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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O estudo de estratégias para agregar valor aos materiais lignocelulésicos € uma
necessidade global. A biomassa lignoceluldsica contém acglcares e componentes
aromaticos em sua parede celular que sao de interesse industrial. Neste estudo foram
empregadas etapas de tratamento para o fracionamento dos constituintes da
biomassa lignoceluldésica seguida da valorizacdo da fracdo hemicelulosica para
producdo de lipidios microbianos e a celulose-lignina para desenvolvimento de
biocompadsitos livre de formaldeido. Este trabalho inova ao destacar o potencial da
biomassa para alcancar alguns dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS),
a saber, Acdo Climética (ODS 13), Industria, Inovacéo e Infraestrutura (ODS 9) e
Consumo e Producéo Sustentaveis (ODS 12).

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The study of strategies to add value to lignocellulosic components is a global necessity.
Lignocellulosic biomass contains sugars and aromatic components of interest in its cell
wall that are of industrial interest. In this study, treatment steps were employed for the
fractionation of the lignocellulosic constituents followed by the valorization of the
hemicellulosic fraction for the microbial lipid production and development of cellulose-
lignin biocomposites formaldehyde free. This work is innovative in highlighting the
potential of biomass to achieve some of the Sustainable Development Goals (SDGSs),
namely Climate Action (SDG 13), Industry, Innovation, and Infrastructure (SDG 9), and

Responsible Consumption and Production (SDG 12).
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RESUMO

A biomassa lignoceluldsica € uma matéria-prima promissora para rotas biologicas de
produgéo, permitindo a obtencdo de bioprodutos de alto valor agregado e
impulsionando a bioeconomia. Neste contexto, a integracdo de processos em
biorrefinarias € essencial para o aproveitamento eficiente dos diferentes componentes
da biomassa. Este trabalho prop&e dois cenarios de valorizacédo da biomassa de cana-
de-acucar: (i) a fermentacdo dos acuUcares hemicelulésicos por Rhodosporidium
toruloides para a producdo de biolipidios e (ii) a fabricacdo de biocompositos
empregando celulose-lignina. Etapas de tratamentos quimicos com acido diluido
(H2S04) e alcalino (NaOH) para fracionamento da biomassa foram empregadas. Na
primeira etapa, trés cepas de R. toruloides, isoladas do bioma brasileiro, foram
submetidas a um protocolo de adaptacédo visando aumentar a tolerancia a compostos
inibitérios gerados no pré-tratamento da biomassa. Esta é a primeira vez que essas
cepas foram avaliadas quanto a acumulacao lipidica e a tolerancia ao hidrolisado
hemiceluldsico. A producéo de 6leo microbiano e o crescimento das leveduras foram
comparados entre cepas adaptadas e ndo adaptadas, revelando que a adaptacao
aumentou a tolerdncia a compostos toéxicos, especialmente acido acético e lignina
soluvel em acido. Como resultado, a acumulacéo lipidica nas cepas adaptadas foi
aprimorada em 1,69, 2,51 e 2,84 vezes para R. toruloides 2781, 2882 e 2896,
respectivamente. A cepa R. toruloides 2896 demonstrou o melhor desempenho,
alcancando uma produtividade de 16,6 £ 0,63 mg. L™.h™. Na segunda etapa,
biocompdsitos foram produzidos explorando a capacidade de auto-ligacdo dos
componentes da biomassa. Foram avaliados os efeitos da temperatura (160, 180 e
200 °C) e da presséao de prensagem (8, 24 e 40 MPa) nas propriedades mecanicas
dos materiais. A condi¢cdo 6tima (180 °C, 40 MPa, 20 min) resultou em biocompdsitos
com resisténcia a flexao de 30,21 MPa. Além disso, a lignina recuperada do licor negro
gerado na producdo da polpa celulésica foi testada como adesivo natural para
aprimorar as propriedades fisicas e mecéanicas dos biocompadsitos. Foram utilizadas
proporcdes de 10, 15 e 20% de lignina combinadas a polpa celulésica. A incorporacao
de até 15% de lignina melhorou as propriedades mecanicas, sendo que a maior
resisténcia a flexao (56,06 MPa) e o maior médulo de flexao (1,42 GPa) foram obtidos
com 15% de lignina. Além disso, a presenca de lignina conferiu maior hidrofobicidade
aos biocompdésitos, aumentando o angulo de contato da agua de 58,90° (sem lignina)
para 91,48°, o que pode estar associado a formacdo de uma camada superficial
hidrofébica que reduziu a infiltracdo de agua. Esta pesquisa explora a producdo de
dois bioprodutos a partir dos residuos da cana-de-acucar, valorizando diferentes
fracOes da biomassa lignoceluldsica. Os biolipidios produzidos consistem em matéria-
prima potencial para producgéo de biocombustiveis, enquanto os biocompdsitos podem
ser utilizados em aplicagbes em ambientes secos, como decoragdo de interiores e
produtos manufaturados, incluindo méveis de pequeno porte, como armarios, além de
painéis e revestimentos. A integracao dessas estratégias em biorrefinarias amplia as
possibilidades de aproveitamento da biomassa, promovendo cadeias produtivas mais
sustentaveis e alinhadas aos principios da economia circular.

Palavras-chave: leveduras oleaginosas; biomassa lignoceluldsica; bioadesivos;
biocompadsitos; economia circular.



ABSTRACT

Lignocellulosic biomass is a promising feedstock for biological production pathways,
enabling the generation of high value bioproducts and driving the bioeconomy. In this
context, process integration in biorefineries is essential for efficiently utilizing the
different biomass components. This study proposes two valorization strategies for
sugarcane biomass: (i) the fermentation of hemicellulosic sugars by Rhodosporidium
toruloides for biolipid production and (ii) the fabrication of cellulose-lignin based
biocomposites. Biomass fractionation was achieved through chemical treatments
using diluted acid (H2S0Oa4) and alkaline (NaOH). In the first stage, three strains of R.
toruloides, isolated from the Brazilian biome, underwent an adaptation protocol to
enhance their tolerance to inhibitory compounds generated during biomass treatment.
This is the first time these strains have been evaluated for lipid accumulation and
tolerance to hemicellulosic hydrolysate. Microbial oil production and yeast growth were
compared between adapted and non-adapted strains, revealing that adaptation
improved tolerance to toxic compounds, particularly acetic acid and acid-soluble lignin.
As a result, lipid accumulation in the adapted strains increased by 1.69, 2.51, and 2.84
times for R. toruloides 2781, 2882, and 2896, respectively. The R. toruloides 2896
strain exhibited the best performance, achieving a productivity of 16.6 £+ 0.63 mg.
L™2.h™L. In the second stage, biocomposites were produced by leveraging the self-
bonding capacity of biomass components. The effects of temperature (160, 180, and
200 °C) and pressing pressure (8, 24, and 40 MPa) on the mechanical properties of
the materials were evaluated. The optimal condition (180 °C, 40 MPa, 20 min) resulted
in biocomposites with a flexural strength of 30.21 MPa. Additionally, lignin recovered
from the black liquor generated during pulp production was tested as a natural
adhesive to improve the physical and mechanical properties of the biocomposites.
Lignin proportions of 10, 15, and 20% were combined with cellulose pulp, maintaining
the best processing conditions. Incorporating up to 15% lignin enhanced the
mechanical properties, with the highest flexural strength (56.06 MPa) and flexural
modulus (1.42 GPa) achieved at 15% lignin. Furthermore, lignin incorporation
increased the hydrophobicity of the biocomposites, raising the water contact angle
from 58.90° (without lignin) to 91.48°, which may be attributed to a hydrophobic surface
layer that reduced water infiltration. This research explores the production of two
bioproducts from sugarcane residues, valorizing different fractions of lignocellulosic
biomass. The produced biolipids serve as potential feedstock for biofuel production,
while the biocomposites are suitable for applications in dry environments, such as
interior decoration and manufactured products, including small furniture, like
cupboards, as well as panels and coatings. The integration of these strategies into
biorefineries expands biomass utilization possibilities, fostering more sustainable
production chains aligned with the principles of the circular economy.

Keywords: oleaginous yeasts; lignocellulosic biomass; bioadhesives; biocomposites;
circular economy.
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1. INTRODUCAO

O uso de biomassa lignocelulésica como base para rotas bioldgicas de
producdo é uma estratégia promissora para obter bioprodutos de alto valor
agregado e impulsionar a transicdo para uma economia menos dependente de
fontes fdsseis. Subprodutos agricolas, amplamente gerados em cadeias
produtivas globais, sdo uma matéria-prima abundante, acessivel e que oferece
vantagens para o desenvolvimento de processos sustentaveis.

Paises de clima tropical, como o Brasil e a Australia, destacam-se pela
producdo em larga escala de diversas culturas agricolas, sendo ambos
protagonistas no cenario global [1]. O Brasil é o maior produtor e processador
mundial de cana-de-acucar, enquanto a Australia ocupa o décimo lugar nesse
ranking, consolidando-se como um dos principais exportadores [2]. No caso do
Brasil, a cana-de-acucar é uma das culturas mais relevantes, com grande parte
da producéo sendo processada em usinas de acucar e alcool. Desde a colheita
até a moagem dos colmos, 0 processo gera expressivos volumes de biomassa
lignocelulésica, principalmente na forma de palha, proveniente da colheita, e
bagaco, resultante da moagem dos colmos [3].

Atualmente, esses subprodutos ricos em celulose, hemicelulose e lignina
sdo majoritariamente utilizados como combustivel em caldeiras nas usinas, para
geracao de calor e energia. Contudo, esse método apresenta desafios, como a
combustdo de baixa eficiéncia, a emissdo de gases poluentes (CO, COz2, CHa,
Nox) e a geracdo de cinzas, o que demanda o desenvolvimento de alternativas
mais sustentaveis e eficazes para o aproveitamento dessa biomassa [4]. Nesse
contexto, estratégias para agregar valor a essas fracdes tém despertado grande
interesse. O ponto de partida envolve o fracionamento da biomassa
lignocelulésica, que pode ser realizado por meio de pré-tratamentos fisicos,
quimicos ou biolégicos. Entre esses, 0s pré-tratamentos quimicos destacam-se
pela alta eficiéncia e escalabilidade. A fracdo de celulose e hemicelulose,
composta por agucares monomeéricos de cinco e seis carbonos, apresenta-se
como uma matéria-prima atraente para processos fermentativos. Por exemplo,
esses acglcares podem ser utilizados por diferentes micro-organismos para a

producdo de compostos de alto valor agregado como biocombustiveis (etanol e
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butanol), &cidos orgénicos (latico, succinico, acético), biopolimeros
(polihidroxialcanoato, celulose bacteriana) e aminoacidos e proteinas [5,6].

Leveduras do género Rhodosporidium sdo oleaginosas capazes de
acumular grandes quantidades de lipidios. Elas se destacam por metabolizar
eficientemente acglcares de cinco e seis carbonos e por sua adaptabilidade na
presenca de compostos inibidores gerados durante etapa de pré-tratamento da
biomassa lignocelulésica [7]. Os lipidios produzidos por essas leveduras
representam uma matéria-prima promissora para a producao de biocombustiveis
renovaveis, devido a semelhanca de seus 4cidos graxos com 0s encontrados em
Oleos vegetais [8]. Essa caracteristica 0s torna uma alternativa viavel, evitando
a competicdo com Oleos destinados a alimentacdo. Além disso, os lipidios
especiais obtidos podem ser aplicados em diversos setores, como o alimenticio,
nutracéutico e cosmético. Embora nas ultimas décadas a maioria dos estudos
tenha se concentrado na exploracdo da glicose derivada da celulose em
bioprocessos, a utilizacdo de acucares hemiceluldsicos representa um desafio
relevante e, ao mesmo tempo, uma oportunidade para a valorizagéo de fracbes
menos competitivas, contribuindo para uma bioeconomia mais sustentavel e
diversificada.

Outro desafio significativo na exploracdo da biomassa lignocelulésica € o
aproveitamento dos compostos aromaticos e fendlicos presentes na lignina.
Apds o processo de deslignificacdo, o licor negro obtido frequentemente é
subutilizado ou concentrado para uso em aplicacfes energéticas, aproveitando
apenas seu poder calorifico. Nesse contexto, a valorizacdo de residuos ricos em
lignina, pode trazer beneficios significativos, que consiste em uma abordagem
promissora envolvendo a diversificacdo dos produtos gerados a partir das
diferentes fracbes da biomassa, ampliando as possibilidades de aplicacéo.
Concentrar a valorizacdo em uma Unica fracdo limita o potencial dos processos,
enquanto o desenvolvimento de estratégias integradas para explorar celulose,
hemicelulose e lignina permite maximizar o aproveitamento da biomassa,
impulsionando avancos tecnoldgicos e econdmicos no setor [9].

A capacidade adesiva da lignina é uma caracteristica cada vez mais
explorada devido as suas propriedades quimicas e estruturais, que permitem sua
utilizagdo em formulagdes adesivas, especialmente como substituto de resinas

sintéticas. Essas resinas sdo amplamente aplicadas na producao de painéis de
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particulas, utilizados em diversas areas, como divisorias de escritorio, painéis de
revestimento, moveis ndo estruturais, entre outros. Um dos principais problemas
associados aos painéis de particulas € a liberacdo gradual de formaldeido, um
dos principais componentes dos adesivos sintéticos, que apresenta riscos a
saude humana e ao meio ambiente. Para enfrentar essa questdo, o0
desenvolvimento de biocompadsitos livres de formaldeido tem ganhado destaque,
oferecendo alternativas mais seguras e sustentaveis. Nesse contexto, a lignina
desponta como uma solucao promissora, capaz de agregar valor aos processos
produtivos enquanto minimiza os impactos ambientais.

O desenvolvimento de biocompdsitos verdes e autoligantes, ou seja, sem
a adicdo de adesivos sintéticos, representa uma area de pesquisa promissora e
de grande relevancia. Tradicionalmente, a producdo desses biocompdsitos
utiliza subprodutos florestais combinados com resinas sintéticas, submetidos a
processos de cura em altas temperaturas. No entanto, os derivados das
madeiras florestais possuem uma ampla demanda para a fabricacdo de diversos
produtos e apresentam um longo ciclo de cultivo, tornando sua disponibilidade
limitada. Uma solucdo viadvel para superar esses desafios é a utilizacdo de
residuos agricolas, como os subprodutos da cana-de-acucar, que oferecem uma
alternativa sustentavel como matéria-prima. Embora palhas e bagacos
apresentem um teor de lignina inferior quando comparados aos subprodutos
florestais — sendo a lignina um componente essencial para o desempenho
mecanico dos biocompdsitos —, é possivel adotar estratégias para atender aos
requisitos minimos de qualidade e resisténcia exigidos para esses materiais.
Essa abordagem nao s6 promove a valorizacdo de residuos agricolas como
também contribui para a reducdo da dependéncia de recursos florestais,
alinhando-se aos principios da economia circular e da sustentabilidade.

Portanto, esta tese prop6e dois cenarios para a valorizagdo da biomassa
de cana-de-acucar. O primeiro cenario foca na valorizagdo dos acucares
hemicelulosicos obtidos apds o tratamento quimico com &acido diluido e o
segundo cenario explora a valorizagcao da celulose e lignina geradas a partir do

processo de deslignificagéo alcalina.
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1.1 Estrutura da tese

7

Esta tese € apresentada em formato classico, conforme as diretrizes

exigidas pela Instituicdo a norma ABNT NBR 14724. A estrutura do estudo é
resumida na Figura 1.

Valorizacdo da biomassa de cana-de-aclicar em dois
cenarios: fermentacao para producdo de biolipidios e

desenvolvimento de biocompdsitos
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Figura 1 - Estrutura da Tese
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignoceluldsica consiste em um recurso renovavel vegetal ndo
comestivel composto majoritariamente por trés componentes principais:
celulose, hemicelulose e lignina, que compde cerca de 90% da matéria seca
[10], além de outros componentes em menor extensdo como pectina, proteina,
extrativos e componentes inorganicos minerais, que somados formam a parede
celular estrutural das plantas [11]. A fracdo de carboidratos composta pela
celulose e hemicelulose geralmente varia de 70-80%, enquanto a fracéo
aromatica atribuida a lignina corresponde a 10-25% do peso seco da biomassa
[12].

A composicdo da biomassa lignocelulosica varia significativamente
dependendo de sua origem [13]. Fatores como espécie vegetal, estagio de
crescimento, idade, condi¢ces de cultivo, caracteristicas do solo e localizacao
geografica [14] desempenham papéis determinantes nessa variacdo. Tais
fatores afetam o potencial de utilizacdo da biomassa como matéria-prima em
biorrefinarias. A Tabela 1 apresenta as composicdes tipicas de biomassas
lignocelulésicas frequentemente utilizadas na producdo de materiais de base
biologica. As faixas de analises imediatas destacam dados relatados por
diferentes estudos, evidenciando as possibilidades de agregar valor a esses
subprodutos.

O material lignocelulésico é proveniente principalmente de residuos
florestais e agricolas, com uma estimativa global de producédo anual em torno de
200 x 10° toneladas 12]. Entretanto, estima-se que menos de 10% desse volume
seja efetivamente aproveitado, 0 que evidencia seu grande potencial como uma
matéria-prima sustentavel e amplamente disponivel. Além disso, os materiais
lignoceluldsicos apresentam um custo relativamente baixo quando comparados

a outras matérias-primas, como aquelas baseadas em agucares e amidos [15].
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Tabela 1 - Composicao aproximada tipica de biomassas lignocelulésicas com

potencial para geracao de bioprodutos

Biomassa Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas Referéncia

lignocelulo6sica (%) (%) Total (%)
(%)
Talo de milho 27,92 34,05 16,1 6,36 [16]
Espiga de milho 35,20 45,67 6,84 - [17]
Bagago de 36,01 29,94 2138 1,75 (18]
cana-de-agucar
Palhade cana- 44 g4 25,25 2357 10,90 [19]
de-acucar
Bambu 56,06 14,61 24,53 - [20]
Palha de arroz 32,33 37,66 20,12 - [21]
Casca de arroz 39,12 17,56 22,43 13,56 [22]
Palha de trigo 36,40 26,10 22,10 - [23]
Casca de soja 42,10 24,80 3,45 5,02 [24]
Palha de 42,50 26,60 1826 2,60 [25]
cevada
Residuos de
poda (Olea 36,60 22,30 25,50 0,90 [26]
europaea)
seragemde 993 18,26 2020 - 271
madeira

Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Ao longo dos anos, a forma de utilizacdo da biomassa lignoceluldsica
passou por uma transformacéo significativa. Historicamente, esse material era
queimado em campo como uma pratica comum para limpar a terra [28]. No
entanto, devido a emissao de gases poluentes para a atmosfera, essa atividade
foi gradualmente proibida em diversos paises. No Brasil essas proibicdes se
deram de forma gradativa a partir do ano 2000 [20,21]. Posteriormente, a queima
desses residuos foi direcionada para caldeiras industriais, permitindo o
aproveitamento do calor gerado na combustdo para a producdo de energia,
promovendo uma utilizagdo mais controlada e eficiente [31].

O potencial da biomassa lignocelulésica foi reconhecido, e seus
mondmeros constituintes passaram a ser explorados, especialmente para a
producdo de biocombustiveis, como bioetanol, biogas e biodiesel, que se

destacam como alternativas sustentaveis aos combustiveis fosseis [23,24].
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Atualmente, o estudo e a utilizagdo da biomassa lignoceluldsica vdo muito além
da producdo de biocombustiveis, expandindo-se rapidamente devido a
crescente preocupacao com a reducao das reservas de petroleo e os impactos
ambientais negativos associados a sua exploracdo. Nesse contexto, processos
termoquimicos, quimicos e bioquimicos tém sido amplamente empregados para
a obtencao de precursores quimicos, bioplasticos e materiais avancados [34],
[35]. Esses materiais incluem sistemas de armazenamento de energia e
nanocristais de celulose, com aplica¢cdes promissoras em areas como sensores
inteligentes e multifuncionais [36].

Embora alguns desses processos ainda ndo tenham maturidade
tecnoldgica para comercializacdo, se mostram como alternativas promissoras
gue impulsionam a bioeconomia e contribuem para a reducdo dos impactos
ambientais e problemas de gerenciamento associado ao volume de material
lignoceluldsico gerado [37]. A primeira etapa para a valoriza¢do dessa biomassa
consiste na desconstrucao da matriz lignoceluldsica para obter seus monémeros

constituintes.

2.2 Desafios e oportunidades na valorizacao de subprodutos agricolas

A valorizacdo de subprodutos agricolas € uma estratégia essencial para
promover a economia circular e a sustentabilidade em diversos setores
produtivos. Esses materiais lignocelulésicos, frequentemente subaproveitados
ou descartados, representam uma fonte abundante de carboidratos e compostos
aromaticos que podem ser convertidos em produtos de alto valor agregado [38].

Apesar do grande potencial, a implementagdo da valorizagdo de
subprodutos agricolas enfrenta desafios significativos. Um deles é a composi¢ao
heterogénea da biomassa lignocelul6sica, que pode variar até mesmo dentro de
uma mesma especie, afetando sua consisténcia como matéria-prima [39]. Além
disso, a logistica e 0 armazenamento desses materiais apresentam dificuldades,
devido ao elevado volume, a necessidade de transporte para locais de
processamento, além dos riscos de deterioracdo e incéndios associados ao
armazenamento prolongado. Outro desafio critico € a recalcitrancia da biomassa
lignoceluldsica, resultante da organizacao tridimensional de seus componentes

estruturais, o que dificulta o fracionamento e a converséo eficiente das fragcoes,
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limitando o aproveitamento integral dessa matéria-prima [31,32]. A viabilidade
econbmica representa um desafio critico, pois os processos de valorizacao
devem alcancar escalabilidade e reducéo de custos para competir com materiais
derivados de fontes fosseis. Além disso, os impactos ambientais decorrentes da
geracdo de efluentes durante os processos de conversdo exigem tratamento
adequado, 0 que pode aumentar 0s custos operacionais. Por fim, existem
limitacbes tecnolégicas que necessitam ser superadas, demandando o
desenvolvimento de meétodos mais eficientes para converter subprodutos
lignocelulésicos em materiais de maior valor agregado [33,34]. Esses desafios
destacam a importancia de esfor¢cos conjuntos em pesquisa e inovacado para
tornar viavel, tanto economicamente quanto ambientalmente, o aproveitamento
sustentavel desses materiais.

As oportunidades de valorizagdo dos subprodutos agroindustriais estéo
principalmente relacionadas a ampla disponibilidade desses materiais nas
cadeias de processamento agroindustrial e ao seu baixo custo em comparacéo
com outras matérias-primas. Além disso, a utilizacdo desses residuos contribui
para o desenvolvimento da bioeconomia circular, promovendo processos que
minimizam desperdicios e reduzem o0s impactos ambientais [30,24]. Esses
processos geram bioprodutos de alto valor agregado, frequentemente
beneficiados por incentivos governamentais e fiscais devido a sua origem
renovavel, o que estimula a transicdo para uma economia mais sustentavel
[35,36]. O aproveitamento desses materiais também contribui para o
gerenciamento eficiente de residuos, oferecendo uma alternativa ao descarte
inadequado ou a queima, praticas com impactos ambientais negativos. Além
disso, a integracdo desses processos as biorrefinarias ja existentes pode
potencializar a eficiéncia no uso de recursos. Assim, a valorizagdo dos
subprodutos agroindustriais apresenta ndo apenas oportunidades de avango em
pesquisa e inovacao tecnolégica, mas também importantes aplicacbes

industriais.
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2.3 Composicéo quimica da biomassa lignocelulésica

2.3.1 Celulose

A celulose é o biopolimero mais abundante na Terra, composta por
unidades de B-D-glucopiranose unidas por ligagdes 3-1,4 glicosidicas, formando
o dissacarideo celobiose, que se repete para formar longas cadeias nao
ramificadas (Figura 2) [46]. Durante a sintese da parede celular das plantas,
essas cadeias macromoleculares se organizam de maneira a formar regides
cristalinas e amorfas, que se combinam para formar microfibrilas interconectadas

por ligacdes de hidrogénio e forcas de van der Waals [11].

OH OH

CH,OH OH CH,OH

Figura 2 - Representacdo da estrutura de celulose
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Na regiao cristalina, a conformacgédo linear da celulose permite sua
organizacdo em fibrilas, nas quais as cadeias se alinham paralelamente,
formando uma estrutura ordenada. Isso ocorre por meio de ligacbes de
hidrogénio intermoleculares e intramoleculares, que conectam as cadeias
paralelas de celulose [12]. Em contrapartida, a regido amorfa resulta da
desorganizacao dessas cadeias e da presenca de intera¢cdes mais fracas.

A variacdo natural na organizacdo das macromoléculas de celulose, bem
como nas propor¢des entre as regides cristalina e amorfa, afeta diretamente a
eficiéncia da degradacdo da matriz lignocelulosica [46]. O alto grau de
polimerizagcdo da celulose confere-lhe baixa flexibilidade e, principalmente, a

caracteristica de ser insoluvel em agua e na maioria dos solventes.
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2.3.2 Hemicelulose

A hemicelulose € um polissacarideo amorfo, altamente ramificado e
heterogéneo, composto por heteropolimeros formados, geralmente, por dois ou
mais tipos de monomeros, como xilana, galactomanana, arabinoxilana e
xiloglucana [47]. Sua estrutura também pode conter grupos funcionais como
acetil, metil, &cido glucurdnico, galacturénico e cinamico [3,37]. Os monémeros
gue a compdem incluem pentoses (L-arabinose, D-xilose) e hexoses (D-glicose,
D-manose, D-galactose) (Figura 3). Nas gramineas e nas folhosas, a xilose é o

mondmero predominante, enquanto nas coniferas, a manose predomina [48].

OH HO
o]
0 OH "
D - Glicose D - Galactose D- Manose L - Arabinose D - Xilose

Figura 3 - Hexoses e pentoses comumente encontradas na hemicelulose
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Acredita-se que a hemicelulose se ligue a celulose de forma nédo covalente
na superficie das fibrilas [49]. Sua natureza amorfa € o menor grau de
polimerizacdo tornam-na mais facilmente hidrolishvel em comparagdo a
celulose, especialmente em condicfes acidas. No entanto, essa caracteristica

representa um desafio para a sua desconstrucdo e aproveitamento eficiente [50].

2.3.3 Lignina

A lignina, o segundo biopolimero mais abundante na Terra, € um polimero
aromatico tridimensional formado pela sintese de até trés mondémeros de alcool:
coniferilico, sinapilico e p-cumarilico (Figura 4). Uma vez incorporadas, essas
subunidades, identificadas por sua estrutura de anel aromatico, sdo chamadas
de unidades guaiacil (G), siringil (S) e p-hidroxifenil (H) [11]. A presenca e o teor
dessas subunidades sao variaveis entre as espécies e ird impactar no processo

de deslignificagéo.
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p - dlcool cumarilico alcool coniferilico alcool sinapilico

Figura 4 — Principais unidades formadoras encontradas na lignina
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

A lignina ndo possui uma estrutura definida e ndo pode ser isolada em seu
estado nativo, o que dificulta a compreensdao completa de sua estrutura exata.
Por essa razao, ainda ndo se tem um entendimento total sobre a lignina em sua
forma nativa. No entanto, diversas caracteristicas de sua estrutura foram
descritas com base em estudos espectroscopicos [42,43]. Andlises
composicionais indicam que cerca de 50% de sua estrutura é formada por anéis
aromaticos, com os polimeros unidos por diferentes tipos de ligacdes. Entre 50%
e 80% dessas ligagdes sao do tipo 3-O-4, responsaveis pelo alongamento linear
do polimero [49]. Também sao encontradas ligagdes -5, B-B, e a-O-4, além de
ligacbes em menor abundancia, como C-O e C-C. A organizacao complexa da
estrutura polimérica da lignina dificulta sua despolimerizacdo por métodos de
pré-tratamento, tanto quimicos quanto biolégicos, sendo necesséario o uso de
diversas abordagens para obter alta conversao a baixo custo [53].

A lignina esta intimamente associada as fibras de celulose e hemicelulose
por meio de ligacdes covalentes e ndo covalentes, éter benzilico, glicosidico,
éster benzilico e acetal [54], funcionando como uma "cola" que impermeabiliza
essas cadeias poliméricas, conferindo rigidez e protecdo contra ataques
biolégicos e fisicos. Essa associacdo resulta em uma rede tridimensional
heterogénea [3,46]. A recalcitrancia atribuida a estrutura da lignina representa
um dos principais desafios na etapa de desconstrucdo da biomassa
lignoceluldsica. Isso ocorre porque as subunidades formadas durante as etapas
de pré-tratamento podem inibir enzimas, sendo reconhecidas como fontes de
compostos que prejudicam o processo fermentativo, além de dificultarem o
acesso a celulose e a hemicelulose [47,48]. Esses fatores aumentam 0s custos
do fracionamento da biomassa, exigem maiores cargas enzimaticas e

apresentam desafios na reciclagem dessas enzimas.
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Em relacdo ao aproveitamento da lignina, sua estrutura aromatica e
fendlica impede sua participacdo em processos fermentativos, mas possibilita a
producdo de produtos quimicos de interesse industrial, polimeros e fibras de
carbono [58]. A versatilidade da lignina, capaz de gerar uma ampla gama de
produtos, torna-a uma opg¢ao competitiva em comparacdo com a refinaria de
petréleo convencional. Assim, a viabilizacdo do seu aproveitamento em
biorrefinarias, por meio de novas rotas que conduzam a producéo de produtos
de alto valor agregado, surge como uma estratégia promissora, j& que seu uso
atual estd majoritariamente restrito & queima [59].

2.4 Potencial da cana-de-acucar como fonte de biomassa lignocelulésica

Paises com economias baseadas principalmente na agroindustria
processam grandes volumes de culturas agricolas, gerando toneladas de
subprodutos durante o cultivo e processamento, como a palha e o bagaco da
cana-de-acgucar. Uma parte significativa desses materiais é descartada por meio
de queima ou deposicao em aterros, praticas que ndo apenas desperdicam seu
potencial, mas também contribuem para a poluicdo ambiental. A cana-de-acucar
€ uma das culturas agricolas mais cultivadas no mundo, com uma producao
global anual superior a 1,8 bilhdo de toneladas [60]. Paises de clima tropical e
subtropical, como Brasil, india, China e Australia, destacam-se como grandes
produtores dessa cultura [52,53]. Além disso, a cana-de-aglcar é considerada
uma cultura comercial estratégica devido a producdo de commodities como
acucar e etanol, que desempenham um papel significativo na economia de
diversas nagdes [63]. O Brasil, lider mundial na industria canavieira, alcangou
uma producdo de aproximadamente 678,66 milhdes de toneladas na safra
2024/25 [64].

O beneficiamento da cana-de-acgucar inicia-se com a colheita, atualmente
predominantemente mecanizada [65]. ApOs a colheita, a cana € transportada
para as usinas, onde passa por processos de trituracdo e moagem, reduzindo-a
a particulas menores para facilitar a extracdo do caldo rico em acucares. Este
caldo é aquecido e clarificado para a remocao de impurezas, tornando-se apto
as etapas subsequentes de concentracdo, cristalizacdo e secagem, como

ilustrado na Figura 5 [63]. Embora o acucar e alcool seja o principal produto
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visado no processamento dos colmos, diversas fra¢cdes secundarias sdo geradas

durante o processo, incluindo palha, bagaco, lama de prensagem e melaco [66].
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Figura 5 - Principais etapas do processamento da cana-de-agucar
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

O bagaco e a palha sdo os principais subprodutos lignocelulésicos
gerados durante a colheita e o processamento da cana-de-aclUcar para a
producdo de acucar e etanol de primeira geracdo. Aproximadamente 27% da
cana processada transforma-se em bagaco, proveniente da moagem dos colmos
nas usinas. Além disso, com o aumento da mecanizagdo agricola na colheita,
cerca de 14% corresponde a geracao de palha, que pode ser deixada no campo
ou coletada e armazenada em pilhas nas usinas [67]. Juntos, bagaco e palha
representam quase metade do conteudo energético total da cana-de-agucar [68].
A grande quantidade de palha e bagaco gerados apresenta desafios
relacionados a gestéao de sua disposicao e ao uso eficiente desses materiais. No
entanto, também representa uma oportunidade para converter subprodutos
lignocelulésicos, tradicionalmente de baixo valor e amplamente disponiveis, em
produtos sustentaveis de base bioldgica [68]. Atualmente, o potencial energético

e quimico desses subprodutos é subaproveitado pelas industrias
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sucroenergéticas, sendo seu uso predominantemente voltado a cogeracdo de
calor e energia. Nesse processo, 0 bagaco €, em sua maior parte, queimado em
caldeiras para gerar vapor, que é convertido em energia e utilizado em diferentes
etapas dentro da planta industrial [53,54].

Um dos principais desafios no uso de subprodutos lignocelulésicos, como
palha e bagaco, para geracao de energia é o excedente de bagaco produzido,
gue em muitos casos supera a demanda energética da planta industrial [69],
resultando no desperdicio de mais de 50% desse material. Além disso, o
armazenamento de palha e bagaco nas usinas apresenta problemas como
geracado de poeira, necessidade de grandes areas de estocagem e aumento do
risco de incéndios. Como solucdo, esses materiais sdo frequentemente
queimados de forma ineficiente em caldeiras, o que, embora resolva
parcialmente o problema de gerenciamento, gera cinzas de baixo valor
agregado. Essas cinzas, por sua vez, acarretam custos adicionais para sua
disposicédo adequada, representando um desafio econémico e ambiental para a
inddastria [4].

Considerando a composicdo quimica semelhante da palha e do bagaco
de cana-de-agUcar, ambos ricos em carboidratos e componentes aromaticos
(Tabela 1), esses materiais apresentam elevado potencial para serem
convertidos em produtos de alto valor agregado com aplicacdes diversificadas.
Além disso, a geracao simultanea desses subprodutos em grandes quantidades
no mesmo processo industrial facilita sua utilizagcdo conjunta na producdo de
bioprodutos. Exemplos notaveis incluem biocombustiveis, bioquimicos, biochar,
materiais a base de fibras celuldsicas e biocompdésitos, obtidos por meio de
métodos quimicos, bioldgicos ou térmicos. Pesquisas tém se concentrado no
desenvolvimento de novas rotas de conversao para transformar esses residuos
em produtos de maior valor agregado, como furfural, [70], xilitol [71] e etanol [72].
A ampla disponibilidade e o facil acesso a esses subprodutos tornam-nos uma
matéria-prima altamente atrativa para aplicacdes em larga escala. A integracao
de processos de conversdo desses materiais nas plantas sucroalcooleiras
tradicionais esta alinhada ao conceito de bioeconomia circular, promovendo o
desenvolvimento de produtos renovaveis de alto valor agregado. Essa

abordagem n&o apenas fortalece o conceito de biorrefinaria, mas tambéem
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prioriza o uso eficiente e sustentavel dos recursos, maximizando o potencial

econdmico e ambiental dos subprodutos lignoceluldsicos.

2.5 Visao geral das biorrefinarias de biomassa lignocelulésica

As refinarias de biomassa lignocelulésica podem ser consideradas
analogas as refinarias de petréleo, que se consolidaram ao longo do século XX
como instala¢gBes industriais voltadas ao processamento do petréleo bruto em
uma ampla gama de commodities valiosas, como combustiveis, lubrificantes,
precursores quimicos, adesivos, entre outros [43]. No caso das refinarias de
biomassa, essa abordagem ganhou destaque no inicio do século XXI, com foco
no processamento de matérias-primas renovaveis para a producdo de uma
diversidade de produtos e moléculas de alto valor. Utilizando diferentes técnicas,
essas refinarias aproveitam componentes lignocelulésicos para gerar
biocombustiveis, bioguimicos e materiais sustentaveis, reforcando sua
relevancia em um contexto de transicdo para uma economia mais circular e de
baixo carbono [10]. O National Renewable Energy Laboratory (NREL), localizado
no Colorado, EUA, define biorrefinaria como o "processamento sustentavel de
biomassa em um espectro de produtos comercializaveis e energia". Para
viabilizar essa abordagem, é essencial a integracdo entre processos e
equipamentos, permitindo o fracionamento eficiente da biomassa ou seu uso
direto na producéo de produtos de base biolégica, como quimicos, biomateriais,
energia e fibras. Essa interconexdo € fundamental para maximizar o
aproveitamento dos recursos disponiveis e promover uma producao sustentavel.
[73].

O conceito de biorrefinaria estd intimamente ligado aos principios da
economia circular, que visam maximizar o uso eficiente das matérias-primas e
minimizar a geracdo de residuos. Essa integracdo promove a valorizacao
sustentavel da biomassa por meio de praticas fundamentadas nos pilares de
reducgdo, reuso e reciclagem. Assim, as biorrefinarias ndo apenas impulsionam
uma utilizacdo mais sustentavel dos recursos, mas também desempenham um
papel crucial na transicdo para um modelo de produgdo mais responsavel e
ambientalmente consciente [74]. Esse processo ocorre por meio da utilizacdo em

cascata dos subprodutos lignocelulésicos [75], promovendo o fechamento do
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ciclo de materiais, em contraste com o modelo de economia linear. Para otimizar
o0 aproveitamento da biomassa e da energia nela contida, as biorrefinarias
empregam diversas rotas de conversao, que incluem métodos bioquimicos,
microbiolégicos, quimicos e termoquimicos. Essas abordagens possibilitam a
producdo de uma ampla gama de bioprodutos e fontes de energia renovavel [10].

As matérias-primas utilizadas nas biorrefinarias podem ser de origem
primaria ou secundaria, e classificadas como alimentares ou ndo alimentares
[76]. As matérias-primas de primeira geracdo sdo amplamente utilizadas na
producéo de biocombustiveis, enquanto as de segunda geracéo ainda estdo em
fase de desenvolvimento e avaliacdo técnico-econbmica. Fatores como a
composicdo do material e a complexidade da estrutura lignocelulésica
desempenham um papel crucial na viabilidade comercial dos processos
associados a essas biorrefinarias [39].As biorrefinarias de primeira geragéo
concentram-se na utilizacdo de matérias-primas de padrdo alimentar como
sorgo, beterraba, cana-de-acucar, soja, trigo e milho, onde a extracdo dos
acucares é feita através de etapas de moagem, compressao, extracdo a base de
agua, dentre outros [77]. A partir desse substrato rico em agucares, estes sdo
posteriormente convertidos através de métodos bioldégicos ou quimicos,
resultando na producédo de combustiveis como etanol, butanol e produtos de
plataformas quimicas [39]. Entretanto, surgiram preocupacdes em relacdo a
utiizacdo de matérias-primas nas biorrefinarias de primeira geracéo,
especialmente devido ao seu impacto na seguranca alimentar e na competicao
com alimentos. Em resposta, passou-se a explorar o uso de subprodutos néao
comestiveis, como residuos florestais, agroindustriais, municipais e agricolas,
nas chamadas biorrefinarias de segunda geracao [33]. Essa abordagem busca
aproveitar materiais anteriormente descartados ou subutilizados, promovendo
uma alternativa mais sustentavel e alinhada aos principios da economia circular.
Apesar das vantagens ao utilizar estes componentes, 0s processos cataliticos
para sua valorizacédo oferecem diversos desafios, além de serem intensos em
energia e tempo de processamento.

Em resumo, uma biorrefinaria de segunda geracdo fundamenta-se na
despolimerizacdo das fragcbes de carboidratos e componentes aromaticos
presentes na estrutura da biomassa lignocelulosica. Apds essa etapa, 0s

constituintes resultantes séo convertidos em bioprodutos de alto valor agregado
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por meio de processos de conversdo quimica e/ou biologica. Para alcancar o
fracionamento completo da biomassa lignocelulésica, sdo necessarias etapas de
pré-tratamento (Figura 6). ApGs a obtencdo dos mondmeros constituintes, a
valorizagcé@o pode ser realizada por meio de fermentacao, no caso dos agucares,
ou por processos de conversdo e melhoria quimica aplicados aos componentes

aromaticos [3,2].

Celulose

Lignina
—
/ Hexoses
Hemicelulose ' ‘\'O
Pré-tratamento S\ > ...
Pentoses

‘\O Componentes fenélicos

e aromaticos
Biomassa Lignocelulésica

Figura 6 - Efeito da etapa de pré-tratamento na estrutura da biomassa lignoceluldsica
Fonte: Elaborada pela Autora (2025).

Podem ser gerados mais de duzentos produtos quimicos de valor
agregado derivados da biomassa lignoceluldsica — celulose, hemicelulose e
lignina, a partir de diversas técnicas de valorizacdo [39]. Dessa forma, a
valorizacdo dos componentes da biomassa (Figura 7) lignocelulésica em um
espectro de produtos € uma abordagem lucrativa em que a exploracéo da lignina
faz se necessario para aumentar a economia da biorrefinaria [40].

A biomassa pode ser gerada por diversos setores, como agricultura,
silvicultura, aquicultura, industrias e residéncias, o que a torna uma matéria-
prima abundante. No entanto, apresenta baixa densidade energética e
sazonalidade. Por isso, é essencial adotar processos estratégicos para valorizar
todos os componentes desses materiais. Fatores como o0 pré-tratamento, a
composicdo e a disponibilidade da biomassa desempenham um papel
fundamental na viabilidade da biorrefinaria. Por exemplo, subprodutos da
silvicultura geralmente apresentam maior teor de lignina (>20%) quando
comparados a residuos de colheita, como casca de arroz e bagaco de cana-de-
acucar. Nestes casos, a etapa de pré-tratamento precisa ser mais severa, 0 que

resulta em maior gasto energético e tempo de processamento [14].

37



Aromaticos

Lignina ) Fendlicos

Combustivel
Lubrificantes
Papel
Polpa
Fibra
| g Enzimas
Celulose g Biocombustiveis
@  Acidos Orgénicos
S Pentoses Furfural
Hidrdlise = }jexoses 3 Ll
g Acido levulinico
Hemicelulose H Xilitol
£
]

Hidrogel
Filme

Revestimento

Figura 7 - Exemplos de bioprodutos gerados a partir da biomassa lignocelulésica
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

As secdes seguintes irdo destacar com mais detalhes as rotas de
despolimerizagcdo da biomassa lignocelulésica através de etapa de pré-
tratamento com &cido diluido e alcalino, visando a exploracdo das pentoses
obtidas no hidrolisado hemicelul6sico e a polpa celulésica e lignina obtidos no

pré-tratamento alcalino.
2.6 Pré-tratamentos de biomassa lignoceluldsica

Visando o fracionamento da biomassa lignocelulésica, tratamentos
fisicos, quimicos e biolégicos sdo empregados geralmente de forma combinada.
O uso de etapas em sequéncia visa reduzir a perda de componentes estruturais
e a obtencdo de diferentes correntes de subprodutos que podem ser
empregados na producdo e conversdo de produtos de alto valor. Cada
abordagem é responsavel por causar efeitos especificos nas fracdes
constituintes de celulose, hemicelulose e lignina [78]. A escolha do tipo de pré-
tratamento e as condi¢cdes de operacdo devem ser cuidadosamente avaliadas,
pois influenciam diretamente as etapas subsequentes do processo, como
hidrélise e fermentacao [65,47]. Essa avaliacdo é crucial, pois o pré-tratamento

afeta aspectos essenciais, como a digestibilidade da matriz lignocelulosica, a
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formacdo de compostos que podem ser tOxicos para 0S micro-organismos e a
eficiéncia das operacbes de recuperacdo e purificacdo. Assim, a escolha e
otimizacao do pré-tratamento é essencial para garantir a viabilidade técnica e
econdmica do bioprocesso.

Algumas técnicas tradicionais de pré-tratamento sdo explosdo a vapor,
acido diluido, deslignificacédo alcalina, organosolv e com uso de amoénia [79]. A
seguir, serdo discutidas duas das principais etapas de pré-tratamento quimico
amplamente utilizadas no fracionamento da biomassa lignocelul6sica: o pré-

tratamento com &cido diluido e o alcalino.

2.6.1 Pré-tratamento Quimico

Os pré-tratamentos quimicos visam principalmente modificar a estrutura
cristalina da celulose, ao mesmo tempo em que removem as fracdes de
hemicelulose e lignina da matriz lignocelulosica. Para isso, sao utilizados
agentes quimicos como acidos, bases, solventes e compostos oxidantes. Além
de serem vidveis em escala industrial, os métodos de pré-tratamento quimico
sao eficazes no aumento da area de superficie da biomassa, o que favorece o

sucesso na digestéo da lignocelulose [72,73].

2.6.1.1 Hidroélise acida

O pré-tratamento com acido € uma técnica consolidada entre as diversas
abordagens de pré-tratamento, tendo como objetivo a clivagem das ligacdes
glicosidicas na matriz lignoceluldsica. Esse processo solubiliza principalmente a
fracdo hemicelulésica, além de parte da lignina, tornando a celulose mais
acessivel aos ataques enzimaticos [56]. O pré-tratamento pode ser realizado
com acidos concentrados ou diluidos, sendo que o uso de acido concentrado &
menos atrativo em bioprocessos, devido a formacdo de compostos de
degradacéo que podem inibir o processo fermentativo [73]. Além disso, o uso de
acido concentrado pode causar problemas como corrosdo de equipamentos e
dificuldades na recuperacédo do &cido [82]. Por essas razdes, o acido diluido é
mais comumente empregado tanto em escala laboratorial quanto comercial,

oferecendo vantagens em relagdo ao acido concentrado.
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Dessa forma, a escolha dos paréametros utilizados no pré-tratamento com
acido diluido é de grande importancia para garantir a eficiéncia do processo e
remocao da hemicelulose [70]. Por exemplo, a utilizacdo de altas temperaturas
podem levar ao maior consumo de energia, problemas de corroséo, geracao de
compostos inibitérios e perde de agucares. Sendo assim, quando utilizadas
temperaturas elevadas (180-200°C) sdo empregados um curto periodo de
reacao (15-30 minutos). Por outro lado, em temperaturas mais baixas (140-
160°C) sao empregados maior tempo de reacao (30-120 minutos) [82].

As principais variaveis de processo avaliadas no pré-tratamento com
acido incluem tempo de reacdo, temperatura, relacdo soélido/liquido e
concentracdo de &cido. Essas variaveis sdo ajustadas para otimizar o
rendimento de agucares no hidrolisado hemicelulésico e minimizar a formacao
de compostos potencialmente inibidores. Altos rendimentos de hidrélise tém sido
obtidos com o uso de acido sulfurico diluido, que se destaca como o acido mais
investigado nesse contexto. Por exemplo, Yildirim et al. (2022) [83] investigaram
as melhores condi¢des de pré-tratamento para biomassa de oliveira visando a
producdo de bio-hidrogénio. Utilizando a técnica de superficie resposta, 0s
autores determinaram que as condi¢cbes Otimas eram 78 minutos a 102,5°C e
uma concentracao de acido sulfurico de 0,6% (v/v), resultando na obtencéo de
37 g.L! de aglcares redutores totais (ART). Em um estudo de Kéarcher et al.
(2015) [84] os autores compararam o desempenho de gramineas (Miscanthus x
giganteus) e palha de trigo em um pré-tratamento com &cido sulfurico. A hidrdlise
da hemicelulose da palha de trigo apresentou um rendimento de 96,2% em
acucares, utilizando 140°C, 1,13% de H2SOa4 por 10 minutos. Para a graminea,
o rendimento foi ligeiramente inferior, com 89,9% de conversao, utilizando 150°C
e 1,44% de H2S04 pelo mesmo tempo de 10 minutos.

Outros acidos também sdo mencionados em estudos, como acido
cloridrico [85], acido fosférico [86], acido nitrico [87] além de acidos organicos,
como o acido oxalico [88] e o acido maléico [89].

2.6.1.2 Hidrélise Alcalina

O pré-tratamento alcalino visa a remocéo seletiva da lignina, com a

consequente liberacdo de uma pequena quantidade de hemicelulose. Esse
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processo torna a fragéo celulésica mais acessivel para a etapa de sacarificacdo
enzimatica [41], ao reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade
e a area de superficie da biomassa, efeitos resultantes da remocéao intensiva da
lignina [47,43]. Este é um processo tradicionalmente utilizado na industria de
papel e celulose para o fracionamento dos componentes lignocelulésicos. Seu
objetivo principal € obter uma polpa rica em celulose, gerando lignina e
hemicelulose como subprodutos do processamento [90].

Os agentes de deslignificacdo comumente utilizados sé@o hidroxido de
potéssio, hidroxido de sodio e amébnia [91]. O processo alcalino classico é o
processo Kraft, que envolve a digestdo da biomassa em uma solucéo de sulfeto
de sodio (NazS) e hidroxido de soédio (NaOH) em concentragbes de 15-20%.
Esse processo resulta no isolamento das fibras de celulose e na formagéo de
um liquido denominado licor negro [92]. Este licor € composto por fracdes
organica e inorganica: a fracdo organica contém fragmentos de celulose,
hemicelulose e lignina, enquanto a fracdo inorganica provém dos produtos
quimicos usados no pré-tratamento, sendo que parte desses produtos pode ser
reciclada ao final do processo [93].

Devido a maturidade industrial e o amplo emprego do processo Kraft,
toneladas de licor negro sdo gerados anualmente [94]. No entanto, o
aproveitamento dessa fragdo liquida limita-se a concentracdo e queima para
recuperacdo de quimicos e geracao de energia térmica. Uma das razfes para
isso se da devido ao processo Kraft destruir as cadeias de lignina,
impossibilitando a obtencdo de quimicos e moléculas derivadas de interesse
[95].

Um outro processo de hidrélise alcalina com importancia industrial € o
processo de polpacéo sulfito, que se baseia no uso dos ions HSOs e SOz que
resultara na sulfonacéo, degradacéo e solubilizacdo da lignina. Além disso, ha o
processo soda, geralmente empregado na polpacao de residuos de colheita [93].
Nesse método, a deslignificacdo ocorre pelo uso de hidroxido de sédio (NaOH),
podendo ser associado a antroquinona, um catalisador que aumenta a

seletividade de remocéo da lignina.
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2.7 Hemicelulose como fonte de aclUcares fermentesciveis

A medida que as industrias buscam formas mais ecoldgicas de produzir
produtos quimicos, a rota biotecnolégica através da assimilacdo da xilose
emerge como uma via potencial de base biologica. Através da assimilagdo da
xilose por micro-organismos, que pode ser convertida principalmente em xilitol,
acido succinico, acido lactico, entre outros [85].

Os acUcares presentes na celulose e na hemicelulose, na forma de
polissacarideos, representam mais de 60% da composicdo da maioria das
biomassas, sendo o restante, em grande parte, composto por lignina, uma
macromolécula polifendlica [96]. Contudo, a maioria dos bioprocessos utiliza a
glicose como matéria-prima, o que direciona o foco para a desconstrucdo da
fracdo celuldsica. Por outro lado, acUcares alternativos, como xilose, arabinose,
manose e galactose, surgem como opc¢Oes atraentes, promovendo o
aproveitamento da fracdo hemicelulosica e possibilitando o estabelecimento de
uma biorrefinaria que explore diferentes fragdes da biomassa [89-91].

A xilose tem atraido mais atencdo em comparagdo a outros acucares
alternativos porque é o agucar primario presente na porcdo hemicelulésica de
varios materiais lignocelulosicos [99]. Para utilizar a xilose como fonte de
carbono em processos fermentativos, sdo necessarias leveduras com uma rota
metabdlica mais flexivel. Isso ocorre porque a xilose é um acuUcar de cinco
carbonos, exigindo que seja canalizada pela via das pentoses fosfatos (PPP). A
PPP pode converter a xilose em intermediarios importantes, como a xilulose-5-
fosfato, integrando-se perfeitamente a glicélise ou outras vias metabdlicas
centrais. Utilizar vias alternativas para fermentacéo de xilose pode resultar em
eficiéncia reduzida em comparacdo a via glicolitica altamente otimizada
projetada para glicose [93-95]. A xilose pode ser convertida em compostos
quimicos mais valiosos por meio da transformacdo quimiocatalisadora ou
intervencéo biotecnologica.

A xilose pode ser transformada, por meio de uma rota quimiocatalisadora,
em uma ampla variedade de produtos, incluindo furfural, alcool furfurilico, xilitol,
acido levulinico, éster levulinico, acido xilarico, 2-metilfurano e outros
intermediarios [1]. Contudo, com a crescente busca por métodos mais

sustentaveis de producao de produtos quimicos, a rota biotecnoldgica baseada
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na assimilacdo de xilose por meio do caminho das pentoses (PPP) tem se
destacado como uma alternativa promissora. Nesse processo, micro-organismos
podem converter a xilose principalmente em xilitol, &cido succinico, acido lactico,
entre outros compostos [102].

A utilizagdo de hidrolisados de biomassa como substrato apresenta
vantagens econdmicas ao reduzir os custos do bioprocesso. No entanto, a
presenca de compostos de degradacéo constitui um desafio significativo durante
a fermentacédo, afetando o desempenho de diversos micro-organismos. Esse
problema decorre do fato de que os pré-tratamentos quimicos da biomassa séo
processos inespecificos, resultando na formacdo de uma variedade de
subprodutos quimicos indesejaveis. O pré-tratamento com acido diluido, por
exemplo, € amplamente utilizado como etapa inicial, pois permite a solubilizacédo
de uma grande fracdo hemicelulésica da biomassa, mantendo a celulose
cristalina intacta. Esse método € reconhecido por sua eficiéncia e viabilidade
econdmica [98-100]. No entanto, esta associado a liberacdo de compostos que
podem inibir o crescimento microbiano. Para contornar esse obstaculo, diversos
estudos tém explorado etapas de destoxificacdo, demonstrando melhorias
significativas nos bioprocessos fermentativos apdés a remocédo parcial desses
inibidores [101-103].

2.8 Compostos inibidores da fermentacéao

Estes compostos de inibicdo podem ser divididos em trés grupos: acidos
alifaticos de cadeia curta, compostos fendlicos e derivados furéanicos [107]. O
acido acético é o &acido mais abundante encontrado em hidrolisados
hemiceluldsicos, sendo formado pela hidrolise das fracdes acetil presentes na
hemicelulose durante os tratamentos acidos da biomassa. Entre os derivados
furanicos mais comuns estéo o furfural e o hidroximetilfurfural (5-HMF), gerados
pela desidratacdo de pentoses e hexoses em condicdes acidas,
respectivamente. Esses compostos podem ser submetidos a etapas
subsequentes de degradacdo, resultando na formacdo de acidos férmico e
levulinico, respectivamente [108]. A lignina, macromolécula polifendlica,
corresponde ao maior grupo de compostos inibidores gerados durante o pré-

tratamento da biomassa. Devido a sua estrutura complexa, a degradacao da
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lignina resulta na formagédo de uma variedade de compostos, incluindo acidos,
alcoois e aldeidos. Esses compostos sdo derivados dos trés principais alcoois
fendlicos que compdem as fragdes da lignina: trans-coniferilico, trans-sinapilico
e p-cumarilico. Entre os produtos formados, destacam-se os acidos benzdico, p-
cumarico e ferdlico, além dos aldeidos siringaldeido, vanilina e 4-
hidroxibenzaldeido [106,107].

A compreensdo detalhada do comportamento desses compostos de
degradacdo e de sua acgdo sinérgica em processos fermentativos ainda é
limitada. Em situagbes em que esses compostos estdo presentes, torna-se
necessario 0 uso de micro-organismos mais robustos ou a aplicacdo de
estratégias de destoxificacdo do meio [108-110]. Os diferentes mecanismos de
toxicidade associados a esses inibidores podem levar ao prolongamento da fase
lag, reduc&o no acumulo de produto e, eventualmente, na morte desses micro-

organismos [113].

2.9 Rhodosporidium toruloides: caracteristicas e potencial biotecnolégico

Recentemente, tem-se observado um crescente interesse na utilizacao de
linhagens n&o convencionais de leveduras para a conversao de xilose em
produtos de maior valor agregado. Nesse contexto, as leveduras oleaginosas
emergem como micro-organismos promissores para a producdo de &cidos
graxos [114].

Atualmente, o0s micro-organismos oleaginosos tém atraido grande
atencao devido a sua capacidade de acumular grandes quantidades de lipidios
[8]. O lipidio microbiano produzido por esses micro-organismos é uma fonte
atraente para a producdo de biocombustiveis renovaveis, devido a semelhanca
de seus acidos graxos com o0s Oleos vegetais e, em alguns casos, com as
gorduras de origem animal [114,115]. Os &cidos graxos com melhor influéncia
nas propriedades do biodiesel produzido s&o acido oleico, acido palmitico e o
acido linoleico.

A utilizacdo de lipidios produzidos por microrganismos traz como
vantagem nao competir com os 6leos alimenticios. Além disso, o 6leo microbiano
produzido é um bioproduto versatil, com potencial para a producdo de

bioquimicos e biomateriais. Esse 0leo pode ser precursor para uma ampla gama
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de produtos. Além disso, os 6leos microbianos podem ser ajustados, através de
meio de cultura, substrato, pH, temperatura, entre outros para ter composicdes
especificas de acidos graxos, tornando-os adequados para diversas aplicacoes,
como alimentos, produtos farmacéuticos e cosmeéticos. A diversificacdo das
aplicacfes desses lipidios é essencial para tornar o processo de producao
microbiana de lipidios economicamente viavel [116-118]. Por exemplo, Navazes-
Pazos et al. (2024) [119] realizaram ensaios de fermentacdo com linhagens de
R. toruloides com acidos graxos volateis como fonte de carbono. Os autores
relataram um perfil lipidico composto principalmente por &acido oleico, acido
palmitico e acido linoleico, que sdo adequados para producéao de biodiesel. Outro
exemplo € o trabalho de Xue et al. (2024) [120] que realizaram a utilizacdo de
substrato lignoceluldsico para producdo de lipidios utilizando uma cepa de R.
toruloides C23. Os &cidos graxos predominantes incluiram acido oleico, acido
palmitico, acido estearico e acido linoleico, representando mais de 90% do
conteudo lipidico.

No entanto, adaptar a producdo para atingir niveis mais elevados de
acidos graxos especificos e otimizar o processo de recuperacdo subsequente
sdo desafios importantes na producao de lipidios microbianos. Isso envolve,
principalmente, estratégias de engenharia genética voltadas para as vias de
alongamento e dessaturacdo [102]. Contudo, devido as limitacbes nas
estratégias de engenharia genética e na disponibilidade de elementos genéticos
para cepas oleaginosas menos estudadas, a aplicacdo desses métodos €
restrita. Assim, estudos focados em diferentes condi¢des de cultivo, como razéo
C/N, temperatura, pH, aeracéo, fontes de nitrogénio e carbono, proporcionarédo
informacdes valiosas para desenvolver estratégias de personalizacdo das
composic¢des de acidos graxos [119,120].

Os 6leos microbianos podem ser produzidos a partir de recursos
renovaveis e apresentam uma pegada de carbono menor em comparagcao com
Oleos vegetais ou fosseis. Esses micro-organismos podem ser cultivados
independentemente das condi¢des climaticas e sem a necessidade de grandes
extensdes de terra, o que torna a producéo de 6leos microbianos uma alternativa
mais ecologicamente sustentavel [123]. Embora micro-organismos como
microalgas, fungos e bactérias tenham a capacidade de acumular lipidios, essas

espécies enfrentam desafios como baixa capacidade de acumulo, inibicdo por
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altas concentragfes de substrato e repressao catabdlica, o que torna o processo
mais desafiador [122,123]. O cultivo autotréfico de microalgas para a producao
de 6leo microbiano enfrenta desafios significativos, como variacdes diarias e
sazonais na intensidade luminosa, baixas taxas de crescimento, concentracéo
limitada de biomassa e dificuldades de escalabilidade. No cultivo heterotréfico,
as microalgas tém menor competitividade em relacdo a processos envolvendo
leveduras e fungos filamentosos, devido a sua gama restrita de fontes de
carbono e taxas de crescimento relativamente lentas [115]. Em contrapartida, o
cultivo de leveduras oferece vérias vantagens, como o controle facilitado do
suprimento de oxigénio e a eficiéncia na transferéncia de massa, gracas a sua
estrutura unicelular. Essas caracteristicas fisiologicas e biotecnolégicas notaveis
posicionam as leveduras como foco em estudos recentes voltados para a
producédo de derivados oleoquimicos valiosos [126]. Algumas cepas sao capazes
ainda de crescer em hidrolisados hemiceluldsicos e celulésicos na presenca de
compostos de degradacdo da biomassa, embora, em alguns casos, com
desempenho inferior em comparacdo aos meios livres desses compostos
[57,125,126]. Um bom exemplo € o trabalho de Osorio-Gonzalez,et al. (2019)
[117] no qual os pesquisadores demonstraram que cepas de Rhodosporidium
toruloides foram capazes de crescer em hidrolisado de biomassa lignocelulésica,
utilizando agucares de cinco e seis carbonos. Além disso, essas cepas
apresentaram tolerancia a intermediarios do processo de fracionamento da
biomassa, como &cido levulinico, 5-HMF, furfural, siringaldeido, acido ferulico e
acido hidroxibenzoéico.

Embora a destoxificacdo de hidrolisados lignoceluldsicos seja uma
solugdo promissora para melhorar o processo fermentativo, a adicdo dessa
etapa implica em uma operacao adicional, resultando em custos extras para o
bioprocesso. Portanto, € fundamental desenvolver estratégias eficazes para
reduzir os efeitos negativos associados a presenca de compostos inibidores
provenientes das etapas de pré-tratamento, sem gerar custos adicionais e sem
comprometer o desempenho das leveduras, tornando o bioprocesso mais
econbmico e atraente [129].

Uma estratégia eficaz para superar esse obstaculo é a adaptacao prévia
das células, que consiste na pré-exposi¢cao do micro-organismo a concentracoes

subletais dos compostos toxicos presentes no hidrolisado. Gradualmente, e por
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meio da capacidade inata do micro-organismo, se adapta ao meio de
fermentacdo, com a pressao seletiva do ambiente e o desenvolvimento de um
aparato metabdlico, resultante em uma série de mutacdes espontaneas
[108,110,111]. Um exemplo disso € o estudo de Park et al. (2023) [130], que
investigaram a producédo de lipidios por cepas de Rhodosporidium toruloides em
hidrolisado hemicelul6sico de palha de arroz. Devido a presenca de compostos
inibidores para a fermentacéo, os autores realizaram uma adaptacao prévia do
micro-organismo, estratégia também empregada neste trabalho. Apés 16 ciclos
de subcultura, a cepa adaptada demonstrou resisténcia ao furfural e 5-HMF
presentes no hidrolisado, apresentando crescimento 2,5 vezes superior ao da
cepa ndo adaptada e acumulo de 54% de lipidios.

O processo de adaptacdo permite a selecdo de micro-organismos mais
robustos. Em alguns casos, além da tolerdncia microbiana aos inibidores
presentes nos hidrolisados, observa-se uma capacidade metabdlica de converter
esses produtos de degradacdo em compostos menos toxicos ou até mesmo
utilizd-los como fonte de carbono através do metabolismo central, fornecendo
uma alternativa de energia a célula. Por exemplo, os derivados furanicos podem
ser oxidados a acido 2-furéico, enquanto o siringaldeido e a vanilina podem ser
transformados em siringato e 4cido vanilico, respectivamente [113]. Resultados
semelhantes foram observados por Osorio-Gonzélez et al. (2022) [131], que
investigaram a degradagéo de furfural em hidrolisado de biomassa, utilizando
cepas de Rhodosporidium toruloides, e observaram uma reducéo de 90,7% do
composto em 96 horas de fermentacdo. Outro exemplo é o estudo de Almeida
et al. (2023) [132], que selecionaram cepas adaptadas de Papiliotrema laurentii
com maior tolerdncia ao acido acético em concentracfes crescentes deste
composto. Sha et al. (2023) [133] desenvolveram uma linhagem de Yarrowia
lipolytica com maior tolerédncia a compostos aromaticos, enquanto Park et al.
(2023) [130] selecionaram uma cepa de Rhodosporidium toruloides que
demonstrou maior resisténcia aos furanoaldeidos, importantes produtos de
degradacéo encontrados em hidrolisados lignocelulésicos.

Embora o processo de adaptacéo ofereca vantagens em relacdo a cepa
nao-adaptada quando cultivada em hidrolisados de biomassa, esse meio ainda
nao atende a todas as exigéncias nutricionais dos micro-organismos. Por isso, é

necessaria a suplementagcéo com nutrientes essenciais para o desenvolvimento
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celular, os quais sao fundamentais para a realizacdo de qualquer reacdo de
fermentacao [129,130].
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Tabela 2 — Analise comparativa da producéo de lipidios por diferentes cepas de leveduras oleaginosas a partir de diferentes meios de cultivo

Cepa de !evedura Fonte de carbono Meio de crescimento Razdo C:N Blomassa Contetdo lipidico Referéncia
oleaginosa final (g.L) (% bs)
Rhodosporidium toruloides . 1 meio de cultivo quimicamente .
CBS 14 xilose 39,4 g.L definido 75:1 11,1 47,05 [136]
Rhodosporidium toruloides . 4 meio de cultivo quimicamente .
CBS 14 glicose 40,8 g.L definido 75:1 13,8 47,51 [136]
Rhodosporidium toruloides ( 48250509/;)La;aﬁ:1%ire653t8tg£ de Flagfaiggslir\:]%%e;?)lie(?g;ii;e 30:1 18 745 [137]
ATCC 204091 xiiose e 2094% de’ Iiéerol) manga, vagens de ervilha e tocos ’ '
' 9 de couve-flor/repolho)
Rhodotorula glutinis A Aguas residuais de glutamato
40 g.Lt glicose monossédico (MSG) NI 25 20 [138]
Rhodosporidium toruloides . . -
NRRL Y- 25 g.L" glicose meio de CU|tIVQ quimicamente 25:1 3.90 6.16 [139]
definido
1091
Rhodosporidium toruloides meio de cultivo quimicamente
NRRL Y- 25 g.L xilose 0 g 25:1 2,85 2,63 [139]
definido
1091
Rhodosporidium toruloides 1o o . -
NRRL V- 23,89 ¢g.L _)(llose, 4,109.L Hldrollsado_hemlcelul(_)slcode palha NI 1073 9.44 [139]
1091 glicose, de trigo destoxificado
. . 103 g.L* de acucares totais (61 o . .
Rhodosporidium toruloides 9.L de glicose, 42 g.L* de Hidrolisado hemlcgluloswode palha NI 6.6 54.4 [140]
0126-16 . de trigo
xilose)
-1 i -1
Rhodosporidium toruloides- 37.59L"de gI_|cose, 25gL Hidrolisado celulésico de madeira 70:1 15,3 34 [141]
1588 de xilose
Hidrolisado celul6sico e
Rhodosporidium toruloides- 25g.L* glicose, 25g.L* xilose. hemiceluldsico de residuos 70 13,33 38,85 [142]
1588 florestais (Populus sp.) (1:1)
Rhodosporidium toruloides Hidrolisado hemicelulésico de
CCT 12,19 g.L ! xilose . 100 6,52 26,42 [126]
7815 eucalipto
Rhodosporidium toruloides 1 . 1 Hidrolisado de hemiceluldsico de
NRRL Y- 24,76 g.L de“éc':g:e’ 4r2gl palha de trigo concentrado 2 vezes N.I 10,73 9,44 [139]
1091 9 e destoxificado

N.I: ndo informado.

Fonte: Elaborada pela Autora (2025).
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2.10 Mecanismos de fermentacdo e acumulacédo de lipidios

Os principais beneficios da producdo de 6leo microbiano por meios
biotecnolégicos incluem sua independéncia de varia¢cdes sazonais e climaticas,
a capacidade de manter condigcbes de producdo controladas e os ciclos de
crescimento mais curtos, que oferecem vantagens significativas em relacéo as
fontes vegetais. No entanto, até 0 momento, a pesquisa sobre a aplicacdo de
técnicas de adaptacdo em hidrolisados hemiceluldsicos para identificar cepas de
leveduras oleaginosas mais robustas para a producdo de éleo microbiano é
limitada, o que se associa diretamente a variabilidade dos hidrolisados que
podem ser obtidos e a necessidade da otimizacdo dos parametros de cultivo.

Nos casos de leveduras oleaginosas, 0s parametros nutricionais tém um
impacto direto no acumulo de lipidios, onde a limitacdo de nitrogénio é a maneira
mais comum de aumentar o teor de 6leo em leveduras oleaginosas [92,124]. Isso
ocorre porque a biossintese lipidica € favorecida em um meio com excesso de
carbono, enquanto a presenca de um nutriente limitante (como fosforo ou
nitrogénio) restringe a biossintese de proteinas e &cidos nucleicos. Como
resultado, as células ndo conseguem utilizar toda a fonte de carbono disponivel
para a formacdo de biomassa celular. Em vez disso, o0 metabolismo € desviado,
e 0 excesso de substrato é assimilado e convertido em lipidios intracelulares
[138,132,139]. A Figura 8 apresenta as vias metabdlicas envolvidas na producéo
de 6leo microbiano. O piruvato, produto final da glicélise e da via de utilizacdo
das pentoses, € transportado para a mitocondria. Na mitocdndria, o complexo
enzimatico de piruvato-desidrogenase catalisa a conversdo do piruvato em
acetil-CoA, um precursor essencial para a biossintese de acidos graxos, que
ocorre no citosol. Como a membrana mitocondrial € impermeavel a acetil-CoA,
este composto é convertido em citrato para ser transportado para o citosol. Em
condi¢cbes de limitacdo de nitrogénio, a enzima adenosina monofosfato (AMP)-
desaminase é ativada, promovendo a clivagem do AMP e resultando na
formacdo de inosina monofosfato (IMP) e ions NH,*, que suprem a demanda
celular por nitrogénio. A deplecdo de AMP interrompe o ciclo de Krebs na etapa
de isocitrato. Nesse contexto, a enzima ATP-citrato liase, presente
exclusivamente em micro-organismos oleaginosos [145], catalisa a converséo

de citrato em acetil-CoA e oxaloacetato no citosol. Esse processo aumenta a
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concentracdo de acetil-CoA disponivel no citosol, favorecendo a biossintese de
acidos graxos. Para a sintese de acidos graxos, séo indispensaveis o NADPH e
o malonil-CoA para o alongamento das cadeias. O NADPH é gerado pela
descarboxilagdo do malato, catalisada pela enzima malica, enquanto o malonil-
CoA € formado a partir da acetil-CoA pela acdo da enzima acetil-CoA
carboxilase. Com esses precursores disponiveis, a sintese de acido palmitico
ocorre por meio de reacdes catalisadas por um complexo multienzimatico,
utilizando acetil-CoA, malonil-CoA e NADPH.

GLICOSE XILOSE
Citosol GLICOSE XILOSE
e e Xilitol
{G-6-P— 6PGL—> 6PL ! )
55 BEBoBTED bR DODDE e Xilulose
F-6-P ; : M
:Rip | Xilulose-5-P
: :
GAD3P i :
'--G—fE’-‘ Mitocoéndria
REE Piruvato >  Piruvato

CO2 + ATP
ADP + Pi
C02
Oxaloacetato
NADH
NADP+\_ Malato NAD+
Acetil-CoA

NADPH

ATP citrato liase
Acetil-CoA ( Citrato ¢ Citrato

Oxaloacetato

Oxaloacetato
N—————> Malato ——5 Malato_’

Figura 8 - Fluxo de citrato e malato como fontes de acetil-CoA e NADPH para a
lipogénese em leveduras oleaginosas.
G-6-P: Glicose-6-fosfato; 6PGL: 6-Fosfoglucono-0-lactona; 6-PL: 6-Fosfogluconato;
R5P: Ribose-5-fosfato; G3P: Gliceraldeido-3-fosfato; Xilulose-5P: Xilulose-5-fosfato;
NADP*: Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato — oxidado; NADPH: Nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato - reduzido; ATP: Adenosina Trifosfato; Acetil-CoA: Acetil
Coenzima A.
Fonte: Adaptado de Spagnuolo et al. 2019 [97] e Ageitos et al. 2011 [145].

Dessa forma, estabelecer o balan¢o ideal entre carbono e nitrogénio (C:N)
é fundamental. Quando a disponibilidade de carbono € baixa, as cepas comegam

a gerar células, priorizando esse processo em detrimento do acumulo de lipidios.
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Assim, a estratégia de C:N deve ser combinada com a adicdo de
microelementos, como Mg?*, Zn2*, Mn2*, Cu?* e Ca?*, além de sais inorgéanicos,

para otimizar o acumulo lipidico [140,141].

2.11 Biocompdsitos de base celulésica

Os painéis de particulas tradicionais séo produzidos a partir de particulas
de madeira, como lascas, aparas, serragem, ou outros materiais
lignocelulésicos, unidos por um adesivo polimérico. Esses componentes passam
por um processo de cura sob condi¢cbes especificas de temperatura e pressao
[147]. Esses materiais apresentam ampla aplicabilidade, incluindo a fabricacdo
de moveis, itens de decoracdo, embalagens, revestimentos e maquetes [148].

A principal matéria-prima utilizada na producdo de painéis de particulas
sdo as aparas de madeira geradas durante o desbaste florestal e os residuos do
processamento da madeira [147]. Embora suas propriedades mecéanicas sejam
inferiores as da madeira solida, esses painéis podem ser aprimorados para
atingir a qualidade desejada por meio de ajustes nas condi¢cdes operacionais de
producdo e no uso de resinas, que atuam como adesivos no material. Entre os
produtos a base de madeira, 0os painéis de particulas representam o principal
item disponivel no mercado global, com uma demanda crescente [75].

Madeiras de reflorestamento tém sido amplamente utilizadas na producéo
comercial de painéis de particulas. Contudo, nos ultimos anos, o cenério de
aproveitamento de recursos madeireiros tem mudado, com maior énfase em
aplicacdes de maior valor agregado [51]. Essa mudanca, aliada a crescente
demanda por madeira e a pressao para reduzir a dependéncia desse recurso,
tem gerado desafios para a industria de painéis de particulas. Esses desafios se
agravam pelo longo tempo necessario para a maturacao de espécies como pinus
e eucalipto, que pode chegar a 15 anos até a colheita, dificultando o suprimento
adequado de matéria-prima [142,144].

A busca por matérias-primas alternativas para substituir os subprodutos
da madeira tornou-se essencial para atender a crescente demanda do setor. A
utilizacdo de matérias-primas alternativa oferece vantagens significativas, como
a reducéo de custos de producédo e, em muitos casos, a diminuicdo da emissao

de compostos nocivos tanto no produto final quanto nas etapas do processo
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produtivo. Por exemplo, as industrias de painéis de particulas e compensados
enfrentam pressdes para reduzir a dependéncia de derivados da madeira e as
emissoes toxicas de formaldeido provenientes de adesivos a base de petréleo.
Essas mudancas tém como objetivo tornar o processo mais ambientalmente
amigavel, além de melhorar a reciclabilidade do produto, j& que os materiais
tradicionais frequentemente limitam as op¢des de descarte e reaproveitamento
dos residuos gerados durante a producéo [150]. Nesse contexto, subprodutos
lignocelulésicos de origem agricola apresentam-se como uma matéria-prima
promissora para a fabricacdo de painéis de particulas, desde que os produtos

obtidos atendam aos requisitos estabelecidos pelas normas técnicas aplicaveis.

2.12 Exploracdo de subprodutos agricolas para producdo de
biocompdésitos

Diversos estudos na literatura relatam o uso de subprodutos agricolas na
producdo de biocompdésitos, destacando a utilizacdo de diferentes partes da
planta, como caules, folhas, palhas, cascas, frutos e sementes [147]. Um
biocompdsito pode ser definido como um material composto de uma matriz de
biopolimero reforcada com fibras naturais ou compostos adesivos. Geralmente,
combina componentes bioldgicos e sintéticos para melhorar as propriedades
mecanicas, térmicas e ambientais [151].

Além do beneficio ambiental associado ao aproveitamento de
subprodutos agricolas que, de outra forma, seriam descartados, essas matérias-
primas oferecem vantagens econdmicas significativas. A utilizagcdo de biomassa
agricola reduz os custos de producao dos biocompdésitos, considerando que a
matéria-prima representa entre 30% e 40% do custo total do processo. Em
comparacao, aparas de madeira sdo, em média, 50% mais caras que a biomassa
agricola, o que torna o uso de subprodutos agricolas uma alternativa mais
acessivel. Essa abordagem resulta em uma reducdo geral nos custos de
producdo, ao mesmo tempo em que promove beneficios ambientais e sociais
[149].

Entretanto, um dos gargalos associado ao uso de subprodutos agricolas
para a producédo de biocompdsito é geralmente o seu menor teor de celulose

quando comparado com subprodutos derivados da madeira [11]. A organizagéo
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estrutural dos polimeros de celulose é crucial para garantir propriedades
mecanicas adequadas ao material. Além disso, o alto teor de componentes
extrativos nos subprodutos agricolas deve ser considerado, pois, durante a
prensagem, esses compostos podem volatilizar, liberando gases que prejudicam
a adesdo entre as fibras. Para alcancar as propriedades fisicas e mecanicas
desejadas, torna-se essencial realizar uma etapa de modificacdo estrutural,
como o pré-tratamento seletivo, visando a remocdo de componentes néao
celulésicos, incluindo extrativos e parte da lignina [152]. A remocéo parcial da
lignina e da hemicelulose aumenta a porosidade e reduz a rigidez do material,
favorecendo o processo de densificacdo. No entanto, uma remocdao insuficiente
de lignina pode comprometer a prensagem a guente, resultando em painéis de
particulas com maior presenca de espacos vazios. Por outro lado, a remocéao
excessiva de lignina, que desempenha um papel crucial como agente ligante,
pode tornar o material excessivamente fragil [153].

Estudos anteriores frequentemente combinam tratamento quimico e
densificacdo a alta temperatura para produzir biocompadsitos com maior rigidez
e resisténcia [148,149] desenvolveram um biocompaosito livre de adesivos a partir
de particulas de bambu, utilizando deslignificacdo parcial (NaOH/Na2SO3)
seguida de prensagem a quente em duas etapas: 80°C, 1 MPa por 12 horas, e
140°C, 50 MPa por 90 minutos. O material obtido apresentou alta resisténcia a
flexdo (162 MPa), superando o bambu natural. O tratamento quimico foi eficaz
para ajustar a quantidade de lignina e liberar as microfibras de celulose, que,
durante a prensagem a quente, foram infiltradas pela lignina, resultando em uma
estrutura densa e de bom desempenho.

Como o biocompdésito gerado é livre de formaldeido e outras substancias
nocivas a saude humana, seu leque de aplicacdes se amplia, permitindo seu uso
em areas que exigem altos padrées de protecdo ambiental. Exemplos incluem
aplicagcbes em ambientes internos, como separadores de escritorio, tetos e
paredes, portas de correr, decoracdo de interiores e outros produtos
manufaturados [150,151].
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2.13 Propriedades da lignina e seu uso como plastificante

A lignina consiste na fonte de polimeros fendlicos naturais mais
abundante no planeta responsavel pela rigidez e integridade das plantas [51]. A
lignina é rica em grupos funcionais, como hidroxila, carboxila e aldeido, o que
desperta interesse para a exploracdo desse recurso, principalmente com base
em seus componentes [51]. A maioria da lignina disponivel é obtida como
residuo durante o processo de polpacdo para producdo de papel, mas é
encontrada em todas as plantas [158]. Enquanto a celulose é amplamente
utilizada na producdo de papel, as aplicacdes da lignina ainda sao bastante
limitadas, apesar de sua ampla disponibilidade. Um dos principais campos de
valorizacdo da lignina é sua utilizacdo como ligante, devido a sua estrutura
aromatica tridimensional complexa confere aos produtos a base de lignina
propriedades de grande interesse, como resisténcia mecanica, durabilidade,
retardamento de chama por meio da formacdo de carvdo e resisténcia a
degradacéo ultravioleta [159]. O aproveitamento das propriedades adesivas da
lignina € uma tecnologia que comecou a ser explorada na década de 1990 [160].
No entanto, naguela época, os estudos focavam na formulagédo combinada com
fenol-formaldeido, que, além de n&o ser renovavel, é caro, de processamento
complexo e consome muita energia [51].

Embora os painéis de particulas tradicionais utilizem grandes quantidades
de subprodutos do beneficiamento da madeira, esses materiais sdo, na maioria
das vezes, considerados residuos devido ao tamanho das particulas, o que
impede sua absorcdo em setores tradicionais, como na producdo de mdéveis,
componentes estruturais ou de isolamento. Um dos principais problemas do
processo industrial esta no uso de resinas téxicas a base de formaldeido, que,
além de melhorar as propriedades mecéanicas dos compdsitos, resulta na
liberacdo de formaldeido livre [161]. O formaldeido foi classificado como um
carcinogeno humano pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC) e representa um risco significativo ao meio ambiente, causando danos a
trabalhadores e consumidores desses painéis de particulas [150]. O uso de
adesivos a base de formaldeido responde por 95% das resinas utilizadas na
producdo desses painéis [162], incluindo fenol-formaldeido (PF), ureia-
formaldeido (UF) e melamina-ureia-formaldeido (MUF). Essas resinas sao
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amplamente empregadas devido ao seu baixo custo e alta reatividade,
permitindo a utilizacdo de condi¢cdes operacionais mais brandas.

Considerando os maleficios associados ao uso de resinas toxicas, a
producdo de painéis de particulas sem ligantes téxicos (self-bonding) ou com
ligantes renovaveis oferece beneficios econdmicos e para a saude. Atualmente,
apenas 5% dos painéis de particulas produzidos utilizam adesivos naturais,
como taninos, carboidratos, latex de borracha natural e ligninas [42,157,158]. No
entanto, o alto custo e a limitada performance desses materiais restringem suas
aplicac6es em maior escala [165]. Dessa forma, a fabricacéo de painéis de fibras
livres de adesivos surge como uma abordagem promissora, tanto do ponto de
vista econdmico quanto ambiental.

Em busca de tecnologias mais sustentaveis, processos de fabricacdo de
painéis de particulas livres de formaldeido baseados na capacidade de auto-
ligacdo dos componentes presentes na matriz lignoceluldsica, tém sido relatados
em diversos estudos [155,160,161] e sdo considerados candidatos promissores
aos modelos tradicionais, pois sdo ecologicamente corretos, ndo requerem a
adicdo de resinas e possuem aplicacdes domésticas [168]. O processo de
producdo sem adesivos envolve a ativacdo da biomassa vegetal por meio de
tratamentos especificos, que geram radicais livres na superficie das fibras,
resultando na ligacédo das particulas sob condi¢cdes controladas [155,159].

Na natureza, a lignina desempenha diversas fungbes nas plantas,
atuando como um aglutinante natural que contribui para a rigidez, resisténcia a
ataques de parasitas e bactérias [163,148]. Estudos recentes destacam a
capacidade de auto-ligacdo dos componentes estruturais da biomassa
lignocelulésica, uma caracteristica atribuida a lignina, que age como um adesivo
natural e desempenha um papel crucial no desenvolvimento de painéis de
particulas sem adesivos. Essa atividade € potencializada durante o
processamento térmico, no qual a fracdo de lignina melhora o desempenho
mecanico e fisico do produto final [170].

Explorar a capacidade adesiva da lignina em biocompdésitos, sem a adicao
de formaldeido, € uma abordagem mais sustentavel e ecolégica em comparacéo
com os métodos tradicionais, e tem se tornado gradualmente um foco de
pesquisa [164]. A estrutura aromatica da lignina oferece diversas possibilidades

para a valorizacdo de derivados naturais. Os sitios ativos em sua estrutura
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podem ser modificados por meio de tratamentos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
com o objetivo de potencializar suas propriedades adesivas [51]. Por exemplo,
[161] produziram biocompdsitos com excelentes propriedades mecanicas a partir
de p6 de buxo (Buxus) utilizando um pré-tratamento em moinho de bolas e
prensagem a quente em uma Unica etapa. Em outro estudo, [156] utilizaram p6
de madeira de buxo, apos tratamento com acido acético 6%, para produzir
biocompositos. Para a prensagem a quente, o material tratado foi colocado no
molde, com pressao ajustada para 75 MPa, temperatura de 180°C e tempo de
90 minutos. Os resultados de resisténcia a flexdo obtidos foram de 43,9 MPa e
48,62 MPa para materiais com 6% e 8% de umidade, respectivamente. Nesse
caso, O tratamento acido promoveu a degradacdo parcial da celulose e
hemicelulose, além da remocédo parcial da lignina, mantendo a integridade da
estrutura aromética. Durante o processo de prensagem, a lignina se transforma
e atua como um adesivo, com os radicais hidroxilas formando ligacdes de
hidrogénio.

Uma outra abordagem, envolve o uso de tratamentos bioldgicos. O estudo
de Liu et al. (2019) [171] utilizou talos de algod&o que foram cultivados com o
fungo da podriddo branca Ganoderma lucidum, seguido de prensagem a quente.
Com o crescimento fungico, os componentes da biomassa vegetal foram
degradados pela secrecao de enzimas lignoliticas, e durante a prensagem, o
material foi densificado, formando novas ligac6es quimicas entre o micélio e as
particulas da biomassa. A resisténcia a flexao obtida foi de 4,60 MPa para o
material prensado a 200°C, sendo comparavel a resisténcia de painéis de fibras

nao estruturais.

2.14 Celulose: caracteristicas estruturais e aplicacées em biocompaosito

A celulose se destaca como matéria-prima para diversos setores de
materiais poliméricos devido a sua abundancia, leveza, alta resisténcia, além de
ser renovavel e biodegradavel. No entanto, sua aplicagdo no desenvolvimento
de compositos é limitada por seu carater hidrofilico, resultado dos grupos
hidroxila naturalmente presentes nas superficies das fibrilas. Para garantir sua
estabilidade em ambientes Uumidos, € necessario combinar essas fibras com

resinas que promovem resisténcia a agua [172]. Nas plantas, a estabilidade &
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proporcionada pela associacdo das fibras de celulose com a lignina, que age
como um agente ligante, unindo as células na matriz lignoceluldsica. Isso confere
rigidez, resisténcia e limita a absor¢cédo de agua [163,145].

Para a valorizacao do material lignoceluldsico por meio de sua capacidade
de auto-ligacdo, é necessario compacta-lo para eliminar os espacos internos
formados pelas fibras de celulose, que estdo intimamente associadas a
hemicelulose e a lignina. Durante a compactacao, ocorre um aumento na secao
transversal do material, resultando em maior densidade e rigidez. Contudo,
devido a lignina ser um agente recalcitrante, responsavel pela resisténcia fisica
e biologica das plantas [167,163]; o processo de densificacdo exige condi¢des
rigorosas para a formacdo do biocompodsito. Essa caracteristica pode ser
suavizada por meio de um tratamento, predominantemente quimico, que visa o
amaciamento da matriz lignocelulosica antes da prensagem a quente. O
tratamento quimico atua no afrouxamento dos componentes da biomassa, aliado
a uma remocdo parcial dos componentes nao celuldsicos, que afetam
negativamente a resisténcia mecéanica do biocompdésito, dificultando a interacédo
e a capacidade de ligacédo entre as fibras e a matriz [174]. Assim, 0 uso de
tratamentos quimicos contribui para a melhoria da processabilidade [175]. E
importante considerar sua temperatura de transicao vitrea, que varia entre 80 e
190°C [172], dependendo da origem da biomassa e das condi¢cdes do processo
de extracdo [176]. No caso da lignina Kraft, essa transicdo ocorre acima de
200°C, enquanto para lignina organossolv, valores entre 90 — 140°C séo
reportados [172].

Em resumo, a etapa de tratamento quimico tem como objetivo a remocéao
parcial da hemicelulose e lignina, o que reduz a recalcitrancia da biomassa. Esse
processo facilita a interacdo mais estreita entre as fibras de celulose e a lignina
residual, ao mesmo tempo que gera componentes com propriedades adesivas,
que possibilitam a unido das fibras durante a prensagem a quente [148,150].
Durante o processo de prensagem a quente, a lignina disponivel sofre transicao
vitrea, amolecendo e penetrando entre as fibras de celulose. Assim, ela atua
como um "adesivo", preenchendo os vazios entre as fibras, o que resulta
principalmente no aumento das propriedades mecanicas e da hidrofobicidade do
biocomposito. O tratamento alcalino € uma opc¢ao eficaz, pois remove

componentes indesejados da estrutura das fibras, como ceras, Oleos,
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hemicelulose e lignina. Além disso, aumenta a rugosidade das fibras,

favorecendo um melhor entrelacamento [174].

2.15 Estratégias para producéo de biocompoésitos sustentaveis

A utilizacdo de resinas de origem fossil (uréia-formaldeido, fenol-
formaldeido e melamina-formaldeido) na producao de biocompdsitos tem como
objetivo aumentar as interacdes entre as fibras, de modo que as ligagbes
formadas sejam fortes e resultem em propriedades como boa adeséo e
resisténcia mecanica além de facil processamento. Nesse contexto, a producao
de biocompdsitos sem resinas apresenta um desafio. O método mais explorado
para contornar essa limitacdo é o tratamento quimico com diferentes agentes,
que promovem a ativacdo da superficie das fibras [165].

O uso de subprodutos ndo-madeireiros na producdo de biocompdsitos
exige o emprego de condi¢Bes de processamento otimizadas para atender aos
requisitos de desempenho estabelecidos pelas regulamentagbes. Um dos
desafios € que os subprodutos agricolas, como palhas, cascas e bagaco,
possuem baixa densidade e precisam ser modificados para atender as diretrizes
gue regulamentam a sua producao, no caso do Brasil a ABNT NBR 14810. Os
principais métodos de modificacdo utilizados sdo o tratamento quimico e a
densificagcdo. Durante a densificagcdo, esses materiais s&do altamente
comprimidos, mas mantendo o alinhamento natural das fibras de celulose [175].

Os constituintes da biomassa vegetal atingem o estagio de auto-ligacéo
durante a prensagem a quente. Assim, 0S parametros operacionais, como
temperatura, pressao e tempo, tém um papel fundamental nas propriedades dos
biocompdsitos resultantes. Durante essa etapa, ocorrem reac¢des importantes,
como a quebra da lignina em componentes de baixo peso molecular, a
degradacéo da hemicelulose e a exposicao das superficies de celulose. Essas
reacoes favorecem o entrelacamento das fibras de celulose com os demais
componentes do biocompdsito. A degradacdo desses componentes facilita a
compressdo, reduzindo a resisténcia durante a prensagem a quente e
melhorando o contato particula-particula, essencial para a auto-ligagédo [158].

No processo de producao a seco e sem a adicdo de resinas, as condi¢des

operacionais devem ser cuidadosamente selecionadas para garantir a
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evaporacao do excesso de umidade, a reducdo da espessura do material e a
fusdo da lignina, que deve infiltrar nas fibras de celulose. Esse processo
preenche os vazios disponiveis e adsorve nas superficies, envolvendo de
maneira uniforme e firme as fibras de celulose e lignina [172]. Por exemplo,
Cheng et al. (2024) [170] investigaram o efeito da temperatura (150, 170 e
190°C) e do teor de umidade (8 e 20%) na producao de biocompdsitos a partir
de residuos de madeira de choupo. Os resultados indicaram que a melhor
condicao foi de 170°C com 20% de umidade. Essas condigdes proporcionaram
melhores propriedades mecéanicas (ligagdo interna de 0,77 MPa) e fisicas
(absorcdo de agua de 8,14%). Os autores atribuiram esses resultados ao alto
teor de umidade e a temperatura necessaria para a volatilizacdo e infiltracdo da
lignina na matriz, o que torna as particulas mais maleaveis durante a prensagem
a quente. Estudos indicam que um teor de umidade entre 5% e 20% € necessario
para garantir a transferéncia de calor durante a prensagem a quente, além de
favorecer a fluidez da lignina, que se torna mais maleavel devido ao processo de
plastificacdo das particulas, o que aumenta a capacidade de auto-ligacao do
biocompdsito [164,156,171]. No entanto, um alto teor de umidade pode acarretar
problemas como adesédo inadequada das fibras, delaminacdo e manchas [178].
Durante o processo de prensagem a quente, reacdes térmicas e quimicas podem
ocorrer nos substratos, como hidrélise, desidratacdo e oxidagdo. Alguns
compostos termicamente sensiveis, como a hemicelulose, podem ser removidos
nessa etapa. A remocao comeca com a desacetilagdo causada pelo calor, o que
pode levar a formacdo de acido acético. Este, por sua vez, pode atuar como
catalisador, acelerando a desidratacdo da hemicelulose e promovendo a
remocé&o de grupos hidroxila e carbonila, resultando em uma despolimerizagéo
em cascata que pode gerar compostos como furfural e hidroximetilfurfural [156].

A temperatura de prensagem é um parametro crucial, pois influencia
diretamente as reacdes quimicas que ocorrem durante o processo, impactando
as propriedades do biocomposito final [155,173]. Um problema comum
relacionado a isso € a temperatura inadequada de prensagem. Quando a
prensagem ocorre a uma temperatura muito baixa, abaixo da temperatura de
transicao vitrea da lignina, que varia conforme seu tipo, a infiltracdo nas fibras
de celulose nao ocorre de forma eficiente, 0 que compromete a interacao entre

esses componentes. Por outro lado, temperaturas excessivamente altas (acima
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de 200°C) podem causar a fusdo da lignina e, em alguns casos, até sua pirdlise
[172]. Aléem disso, temperaturas elevadas podem levar a destruicdo da celulose

por queima, resultando na perda de rigidez do material [165].

2.16 Propriedades e desempenho de biocompdsitos na substituicdo de

materiais convencionais

Os biocompositos produzidos a partir de subprodutos agricolas (bagaco
de cana-de-acgucar, fiboras de bambu, casca de arroz) oferecem diversas
vantagens que podem tornar o processo mais atraente. Além de serem
renovaveis, esses materiais sdo mais leves em comparacao aos tradicionais a
base de madeira ou plasticos derivados do petréleo, e suas propriedades
mecanicas podem ser ajustadas conforme o uso final. Em um estudo realizado
por Dominguez-Robles et al. (2018) [180] biocompdsitos foram produzidos a
partir de palha de trigo tratada quimicamente (7% de NaOH a 100°C por 150
minutos) e com adicdo de diferentes quantidades de lignina recuperada no
mesmo processo. O material foi prensado a quente a 230°C por 73 minutos. O
biocompdsito com 15% de lignina apresentou resisténcia a flexdo de 96,81 MPa
e modulo de flexdo de 3,55 GPa, superando as propriedades do HDF comercial,
que apresentou resisténcia a flexdo de 41,70 MPa. A tecnologia de producéo de
biocompdésitos de auto-ligacdo com propriedades satisfatérias também foi
alcancada utilizando aparas de madeira [175,150,156] e fibras de linho (Linum
usitatissimum) [166]. Na Tabela 3 estdo apresentados dados de propriedades
mecanicas e fisicas para biocompoésitos produzidos a partir de diferentes

biomassas lignocelulésicas.
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Resisténcia a

Médulo de

Resisténcia a

Matéria-prima Cor;ggseasode D?n/s(;gg;ie flexdo (MOR) ﬂ'\él)?ggl(%gz) elasticidade agua (TS e Referéncia
produg 9 MPa (MOE) WA)*
Residuos da cultura do
feijdo (Cajanus cajan L. Pré-prensada a 0,5 Absorcio de
Mill sp.) e residuos de MPa por 5 min em égua'g7 68%
madeira (Hevea temperatura 0,75 14,41 - 939,32 MPa  Inchamento em [182]
brasiliensis) combinados ambiente seguido .
: X espessura:
com adesivo de por 15 minutos a 4,0
. . 1,73%
poliuretano vegetal (livre MPa.
de formaldeido).
Absorc¢éo de
Fibra de kenaf com adicdo 180°C por 20 agua: 4449%
. & minutos sob pressao 0,80 11,39 - 1540 MPa Inchamento em [157]
de amido de batata (10%). :
de 12 MPa espessura:
241%
Pré-prensado a 1
Particulas de bambu pré-  MPa por 12 h a 80°C Absorcio de
tratada mecanicamente e seguido por 90 1,26 162 6.6 - . _9 [155]
L . agua: 47.8%
quimicamente minutos a 50 MPa
al40°C
Particulas de madeira 170 °C por 60
(boxwood) pré-tratada minutos sob pressao 1,55 92,21 - - - [161]
quimicamente (HCI) de 30 MPa.
. . Absorc¢éo de
e ey 170°C por 6D
o P minutos sob pressao 1,46 141,98 3,72 - Inchamento em [183]
guimicamente (H20z, d .
NaOH, NazSiOs) e 75 MPa. espessura:
' ' 14%
Absorcéo de
. . 180°C por 60 agua: ~5%
P:;\rgsu(l)aﬁpie m&;ﬂilirar;j)e minutos sob pressao 1,39 50,5 3,17 - Inchamento em [162]
b P 9 de 30 MPa. espessura:
~7%
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Residuos de madeira —
choupo (Populus nigra)

175°C por 45

Absorcéo de

combinadas com lignina minu;os sob presséo 1,44 84,40 11,35 - agua: 8,42% [167]
e 32 MPa.
soda.
Absorc¢éo de
180°C por 30 agua: 13%
Bagaco de cana-de-agUcar minutos sob pressao 0,80 15,16 - 1710 Inchamento em [179]
de 12 MPa. espessura:
10%
. . Absorc¢éo de
oo oo, 180G pors0
L minutos sob pressao 1,45 48,62 - 6171,85 Inchamento em [156]
quimicamente com de 75 MPa espessura:
CH3;COOH ' )
~3%
75°C por 3 min sob
pressao de 8 MPa,
seguida por aumento
da pressao para 14
: . MPa por 5 min.
Palha de trigo combinada Temperatura 1,16 96,81 3,55 - - [180]

com lignina soda (15%)

aumentada para
150°C por 60 min.
Por fim, aumentado

gradualmente a
230°C e 14 MPa.

*ap06s 24 horas de imerséo

Fonte: Elaborada pela autora (2024)

Tabela 2 - Comparacao de biocompdsitos produzidos a partir de diferentes subprodutos agricolas e florestais quanto as condices de

producao e propriedades fisicas e mecanicas.



3

3.1

OBJETIVOS

GERAL

Desenvolver processos inovadores para agregar valor aos subprodutos do

processamento da cana-de-acucar, como palha e bagaco, com foco na producéo de

lipidios e na fabricacédo de biocompdésitos de média densidade, alinhados ao conceito

de biorrefinaria sustentavel.

3.2

Especificos

. Avaliar, quanto ao crescimento de biomassa celular e a producédo de lipidios,

trés cepas de Rhodosporidium toruloides em meios compostos por glicose,

xilose e uma mistura destes.

. Adaptar gradualmente trés cepas de Rhodosporidium sp. ao hidrolisado

hemiceluldsico de biomassa de cana-de-acucar (HHC) e realizar fermentacdes
comparativas utilizando cepas adaptadas e ndo adaptadas em hidrolisado

hemicelulésico ndo destoxificado.

Produzir biocompdsitos utilizando polpa alcalina (tratada com NaOH) de

bagaco de cana-de-acucar e avaliar suas propriedades fisicas e mecanicas.

. Investigar o efeito da adicdo de lignina alcalina, em propor¢cdes de 0% a 20%,

como adesivo natural no processo de fabricacdo dos painéis.
Propor um modelo de biorrefinaria integrada que combine a producéo de

lipidios e a fabricacdo de biocompdsitos de média densidade, utilizando palha
e bagaco de cana-de-acucar.
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4. MATERIAL E METODOS

Primeiro cenério: Fermentacdo de acucares presentes na fracdo hemicelulésica

visando a producéo de lipidios por cepas de Rhodosporidium toruloides

4.1 Biomassa lignocelulésica de cana-de-acucar

A palha e o bagaco de cana-de-agucar foram gentilmente fornecidos pela Usina
Santa Cruz, integrante do Grupo Sao Martinho, localizada na cidade de Américo
Brasiliense, SP. Os materiais foram secos ao ar livre até atingirem um teor de umidade
inferior a 10%, posteriormente moidos em um moinho de facas (Forage Crushers TRF-
400) para obtencéao de fracbes de menor granulometria (particulas em torno de 5 mm)
e armazenada em galGes de plastico hermeticamente fechados para evitar o ganho
de umidade. Os materiais foram utilizados em seguida para realizacdo das
caracterizacdes quimicas e etapa de tratamento quimico para obtenc¢éo do hidrolisado

hemiceluldsico.

4.2 Tratamento com acido diluido da biomassa de cana-de-acucar

A biomassa de cana-de-agucar foi submetida a uma hidrélise 4cida diluida para
a producao de um hidrolisado rico em xilose, que foi posteriormente empregado nas
etapas de adaptacdo e fermentacdo das linhagens de R. toruloides. Para a hidrolise
da biomassa de cana-de-agucar, os experimentos foram realizados no Laboratorio
Nacional de Biorrenovaveis, localizado no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais (CNPEM), utilizando um reator de alto torque em escala piloto de 300 litros,
no dia 29 de janeiro de 2019. Para a mistura de bagaco e palha de cana-de-agucar
(1:1), as condic¢Oes utilizadas foram determinadas com base em trabalhos anteriores,
sendo: relagdo solido-liquido 1:10, temperatura de 140 °C, concentragdo de acido
sulfarico de 0,5% (m/v) e tempo de reacao de 15 minutos [70].

O hidrolisado hemicelulésico obtido foi filtrado para separar a celulignina e, em
seguida, armazenado em frascos herméticos sob refrigeracdo a 4 °C para posterior

caracterizacao dos teores de acucares e compostos toxicos. A celulignina resultante
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dessa etapa foi lavada com agua para remover o acido residual, seca ao sol até
alcancar uma umidade inferior a 10% e armazenada a temperatura ambiente para

posterior caracterizagdo quimica.

4.3 Caracterizacdo quimica da biomassa de cana-de-acucar

Os materiais lignocelulésicos do estudo (“in natura” e apos o pré-tratamento:
celulignina) tiveram o teor de umidade determinado apds secagem em estufa a 105
°C, por diferenca de massas, e foram caracterizados em termos de celulose,
hemicelulose, lignina, cinzas e extrativos. Para isso, utilizou-se a metodologia padrao
de determinacdo de carboidratos estruturais e lignina, desenvolvida pelo National
Renewable Energy Laboratory (NREL), do U.S. Department of Energy [184]

Inicialmente, as amostras “in natura” passaram por uma etapa de remocao de
compostos extraiveis por meio de um sistema de extracdo Soxhlet. As amostras (3,0
g de peso seco) foram empacotadas em papel filtro em triplicata e submetidas a
extracdes sequenciais de aproximadamente 250 mL cada, utilizando inicialmente trés
ciclos com agua destilada, seguidos de trés extracdes com etanol. ApGs essa etapa,
0os materiais foram secos em estufa a 105 °C até peso constante, e o teor de
compostos extraiveis foi determinado com base na diferenca entre as massas inicial
e final.

Em seguida, foi realizada a etapa de hidrolise acida em duas etapas (banho-
maria — banho ultratermostético SL - 152 e autoclave - Phoenix Luferco) no material
livre de extrativos para a determinacao dos carboidratos estruturais e da lignina. Para
isso, 0,3 g de material seco foi colocado em tubos de ensaio, aos quais foram
adicionados 3 mL de H2SO4 a 72% (m/m). Os tubos foram incubados em banho-maria
a 30 °C por 60 minutos, com agitacao suave a cada 10 minutos, utilizando um bastao
de vidro.

Apols essa etapa, o conteudo dos tubos foi transferido para um frasco Schott,
onde foram adicionados 84 mL de agua destilada, de modo que a concentracdo do
acido fosse reduzida para 4% (m/m), e entdo autoclavado a 121 °C por 60 minutos.
Apos os frascos atingirem a temperatura ambiente, o contetdo de cada um foi filtrado

a vacuo utilizando cadinhos Gooch devidamente identificados e pesados, para separar
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as fracOes liquida e solida. O material solido retido no cadinho foi seco em estufa a
105 °C até massa constante, permitindo a determinacéo da lignina insollUvel por meio
de analise gravimétrica.

A lignina soluvel presente na fracéo liquida do hidrolisado &cido foi determinada
por espectrofotometria UV-Vis (205 nm) (Ultrospec 2000 UV/Vis Pharmacia Biotech).
O liquido recolhido foi ainda armazenado para posterior analise em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), visando determinar os teores de glicose, xilose,
arabinose, acido acético e compostos fendlicos.

Para a determinacao de cinzas, utilizou-se a biomassa “in natura”, cuja massa
conhecida foi colocada em um cadinho previamente pesado e levada a mufla por 3
horas a 575 °C (aquecimento progressivo). O teor de cinzas foi determinado por
diferenca de massas. As mesmas etapas de caracterizagcéo, exceto a remocéo de

extrativos, foram realizadas para a celulignina.

4.4 Micro-organismos e condigdes de cultura

4.4.1 Micro-organismos

As cepas oleaginosas Rhodosporidium toruloides UFMG-CM-Y2896,
Rhodosporidium toruloides UFMG-CM-Y2781 e Rhodosporidium toruloides UFMG-
CM-Y2882, utilizadas neste estudo, foram obtidas da Colecdo de Micro-organismos,
DNA e Células da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Carlos Augusto Rosa. Essas leveduras foram
originalmente isoladas de amostras de madeira em decomposi¢cdo na regido de
Taquarucu, no estado do Tocantins, e 0 sequenciamento e analise do genoma foram
realizados no Laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG [185].

As cepas foram armazenadas a -80 °C em 30% (v/v) de glicerol. Para a
manutencao das leveduras em estoque, estas foram preservadas em placas de Petri
contendo meio de cultura solidificado (10 g.L* de glicose, 5 g.L* de peptona, 3 g.L?

de extrato de levedura, 3 g.L* de extrato de malte e 20 g.L* de agar) apds incubacéo
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em estufa a 28 °C por 24 horas. As placas foram armazenadas a 4 °C, com repiques

realizados a cada 25 dias.

4.4.2 Curva padréo e producao de biomassa celular

O crescimento celular necessario para a elaboracdo da curva padrdo das
leveduras foi realizado em meio YPG (extrato de levedura, peptona e glicose),
preparado nas seguintes proporcdes: 30 g.L* de glicose, 20 g.L* de peptonae 10 g.L
1 de extrato de levedura. Para iniciar o processo, as leveduras foram previamente
inoculadas em tubos de ensaio contendo agar nutriente inclinado e incubadas por 24
horas a 28°C.

Em seguida, as células foram transferidas para 500 mL de meio YPG,
distribuido em frascos de 125 mL, com 50 mL de meio por frasco, e incubadas por 24
horas a 28°C, com agitacdo de 200 rpm em agitador orbital (New Brunswick Scientific,
EUA). Apés o periodo de incubacgéo, o conteudo dos frascos foi centrifugado a 1157
Xg por 5 minutos, e as células foram lavadas com agua estéril para remover 0s
nutrientes residuais. Posteriormente, as células foram ressuspendidas em agua estéril
para a obtencdo de uma solucdo-made de células. A partir dessa solucdo-mae,
aliquotas foram retiradas e analisadas em espectrofotdbmetro a 600 nm, com
subsequentes diluicbes realizadas para obtenc&o dos demais pontos da curva padréo.

Para a determinacdo do peso seco da solucdo-mae e dos demais pontos da
curva, 10 mL da solucdo-mée foram transferidos para cadinhos previamente secos e
pesados, os quais foram mantidos em estufa a 100°C até atingirem peso constante.
Assim, o peso seco foi determinado por andlise gravimétrica, permitindo o calculo do
valor massico. A concentracao celular nas demais diluicdes foi determinada com base
nos valores de absorbancia medidos para cada diluicdo da solugdo mée. A partir
desses dados, foram elaboradas curvas padrdo especificas para cada espécie de

levedura (Apéndice 1).
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4.4.3 Preparo do In6culo

O in6culo da fermentacéo foi preparado em frascos do tipo Erlenmeyer de 1000
mL, contendo 400mL de meio YPG (extrato de levedura, peptona e glicose),
preparado nas seguintes propor¢ées: 30 g.L* de glicose, 20 g.L* de peptona e 10 g.L
1 de extrato de levedura e inoculados a partir de células crescidas previamente em
tubos de ensaios com agar nutriente inclinado. Os frascos foram incubados a 28°C
em um agitador orbital (New Brunswick Scientific, U.S.) com uma agitagao de 180 rpm.
Apoés 24 horas, o conteudo dos frascos foi centrifugado (1157 xg por 5 minutos) e as
células foram lavadas com agua estéril para remoc¢éao dos nutrientes residuais a partir
do meio de pré-cultura e entdo re-suspendidas em agua estéril. O volume de agua
adicionado foi ajustado para resultar em uma concentracdo celular especifica para
cada etapa fermentativa (1,59.L* e 2 g.L?). O crescimento celular foi estimado
medindo a absorbancia do caldo de fermentacdo em espectrofotometro (OD600 nm)
(Ultrospec 2000 UV/Vis Pharmacia Biotech) e convertido em concentragdo de
biomassa celular usando uma curva de calibracdo — especifica para cada cepa
utilizada (Apéndice 1).

4.5 Fermentacéo das cepas oleaginosas em meios semi-definido

As trés diferentes leveduras oleaginosas foram avaliadas em ensaio com
frascos, utilizando uma fonte comercial de carbono em meio semi-definido. Os meios
de avaliacdo incluiam o cultivo das leveduras com glicose (meio G), xilose (meio X)
ou ambos, nas mesmas concentracdes encontradas no hidrolisado hemicelulésico de
cana-de-acucar, com a presenca (meio GXAc) ou auséncia (meio GX) de &acido
acético (Tabela — 4), com o objetivo de comparar as performances fermentativas e a
capacidade de acumular lipidios. A composi¢cdo dos meios semi-definidos esta
descrita na Tabela 4. A razdo C:N dos meios utilizados foi calculada com base na
razao entre os mols de carbono disponivel nos agucares (glicose e xilose) e os mols
de nitrogénio presente nos reagentes utilizados. O pH do meio foi medido e ajustado
para 5,5, quando necessario, pela adi¢cdo de solugbes de NaOH (2M) ou H2SO4 (2M).

Os meios foram autoclavados a 121°C por 15 minutos.
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Cada experimento foi realizado em duplicata a 28 °C e 200 rpm, utilizando um
agitador orbital (New Brunswick Scientific, EUA), com duracdo de 96 horas. Os
ensaios de avaliacao iniciaram com o in6culo de uma aliquota da solu¢do de massa
celular (1 g.L 1) em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 40% de meio. Ao final
do cultivo, o conteddo de cada frasco foi centrifugado a 1157 xg por 5 minutos.
Aliguotas de 2 mL do sobrenadante foram coletadas a cada 24 horas e armazenadas
para analises subsequentes de acucares, compostos fendlicos e derivados furanicos
em CLAE. Fenais totais foi determinado em espectrofotémetro (Ultrospec 2000 UV/Vis
Pharmacia Biotech). A massa celular obtida foi lavada com agua destilada para
remocao dos componentes residuais do meio, sendo entdo seca em estufa por 24 h a

80°C para os ensaios de recuperacao de lipidios.

Tabela 3 - Meios semi-definidos de cultivo empregados para fermentacdo das cepas de R.

toruloides.
Meio de Cultivo  C:N Componentes
_ 50 g.L? glicose, 2 g.L! de extrato de levedura, 1 g.L! de
Meio G 32
MgS04.7H.0, 2 g.L 2 de (NH,).SO04 e 3 g.L "t de KHoPOs.
. 50 g.L?! xilose, 2 g.L! de extrato de levedura, 1 g.L! de
Meio X 32
MgS04.7H,0, 2 g.L’l de (NH4)2SO4 e3 g.L'l de KH2POa,.
30 g.L?! de xilose, 4 g.L ! de glicose, 2 g.L! de extrato de
Meio MGX 21,8 levedura, 1 g.L ! de MgS04.7H,0, 2 g.L de (NH4).SO4se 3 g.L°

1 de KH2PO..
30 g.L* de xilose, 4 g.L* de glicose, 4 g.L* de &cido acético, 2
Meio MGXAc 21,8 g.L*de extrato de levedura, 1 g.L* de MgS0..7H,0, 2 g.L* de
(NH4)2S0s e 3 g.L! de KH2PO..
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

4.6 Cultivo das leveduras em hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-

de-acucar

Os ensaios realizados com hidrolisado hemicelulésico sem destoxificacédo
visaram avaliar a tolerancia e a capacidade das leveduras em metabolizar os agUcares

presentes no hidrolisado lignocelulésico na presenca de compostos de degradacao
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oriundos da etapa de pré-tratamento que agem como inibidores metabdlicos na
fermentacao.

O hidrolisado hemicelulésico obtido teve seu pH ajustado para 5,5 utilizando
solucéo de NaOH a 1M, foi submetido a filtragéo a vacuo e esterilizado em autoclave
a 110°C e 1 atm por 15 minutos, sendo entdo utilizado nos cultivos seguintes. As
leveduras foram cultivadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 40% de
hidrolisado hemicelulésico, com suplementacdo de nutrientes (2,0 g.L* extrato de
levedura; 1,0 g.L ™t MgS04.7H20; 2,0 g.L* (NH4)2S0a4 e 3,0 g.L* KH2PO4) alcangando
uma razdo C:N de 18,2. A concentracdo de indculo utilizada nesta etapa foi
aumentada para 1,5 g.L* para favorecer o crescimento das leveduras em um meio
contendo compostos inibitorios. Os ensaios foram conduzidos em duplicata. Aliquotas
de 2 mL foram coletadas a cada 24 horas para andlise do crescimento celular, pH e
consumo de substrato durante a fermentacao. Ao final, as células foram centrifugadas
(1157 xg por 5 minutos), lavadas duas vezes com agua destilada e utilizadas para a

determinacao dos lipideos totais.

4.7 Adaptacao das leveduras em hidrolisado hemicelulésico ndo-destoxificado
(HHC)

Para aumentar a tolerancia das cepas de Rhodosporidium toruloides aos
compostos toxicos presentes no hidrolisado hemicelulésico (HHC), as linhagens foram
gradualmente cultivadas em meios com concentracdes crescentes de HHC. Em
resumo, cada cepa, com uma concentracdo de inéculo de 1,5 g.L?, foi cultivada em
uma mistura de meio semi-definido (20,0 g.L* xilose; 5,0 g.L* glicose; 2,0 g.L* extrato
de levedura; 1,0 g.L' MgS04.7H20; 2,0 g.L! (NH4)2S04 e 3,0 g.L? KH2PO4) e
hidrolisado hemicelulésico, com ajuste do pH para 5,5 com NaOH. O processo teve
inicio com uma solugéo contendo 10% de HHC e 90% de meio semidefinido, sendo o
teor de HHC aumentado em 10% a cada 24 horas, até alcancar 100%. Esse
procedimento totalizou 240 horas de cultivo, estabelecendo 10 niveis de adaptacéo
progressiva a concentragdo de HHC no meio. Os cultivos foram realizados em frascos

de 125 mL, contendo 50 mL de meio por frasco.
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Esse método permitiu que as cepas de R. toruloides se adaptassem
gradualmente aos compostos inibitérios presentes no hidrolisado. O objetivo do
processo foi mitigar o impacto inicial dos compostos toxicos no metabolismo das
leveduras, promovendo uma adaptacdo metabdlica e aumentando a resisténcia das
cepas ao HHC. Ao final dos cultivos, 100 uL do caldo foram espalhados em placas de
agar YMA (3 g.L? extrato de levedura, 3 g.L* extrato de malte, 5 g.L'! peptona e 20
g.Lt &gar) e incubados, obtendo-se uma cepa denominada adaptada para cada
estirpe de R. toruloides. ApOs 0 processo de adaptacdo, as leveduras adaptadas

foram cultivadas em hidrolisado hemicelulésico, conforme descrito no 4.6.

4.8 Determinacao do conteudo de 6leo microbiano produzidos pelas cepas nao-
adaptadas e adaptadas

A extracdo e determinacdo de lipidios foi realizada de forma adaptada com
base no método descrito por Folch et al. (1957) [186]. Para a recuperacao dos lipidios,
foi necesséria a realizacdo de uma etapa prévia de ruptura celular. Inicialmente, a
biomassa celular, previamente seca em estufa a 80 °C até atingir peso constante, foi
macerada em almofariz com pistilo para facilitar a extracéo lipidica e, em seguida,
utilizada nos ensaios. Foram utilizados 200 mg de biomassa celular, colocados em
tubos com rosca, aos quais foi adicionada uma mistura de 10 mL de
cloroférmio:metanol (2:1, v/v). Os tubos foram incubados em banho termostético (SL-
152, Solab Cientifica) a 20 °C por 24 horas. Posteriormente, a mistura foi submetida
a ultrassom (Q3.0/40A, Ultronique) por 10 minutos, seguida de agitagdo em vortex
(AP56, Phoenix) por 1 minuto. Para induzir a separagao de fases, foram adicionados
2 mL de solucdo de NaCl (1M) a cada tubo. ApGs essa etapa, os tubos foram
centrifugados por 5 minutos a 1157 xg, resultando na formagéo de duas fases: a fase
aguosa e a fase organica, esta ultima contendo os lipidios. A fase organica foi
cuidadosamente separada e filtrada em papel Whatman (8 um) para remover debris
celulares, transferida para tubos pré-pesados e levada a uma capela de exaustéo por
pelo menos 24 horas para evaporagcdo do solvente. O material seco restante

representou a fracdo lipidica recuperada.
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Por fim, os tubos contendo a fracéo lipidica seca foram pesados em balanca
analitica para quantificacdo. Acamulo lipidico (%) (Equacao 1), concentracao lipidica
(mg.L?) (Equacdo 2) e a produtividade lipidica (mg.Lt.hl) (Equacdo 3) foram
calculados gravimetricamente, de acordo com as equagdes 1 a 4 descritas por [132].

e - Ve - t ’d l' Id.
Acumulo |Ip|d|co _ conteido lipidico )

(1)

biomassa seca (g)

o~ 4s s massa lipidios (m
Concentracéo lipidica = P (mg)

(2)

volume amostra (L)

concentragio lipidica (mg.L™1)
Tempo de fermentagio (horas)

Produtividade lipidica =

(3)

4.9 Métodos Analiticos

4.9.1 Determinacao da concentracdao celular

A concentracao celular foi estimada por meio da medicdo da absorbancia do
caldo fermentativo em um espectrofotometro a 600 nm (ODeoo) (Ultrospec 2000
UV/Vis, Pharmacia Biotech) e correlacionada com a massa seca das células,
utilizando uma curva padréo previamente estabelecida para cada levedura (Apéndice
1).

4.9.2 Determinacao da concentracéo de acucares e acido acético

As concentracdes de arabinose, glicose, xilose e &cido acético nas aliquotas
coletadas da etapa de caracterizacdo da biomassa, pré-tratamento e os experimentos
fermentativos foram quantificadas usando um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (LC-20AT, Shimadzu, Kyoto, Japdo). As amostras foram
previamente filtradas utilizando filtros Sep Pak C18 e analisadas em uma coluna HPX-
87H (300 x 7,8 mm), Aminex (BioRad), acoplada a um detector de indice de refracao
(RID-10A, Shimadzu, Kyoto, Japao). O volume de injegao foi de 20 uL, e a analise foi
realizada a 60°C, com eluicéo isocratica a 0,6 mL.min™, utilizando H,SO, 0,01N como

fase movel [187].
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4.9.3 Determinacao dos compostos fendlicos e derivados furanicos

As concentragbes de furfural, 5-HMF, vanilina, acido 2,4-diidroxibenzoico,
siringaldeido, &cido benzoico, acido galico, acido caféico e fenol foram determinadas
utilizando o mesmo sistema CLAE. As amostras foram previamente filtradas com
auxilio de seringas equipadas com filtros Minisart e, em seguida, injetadas em uma
coluna Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 mm x 100 mm, 3,5 pum), mantida a
temperatura de 30°C. O volume de injecéo foi de 10 uL, e a detecgéo foi realizada por
meio de um detector ultravioleta-visivel (UV-Vis) ajustado a 276 nm. A fase movel
utilizada consistiu em uma mistura de acetonitrila e agua (1:8) contendo 1% de &cido

acético, com uma vazao de 0,8 mL.min™1 [187].
4.9.4 Determinacédo de fendis totais

O teor de fendis totais das amostras de fermentacéo, nas quais o hidrolisado
foi utilizado como meio de cultura, foi determinado conforme o procedimento descrito
por Gouveia et al. (2009) [188]. De forma resumida, aliquotas de 500 pL das amostras
a serem analisadas foram transferidas para tubos Falcon de 15 mL, e o volume foi
ajustado para 2 mL com adicdo de agua destilada. Em seguida, o pH das amostras foi
medido e ajustado para 12 utilizando uma solucdo de NaOH 1 M. Posteriormente, a
concentracdo de fendis totais foi determinada pela medida de absorbancia a 280 nm
em um espectrofotbmetro (Ultrospec 2000 UV/Vis, Pharmacia Biotech). Diluicbes
foram realizadas, se necessario, para adequacdo a faixa de deteccdo do

equipamento. A concentracao foi calculada utilizando a Equacao 4:

Cenvis = 4187 x 107%(Ar — Apg) — 3.279 x 107* 4)
Crensis: concentracéo de fenois totais (g.L™1); At: absorbancia da amostra em 280 nm;
Apd: fator de correcdo para produtos de degradacdo do acucar (furfural e 5-HMF),

calculado pela Equacéao (5):

Apd = Clgl + 6282 (5)
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Onde as concentracdes Ci1 e C2 sao determinadas por CLAE e €1 e &2
correspondem aos coeficientes de absortividade de 146,85 e 114 L gl.cm¥;

respectivamente [188].
4.9.5 Determinacédo dos parametros fermentativos para processos descontinuos

Os resultados obtidos experimentalmente, incluindo a concentracdo de
biomassa celular, substrato e produto recuperado, foram utilizados para calcular os
parametros cinéticos da fermentacdo. Esses parametros incluem o rendimento de
conversao de aglcares em produto (Yp,.) (Equacao 6), produtividade volumeétrica (Qp)
(Equacao 7) e rendimento de conversado de aglcares em ceélulas (Yy,.) (Equacéo 8).
Adicionalmente, foram determinadas a taxa de consumo de acucar (rs) (Equacao 9),
a taxa de consumo de &cido acético (raa) (Equacédo 10), a produtividade de biomassa

(Qx) (Equacédo 11) e a taxa de crescimento celular (u) (Equacéo 12) [189].

4.9.5.1 Calculo do coeficiente do rendimento de substrato a lipidio (Yp/s)
O fator de conversdo Yp,s expressa a massa de lipidios microbianos

recuperados por massa de acucares consumidos (glicose e xilose). Determinados

pela equacéo (6):

AP _ Pf—Pi

Yeis =35 = Si-Sf

(6)

Onde Pr e P; correspondem a concentracdo final e inicial de produto e S; e S

correspondem a concentracdo inicial e final de aclcares em g.L™2.
4.9.5.2 Produtividade volumétrica (Qp)

A produtividade volumétrica (Qp) expressa em miligramas de lipidios por litro

por hora; sendo calculada pela equagéao (7):

Qp =L~ (7)

t
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Onde Pr representa a concentracéo final de lipidios (g.L™), P; corresponde a

concentracédo inicial de lipidios (g.L?), e t é o tempo correspondente de fermentacéo

em horas.

4.9.5.3 Calculo do coeficiente do rendimento de substrato a células (Yx/s)

O fator de conversao de aclcares em biomassa celular Yy s indica a quantidade

de massa celular gerada por unidade de massa de agucares consumidos. Esse fator

é calculado utilizando a equacéo (8):

Y _ AX _ Xf—Xi
XIS T as T sp-si

(8)
Onde X; e X; correspondem as concentracdes final e inicial de células (g.L™),
respectivamente, e Sy e S; correspondem a concentracao final e inicial de substrato

consumido (g.L™?), respectivamente.
4.9.5.4 Taxa de consumo de acucar (rs)

A taxa de consumo de acucar (xilose e glicose) indica a quantidade de acucares
consumido por unidade de tempo durante o processo fermentativo, sendo expressa

em g.L.h1. Esse parametro é calculado utilizando a equacéao (9):

ACs(g.L™1

rs =
AtxV (h.L)

Onde ACs representa a variagdo na concentragdo de agucar (g.L 1), At é o

tempo de fermentagdo em horas e V € o volume do cultivo (L).
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4.9.5.5 Taxa de consumo de acido acético (raa)

A taxa de consumo de acido acético indica a quantidade de &cido acético
consumido por unidade de tempo durante o processo fermentativo, sendo expressa

em g.L.h1. Esse parametro é calculado utilizando a equagéo (10):

_ ACaa(g-L_l)
raa = (h.L) (10)

Onde ACaa representa a variagdo na concentragao de acido acético (g.L?), At

€ o tempo de fermentacdo em horas e V é o volume do cultivo (L).
4.9.5.6 Produtividade de biomassa celular (Qx)

A produtividade de biomassa celular indica a eficiéncia com que as células
microbianas convertem os acgucares em biomassa celular ao longo do tempo, sendo

expresso em g.L1.ht. Esse parametro é calculado utilizando a equagao (11):

Ax (g.L71
Q. =2 (11)

Onde Ax é a variagdo na biomassa celular (g.L ) e t é o tempo de fermentacéo

em horas.
4.9.5.7 Taxa de crescimento ()

A taxa de crescimento indica o0 aumento da populacdo celular por unidade de

tempo durante o processo fermentativo. Esse parametro é calculado utilizando a

equacao (12):

X
In( f/xi)
o= (12)

Onde xf é a concentracdo final de biomassa celular (g.L?), xi é a concentracédo

inicial de biomassa celular (g.L) e At é o tempo total de fermentagdo em horas.
77



Segundo Cenéario: desenvolvimento de biocompédsitos a base de celulose-

lignina

4.10 Matéria-prima

O bagaco de cana-de-acucar utilizado nesta etapa do projeto foi cedido pela
Rocky Point Sugar Mill em Woongoolba, Queensland, Austrélia. A matéria-prima foi
lavada com agua quente para remoc¢ao dos acucares soluveis, seca em estufa a 45°C
até atingir umidade inferior a 10%, e moida em moinho de martelos Retsch SM100
(Retsch GmBH, Alemanha) com peneira de 2,0 mm. O bagac¢o moido foi armazenado

em galdes de plastico hermeticamente fechados para evitar o ganho de umidade.

4.11 Pré-tratamento alcalino (NaOH) da biomassa de cana-de-acucar

A biomassa de cana-de-acucar foi submetida a hidrolise alcalina para promover
a deslignificacdo, sendo o material resultante posteriormente utilizado na producéo de
biocompositos. Os experimentos de hidrélise alcalina foram realizados em escala
piloto na Banyo Pilot Plant, uma instalacdo da Queensland University of Technology
(QUT), utilizando um reator vertical de capacidade de 7,5 L (Parr Instrument Company,
USA 4554).

Para o pré-tratamento alcalino, 700 g de bagaco de cana-de-acgucar foram
misturados com uma solucéo de 3% de NaOH e carregados em um reator operando
a 170°C. O processo foi conduzido com uma razao sélido-liquido de 1:5 e um tempo
de reacdo de 1 hora. Ao término do tratamento, as fracBes sélida e liquida foram
separadas por filtracdo a vacuo, resultando em uma polpa rica em celulose e um licor
negro rico em lignina.

O sélido obtido foi inicialmente lavado com &gua para remover 0s componentes
mais solluveis. Em seguida, realizou-se uma lavagem com uma solucéo de etanol e
agua na proporcéo de 50:50 (v/v), para remocéo de parte da lignina dissolvida que
pode permanecer adsorvida ao residuo sélido, seguida de uma lavagem final com
agua destilada para eliminar quaisquer residuos de etanol. Tanto o licor negro quanto

a agua utilizada nas etapas de lavagem foram armazenados em recipientes
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herméticos, mantidos a temperatura ambiente, enquanto a polpa celulosica foi lavada
com agua até que o pH da agua de lavagem atingisse a neutralidade. Apds o
procedimento, a polpa foi acondicionada umida (> 50%) em um ultra freezer a -50°C
para preservar a maleabilidade das fibras e facilitar a compactacéo. Este material foi
utiizado tanto para as etapas de producdo dos biocompdsitos quanto para

caracterizacdes imediatas e estruturais, seguindo metodologia descrita no item 4.3.

4.12 Recuperacao da lignina

A lignina usada nesta etapa foi obtida do licor negro gerado no processo de
pré-tratamento alcalino descrito no item 4.11. Durante 0 processo, uma parte
substancial da lignina é fragmentada, integrando-se ao licor negro. O isolamento
dessa fracdo de polimero aromatico foi realizado por meio das etapas de
concentracdo, precipitacdo, lavagem e secagem. Inicialmente, o licor negro
previamente armazenado, juntamente com a agua de lavagem, foi submetido a
remocao do etanol por meio de um rota-evaporador operando a 60°C. Em seguida, o
liquido recuperado teve seu pH medido e ajustado gradualmente para 3, utilizando
uma solucdo de 2 mM de H2SO4, sob agitacdo constante, para promover a
precipitacdo da lignina sem a formacdo de aglomerados. Apds o processo de
acidificacao, a agitacao foi interrompida, e o liquido foi separado por centrifugacéo a
2000 xg durante 5 minutos. A lignina recuperada foi cuidadosamente coletada e
lavada com agua destilada para remover sais e impurezas sollveis, até que o pH da
agua de lavagem atingisse valores préximos a neutralidade.

Posteriormente, a lignina imida foi transferida para frascos abertos resistentes
e submetida a secagem em uma estufa a vacuo a 45°C, para evitar possiveis
degradac0Oes térmicas. Apos a secagem, a lignina foi moida em um moinho de bolas
(Benchmark BeadBlaster 96, New Jersey - EUA) por 25 segundos. A fracdo sdlida
obtida foi, entdo, destinada a incorporagcdo para producdo dos biocompdsitos e a
realizacdo de etapas de caracterizacao.

4.12.1 Caracterizacdo da lignina

79



A lignina extraida do licor negro foi caracterizada para determinar suas
propriedades fisico-quimicas, incluindo o conteudo de lignina insoltvel (Klason),
lignina soltvel e cinzas. A fracdo soluvel foi determinada por meio de uma hidrélise
em duas etapas, conforme descrito no item 4.3 Para quantificar a lignina soltvel, a
solucéo hidrolisada foi analisada em um espectrofotdmetro por absorcdo UV a 205
nm. O teor de cinzas foi determinado gravimetricamente ap0s a carbonizacdo da
amostra em mufla, seguindo o procedimento descrito no item 4.3. Adicionalmente, a
amostra de lignina obtida foi caracterizada termicamente através de andlises
termogravimétrica seguindo mesmo método descrito no item 4.14.2.4.

A pureza das amostras de lignina foi determinada pela razdo de massa de
lignina solavel em &cido e insolavel na amostra total de lignina [190]. A pureza da
lignina foi calculada usando a Equagéo 13:

mi+m,

Pureza (%) = x 100 (13)

S

Onde m1 € o peso da lignina soluvel em acido, m2 é o peso da lignina insoluvel
e m3 € 0 peso da amostra de lignina.

Adicionalmente, a estrutura da lignina foi analisada em maior detalhe utilizando
Ressonancia Magnética Nuclear de Sinal Heteronuclear Bidimensional *H-13¢ (2D
HSQC NMR) em um espectrometro Bruker Avance de 600 MHz localizado no Central
Analytical Research Facility (CARF) situado na Queensland University of
Technology (QUT). Para esta analise, 40 mg de lignina foram completamente
dissolvidos em 1 mL de dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-de). A aquisicdo de dados
foi realizada com uma taxa de varredura de 35 Hz, coletando 1024 pontos complexos
para a dimensao *H, com um atraso de reciclagem de 1,5 segundos e um total de 64
transientes, incrementados 256 vezes para a dimensao 13C. Os espectros obtidos
foram processados utilizando o software TopSpin (versdo 4.0.6) e as figuras
resultantes foram elaboradas no Adobe lllustrator (versao 24.0). A identificacdo e
atribuicdo dos picos foram realizadas com base em referéncias de publicacdes
anteriores, garantindo uma interpretagdo consistente e comparavel com estudos ja
existentes [175,174].
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As unidades estruturais da lignina e as ligacfes interunitarias foram semi-
qguantificadas por meio da integracdo do volume dos picos cruzados nas regides
alifitica e aromatica dos espectros, conforme metodologia baseada em publicacédo
anterior [192]. A composicdo aromatica total foi determinada pela integracdo dos
volumes dos sinais correspondentes as diferentes unidades aromaticas da lignina:
guaiacil (G, e Gcondensado), P-hidroxifenil (H,,s) e siringil (S'26 € Scondensado). ESsa
abordagem permitiu uma analise detalhada e comparativa das contribui¢cdes relativas
de cada unidade estrutural e suas variagoes.

A determinacdo do conteudo de grupos hidroxila na lignina foi realizada por
meio de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de fésforo-31 (3P NMR)
utilizando o mesmo equipamento. O procedimento experimental seguiu as etapas
descritas a seguir. Primeiramente, uma solucdo denominada solucéo A foi preparada
misturando cloroférmio deuterado e piridina na proporcao de 1:1,6 (v/v). Em seguida,
foram preparadas solucdes do padrao interno e do reagente relaxante. O ciclohexanol
foi dissolvido na solucdo A, na concentracdo de 11 mg.mL?, enquanto o
acetilacetonato de cromio foi dissolvido na mesma solugdo, na concentracéo de 5
mg.mL1. Posteriormente, 30 mg de lignina foram dissolvidos em solugédo A, e a
mistura foi adicionada de 100 pL do padréo interno, 100 pL do reagente relaxante e
100 pL de 2-cloro-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxafosforano (TMDP). O volume total da
solucéo foi ajustado para 1 mL utilizando a solucédo A. A mistura final foi transferida
para um tubo de RMN para andlise. Os calculos do contetdo de grupos hidroxila foram
realizados com base no sinal do padréo interno, ciclohexanol, detectado na regiao
entre 144,5 e 144 ppm. Este método permitiu uma quantificacdo precisa das diferentes

classes de grupos hidroxila presentes na lignina [193].

4.13 Processo de geracédo dos biocompaositos

A polpa celulésica recuperada foi utilizada na produgdo dos biocompdésitos.
Inicialmente, a polpa foi misturada com etanol (95%) por 30 minutos utilizando um
misturador de alimentos (ANKO). Essa etapa teve como objetivo substituir a agua
presente na polpa, assegurar uma distribuicdo uniforme e desagregar aglomerados

de fibras. ApGs esse processo, o teor de umidade da polpa foi determinado pela
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secagem de uma massa conhecida em estufa a 105°C, e o resultado foi utilizado para
calcular o volume necessario da suspensado para produzir os biocompoésitos com
dimensdes de 51 x 51 mm e espessura alvo entre 2 e 3 mm.

Para formar o colchdo de fibras, a suspenséo foi vertida em um molde de
aluminio de 51 x 51 mm. Em seguida, o molde foi pré-compactado utilizando uma
prensa hidraulica de laboratoério (IndiaMART), aplicando pressao por 30 segundos a
temperatura ambiente para drenar o excesso de liquido. Posteriormente, o molde
contendo o material pré-compactado foi transferido para uma estufa, onde foi mantido
a 105°C por 2 horas, reduzindo o teor de umidade para menos de 10%. Esse
parametro foi definido com base em experimentos preliminares, visando manter
umidade suficiente para a transferéncia de calor durante a prensagem a quente, ao
mesmo tempo que evita rupturas na superficie do material causadas por umidade

excessiva.

4.14 Condicbes de formacao do biocompdsito durante a prensagem a quente

Apos o controle do teor de umidade dos materiais, as amostras foram
submetidas ao processo de prensagem a quente em diferentes condicfes. As
temperaturas testadas foram 160°C, 180°C e 200°C, enquanto as pressoes aplicadas
foram 8, 24 e 40 MPa. Os experimentos foram conduzidos em triplicata. O tempo de
prensagem foi mantido constante em 20 minutos, visando atingir uma densidade final
de aproximadamente 0,6 g.cm=. Ao término do processo, o0 molde contendo o material
foi resfriado passivamente até atingir a temperatura ambiente, momento em que o
biocompésito foi cuidadosamente removido. O biocompdsito produzido a partir da
polpa celulésica foi designado como BPCxy, em que X indica a temperatura de
prensagem (160, 180 ou 200°C) e y a presséo aplicada (8, 24 ou 40 MPa). A Figura

9 apresenta uma viséo geral do processo de preparacédo dos biocompasito.
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Figura 9 - Diagrama esquemaético para a fabricacdo dos biocompdsitos sem ligantes

gerados a diferentes temperaturas (160, 180, 200°C) e presséao operacional (8, 24 e 40
MPa) por 20 minutos (a) e biocompdsitos gerados com adig&o de lignina alcalina (10, 15 e
20%) (b)

Fonte: Elaborada pela Autora (2025)

4.15 Incorporacgao de lignina nos biocompasito

O efeito da adicao de diferentes proporcdes de lignina alcalina (10, 15 e 20%
em relacdo a massa da polpa celuldsica) nas propriedades dos biocompdésitos foi
avaliado. O processo iniciou-se com o preparo de uma solucéo de lignina em 50 mL
de acetona, e mantida em banho ultrassonico (Dubesser 756-1) sem aquecimento por
30 minutos para assegurar sua dissolucdo homogénea. Em seguida, foram
adicionados 3 g de polpa celuldsica (base seca) a suspenséo, que foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente por 12 horas, promovendo a incorporacao
da lignina as fibras. ApOs esse periodo, a suspenséo foi transferida para um molde de
aluminio com dimensdes de 51 x 51 mm (Figura 10), submetida a uma etapa de pré-
secagem em forno para remoc¢ao do excesso de solvente e, posteriormente, prensada
a quente (YLJ-HP60-LD, Zhengzhou — China) a 180°C sob uma pressao de 40 MPa
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durante 20 minutos (Figura 10), resultando na formacdo do biocompdésito. O
biocomposito produzido a partir da polpa celulésica € chamado de AL, onde z

representa a proporc¢édo de lignina incorporada.

4 N

Figura 10 - Molde de aluminio e maquina de prensagem a quente para producao dos
biocompositos.
Fonte: Elaborada pela Autora (2025)

4.16 Caracterizacdo dos biocompoésitos

As propriedades de densidade e resisténcia a flexdo dos biocompdsitos foram
avaliadas de acordo com a Norma Nacional Chinesa GB/T 17657-2013 (método de
teste usual para avaliar as propriedades de painéis convencionais a base de madeira).
Para a caracterizagcdo dos biocompdsitos produzidos em diferentes condicdes,
inicialmente, eles foram acondicionados em um dessecador com umidade relativa
controlada de 65 * 5% e temperatura de 25 £+ 1 °C. Os materiais permaneceram no
dessecador até atingirem peso constante, garantindo a estabilizacdo das amostras.
ApOs esse processo, 0s biocompdsitos estavam prontos para a realizacéo dos testes

subsequentes.
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4.16.1 Caracterizagao Fisica
4.16.1.1 Densidade

A densidade (d) dos biocompdésitos foi determinada com base em seu peso e
volume finais. Apdés a estabilizacdo da massa dos biocompdésito, o peso foi medido em
uma balanca analitica (A&D GH-252, Téquio - Japéo). O volume foi calculado a partir
da espessura do biocompdésito, medida com um paquimetro digital eletrénico com
resolucdo de 0,01 mm em trés diferentes pontos da amostra, garantindo precisao e
representatividade nas medi¢cdes. Em seguida, a densidade foi determinada com base

na Equacéo 14.

d=2 (14)

v
4.16.1.2 Resisténcia a dgua

O inchamento em espessura (TS) e a absorcdo de agua (WA) séo
especificacdes de qualidade importantes para biocompoésitos. Para esses testes, 0s
corpos de prova foram cortados a laser em dimensdes de 50 mm x 8 mm e imersas
em agua destilada a temperatura ambiente e mantidos por diferentes periodos de
tempo, com os corpos de prova posicionados a aproximadamente 30 mm abaixo da
superficie da agua [157]. Em seguida, as amostras foram removidas, secas
delicadamente com um papel toalha para remoc¢ao do excesso de agua e em seguida,
as massas e espessuras das amostras foram medidas utilizando uma balanga
analitica e paquimetro digital, respectivamente. Cada medida foi realizada pelo menos
trés vezes e o valor médio foi considerado. As Equacdes 15 e 16 utilizadas para a

determinacdo desses parametros sdo apresentadas a seguir [194]:

Espessuraginqi—Espessurainiciai

TS(%) = x 100 (15)

Espessurainicial

massagfinal—MassAinjcial

WA(%) = x 100 (16)

massQinijcial
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4.16.1.3 Medicao do angulo de contato

O angulo de contato dos biocompositos foi medido utilizando um tensidmetro
optico de fluxo Theta (Biolin ThetaFlex Drop Shape Analyzer, Estocolmo - Suécia)
localizado no Central Analytical Research Facility (CARF) situado na Queensland
University of Technology (QUT). Para a analise, um corpo de prova aproximadamente
10 x 10 mm foi fixada na plataforma do tensiémetro Optico. A plataforma ajustavel foi
posicionada de forma que a superficie da amostra fosse perfeitamente capturada pela
camera, devidamente conectada e alinhada ao sistema. Em seguida, um volume fixo
de agua (~5 pL) foi automaticamente aspirado por meio de um tubo capilar e
depositado lentamente, de forma perpendicular, sobre a superficie da amostra [195].
O angulo de contato da gota de agua foi registrado utilizando o software OneAttension
versao 4.1.2. Durante o experimento, o angulo de contato nos lados esquerdo e direito
da gota em relacéo a linha de base foi monitorado. Observou-se que esses valores
variam com o tempo até estabilizarem apos alguns segundos. As medi¢des foram
realizadas em intervalos de tempo distintos, sendo cada biocompésito avaliado pelo
menos trés vezes em diferentes regides da amostra. Os resultados obtidos foram

utilizados para calcular o valor médio do angulo de contato e seu desvio padréo.

4.16.1.4 Morfologia de superficie

A analise da superficie dos biocompdsitos foi realizada por meio de microscopia
eletronica de varredura por emissao de campo (FE-SEM Zeiss Sigma VP, Oberkochen
- Alemanha) localizado no Central Analytical Research Facility (CARF) situado na
Queensland University of Technology (QUT). Para isso, uma pequena porcdo do
biocompdsito foi cortada, fixada em um suporte de amostra com fita de carbono e
revestida com uma fina camada de ouro por pulverizacdo catéddica, a fim de torna-la
condutora. A amostra revestida foi entdo colocada na camara do equipamento, sob
resfriamento com nitrogénio liquido. Durante a aquisicdo das imagens, a voltagem foi
ajustada para 3,00 kV, e diferentes ampliacbes foram utilizadas para capturar a

morfologia em diversas regides da amostra [192].
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4.16.2 Caracterizagcdo quimica

4.16.2.1 Determinagéo de lignina e cinzas

A caracterizacao quimica dos biocompadsitos, em termos de lignina e cinzas, foi
realizada conforme descrito no item 4.3. Essa etapa € fundamental para determinar a
incorporacao real de lignina nos biocompdsitos. Para a andlise, os biocompositos
produzidos foram desintegrados utilizando um moinho de bolas (Benchmark
BeadBlaster 96, New Jersey - EUA) operando a uma frequéncia 30 Hz por um periodo
total de 60 segundos, resultando em particulas uniformemente pulverizadas,

adequadas para as etapas subsequentes de caracterizacao quimica.

4.16.2.2 Estudo dos grupos funcionais

A analise dos grupos funcionais de superficie presentes nos biocompdésitos,
bem como nas biomassas “in natura” e pré-tratadas, foi realizada por espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, NETZSCH STA 449F3, Selb -
Alemanha) localizado no Central Analytical Research Facility (CARF) situado na
Queensland University of Technology (QUT). Para as biomassas, utilizaram-se
particulas previamente pulverizadas. Ja para os biocompdsitos, pequenas amostras
foram recortadas de modo a se adequar ao compartimento de leitura do equipamento.

As andlises foram realizadas na faixa de niimero de onda de 4000-400 cm™1.

4.16.2.3 Propriedades mecanicas: Modulo de elasticidade (MOE) e médulo de
ruptura (MOR)

As propriedades de flexdo em trés pontos foram avaliadas utilizando uma
maquina de ensaio mecanico (Tytron 250 Microforce Testing System, Minnesota -
EUA) localizado no Central Analytical Research Facility (CARF) situado na
Queensland University of Technology (QUT), equipada com uma célula de carga de
250 N e configurada com uma distancia entre os suportes de 50 mm (Figura 11). Este
método permitiu determinar a resisténcia a flexdo, também conhecida como modulo

de ruptura (MOR), dos biocompdsitos e o0 modulo de flexdo. O ensaio foi conduzido
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com uma velocidade de teste de 5 mm.min-t. As dimensées dos corpos de prova foram
padronizadas em 50 mm x 8 mm [177], enquanto a espessura foi medida na regiao
central dos corpos de prova utilizando um paquimetro digital eletrénico com resolucéo
de 0,01 mm. Os valores de espessura registrados variaram entre 1,6 mm e 2,5 mm.
Para garantir a reprodutibilidade dos resultados, pelo menos quatro corpos de prova
foram testados para cada biocompdsito, e a média dos resultados foi reportada. A
resisténcia a flexao (o) e o médulo de flexao foram calculados com base nas Equacdes
17 e 18:

3FL

= a2 (17)
_ *’m
Ef = 4bd3 (18)

Onde F representa a carga axial (forca, MPa) aplicada no ponto de ruptura, L
(mm) é a distancia entre os suportes, b é a largura do corpo de prova (mm) e d
corresponde a profundidade ou espessura do material testado (mm) e m € a inclinacéo

da reta.

Figura 11 - Corpo de prova antes e depois do ensaio de flex&do utilizando maquina de

ensaio mecanico (Tytron 250 Microforce Testing System).

4.16.2.4 Analise termogravimétrica (TGA-DTG)

No processo de fabricagcdo dos biocompédsitos foram atingidas altas
temperaturas. Por essa razado, a estabilidade térmica e a temperatura de degradacéo

da polpa celulésica, lignina, biomassa “in natura” e biocompésitos foram analisadas.
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A analise termogravimétrica (TGA) foi conduzida utilizando um analisador térmico
gravimétrico (Netzsch STA 449F3 Jupiter Simultaneous Thermal Analyser, Selb -
Alemanha) localizado no Central Analytical Research Facility (CARF) situado na
Queensland University of Technology (QUT) para avaliar o comportamento térmico, a
estabilidade térmica e as etapas de decomposi¢do dos biocompdsitos em condicdes
inertes. O gas nitrogénio foi empregado como gas de arraste. Aproximadamente 70
mg de particulas desintegradas do biocompdsito, biomassa “in natura”, polpa
celuldsica e lignina foram utilizadas em cada ensaio. As amostras foram aquecidas a
uma taxa de 10 °C-min~1, com fluxo de gas ajustado para 25 mL-min~. O intervalo de

temperatura aplicado as amostras variou de 45 °C a 800 °C [192].

4.17 Anélise Estatistica

O teste de contraste de médias de Tukey foi realizada para avaliar a
significAncia estatistica das condi¢cdes experimentais especificas para os dados
obtidos da taxa de producdo de lipidios (Qp) e propriedades mecéanicas dos
biocompdsitos. Valores de < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
As analises foram realizadas usando o software Statistica (versao 10.0 StatSoft Inc.,
2015).

5. RESULTADOS

Primeiro cenario: Fermentacdo de acUcares hemicelulésicos para producédo de

lipidios por Rhodosporidium toruloides

5.1 Caracterizacdo da matéria-prima e obtencéo do hidrolisado ap6s tratamento
com acido diluido

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos na caracterizacdo da biomassa de
cana-de-acucar: palha e bagaco; e da fracéo sélida (celulignina) obtida apés etapa de
tratamento quimico com acido diluido. A partir desses resultados € possivel

determinar a eficiéncia de remocéo da fracdo hemiceluldsica.
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Considerando a biomassa “in natura” caracterizada neste trabalho, os
constituintes em maior proporcdo sdo celulose, seguido por lignina total e
hemicelulose (Tabela 4). Durante a andlise composicional da biomassa da cana-de-
acucar, observou-se que a celulose (34,63%) era o homopolimero predominante;
seguida pela lignina, uma macromolécula polifendlica composta por fracées soluveis
e insolaveis, totalizando 30,75%. Quanto a hemicelulose (23,22%); estrutura
heteropolimérica composta por xilana acetilada e arabinana foi considerada a terceira

maior componente da biomassa.

Tabela 4 - Composicao quimica da mistura (1:1) palha e bagaco de cana-de-aclcar e

celulignina em estudo e referéncias

Componentes Presente trabalho A B
Composicao quimica Palha e Bagago o _ o
Celulignina Mistura Celulignina
(%om/m) (1:1)

Extrativos 3,13+ 1,53 - 2,97+0,15 -
Celulose 35,98 £ 0,79 54,03+0,22 41,99+0,21 59,70+2,84
Hemicelulose 24,12 + 1,03 6,20+0,04  30,25+0,52 3,93%0,30
Lignina Total 31,95 + 0,65 35,99+0,38 23,74+0,98 29,92+1,39
Cinzas 1,45+0,41 3,30+0,02 3,54+0,14  7,03+1,99
Acetil 3,37 +0,38 0,47+0,01 - 0,88+1,24

AAvila et al. (2018) [196], B Dionisio et al. (2021) [197].
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Os resultados encontrados diferem ligeiramente ao relatado por Avila et al.
(2018) [196], os quais reportaram maiores valores de celulose, hemicelulose e cinzas,
porém menores valores de lignina total e extrativos. Vale destacar que os valores
obtidos para a composicdo quimica da mistura da palha e bagaco ndo diferem de
forma significativa dos resultados obtidos das fracdes isoladas por outros autores
[199,200].Todas as varia¢cdes na parede celular das biomassas lignocelulosicas, de
modo geral, podem ser atribuidas a origem genética, condi¢cbes de crescimento,
idade, tempo de armazenamento, clima e condi¢cdes do solo além de condi¢cbes de

cultivo e colheita [13].
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Observa-se que a quantidade de celulose e lignina da mistura de palha e
bagaco de cana-de-acgucar apds a hidrdlise acida tornou-se proporcionalmente maior
devido a solubilizagdo e remocdo dos acgUcares constituintes da hemicelulose. Isto
indica que as condicdes de hidrolise empregadas foram apropriadas para extrair os
acucares contidos na fragdo hemicelulosica. Os resultados encontrados para 0s
constituintes da celulignina aproximam-se dos relatados por Dionisio e colaboradores
(2021), o qual realizaram uma hidrdlise acida diluida com 0,5% de H2SO4 a 140°C por
15 minutos. Os autores relataram um teor de hemicelulose de 3,93% e neste trabalho
foi de 5,78%. Nota-se uma reducéo de 75,10% da fracdo hemicelulésica quando se
compara ao teor na biomassa “in natura” e na celulignina.

Durante a reacdo de hidrélise &cida da biomassa lignocelul6sica, ocorre a
modificacdo na composicdo quimica e estrutura fisica da matéria-prima, que ira levar
a uma redistribuicdo da hemicelulose e da lignina. A Tabela 6 apresenta a composicao
do hidrolisado hemiceluldsico obtido no pré-tratamento com acido diluido da mistura
palha e bagaco de cana-de-agucar. No liquido obtido, observa-se alta concentracao
de xilose (26,30 g.L!) quando comparada a outros aglcares. A concentracao de xilose
obtida é préxima ao relatado por Dionisio et al. (2021) [197] de 25,14 g.L™.

Tabela 5 - Composicao do hidrolisado hemicelul6sico da biomassa de cana-de-agucar

Componentes Hidrolisado Hemicelulésico da biomassa
de cana-de-acucar (HHC)

Carboidratos

Concentracgdo (g.L?)

Glicose 3,80
Xilose 26,30
Arabinose 3,58
AcUcares Totais 33,68
Acido alifatico fraco Concentracdo (g.L?)
Acido acético 3,77
Furanos Concentracdo (mg.L?)
Furfural 4.9
Compostos fendlicos Concentracdo (mg.L?)
Vanilina 1,09
Ac. 2,4-dihidroxibenzoico 23,10
Siringaldeido 403,16
Acido benzoico 1,92
Acido galico 38,05
Acido caféico 12,26
Fenol 8,86
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A reacao de hidrolise foi conduzida visando a obtenc&o de um hidrolisado rico
em xilose com quantidades minimas de produtos de degradacdo. Foi obtido uma
concentracdo total de aglcares de 33,66 g.L™* sendo destes 78,10% correspondente
a xilose. Os resultados obtidos demonstram que o pré-tratamento com &cido sulfarico
diluido teve um impacto significativo na liberacédo da fracdo hemicelulésica. Além de
xilose, agucares como glicose e arabinose também foram observados no hidrolisado.

Um balanco de massa foi conduzido para andlise do processo e esti
apresentado na Figura 11. O balango de massa permite analisar em maiores detalhes
a etapa de hidrélise acida, além dos produtos obtidos e perdas do processo. O balanco
do processo tem como dados de entrada (20 kg de biomassa de cana-de-acucar,
198,4kg de agua e 1,8kg de &cido) e as saidas; no qual se obteve cerca de 8,3kg de
celulignina e 187,21 kg de hidrolisado hemicelulésico. Ao fim da reagéo, a mistura foi
cuidadosamente filtrada, para a obtencéo das fracdes liquidas e sélidas. A perda

meédia do processo foi de 24,70kg, que equivale a 11,23%.

- hl
| Agua=1984kg | oo

| Acido=18kg | Hidrolisado | 18721kg |
R B ! Hemicelulésico ————-----=--"
Mistura 1:1 palha i
e bagaco de cana- Pré-trat t
de-aciicar ré-tratamento ' - PR
H,S0,0,5% (miv) — Filtro > Celulignina 8,3kg :

Umidade(28,13%) -——— 2~ ~ !

| ~20 kg (peso seco) | 140°C
! 6,15kg de lignina 15min it
| 4,64kg de hemicelulose Perdas ! 24,70kg |

1
1
|
| 6,92kg de celulose L e
| 0,28kg cinzas 1
1 0,60kg extrativos :

1

1

Figura 12 - Balanco de massa para a hidrolise da biomassa de cana-de-agucar
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Os produtos de degradacdo da hidrolise sdo derivados da biomassa
lignocelulésica e residuos de solventes empregados; todos apresentam mecanismos
de inibicdo em micro-organismos, onde os tipos mais relatados estdo associados a
atuacdo na membrana celular, geracdo de espécies reativas de oxigénio, inibicao
enzimatica, mutagénese no DNA e até mesmo morte celular [105,104]. Dentre os
compostos quantificados, houve a formacéo de acido acético, derivados furénicos e
compostos fenolicos. Em condi¢cdes acidas, as pentoses sofrem reacdes de
desidratacdo com formacéao de furfural [140], que neste caso foi de 4,9 mg.L*. Furfural
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junto com 5-HMF sdo os derivados furanicos mais comuns encontrados em
hidrolisados de biomassa, além disso apresentam alta toxicidade para varios micro-
organismos [109]. O acido acético trata-se do inibidor em maior concentracdo
encontrada no hidrolisado (3,77 g.L™), sendo um &cido alifatico formado a partir dos
grupos acetil presentes na cadeia lateral da hemicelulose [108], e pode levantar
preocupacdes devido seu potencial de afetar negativamente o metabolismo das
pentoses das leveduras, especialmente em pH mais &acido [200]. Por fim, os
compostos fendlicos sédo liberados da estrutura complexa da lignina durante as etapas
de fracionamento da biomassa lignocelulésica; como &acidos, alcoois e aldeidos.
Dentre estes, siringaldeido foi 0 composto em maior concentragdo (403,16 mg.L™),
sendo formado pela degradacédo de &lcoois sinapilicos, uma das frac6es da lignina
[109].

5.2 Avaliacdo do consumo de glicose e xilose como fontes de carbono para

producéo de lipidios por cepas de R. toruloides

5.2.1 Avaliacdo da assimilacdo das fontes de carbono e crescimento celular

A etapa de tratamento de hidrélise acida foi empregada com o objetivo de
recuperar os mondmeros constituintes presentes na fracdo hemicelulésica da
biomassa de cana-de-acucar. Os acucares majoritarios obtidos sdo xilose (26,30 g.L
1) e glicose (3,80 g.L1). Portanto, levando em consideracdo que cada micro-organismo
possui condices especificas de metabolismo e assimilacdo de fontes de carbono e
nitrogénio, é importante a realizacdo de um estudo inicial de triagem para
compreender o processo. Assim, foram realizados ensaios com alguns compostos
comerciais isolados e de forma conjunta. O objetivo foi avaliar a influéncia desses
compostos na producdo de lipidios e compreender a capacidade das cepas de
Rhoposporidium toruloides de metaboliza-los. A habilidade de crescimento de R.
toruloides 2781, R. toruloides 2882 e R. toruloides 2896 assim como o acumulo de
lipidios microbianos em ensaios de batelada em frascos agitados para esta etapa esta

detalhada na Tabela 7.
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Todas as cepas apresentaram crescimento nos diversos meios, no entanto
nota-se que as diferentes linhagens apresentaram diferentes caracteristicas
metabdlicas e padrdes de consumo das fontes de carbono empregadas. O padrédo de
consumo de acucares nos meios semi-definidos apresentou uma maior variacao para
a xilose, onde a cepa R. toruloides 2896 apresentou maior capacidade de assimilacao
(41,26%), quando comparado a R. toruloides 2781 (30,73%) e R. toruloides 2882
(26,54%). Enquanto para a glicose, houve uma menor variagdo em seu consumo, com
uma maior assimilagdo também para R. toruloides 2896 (36,69%), seguido por R.
toruloides 2781 (34,90%) e para R. toruloides 2882 (32,80%).
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Tabela 6 - Parametros fermentativos para cultivo em batelada de R. toruloides adaptada e ndo-adaptada em diferentes meios de cultivo apés 96h de cultivo.

Levedura C:N pH: pH Bi?gﬂ:a_f)s f Con(s:u(g/g)o de Actmulo de lipidio % (m.m™) (g\.(é(’ﬁ)a
C5
R. toruloides 2781 32 4,68+0,01 3,03+0,01 7,09+0,09 30,74+0,45 3,92+0,690 0,366+0,021
R. toruloides 2882 32 5,03+0,00 3,54+0,00 7,30£0,15 26,54+0,87 4,87+0,770 0,428+0,254
R. toruloides 2896 32 5,16+0,00 4,46+0,02 11,44+0,33 41,26+0,98 4,69+0.350 0,492+0,012
C6
R. toruloides 2781 32 4,99+0,00 2,57+0,07 10,86+0,49 34,91+0,23 6,16+0,590 0,493+0,067
R. toruloides 2882 32 5,27+0,01 3,03+0,04 10,92+0,07 32,81+0,19 7,42+0,506 0,571+0,458
R. toruloides 2896 32 5,22+0,00 2,69+0,06 9,74+0,38 36,69+0,49 6,70+0,177 0,432+0,039
MGX
R. toruloides 2781 21,8 5,04+0,01 2,75+0,05 10,75+0,25 64,12+0,23 6,49+0,210 0,403+0,067
R. toruloides 2882 21,8 5,30+0,01 2,87+0,06 10,99+0,60 52,33+0,65 4,61+0,068 0,571+0,064
R. toruloides 2896 21,8 5,20+0,00 2,80+0,05 11,37+0,43 68,12+0,91 4,52+0,314 0,437+0,023
MGXAc
R. toruloides 2781 21,8 5,38+0,01 7,50+0,07 6,85+0,21 47,06+0,67 6,25+0,096 0,399+0,076
R. toruloides 2882 21,8 5,46+0,00 7,59+0,04 7,45+0,22 44,21+0,87 3,50+0,118 0,494+0,012
R. toruloides 2896 21,8 5,50+0,01 7,71+0,01 7,36x0,02 42,00+0,63 4,13+0,42 0,387+0,653
Nao-adaptada HHBCA
R. toruloides 2781 18,2 5,22+0,00 4,99+0,00 2,16+0,17 10,00+0,02 4,60+1,04 0,035+0,010
R. toruloides 2882 18,2 5,22+0,00 7,30+0,05 9,45+0,10 24,00+0,17 3,50+0,87 0,301+0,004
R. toruloides 2896 18,2 5,21+0,00 5,08+0,00 2,70+0,08 8,18+0,02 3,27+0,17 0,428+0,02
Adaptadas HHBCA
R. toruloides 2781 18,2 5,46+0,04 7,38+0,02 14,39+0,60 83+0,72 7,0+0,22 0,460+0,250
R. toruloides 2882 18,2 5,42+0,01 7,48+0,02 17,87+1,20 93,31+0,96 8,80+0,68 0,595+0,080
R. toruloides 2896 18,2 5,41+0,01 7,40+0,01 17,03+0,19 82+0,15 9,30+0,36 0,730+0,00
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Tabela 7 - Andlise comparativa dos par@metros fermentativos das cepas de R. toruloides adaptada e ndo-adaptada em diferentes meios de cultivo apds 96h de cultivo.

Levedura (mg.L'T.h'l)C (mg.l?;.h'l)d u (h%)e rs(g.L%h%)f Faa(g.L.h1)9
C5
R. toruloides 2781 3,008+0,159' 0,063+0,001 0,019+0,000 3,450+0,000 -
R. toruloides 2882 3,706+0,584 0,064+0,002 0,019+0,000 2,981+0,001 -
R. toruloides 2896 5,595+0,4169 0,104+0,03 0,024+0,000 4,250+0,001 -
C6
R. toruloides 2781 0,059+0,0057 " 0,099+0,005 0,023+0,001 4,019+0,000 -
R. toruloides 2882 0,071+0,0048" 0,102+0,001 0,024+0,001 3,577+0,000 -
R. toruloides 2896 0,072+0,0019" 0,104+0,003 0,022+0,000 3,991+0,002 -
MGX
R. toruloides 2781 0,064+0,0021 0,097+0,003 0,023+0,000 4,808+0,003 -
R. toruloides 2882 0,044+0,0006 " 0,102+0,006 0,024+0,000 3,570+0,001 -
R. toruloides 2896 0,041+0,0029 V'V 0,107+0,004 0,024+0,000 5,931+0,000 -
MGXAc
R. toruloides 2781 0,095+0,0015 0,058+0,002 0,018+0,000 2,931+0,000 0,444+0,006
R. toruloides 2882 0,071+0,004 " 0,066+0,002 0,019+0,000 2,664+0,002 0,436+0,004
R. toruloides 2896 0,052+0,006 """V 0,066+0,002 0,019+0,000 3,429+0,000 0,473+0,001
Nao-adaptada HHBCA
R. toruloides 2781 1,028+0,2344 V! 0,009+0,002 - 0,329+0,003 0,042+0,010
R. toruloides 2882 3,400+0,852 V! 0,079+0,001 0,021+0,000 0,428+0,000 0,346+0,004
R. toruloides 2896 0,919+0,048V 0,011+0,001 - 0,046+0,000 0,017+0,006
Adaptadas HHBCA

R. toruloides 2781 11,628+0,42 0,137+0,006 0,027+0,000 1,798+0,001 0,280+0,013
R. toruloides 2882 16,328+1,26 V" 0,170+0,013 0,029+0,001 2,665+0,002 0,404+0,010
R. toruloides 2896 16,583+0,63 V" 0,162+0,002 0,029+0,001 2,2113+0,002 0,335+0,006

As letras substituidas (I, II, 1ll, 1V, V, VI e VII) representam o teste de Tukey (a = 5%) para comparacdes multiplas entre C5-C6, MGX-MGX e ndo adaptado-adaptado. 2Rendimento de biomassa para carboidrato,
PRendimento de lipidio para carboidrato, ‘Taxa de produgéo de lipidio, Produtividade de biomassa, *Taxa de crescimento ‘Taxa de consumo de aglcar, 9Taxa de consumo de acido acético.
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Entre as cepas testadas, apenas R. toruloides 2896 apresentou
preferéncia por xilose em relacdo a glicose, sendo este o ensaio com maior
acumulo de biomassa celular (11,44 g.L ') (Tabela 7). A concentracdo celular
obtida é similar a relatada por Liu et al. (2020) [139] de 12,17 g.L'! para uma
espécie oleaginosa de L. starkey em meio semi-definido com xilose como Unica
fonte de carbono, apos 120 horas de fermentacédo. Considerando a utilizacao de
hidrolisado hemiceluldsico proposto neste trabalho, este € um comportamento
desejavel uma vez que a xilose € o0 monémero presente em maior proporcao
neste meio [73,193].

Por outro lado, R. toruloides 2781 e R. toruloides 2882 apresentaram
crescimento mais expressivo em glicose (10,86 g.L* R. toruloides 2781 e 10,92
g.L* R. toruloides 2882) quando comparado com os cultivos em xilose (7,09 g.L
1 R. toruloides 2781 e 7,30 g.L! R. toruloides 2882) (Figura 12). Este efeito
também pode ser observado no trabalho de Tiukova et al. (2019) [136], os quais
realizaram ensaios com R. toruloides CBS 14 em meios semi-definido com
glicose ou xilose como Unica fonte de carbono e uma maior taxa de crescimento
foi observado em substrato a base de glicose (13,8 g.L!) em comparagéo com
as células cultivadas em xilose (11,1 g.L?), e atribuiram esse comportamento a
maior demanda de ATP das células quando cultivada em xilose.

Considerando os cultivos em que foi empregado glicose e xilose como
fonte de carbono nas mesmas concentracdes ao do HHC (meio MGX), a cepa
gue apresentou melhor desempenho em termos de concentracdo celular final foi
a R. toruloides 2896 (11,37 g.L), apés 96 horas de cultivo; seguido por R.
toruloides 2781 (10,57 g.L!) e R. toruloides 2882 (10,99 g.L?). Por outro lado,
no meio em que foi adicionado acido acético (meio MGXAc) nota-se uma inibicéo
do crescimento para as trés cepas, com maior acumulo de biomassa para R.
toruloides 2882 (7,45 g.L1), seguido por R. toruloides 2896 (7,36 g.L!) e R.
toruloides 2781 (6,85 g.L?) (Figura 12). Este fato é explicado pela capacidade
do acido acético e de outros acidos alifaticos nédo dissociados de baixo peso
molecular conseguirem difundir-se através da membrana plasmatica para o
citosol. Devido ao pH intracelular mais elevado, ira resultar no desacoplamento
destes acidos e acumulo de espécies de anions intracelulares em niveis
potencialmente téxicos [124,194]. Dados semelhantes foram encontrados por

Lopes et al. (2020) [126] onde os autores relataram a inibigcdo do crescimento de
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R. toruloides CCT 7815 em cultivos com 3,56 g.L! de &cido acético,
concentracdo similar ao do hidrolisado utilizado neste trabalho. Neste trabalho
os autores utilizaram hidrolisado hemiceluldsico de eucalipto (12,19 g.L™* xilose),

para o cultivo da levedura oleaginosa.

2896 MGCAc
2896 MGX
2896 MG
2896 MX
2882 MGXAc
2882 MGX
2882 MG
2882 MX
2781 MGXAc
2781 MGX
2781 MG
2781 MX
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0 2 4 6 8 10 12
Biomassa (g/L)

Figura 13 - Concentragéo celular das cepas de R. toruloides a partir de xilose (MX),
glicose (MG), glicose/xilose (MGX) e glicose/xilose com adi¢éo de acido acético
(MGXAc) ap6s 96h de cultivo.

Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Os resultados mostraram que no cultivo com agucares misto
(xilose/glicose) no meio MGX, uma possivel repressdo catabdlica foi vista, as
leveduras consumiram a hexose com uma ordem clara de preferéncia, sendo
consumida proxima da exaustdo; este comportamento é evidenciado nas
primeiras 24 horas de crescimento, no qual o consumo da glicose correspondeu
a 91,03%, 100% e 96,56%, enquanto para xilose correspondeu a 11,16%, 7,41%
e 6,63% para R. toruloides 2896, R. toruloides 2781 e R. toruloides 2882;
respectivamente (Tabela 7). O consumo preferencial de glicose no inicio do
processo fermentativo é importante para o crescimento celular e geragéo de
NADPH, coenzima regenerada a partir da via das pentoses. De forma geral, a
glicose é um acucar preferencial para diversos micro-organismos, sendo
consumida mais rapidamente e em maior taxa, enquanto o consumo de xilose é
limitado devido o menor poder energético quando consumida pela via das
pentoses fostato [136,116,118].
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Os dados obtidos indicam a preferéncia das linhagens de Rhodosporidium
toruloides por uma fonte de carbono especifica, evidenciando uma hierarquia na
utilizacdo dos acgucares. Esta distingdo é fundamental para compreender os
mecanismos metabdlicos envolvidos e otimizar estratégias para a bioconversao
eficiente desses substratos. No meio semi-definido contendo acido acético (meio
GXAc), observa-se um comportamento similar, em que o consumo de xilose se
inicia apenas apos 24 horas, apos a exaustao da glicose. As taxas de consumo
de xilose foram de 64,12%, 56,20% e 42,26% para R. toruloides 2896, R.

toruloides 2781 e R. toruloides 2882; respectivamente (Figura 13).
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Figura 14 - Fermentacdo em meio semi-definido com glicose, xilose e &cido acético
(MGXACc) por (A) R. toruloides 2882 e (B) R. toruloides 2896 e (C) R. toruloides 2781
em 28 °C e 200 rpm. - A - glicose, -e-xilose, -m- acido acético, -m- biomassa celular
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Estes resultados podem ser corroborados com estudos realizados por
Singh et al. (2018) [137] em que foi observado um crescimento “triduxico” entre
glicose, xilose e glicerol, em que a glicose foi metabolizada preferencialmente e

em maior velocidade, com um consumo em menor taxa e velocidade para as
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fontes secundarias empregadas. No estudo de Singh, et al. (2018) [137]
utilizaram residuos coletados em uma casa de sucos (cascas de laranja, limao
doce, banana, manga, vagens de ervilha e tocos de couve-flor/repolho) para
conversdo de um meio de fermentacdo. O meio utilizado continha 20 g.L* de
acucares totais, compreendendo 48,55% de glicose, 30,9% de xilose e 20,4% de
glicerol, além de quantidades menores de arabinose. A cepa de R. toruloides
utilizou eficientemente mais de uma fonte de carbono para crescimento (18 g.L
1) e formacdo de lipidios (74,5%). Este fenébmeno é caracterizado por fases
distintas de crescimento separadas por uma fase lag, onde na primeira fase
ocorre 0 metabolismo do acucar preferencial disponivel, que resulta em um
rapido crescimento. Finalizada esta fase, o micro-organismo entra em uma
segunda fase lag para troca do metabolismo para o segundo agucar disponivel
[203]. Resultados semelhantes foram relatados por Yamada et al. (2017) [7] onde
observaram em um meio semi-definido (8 g.L! de extrato de levedura, 50 g.L*
de glicose, 25 g.L! de xilose e 4 mg.L! de FeSOas) a repressdo catabdlica
causada pela glicose para cepas de R. toruloides 87663-11C e seu mutante 8766
3-11C 2-53C, onde o metabolismo do acucar secundario (xilose) apenas iniciou
qguando o acucar preferencial foi extinguido apds 48h de fermentacéo. Os cultivos
foram mantidos até 168h, momento em que o consumo de xilose aproximou-se
da totalidade.

A cepa com melhor desempenho no meio MGX foi a R. toruloides 2896
com consumo total de acucares de 68,12%, seguida de R. toruloides 2781 com
consumo de 64,12% e por fim R. toruloides 2882 com consumo de 52,33%; ao
final de 96 horas de fermentacao. Por outro lado, com adi¢do de acido acético o
consumo total de acucares foi reduzido para 47,06; 44,21 e 42% para R.
toruloides 2781, R. toruloides 2882 e R. toruloides 2896, respectivamente. Vale
destacar que estas leveduras foram testadas anteriormente por Lopes (2015)
para consumo de celobiose (0,5% p/v), entretanto ainda né&o haviam sido
investigadas em hidrolisados hemicelulésicos para producdo de lipidios
microbianos.

Na Tabela 8 apresenta os coeficientes do processo fermentativo,
fornecendo parametros cinéticos essenciais para a compreensdo do
comportamento das cepas no meio de cultivo. Os dados obtidos nos cultivos em

meio semi-definido C5 e C6 permitem avaliar a eficiéncia da conversdo dos
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substratos em biomassa. O rendimento de biomassa em carboidrato (Yxs) foi
superior para R. toruloides 2896 (Yxss = 0,492) no meio contendo xilose,
enquanto R. toruloides 2882 apresentou o melhor desempenho no meio com
glicose (Yxis = 0,571). Esses resultados indicam diferencas metabdlicas entre as
linhagens, sugerindo que a escolha do substrato pode influenciar

significativamente a eficiéncia do processo fermentativo.

5.2.1 Avaliagdo do acumulo de lipidios

O acumulo de lipideos pelas leveduras nos trés meios semi-definidos
apos 96 horas de cultivos foi avaliado; os resultados estéo descritos na Tabela
7 e representado pela Figura 14. O acumulo de lipidios variou com as diferentes
leveduras e fontes de carbono. Dentre os meios semi-definidos, a maior
concentracgéo lipidica foi obtida por R. toruloides 2882 (7,42% m.mt) em meio
C6. Por outro lado, quando considerado o meio com duas fontes de carbono
(Meio GX), a cepa com maior acumulo de lipideos foi a R. toruloides 2781 (6,49%
m.m1); enquanto as duas outras leveduras apresentaram acumulos similares de
461 e 452% m.m? para R. toruloides 2882 e R. toruloides 2896;

respectivamente.
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Figura 15 - Acumulo de lipidios por diferentes cepas de R. toruloides utilizando C-5 e
C-6 como substrato
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Os resultados obtidos com as leveduras em glicose (meio G) foram
superiores aos descritos por Liu et al. (2020) [139] que também realizaram
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cultivos de cepas de R. toruloides NRRL Y-1091 em meio semi-definido com
glicose como fonte de carbono (50 g.L?), e avaliaram o acumulo de lipidios em
C:N de 25, 50 e 100, no qual obtiveram 6,16; 6,61 e 20,81% de lipidios,
respectivamente, em 120 horas de fermentagéo. Estes resultados evidenciam o
melhor desempenho das cepas empregadas neste trabalho (C:N 32), quando
considerado o C:N de 50 em Liu et al. (2020) [139]. Neste trabalho, em 96 horas
de cultivo em meio semi-definido com glicose como fonte de carbono,
acumularam 6,16; 7,42 e 6,70 m.m"1% de lipidios para as cepas de R. toruloides
2781, R. toruloides 2882 e R. toruloides 2896; respectivamente (Tabela 7). O
teste de Tukey para produtividade lipidica ndo indicou diferenca significativa
entre a cepa R. toruloides 2896 e as outras cultivadas em glicose (R. toruloides
2781 e R. toruloides 2882). No entanto, uma diferenca significativa foi observada
guando comparado com o0s ensaios conduzidos em xilose para as mesmas
cepas.

Considerando os testes em meio com xilose como unica fonte de carbono,
o acumulo de lipidios foi similar entre as cepas testadas, sendo ligeiramente
maior para R. toruloides 2882 (4,87% m.m 1) seguido por R. toruloides 2896
(4,69% m.m?) e R. toruloides 2781 (3,92% m.m™). A andlise estatistica da
produtividade lipidica em ensaios de xilose mostrou que R. toruloides 2896 exibiu
diferencas significativas quando comparado a R. toruloides 2882 e R. toruloides
2781 (p < 0,05). Os resultados séo similares ao reportado por Liu et. al., (2020)
em um C:N de 50, onde a producédo de 6leo microbiano foi de 4,12%. Tanto R.
toruloides 2882 quanto R. toruloides 2896 demonstraram resultados superiores
em comparacao as descobertas de Liu et al. (2020) [139]. Por fim, quando
adicionado &cido acético ao meio, notou-se maior variacao nas concentracdes
lipidicas alcancadas, com uma concentracéo de 6,25% m.m para R. toruloides
2781, enquanto R. toruloides 2882 e R. toruloides 2896 acumularam 3,50 e
4,13% m.m*; respectivamente.

No meio com duas fontes de carbono (meio GX), R. toruloides 2781 exibiu
o maior acumulo de lipidios (6,49%), enquanto R. toruloides 2882 e R. toruloides
2896 mostraram acumulos semelhantes de 4,61% e 4,52%, respectivamente.
Resultados semelhantes foram observados no meio MGXAc, com o melhor

desempenho visto em R. toruloides 2781. O teste de Tukey revelou uma
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diferenca significativa entre R. toruloides 2781 em MGXAc e as outras cepas em
ambos os meios (p < 0,05).

A condigéo de limitagcdo de nutrientes e a alta disponibilidade de carbono
€ a condicao primordial para que ocorra o acumulo de lipidios intracelulares nas
células. Uma vez que ocorre a exaustao de nutrientes como nitrogénio e fosforo,
as células encontram-se em déficit nutricional para continuar a crescer e
multiplicar; desta forma a fonte de carbono excedente no meio é canalizada para
producéo e armazenamento de triacilglicerol. Concomitante a isso, esta ainda as
reacoes de [3-oxidacdo em sentido inverso, que levam a transformacéo de acetil-

CoA em &acidos graxos intracelulares [140,196,197].

5.3 Cultivos em Hidrolisado Hemicelulésico de biomassa de cana-de-
acucar (HHC)

5.3.1 Avaliacédo da adaptacédo das cepas de R. toruloides

Hidrolisados de biomassa obtidos a partir de etapas de pré-tratamento
quimico contém em sua maioria uma mistura de compostos de degradacao
advindos dos constituintes estruturais da biomassa lignocelulésica que se
comportam como componentes tdxicos aos micro-organismos durante o
processo fermentativo [108]. Portanto, a estratégia de adaptacao consistiu no
emprego do HHC néo-destoxificado como meio de cultura para as trés diferentes
cepas de leveduras de R. toruloides. O pressuposto empregado para oS
experimentos de adaptacdo neste trabalho parte do principio de que a cada ciclo
de passagem das leveduras (incremento de 10% de HHC a cada 24 horas),
ocorra a melhora da capacidade das cepas de crescer na presenca de uma
concentragdo aumentada de inibidores de forma simultanea presente no meio.

O hidrolisado utilizado para a adaptacéo deve conter uma faixa adequada
de compostos toxicos, de modo que 0 micro-organismo aumente sua tolerancia
a esses compostos. Isso € suficiente para promover uma pressao seletiva no
meio, permitindo a adaptagéo gradual da cepa. A pressao seletiva ocorre devido
a combinacéo de diversas forcas que afetam a capacidade de sobrevivéncia dos

organismos em um ambiente especifico. Essas forcas influenciam tanto o
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fendtipo quanto o gendtipo, destacando-se em condicbes especificas do
ambiente, fatores bioldgicos, disponibilidade de nutrientes e competicédo [206].

Ao término de 11 dias de cultivo em concentra¢des aumentadas de HHC,
todas as cepas foram capazes de crescer em 100% de hidrolisado
hemicelulosico suplementado. Estes resultados demonstram o éxito da
estratégia aplicada para melhorar a tolerancia das leveduras aos inibidores
presentes no hidrolisado. A concentracdo celular atingida no 10° nivel de
adaptacdo (100% HHC) foi superior para a cepa R. toruloides 2896 (6,78 g.L™),
seguida por R. toruloides 2882 (6,31 g.L!) e R. toruloides 2781 (5,37 g.L™).
Observou-se nesses experimentos que o perfil de crescimento e de consumo de
acucares manteve-se estavel para as trés cepas ao longo das fases de
adaptacao (Figura 15), a razdo para este comportamento pode se dar pelo
ensaio de fermentacdo ser renovado a cada 24 horas, ndo sendo possivel a
observacéo de todas as fases do crescimento microbiano.

Durante o periodo de adaptacdo, a cepa R. toruloides 2882 (Figura 15a)
mostrou um periodo em que houve quedas constantes no acumulo de biomassa
celular, tal comportamento aconteceu apds o 5° nivel de adaptacdo. Para R.
toruloides 2781 e R. toruloides 2896, esse comportamento ndo foi evidenciado,
sendo percebido apenas apo6s o 9° nivel de adaptacdo. Este comportamento
sugere uma diminuicdo no crescimento e viabilidade celular, que pode estar
associado as maiores concentracdes de compostos toxicos presentes no meio a
cada novo nivel de adaptacdo, com a morte celular superando a nova formacao
de células, acarretada pela condicdo de estresse do meio, que resulta em uma
diminuicdo na concentragdo celular total.

Em relacdo ao consumo de acuUcares disponiveis no meio, pode-se
observar que a cada ciclo de adaptacdo, com duracéo de 24 horas, havia-se o
esgotamento de glicose; comportando se como uma fonte preferida pelas cepas
em relacdo a xilose, sendo assim sua linha pouco notada nos graficos. Durante
algumas etapas nota-se um consumo mais acentuado da xilose; sendo mais
evidente nos niveis 3 e 5 para R. toruloides 2882, 2 e 6 para R. toruloides 2896,
e por fim em 3 e 5 para R. toruloides 2781. Esta observacdo € similar ao
encontrado por Diaz et al. (2018) [140] que realizaram a adaptacéo gradativa de
de R. toruloides 0041-12 em hidrolisado de palha de trigo com 103 g.L! de

acucares totais (61 g.L* de glicose, 42 g.L* de xilose), 5,2 g.L* de acido acético,
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0,54 g.L! de &cido férmico, 0,10 g.L! de furfural, 0,02 g.L? de hidroxil-metil
furfural e 0,06 g.L"* de compostos fendlicos. Neste trabalho os autores relataram
0 consumo aumentado de xilose, sendo as cepas adaptadas mais resistentes e
com maior crescimento (30-40%) quando comparado com a cepa ndo-adaptada.
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Figura 16 - Perfil temporal do acimulo de biomassa (-m-) pH (-¢-) € consumo de
glicose (-e-), xilose (- A-) e &cido acético (- ¥-) pelas cepas de R. toruloides 2882 (A),
R. toruloides 2896 e R. toruloides 2781 (C) durante a fase de adaptacdo em HHC.
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Em relagdo ao pH do meio de cultivo observado durante a fase de
adaptacdo neste trabalho (Figura 15), houve pequenas variacbes durante as

210 horas de fermentacdo, mantendo-se em entre 4,04 e 7,64.

5.3.2 Fermentacao das cepas ndo-adaptadas e adaptadas de R. toruloides
em HHC

A capacidade fermentativa das cepas de Rhodosporidium toruloides néo-
adaptadas e adaptadas foram avaliadas através do cultivo em HHC nd&o-

destoxificado suplementado (Figura 16).
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Em relacdo as cepas ndo-adaptadas, é possivel observar uma fase lag
até pelo menos 48 horas, onde apenas para R. toruloides 2882 nota-se uma fase
exponencial (Figura 16a), sendo a levedura com maior acumulo de biomassa
celular do que as outras duas em ambos os casos (adaptada e ndo-adaptada).
Enquanto isso, R. toruloides 2896 e R. toruloides 2781 tiveram um leve acumulo
de biomassa até 72 horas de cultivo, com conseguinte declinio nesta
concentracdo, atingindo biomassa celular inferior a 10 g.L'. Nota-se que o
crescimento dessas cepas foi afetado pela presenca de compostos toxicos
presentes no hidrolisado, uma vez que ndo foram adaptadas previamente a este
meio.

O efeito de baixo acumulo de biomassa de cepas ndo-adaptadas em meio
com hidrolisado lignocelulésico também é observado no trabalho de Liu et al.
(2021) [207] os quais realizaram fermentacdes de leveduras ndo-adaptadas de
R. toruloides NRRL Y- 1091 em hidrolisado celulésico de palha de trigo, cuja
composicdo (em g.L?) incluia glicose (40,88), xilose (14,27), acido acético (1,54),
compostos fendlicos totais (1,51), furfural (0,087), &cido levulinico (0.427 ) e HMF
(0,008) e a concentracdo celular observada néo ultrapassou 6,5 g.L1. Estes
autores associaram tal comportamento como um indicativo de baixa
disponibilidade de fonte de nitrogénio no hidrolisado empregado, ndo atendendo
desta forma as necessidades para o crescimento da levedura. Entretanto, neste
trabalho ambas as fermentac6es com cepas ndo-adaptadas e adaptadas foram
suplementadas com fontes de N organicas e inorganicas, com uma
concentragédo total de nitrogénio de 4 g.L* (29.L* (NH4)2S04, 2 g.L* extrato de
levedura) indicando assim que caso ndo houvesse a suplementacdo de
nitrogénio no meio, a fermentacdo conduzida com as cepas nédo-adaptadas teria

um desempenho inferior.
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Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Ja em relagcdo as cepas adaptadas, todas apresentaram uma fase de
crescimento exponencial (Figura 16a), sendo observado acumulo de biomassa
celular superior para R. toruloides 2882A (17,87 g.L™?), seguido por R. toruloides
2896A (17,03 g.L ') e R. toruloides 2781A (14,39 g.L'!). Além disso, nédo foi
possivel a visualizagdo de uma fase lag. Os acumulos de biomassa atingidos
com as cepas adaptadas sdo comparaveis ao relatado por Saini et al. (2022)
[116] em cultivos de R. toruloides 1588 por 72 horas em frascos agitados com
hidrolisado celulésico de madeira ndo-destoxificado (37,5 g.L* de glicose, 2,5
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g.L! de xilose), e cepas ndo-adaptadas. No entanto com o emprego de uma
razao C:N 70, na qual obtiveram uma concentracdo de biomassa celular de 15,3
g.L.

Além do acumulo de biomassa, 0 consumo de acgucares (glicose e xilose)
também foi melhorado com as cepas adaptadas (Figuras 16b e 16d). Para as
cepas nao-adaptadas foi de 10%, 24% e 8,18% para R. toruloides 2781, R.
toruloides 2882 e R. toruloides 2896, respectivamente. Nota-se que entre as
cepas nao-adaptadas, somente a R. toruloides 2882 foi capaz de consumir de
forma significativa a glicose (95,71%). Por outro lado, o consumo de acgUcares
totais (glicose e xilose) pelas cepas adaptadas foi de 83%, 93,31% e 82% para
R. toruloides 2781, R. toruloides 2882 e R. toruloides 2896; respectivamente
(Tabela 8).

A partir do coeficiente de rendimento de biomassa (Yxs) € possivel
observar que para as leveduras adaptadas houve um maior rendimento quando
comparada com as cepas cultivadas em todos os meios semi-definidos testados,
quanto também aos cultivos em HHC com as cepas ndo-adaptadas. O Yxs foi
superior apenas para a cepa R. toruloides 2882 em HHC. Estes resultados
indicam o quanto de biomassa celular foi acumulada por substrato consumido.

O consumo de glicose pelas leveduras adaptadas ocorreu até 24 horas,
momento este que se extinguiu e deu inicio ao consumo de xilose, que
aconteceu até proximo a exaustdo, em 96 horas de cultivo. Este mesmo
comportamento foi relatado por Diaz et al. (2018) [140] em ensaios de R.
toruloides. No estudo, os autores realizaram uma analise preliminar do consumo
de glicose e xilose em meio sintético definido (5 g.L* de glicose e 5 g.L* de
xilose) antes de cultiva-las em hidrolisado celulésico de palha de trigo (61 g.L™*
de glicose e 42 g.L! de xilose). No experimento preliminar, observaram o
consumo total da glicose em 12 horas de fermentacgao. A partir desse momento,
iniciou-se o consumo de xilose, resultando em uma concentracao residual de 1,3
g.L! ao final da fermentacdo, apds 30 horas. No meio com presenca de &cido
acético (MGXAc), o consumo de xilose so foi iniciado com o esgotamento da
glicose, o mesmo é observado quando as cepas adaptadas foram cultivadas em
hidrolisado.

A repressao catabdlica de carbono causada pela glicose se da pela

inibicdo dos transportadores e enzimas envolvidas no processo catalitico da via
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das pentoses fosfato, e pode ocorrer comumente com glicose, xilose e arabinose
por possuirem sistemas em comum de transporte de acucar na célula; sendo a
glicose mais efetiva para geracdo de energia celular [115], além disso
hidrolisados de biomassa apresentam-se como um meio complexo, em que ha
a presenca de diversos acucares e intermediarios de degradacdo desses
compostos. De fato, Singh et al. (2018) [137] estudaram o efeito do consumo
sequencial de acUcares por leveduras oleaginosas e demonstraram que o0
metabolismo sequencial ir4 variar com a cepa e relagdo C:N, e que este
comportamento nao ira influenciar na producdo de lipideos. Resultados
semelhantes foram relatados por outros autores, onde a glicose inibiu o consumo
de xilose [142,137].

O mesmo padrao de consumo aumentado para as cepas adaptadas
também ocorreu para o acido acético (Figura 16e). O acido acético foi
consumido pelas leveduras adaptadas como fonte de carbono quase
completamente até 48 horas de fermentacao, o que coincidiu com o aumento do
pH para estas (Figura 16c), que iniciaram a fermentacdo com pH por volta de
5,5 e ao término das 96 horas de cultivo atingiram 7,5. Esta variacdo também foi
notada para a cepa ndo-adaptada R. toruloides 2882, enquanto para as demais
ndo-adaptadas permaneceu quase invariavel. O efeito do acido acético sob as
leveduras ird depender do micro-organismo, condicdes de cultivo e
concentracdo. Zhao et al. (2012) [105], por exemplo, relataram inibicao total do
crescimento de R. toruloides AS 2.1389 em uma concentracdo de 20 g.L! de
acido acético. Entretanto, em concentrag6es inferiores a 15 g.L! os autores
relataram um consumo total do acido acético pelas cepas nas fermentacdes. O
mesmo comportamento é observado neste trabalho, em que o acido acético é
praticamente extinguido com 96 horas de fermentacdo. [105] avaliaram o efeito
no crescimento e na producédo de biolipidios por leveduras oleaginosas quando
cultivadas na presenca de diversos compostos tipicos de hidrolisados
hemicelulosicos de biomassa lignocelulosica, adicionados a um meio com
nitrogénio limitado.

Também ¢é possivel observar que todas as cepas adaptadas
apresentaram acumulo de biomassa superior em hidrolisado hemiceluldsico do
que as correspondentes ndo-adaptadas em meio semi-definido (MGX) (Figura

10), os presentes resultados podem ser corroborados com outro estudo
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realizado, em que micro-organismos oleaginosos acumularam mais biomassa e
tiveram melhor produtividade lipidica em hidrolisados de materiais
lignocelulésicos em comparacao ao meio semi-definido empregado; e atribuiram
o melhor desempenho por estas cepas apresentarem capacidade metabdlica

dos compostos inibidores presente no meio de cultivo [97].

5.3.3 Inibicdo e degradacdo de compostos fendlicos pela levedura R.
toruloides

Além dos acucares monomeéricos presentes no hidrolisado
hemicelulésico, a etapa de pré-tratamento utilizada leva a formacdo de
intermediarios derivados dos constituintes da biomassa lignocelulésica, que
atuam como inibidores do crescimento microbiano; como furanos, acidos
organicos e compostos fendlicos [108].

Neste trabalho, uma diminuicdo dos compostos fendlicos foi observada
em todos os ensaios das leveduras cultivadas em hidrolisado hemiceluldsico.
Notou-se uma reducédo dos fendis totais, sendo mais expressiva para as cepas
adaptadas, de 63,79%, 59,94% e 60,06% enquanto para as ndo-adaptadas nota-
se redugdes de 29,45%, 57,14% e 43,02 para R. toruloides 2896, R. toruloides
2882 e R. toruloides 2781; respectivamente (Figura 17).

Estes componentes sdo inibidores do processo fermentativo e por se
apresentarem em uma variedade disponivel (vanilina, siringaldeido, acido
ferdlico, acido vanilico, dentre outros) torna-se dificil a determinacdo do
mecanismo de ac¢do inibitéria provocada por estes, uma vez que podem atuar
sozinhos ou de forma sinérgica, além de apresentarem problemas de elucidagao
dos processos metabdlicos envolvidos que resultam no seu consumo por alguns
micro-organismos, bem como a determinagcdo de conversdo em outros
subprodutos [101,137,199]. Kim et al. (2022) [106] verificaram uma familia de
proteinas aldeido desidrogenase em uma cepa de Yarrowia lipolytica. Estas
proteinas sdo capazes de catalisar o furfural a acido furdico, este processo
resulta em uma destoxificacdo nativa nesta espécie de levedura oleaginosa.
Resultados semelhantes foram observados em outro trabalho, onde Park et al.
(2023) [130] observaram a presenca de acido furdico em meios de cultura de C.

curvatus, R. toruloides e L. Starkeyi, e atribuiram essa caracteristica a um
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sistema de destoxificagcdo nativo semelhante. Tendo em conta os resultados
anteriores e 0s observados neste trabalho, pode ser possivel que sistemas de

destoxificacdo sejam comuns em espécies de leveduras oleaginosas.
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Figura 18 - Degradacao de compostos fendlicos por cepas de R. toruloides adaptadas
e ndo-adaptadas cultivadas em hidrolisado hemicelulésico. Vermelho: concentragédo
inicial de lignina solavel; verde: concentragéo de lignina solavel com 96 horas de
fermentacéo.

Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

No entanto, além de uma grande variedade de compostos advindos da
estrutura polifendlica da lignina (fendlicos, aldeidos, aroméaticos e
poliarométicos) que sdo liberados durante o processo de hidrélise, ha ainda
componentes oriundos da degradacéo dos acucares de seis e cinco carbonos,
(furfural, 5-HMF, acido levulinico) que se presente no meio de cultura poderéo
contribuir negativamente para a performance das leveduras durante o processo
fermentativo. Neste trabalho, entre os compostos advindos do processo de
desidratacdo de aclcares é observado a presenca de furfural (4,90 mg.Lt) e em
maior concentracéo acido acético (3,77 g.L™). A presenca destes sédo esperados
devido ao tratamento &cido diluido ter como foco a despolimeriza¢do da estrutura
hemicelulosica da biomassa, sendo composto majoritariamente por agucares de

cinco carbono. Além disso, o furfural ndo apresentou 0 mesmo comportamento
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de reducédo dos demais inibidores quantificados como fendis totais e do acido
acético ao final dos ensaios. Esse comportamento pode ser explicado pela baixa
concentragdo disponivel no meio ou pela falta de aparato metabdlico das
leveduras para seu consumo. Alguns autores mencionam o alto poder inibitério
desse componente no processo fermentativo, no entanto em concentracdes a
partir de 1 g.L, com diminuigcbes em até 60% do crescimento celular [105].
Osorio-Gonzélez et al. (2023) [142] relataram a capacidade de R. toruloides 1588
de crescer na presenca de oito compostos inibitérios microbianos (5-HMF, acido
levulinico, &cido ferdlico, acido vanilico, vanilina, siringaldeido e acido
aminobenzoéico) e de metabolizar furfural. metabolizar compostos furanicos
presentes em hidrolisado de madeira ndo destoxificado. O estudo avaliou a
fermentacdo em hidrolisados de residuos florestais (Populus sp.), testando
diferentes proporcdes de dois hidrolisados com concentracfes totais de acucar
de 130,1 g.L* e 128,8 g.L . Embora a presenca de furfural tenha causado um
leve efeito inibitdrio no crescimento microbiano e na producao de lipidios, esse
impacto foi atribuido a inibicdo parcial ou total de enzimas-chave, como a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GPD). Ainda assim, a levedura
oleaginosa demonstrou a capacidade de reduzir o teor de furfural em 90,7% apos
96 horas de fermentacdo, periodo em que o acumulo maximo de lipidios foi
observado (40%). A concentracéo inicial mais elevada de furfural nas condi¢oes
testadas foi de 700 mg.Ll. Finalmente, é observado que a presenca dos
subprodutos de degradacéo no hidrolisado causou um efeito inibitério notavel
nas cepas de R. toruloides ndo-adaptadas, em relagéo a adaptadas previamente
em hidrolisado, este comportamento demonstra a capacidade de destoxificacédo
destas cepas que foram adaptadas gradativamente a este meio de crescimento.
As cepas nao-adaptadas apresentaram um baixo crescimento celular, que pode

ser confirmado na Tabela 7, com dados de biomassa final.

5.3.4 Acumulo de lipidios por cepas de R. toruloides adaptadas e nao-

adaptadas

O acumulo de lipideos pelas cepas ndo-adaptadas e adaptadas cultivadas
em hidrolisado hemicelulésico suplementado por 96 horas foi avaliado; os
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principais resultados estédo reunidos na Tabela 7 e 8 e demonstrados na Figura
18.

Dentre as cepas adaptadas, a que demonstrou maior acumulo foi a R.
toruloides 2896 (9,3% m.m), seguido por R. toruloides 2882 (8,8% m.m™1), e R.
toruloides 2781 (7,8% m.m1). Apenas R. toruloides 2781 exibiu uma diferenca
significativa entre as linhagens adaptadas. Por outro lado, o teste de Tukey para
as linhagens nédo adaptadas nado indicou nenhuma diferenca significativa. O
acumulo de lipidios observado em hidrolisado, foi superior ao atingido em todos
0s meios semi-definidos, inclusive no meio MGX e MGXAc que apresentam
concentracfes similares de acucares e acido acético ao do hidrolisado utilizado.
O aumento relativo do acumulo de lipidios observado quando cultivado em
hidrolisado com as cepas nédo-adaptadas e ao cultivado em hidrolisado pelas
cepas adaptadas foi de 1,2; 1,90 e 2,05 vezes para R. toruloides 2781, R.

toruloides 2882, e R. toruloides 2896; respectivamente.
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Figura 19 - Acumulo de lipidio pelas cepas adaptadas e ndo-adaptadas de
Rhodosporidium toruloides em hidrolisado hemicelul6sico ndo-destoxificado
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Diversos autores destacam que a razdo C:N entre 70 e 200 é um dos
parametros essenciais para alcancar altos rendimentos na producéo de lipidios
por leveduras oleaginosas,[129,190,121]. Esse fator desempenha um papel
critico na regulacdo metabdlica dessas leveduras, influenciando diretamente a
sintese lipidica. Em ambientes com alto teor de nitrogénio, as células priorizam
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0 crescimento e a biossintese de proteinas, resultando em menor acumulo de
lipidios. Por outro lado, quando a razdo C:N é elevada, geralmente entre 70 e
200, a limitacdo de nitrogénio reduz a sintese proteica e a divisdo celular,
direcionando o excesso de carbono para a biossintese de lipidios. Esse processo
leva ao acumulo de triacilgliceréis (TAGS), que atuam como reserva energética
para a célula [145].

Lopes, Bonturi e Miranda (2020) [126] realizaram ensaios com a cepa R.
toruloides CCT 7815 utilizando hidrolisado hemicelulésico de eucalipto como
fonte de carbono (xilose 12,19 g.L?, glicose 0,42 g.L?, acido acético 2,41 g.L™,
furfural 0,58 g.L ™). Nos experimentos com uma razdo C:N de 100, os autores
relataram um teor lipidico de 26,42%, uma biomassa de 6,52 g.L! e uma
produtividade de 14 mg.L.h1. Diante da baixa concentracéo de xilose disponivel,
o hidrolisado foi concentrado, atingindo 37,39 g.L! de aclcares totais. No
entanto, nos primeiros cultivos com hidrolisado concentrado (pH inicial de 5,0),
nao houve crescimento celular, mesmo quando o meio foi diluido em agua. Ja o
cultivo realizado com pH ajustado para 6,2 obteve sucesso, resultando em uma
biomassa de 6,0 g.L e um teor de lipidios de 50%. Os autores atribuiram essa
inibicdo ao acido acético, que, em pH 5,0, permanece predominantemente na
forma ndo dissociada, podendo difundir-se através da membrana celular e
comprometer o metabolismo da levedura.

Os resultados deste estudo séao corroborados pelos achados de Liu et al.
(2020) [139], que investigaram a fermentacdo da cepa R. toruloides NRRL Y-
1091 em hidrolisado hemicelulésico de palha de trigo. O meio utilizado continha
uma concentracdo de xilose (24,76 g.L'') e compostos fendlicos (0,63 g.L?)
similares as do presente trabalho, além de glicose (4,72 g.L!), acido acético
(3,67 g.L1) e furfural (0,07 g.LY). Apds 120 horas de cultivo, o acimulo de lipidios
atingiu 9,44%, com uma produtividade de 8,43 mg.L.h1, valores inferiores aos
obtidos neste estudo para todas as cepas adaptadas e cultivadas em hidrolisado.
Além disso, diferentemente do HHC utilizado neste trabalho, que foi empregado
“in natura”, o hidrolisado hemicelulésico nos ensaios de Liu et al. (2020) passou
por etapas de concentragao e destoxificacao.

Comparando o acumulo de lipidios atingido pelas cepas nao-adaptadas
em HHC (Figura 18), este foi inferior em todas as condi¢bes quando comparado

aos meios semi-definidos utilizados (Tabela 7), o que é também esperado devido
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ao HHC ser um meio complexo, com a presenca de diversos compostos
inibitorios ao metabolismo celular. Os resultados obtidos evidenciam o efeito
positivo da adaptacdo empregada. Os rendimentos obtidos para as leveduras
adaptadas foram superiores aos relatados por Matsakas et al. (2017) [209] em
um processo fermentativo com R. toruloides NCYC 1576 cultivada em
hidrolisado hemicelulésico destoxificado de aparas de madeira (contendo 63,3
g.L™* de xilose, 16,8 g.L™* de &cido acético, 0,04 g.L* de furfural e 0,05 g.L™* de
fenol) com uma razdo C/N de 20. Nesse estudo, os autores relataram um
rendimento de conversdo de substrato em biomassa (Yx/s) de 0,21 g.g™* e um
rendimento de conversdo de substrato em lipidios (Y,/s) de 0,049 g.g*. No
presente trabalho, os valores de Y,/ obtidos para as leveduras adaptadas foram
superiores, atingindo 0,059 g.g™! para R. toruloides 2882 e 0,067 g.g™! para R.
toruloides 2896.

SEGUNDO CENARIO: Desenvolvimento de biocompdsitos a base de

celulose-lignina

5.4 Caracterizacdo da matéria-prima e obtencao da polpa rica em celulose

apoés tratamento alcalino

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos do teor de lignina para a
biomassa “in natura” e da fracao solida (polpa celulésica) obtida apds tratamento
com NaOH. A partir desses resultados € possivel determinar a remocéo de
lignina na etapa de tratamento quimico.

O tratamento alcalino resultou em uma deslignificacdo parcial da
biomassa de cana-de-acucar, 0 que consequentemente aumentou o contetudo
de celulose na polpa recuperada. Considerando a biomassa “in natura”, o
tratamento com NaOH reduziu o teor de lignina de 25,35% para 14,31%,
resultando em uma remocao de 43,94%. Esse resultado é satisfatério diante das
condicbes empregadas (3% NaOH, razdo sélido-liquido de 1:5, 170°C, 60
minutos), proporcionando uma polpa celulésica com melhor processabilidade
para a producdo de biocompositos. Além de reduzir a recalcitrancia associada a
lignina, o pré-tratamento alcalino modifica a estrutura da celulose, promovendo

o intumescimento das fibras e, consequentemente, facilitando o processamento
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do biocompdsito. Por exemplo, Shakeel et al. (2024) [210] utilizaram um pré-
tratamento alcalino com NaOH (3%, 121°C, 60 minutos), resultando em uma
remocao de lignina de apenas 16,71%. A menor eficiéncia pode ser atribuida a
temperatura mais baixa empregada (121°C), que, para alcancar uma
deslignificacdo mais significativa, exigiria um tempo de residéncia superior a 60

minutos e/ou uma maior concentracao de alcali.

Tabela 8 - Composicao quimica da biomassa de cana-de-agucar e polpa celuldsica

em estudo e referéncias

Componentes Presente trabalho A B
Composicao quimica  Biomassa de cana- Polpa
(%m/m) de-agucar celulésica
Lignina Total 25,53+ 0,80 14,31+0,80 21,35 11,07+0,74
Cinzas 4,09+0,15 3,79+0,22 0,64 -

ARaina et al. (2024) [80], B dos Santos et al. (2023) [211].
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

A eficiéncia de deslignificacdo depende diretamente das condi¢cdes
operacionais do tratamento aplicado. No caso do estudo de Raina et al. (2024)
[80], que utilizou tratamento alcalino com 1% de NaOH a 121°C por 60 minutos
na biomassa de cana-de-acUcar, a polpa recuperada apresentou um teor de
lignina de 21,35%. Por outro lado, Santos et al. (2023) [211] obtiveram uma polpa
celulésica com 11,07% de lignina ao empregar tratamento alcalino menos severo
(1% de NaOH, 110°C por 20 minutos), resultado semelhante ao observado neste
estudo.

A Figura 19 apresenta imagens de MEV do bagaco de cana-de-acucar
antes (Fig. 19a, b) e ap0s o tratamento com NaOH (Fig. 19c, d). No bagaco néo
tratado, as fibras exibem uma organizacdo compacta e sobreposta,
caracteristicas atribuidas a camada protetora de lignina e hemicelulose,
conforme descrito por Assumpcdao et al. (2016) [212]. Apos o tratamento alcalino,
observa-se uma desestruturacdo da parede celular, evidenciada por uma
morfologia irregular e desorganizada, com a presenca de rachaduras
superficiais. Além disso, a formacé&o de tubos e poros na parede celular indica a

ruptura tanto externa quanto interna da estrutura lignocelulésica. A acdo do
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NaOH também resultou em uma superficie mais rugosa e menos compactada,
com microespacos gerados pelos processos de deslignificacdo, um padréo ja

reportado por Reis et al. (2016).

EHT=1000kV  Mag= 201X  SignalA=SE2  Date:9 Sep2024 [N |

wp= 7.5mm System Vacuurn = 1.69e-06 mbar Width = §67.6 pm

EHT=1000kV  Mag= 503X  SignalA=SE2  Date:9 Sep2024 [N
wp= 7.9 mm System Vacuur = 2.21e-06 mbar Width = 227.3 pm

S— = i
EMT=1000kV  Mag= 201X  SignalA=SE2  Daf B d EHT=1000kV  Mag= 503X  Signal A=SE2  Date 9 Sep2024
WD= 80mm System Vacuum = 1 89e-06 mbar Wi 567.6 ym WD= 8.1mm System Vacuum = 1.89e-06 mbar Width = 227 3 pm |

Figura 19 - Imagens de MEV para biomassa de cana-de-agucar néo tratado (a, b), e
apos tratamento quimico alcalino (c,d)
Fonte: Elaborada pela Autora (2025).

5.5 Caracterizacdo da lignina recuperada

5.5.1 Composicdo quimica

A composicéo quimica da lignina precipitada e seu rendimento apos etapa
de acidificacao do licor negro (pH= 3) estédo apresentados na Tabela 10.

O rendimento obtido, considerando o volume de licor negro recuperado,
foi de 29,66 g-L™1. Este resultado esta diretamente relacionado ao pH atingido
durante a etapa de precipitagdo, que, neste estudo, foi ajustado para 2,
favorecendo uma maior precipitagdo de material. A fracdo de lignina solavel
(2,14%) é composta predominantemente por produtos de degradacao de baixo
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peso molecular e derivados hidrofilicos [213]. Por outro lado, a lignina insoltvel
(78,26%) representa a fracdo mais resistente a degradacéo, devido ao seu
carater altamente condensado e a presenca de ligacdes cruzadas,
caracteristicas da fracdo polimérica da lignina. O teor de lignina insolavel obtido
neste estudo foi superior ao relatado por Dominguez-Robles et al. (2018) [180],
que realizaram um tratamento alcalino com 7% de NaOH em palha de trigo,
utilizando uma razédo liquido/solido de 10:1, a 100 °C por 150 minutos, e
observaram um teor de lignina insoluvel de 64,90%. Em contrapartida, o teor de
lignina sollvel registrado por esses autores (3,91%) foi superior ao encontrado
neste trabalho. Esse comportamento pode ser atribuido a maior severidade do
tratamento aplicado por Dominguez-Robles e colaboradores. O uso de uma
concentracdo mais elevada de NaOH (7%) promoveu uma degradacdo mais
extensa da lignina, aumentando a fracdo soluvel. Por outro lado, concentracfes
mais baixas, como a empregada neste estudo (3%), sdo menos eficientes na

quebra das liga¢gbes da lignina, resultando em uma maior fracao insolavel.

Tabela 9 - Composicao quimica da lignina alcalina recuperada da biomassa de cana-

de-acUcar.
_ Lignina Lignina _
Rendimento Pureza ) ) Cinzas
Amostra LY %) insolavel solavel %)
L 0 0
’ (%) (%)
Lignina
_ 29,66 78,14 78,26 2,14 1,88
alcalina

Fonte: Elaborada pela Autora (2025).

Como pode ser observado, o teor de cinzas da lignina foi relativamente
baixo (1,88%) comparado com outros trabalhos relatados na literatura, indicando
que as etapas de lavagem realizadas para a remogdo de contaminantes
indesejaveis foram eficazes. Em contraste, o estudo de Dominguez-Robles et al.
(2016) [214] registrou teores de cinzas entre 27,07% e 47,07%. Os autores
atribuiram esses altos valores a ineficiéncia das etapas de lavagem e aos
elevados niveis de silica e cinzas presentes na biomassa “in natura”,

especificamente na palha de trigo.
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5.5.2 Comportamento térmico da lignina

As analises termogravimétricas sdo um parametro fundamental para
investigar o comportamento de degradacgédo térmica da lignina, sendo essenciais
para avaliar sua aplicabilidade em diferentes areas. A Figura 20 apresenta os
graficos TG e DTG, que detalham esse comportamento, permitindo a
identificacdo das principais etapas de decomposicdo térmica e fornecendo
informacdes sobre a estabilidade térmica e a cinética de degradacéo da lignina.
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Figura 20 - Perfis térmicos da lignina alcalina obtida a partir do bagaco de cana-de-
acucar: (a) analise termogravimétrica (TG) e (b) taxa de perda de massa derivada
(DTG).

Fonte: elaborada pela Autora (2025).

Conforme observado na Figura 20a, o processo de decomposicéo
térmica da lignina alcalina recuperada ocorre em trés estagio diferentes. A perda
de massa de 7,35% observada a 200°C esta relacionada a evaporagcao de agua
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e degradacdo de impurezas componentes de carboidratos menos estaveis
termicamente (hemicelulose). O segundo estagio observado entre 250 — 400°C
corresponde a degradacao propriamente dita da lignina através da fragmentacéo
de ligagbes éter (B-O-4 e 4-0-5) e ligacdes C—-C (-5 e B-B) entre as unidades
fenilpropandides na lignina [90]. As perdas de massas maximas sao observadas
nessa regiao, nas temperaturas de 272,9 e 346,9°C (Figura 20b). Por fim, no
terceiro estagio entre 400 — 500°C corresponde a etapa de degradacdao final e
corresponde a degradacdo de anéis aroméaticos e a liberacao de grupos OCHs,
que ira levar a formacéo de estruturas aromaticas altamente reticulada com a
formacéo de carvdo como produto final [9]. A fracdo residual de lignina obtida
apos degradacao térmica até 800°C foi de 39,28%, comparavel aos relatados
por [215] que registraram 30,64 e 47,79% para ligninas alcalinas de bagago e
palha de choupo.

A partir das curvas obtidas, nota-se que a zona de decomposicao alcalina
acontece em uma ampla faixa de temperatura (100 — 500°C), isso acontece
principalmente porque a lignina € uma grande estrutura aromética formada com
ramificacGes, onde as ligacdes e grupos funcionais dessa estrutura possui uma
ampla faixa de ruptura térmica [215]. O comportamento térmico da lignina
recuperada neste estudo € similar aos relatados na literatura [84,195]. Para a
lignina analisada, a temperatura maxima de degradacédo é de 346,9°C, o que
demonstra uma excelente estabilidade térmica superior ao alcancado por
Mennani e colaboradores (2022) [90] que relataram temperatura maxima de
degradacdo para lignina alcalina de bagaco de cana-de-acgulcar de 270°C. Estes
autores analisaram também residuos de sementes de cacto (250°C), borra de
café (258°C) e polpa de beterraba (235°C). Isso pode ser explicado,
provavelmente, pela presenca de numerosas ligacdes p-O-4 na estrutura da

lignina, o que confere maior resisténcia a degradacgéo térmica.
5.5.3 Caracteristicas da lignina reveladas por anélise de RMN
A Figura 21 mostra espectros de RMN 2D-HSQC para a cadeia lateral,

ou seja, 6C/dH 45,00-95,00/2,50-5,00 ppm, e para a regido aromatica, ou seja,
oC/dH 100,00-150,00/5,50-8,00 ppm, da lignina obtida do hidrolisado do
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tratamento quimico, com seus sinais mostrados na Tabela 11 e quantificacao
das ligacdes com base na analise de RMN.

Conforme mostrado na Figura 21, foram encontrados sinais em §C/6H na
regido de oxidacao alifatica (§C/6H 50-90/2,5-5 ppm), representados em laranja
no espectro, que podem ser atribuidos aos carbonos (C2345) da xilana na
estrutura carboidrato-lignina [190]. Esses resultados indicam que a amostra de
lignina possui estruturas do complexo lignina-carboidrato. Como esperado, a
amostra de lignina apresentou sinal em 8C/6H 55,12/3,81, o que sugeriu a
presenca de grupos metoxi [192]. Os grupos metoxi (-OCH;) geralmente estédo
ligados aos anéis aromaticos da estrutura da lignina, apds a polimerizacdo dos
monoligndis principais (como p-cumaroil, coniferoil e sinapilodlcool) que

constituem a lignina. Os sinais das liga¢des interunitarias 3-O-4, B-5 e f—3 foram

dominantes.
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Figura 21 - Analises quantitativas de RMN HSQC 2D para lignina recuperada apos
tratamento quimico (NaOH) do bagago de cana-de-agucar. Regides alifaticas 6C/5H
50-110/3,0-5,5 ppm (a), e aromaticas 8C/6H 90-140/6,0-8,0 ppm (b).

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Na regido aromatica, foram observados sinais correspondentes as
cadeias laterais insaturadas de &cidos hidroxicinamicos e aos anéis aromaticos
das unidades siringil (S) e guaiacil (G) em 6C/6H 105/6,81, 120/6,8 e 130/7,51,
respectivamente. Destaca-se a intensidade do pico em oC/dH 105/6,81,
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atribuido as unidades siringil, o que indica uma predominancia dessas unidades
na lignina recuperada, associada a abundancia de derivados sinapilicos. Além
disso, o sinal em 8C/6H 115/6,81, caracteristico das unidades guaiacil, sugere
uma contribuicéo significativa dessas estruturas derivadas do alcool coniferilico.
Esse perfil € esperado para ligninas de espécies de gramineas, como a cana-

de-acucar, onde as unidades predominantes séao siringil e guaiacil [193].

Tabela 10 - Picos atribuidos para RMN HSQC 2D

5C/oH Correspondente
(ppm)
55,12/ 3,81 C-H em grupos metoxila
60,12/3,72 Cy-Hy na subestrutura -O-4’ (Ay)
63,45/3,20 Cs-Hs em B-D- xilopiranosideo (X5)
63,48/3,92 Cy-Hy m subestruturas de fenilcumarano (Cy)
72,98/3,10 C2-Hz2 em B-D- xilopiranosideo (Xz2)
75,16/3,33 Cs-Hs em B-D- xilopiranosideo (X3)
74,98/3,62 Ca-Ha em B-D- xilopiranosideo (Xa)
71,45/4,87 Co-Ha em A (Ad)
85,21/4,03 Cp-Hg na subestrutura -O-4’ ligada a uma unidade S (Ag(S))
105/6,81 C2,6-Hz2,6 em unidades siringil (Sz.6)
110/7,37 C2-Hz2 em ferulatos (FA2)
115/6,81 C5-H5 em unidades de guaiacila (G5)
120/6,8 C6-H6 em unidades de guaiacila (G6)
128/7,13 C2,6-H2,6 em unidades p-hidroxifenil (H2,6)
130/7 51 Ca-Ha em acido p-cumaérico livre (p-CA) e acido ferudlico (FA)

(p-CAa/FAa)

Fonte: Elaborada pela Autora (2025).

Um pico de menor intensidade, correspondente a ligacdo C2-H2 no anel
aromatico de acidos ferulicos (6C/6H 110/7,37), sugere a presenca de ligacdes
entre lignina e carboidratos na estrutura lignoceluldsica. Isso indica que 0s
complexos lignina-carboidrato estdo presentes em quantidade reduzida na
amostra. O sinal observado em 86C/6H 128/7,13, relacionado as unidades p-
hidroxifenil (H), reflete uma lignina de menor complexidade estrutural, devido a
auséncia de grupos metoxi no anel aromético e ao menor grau de substitui¢cao.
Por fim, também foi identificado um pico caracteristico de acidos fendlicos em

0C/dH 130/7,51, reforcando a presenca de compostos derivados de acidos
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hidroxicinamicos. Esses resultados indicam uma composic¢ao tipica de lignina de
gramineas, com predominancia de unidades S e G e uma menor quantidade de
unidades H além de complexos lignina-carboidrato.

De acordo com a Tabela 12, o valor de 1,42 sugere que, para cada 100
unidades C9 (os blocos basicos de construcdo da lignina), ha 1,42 unidades
aromaticas presentes. O valor de 1,42 é relativamente baixo em comparacao
com outras amostras de lignina e indica um menor conteddo aromatico. As
unidades siringil (S) sao o tipo dominante nesta amostra de lignina, respondendo
por 60,56% do conteudo aromatico total. Unidades siringil tipicamente indicam
uma estrutura de lignina mais complexa e flexivel. Unidades de guaiacil (G) estéo
presentes em quantidades moderadas, compondo 32,39% do contetudo
aromatico. Isso € confirmado pela relacdo S/G de 1,87%. As unidades de
hidroxifenil (H) séo relativamente baixas, contribuindo com 7,66%. Um baixo teor
de unidade H normalmente se correlaciona com lignina de folhosas ou
gramineas, onde unidades de siringil e guaiacil sdo mais abundantes do que
unidades de H.

A ligagao p-O-4 é a ligacdo mais comum e importante na lignina. Um valor
de 17,83% sugere uma proporcao significativa dessas ligacbes, que sao
tipicamente mais faceis de quebrar e modificar, tornando a lignina mais reativa
em processos quimicos. O bagaco de cana-de-acuUcar contém pelo menos 50
ligacdes B-O-4 por 100 unidades C9[193]. Comparado a outros estudos, a fracao
de ligacBes B-O-4 mantidas € consistente com a etapa de tratamento quimico
empregada em que a taxa de deslignificacéo foi de 43,94% além de um alto grau
de pureza (78,14%).

A presenca de ligagdes 3-O-4 também é favoravel para certas aplicacdes,
como despolimerizagdo para biocombustiveis. As ligagdes B-5 sdo menos
abundantes, com apenas 1,18%. Essas ligacdes sdo tipicamente mais rigidas e
mais dificeis de quebrar do que as ligagbes (-O-4. Sua baixa presenca indica
gue essa lignina pode ser mais facilmente despolimerizada em comparacao com
ligninas com uma proporg¢ao maior de ligagdes B-5. As ligagdes B-p também séo
relativamente baixas, em 2,71%. Essas ligacdes sdo mais dificeis de quebrar e
contribuem para a estabilidade estrutural da lignina. Sua presenca, embora
baixa, ainda sugere alguma resisténcia a degradacao, aumentando a integridade

estrutural geral da lignina.
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Tabela 11 - Semi-quantificacéo das subunidades de lignina alcallina e ligacfes

interunitarias

Tipo de ligacdes Lignina alcalina

Aromaticos totais 1,42
(100 unidades C9)

S 60,56
G 32,39
H 7,66
Razéo S/G 1,87
Ligagdes B-O-4 17,83
Ligacdes B-5 1,18
Ligagcdes B-B 2,71

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

5.5.4 Grupos hidroxila determinados por RMN de 31P

A Figura 22 exibe o espectro de RMN 31P apés derivatizacdo da amostra

de lignina com reagente contendo fosforo, a quantidade de grupos hidroxilas

correspondentes estdo listadas na Tabela 13. Esta amostra de lignina

apresentou uma maior quantidade de OH alifatico (2,80 mmol.g?).

Tabela 12 - Quantificagéo total do grupo hidroxila de amostras de lignina

Tipo de OH Lignina alcalina
OH alifatico (145,4-150,0) 2,80
Fendlico siringila (-OH) (143,2-141,9) 0,60
Fendlico guaiacila (-OH) (140,2-139,2) 0,13
Fendlico catecol (-OH) (138,2-139,2) 0,55
Fendlico p-hidroxifenilico (-OH) (137,6-136,8) 0,62
Acido carboxilico (-OH) (134,5-133,7) 0,62
Total de OH (mmol/g) 5,31

Fonte: Elaborada pela Autora (2025).
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Figura 22 - Espectros de RMN 31 da amostra de lignina alcalina do bagaco de cana-
de-acucar
Fonte: Elaborada pela Autora (2025).

Os grupos hidroxilas sao relatados estarem envolvidos na melhoria das
propriedades fisicas e mecéanicas dos biocompadsitos obtidos [180]. Isso se da
pela interacdo dos grupos hidroxilas com as hidroxilas presente fracéo celulésica
obtida apds tratamento quimico, formando ligacdes de hidrogénio que ira resultar
em uma rede densa, aumentando a for¢a de ligacédo entre esses componentes,

além de hidrofobicidade e durabilidade dos biocompaésitos obtidos [177].

5.6 Avaliacdo do efeito da pressdo e temperatura nos biocompadsitos

produzidos

Para a definicdo dos paradmetros operacionais a serem utilizados nos
ensaios subsequentes, a primeira batelada de biocompdsitos foi produzida a
180°C sob diferentes pressdes: 8, 24 e 40 MPa. A escolha da temperatura de
trabalho inicial baseou-se em reportados na literatura [196,217,148].

Os resultados de resisténcia a flexdo (Figura 23a) indicaram que o
biocompdsito produzido a 40 MPa apresentou a maior resisténcia mecanica
(30,21 MPa). Esse comportamento € atribuido a maior compactacao da matriz,

promovida pelo aumento da presséao aplicada, favorecendo a coesao entre as
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particulas e a integridade estrutural do material. O teste de Tukey mostrou que
nao ha diferencas estatisticamente significativas entre as amostras (p < 0,05).
A segunda etapa da triagem das condi¢cdes consistiu em testar duas
temperaturas adicionais: 160°C e 200°C (Figura 23b). O teste de Tukey para as
temperaturas testadas indicou diferenca significativa entre as amostras (p <
0,05). Nesse contexto, a temperatura intermediaria de 180°C resultou no
biocompdsito com melhor desempenho. Esse resultado se deve a necessidade
de uma temperatura ideal que permita a transicéo de estado da lignina presente
na matriz do biocompasito, promovendo sua incorporacéo as fibras de celulose,
sem causar degradacao térmica dos componentes. Temperaturas acima desse
limiar podem levar a deterioracéo dos constituintes do biocompdsito [172]. Esse
parametro varia de acordo com a composicdo do biocompoésito e as
caracteristicas da matéria-prima utilizada. Por exemplo, Cheng et al. (2024) [170]
avaliaram o efeito da temperatura de prensagem (150, 170 e 190°C) e o
contetdo de umidade (8 e 20%) em painel de particula. A temperatura ideal de
prensagem observada foi de 170°C e 20% de umidade. Esse desempenho
superior pode ser atribuido as alteracfes quimicas nas particulas de madeira e
a transferéncia de calor favorecida pela alta temperatura e alto teor de umidade,

tornando-o0s mais maleaveis durante a prensagem a quente.
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Figura 23 - Desempenho quanto a resisténcia a flexao dos biocompésitos gerados a
diferentes temperaturas (160, 180, 200°C) (a), diferentes pressdes operacionais (8, 24
e 40 MPa) (b).

Fonte: Elaborada pela Autora (2025).
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5.7 Avaliacéo do efeito da adicdo de lignina nos biocompaésitos

5.7.1 Densidade e Composic¢ao quimica dos biocompadsitos

Os resultados referentes a densidade, ao teor de incorporacéo real da
lignina e ao teor de cinzas estdo apresentados nas Figuras 24a e b. As
densidades dos biocompdsitos variaram de 0,47 a 0,76 g.cm. A Figura 24a
demonstra que a densidade dos biocompdsitos aumentou progressivamente
com a adicao de lignina, atingindo seu valor maximo com 15% de lignina. Os
biocompositos contendo 15% e 20% de lignina apresentaram densidades
similares, indicando que a adi¢céo de lignina acima de 15% nao promoveu um
aumento significativo na densidade do material. Esse comportamento sugere
que as fibras podem ter atingido sua capacidade maxima de incorporacao,
seguida pela saturacéo. As densidades obtidas estdo dentro das especificacdes
da norma JIS A 5908 para painéis de base e decorativos, que exige densidades
entre 0,40-0,90 g.cm [194]. Todas as comparacdes foram consideradas
significativas, pois seus valores de g superam o valor critico de Tukey. Isso indica
gue ha diferencas estatisticamente significativas entre todos os pares de grupos.
Além disso, com base na normativa brasileira estabelecida pela NBR 15316-2,
os biocompdsitos com adicdo de lignina classificam-se como painéis de fibras de

média densidade, cuja faixa aceitavel é de 0,55 a 0,75 g.cm3.
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Figura 24 - Densidade dos biocompésitos(a), Composicao quimica da biomassa de
cana-de-acucar “in natura” (BC), polpa celuldsica obtida apds tratamento com NaOH
(PC) e biocompdésitos com incorporagéo de diferentes quantidades de lignina alcalina:
10, 15 e 20% (b).
Fonte: Elaborada pela Autora (2025).
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Os resultados desse estudo estdo de acordo com os obtidos por Astari et
al. (2024) [194]. Os autores produziram biocompadsitos a partir de talos de milho
doce, utilizando acido citrico como adesivo. As particulas de talo de milho foram
misturadas com 0, 15, 20 e 25% de &cido citrico e submetidas a prensagem a
guente a 200 °C por 10 minutos, sob uma presséo de 10 MPa, resultando em
uma densidade média de 0,71 g.cm3. Esse valor é considerado satisfatério para
materiais provenientes de subprodutos agricolas, dado que a densidade natural
desses materiais é geralmente inferior a de subprodutos florestais. Por exemplo,
Yang et al. (2023) [161] utilizaram residuos florestais de Buxus sinica, cuja
densidade natural é de 0,92 g.cm3. O pé de madeira foi misturado
uniformemente com uma solugéo de peroxido de hidrogénio, hidréxido de sédio
e silicato de sodio na proporcao de 1%: 0,5%: 0,2%. A mistura foi agitada a 150
°C por 4 horas e, em seguida, recuperado o po pré-tratado. Esse material, com
teores de umidade de 6% e 8%, foi colocado em moldes e prensado a 170 °C e
75 MPa por 60 minutos. Como resultado, foram obtidos biocompdsitos com
densidades de 1,55 g.cm?® e 1,64 g.cm3, respectivamente. A densidade do
material € um parametro critico que influencia diretamente o desempenho das
propriedades mecéanicas e a aplicacdo final do biocompdsito. Nesse contexto,
observa-se que a adi¢do de lignina, aliada as condicdes de alta temperatura (150
— 200°C) e pressao operacional (20 — 70 MPa) durante a prensagem, contribui
significativamente para o aumento da densidade [217]. Esses resultados
sugerem que o tratamento alcalino das fibras, combinado com a incorporacao de
lignina, favorece a formacdo de ligacdbes mais robustas entre as fibras,
aprimorando as caracteristicas estruturais do biocompasito.

Os teores de lignina incorporada e de cinzas nos biocompdsitos estao
apresentados na Figura 24b. A biomassa “in natura” continha 25,53% de lignina
total e 4,09% de cinzas. ApOs a etapa de deslignificagdo, esses valores foram
reduzidos para 14,31% e 3,79%, respectivamente. Essa reducéo era esperada
e pode ser atribuida ao tratamento quimico, que promove a remocao parcial da
lignina, além das etapas subsequentes de lavagem, responsaveis por eliminar
reagentes quimicos e impurezas.

Nos biocompaositos gerados, a incorporacgéo de lignina atingiu os objetivos
do estudo, apresentando teores reais de 11,29%, 16,42% e 20,54%, dentro da

faixa proposta. A Figura 25 mostra os biocompdsitos produzidos. Além da etapa
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de incorporacdo, essa variagdo pode estar relacionada a remocdo dos
componentes extrativos e a degradacdo de componentes durante o tratamento
quimico e a prensagem a quente. O tratamento alcalino empregado também
resulta na degradacdo parcial da lignina e dos carboidrato, promovendo a
remocao de hemicelulose e celulose, e consequentemente, aumentando o teor

relativo de lignina disponivel no material [177].

Figura 25 - Fotos dos biocompdésitos produzidos com diferentes quantidades de
lignina incorporada de (a) 0%, (b) 10%, (c) 15% e (d) 20%.
Fonte: Elaborada pela Autora (2025).

5.7.2 Inchamento em espessura e a absor¢éo de agua dos biocompositos

Os resultados dos testes de inchamento em espessura e absor¢cao de
agua estdo representados nas Figuras 26a-d. Deve-se notar que durante a
fabricacdo dos biocompositos, ndo houve nenhum revestimento hidrofébico ou
adicdo de agente quimico para melhorar as caracteristicas de resisténcia a 4gua.
Nos ensaios de imersao de até 30 minutos, observou-se que o inchamento em
espessura ndo apresentou variacao significativa ao comparar o biocompdsito
sem adicdo de lignina com os biocompésitos que receberam diferentes
guantidades de lignina. Os valores obtidos ficaram na faixa de 50,73% a 59,22%.

Por outro lado, os resultados de absorcao de agua mostraram diferencas
mais expressivas entre o biocompdsito controle e aqueles contendo lignina. A
amostra sem lignina (ALO) apresentou uma absor¢cdo de agua de 199,75%,

engquanto as amostras com lignina apresentaram valores reduzidos: 100,12%,
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99%, e 57% para AL10, AL15 e ALZ20, respectivamente. Esses resultados
evidenciam que a lignina, um agente hidrofobico natural, desempenhou um papel
importante na protecéo das fibras de celulose, contribuindo para a reducao da

absorcdo de agua nos biocompaésitos.
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Figura 26 - Curvas de inchamento em espessura e de absor¢céo de agua dos
biocompdsitos avaliados por imersdo em agua durante 30 minutos. (a) ALO — sem
adicdo de lignina, (b) AL10 — 10% de lignina, (c) AL15 — 15% de lignina, (d) AL20 —
20% de lignina.

Fonte: Elaborada pela Autora (2025).

A absorcéo de agua dos biocompdésitos foi gradualmente reduzida com o
aumento da incorporacao de lignina, provavelmente devido a formacao de uma
camada mais hidrofébica na superficie do material. Esse efeito deve ter sido
intensificado pela etapa de prensagem a quente, que resultou em uma estrutura
interna mais compacta das fibras, reduzindo assim a absorcao de agua [169].

As Figuras 27a-b apresentam os resultados de inchamento em
espessura e absorcéo de agua para os biocompadsitos imersos por 1, 2 e 3 horas.

Novamente, foram observadas diferencas mais significativas nos ensaios de
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absorcdo. Para a amostra sem lignina (0%AL), a absorcéo atingiu um platé de
200%, enquanto as amostras com adicao de lignina mantiveram a absor¢cédo ao
redor de 100%.
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Figura 27 - Inchamento em espessura (a) e absorcao de agua dos biocompositos
avaliados por imersdo em agua durante 1, 2 e 3 horas (b). ALO — sem adi¢édo de
lignina, AL10 — 10% de lignina, AL15 — 15% de lignina, AL20 — 20% de lignina.
Fonte: Elaborada pela Autora (2025).

O resultado de absorcao de agua relatador por Qin et al. (2023) [155]
foram melhores aos observados neste estudo. Neste trabalho, os autores
produziram biocompadsitos a partir de particulas de bambu, e apds 24 horas de
imersdo em agua, o aumento de peso do material foi de 67%. A abordagem
utilizada por esses autores é semelhante a adotada neste estudo, pois nenhum
adesivo sintético foi adicionado. No entanto, eles utilizaram um tempo de
prensagem de 13,5 horas, consideravelmente superior ao tempo de prensagem
de 20 minutos empregado neste trabalho. Essa diferenca pode ser explicada
pelo fato de que tempos de prensagem mais longos favorecem a reorganizacao
estrutural e a compactacdo da matriz do biocomposito, proporcionando uma
melhor redistribuicdo dos componentes e a eliminagdo da umidade residual.
Além disso, o prolongamento da prensagem melhora a estabilidade dimensional
e a coesdo interna do material, reduzindo sua porosidade e potencialmente
aumentando sua resisténcia.

Fatores como o tipo de material (madeireiro ou agricola), o tamanho das
particulas, as condi¢cbes de tratamento e prensagem, além da adigcdo de
componentes adesivos, sao determinantes para a hidrofobicidade do

biocomposito. No caso do material, espécies madeireiras possuem maior teor de
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lignina, que atua como adesivo e agente hidrofébico na superficie do
biocompodsito, o que torna a superficie do biocompésito lisa e plana. Esse
parametro pode ser aprimorado por um tratamento prévio, que modifica a
organizagdo da matriz lignocelulésica, possibilitando maior exposi¢céo das fibras
de celulose, as quais, durante a prensagem a quente, podem ser revestidas pela
lignina. O tamanho das particulas também influencia a compactacao do material,

sendo que particulas menores reduzem a porosidade [147,141].

5.7.3 Caracteristica de superficie e Resisténcia a &gua dos biocompadsitos

As imagens do angulo de contato para todos os biocompdsitos, variando
de 0 a 15 segundos, estdo apresentadas na Figura 28. O angulo de contato é
um indicador da hidrofobicidade da superficie do biocompésito: valores de ©
superiores a 90° indicam maior hidrofobicidade, enquanto menor o angulo
formado, mais hidrofilico é o material. Para obter um biocompdsito mais
resistente a 4gua e com maior estabilidade dimensional, é preferivel que o
angulo de contato seja maior.

Os resultados obtidos indicam que, guanto maior o incremento de lignina
na formacgéo dos biocompadsitos, maior o carater hidrofobico do material. Para a
amostra AL0%, observou-se que, ap0s a deposicao da gota sobre a superficie,
a agua foi rapidamente absorvida, impossibilitando a captura da imagem da
superficie, nem mesmo ap6s 5 segundos. Esses resultados sugerem que a
adicao de lignina reduziu os grupos hidroxilas livres, tornando o material mais
estavel. Os melhores resultados foram obtidos para as amostras AL15% e
AL20%, o que era esperado, uma vez que essas amostras apresentaram maior
teor de lignina incorporado, tornando a superficie do biocompdsito mais lisa e

plana, protegida por uma camada de lignina.
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Figura 28 - Imagens de angulos de contato em 0, 5, 10 e 10 s dos biocompdsitos
produzidos. ALO — sem adig&o de lignina, AL10 — 10% de lignina, AL15 — 15% de
lignina, AL20 — 20% de lignina.

Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Os angulos de contato finais dos biocompadsitos com 20% (6=53,01°), 15%
(6=58,20°) e 10% (6=38,86°) de lignina foram significativamente melhores do que
o biocompadsito preparado sem adigao de lignina (6=0°). Esse resultado pode ser
atribuido, além da adicao de lignina, a fusdo desta com o0s outros componentes
do biocompésito durante o processo de prensagem a alta pressao e temperatura,
seguida de resfriamento, o que permitiu a formacado de uma camada de lignina
na superficie [177].

Os resultados obtidos neste estudo estdo alinhados com alguns trabalhos
da literatura que utilizaram residuos agricolas [140,200]. Faria et al. (2024) [182]
produziram biocompaésitos a partir de palha de feijao e particulas de seringueira,
utilizando um adesivo de poliuretano vegetal, como proposta para um material
isolante sustentavel. O angulo de contato medido por esses autores variou entre
78° e 95°. Em um outro estudo, Nadhari et al. (2024) [157] avaliou o efeito da
adicdo de amido de batata em biocompdsitos de fibras de kenaf. O angulo de
contato para o biocompdsito produzido apenas com kenaf o angulo de contato

foi menor (~ 60°) do que o biocompadsito com adi¢do de 10% amido de batata
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(807). Sendo observado que com o aumento adicional da proporcdo de amido de

batata, o angulo de contato da agua diminuiu.

5.7.4 Morfologia de superficie dos biocompadsitos

A topografia da superficie dos biocompdsitos, analisada por MEV em uma
escala de 100 um, esta apresentada nas Figuras 29a-h. As imagens mostram
que, apds a prensagem a quente, 0s poros da polpa celuldsica colapsaram e se
sobrepuseram em diferentes graus. Em todas as amostras, 0s grandes poros
intersticiais entre as fibras desapareceram, restando apenas pequenas lacunas
localizadas.

Na amostra AL0%, ainda € possivel observar alguns vazios entre as
fibras. Entretanto, com o aumento na quantidade de lignina, observa-se a
formacdo de uma camada continua sobre a superficie do biocompésito,
intercalada com as fibras colapsadas, o que sugere uma maior coesao estrutural.
Na amostra AL20%, essa camada se torna mais extensa, tornando as fibras
praticamente invisiveis. Esse aglomerado compactado de fibras favorece
caracteristicas benéficas para o biocompdsito, como a reducao da difusdo de

agua para o interior do material, conferindo maior resisténcia a umidade.
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Figura 29 - Imagens de MEV da superficie frontal do biocompdsito sem adicao de lignina
(a) com ampliagdo de 100x, superficie frontal do biocompésito sem adi¢éo de lignina com
ampliacdo de 400x (b), superficie frontal do biocompésito 10% de lignina com ampliacao
de 100x (c), superficie frontal do biocompésito 10% de lignina com ampliacéo de 400x (d),
superficie frontal do biocompdsito 15% de lignina com ampliacdo de 100x (e), superficie
frontal do biocomposito 15% de lignina com ampliag@o de 400x (f), superficie frontal do
biocompdsito 20% de lignina com ampliacdo de 100x (g), superficie frontal do
biocompdsito 20% de lignina com ampliagdo de 400x (h).
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).
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5.7.3 Caracteristicas quimicas da estrutura dos biocompaositos por FT-IR

Os grupos quimicos presentes na biomassa “in natura” e nos
biocompdsitos foram analisados por espectroscopia FT-IR. Conforme ilustrado
na Figura 30, observa-se as variacbes das bandas de absorcdo entre as
amostras, indicando a presenca de grupos funcionais quimicos. A banda
vibracional de alongamento na regido de 3356 cm™ corresponde as hidroxilas,
tanto na forma ligada quanto livre [177]. A forma livre é caracteristica das
ligacdes intramoleculares e intermoleculares O-H da celulose, hemicelulose e
lignina. Para a amostra 0%AL, esse pico aparece de forma forte e ampla,
enguanto nas amostras com adicao de lignina (10%AL, 15%AL e 20%AL), o pico
se apresenta com menor intensidade. Além disso, o pico vibracional observado
na biomassa “in natura”, em 1739 cm, corresponde ao alongamento das

ligacdes carbonila, atribuido aos grupos acetil e carboxil da celulose [219].
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Figura 30 - Espectros FTIR da biomassa “in natura” de cana-de-agucar e dos
biocompositos formados. ALO — sem adigéo de lignina, AL10 — 10% de lignina, AL15 —
15% de lignina, AL20 — 20% de lignina.

Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

As amostras apresentaram picos em 2920 cmt e 2850 cm-?, atribuidos a
vibragbes de alongamento C-H dos grupos CH2 + CHs e metoxi (-OCHs) [192].
Observa-se que essas bandas sao significativamente mais intensas na amostra
0%AL. Os biocompdsitos exibem uma vibracdo em 1364 cm-?, caracteristica de

deformacédo do O-H fendlico, enquanto as bandas observadas em 1427 cm™
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correspondem a vibracdo do anel aromatico para a unidade fenilpropano [192],
0 que justifica a maior intensidade para a biomassa “in natura”. A reducéo
observada no pico de 897 cm™ pode estar relacionada a diminui¢do da celulose
e hemicelulose durante o pré-tratamento alcalino. Esse pico é caracteristico das
vibracdes de deformacéo fora do plano da ligacdo C-H da celulose amorfa e das
estruturas B-glicosidicas, indicando que o tratamento alcalino promoveu a
degradacéo parcial desses componentes [220]. Por outro lado, a banda em 1452
cm estd associada a deformacéo assimétrica das ligacdes C-H da lignina e da
estrutura aromatica [177]. Junto a essa banda, que pode indicar um aumento
relativo de lignina nos biocompadsitos, observa-se também o pico correspondente
ao alongamento do anel aromatico para a biomassa “in natura” em 1040 cm*
[161], No entanto, para os biocompositos submetidos a moldagem térmica, essa
banda desloca-se para uma regido de menor nimero de onda, em 1032 cm™,
correspondente ao alongamento da ligacdo C-O no grupo carboxila e a formacéo
de ligacdes C-OH [177]. Essa observacdo sugere a formacgéo de ligacdes de
hidrogénio entre a celulose e a lignina.

Em resumo, as bandas observadas confirmam que a etapa de tratamento
guimico seguida de prensagem a quente resultou na remocéo da hemicelulose
e no aumento relativo de lignina. Esse aumento esta associado a adicao de
lignina na formulacao dos biocompdsitos. Durante a prensagem a alta presséo e
temperatura, a lignina passou por um processo de transicao vitrea e, juntamente
com a celulose, formou ligacdes quimicas mais fortes, por meio de ligacdes de
hidrogénio, éster e éter [161], contribuindo para o sucesso do processo de

autoligacéo do biocompaosito.

5.7.6 Propriedades mecanicas dos biocompdésitos

As Figuras 3la-b mostram as propriedades mecanicas, incluindo o
modulo de flexdo e a resisténcia a flexdo dos biocompdsitos gerados, que
também estdo resumidas na Tabela 14. A resisténcia a flexdo refere-se a
capacidade de um material suportar forgas ou cargas aplicadas que tendem a
deforma-lo. Neste estudo, é apresentada a resisténcia a flexdo maxima, ou
modulo de ruptura, que corresponde a carga maxima que o material suporta

antes de falhar. Este parametro é amplamente utilizado para avaliar a rigidez e
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a resisténcia mecanica de materiais, especialmente em aplicacées onde estédo
sujeitos a flexdo. Fornecendo informacdes essenciais sobre a capacidade do
material de suportar deformagcfes sem comprometer sua integridade estrutural,
sendo um fator determinante na escolha de materiais. A Figura 31a mostra que
a resisténcia a flexdo dos biocompdsitos produzidos com a adicdo de lignina
superou a dos biocompasitos tratados quimicamente e prensados a quente, que
apresentaram uma resisténcia a flexdo de 14,84 MPa. A adicdo de lignina aos
biocompdsitos seguiu uma tendéncia crescente, alcangando a resisténcia a
flexdo maxima com 15% de lignina reintroduzida (56,06 MPa). No entanto,
observou-se uma queda na resisténcia quando a quantidade de lignina foi
aumentada para 20% (22,39 MPa). A Norma Nacional Chinesa GB/T 17657-
2013 define 30 MPa como MOR minimo portanto, os resultados obtidos para
AL15% ultrapassa o valor minimo recomendado. Esses resultados indicam que
a etapa de tratamento quimico, a reintroducao de lignina e a prensagem a alta
pressdo e temperatura foram fundamentais para a melhoria das propriedades
mecanicas dos biocompodsitos produzidos. A analise estatistica revelou que
houve diferenca significativa nos resultados de resisténcia a flexdo entre os
grupos com 0% AL e 15% AL. No entanto, ndo foi observada diferenca

significativa entre os grupos com 10% AL e 20% AL.

Tabela 13 - Propriedades mecéanica dos biocompdésitos produzidos a partir da

biomassa de cana-de-agucar

Amostra Resisténcia a Deformacéo Médulo de flexao
flexdo (MPa) (%) (GPa)
0% AL 14,84+0,07 3,22+0,45 1,14+0,01
10%AL 23,87+4,14 4,11+0,21 0,95+0,02
15%AL 56,06+1,23 1,97+0,14 1,42+0,06
20%AL 22,39+0,89 4,79+0,89 0,59+0,14

Fonte: Elaborada pela Autora (2024)

Por outro lado, o modulo de flexdo mede a capacidade do material de
resistir a deformacéo elastica sob carga de dobramento. Os resultados para esse
parametro ndo seguiram uma tendéncia clara, sugerindo que a adicdo de
diferentes quantidades de lignina teve efeitos variados no biocompdsito.

Observou-se que 0s biocompésitos com 0%AL e 10%AL apresentaram
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deformacbes semelhantes a deformacdo elastica, de 3,22% e 4,11%,
respectivamente. No entanto, para as amostras AL15% e AL20%, as
deformacgBes foram mais proximas da deformacdo plastica, com valores de
1,97% e 2,45%, respectivamente. Esse comportamento pode ser atribuido ao
efeito de reforco proporcionado pela lignina, que aumentou a capacidade do
biocomposito de resistir a carga maxima antes de quebrar, embora tenha

resultado em uma menor deformagé&o suportada.
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Figura 31 - Desempenho quanto a resisténcia a flexdo dos biocompdsitos gerados a
diferentes pressoes operacional (8, 24 e 40 MPa) e diferentes temperaturas (160, 180,
200°C). ALO — sem adicao de lignina, AL10 — 10% de lignina, AL15 — 15% de lignina,
AL20 — 20% de lignina.

Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Neste estudo, a adicdo de uma solucéo de lignina a 15% resultou em um
aumento significativo de 277,76%. A melhoria nas propriedades mecanicas esta
associada a presenca de grupos funcionais como hidroxilas, metoxilas,
carbonilas [180] e grupos carboxilicos na fracdo polimérica da lignina, os quais
formam ligac6es de hidrogénio e covalentes com as fibras da polpa celulésica.
Isso resulta em uma melhoria geral na interface entre as fibras. Os resultados
obtidos neste estudo superaram os descritos por Astari et al. (2024) [194] que
produziram biocompasitos a partir de palha de milho com diferentes quantidades
de &cido citrico. A resisténcia a flexdo das amostras dessa pesquisa variou entre
7,34 e 14,74 MPa. Em uma abordagem similar a realizada nesse estudo,
Dominguez-Robles et al. (2018) [180] produziram biocompdésitos a partir de

palha de trigo e lignina alcalina (2,5 — 15%) o qual atingiu uma resisténcia a
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flexdo de 41,70 — 96,81 MPa. Os resultados obtidos podem estar relacionados

com o maior tempo de prensagem a quente a alta temperatura.

5.5.7 Analise térmica dos biocompdésitos

As analises termogravimétricas foram realizadas para avaliar a
estabilidade térmica da biomassa de cana-de-agucar “in natura” e dos
biocompasitos, além de verificar se a adi¢do de lignina melhorou a resisténcia a
degradacéao durante o processo de combustdo. Os resultados da anélise de TG
estdo representados na Figura 32a. Observa-se que a curva da biomassa “in
natura” (BCA) difere do comportamento observado nas curvas dos
biocompdsitos. A amostra de BCA sofre uma degradacéo inicial de 3,92% por
volta de 80°C, o que pode ser atribuido a remoc¢éo de umidade da amostra. Esse
primeiro estagio de degradacao € esperado para biomassa “in natura” [156]. Ja
para os biocompositos, essa degradacdo inicial ndo € observada. Este resultado

é esperado uma vez que as amostras passaram por uma prensagem a alta

temperatu ra.
100 BCA 0%AL 10%AL 0+
—— 15%AL 20%AL

9042 2b)

804
e 70 CE -4 4
£ 60 E 4l
£ 50 g
o O g
~ 401 '5 -84

304 104

204 —_— -

o -12 1

BCA 0%AL 10%AL 15%AL —— 20%AL
T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 32 - Analise termogravimétrica (TGA) (a) e curvas de analise térmica
diferencial (DTG) da biomassa “in natura”, 0%AL, 10%AL, 15%AL e 20%AL (b).
Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

A analise termogravimétrica (TG) revelou que a degradacgéo significativa
dos biocompésitos e da biomassa “in natura” ocorre entre 250°C e 500°C. Este
segundo estagio de degradacao é atribuido a decomposicéo térmica da celulose
e hemicelulose presentes nas fibras [156,172]. Observou-se que a temperatura

de degradacao dos biocompdsitos foi ligeiramente superior a da biomassa “in
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natura”, alinhando-se com resultados relatados na literatura para outros
biocompositos produzidos a partir de subprodutos agricolas [182]. A perda de
massa da biomassa “in natura” nessa etapa foi de 73,25%, enquanto para os
biocompadsitos AL0%, AL10%, AL15% e AL20%, os valores foram de 71,67%,
73,04%, 71,57% e 70,07%, respectivamente. Essa reducéo ligeiramente menor
na perda de massa dos biocompositos sugere uma maior estabilidade térmica,
possivelmente devido as etapas de tratamento quimico e prensagem a alta
pressdo e temperatura, combinadas com a adicdo de lignina. Essa reforma
estrutural € mais evidente na amostra AL20%, que apresentou a menor perda de
massa, destacando a estabilidade térmica superior conferida pela lignina e as
alteracbes estruturais na composic¢do final do biocompodsito [177]. O terceiro
estagio de degradacédo, conhecido como pirélise lenta ou carbonizagéo, ocorre
geralmente a partir de 400°C e é predominantemente associado a degradacao
da lignina residual. Nesse ponto, as curvas tendem a estabilizar. As amostras
tratadas quimicamente demonstraram maior estabilidade térmica em
comparacgdo as nao tratadas, resultado do efeito do tratamento quimico, que
promove a condensacdo da lignina e intensifica as ligacbes de hidrogénio
internas [182]. A quantidade final observada ao fim da analise foi um conteddo
de 19, 91% para a biomassa “in natura” e de 21,18; 20,32; 21,66 e 24,31% para
AL0%, AL10%, AL15% e AL20%, respectivamente. ISso acontece porque a
lignina é capaz de formar uma camada carbonizada densa na superficie do
biocompdsito durante o processo de prensagem a quente, atuando como uma
barreira que impede a chama de consumir o material [219]. A curva de DTG (Fig.
32b) indicou que a taxa méxima de degradacdo da biomassa “in natura” e dos
biocompdsitos ocorreu por volta de 350°C. Entretanto, na biomassa “in natura”,
observa-se um ombro de degradagdo entre 250°C e 300°C, atribuido a
decomposicdo da hemicelulose. Esse ombro ndo estd presente nos
biocompositos, 0 que se deve a remocao parcial da hemicelulose durante o
tratamento quimico e a degradacéao das hemiceluloses em compostos de baixo
peso molecular durante a prensagem a quente [171]. O resultado observado
neste estudo é consistente com a degradacao térmica, de trabalhos descritos na
literatura [221-223].

141



5.6 Avaliacdo dos cenarios propostos

Os dois cenarios para uma biorrefinaria de biomassa de cana-de-acgucar,
apresentados no fluxograma (Figura 33), possuem abordagens distintas, cada
um com vantagens e desafios especificos. No primeiro cenario, ocorre uma
etapa de pré-tratamento quimico com acido diluido para a hidrélise dos agucares
hemiceluldsicos (xilose, glicose e arabinose), que s&o entdo utilizados na
producdo de biolipidios por cepas de leveduras oleaginosas. Esse processo
envolve o fracionamento da biomassa, a adaptagao das leveduras ao hidrolisado
hemiceluldésico para garantir seu crescimento no meio, a fermentacédo em
hidrolisado sem destoxificar suplementado com nutrientes — especialmente
fontes de nitrogénio, essencial para o crescimento celular —, além da extragéo e
quantificacdo dos biolipidios acumulados intracelularmente. O processo
demonstrou vantagens como a eficiente metabolizacéo de xilose, a capacidade
das leveduras de crescer e produzir lipidios mesmo na presenca de compostos
inibitérios presentes no hidrolisado e o potencial dos biolipidios como substitutos
de Oleos vegetais para a producédo de biodiesel ou utilizagdo na industria
farmacéutica. No entanto, ha desafios a serem superados, como a necessidade
de otimizag¢ao do processo fermentativo para aumentar o acumulo de lipidios e
o desenvolvimento de alternativas ambientalmente mais sustentaveis para a
extracao dos biolipidios.

No segundo cenario, a fragao celuldsica-lignina do bagaco é utilizada para
a producéo de biocompdsitos sustentaveis, sem adicdo de adesivos de origem
féssil. O processo envolve o tratamento quimico para a remogao parcial da
lignina e exposicdo das fibras de celulose, seguido da precipitagdo e
recuperacao da lignina do licor negro. Em seguida, essa lignina recuperada é
incorporada a polpa celuldsica, e 0 material € submetido a prensagem sob alta
pressao e temperatura, promovendo a reducido da porosidade do biocompdsito
e estimulando sua autoadesao. Entre as vantagens desse processo, destacam-
se a produgdo de materiais renovaveis com alta resisténcia a flexdao (MOR),
superficie hidrofébica e potencial para substituir biocompdsitos derivados de
fontes fésseis em aplicagdes indoor e decorativas. Entretanto, desafios como
absor¢cdo de agua, inchago em espessura e a otimizagdo do processo de

recuperacao da lignina ainda precisam ser superados.
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Além desses dois cenarios, um terceiro caminho possivel dentro dessa
biorrefinaria integrada seria o aproveitamento da celulignina residual da
producgao de biolipidios para a fabricacao de biocompdsitos. Apds a fermentagcao
da fracdo hemicelulésica para a obtencdo de lipidios, a celulose-lignina
remanescente poderia ser recuperada, processada e moldada em
biocompdsitos, promovendo um melhor aproveitamento da biomassa e
reforcando o conceito de economia circular.

O desenvolvimento dos cenarios propostos nesta biorrefinaria de
biomassa de cana-de-agucar esta alinhado com diversos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), contribuindo de maneira significativa para
a sustentabilidade e a economia circular. A conversao eficiente da biomassa em
biolipidios e biocompdsitos reduz a dependéncia de insumos fésseis e promove
um modelo de produg¢do mais sustentavel, minimizando impactos ambientais e
agregando valor a residuos agroindustriais. Considerando os cenarios
propostos, a producao de biolipidios a partir de biomassa pode contribuir para a
substituicdo de combustiveis fosseis, viabilizando a producdo de biodiesel e
fortalecendo a transicdo para fontes renovaveis de energia (ODS 7 - Energia
Acessivel e Limpa). A pesquisa e o desenvolvimento de novos bioprodutos
impulsionam a inovagao industrial, possibilitando a criagdo de materiais
sustentaveis com aplicagdes de alto valor agregado (ODS 9 - Industria, Inovagéo
e Infraestrutura). A valorizacdo de residuos lignocelulésicos por meio da
producao de biocompdésitos e biolipidios reforca a economia circular, reduzindo
desperdicios e promovendo um uso mais eficiente dos recursos naturais (ODS
12 - Consumo e Produgédo Responsaveis). A substituicdo de insumos de origem
féssil por bioprodutos sustentaveis contribui para a redugcdo das emissdes de
gases de efeito estufa, mitigando os impactos das mudangas climaticas (ODS 13
- Acao Contra a Mudanga Global do Clima). O aproveitamento integral da
biomassa e a reducdo da dependéncia de materiais derivados de petrdleo
ajudam a preservar ecossistemas e reduzir a degradagao ambiental (ODS 15 -
Vida Terrestre). Dessa forma, esta proposta ndo apenas propde solugdes
tecnoldgicas inovadoras para o aproveitamento da biomassa de cana-de-acgucar,
mas também contribui significativamente para a transigcdo para um modelo
industrial mais sustentavel, alinhado com os principios da bioeconomia e da

economia circular. A implementacdo desses cenarios em escala comercial
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poderia representar um avango estratégico para o setor agroindustrial,

combinando viabilidade econdmica com beneficios ambientais de longo prazo.
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Figura 33 - Fluxograma descritivo dos cendrios propostos para integracéo de

processos considerando o conceito de uma de biorrefinaria de cana-de-agucar.

Fonte: Elaborada pela Autora (2025).
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6. CONCLUSOES

Com o desenvolvimento desta pesquisa, foram obtidas as seguintes conclusodes:

Cenéario 1: FERMENTACAO DE ACUCARES HEMICELULOSICOS PARA
PRODUCAO DE LIPIDIOS POR Rhodosporidium Toruloides

A composi¢cdo do hidrolisado utilizado influenciou significativamente o
metabolismo das leveduras empregadas, destacando a importancia da
adaptacdo para superar os niveis inibitorios de compostos de degradacéo
presentes no hidrolisado. Essa adaptacéo reduziu a fase lag, favorecendo o
crescimento microbiano e a producdo de lipidios pelas leveduras de R.
toruloides. A estratégia adotada promoveu a sustentabilidade do bioprocesso,
ao utilizar matérias-primas renovaveis e eliminar a necessidade de etapas

adicionais de destoxificagéo.

Entre as cepas testadas, R. toruloides 2896 apresentou maior capacidade de
produzir lipidios a partir de hidrolisado hemicelulésico. A diferenca de
performance fermentativa entre as cepas adaptadas e né&o-adaptadas
evidenciou o impacto dos inibidores na conversédo do substrato utilizado em
produto. Além disso, R. toruloides 2896 destacou-se pela maior produtividade
(Qp = 16,58 mg.L.h1), demonstrando eficiéncia superior na assimilacdo da

fonte de carbono e na converséo em lipideos.

Cenario 2: DESENVOLVIMENTO DE BIOCOMPOSITOS A BASE DE
CELULOSE-LIGNINA

A biomassa de cana-de-acgUcar foi utilizada com sucesso como matéria-
prima para a producéo de biocompositos de qualidade, empregando uma
abordagem que integrou extracéo, tratamento alcalino e moldagem a quente.
Os biocompdsitos obtidos com a reintroducdo de lignina apresentaram
propriedades fisicas e quimicas superiores em comparacao aqueles

produzidos sem reintroducao de lignina.
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O processo de formacdo dos biocompdsitos incluiu a remocédo de
hemicelulose e componentes néo fibrosos, a reducdo parcial da lignina a
partir de tratamento quimico alcalino, seguida pela reintroducéo de lignina e
prensagem a quente. Essa abordagem promoveu a formagdo de novas
ligacdes quimicas e a reducao de porosidade, resultando em uma estrutura
mais densa e compacta, com melhor desempenho mecanico e maior
resisténcia a umidade quando comparado ao biocompdésito sem reintrodugéo

de lignina.

O desenvolvimento dos cenarios propostos para uma biorrefinaria de
biomassa de cana-de-agucar evidencia a viabilidade de transformar
subprodutos agroindustriais em produtos de alto valor agregado,
promovendo um modelo mais sustentavel e alinhado aos principios da
bioeconomia. A conversao dos agucares presentes na fragdo hemicelulésica
em biolipidios e o aproveitamento da fragdo celulésico-lignina para a
fabricagdo de biocompdsitos demonstram estratégias complementares para
a valorizagdo da biomassa, reduzindo desperdicios e otimizando o
aproveitamento de seus constituintes. Além das vantagens individuais de
cada processo, a possibilidade de integragao desses cenarios em uma unica
biorrefinaria reforga o conceito de economia circular, onde os residuos de
uma etapa podem ser reaproveitados como matéria-prima para outra. Essa
abordagem maximiza a eficiéncia do uso da biomassa e reduz a
dependéncia de insumos de origem féssil, a0 mesmo tempo em que abre
oportunidades para o desenvolvimento de novos materiais sustentaveis com

aplicagdes industriais diversas.
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APENDICE A - CURVA PADRAO DAS LEVEDURAS RHODOSPORIDIUM
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