C;t=24h

I

Etanol tedrico gerado a partir de glucose: 19,6 g
Etanol tedrico gerado a partir de xilose: 9,0 g

Etanol tedrico total produzido: 28,6 g

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.



&9

Ao examinar os dados apresentados na Figura 22, observa-se que a produgao
de etanol a partir da biomassa de cana energia Vertix 11 atingiu aproximadamente
28,6 g. Esse valor equivale a uma produgao de 286 kg ou 362,5 litros de etanol por
tonelada de biomassa seca. Conforme informagdes da GranBio (2025), a
produtividade média de fibra da Vertix 11 no primeiro corte é de 36,7 t-ha', enquanto
a cana-de-agucar convencional apresenta uma produtividade inferior, em torno de
15,6 t-ha’. Com essa produtividade, a Vertix 11 é capaz de gerar 13.304 L-ha' de
etanol oriundo da fragcdo C6 mais C5 (hexoses e pentoses), em comparagao com
5.655 L-ha™' do cultivar de cana-de-agucar convencional.

A principal vantagem da cana energia em relagao a cana-de-agucar tradicional
reside na sua maior capacidade de gerar biomassa por unidade de area cultivada. Os
resultados obtidos indicam que a variedade Vertix 11 se destaca como uma alternativa
promissora para a produgao de etanol, uma vez que apresenta uma alta taxa de
recuperagdo de massa apos a explosao a vapor, boa converséo durante a hidrdlise
enzimatica e elevada produtividade agricola. Além disso, seus teores de agucares
redutores totais e de fibras na biomassa séo consideravelmente altos, tornando-a uma
excelente opgao para a produgao integrada de etanol de primeira e segunda geragao.

Outro aspecto relevante da Vertix 11 é sua capacidade de manter uma
produtividade elevada apds o primeiro corte. Estima-se que, no terceiro corte da cana
energia, seja possivel obter cerca de 6668 L-ha™' de etanol, enquanto a cana-de-
agucar convencional, devido a queda na produgao de bagaco, teria um rendimento de
apenas 1.193 L-ha™'. Considerando uma eficiéncia de 90% no processo de primeira
geragdo, a Vertix 11 poderia produzir aproximadamente 7.887 L-ha' de etanol,
enquanto a cana-de-agUcar convencional alcancgaria cerca de 8.283 L-ha'. No
entanto, ao considerar a producéo de etanol a partir das rotas de primeira e segunda
geragéo, os rendimentos integrados atingiriam 10.513 e 15.180 L-ha™' para a cana-de-
acgucar convencional e Vertix 11, respectivamente. Esse alto potencial produtivo da
Vertix 11 é resultado, entre outros fatores, do aproveitamento da fracdo hemiceluldsica
(fragdo C5) no processo de hidrélise enzimatica e fermentagao alcodlica.

A adicdo do licor do pré-tratamento permitiu a obtencdo de concentragdes
elevadas de etanol, superiores ao minimo necessario para viabilizacdo econdmica do
processo. Os achados deste estudo sao relevantes no contexto da literatura cientifica,
visto que ainda ha pouca informacédo sobre o reaproveitamento da fracdo C5 e a

utilizacdo da levedura geneticamente modificada Celere-2L para fermentagao
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simultdnea de pentoses e hexoses.

Pesquisas anteriores apresentaram resultados comparaveis. Dionisio et al.
(2021) reportaram uma producgao de 197,9 kg de etanol por tonelada de bagaco seco,
utilizando pré-tratamento com acido sulfurico diluido e co-fermentagao de pentoses e
hexoses. Desse total, a fermentacdo das hexoses contribuiu com 99,1 kg de etanol.
O processo incluiu uma hidrélise enzimatica de 72 horas, empregando 10 FPU de
enzima por grama de material seco.

Por outro lado, Maia (2023) relatou um rendimento de 156,8 kg de etanol por
tonelada de biomassa seca da Vertix 11, sem considerar o reaproveitamento do licor
do pré-tratamento por explosdo a vapor (195°C por 7,5 minutos). A hidrélise
enzimatica foi realizada com 15% de sodlidos insoluveis em agua e uma carga
enzimatica de 60 mg de Cellic CTec3 por grama de substrato, com tempo de reagao
de 96 horas. As condigbes de fermentagao foram semelhantes as aplicadas neste

estudo.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos para a composi¢cao quimica das amostras de cana
energia ndo mostraram diferencas em comparagdo as amostras da literatura,
particularmente nos teores de carboidratos como glucanas e hemiceluloses. Em
relacdo aos teores de lignina, as amostras Vertix 11 lavadas e nao lavadas
apresentaram uma diferengca pouco significativa entre ambas, com 3,1 pontos
percentuais acima da média para o Vertix 11 que passou pela etapa de lavagem
aquosa antes do pré-tratamento.

O processo de explosao a vapor demonstrou ser eficaz no fracionamento
dos trés principais componentes macromoleculares das amostras de cana energia,
promovendo a solubilizacdo da fracdo hemicelulésica e uma alta recuperagao de
glucanas na frac&o solida fibrosa. Nesse contexto, as amostras Vertix 11 que nao
passaram pelo processo de lavagem aquosa antes do pré-tratamento se
destacaram com poucas diferengas estatisticamente significativas em termos de
recuperacado massica quando comparadas as amostras lavadas. No entanto, é
importante considerar a possibilidade de perdas fisicas durante o processo, ja que
ele foi realizado em um reator de batelada.

Nos ensaios realizados com a 15% (m-V-1) de sdlidos insollveis em agua,
as amostras Vertix 11 apresentaram valores de hidrdolise compativeis com os dados
disponiveis na literatura. Nas condicbes experimentais adotadas, todas as
amostras Vertix 11 analisadas neste estudo alcangaram concentragdes de glucose
superiores a 72 g-L™'. Destaque-se que as amostras Vertix 11 com adi¢cao da fragao
hemiceluldsica (C5) atingiram, além das concentragdes de glucose, concentracdes
de xilose superiores a 37 g-L™".

Os titulos de etanol obtidos a partir dos ensaios de fermentagao foram
determinados para analisar a acdo enzimatica das duas enzimas e ao meio recional
com ou sem injecdo do licor hemiceluldsico, oriundos de cada configuragédo. Para
as amostras que reaproveitaram a fragao C5, estas apresentaram maior eficiéncia
fermentativa em comparacdo com aquelas que utilizaram apenas a fragao fibrosa.
Esse efeito é evidenciado pelas concentragdes finais de etanol superiores a 40 g-L-

1 6/5 6/5 T .
nas amostras Cerec © Cepee/mrec: iNdicando um melhor aproveitamento dos

acucares fermentaveis.
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Ademais, a utilizagdo da fragédo liquida hemiceluldsica exigiu uma etapa
adicional antes da fermentacado, que foi o processo de evaporagao parcial para
reducao da concentracao de inibidores. A etapa reduziu de forma significativa a
quantidade de compostos furanicos nesses hidrolisados e adequou-se de forma
eficaz a produgao de etanol celulésico, uma vez que os rendimentos de etanol (%)
foram superiores quando comparados aos hidrolisados de cana energia sem a
presenca da fracdo C5. Assim, os resultados obtidos neste estudo demonstram que
o reaproveitamento da fracdo C5 foi uma estratégia eficaz, pois permitiu alcangar
concentragbes de etanol acima do limite minimo estabelecido para tornar o

processo, de fato, viavel economicamente.

8.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos neste estudo, algumas perspectivas de
continuidade podem ser consideradas para aprofundamento da investigagao sobre a
producao de etanol de segunda geracao (E2G) a partir da cana-energia Vertix 11.

A otimizagdo do pré-tratamento a vapor, com variagdes controladas de
temperatura, tempo de residéncia e severidade, podera proporcionar uma melhor
eficiéncia no fracionamento da biomassa e aumentar a recuperacdo de acucares
fermentesciveis, alinhando-se as tendéncias de intensificacdo de processos. Além
disso, a aplicagao de técnicas alternativas de detoxificagdo da fragcado hemicelulésica,
como o uso de carvao ativado, resinas de troca ibnica ou técnicas de separagao por
membranas, representa uma oportunidade para reduzir ainda mais a concentragao de
compostos inibidores, favorecendo o desempenho fermentativo.

A avaliacao da escalabilidade do processo em sistemas de operacao continua
ou semi-continua também se configura como uma etapa essencial para a validagao
industrial da estratégia proposta, permitindo a analise da robustez operacional em
condigbes mais proximas da realidade comercial. A utilizacdo de coquetéis
enzimaticos otimizados ou microrganismos geneticamente modificados, capazes de
metabolizar simultaneamente hexoses e pentoses, representa uma abordagem
promissora para maximizar o aproveitamento dos agucares presentes na biomassa.

Ademais, torna-se fundamental, em estudos futuros, a caracterizagao completa
da atividade enzimatica dos coquetéis utilizados, a fim de correlacionar diretamente a

eficiéncia da hidrélise com o rendimento fermentativo. Avaliacbes mais precisas da via
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metabdlica empregada pelos microrganismos, bem como o monitoramento rigoroso
da quantidade de in6culo adicionada nos ensaios, sao igualmente relevantes, pois
impactam diretamente na dinamica de consumo de agucares e na produtividade de
etanol. Sugere-se, ainda, a realizagao de analises de agucares redutores (por método
de DNS) e de agucares totais ao longo do processo, possibilitando uma compreensao
mais aprofundada das taxas de hidrdlise e fermentacéo. Ressalta-se que, no presente
trabalho, a atividade enzimatica dos complexos utilizados e a concentragao de inéculo
empregada ndo foram determinadas, o que limita a correlagdo direta entre as
condigbes experimentais e os rendimentos observados, reforgcando a importancia
desses parametros para o aprimoramento de futuros estudos.

Por fim, recomenda-se a realizacdo de estudos de analise econbmica e de
avaliacao de ciclo de vida (LCA) para o processo integrado com reaproveitamento da
fracdo C5, a fim de consolidar a viabilidade técnico-econdmica e ambiental da
tecnologia, contribuindo para a competitividade do E2G frente a combustiveis fosseis

e biocombustiveis convencionais.
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