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Resumo 

A produção de etanol a partir de biomassa lignocelulósica é uma alternativa viável 

para os desafios e problemas ambientais ocasionados pelo uso excessivo de 

combustíveis fósseis, além de satisfazer o conceito de biorrefinaria. O 

desenvolvimento de métodos de pré-tratamento econômicos que tornem a estrutura 

da biomassa lignocelulósica acessível à enzimas, para que por meio da hidrólise 

enzimática sejam liberados açúcares de 5 e 6 carbonos de forma eficiente é um dos 

temas recorrentes da produção de biocombustíveis a partir de materiais 

lignocelulósicos. A presente pesquisa avaliou a aplicação de um fracionamento em 

trêsetapas para o bagaço de cana-de-açúcar, pré-tratamento hidrotérmico seguido de 

extração alcalina e oxidativo avançado em meio alcalino, para a produção de etanol 

de segunda geração (E2G) e biogás. As condições do hidrotérmico utilizadas para se 

obter o bagaço pré-tratado foram de 183°C, ~41 min e razão líquido-sólido (RLS) de 

3,94 mL g-1. Para investigar a deslignificação do bagaço de cana pré-tratado por 

hidrotérmico foi utilizado um planejamento Doehlert, cujas condições experimentais 

foram avaliadas por meio das variáveis independentes carga de peróxido de 

hidrogênio aplicada por grama de bagaço (g H2O2 g BC-1), RLS e tempo. Os efeitos 

das variáveis independentes nas respostas teor de celulose, deslignificação e 

conversão enzimática de celulose a glicose foram analisados no programa Statistica® 

12. Elevados valores de deslignificação combinados com elevadas preservações de 

celulose na fração sólida e conversão enzimática foram obtidos a partir do uso de 

baixas cargas de peróxido de hidrogênio e quantidades de água. A condição otimizada 

encontrada foi de RLS de 9,7 mL g-1, 0,3 g H2O2 g BC-1 e tempo de 8 h, atingindo-se 

um rendimento de 77,9% e uma conversão enzimática de 88,9%. Na etapa de 

fermentação à etanol uma conversão de 89,4% foi alcançada, gerando a produção de 

150,5 kg etanol ton BC-1. Além disso, as correntes residuais do processo passaram 

por um processo de digestão anaeróbia, produzindo um total de 

0,273 Nm3 CH4 kg DQO-1. Isto demonstra o elevado potencial bioenergético da 

estratégia de fracionamento da biomassa adotada no presente estudo dentro do 

contexto de biorrefinaria lignocelulósica. 

Palavras-chave: bagaço de cana-de-açúcar, fracionamento, pré-tratamento 

hidrotérmico, pré-tratamento oxidativo avançado, etano de segunda geração, biogás  
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Abstract 

The production of ethanol from lignocellulose biomass is a viable alternative to the 

environmental challenges and problems caused by the excessive use of fossil fuels, 

meeting the biorefinery concept. The development of economical pretreatment 

methods that make the structure of lignocellulose biomass accessible to enzymes, so 

that C-5 and C-6 sugars are released efficiently by enzymatic hydrolysis, is one of the 

recurring themes in the biofuels production from lignocellulose materials. The present 

study evaluated the application of a three-step fractionation strategy for sugarcane 

bagasse (SB), that is, hydrothermal pretreatment followed by alkaline extraction and 

advanced oxidative pretreatment in alkaline medium, for the production of second-

generation (2G) ethanol and biogas. The conditions used in the hydrothermal 

pretreatment to obtain the pretreated bagasse were 183°C, ~41 min and liquid-to-solid 

ratio (LSR) of 3.94 mL g-1. A Doehlert design was used to investigate the delignification 

of SB pretreated by hydrothermal pretreatment. The experimental conditions were 

evaluated by means of independent variables, that is applied hydrogen peroxide load 

per gram of SB (g H2O2 g SB-1), LSR and time. The effects of the independent variables 

on the responses cellulose content, delignification and enzymatic conversion of 

cellulose into glucose were analyzed by Statistica® software. High values of 

delignification combined with high values of cellulose preservation in the solid fraction 

and enzymatic conversion were obtained from the use of low values of applied 

hydrogen peroxide load and RLS. The optimized condition by the desirability tool of 

the Statistica® was LSR of 9.7 mL g-1, 0.3 g H2O2 g SB-1 and time of 8 h, leading to a 

yield of 77.9% and an enzymatic conversion of 88.9%. In the fermentation step of 

glucose into ethanol, a conversion of 89.4% was achieved, leading to a production of 

150.5 kg ethanol ton SB-1. In addition, the residual liquid streams of the fractionation 

process were submitted to anaerobic digestion processes, yielding a total of 

0.273 Nm3 CH4 kg COD-1. This demonstrates the high energy potential of the two-step 

fractionation strategy of biomass proposed in the present study in a lignocellulosic 

biorefinery context. 

Keywords: sugarcane bagasse, fractionation, hydrothermal pretreatment, advanced 

oxidative pretreatment, second-generation ethanol, biogas 
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1. Introdução 

A crescente demanda global por energia e os consequentes impactos 

ambientais como o aquecimento global, decorrentes de uma economia baseada em 

um elevado uso de fontes de carbono fóssil estão entre as questões mais relevantes 

do século XXI (IPCC, 2014; EDIGER, 2019). 

Em 2050, a demanda de energia global será aproximadamente de duas à três 

vezes maior do que a atual, tornando improvável que as reservas de combustíveis 

fósseis existentes sejam capazes de atender o mercado (SHARMA, GOSHAL, 2015). 

Devido a isso, a produção de commodities e de combustíveis de origem fóssil tende a 

entrar em declínio, levando à uma crise do sistema atual e ao consequente aumento 

contínuo do preço de seus produtos, impactando principalmente os países 

subdesenvolvidos e em desenvolvimento (RASTOGI, SHRIVASTAVA, 2017). Sabe-

se que a combustão de combustíveis fósseis é uma dos grandes responsáveis pelo 

aumento da concentração de dióxido de carbono na atmosfera, juntamente com 

incêndios florestais (HÖÖK, TANG, 2013). Além disso, um aumento da temperatura 

média global diminui a solubilidade do dióxido de carbono nos oceanos, favorecendo, 

portanto, a fixação de carbono na forma de carbonato de cálcio. Por outro lado, o 

fenômeno de acidificação dos oceanos devido ao aumento da concentração de 

dióxido de carbono atmosférico provoca a solubilização do carbonato de cálcio, 

diminuindo a sua fixação nos oceanos e fazendo com que os organismos marinhos 

tenham dificuldade de fixar o carbonato de cálcio em suas estruturas. 

Além de minimizar a dependência global por fontes de energia fóssil, outro 

desafio da sociedade moderna é reduzir a geração de resíduos e efluentes. A 

produção mundial estimada de resíduos e efluentes, em 2010, foi entre 7 e 10 bilhões 

de toneladas, sendo que metade da quantidade estimada foi originada em países 

industrializados, e 1,3 bilhão em grandes centros urbanos (MOYA et al., 2017). A 

maior parte dos resíduos gerados é destinada às práticas de pouco potencial 

econômico, ou não possui controle em sua destinação, causando impacto ambiental 

e econômico. Desta forma, torna-se necessário o gerenciamento sustentável destes 

resíduos e efluentes, que além da correta destinação, favoreça a exploração de todo 

seu potencial econômico. 
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Neste contexto, as biorrefinarias surgem como instalações industriais que, de 

forma sustentável, convertem biomassas lignocelulósicas residuais em energia, 

materiais e produtos químicos, contribuindo para uma economia circular e também 

para o uso de materiais de fontes renováveis (XUAN et al., 2014). As biomassas 

lignocelulósicas são fontes renováveis promissoras, devido à grande diversidade de 

fontes e quantidade gerada e por não competir por mais terras agricultáveis utilizadas 

para a produção de alimentos. O uso integral dos resíduos lignocelulósicos 

agroindustriais encaixa-se na segunda geração de biorrefinarias, onde a geração de 

bioprodutos e biocombustíveis está inserida em um contexto sustentável e integrado. 

Desta forma, os resíduos lignocelulósicos podem ser utilizados para gerar produtos 

de valor agregado, substituindo as fontes fósseis de energia e de insumos químicos 

(LIGUORI, FARACO, 2016). 

Sendo um dos principais produtos das biorrefinarias, o etanol representa cerca 

de 75% dos biocombustíveis utilizados, apresentando um crescimento em sua 

produção de 49,6 bilhões de litros em 2007 para 97,3 bilhões de litros em 2015 (RFA, 

2016). Apesar de os resíduos agrícolas utilizados para produção de etanol de segunda 

geração (E2G) serem abundantes e diversos, ainda existem desafios para convertê-

los de forma eficiente e economicamente viável em E2G, e, portanto, implementar 

comercialmente a tecnologia. Isto deve-se às composições químicas específicas de 

cada tipo de biomassa vegetal e suas características de recalcitrância a sacarificação, 

devido principalmente à proteção estrutural exercida pela lignina em relação a fração 

de carboidratos que é utilizada para produção de E2G (RASTOGI, SHRIVASTAVA, 

2017). 

A estrutura ordenada da celulose e a heterogeneidade composicional das 

cadeias de hemiceluloses fazem com que seja necessário a aplicação de pré-

tratamento(s) antes do processo de hidrólise enzimática e fermentação dos 

carboidratos em E2G. Desta forma, o custo do processo é elevado, o que torna mais 

difícil sua aplicação em larga escala (SÁNCHEZ, CARDONA, 2008). 

Os pré-tratamentos aplicados a biomassa lignocelulósica têm como objetivo: i) 

aumentar a área superficial e porosidade dos materiais lignocelulósicos, ii) 

desconstruir sua estrutura de forma a possibilitar a liberação dos açúcares 

fermentescíveis, iii) aumentar o acesso dos reagentes de hidrólise à celulose e iv) 
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reduzir o grau de ordenação das cadeias de celulose. A escolha correta de uma ou 

mais etapas de pré-tratamento pode ser determinante para que o processo seja 

técnico e economicamente viável. Neste sentido, deve-se levar em conta aspectos de 

todo o processo, como o balanço de energia e os impactos ambientais (BHATIA et al., 

2012; RASTOGI, SHRIVASTAVA, 2017). 

Duas das principais técnicas de pré-tratamento empregadas atualmente são o 

hidrotérmico, que possui vantagens técnicas em relação ao seu uso para a remoção 

da fração de hemiceluloses da biomassa lignocelulósica, e o oxidativo que tem 

apresentado bons resultados na remoção de lignina, sob condições de temperatura e 

pressão ambiente ou moderadas sem a geração de inibidores comuns que 

permanecem na superfície das fibras de celulose e que diminuem a eficiência da etapa 

de hidrólise enzimática e, consequentemente, da etapa de fermentação, como por 

exemplo aqueles inibidores gerados em pré-tratamentos catalisados por ácidos 

(CORREIA et al., 2013; SUN, CHEN, 2008). 

Desta forma, o presente trabalho visou avaliar o uso integral do bagaço de 

cana-de-açúcar a partir do seu fracionamento em duas etapas, empregando uma 

sequência de pré-tratamento hidrotérmico seguido de oxidativo avançado com 

peróxido de hidrogênio em meio alcalino e também a produção de E2G e biogás a 

partir das melhores condições otimizadas de fracionamento. 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

O objetivo geral do trabalho foi estudar a aplicação de uma estratégia de 

fracionamento em bagaço de cana-de-açúcar, utilizando pré-tratamento hidrotérmico 

seguido de extração alcalina e pré-tratamento oxidativo avançado com peróxido de 

hidrogênio em meio alcalino, como técnica de deslignificação, para produção de 

açúcares fermentescíveis e E2G no contexto da biorrefinaria lignocelulósica. Além 

disso, obter bioenergia por meio da produção de biogás via digestão anaeróbia das 

correntes líquidas residuais dos pré-tratamentos. 

2.2 Objetivos específicos 

1. Avaliar as diferentes condições de pré-tratamento oxidativo avançado com 

peróxido de hidrogênio em meio alcalino (carga de peróxido de hidrogênio, tempo e 

RLS) do bagaço de cana pré-tratado hidrotermicamente, nas variáveis resposta 

deslignificação, celulose residual e conversão enzimática de celulose a glicose; 

2. Determinar os valores ótimos de carga de peróxido de hidrogênio, tempo de 

reação e RLS a serem aplicados ao bagaço de cana-de-açúcar advindo do pré-

tratamento hidrotérmico visando a produção de E2G; 

3. Avaliar a produção de E2G a partir do hidrolisado enzimático da fração sólida 

residual do fracionamento do bagaço de cana em três etapas, via fermentação 

alcoólica utilizando três diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae; 

4. Avaliar a produção de biogás a partir das correntes líquidas residuais de cada 

etapa do fracionamento, como forma de garantir um balanço de energia positivo que 

torne viável a aplicação das tecnologias otimizadas. 
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3. Revisão da literatura 

3.1 Resíduos agroindustriais 

As agroindústrias são centros de atividade industrial que beneficiam os 

produtos gerados no setor agrícola para os mercados de consumo, destinados aos 

setores de alimentação, papel, têxtil, biocombustíveis, dentre outras atividades de 

abastecimento da população. O processamento industrial destes produtos gera 

diferentes tipos de biomassas vegetais residuais com elevado potencial energético e 

econômico de exploração, que devem ser reaproveitadas e transformadas em novos 

produtos de valor agregado, caso contrário podem gerar impactos ambientais. 

Cascas de vegetais, materiais a base de papel usado, palha e resíduos 

produzidos durante a colheita de produtos agrícolas, dejetos animais, resíduos de 

produção e fabricação de alimentos são exemplos típicos de resíduos orgânicos 

agroindustriais que podem ser reaproveitados, visando uma economia mais 

sustentável do ponto de vista ambiental (RUGGERI, TOMASSI, 2012). 

Alguns destes resíduos são utilizados apenas para a cobertura e a adubação 

de solos. A vinhaça, oriunda da produção de etanol de primeira geração (E1G), tem 

sido usada na fertirrigação de solos agricultáveis, por exemplo. Em muitos casos, os 

resíduos agroindustriais são despejados em locais impróprios ou incinerados para 

geração de energia para a própria indústria, o que pode acarretar em poluição caso o 

processo não seja devidamente implementado ou o resíduo possua elevada carga 

orgânica e presença de compostos considerados tóxicos (GORDON, 2002). 

Sendo o Brasil um país de base econômica agrícola e um dos maiores 

exportadores de commodities do mundo, o volume de resíduos agroindustriais gerado 

é consequentemente elevado, e até o momento, pelo menos alguns deles são vistos 

como problemas ambientais. Na Tabela 3.1 são apresentadas as quantidades de 

algumas produções e suas projeções teóricas de geração de resíduos. 

  



19 
 

Tabela 3.1: Produtos agrícolas e seus resíduos agroindustriais. 

Produto 

Produção 
2017/18 

(milhões de 
toneladas) 

Área 
colhida 

(milhões 
de ha) 

Coeficientes 
técnicos* 

Resíduos 
gerados/ano 
(milhões de 
toneladas) 

Cana-de-
açúcar 

635,6 8,7 
0,27 t bagaço/t de 

cana moída 
171,6 

Milho 97,8 16,4 

2,2 a 2,9 t folhas e 
talos/t grãos 
0,3 a 0,9 t 

sabugos/t grãos 

11,4 (palha) 
3,8 (sabugo) 

Arroz 12,3 2,0 

1,3 a 1,8 t hastes 
e folhas/t grãos 
0,22 t cascas/t 

grãos 

18,0 

Trigo 4,3 1,9 
1,4 t hastes e 
folhas/t grãos 

8,6 

Café 2,9 2,2 
1 t casca/t café 

beneficiado 
2,7 

Algodão 3,8 0,9 
0,04 t caules e 
folhas secas/ha 

0,04 

Soja 113,0 35,0 
3 a 4 t de 

resíduos/ha** 
140,0 

Fonte: CONAB, 2018; *Dias et al., 2012; **Nogueira et al., 2000. 

Pode-se observar por meio dos dados apresentados na Tabela 3.1 que todos 

os produtos agrícolas geram uma elevada quantidade de resíduos relativos aos seus 

beneficiamentos. 

Devido à sua elevada produtividade, a cana-de-açúcar destaca-se como a 

biomassa vegetal mais produzida no Brasil, apesar de ser a soja a cultura com maior 

área de plantio. Apesar de ter tido a sua produção diminuída em 3,3% em relação à 

safra passada, a cana-de-açúcar tem produção estimada em 635,6 milhões de 

toneladas em 8,7 milhões de ha para a safra 2017/18 (CONAB, 2018). 

A produção de cana-de-açúcar é escoada em sua totalidade para unidades 

sucroalcooleiras, onde 37,75% foram destinados para a produção de açúcar, e 
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62,25% para a produção de álcool combustível (E1G), de acordo com estimativa da 

Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) para a safra 2018/19 (CONAB, 

2018). 

De acordo com Dias et al. (2012), 0,27 toneladas de bagaço de cana contendo 

50% de umidade são geradas para cada tonelada de cana-de-açúcar processada, 

evidenciando o grande volume gerado em todo território brasileiro de biomassa 

vegetal com potencial para reaproveitamento. 

Atualmente, grande parte do volume de bagaço de cana-de-açúcar gerado nas 

usinas sucroalcooleiras é destinado às caldeiras, onde esse resíduo é queimado para 

posterior utilização da energia elétrica e do vapor gerados (BAÊTA, 2016). Portanto, 

outras formas de exploração da matéria orgânica residual que possuem maior 

potencial de geração de energia deixam de serem aplicadas, diminuindo o balanço de 

energia da agroindústria (ORLANDO et al., 2002). 

Devido à sua composição majoritariamente constituída de carboidratos, os 

resíduos agrícolas, como o bagaço de cana-de-açúcar, apresentam grande potencial 

para transformação em biocombustíveis, energia e produtos químicos de elevado 

valor agregado. Diferentes pesquisas têm demonstrado que podem ser produzidos 

metano, hidrogênio, etanol celulósico (E2G), entre outros bioprodutos a partir de 

conversão microbiana dos carboidratos complexos contidos nos resíduos 

lignocelulósicos (CANILHA et al., 2012; BANERJEE et al., 2011; MORONE et al., 

2018; SAHA, 2003; YU et al., 2015). 

Na próxima seção, serão abordadas as diferentes formas de exploração dos 

resíduos orgânicos gerados nas agroindústrias e em outros setores produtivos, bem 

como seu contexto energético e as problemáticas globais que surgem neste começo 

de século XXI. 

3.2 Bioenergia 

Devido à constante expansão da população mundial, as demandas por energia 

do planeta têm aumentado. No decorrer do século XX, a exploração dos combustíveis 

fósseis desenvolveu-se intensamente devido à muitas pesquisas que tornaram a 

refinaria de petróleo, gás natural e carvão, uma indústria extremamente rentável para 
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produção de energia e diversos outros produtos de valor agregado, incluindo os de 

química fina (NAIK et al., 2010). 

Juntamente com o crescimento deste setor da indústria, também tornou-se 

evidente que o planeta Terra passa por drásticas mudanças climáticas, como o 

aquecimento global, desertificações, aumento do nível dos oceanos e da incidência 

de desastres naturais, basicamente em razão de emissões antropogênicas de gases 

de efeito estufa, associados principalmente ao uso de combustíveis fósseis (WANG et 

al., 2017). Aproximadamente 15 bilhões de toneladas de gás carbônico são emitidas 

anualmente para a atmosfera terrestre a partir da combustão de fontes de energia não 

renováveis (IPCC, 2013). 

Somando-se aos efeitos adversos ao meio ambiente, as reservas de petróleo 

e demais fontes fósseis têm tornado-se mais escassas, possibilitando o aumento da 

tensão entre diferentes países pela dependência de regiões específicas e a 

diminuição da segurança energética em um futuro próximo (HÖÖK, TANG, 2013). 

Desta forma, um dos objetivos mais importantes para o século XXI é a conversão da 

presente economia para uma economia biobaseada, ou seja, uma economia de base 

em fontes alternativas de energia, necessariamente limpas e renováveis. As energias 

solar, eólica, hídrica e geotérmica são exemplos de fontes que podem ajudar a 

humanidade a atingir tais metas. Além destas, existe um crescente interesse nos 

produtos oriundos de fontes orgânicas para um desenvolvimento mais sustentável dos 

setores industriais da sociedade contemporânea. Estas fontes são chamadas de 

biomassa vegetal ou lignocelulósica, e a energia proveniente delas de bioenergia, 

sendo todo recurso renovável, oriundo de matéria orgânica, que possa ser utilizado 

na produção de energia. Constituindo, portanto, as únicas fontes primárias renováveis 

adequadas para produção de biocombustíveis líquidos e gasosos para o setor de 

transporte à curto prazo. 

A biomassa lignocelulósica oferece fontes alternativas de materiais, energia e 

combustíveis, com emissão quase neutra de carbono, uma vez que as emissões 

geradas pela combustão da biomassa são absorvidas da atmosfera durante seu 

crescimento vegetativo (OSAMU, CARL, 1989; SHAFIEI et al., 2017), exceto pelo uso 

de combustíveis fósseis no plantio, colheita e transporte. Desta forma, a biomassa 

lignocelulósica contribui para a transição da atual economia para uma economia 
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circular, podendo substituir os combustíveis fósseis em todos os mercados de energia: 

geração de calor, eletricidade e combustíveis para transportes (LEE, 2007). 

A primeira geração de biocombustíveis líquidos está atualmente bem 

desenvolvida e é produzida principalmente a partir de açúcares obtidos de culturas 

alimentares que contêm amido e sacarose. Aproximadamente 50 bilhões de litros de 

biocombustíveis de primeira geração são produzidos anualmente, com tendência de 

crescimento, fazendo com que a quantidade de áreas plantadas destinadas a este 

tipo de produção aumente (NAIK et al., 2010; LAURSEN, 2006). A utilização dos 

resíduos gerados na produção e beneficiamento das culturas alimentares, bem como 

de culturas agrícolas em geral, para produção dos chamados biocombustíveis de 

segunda geração, possui enorme potencial para aumento da produtividade por hecate 

plantado. Estes tratam-se principalmente de materiais lignocelulósicos de baixo valor 

agregado, do ponto de vista industrial, não alimentícios, originados de plantas e 

gramíneas, que podem diminuir significativamente a produção de CO2, a partir da 

substituição dos combustíveis fósseis. 

Porém, atualmente a produção de combustíveis de segunda geração não é 

prontamente viável do ponto de vista econômico, devido às barreiras tecnológicas que 

precisam ser ultrapassadas com aplicação de processos produtivos adequadamente 

dimensionados e sustentáveis (RASTOGI, SHRIVASTAVA, 2017). 

Para um correto dimensionamento dos processos para produção de bioenergia 

é necessário o pleno conhecimento da matéria-prima de estudo. Na próxima seção, 

serão discutidas as características da biomassa lignocelulósica e seus principais 

constituintes. 

3.3 Biomassa lignocelulósica 

A biomassa lignocelulósica é toda matéria vegetal, originada de florestas, 

culturas agrícolas e resíduos oriundos de seus beneficiamentos industriais (CAI et al., 

2017). A maior parte das fontes biológicas de energia renovável disponível no planeta 

Terra trata-se de material lignocelulósico, sendo os resíduos agroindustriais e 

agroflorestais os mais promissores, devido à sua abundância e seu relativo baixo 

custo (VERTES et al., 2011). A composição destes materiais é largamente variável de 
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acordo com a espécie vegetal da biomassa, o tipo de solo no qual foi produzida, idade 

e fase de crescimento, índice de radiação solar e estresse hídrico (ZHANG, 2008). 

Apesar disto, todas são constituídas principalmente pelos biopolímeros celulose e 

hemiceluloses e pela macromolécula lignina, além de pequenas quantidades de 

extrativos (taninos, ceras, terpenos, flavonóides, entre outros), sais minerais, e 

metabólitos secundários (COLLARD et al., 2014). 

Para um maior entendimento, pode-se observar o esquema geral da estrutura 

da biomassa lignocelulósica apresentado na Figura 3.1, em que uma célula vegetal é 

representada, bem como sua parede celular, e seus constituintes principais por meio 

das microfibrilas e macrofibrilas de celulose. 

Nas biomassas vegetais, a celulose é o constituinte presente em maior 

quantidade na parede celular, seguido das hemiceluloses, responsáveis por uni-las 

em microfibrilas e as interligarem à lignina, terceiro componente mais abundante (EK 

et al., 2009). Desta forma é criada uma rede complexa de interligações que confere 

ao vegetal força estrutural (ROWELL, 2005). 

A quantidade de cada um dos componentes de uma biomassa é de extrema 

importância para definição dos processos e dos produtos a serem obtidos, 

principalmente para os processos de conversão bioquímica (MCKENDRY et al., 

2002). Na Tabela 3.2 são apresentadas as composições, em termos de seus três 

componentes principais, de diferentes biomassas comumente exploradas 

energeticamente. 

Pode-se observar que as biomassas lignocelulósicas possuem uma grande 

variação entre as suas composições, tornando evidente que para cada uma é 

necessário um tipo diferente de processo e de pré-tratamento, bem como o 

entendimento aprofundado de cada um dos três componentes principais. 
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Figura 3.1: Estrutura simplificada da biomassa lignocelulósica. Os hexágonos na 

lignina representam as subunidades: álcool p-cumarílico (H), álcool coniferílico (G) e 
álcool sinapílico (S). 

 
Fonte: Adaptado de Streffer et al. (2014). 

 
Tabela 3.2: Composição de diferentes biomassas lignocelulósicas. 

Biomassa Celulose (%) Hemiceluloses (%) Lignina (%) 

Álamo (hardwood) 50,8–53,3 26,2–28,7 15,5–16,3 

Pinho (softwood) 45,0–50,0 25,0–35,0 25,0–35,0 

Palha de trigo 35,0–39,0 23,0–30,0 12,0–16,0 

Espiga de milho 33,7–41,2 31,9–36,0 6,1–15,9 

Talo de milho 35,0–39,6 16,8–35,0 7,0–18,4 

Palha de arroz 29,2–34,7 23,0–25,9 17,0–19,0 

Casca de arroz 28,7–35,6 12,0–29,3 15,4–20,0 

Bagaço de cana-
de-açúcar 

25,0–45,0 28,0–32,0 15,0–25,0 

Palha de sorgo 32,0–35,0 24,0–27,0 15,0–21,0 

Bagaço de malte 36,0–43,0 24,0–33,0 6,3–9,8 

Gramas 25,0–40,0 25,0–50,0 10,0–30,0 

Panicum virgatum 35,0–40,0 25,0–30,0 15,0–20,0 

Fonte: BAJPAI, 2016; CAI et al., 2017; ISIKGOR, BECER, 2015; 
JORGENSEN et al., 2007. 

3.3.1 Celulose 

A celulose é um homopolímero de cadeia linear constituído de unidades de 

glicose que são unidas por ligações glicosídicas do tipo β(1→4). As moléculas de 

glicose organizam-se por meio de unidade repetitivas do dímero celobiose, que é 
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formado por duas moléculas de glicose ligadas entre si com a eliminação de uma 

molécula de água, também por ligação glicosídica do tipo β(1→4) (LEWIN, 

GOLDSTEIN, 1991). 

Cada cadeia de celulose é formada por uma extremidade redutora, que contém 

uma unidade de glicose que termina com um grupo hemiacetal (ou aldeído) no 

carbono 1, e por uma extremidade não redutora, com uma unidade de glicose 

terminando com uma hidroxila livre no carbono 4. Isto ocasiona em uma conformação 

do tipo 4C1 para as unidades de β-D-anidroglicose, como pode ser visto na Figura 3.2. 

Figura 3.2: Fragmento de uma cadeia de celulose (átomos de hidrogênio omitidos 

para maior clareza das estruturas). 

 
Fonte: OLSSON e WESTMAN (2013). 

As agregações de cadeias individuais de celulose formam as microfibrilas, 

mantidas de forma coesa por forças de van der Waals e ligações intermoleculares de 

hidrogênio (HARRIS et al., 2010). Esta força de coesão é essencial para a planta, uma 

vez que as microfibrilas são mantidas imersas em uma matriz de carboidratos, 

proporcionando estrutura rígida para a parede celular das células vegetais. As 

ligações intermoleculares de hidrogênio entre as cadeias de celulose conferem certo 

grau de cristalinidade à molécula, evitando que ela seja facilmente dissolvida em 

solventes comuns (CHEN, 2014). Para que sua cadeia seja convertida em monômeros 

de glicose é necessária uma etapa de hidrólise, que pode ser química por meio de 

hidrólise ácida ou bioquímica por meio de hidrólise enzimática. Entretanto, a presença 

de hemiceluloses e lignina dificulta a ação de ácidos e enzimas, seja pela ocorrência 

de reações indesejáveis ou pela dificuldade de acesso a celulose, sendo necessária 

uma etapa de pré-tratamento da biomassa para maximização da hidrólise química ou 
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bioquímica. Então, os monossacarídeos liberados na etapa de hidrólise podem ser 

utilizados para produção de E2G ou outros compostos químicos de valor agregado, 

tais como etileno, propeno, buteno, propileno, ácidos acrílicos, poliésteres, ácidos 

orgânicos, entre outros (KUMAR et al., 2009). 

3.3.2 Hemiceluloses 

As hemiceluloses são biopolímeros heterogêneos ramificados e amorfos, com 

cadeia principal constituída de pentoses (como xilose e arabinose) e ramificações 

constituídas de hexoses (como glicose, manose e galactose) e ácidos urônicos 

(ANWAR et al., 2014). 

Elas estão associadas à lignina por meio de ligações covalentes conhecidas 

como LCC – complexo lignina-carboidrato, e com as microfibrilas de celulose por meio 

de ligações de hidrogênio, sendo responsáveis pela ligação das microfibrilas 

adjacentes, contribuindo assim para a rigidez da parede celular do vegetal 

(BALAKSHIN et al., 2011; CHRISTOPHER, 2012). 

Cerca de 20 a 30% do total de massa seca dos tecidos de xilema são 

constituídas de hemiceluloses, de composição heterogênea e variável, dependendo 

do tipo de planta e do processo de extração. As hemiceluloses contém xilanas (β-1,4-

D-xilose), mananas (β-1,4-D-manose), arabinanas (α-1,5-L-arabinose) e galactanas 

(β-1,3-D-galactose). Na Figura 3.3 podem ser observadas as estruturas dos açúcares 

e derivados constituintes das hemiceluloses. 

Figura 3.3: Estrutura dos açúcares e substituintes presentes nas hemiceluloses 
(átomos de hidrogênio omitidos para maior clareza das estruturas). 

 
Fonte: HANSEN e PLACKETT, 2008. 
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Devido às suas características estruturais, possuindo ramificações na cadeia principal 

com cadeias laterais curtas de diferentes açúcares, as hemiceluloses apresentam 

maior susceptibilidade às reações químicas e bioquímicas do que a celulose. Seu 

caráter amorfo garante maior acessibilidade dos reagentes, facilitando principalmente 

reações de hidrólise, como é o caso das reações que ocorrem durante pré-

tratamentos hidrotérmicos e ácidos (SAHA, 2003). 

3.3.3 Lignina 

A lignina é uma macromolécula de natureza aromática e polifenólica e de 

elevada massa molar. É sintetizada a partir de polimerizações desidrogenativas de 

três subunidades principais: os álcoois fenilpropanoides p-cumarílico, coniferílico e 

sinapílico, cujas estruturas podem ser visualizadas na Figura 3.4, formando uma 

estrutura amorfa com grandes quantidades de ligações intercruzadas (FENGEL e 

WEGENER, 1984). 

Figura 3.4: Principais unidades monoméricas precursoras da lignina. 

 
Fonte: Fengel e Wegener (1984). 

Devido ao elevado número de combinações possíveis entre as diferentes 

subunidades precursoras, a estrutura da macromolécula da lignina possui uma 

complexidade mais elevada do que a celulose e as hemiceluloses, existindo diversos 

modelos na literatura construídos a partir da análise de grupos funcionais e de análises 

espectroscópicas. 

Na Figura 3.5 pode-se observar um modelo esquemático para a lignina de 

madeiras moles (softwood) proposto por Fang e Smith (2016), embora a lignina do 

bagaço de cana seja quimicamente mais parecida com a lignina de madeiras duras. 
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Figura 3.5: Modelo estrutural para a lignina de madeiras moles. 

 
Fonte: Fang e Smith (2016). 

A lignina é responsável por unir as diferentes células vegetais, promover força 

compressiva aos tecidos das plantas e às fibras individuais e resistência contra a 

deformação à parede celular (WYK, 2001). Sua estrutura desempenha importante 

papel mecânico para o suporte das plantas, formando uma estrutura rígida e 

hidrofóbica que permite condução hídrica das regiões inferiores às superiores das 

plantas vasculares, e proteção contra insetos, microrganismos e patógenos (DEL RIO 

et al., 2007; RUBIN, 2008). 

3.3.4 Bagaço de cana-de-açúcar 

O bagaço de cana-de-açúcar é gerado em grandes quantidades como um 

subproduto da produção de açúcar e E1G nas usinas sucroalcooleiras. As usinas 

realizam a moagem da cana-de-açúcar para o processamento do caldo resultante rico 

em sacarose. 

Três frações principais constituem a cana-de-açúcar, sendo fibras, sólidos 

solúveis e sólidos insolúveis, com percentuais que dependem do processo 

agroindustrial aplicado. As fibras são constituídas em grande parte por uma fração 

sólida orgânica e uma fração que pode ser dissolvida em água, sendo essa última 

composta principalmente de sacarose. A fração insolúvel é composta por celulose, 

hemiceluloses e lignina e também de substâncias inorgânicas, como fragmentos de 
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solo e minerais, e essa última é influenciada diretamente pelo condicionamento do 

manejo, da colheita e do processamento da cana-de-açúcar. A composição da cana-

de-açúcar, que varia entre as espécies, é em média de 10-16% de fibras e 84-90% de 

caldo, sendo deste, 10-25% de sólidos solúveis, 75-82% de água e 0,8-1,8% de 

inorgânicos (CANILHA et al., 2012). 

Na safra de 2018/19, o setor sucroalcooleiro gerou uma quantidade estimada 

de 166 milhões de toneladas de bagaço de cana, considerando que 0,27 tonelada de 

bagaço de cana contendo 50% de umidade são geradas a cada tonelada de cana-de-

açúcar processada (CONAB, 2018; DIAS et al., 2012). 

Um uso comumemente aplicado aos resíduos do processamento da cana-de-

açúcar atualmente é a combustão em caldeiras para produção de energia, sendo esta 

utilizada na própria agroindústria, na forma de vapor e bioeletricidade, e seu 

excedente é geralmente entregue para concessionárias de energia elétrica para 

aumentos nos lucros de operação da planta (COSTA et al., 2014). 

Atualmente, ainda existe um enorme potencial inexplorado no caso do bagaço 

de cana com relação à celulose e às hemiceluloses que constituem 70% de sua massa 

em base seca. Ambas podem ser extraídas da fibra para posterior conversão em E2G 

por enzimas específicas chamadas de hemicelulolíticas e celulolíticas. Ainda existe a 

possibilidade de conversão dos açúcares de hemiceluloses em xilitol, ácido succínico, 

biogás, entre outros produtos de maior valor agregado (NOVO et al., 2011; BAÊTA et 

al., 2016). Assim, o bagaço de cana pode passar a ser considerado, de resíduo e 

subproduto, à um coproduto de elevado potencial e valor agregado da indústria 

sucroalcooleira (PANDEY et al., 2000). 

Para realizar a utilização da fração polissacarídica do bagaço de cana é 

necessário estudar técnicas para separação de seus componentes macromoleculares 

principais, celulose, hemiceluloses e lignina devido à sua forte associação e 

recalcitrância. A partir do correto dimensionamento de processos que explorem 

integralmente a cana-de-açúcar, utilizando suas frações em processos térmicos, 

biológicos e bioquímicos para a sua conversão em bioenergia, torna-se possível obter 

produtos de maior valor comercial, além do tratamento responsável de materiais que 

de outra forma poderiam acarretar em impactos ao meio ambiente (SOCCOL et al., 
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2010). Este correto dimensionamento de processos de exploração da biomassa 

lignocelulósica pode ser realizado em complexos fabris que integram maquinários e 

conhecimentos para a sua conversão em biocombustíveis, energia e produtos 

químicos, e têm sido chamados de biorrefinarias lignocelulósicas (DIEP et al., 2012). 

Na próxima seção, serão discutidos alguns conceitos destes complexos fabris, 

bem como os pré-tratamentos aplicados ao bagaço de cana no presente trabalho. 

3.4 A Biorrefinaria 

Nos últimos anos, a crescente relevância dos problemas ambientais 

relacionados ao uso dos combustíveis fósseis, anteriormente comentados ao longo 

do presente trabalho, e do desenvolvimento sustentável tem direcionado os setores 

de energia e as indústrias de produção de insumos químicos para a exploração de 

fontes renováveis e limpas. Atualmente, o desafio da indústria é o desenvolvimento 

dos processos de exploração das fontes de energia alternativas renováveis, de 

maneira a torná-las economicamente viáveis, realizando a substituição gradual de 

suas fontes de insumo e energia de origem fóssil. A biomassa lignocelulósica 

apresenta um potencial promissor para esta finalidade, devendo então as plantas 

industriais serem corretamente dimensionadas para explorarem ao máximo cada um 

de seus principais constituintes (RAFAEL et al., 2008). 

A biorrefinaria é um sistema industrial capaz de explorar o potencial energético 

das diferentes biomassas (NAIK et al., 2010). De acordo com o National Renewable 

Energy Laboratory - NREL, a biorrefinaria é uma instalação industrial que integra 

equipamentos e processos de conversão da biomassa para produção de 

combustíveis, insumos químicos e energia. Para tanto, é necessário um entendimento 

profundo das tecnologias aplicadas, da química envolvida nos processos, e dos 

desafios e problemáticas ambientais e econômicas (NAIK et al., 2010). 

Na Figura 3.6 é possível observar o fluxograma básico dos processos de 

conversão convencionais aplicados à biomassa, como os processos físicos, químicos, 

biológicos, térmicos ou combinações entre esses. 
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Figura 3.6: Processos de conversão da biomassa. 

 
Fonte: Adaptado (NAIK et al., 2010). 

O conceito inicial de biorrefinaria foi derivado das refinarias convencionais de 

combustíveis fósseis, sendo análogo a esse, onde diferentes tecnologias são 

utilizadas para produzir múltiplos produtos químicos e combustíveis à partir do 

petróleo (CHERUBINI et al., 2007). Nas biorrefinarias, tecnologias oriundas de 

diferentes áreas, como agricultura, engenharia, microbiologia e química, são aplicadas 

em processos integrados com o objetivo de separar os principais constituintes da 

biomassa em moléculas plataforma, como carboidratos, proteínas e óleos, sendo 

então realizada sua conversão em produtos de elevado valor agregado (JIN et al., 

2018). 

Na Figura 3.7 pode-se observar a relação existente entre as refinarias e as 

biorrefinarias, onde a biomassa lignocelulósica nas biorrefinarias substitui as fontes 

fósseis nas refinarias convencionais. 
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Figura 3.7: Esquema simplificado das cadeias de produção da biorrefinaria e da 

refinaria de combustíveis fósseis. 

 
Fonte: Adaptado (CHERUBINI e JUNGMEIER, 2009; NAIK et al., 2010). 

Assim como os combustíveis oriundos da biomassa lignocelulósica são 

classificados entre 1ª e 2ª geração, de acordo com sua matéria-prima, para as 

biorrefinarias a classificação é feita da mesma forma. As biorrefinarias de 1ª geração 

são aquelas dedicadas à exploração de grãos alimentícios ou plantas ricas em amido 

e sacarose, por meio de processos simples e de baixo custo, como as indústrias de 

açúcar, de amido, de óleos vegetais, entre outras. Estas possuem as desvantagens 

de não reduzirem drasticamente as emissões de gases de efeito estufa comparadas 

aos combustíveis fósseis, tendo algumas vezes um balanço de emissão de carbono 

ligeiramente inferior, devido aos impactos relacionados à colheita, maquinários, 

distribuição e principalmente de fertilizantes sintéticos (CRUTZEN et al., 2008). Além 

disso, em geral a matéria-prima utilizada por esta classe de biorrefinarias corresponde 

a somente cerca de 1% da biomassa vegetal disponível, sendo grande parte do 

restante constituída de materiais lignocelulósicos que não são facilmente acessíveis 

pelos mesmos bioprocessos (KAMM, KAMM, 2004). 

Portanto, torna-se evidente, que a substituição dos combustíveis e produtos de 

fontes fósseis por produtos de biorrefinarias de 1ª geração é insustentável do ponto 

de vista ambiental. As biorrefinarias de 2ª geração utilizam matérias-primas não 

alimentícias, como madeira, gramíneas e grãos não comestíveis, ou subprodutos de 

outros processos produtivos, como licor negro, palhas, cascas e bagaços. 

Consequentemente, as biorrefinarias de 2ª geração possuem o potencial de produção 
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sustentável de insumos químicos, materiais e energia. Para isso, são necessários 

processos mais avançados tecnicamente, permitindo uma maior valorização da 

biomassa por meio da exploração de todos seus constituintes. Os gargalos 

tecnológicos desta classe de biorrefinarias estão na variação composicional das 

matérias-primas, nos elevados custos dos processos produtivos e sua adequação 

operacional para a finalidade de cada etapa (ÖZDENKÇI et al., 2017). 

Devido às propriedades de recalcitrância dos materiais lignocelulósicos 

utilizados nas biorrefinarias de 2ª geração conferirem dificuldade em sua exploração, 

etapas de pré-tratamento precisam ser utilizadas para viabilizarem os processos que 

envolvem sua biodegradação e bioconversão. 

Na próxima seção serão discutidos os pré-tratamentos aplicados à biomassa 

no presente trabalho e seu contexto tecnológico. 

3.4.1 Pré-tratamentos aplicados à biomassa 

Como citado anteriormente, a celulose e as hemiceluloses são compostas de 

açúcares na forma de polissacarídeos e podem ser hidrolisadas para fornecerem 

açúcares fermentescíveis. A lignina forma uma camada protetora que recobre os 

polissacarídeos protegendo-os de degradações bactericidas e fungicidas. Desta 

forma, a lignina impede em grande parte que ocorra a hidrólise da celulose e das 

hemiceluloses, fazendo-se necessária uma etapa de pré-tratamento que promova a 

despolimerização da lignina e a diminuição da recalcitrância de todo material para que 

a bioconversão do mesmo em açúcares fermentescíveis seja facilitada (BALAN et al. 

2009; ADSUL et al. 2011). Uma grande quantidade de pré-tratamentos de diferentes 

tipos tem sido desenvolvida, entre métodos físicos, químicos, biológicos e 

combinados, que alteram a estrutura do material lignocelulósico e a danifica de 

diferentes maneiras (ALVIRA et al. 2010; GEDDES et al. 2011). Após a remoção da 

lignina e a consequente diminuição da recalcitrância do material, que ocorre de 

maneiras diferentes entre os pré-tratamentos, a celulose e as hemiceluloses podem 

passar pelo devido tratamento para liberação de açúcares fermentescíveis, como 

pode ser observado no esquema apresentado na Figura 3.8 (CHATURVEDI, VERMA, 

2013). 
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Figura 3.8: Esquema ilustrando a ruptura das interações entre os três principais 

constituintes da biomassa lignocelulósica pela aplicação de um pré-tratamento à 
mesma. 

 

Fonte: CHATURVEDI, VERMA, 2013. 

Logo, os objetivos principais dos pré-tratamentos, combinados ou não, são: 

remoção de lignina, diminuição da cristalinidade da celulose, aumento da porosidade 

da estrutura e separação/fracionamento de seus constituintes (ZILLIOX, DEBEIRE, 

1998). Um pré-tratamento eficiente atinge seus objetivos com um mínimo de perda de 

massa de açúcares e produção de inibidores para as etapas subsequentes, sendo 

viável ambiental e economicamente (SUN, CHENG, 2002; SINGH et al., 2014). Uma 

ampla gama de métodos, como hidrotérmico, explosão à vapor, ácido catalisado, 

organossolve e alcalino têm sido desenvolvidos, e podem ser categorizados de acordo 

com a Tabela 3.3.
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Tabela 3.3: Algumas técnicas de pré-tratamento mais utilizadas. 

Pré-tratamento Observações Referências 

Mecânico 

Promove a redução do grau de polimerização da biomassa. Pode ser utilizado antes de 
processos de hidrólise do material lignocelulósico visando o aumento de rendimento nas etapas 
de hidrólise; reduz o tempo de residência em processos de digestão anaeróbia aumentando a 
taxa de digestão; minimiza a produção de compostos inibidores; apresenta uma elevada 
demanda de energia e na grande maioria das vezes precisa estar associado a outros pré-
tratamentos para se obter elevados rendimentos. 

Ramos, 2003; 
Alvira et al., 2010 

Térmico 

Em determinadas condições pode promover boa solubilização das hemiceluloses e de parte da 
lignina; adequado para utilização da fração hemicelulósica para geração de produtos de valor 
agregado; caso não seja otimizado pode produzir grande quantidade de compostos fenólicos; 
condições severas de pré-tratamento podem provocar a condensação e precipitação de lignina 
solúvel, além de aumentar a produção de alguns produtos de degradação dos açúcares C5 e 
C6, tais como furfural (FF) e 5-hidroximetil-2-furfural (HMF); temperaturas superiores a 250°C 
devem ser evitadas para minimizar a chance de reações de pirólise. 

Bobleter, 1994; 
Baêta et al., 2016; 
Hao et al., 2017 

Explosão à 
vapor 

Pode ser usada para desconstrução da biomassa lignocelulósica; parte das hemiceluloses é 
hidrolisada formando ácido acético e ácido fórmico; os tratamentos envolvendo o vapor podem 
levar a produção de compostos como FF, HMF e compostos fenólicos em elevadas quantidades; 
requer elevadas temperaturas e pressões, o que culmina na necessidade da construção de 
reatores especiais que suportam condições extremas de pressão e temperatura. 

Laser et al., 2002; 
Martín et al., 2018 

Ácido 
catalisado 

A solubilização das hemiceluloses e a precipitação de lignina solúvel são mais pronunciadas 
durante o pré-tratamento utilizando ácidos fortes quando comparado ao pré-tratamento usando 
ácidos fracos; a maior vantagem é a elevada solubilização de hemiceluloses; existe grande risco 
de ocorrer a formação de produtos de degradação voláteis; em alguns casos a técnica usando 
ácido forte pode não ser atrativa para os bioprocessos, haja vista a acentuada formação de 
compostos inibidores e a elevada depreciação dos equipamentos; o pré-tratamento empregando 
ácido forte diluído é uma técnica promissora, uma vez que a depreciação dos equipamentos é 
menor e é possível minimizar as reações secundárias que dão origem aos compostos tóxicos. 

Cassini et al., 2006; 
Akpinar et al., 2010; 
Canilha et al., 2011 

Alcalino 

As primeiras reações são de hidrólise, capazes de romper as ligações existentes entre lignina e 
os carboidratos das hemiceluloses; o rompimento das ligações de intercruzamento entre os 
componentes da biomassa lignocelulósica provoca um aumento na porosidade e área 
superficial; o pré-tratamento pode ser realizado em temperatura ambiente ou em elevadas 
temperaturas; boa compreensão acerca das variáveis de processo devido ao longo histórico de 
aplicação; necessidade de reatores feitos com materiais que suportam ataque básico. 

Hendriks, Zeeman, 
2009; 

Lei et al., 2010; 
Zhang, Yang, 2011 
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Devido aos objetivos do presente trabalho de fracionamento da biomassa 

lignocelulósica a partir de dois tipos de pré-tratamentos combinados em sequência, 

uma maior atenção será dada a estes em específico nas seções seguintes. 

3.4.1.1 Hidrotérmico 

O pré-tratamento hidrotérmico é uma das técnicas de pré-tratamento térmico 

com maior possibilidade de aplicação na indústria, em que utiliza-se água como 

solvente e reagente para as reações de hidrólise, sem a necessidade de adição de 

produtos de químicos, tornando o processo ambientalmente e economicamente 

atraente. O processo utiliza água em elevadas temperaturas (150-200ºC), com 

elevadas pressões (10-20 bar), geradas a partir da vaporização da água em reatores 

pressurizados, sem a necessidade de uso de aço especial, devido ao menor poder 

corrosivo do meio reacional, para manter o meio reacional em estado líquido 

(ROGALINSKI et al., 2008; BAÊTA et al., 2016). Em elevadas temperaturas, a água 

penetra na estrutura da célula vegetal da biomassa lignocelulósica, hidratando a 

celulose, solubilizando parcialmente as hemiceluloses devido a despolimerização das 

cadeias dessa macromolécula e modificando quimicamente a estrutura da lignina por 

meio de reações de hidrólise e condensação. Desta forma, esse pré-tratamento é 

efetivo para aumentar a acessibilidade das enzimas e microrganismos às cadeias de 

celulose (substrato), além de possuir como principal mérito a separação da fração de 

hemiceluloses da celulignina (celulose e lignina), e seu uso racional por meio da 

recuperação das pentoses solubilizadas no hidrolisado (fração líquida). Esse pré-

tratamento possui baixa geração de inibidores nos hidrolisados, como furanos e 

compostos fenólicos, quando comparado aos pré-tratamentos que utilizam valores de 

pH mais baixos, como explosão à vapor e ácido catalisado (VANWALSUM et al., 

1996). 

A sua eficiência está diretamente relacionada com o tipo de biomassa 

lignocelulósica disponível, e com a sua respectiva composição química (quantidade 

de grupos acetila nas hemiceluloses) e também às propriedades estruturais. Além 

disso, as condições otimizadas para cada biomassa estarão intimamente relacionadas 

à finalidade do pré-tratamento (QIAO et al., 2011). 
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O pré-tratamento hidrotérmico funciona com base no aumento da constante de 

ionização da água (Kw) pelo aumento da temperatura, diminuindo o valor de pKw
 e, 

portanto, proporcionado uma reação de auto-ionização da água maior com liberação 

de íons hidrônios (H3O+) no meio reacional. Devido às ligações éter (glicosídicas) entre 

as unidades de β-D-xilose nas cadeias de xilana nas hemiceluloses serem 

susceptíveis ao rompimento, os íons H3O+ causam despolimerização das xilanas e 

também a clivagem dos grupos acetila por uma reação de hidrólise autocatalisada, 

iniciando a liberação de ácidos orgânicos, como pode-se observar na Figura 3.9. 

Figura 3.9: Exemplo de reação de hidrólise da ligação glicosídica entre as unidades 

de β-D-xilose nas cadeias de xilana das hemiceluloses. 

 

 
Fonte: RUIZ et al., 2017. 

Primeiramente, ocorre a liberação de ácido acético via hidrólise ácido 

catalisada dos grupos acetila ligados às unidades de β-D-xilose nas cadeias de xilana 

nos primeiros instantes da reação, e então o ácido acético liberado auxilia na reação 
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de hidrólise das ligações glicosídicas das cadeias de xilana das hemiceluloses, 

liberando oligossacarídeos solúveis no meio. Após esta etapa, monômeros de 

açúcares são liberados à partir dos oligossacarídeos solúveis (RUIZ et al., 2017). 

Como o pré-tratamento ocorre em condições mais brandas de acidez, a possibilidade 

de degradação dos monômeros de açúcares em inibidores furânicos é minimizada, 

apesar de não ser inexistente (ZHENG et al., 2014; BAÊTA et al., 2016). 

A clivagem das ligações lignina-carboidrato ocorre em fragmentos de baixa 

massa molar e elevada reatividade, solubilizando-os em reações rápidas (LORA e 

WAYMAN, 1980; LESCHINSKY et al., 2009). Em condições de reação mais severas, 

os produtos de degradação dos açúcares (furanos) juntamente com os compostos 

fenólicos solúveis no meio reacional, podem se condensar por meio de reações de 

repolimerização, conferindo efeitos negativos às propriedades da lignina para sua 

posterior utilização e também em sua reatividade frente a uma segunda etapa de 

deslignificação (RUIZ et al., 2017). 

Devido à presença de íons carbônio na lignina, podem ser formadas ligações 

carbono-carbono entre suas unidades fenilpropânicas por meio de reações de 

condensação, o que dificulta a obtenção de uma elevada eficiência em um processo 

posterior de deslignificação convencional, como por exemplo os processos kraft, soda 

e organossolve. Fragmentos com menor massa molar podem passar para fora da 

célula vegetal, onde no meio reacional não possuem elevada solvência, levando a 

formação de gotas esféricas de lignina, conhecidas como droplets, que se aderem à 

superfície das fibras por meio de forças de van der Waals (MUURINEN, 2000; BAÊTA 

et al., 2016). A formação de gotas de lignina é atribuída a elevada temperatura 

aplicada no pré-tratamento hidrotérmico que é próxima da temperatura de transição 

vítrea da lignina (Tg), o que ocasiona na fusão da lignina, e na sua consequente 

mudança de estado físico rígido para viscoso, ocasionando em seu escoamento da 

lamela média para o lúmem de célula, funcionando posteriormente como uma barreira 

para enzimas hidrolíticas (ARAYA et al., 2015; KO et al., 2015; RODRÍGUEZ-ZÚÑIGA, 

2015). 

O rompimento das ligações éter do tipo α- e β-alquil-aril na lignina com a 

geração de íons carbônio ocasiona em reações de condensação na lignina não 

somente pela formação de novas ligações carbono-carbono, mas também pela reação 
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desta com furanos, oriundos da degradação de açúcares C5 e C6, levando a formação 

de uma lignina quimicamente modificada de maior dificuldade de remoção (KO et al., 

2015; CARVALHO et al., 2016). 

Portanto, é de suma importância a definição de condições de pré-tratamento 

hidrotérmico que minimizem a condensação de furanos e a repolimerização de lignina, 

devido ao aumento da dificuldade de despolimerizar a lignina em reações de maior 

severidade (CARVALHO et al., 2016). Outra opção torna-se a aplicação de pré-

tratamentos subsequentes que compensem os aspectos do pré-tratamento 

hidrotérmico supracitados, tendo em vista uma exploração mais eficiente da biomassa 

lignocelulósica. 

3.4.1.2 Pré-tratamento oxidativo 

Outras etapas de pré-tratamento podem ser adicionadas ao processo para 

melhorar o fracionamento da biomassa lignocelulósica com o intuito de separar a 

celulose (e as hemiceluloses) da lignina por meio de deslignificação. Neste sentido, o 

uso de agentes oxidantes, como peróxido de hidrogênio, ácido peracético, ozônio e 

oxigênio em pré-tratamentos oxidativos têm sido realizado em várias pesquisas nos 

últimos anos (ALVARADO-MORALES et al., 2016; ARVANITI et al., 2012; BISWAS et 

al., 2014; JAFARI, ZILOUEI, 2016; SU et al., 2015; TRAVAINI et al., 2016). 

Os processos oxidativos avançados abrangem uma série de metodologias de 

pré-tratamentos como ozonização, fotocatálise, oxidação eletroquímica e processos 

do tipo Fenton, e têm sido amplamente aplicados no tratamento de águas superficiais, 

subterrâneas, potáveis e residuárias, além de solos contaminados (ASGHAR, 2015; 

BOLTON et al., 1996). Apesar destas técnicas utilizarem sistemas diferentes de 

reação, todas são caracterizadas pela geração in situ de oxidantes fortes, com o 

objetivo de oxidar compostos orgânicos (BOLTON et al., 1996). Estas técnicas 

incluem majoritariamente a geração de radicais hidroxila (•OH) de potencial redox de 

2,8 eV (KRISHNAKUMAR, SWAMINATHAN, 2011; MIKLOS et al., 2018). 

Uma grande variedade de tecnologias e combinações foram desenvolvidas 

para aplicações em processos oxidativos avançados, que podem ou não incluir uso 

de catalisadores em fase sólida, sendo assim categorizados entre técnicas de fase 



40 
 

homogênea e heterogênea (BAI et al., 2016; KEEN et al., 2016; WANG et al., 2016; 

XIAO et al., 2016). 

Nas técnicas de pré-tratamento oxidativo aplicadas à biomassa lignocelulósica, 

o agente oxidante possui intensa afinidade com a lignina (fração da biomassa rica em 

densidade eletrônica devido a presença de insaturações), que é convertida em ácidos 

orgânicos solúveis, enquanto a fração hemicelulósica é degradada tornando-se em 

grande parte inutilizável para fermentação (LUCAS et al., 2012). Durante o pré-

tratamento oxidativo, inúmeras reações podem ocorrer na lignina, como deslocamento 

de cadeias laterais, substituição eletrofílica, clivagem de ligações éter e de núcleos 

aromáticos (GONÇALVES et al., 2014). Técnicas oxidativas têm sido aplicadas pela 

indústria de celulose técnica (papel e celulose), com o objetivo de realizar o 

branqueamento de polpas pela remoção ou modificação da lignina presente. 

A escolha dos agentes oxidantes é realizada de acordo com o objetivo e a 

biomassa lignocelulósica usada em cada processo, porém o uso de peróxidos, 

oxigênio e ozônio como agentes oxidantes tem sido mais estudado e 

consequentemente aplicado em processos, tanto pelas eficiências atingidas quanto 

pela maior seletividade, além de serem tratamentos que geram poucos ou nenhum 

resíduo, conferindo ao processo viabilidade econômica e ambiental (NAKAMURA et 

al., 2004). 

A ozonólise é o pré-tratamento oxidativo que utiliza ozônio como agente 

oxidante, e resulta em uma biomassa lignocelulósica de maior degradabilidade 

principalmente devido à degradação da lignina, além da ocorrência de ligeira 

modificação nas hemiceluloses e pouco efeito na celulose (ZHENG et al., 2014). Os 

principais parâmetros estudados em reações de ozonólise são a umidade da amostra, 

a granulometria e a concentração de ozônio no fluxo de gás. Em um experimento 

aplicando 3,44% de O3 (v v-1) no fluxo de gás durante 2 h, com uma relação de 

0,21 g O3 g bagaço-1 com 40% de umidade, Travaini et al. (2013) atingiram uma 

deslignificação de 66,8% e uma eficiência de 46% na produção de E2G. O pré-

tratamento por ozonólise foi realizado em temperatura ambiente sem a geração de 

inibidores, apesar disto, o limitante da reação foi o elevado custo do ozônio no 

processo, devido a este ser usado em grandes quantidades (VIDAL et al., 1988; 

TEHARZADEH, KARIMI, 2008). 
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O pré-tratamento por oxidação úmida utiliza oxigênio como agente oxidante em 

meio líquido. A lignina é oxidada, da mesma forma que as hemiceluloses, que são 

degradadas em monômeros e ácidos orgânicos, porém, sendo uma técnica de pouca 

seletividade. Além disso, o pré-tratamento por oxidação úmida ocasiona em uma 

perda parcial de celulose. Desta forma, ele também gera inibidores como furfural e 

compostos aromáticos solúveis oriundos da lignina. A temperatura, o tempo de 

reação, a pressão e a quantidade de água são os parâmetros mais importantes. 

Maiores eficiências podem ser atingidas com maiores concentrações de oxigênio, 

porém o elevado custo do oxigênio puro torna o processo oneroso, incentivando o uso 

de ar (ZHENG et al., 2014). 

Alguns peróxidos são utilizados como agentes oxidantes em pré-tratamentos 

oxidativos, como perácido acético, dimetildioxirano e peroximonossulfato. No presente 

trabalho foi utilizado o peróxido de hidrogênio (H2O2), sendo este o mais utilizado entre 

os peróxidos aplicados em pré-tratamentos oxidativos. 

3.4.1.2.1 Pré-tratamento oxidativo com peróxido de hidrogênio 

O peróxido de hidrogênio é uma importante substância química utilizada 

comumente nos setores industriais e domésticos da sociedade, onde possui 

aplicações como alvejante e desinfetante. Possui elevado potencial oxidante, sendo 

aplicado na produção de produtos de química fina, e também considerado como um 

oxidante verde, devido a não geração de resíduos e efluentes quando a oxidação dos 

compostos orgânicos ocorre de forma completa (EDWARDS et al., 2015). 

Quando aplicado em pré-tratamentos de biomassa lignocelulósica, o peróxido 

de hidrogênio é um agente efetivo na deslignificação e solubilização das 

hemiceluloses, levando a obtenção de elevados rendimentos de monossacarídeos, 

em pressão e temperatura ambiente, apresentando baixa geração de inibidores 

(BANERJEE et al., 2012; RABELO et al., 2008). Em meios neutros, o peróxido de 

hidrogênio é geralmente estabilizado, antes de ser decomposto, por silicato de sódio 

(Na2SiO3) ou sulfato de magnésio (MgSO4) (GOULD, 1984). Quando aplicado em 

meios alcalinos, os produtos intermediários gerados pela decomposição do peróxido 

de hidrogênio, como o ânion hidroperóxido (HOO-), que possui elevado potencial 

oxidativo, reage prontamente com as subunidades de lignina e hemiceluloses, 
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gerando produtos de degradação de baixa massa molar (GELLERSTEDT et al., 1980). 

Além disso, a decomposição do peróxido de hidrogênio em meio alcalino gera radicais 

hidroxila (•OH) e superóxido (•O2
-) que são responsáveis pela oxidação da estrutura 

da lignina, reação na qual os radicais produzidos procuram centros ricos em 

densidade eletrônica contendo insaturações, como os grupos carbonila de aldeído, 

cetona e ácido carboxílico e anéis aromáticos, ocasionando a sua dissolução (SUN et 

al., 2004). 

Para maior entendimento da técnica é necessário avaliar cada etapa envolvida 

na reação. Em pH alcalino, o peróxido de hidrogênio, pKa igual a 11,6, dissocia-se, 

formando o ânion hidroperóxido (HOO-) (MUHAMMED, RAO, 1957). O ânion 

hidroperóxido (HOO-) pode reagir com peróxido de hidrogênio ainda não dissociado, 

de acordo com as Equações (1) e (2): 

 2 2 2

   H O NaOH HOO Na H O   (1) 

 2 2 2 2

     H O HOO OH O H O   (2) 

Na ausência de outras substâncias reagentes, os radicais hidroxila e 

superóxido reagem entre si para formar O2 e água, de acordo com a Equação (3): 

 2 2 2

      OH O H O H O   (3) 

A partir das duas primeiras reações, pode-se obter a equação da reação geral 

apresentada a seguir na Equação (4): 

 2 2 2 22    H O HOO H O H O   (4) 

Desta forma, é possível concluir que a quantidade máxima de O2 gerada no 

meio reacional é igual a metade da quantidade molar de peróxido de hidrogênio 

envolvida inicialmente, supondo que não haja presença de outros compostos reativos 

frente aos radicais hidroxila e superóxido, em competição com a reação mostrada na 

Equação (3) (GOULD, 1984). 

O fato de as taxas de deslignificação serem máximas em pH 11,6 sugere que 

os intermediários essenciais da reação são gerados via reação mostrada na Equação 

(1), sendo essa fortemente dependente do pH do meio reacional (GOULD, 1984). 
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Apesar de a lignina ser o maior aceptor de radicais da reação, porções de 

celulose também sofrem mudanças estruturais levando a sua degradação, estando 

estas diretamente relacionadas à severidade do pré-tratamento. Pequenas 

modificações nas unidades de celulose são suficientes para romper ligações 

intermoleculares de hidrogênio, que ocasionam em uma maior acessibilidade à 

estrutura da molécula, tornando-a altamente susceptível a ação das enzimas 

hidrolíticas durante a hidrólise enzimática (GOULD, 1984). Assim, o estudo das 

condições de pré-tratamento a serem aplicadas se torna de extrema importância, 

tendo em vista o objetivo do pré-tratamento de maximizar os rendimentos globais, 

preservando a fração de carboidratos para produção de E2G. 

Em seu trabalho pioneiro, Gould (1984) aplicou pré-tratamento oxidativo 

avançado com 0,5 g H2O2 por g de palha de trigo, em 50 mL de solução durante 24 h 

à 25ºC. Foram estudadas as eficiências nas reações em diferentes faixas de pH, 

sendo a deslignificação mais elevada atingida em torno de 60% para pH 11,5, quando 

a conversão enzimática relatada foi maior que 90%. 

Banerjee et al. (2011) avaliaram os rendimentos enzimáticos de palha de milho, 

com 0,5 g H2O2 por g de biomassa, durante 24 h, em temperatura ambiente. Os 

autores obtiveram 68,6% de conversão enzimática para pré-tratamento com 

concentração de sólidos de 2% (RLS de 50:1), e conversão enzimática de 82% nos 

testes em que a carga de sólidos foi aumentada para 10% (RLS de 10:1), sendo 

possível concluir que o aumento na concentração de sólidos favoreceu o rendimento 

global da reação com peróxido de hidrogênio. Os mesmos autores avaliaram ainda os 

efeitos da diminuição da concentração de H2O2 por massa de biomassa, chegando a 

rendimentos de 74% de conversão enzimática em ensaios realizados com 0,25 g de 

H2O2 por g de biomassa, e um valor muito inferior de 46% para ensaios com 0,125 g 

de H2O2 por g de biomassa. Observou-se também a necessidade de controle rígido 

do pH do meio reacional durante as reações em que uma baixa concentração de H2O2, 

como 0,125 g H2O2 g biomassa-1 foi aplicada, sendo utilizado hidróxido de sódio 

(NaOH) para o ajuste do pH. 

Su et al. (2015) avaliaram o pré-tratamento com 0,4 g de H2O2 por g de espiga 

de milho, com uma RLS de 50:1, variando os tempos de reação. O pH foi ajustado 

para 11,5 a partir da adição de NaOH (5 mol L-1). Foi observado que a presença de 
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lignina diminuiu dos 21,6% iniciais para 9% em 30 min, sendo mantida em níveis 

constantes de 6% até 6 h de pré-tratamento, atingindo 75,4% de deslignificação e 

81,3% de celulose residual na amostra. As hemiceluloses e a lignina foram bastante 

solubilizadas e passaram por etapas de recuperação, sendo alcançado 88,9% de 

recuperação das hemiceluloses extraídas e 77,5% da lignina. 

Xue et al. (2016) aplicaram o pré-tratamento com peróxido de hidrogênio em 

bagaço de cana-de-açúcar, otimizando suas condições a partir de planejamento 

experimental, no qual variaram a concentração de H2O2, tempo e temperatura de 

reação. A condição ótima encontrada foi de 0,25 g de H2O2 por g de bagaço, RLS de 

10:1, 40ºC e 24 h. O pré-tratamento apresentou um rendimento em massa de 44,6%, 

mantendo no resíduo insolúvel 70,43% da celulose inicial e atingindo 93,8% de 

deslignificação. 

Rabelo et al. (2014) avaliaram o pré-tratamento com peróxido de hidrogênio na 

presença e ausência de moagem da biomassa, estudando a relação entre o tamanho 

das partículas e a solubilização de lignina e carboidratos. Segundo os autores, o pré-

tratamento alcalino com peróxido de hidrogênio no qual foi realizada a diminuição do 

tamanho das partículas a partir da moagem aumentou a solubilização da celulose, 

diminuindo a eficiência global da conversão a monossacarídeos, devido à redução na 

quantidade de glicose recuperada no bagaço de cana inicial ao final do processo de 

hidrólise enzimática do bagaço pré-tratado. A fim de otimizar as condições de pré-

tratamento para maximização da recuperação de glicose, os autores aplicaram um 

planejamento experimental variando temperatura e concentração de peróxido de 

hidrogênio, chegando às condições de 2,67 g H2O2 g bagaço-1, 25ºC, 1 h e RLS de 

25:1, alcançando um rendimento de 45,6% na reação, celulose residual de 92,6% na 

fração sólida insolúvel, com deslignificação de 94,1% e conversão enzimática global 

de 84%. 

Martins et al. (2015) avaliaram diferentes pré-tratamentos em bagaço de cana-

de-açúcar, sendo que aquele que usou o peróxido de hidrogênio alcalino atingiu os 

melhores resultados. Os autores avaliaram também maiores cargas de sólidos no pré-

tratamento: RLS de 5:1, 4:1 e 3,3:1, além de avaliarem diferentes bases para controlar 

do meio reacional o pH em 11,5 (NaOH, KOH e Mg(OH)2). Os melhores resultados de 

recuperação de celulose e extração de hemiceluloses e lignina foram encontrados na 
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maior RLS, de 5:1, em que o bagaço de cana resultante apresentou 65,5% de 

celulose, 14,2% de hemiceluloses e 13,2% de lignina. Entre as bases utilizadas, o 

hidróxido de sódio (NaOH) apresentou melhores remoções de lignina e 

comportamento semelhante em relação aos demais constituintes majoritários da 

biomassa. Além disso, uma menor quantidade de NaOH foi utilizada quando 

comparada com as quantidades das outras bases. 

3.4.2 A produção de bioetanol 

O sistema agroenergético brasileiro baseado na produção de E1G à partir da 

sacarose da cana-de-açúcar é considerado o mais eficiente do mundo, representando 

18,1% da matriz energética primária total do país (EPE, 2015; SILVA et al., 2018). A 

segurança energética parcial atingida é em parte consequência de avanços 

tecnológicos e agrícolas obtidos por meio de pesquisas científicas e subsídios 

governamentais incentivados pelo Programa Nacional do Álcool (Pró-Álcool) na 

década de 70, no qual objetivou-se a substituição parcial da gasolina por etanol em 

todo território nacional para diminuição da dependência política e econômica em 

relação aos países exportadores de combustíveis fósseis e ao mercado internacional 

de petróleo (ROSILLO-CALLE, CORTEZ, 1998). 

Com a crescente instabilidade no preço do barril de petróleo, muitos países têm 

investido em políticas energéticas baseadas em biocombustíveis. Desta forma, a 

utilização dos resíduos da produção agroindustrial torna-se uma alternativa para 

aumentar a produtividade de etanol por área agricultável, elevando consideravelmente 

sua produtividade (SOCCOL et al., 2010). Segundo Macedo (2005), se os resíduos 

da cana-de-açúcar gerados durante a produção sucroalcooleira brasileira fossem 

coletados e utilizados para produção de energia, e 50% do bagaço de cana fosse 

convertido em E2G, a produtividade poderia passar de 6000 L ha-1 para 9700-

10000 L ha-1 de etanol, significando um aumento de 60% na produtividade. Para que 

o aumento de produtividade de etanol ocorra desta maneira, torna-se essencial o 

desenvolvimento de tecnologias eficientes capazes de obter o máximo de energia da 

fração de carboidratos presente no bagaço de cana-de-açúcar. 

A produção de E2G a partir do bagaço de cana-de-açúcar, bem como de outras 

biomassas lignocelulósicas, após as etapas de pré-tratamento, inclui a hidrólise da 
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celulose (sacarificação), a fermentação dos açúcares redutores e a destilação, sendo 

necessária ainda uma etapa de detoxificação prévia a fermentação, dependendo do 

pré-tratamento aplicado (OJEDA, KAFAROV, 2009). Os processos geralmente 

empregados dividem-se entre aqueles que aplicam a sacarificação e a fermentação 

estrategicamente de forma integrada (SSF – Simultaneous Saccharification and 

Fermentation), e aqueles que aplicam de forma separada, em etapas subsequentes 

(SHF - Separate Hydrolysis and Fermentation) (SOCCOL et al., 2010). 

O processo integrado é subdividido entre diferentes tecnologias, e apresenta 

conversões superiores e mais rápidas, devido à superação do fator limitante de 

inibição pelo produto na hidrólise enzimática e a aplicação de processos mais 

compactos, utilizando muitas vezes um único reator (SARKAR et al., 2012). Contudo, 

a integração das etapas possui como desvantagem a falta de modelos matemáticos 

apropriados para descrever as condições ótimas de cada processo. Tal fato acarreta 

em maior complexidade do controle operacional como temperatura, pH e tempo 

reacional, necessitando de tecnologias avançadas, as quais possuem maiores 

dificuldades de adequação às necessidades dos projetos (ADITIYA et al., 2016). 

A separação da sacarificação e fermentação em etapas subsequentes 

possibilita a realização de cada etapa em condições reacionais ótimas, como pH e 

temperatura ideal, devido às enzimas hidrolíticas possuírem temperatura reacional 

ótima de 50ºC, e as leveduras e bactérias, dependendo do processo, temperaturas 

ótimas de 28-35ºC. Por outro lado, a maior eficiência de conversão de açúcares 

relacionada ao processo SSF, ocorre em parte devido às maiores conversões 

atingidas pelas frações de xilose. Desta forma, a SHF é mais atrativa para biomassas 

que possuam pouca presença de xilose, ou que esta fração tenha sido extraída em 

etapa anterior ao processo de fermentação (BUABAN et al., 2010). 

Esse fato torna a SHF a tecnologia mais utilizada em escala comercial, sendo 

também aplicada no presente trabalho (RASTOGI, SHRIVASTAVA, 2017). 
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3.4.2.1 Hidrólise enzimática 

Na etapa de hidrólise enzimática ocorre o rompimento das cadeias longas dos 

carboidratos, com a adição de moléculas de água, tornando disponíveis os 

monômeros de açúcares fermentescíveis para os microrganismos que serão 

responsáveis pela fermentação. O desafio quanto à aplicação da hidrólise enzimática 

se dá pelos elevados custos envolvidos na utilização de enzimas específicas, porém 

em comparação com a hidrólise ácida, as enzimas trabalham à temperaturas (50ºC) 

e pressões (1 atm) mais brandas, não havendo a necessidade de utilização de 

equipamentos resistentes à corrosão, e não degradando monômeros de açúcares a 

furanos sob condições severas, demonstrando elevada especificidade (MOSIER et 

al., 2002; FERREIRA et al., 2009). 

As enzimas específicas utilizadas na degradação da celulose são as celulases, 

sendo estas um complexo enzimático constituído de endoglicanases, exoglicanases 

e β-glicosidades, que agem sobre as ligações glicosídicas do tipo β(1→4) nas cadeias 

de celulose. A produção destas enzimas, realizada principalmente por algumas 

bactérias aeróbias (Bacillus sp.), anaeróbias (Clostridium sp.) e também por fungos 

(Trichoderma e Arpergillus), pode representar até 18% dos custos de produção em 

uma biorrefinaria lignocelulósica, de acordo com estimativas feitas por meio de 

simulação de processos (KUHAD et al., 2010; WINGREN et al., 2003). 

A 1,4-β-D-glicanohidrolase presente na endoglicanase alcança regiões de 

baixa cristalinidade (regiões de grau de ordenação mais baixa) da celulose, iniciando 

a hidrólise das ligações β-1,4 pela adição de molécula de água. São formadas cadeias 

mais curtas e com extremidades livres redutoras e não-redutoras, como pode ser 

visualizado na Figura 3.10. Posteriormente, a 1,4-β-D glicana celobiohidrolase 

presente na exoglicanase age degradando as cadeias curtas de celulose 

(celodextrina), agindo sobre as extremidades redutoras e não-redutoras da estrutura, 

formando dímeros de glicose (celobiose), como pode ser visualizado na Figura 3.11. 

Devido à fermentação dos carboidratos contidos no bagaço de cana-de-açúcar 

necessitar de monômeros de glicose, é esperada que a celobiose seja degradada, na 

última etapa da hidrólise enzimática, em glicose. Desta forma, a β-glicosidase age na 
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celobiose clivando-a em monômeros de glicose, conforme pode ser visualizado na 

Figura 3.12. 

Figura 3.10: Reação de hidrólise da celulose catalisada pela endoglicanase. 

 

Fonte: Aditiya et al. (2016). 

Figura 3.11: Reação de hidrólise da celodextrina catalisada pela exoglicanase.  

 

Fonte: Aditiya et al. (2016). 

Figura 3.12: Reação de hidrólise da celobiose pela β-glicosidase.  

 

Fonte: Aditiya et al. (2016). 

A conversão de celulose a glicose deve-se então ao sinergismo entre as 

diferentes enzimas do complexo enzimático, e sua atuação múltipla combinada na 
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hidrólise da celulose, gerando glicose como produto final. Nos últimos anos, muitas 

pesquisas têm tentado aumentar a eficiência desta etapa controlando alguns 

parâmetros reacionais da hidrólise enzimática, como pode ser observado por meio 

dos dados de processo apresentados na Tabela 3.5. Alguns destes parâmetros 

necessitam de metodologias específicas para serem determinados e modificados, 

como a atividade enzimática do complexo utilizado. 

De forma geral, a metodologia recomendada pela IUPAC (União Internacional 

de Química Pura e Aplicada) é baseada na determinação da liberação de açúcares 

redutores a partir da hidrólise de filtros de papel celulósico. A atividade de determinado 

complexo enzimático é medida à partir da quantidade de açúcar redutor produzido por 

massa de papel filtro, ou seja, uma unidade de papel filtro (FPU – filter paper unit) 

equivale a produção de 2 mg de glicose por 50 mg de papel filtro durante reação de 

1 h em pH 4,8 à 50ºC. Este valor é útil para comparação entre diferentes trabalhos 

científicos ao levar em consideração a quantidade de FPU mL-1 de solução enzimática 

aplicada, bem como a quantidade de FPU g-1 de substrato tratado (GHOSE, 1987). 

Além da dosagem enzimática, outros fatores também afetam os rendimentos 

de hidrólise enzimática, como pH do meio, temperatura, presença de inibidores, 

acessibilidade ao substrato e concentração de sólidos (BATALHA et al., 2015). 

A atividade das hemicelulases na degradação das hemiceluloses em 

monômeros de açúcares não é favorável à hidrólise da celulose. Os produtos de 

degradação da hidrólise das hemiceluloses, como xilose, xilo-oligômeros, galactose, 

manose, agem como fortes inibidores das celulases e β-glicosidases (XIMENES et al., 

2011; XIAO et al., 2004). Isso indica que uma forma de potencializar a exploração da 

biomassa lignocelulósica seja a aplicação de hidrólises separadas para cada uma de 

suas frações, aplicando celulases em materiais ricos em celulose, e hemicelulases, 

ou outra solução economicamente viável, para materiais ricos em hemiceluloses, 

como forma de garantir a viabilidade econômica do processo de maneira integral 

(ADITIYA et al., 2016). 
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Tabela 3.4: Resultados e condições experimentais de trabalhos onde diferentes condições de hidrólise enzimática foram testadas. 

Autores Biomassa Condições experimentais Resultados principais 

Rabelo et al. (2014) Bagaço de cana-de-açúcar 

a) Celulase (Trichoderma reesei ATCC 
26921) e β-glicosidase (Aspergillus niger, 
Sigma-Aldrich®); 
b) 3,5 FPU g-1 celulase, 25 CBU g-1 β-
glicosidase; 
c) 3% (m m-1); 
d) Tempo omitido, 50ºC, 100 rpm, pH 4,8; 
e) 250 mL. 

41,7 g glicose/100 g bagaço 

92,6% conversão global em 

glicose 

Batalha et al. (2015) Bagaço de cana-de-açúcar 

a) Novozymes® Cellic-CTec2 e Cellic-
HTec2; 
b) 5 e 10 FPU g-1; 
c) 5% (m v-1); 
d) 96 h, 50ºC, 180 rpm, pH 4,8; 
e) Volume omitido. 

Conversão de celulose de 

77% para 10 FPU g-1, e 72% 

para 5 FPU g-1 

Xue et al. (2016) Bagaço de cana-de-açúcar 

a) Celulase (P. oxalicum EU2106); 
b) 30 FPU g-1; 
c) 40 g L-1; 
d) 96 h, 50ºC, 150 rpm, pH 4,5; 
e) 100 mL. 

34,4 g glicose/100 g bagaço 

Su et al. (2015) Espiga de milho 

a) Celulase (Trichoderma reesei Spezyme 
CP) e β-glicosidase (Novozyme 188); 
b) 50 FPU g-1 celulase, 30 CBU g-1 β-
glicosidase; 
c) 6% (m v-1); 
d) 24 h, 50ºC, 150 rpm, pH 4,8; 
e) 50 mL. 

Conversão de celulose de 

71,6% 

a) Coquetel enzimático; b) Carga enzimática; c) Teor de sólidos; d) Tempo, temperatura, agitação e pH; e) Volume de 

reação
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3.4.2.2 Fermentação alcoólica 

Após a hidrólise enzimática, os açúcares redutores são convertidos em E2G 

pela atividade metabólica de um microrganismo, bactéria ou levedura, agente da 

fermentação. 

A relação estequiométrica da produção de etanol em processo fermentativo é 

de 2:1 (etanol:glicose), com a formação também de 2 mols de dióxido de carbono 

(Equação (5)). Com essa relação é possível determinar a produção teórica em massa 

de etanol, de 511 g etanol kg-1 glicose (TRAN et al., 2013). 

  C H O C H OH CO6 12 6 2 5 22 2   (5) 

Para a fermentação alcoólica é extremamente necessário o controle das 

condições de fermentação com relação à temperatura e pH. Sendo a maior parte dos 

microrganismos utilizados mesofílicos, e, portanto, as temperaturas reacionais ficam 

em torno de 30-38ºC. Para os processos que utilizam bactérias como agente de 

fermentação, o pH deve estar entre 6,5-7,5, e para aqueles que utilizam leveduras, 

faixas de pH mais ácidas são toleradas, como 3,5-5,0 (AMINIFARSHIDMEHR, 1996; 

BALAT et al., 2008). 

Entre os microrganismos mais utilizados estão a Saccharomyces cerevisiae 

entre as leveduras, e a Zymomonas mobilis entre as bactérias, que convertem 

hexoses, como glicose e frutose, em etanol (ADITIYA et al., 2016). O uso de 

Saccharomyces cerevisiae na fermentação alcoólica destaca-se frente aos outros 

microrganismos devido às suas características de maior resistência às substâncias 

tóxicas inibidoras e ao próprio etanol, além da elevada eficiência na produção e maior 

resiliência frente as variações de pH para valores levemente mais baixos (RASTOGI, 

SHRIVASTAVA, 2017). Mohagheghi et al. (2002) avaliaram a produção de etanol 

aplicando Zymomonas mobilis como agente de fermentação, atingindo-se rendimento 

de 97% de conversão de etanol teórico, com concentração alcoólica de 12% durante 

a reação (m v-1). 

Apesar de serem largamente utilizados na produção de etanol, a S. cerevisae 

e a Z. mobilis não têm a capacidade de fermentar açúcares C5. Candida shehatae, 

Pichia stipitis e Pachysolen tannophilus são microrganismos utilizados para conversão 
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das pentoses, entretanto seus rendimentos teóricos são baixos, possuindo elevada 

sensibilidade às variações de condições de fermentação, com vulnerabilidade à meios 

levemente ácidos, com presença de inibidores e de elevadas concentrações de etanol 

(HAHN-HÄGERDAL et al., 2007). Para compensar as limitações naturais de 

microrganismos específicos que possuem elevados rendimentos, alterações 

genéticas têm sido empregadas para que determinado microrganismo tenha a 

capacidade de cofermentar outros açúcares, além de se buscar melhoramentos na 

qualidade dos produtos finais obtidos. Buaban et al. (2010) utilizaram Pichia stipitis 

BCC15191 modificada geneticamente como agente de fermentação em açúcares 

obtidos de bagaço de cana-de-açúcar, resultando em um produto final com 

concentração de etanol de 8,4 g L-1, após 24 h de fermentação. Neste caso, a P. stipitis 

foi capaz de cofermentar xilose e glicose à etanol. 

Outros microrganismos também têm sido testados, principalmente em relação 

aos processos integrados de sacarificação e fermentação, como o Trichoderma 

reesei, fungo conhecido por sua capacidade de secretar enzimas que degradam 

materiais lignocelulósicos (XU et al., 2009). Além dos fungos filamentosos Fusarium 

oxysporum e Neurospora crassa, a bactéria anaeróbica Clostridium thermocellum 

também tem sido aplicada em estudos que buscam novas tecnologias e agentes de 

fermentação (SARKAR et al., 2012). 

3.4.3 Vantagens do fracionamento da biomassa 

Em uma biorrefinaria lignocelulósica, a etapa de pré-tratamento é uma das mais 

onerosas no processo de beneficiamento da biomassa. O desenvolvimento de 

métodos efetivos e condições otimizadas de pré-tratamento contribui para a 

superação dos custos de investimento, em prol de um balanço econômico positivo 

(YOO et al., 2011). Outra abordagem significativa para superar as barreiras 

econômicas é a exploração de subprodutos de valor agregado à partir da utilização 

integral da biomassa, ou seja, a realização da separação otimizada de cada 

componente da biomassa em etapas distintas. 

O fracionamento estratégico foi proposto por Koukios e Valkanas (1982) como 

o primeiro estágio de refinamento integral da biomassa para geração de bioprodutos 

de valor agregado. Neste contexto, cada etapa de pré-tratamento possui a finalidade 



53 
 

não só de preparar a polpa (celulose juntamente com hemiceluloses, ou não) para a 

bioconversão desta no produto principal (bioetanol), como também separar os outros 

componentes de forma que possam ser explorados e convertidos em outros produtos 

de valor agregado, em diferentes etapas subsequentes do processo. 

Para que a aplicação do fracionamento da biomassa seja viável, uma 

recuperação eficiente dos três componentes é esperada. Para isso é essencial um 

entendimento aprofundado da biomassa em questão, selecionando os pré-

tratamentos adequados para cada etapa e finalidade, desenvolvendo condições 

ótimas de fracionamento para cada um (YOO et al., 2011). 

Uma ampla variedade de estudos foi realizada para melhorar a digestibilidade 

enzimática da biomassa lignocelulósica visando liberar açúcares fermentescíveis para 

posterior utilização em fermentação alcoólica. Dentre os diversos pré-tratamentos, o 

pré-tratamento hidrotérmico, como apresentado anteriormente na seção 4.1.1, 

destaca-se pela elevada seletividade e eficiência na extração de hemiceluloses do 

complexo lignocelulósico, em reação autocatalisada (BAÊTA et al., 2016). Contudo, a 

fração sólida resultante, que posteriormente é hidrolisada enzimaticamente e 

fermentada à etanol, ainda mantém um elevado teor de lignina, correspondente as 

frações intercruzadas e modificadas, devido ao pré-tratamento hidrotérmico utilizar 

água como solvente e reagente em meio ácido, não sendo esse solvente o mais 

apropriado para solubilização de frações de lignina de maior massa molar. A presença 

de lignina torna a atuação do coquetel enzimático um grande desafio, devido a 

ocorrência de adsorções improdutivas. Desta forma, um pré-tratamento que possua 

maior seletividade na extração de lignina torna a hidrólise enzimática potencialmente 

mais produtiva, diminuindo gastos com a quantidade de coquetel enzimático aplicado 

na hdrólise (RABELO et al., 2014). 

Vallejos et al. (2015) aplicaram a deslignificação organossolve em etapa de 

tratamento posterior hidrotérmico, com intuito de minimizar o consumo de água e gerar 

uma fração sólida rica em celulose. Com a aplicação dessa sequência de 

fracionamento, a deslignificação máxima alcançada foi de 86,7%, e a celulose residual 

de 90%. Quando a aplicação de pré-tratamento organossolve foi realizada na 

biomassa na ausência de pré-tratamento hidrotérmico como etapa prévia, a presença 

de lignina na fração sólida foi ligeiramente maior, apesar da deslignificação média 
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alcançada também apresentar valores elevados. Nessa situação, existe uma menor 

quantidade de lignina quimicamente modificada por condensação e repolimerização 

devido à ausência de etapa prévia a deslignificação, o que facilita a extração da 

mesma, embora o rendimento global de deslignificação tenha sido menor. No entanto, 

os autores concluíram que houve uma melhora significativa na fração sólida final pela 

aplicação de fracionamento em duas etapas (hidrotérmico seguido de deslignificação 

organossolve), obtendo-se uma fração sólida final com maior quantidade de glicana 

(celulose) e uma menor quantidade de lignina (VALLEJOS et al., 2015). 

Gurgel et al. (2016) aplicaram pré-tratamento hidrotérmico seguido de 

deslignificação organossolve (etanol:água, 1:1 (v v-1)) com CO2 subcrítico, atingindo 

melhorias quando comparado com outros trabalhos que aplicaram somente pré-

tratamento organossolve (ROMANI et al., 2011; HUIJGEN et al., 2012), com relação 

à uma quantidade superior de glicana preservada na fração sólida, alcançando 

elevadas eficiências de deslignificação (72,2-82,5%) e menor presença de lignina (7,4-

10,8%). Os autores concluíram que isto deveu-se a diminuição do pH pela dissociação 

do CO2, que acelerou a hidrólise das ligações α- e β-aril-aquil-éter da lignina com 

relação aos pré-tratamentos que não utilizam este co-solvente. 

Meighan et al. (2017) avaliaram o uso de glicerol puro e residual da produção 

de biodiesel como solvente na deslignificação organossolve após pré-tratamento 

hidrotérmico, alcançando uma deslignificação de 64% e celulose residual superior a 

80%. Os autores também avaliaram a viabilidade energética do fracionamento 

aplicado, concluindo que o uso do glicerol residual do processo de produção de 

biodiesel foi superior ao puro, quando aplicado juntamente com pré-tratamento 

hidrotérmico de menor severidade. Considerando a combustão do licor negro, 

contendo majoritariamente glicerol bruto e lignina, a estratégia de fracionamento 

aplicada no estudo foi considerada satisfatória em termos energéticos, gerando fração 

sólida rica em celulose para hidrólise enzimática e posteriormente produção de E2G. 

Embora nos estudos realizados por Gurgel et al. (2016) e Meighan et al. (2017) 

a estratégia de fracionamento em duas etapas tenha sido bem-sucedida do ponto de 

vista de separação e isolamento dos principais componentes do bagaço de cana, a 

etapa de hidrólise enzimática não permitiu obter rendimentos de conversão de 

celulose a glicose superiores a 70%. Isso demonstra que as possíveis reações de 
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intercruzamento durante a etapa de pré-tratamento hidrotérmico prejudicaram a etapa 

de deslignificação subsequente e o acesso das enzimas a fração de celulose residual 

após a sequência de fracionamento. Desta forma, mediante ao exposto, o presente 

estudo visou verificar a hipótese de que a única forma possível de se obter elevados 

rendimentos de hidrólise enzimática (>90%) seria adotar como segunda etapa de 

fracionamento um tratamento oxidativo avançado, capaz de degradar a lignina 

condensada e repolimerizada, facilitando o acesso das enzimas hidrolíticas à fração 

de celulose residual. 

3.4.4 Produção de biogás por digestão anaeróbia 

Produzido pela ação de microrganismos na decomposição anaeróbia da 

matéria orgânica sob condições específicas de temperatura, umidade e acidez, o 

biogás é uma mistura de gases, composto principalmente por metano e gás carbônico, 

além de hidrogênio, gás sulfídrico, nitrogênio, água e amônia, em menores proporções 

(COELHO et al., 2006). Dentre seus principais constituintes destaca-se o metano 

(CH4) e o hidrogênio (H2), fontes de energia renovável com destacado potencial 

energético para abastecer as próprias plantas industriais com energia térmica e 

elétrica (ALEXANDROPOULOU et al, 2017). Estes podem ser produzidos a partir de 

substratos como lodo de esgoto, resíduos e efluentes industriais e urbanos 

(PETERSSON et al., 2007). Além destes, o uso de resíduos lignocelulósicos para 

produção de biogás vem demonstrando grande potencial devido principalmente a 

utilização de correntes de processo que não são exploradas em vias de geração de 

produtos mais nobres, incrementando, desta forma, a quantidade de energia gerada 

em uma planta industrial (SAFARI et al., 2017). 

A forma mais usual de produção de CH4 é por via bioquímica utilizando 

microrganismos anaeróbios, em uma digestão anaeróbia, que se divide em quatro 

fases: i) hidrólise, ii) acidogênese, iii) acetogênese e iv) metanogênese. Estas fases 

são realizadas por diferentes tipos de microrganismos, como bactérias e árqueas, que 

trabalham de forma sintrófica. Na Figura 3.13 é possível observar um esquema 

simplificado das diferentes etapas da digestão anaeróbia aplicada à compostos 

oriundos da degradação de biomassa lignocelulósica. 
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Figura 3.13: Etapas da digestão anaeróbia aplicada à biomassa lignocelulósica.  

 

Fonte: Adaptado de Monlau, Barakat, et al. (2013). 

A etapa de hidrólise é a etapa limitante na digestão anaeróbia aplicada à 

biomassa lignocelulósica. Isto se deve à ineficiência da ação das exoenzimas dos 

microrganismos sobre a complexa estrutura encontrada nos materiais lignocelulósicos 

(ZHENG et al., 2014). Desta forma, para garantir viabilidade na produção de metano 

à partir destes materiais, torna-se necessária uma etapa de pré-tratamento para elevar 

a acessibilidade dos microrganismos ao substrato (fração de carboidratos da 

biomassa lignocelulósica). O pré-tratamento hidrotérmico, como mencionado 

anteriormente, possibilita a produção de uma fração líquida rica em açúcares C5, que 

pode ser convertida em metano por meio de digestão anaeróbia (BAÊTA et al., 2016). 

A conversão da fração de açúcares C5 em biogás é vantajosa, pois não necessita de 

etapa adicional de detoxificação do hidrolisado devido a presença de ácidos orgânicos 

(ácidos fórmico e acético), furanos e fragmentos de lignina como a produção de E2G 

e produtos de valor agregado como o xilitol exige, por exemplo (CANILHA et al., 2008). 

Outros pré-tratamentos têm sido aplicados à biomassa lignocelulósica para 

produção de metano. Ahmad et al. (2018) aplicaram o pré-tratamento hidrotérmico em 

bagaço de cana impregnado com H2O2, incrementando a produção de metano em 

118,64% em comparação ao bagaço de cana in natura. Juntamente com a elevação 

na produção de metano foram observadas produções de HMF (0,06 g L−1), furfural 
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(0,06 g L−1) e ácido acético (0,58 g L−1). Adarme et al. (2017) relataram uma produção 

de 2,6 Nm3 CH4 kg COT−1 a partir da ozonização de bagaço de cana (8 mg O3 min−1, 

15 min e RLS de 13,3 mL g−1). Apesar da elevada produtividade, os autores também 

identificaram a produção de uma série de inibidores da digestão anaeróbia, como 

ácido oxálico, butanal, xilitol, furanona, benzaldeído, pentafuranose, entre outros. 

Portanto, o uso integral da biomassa lignocelulósica necessita de uma 

estratégia racional de separação de cada um de seus constituintes. A produção de 

metano favorece a exploração integral de seu potencial energético, ao transformar as 

correntes residuais do processo em aportes extras de energia, favorecendo o balanço 

de energia da planta industrial e facilitando a aplicação de diferentes tecnologias. 
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4. Material e métodos 

4.1 Reagentes 

Ácido sulfúrico (95-98%), hidróxido de sódio (pérolas), peróxido de hidrogênio 

(29% m m-1 em H2O) foram adquiridos da Neon (Brasil). Bicarbonato de sódio (≥99%) 

foi adquirido da Nuclear (Brasil). Ácido clorídrico (37% m m-1 em H2O) foi adquirido da 

Alphatec (Brasil). Padrões para cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) de 

celobiose (≥98%), glicose (≥99,5%), xilose (≥99,5%), arabinose (≥99,5%), ácido 

acético (49-51% em H2O), ácido fórmico (49-51%), 5-hidroximetil-2-furfuraldeído 

(≥98,0%, HMF), 2-furfuraldeído (≥98,5%, FF) e etanol (≥99,5%) foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich. Azida sódica foi adquirida de Vetec (Brasil). 

Os coquetéis enzimáticos Cellic HTec2® e Cellic CTec2® foram gentilmente 

cedidos pela Novozymes (Araucária, PR, Brasil). 

4.2 Coleta e armazenamento do bagaço de cana 

O bagaço de cana-de-açúcar in natura utilizado no presente trabalho foi 

gentilmente cedido pela Jatiboca Usina de Açúcar e Etanol (Urucânia, Minas Gerais, 

Brasil). O material foi disposto para secagem sob a luz do sol durante 

aproximadamente 15 dias, até que sua umidade chegasse a valores próximos de 10% 

e o mesmo pudesse ser usado na etapa de pré-tratamento, sendo armazenado em 

recipiente fechado livre de umidade e à temperatura ambiente. 

4.3 Pré-tratamento hidrotérmico 

Os ensaios de pré-tratamento hidrotérmico do bagaço de cana foram realizados 

em um reator pressurizado de chão do tipo Parr (Parr Instruments, modelo 4532), 

equipado com vaso reator de 1,9 L feito de aço C-276 com gaxeta de teflon, com 

controlador eletrônico de pressão e lança termopar para aferição de temperatura. 

Foram fixadas 120 g de bagaço de cana-de-açúcar em base seca por pré-tratamento. 

As condições de pré-tratamento hidrotérmico aplicadas foram aquelas otimizadas em 

estudo realizado por Baêta et al. (2016), nas quais a temperatura de trabalho foi de 

183°C, tempo de duração da reação de ~41 min e razão líquido-sólido (RLS) de 3,94 

(mL g-1). 
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O tempo de aquecimento requerido para que o reator Parr atingisse 183°C foi 

de 41 min, sendo que o reator foi mantido a temperatura constante de 183°C por 

17 min para que o fator de severidade planejado (3,78) fosse alcançado. A pressão 

atingida após à temperatura de 183°C foi de 170 psi. Após o tempo de pré-tratamento 

determinado ter sido atingido, o aquecimento foi parado e o vaso reator submerso em 

um banho de água com gelo e, lentamente, despressurizado. O bagaço de cana pré-

tratado foi prensado em prensa hidráulica sob 9 toneladas (Solab, modelo SL10/15/E), 

com eficiência de, aproximadamente, 80%. As frações sólidas resultantes foram 

armazenadas úmidas em freezer (-20°C) até utilização nas metodologias analíticas e 

etapas posteriores do processo (extração alcalina). 

Foi construído um gráfico de temperatura contra o tempo para o cálculo das 

fases de aquecimento do reator (rampas de aquecimento e resfriamento e 

temperatura constante), por meio do qual foi calculado o fator de severidade, S0 (de 

3,78; Equação 6) (OVEREND et al., 1987; BAÊTA et al., 2016). 
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onde t (min) é o tempo e T (K) é a temperatura de operação. Considerou-se que só 

ocorreu quantidade apreciável de reação em temperaturas acima de 100°C. 

4.4 Extração alcalina 

No pré-tratamento hidrotérmico são geradas elevadas quantidades de 

fragmentos hidrofóbicos de lignina que se aderem à superfície das fibras, ocasionando 

a formação de gotas esféricas, chamadas droplets (BAÊTA et al., 2016). Sabendo-se 

da baixa solubilidade dos droplets de lignina no hidrolisado oriundo do pré-tratamento 

hidrotérmico devido ao meio aquoso ser ácido, foi aplicada uma etapa de extração 

alcalina, com intuito de diminuir a quantidade de reagente oxidante consumido em 

reação com fragmentos de lignina facilmente extraíveis. 

Para tanto, o bagaço de cana oriundo do pré-tratamento hidrotérmico foi seco 

em estufa de recirculação de ar (Solab, Brasil, modelo SL-102) até presença de 

umidade de 15%, para então passar por processo de moagem (moinho Weg Motores 
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AS, Brasil, modelo 0560287) em peneira de 40-60 mesh (0,25-0,42 mm). A extração 

alcalina constituiu-se de operação de lavagem em batelada com solução aquosa de 

NaOH (0,2 mol L-1) em liquidificador de lâminas sem corte por 30 s à temperatura 

ambiente, utilizando-se uma RLS de 10 mL g-1. 

O bagaço de cana pré-tratado e extraído com solução aquosa de NaOH foi 

transferido para uma peneira de malha de abertura de 200 mesh e o sólido lavado 

com água destilada até que o pH da água de lavagem atingisse a neutralidade. As 

frações sólidas resultantes foram armazenadas úmidas em freezer (-20°C) até 

utilização nas metodologias analíticas e etapas posteriores de pré-tratamento 

(caracterização e pré-tratamento oxidativo avançado). 

4.5 Pré-tratamento oxidativo avançado 

O pré-tratamento oxidativo avançado (POA) foi realizado em reator cilíndrico 

de acrílico de 1,5 L de capacidade (Figura 4.1), em temperatura ambiente, agitado à 

150 rpm por agitador equipado com haste de acrílico. Todos os experimentos foram 

iniciados com 30 g de bagaço pré-tratado e extraído com solução aquosa de NaOH 

(em base seca). Devido ao peróxido de hidrogênio possuir um valor de pKa de 11,6, 

faz-se necessária a elevação do pH à faixas de valores próximas de 11,6, como forma 

de garantir elevadas eficiências na geração de radicais (GOULD, 1984). Para manter 

o pH em 11,6 até o final do tempo de reação foi realizada a adição de gotas de uma 

solução aquosa 5 mol L-1 de hidróxido de sódio. 

A concentração de peróxido de hidrogênio, RLS, e tempo de reação foram 

variados de acordo com planejamento experimental Doehlert, descrito na seção 4.6. 

Após o pré-tratamento, as frações sólidas foram obtidas a partir de filtração em peneira 

de malha de abertura de 200 mesh, lavadas com água destilada até que o pH atingisse 

a neutralidade e armazenadas em freezer (-20°C) até utilização nas metodologias 

analíticas e etapas posteriores do processo (caracterização da fração sólida e 

hidrólise enzimática). 
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Figura 4.1: Reator em acrílico utilizado para pré-tratamento oxidativo avançado. 

 

O teor de celulose residual após os pré-tratamentos foi determinado de acordo 

com a Equação (7). 
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sendo Cb o conteúdo de celulose no bagaço de cana antes do pré-tratamento aplicado, 

Cr o conteúdo de celulose na fração sólida resultante do pré-tratamento e R o 

rendimento em porcentagem do pré-tratamento (quantidade de sólido residual). 

A deslignificação de cada amostra foi determinada de acordo com a Equação 

(8). 
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em que Lb é a quantidade de lignina contida no bagaço antes do pré-tratamento 

aplicado, Lr o conteúdo de lignina na fração sólida depois do pré-tratamento e R o 

rendimento em porcentagem do pré-tratamento (quantidade de sólido residual). 
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4.6 Planejamento experimental 

Um planejamento experimental Doehlert com 12 experimentos únicos e 3 

repetições no ponto central foi realizado para avaliar as condições experimentais do 

POA. Foram utilizadas três variáveis independentes em diferentes níveis cada uma: i) 

a carga de peróxido de hidrogênio aplicada por grama de bagaço de cana oriundo da 

extração alcalina (g H2O2 g BC-1) foi variada de 0,3 até 3,0, em 7 níveis; ii) a razão 

líquido-sólido (RLS; mL g-1) foi variada de 5 até 25, em 5 níveis e iii) o tempo de 

duração da reação (h) foi variado de 1 até 8, em 3 níveis. As variáveis dependentes 

avaliadas foram: i) rendimento; ii) teor de celulose residual; iii) deslignificação e iv) 

conversão enzimática de celulose à glicose (BRIENZO et al., 2009; MONTE et al., 

2011; RABELO et al., 2014; MARTINS et al., 2015; SU et al., 2015; XUE et al., 2016; 

YUAN et al., 2018). 

Para as análises de variância (ANOVA), construção de gráficos (diagramas de 

Pareto e superficies de resposta), modelagem das respostas e coeficientes de 

regressão foi utilizado o programa Statistica® 12.0 (StatSoft, Inc.). O erro puro foi 

escolhido para significância estatística e cálculo de erros experimentais. A análise 

estatística foi realizada com um nível de confiança de 95%. O modelo mais complexo 

incluindo as interações entre as variáveis independentes foi utilizado para modelar as 

respostas. Um modelo polinomial de segundo grau foi utilizado para o ajuste dos 

dados experimentais como pode ser visto na Equação (9): 
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 (9) 

onde a0, a1, a2, ..., a11 são os coeficientes de regressão calculados pelo ajuste do 

modelo aos dados experimentais. 

Para a otimização das condições experimentais pela ferramenta de 

desejabilidade, excluindo inicialmente a variável deslignificação, foram utilizados os 

resultados obtidos mais baixos como não desejável, e os mais elevados como 

totalmente desejável, das seguintes formas: a resposta rendimento foi configurada em 

nível não desejável (= 0) de 33,72%, em nível parcialmente desejável (= 0,5) de 
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64,18% e totalmente desejável (= 1) de 94,65%; a resposta celulose residual foi 

configurada em nível não desejável (= 0) de 39,66%, em nível parcialmente desejável 

(= 0,5) de 67,19% e totalmente desejável (= 1) de 94,72%; e a resposta conversão 

enzimática, por sua vez, foi configurada em nível não desejável (= 0) de 48,51%, em 

nível parcialmente desejável (= 0,5) de 71,03% e totalmente desejável (= 1) de 

93,55%. 

Tabela 4.1: Matriz de planejamento experimental Doehlert. 

Ensaio RLS / (mL g-1) Tempo / (h) g H2O2 g BC-1 % H2O2 BC-1 

1 25 4,5 1,65 165 
2 20 4,5 3 300 
3 20 8 2,1 210 
4 5 4,5 1,65 165 
5 10 4,5 0,3 30 
6 10 1 1,2 120 
7 20 4,5 0,3 30 
8 20 1 1,2 120 
9 10 4,5 3 300 

10 15 1 2,55 255 
11 10 8 2,1 210 
12 15 8 0,75 75 

13 (PC) 15 4,5 1,65 165 
14 (PC) 15 4,5 1,65 165 
15 (PC) 15 4,5 1,65 165 

4.7 Hidrólise enzimática 

Os ensaios de hidrólise enzimática das frações sólidas obtidas na sequência 

de fracionamento composta de pré-tratamento hidrotérmico seguida de extração 

alcalina e oxidativo avançado foram realizados em triplicata. Nestes ensaios, foram 

utilizados os coquetéis enzimáticos comerciais Cellic Ctec2 e Cellic Htec2 cedidos 

pela empresa Novozymes®. A celulase foi aplicada em uma concentração de 

10 FPU g-1 bagaço pré-tratado e a β-glicosidase em uma concentração de 

52,2 UI g- 1 bagaço pré-tratado. 

1,000 g de amostra foi adicionada a frascos erlenmeyer de 25 mL juntamente 

com uma solução tampão de citrato (0,05 mol L-1) de pH 4,8 e 0,02% de azida sódica 

(m v-1) para dar RLS de 10 mL g-1. A presença de azida sódica faz-se necessária para 

inibição de crescimento de microrganismos indesejáveis, à partir da inibição de 
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enzimas da cadeia respiratória. Os fracos foram mantidos em incubadora com controle 

de temperatura e agitação orbital por 72 h à 150 rpm e 50ºC. 

Após o término das reações de hidrólise enzimática, os frascos erlenmeyer 

foram imergidos em banhos de gelo e, posteriormente, centrifugados à 4.500 rpm 

(907 G) por 15 min para separação das frações sólida e líquida. As frações líquidas 

ricas em açúcares fermentescíveis foram caracterizadas de acordo com o descrito na 

seção 4.9.5. 

4.8 Fermentação alcoólica 

Para produção de E2G na etapa de fermentação alcoólica foi produzido um licor 

rico em açúcares fermentescíveis oriundo de hidrólise enzimática (sem adição de 

ázida de sódio) após aplicação das condições otimizadas do POA (0,3 g H2O2 g BC-1, 

9,67 mL g-1, 8 h) pela ferramenta de desejabilidade, descrita na seção 4.6. Foram 

utilizados três tipos diferentes de cepas de Saccharomyces cerevisiae, sendo duas 

destas cepas oriundas da produção comercial de E1G em destilarias brasileiras (PE-

2 e CAT-1 (Fermentec, Brasil)) e uma oriunda de isolamento laboratorial (LBCM1047) 

do processo de produçãode cachaça (ARAÚJO et al., 2018). Os experimentos foram 

realizados em frascos cilíndricos de vidro contendo 45 mL de hidrolisado rico em 

açúcares fermentescíveis (após passar por autoclave por 20 min à 120ºC). Foi 

utilizada uma quantidade de inóculo de 4 x 107 células mL-1 para cada levedura (OD600 

de 4). Posteriormente os frascos foram incubados à 150 rpm e 34ºC, conforme Figura 

4.2. 

Os experimentos foram realizados em triplicata, com um controle sem adição 

de substrato. Não foi realizada nenhuma adição de solução nutriente. Os frascos 

cilíndricos foram periodicamente pesados para medição da perda de massa de CO2 e 

consequente avaliação do processo fermentativo. Ao final dos experimentos, foram 

retirados sobrenadantes e centrifugados (1000 G, 20 min, 25°C). 
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Figura 4.2: Frascos cilíndricos incubados para fermentação alcoólica. 

 

A composição química do sobrenadante foi determinada por cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC, Agilent Technologies, model 1260), conforme descrito 

na seção 4.9.5. 

4.9 Digestão Anaeróbia 

As frações líquidas residuais das etapas de extração alcalina e POA foram 

testadas, separadamente, para produção de biogás em ensaios em batelada de 

digestão anaeróbia. Todos os experimentos foram realizados em duplicata, em 

condições mesofílicas, em frascos de vidro de 120 mL de volume vedados com 

tampas de borracha e lacres de alumínio, utilizando 50% do volume útil do frasco para 

a fase líquida e o restante para o headspace. Os frascos foram carregados com 6 mL 

de efluente oriundo das frações líquidas residuais dos pré-tratamentos (extração 

alcalina e oxidativo avançado). O inóculo de cada ensaio foi adicionado em função da 

relação alimento/microrganismo de 0,375 g DQO g SV-1. Para controle, um teste sem 

adição de substrato também foi incluído em cada ensaio para verificar a atividade 

metanogênica do inóculo. A concentração de DQO foi determinada a partir de 

metodologia padrão do Standard Methods 5220D. Além disso, uma solução aquosa 

de bicarbonato de sódio foi utilizada para manter o pH do meio em 7,0. Uma solução 

nutriente foi adicionada para manter a razão mínima de DQO:N:P de 350:5:1 (BAÊTA 

et al., 2013). Os frascos foram incubados em incubadora (SOLAB, Brasil, modelo SL 

221) sob agitação de 200 rpm à 35ºC, conforme pode ser observado na Figura 4.3. 
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Figura 4.3: Frascos de vidro incubados para avaliação de potencial metanogênico. 

 

A produção de biogás foi medida diariamente pela pressão acumulada em cada 

frasco por manômetro (Manometer®, modelo PM-9100HA) até a estabilização. A 

composição do biogás produzido em termos de metano (%, v v-1) foi determinada por 

cromatografia gasosa (Shimadzu, modelo 2014/TCD), operado à 120ºC, usando uma 

coluna capilar (30 m x 0,53 mm, Restek) empacotada com peneira molecular de 5 Å 

à 40°C. Todos os valores de produção de metano em Nm3 CH4 kg DQO-1 foram 

expressados em condições normais de temperatura e pressão (273 K, 101,315 Pa) 

conforme definido pela IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry). 

4.10 Caracterização do bagaço de cana e de frações gasosas, 

líquidas e sólidas 

4.10.1 Teor de umidade 

Os teores de umidade das amostras foram determinados por meio de balança 

termogravimétrica OHAUS, modelo MB200. Para cada determinação, cerca de 0,6 g 

de amostra previamente homogeneizada foram aquecidas à 105ºC até que a variação 

do teor de umidade fosse inferior à 5%. O teor de umidade foi calculado por meio da 

Equação (10): 

  
 

  
 

sec/ % 100total a

total

M M
U

M
                                   (10) 
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sendo U a umidade da amostra (%), Mseca a massa seca (g) e Mtotal a massa total (g) 

utilizada no teste. 

4.10.2 Teor de extrativos 

Em análise de componentes, os extrativos interferem na quantificação da 

lignina, de forma que resíduos lignocelulósicos com grande conteúdo de extrativos 

devem passar pela etapa de extração anteriormente à caracterização 

(TAHERZADEH, KARIMI, 2008). 

A quantificação dos extrativos foi realizada de acordo com norma TAPPI T204 

cm-97. Nesse teste, 10,000 g de amostra em base seca foram colocadas em um 

cartucho feito com papel filtro. Após preparar o cartucho contendo o bagaço de cana 

moído (40-60 mesh, 0,25-0,42 mm), o mesmo foi adicionado a um extrator tipo 

Soxhlet. Foi utilizado 250 mL de uma mistura de solventes orgânicos, cicloexano e 

etanol (1:1, v v-1), na extração. A extração teve duração de 48 h. Ao término desse 

tempo, o cartucho foi lavado com 100 mL de água destilada e levado para secagem à 

60ºC por 72 h, sendo a massa contida no cartucho pesada posteriormente. Para os 

cálculos de perda de massa, uma fração foi retirada e submetida a análise de 

umidade, de acordo com o descrito na seção 4.10.1. O teor de extrativos foi então 

determinado por gravimetria. 

4.10.3 Teor de lignina insolúvel e cinzas 

O teor de lignina Klason (lignina insolúvel em meio ácido) da amostra foi 

determinado segundo a Norma TAPPI T222 om-02, modificada de acordo com o 

descrito a seguir. 

Uma massa de 0,713 g em base seca de bagaço de cana (in natura ou pré-

tratado) previamente moído (40-60 mesh, 0,25-0,42 mm), e, com exceção do bagaço 

in natura, livre de extrativos, foi transferida para um tubo autoclavável de vidro de 

500 mL. Adicionou-se 10,7 mL de solução de ácido sulfúrico 72% (m m-1) (d = 

1,6338 g mL-1). A mistura de bagaço de cana e ácido permaneceu sobre agitação 

magnética por um período de 2 h (fase de condensação) a 25°C. Na etapa de hidrólise, 

o ácido sulfúrico foi diluído a uma concentração de ~3% (m v-1) adicionando-se ao 

tubo autoclavável 400 mL de água destilada. O tubo então foi levado para uma 
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autoclave previamente aquecida a uma temperatura de 121°C onde permaneceu por 

1 h. 

Após essa etapa, iniciou-se o processo de filtração. A solução foi filtrada à 

quente em cadinho filtrante com placa porosa previamente seco e tarado em mufla à 

525 ºC por 2 h. Após a filtração, o cadinho contendo o material insolúvel permaneceu 

em uma estufa de secagem de recirculação de ar a 80ºC por 4 h. Após a secagem do 

resíduo insolúvel em meio ácido, o cadinho foi mantido em dessecador para 

resfriamento, sendo pesado posteriormente (me) para cálculo da quantidade de lignina 

insolúvel (resíduo sólido ao final do teste), de acordo com a Equação (12). Após essa 

etapa, o cadinho foi levado à mufla com uma taxa de aquecimento de 1,25 ºC min-1 

até 525 °C, permanecendo nessa temperatura por um período de 2 h. Posteriormente, 

a mufla foi resfriada até 100 ºC e o cadinho foi então transferido para um dessecador 

até obtenção de massa constante e pesado posteriormente (mm) para cálculo de 

determinação do teor de cinzas na lignina, de acordo com a Equação (11). Cada 

procedimento foi realizado, no mínimo, em triplicata. 

 
 

 
 

Cinzas /(%)= 100m

i

m

m
                                                 (11) 

 
 
 
 

Lignina /(%)= 100e m

i

m m
x

m
                                             (12) 

sendo mi a massa inicial usada na análise (em base seca, livre de umidade e livre de 

extrativos). 

4.10.4 Teor de lignina solúvel 

Para determinação da lignina solúvel em meio ácido utilizou-se o filtrado 

(hidrolisado ácido) obtido durante a determinação da lignina insolúvel pelo método 

Klason, seção 4.10.3. A quantificação da lignina solúvel foi feita por meio da medida 

de absorbância em 215 nm e 280 nm seguindo metodologia adaptada 

(GOLDSCHMID, 1971). As concentrações de lignina solúvel foram calculadas 

utilizando a Equação (13). 
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A Equação é resultante da solução simultânea de duas equações: 
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Os valores 0,68 e 0,15 são as absortividades molares dos carboidratos em 280 

e 215 nm, respectivamente, e os valores 18 e 70 são absortividades molares da lignina 

solúvel em 280 e 215 nm, respectivamente. 

4.10.5 Teores de celulose, hemiceluloses e etanol 

Os teores de celulose e de hemiceluloses foram determinados a partir de 

análise cromatográfica dos compostos presentes na fração líquida (hidrolisado ácido) 

do método analítico para determinação de lignina Klason, seção 4.10.3. Para 

determinação de etanol foram utilizadas amostras do sobrenadante oriundas de cada 

frasco cilíndrico da fermentação alcoólica descrita na seção 4.8. Os compostos 

analisados foram celobiose, glicose, xilose, arabinose, etanol, ácido fórmico, ácido 

acético, 2-furfuraldeído (FF) e 5-hidroximetil-2-furfuraldeído (HMF). 

Utilizou-se um cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE; HPLC, Agilent 

Technologies, model 1260), equipado com uma coluna Aminex HPX 87H (300 x 

7,8 mm, BIO-RAD®) mantida à temperatura de 55ºC. A mistura eluente foi composta 

de ácido sulfúrico 0,005 mol L-1 e foi bombeada em um fluxo de 0,6 mL min-1. Para 

detecção de açúcares e etanol, foi utilizado um detector de índice de refração, Agilent 

modelo RID-6A. Para detecção de ácidos e furanos, foi utilizado detector de UV-Vis 
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(Agilent, modelo SPD-10AV) operado em canal duplo, com comprimento de onda em 

210 nm para determinação dos ácidos e em 274 nm para os furanos. 

Após a quantificação dos compostos por CLAE, celobiose e glicose foram 

convertidas em quantidade equivalentes de celulose; xilose e arabinose em xilanas e 

arabinanas, e ácido acético em grupos acetila. Os teores de HMF foram convertidos 

em celulose e os de FF em xilanas. Desta forma, a determinação dos teores de 

celulose e hemiceluloses foi feita multiplicando-se a quantidade de cada um dos 

analitos identificados por CLAE pelos seus respectivos fatores de conversão. A 

conversão dos componentes do hidrolisado em celulose e hemiceluloses foi realizada 

conforme as Equações (14) e (15) (GURGEL, 2011). 
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m
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O balanço de massa para os componentes do bagaço de cana-de-açúcar foi 

calculado utilizando a Equação (16). 

𝐵𝑎𝑙𝑎𝑛ç𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 /(%) = 𝐶 + 𝐻 + 𝐼 + 𝐿 + 𝐸                       (16) 

em que C é o teor de celulose, H o teor de hemiceluloses, L o teor de lignina total 

(solúvel e insolúvel), I o teor de inorgânicos (cinzas) e E o teor de extrativos 

(determinado somente para o bagaço de cana in natura). 

4.11 Estimativa do balanço de energia 

Um balanço de energia foi realizado considerando a quantidade de energia 

consumida nas etapas de pré-tratamento antes da hidrólise enzimática, comparando 

esta com a energia total gerada pela combustão do biogás produzido em um sistema 

de cogeração, sistema de calor e potência combinados (CHP) (PÉREZ-ELVIRA, FDZ-
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POLANCO, 2012). Considerando os valores de eficiência típicos de um sistema CHP 

comercial, 10% da energia oriunda da queima do biogás é perdida, sendo 33% do 

restante convertida em energia elétrica (EE), e 66% convertida em energia 

potencialmente térmica (ET) (LASER et al., 2002). 

A energia consumida na etapa de pré-tratamento hidrotérmico foi estimada a 

partir da energia necessária para aquecimento do substrato da temperatura de 25ºC 

até a temperatura de reação utilizada (183ºC). Da mesma forma, a energia consumida 

no aquecimento da água utilizada no pré-tratamento, levando em consideração a RLS 

da condição experimental, da temperatura de 100ºC até a temperatura de reação 

(Equação (17)). A consideração de que a água de entrada seja utilizada à 100ºC é 

devido à possibilidade de utilização da água residual das turbinas de condensação do 

sistema de cogeração de energia das usinas de álcool e açúcar. A capacidade 

calorífica (Cp) utilizada para bagaço de cana foi de 0,00176 MJ (kg ºC)-1 e para água 

foi de 0,00419 MJ (kg ºC)-1 (KLING et al., 1987). 

   
2 2 2( ), , , ,25º , , ,100ºCT PTH p BC BC PTH T BC C p H O H O PTH T H OE C m T T C RLS ρ T T


             

   (17) 

onde: ET(-),PTH (MJ) é a energia térmica consumida no pré-tratamento hidrotérmico 

(PTH), Cp,BC e Cp,H2O (MJ (kg ºC)-1) são as capacidades caloríficas do bagaço de cana 

e da água, respectivamente, mBC (kg) é a massa de bagaço de cana, TPTH,T, TBC,25°C, 

e TH2O,100°C (°C) são as temperaturas do pré-tratamento hidrotérmico (183°C), de 

entrada do bagaço de cana e de entrada da água, RLS (L kg-1) é a razão líquido-sólido 

e ρH2O (kg L-1) é a massa específica da água. 

O preparo do bagaço de cana oriundo do pré-tratamento hidrotérmico para a 

etapa de extração alcalina foi realizado por meio de moagem, e para tanto, o mesmo 

foi previamente seco em estufa, conforme descrito na seção 4.4. A energia consumida 

na etapa de secagem foi determinada à partir da quantidade de água aquecida e 

vaporizada no processo, de acordo com a Equação (18). 

                                          
   2( ),secagem ΔT H O P LE m C T C                              (18) 

onde ET(-),secagem (MJ) é a energia consumida na secagem do bagaço de cana pré-

tratado e CL (2,256 MJ kg-1) é o calor latente da água para vaporização. A energia 
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consumida para a moagem foi calculada de acordo com a lei de Bond (Equação 

(19)). 

                                   
( ),

2 1

1 1
E moagem iE w C

D D


 
  

 
 

                             (19) 

onde: ET(-),moagem (MJ) é a energia consumida na moagem do bagaço de cana pré-

tratado, wi (kWh kg-1) é o índice de trabalho do substrato, C é a capacidade 

determinada do moinho (kg h-1), D2 é a granulometria média desejada (0,34 mm) e D1 

é a granulometria média de entrada (11,0 mm). Para a extração alcalina e para a etapa 

de POA, a energia consumida foi determinada de acordo com a Equação (20). 

                                 
 ( ), . ,POA  0,278E ext alcalina opE P T                    (20) 

onde: ET(-),ext. alcalina,POA (MJ) é a energia consumida na extração alcalina e no POA, P 

é a potência do equipamento utilizado (650 W para extração alcalina e 150 W para o 

POA), Top é o tempo de operação do equipamento e 0,278 é o valor de conversão 

para kWh, por se tratar de consumo de energia elétrica. 

Para a determinação do balanço de energia do sistema proposto, a energia 

térmica gerada (Equação (21)) foi subtraída da soma das energias térmicas 

consumidas, da mesma forma que a energia elétrica produzida (Equação (22)) foi 

subtraída da soma das energias elétricas consumidas. Sendo o balanço de energia o 

valor resultante (Equação (23)). 
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                                    , , ,Δ ( ) ( )T E T E T EE E E                                       (23) 

onde PBM (Nm3 CH4 kg DQO-1) é o potencial bioquímico de metano e Cp,CH4
 

(MJ (kg ºC)-1) é a capacidade calorífica do metano. 
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5 Resultados e discussão 

Nessa seção, serão apresentados os resultados de caracterização do bagaço 

de cana-de-açúcar, da sequência de fracionamento do bagaço de cana em duas 

etapas, ou seja, hidrotérmico seguido de extração alcalina e deslignificação oxidativa 

utilizando peróxido de hidrogênio em meio alcalino, bem como os rendimentos de 

hidrólise enzimática de cada uma das etapas e também a produção de biogás usando 

as frações líquidas residuais da extração alcalina e da desliginficação oxidativa. 

5.1 Caracterização do bagaço de cana-de-açúcar in natura 

O bagaço de cana-de-açúcar in natura utilizado no presente estudo apresentou 

em sua composição: 48,70% (±0,50%) de celulose, 21,14% (±0,21%) de 

hemiceluloses, 24,81% (±0,44%) de lignina total, 2,31% (±0,20%) de extrativos e 

0,41% (±0,03%) de cinzas. 

Rocha et al. (2015) caracterizaram diferentes variedades de bagaço de cana-

de-açúcar cultivadas no Brasil, reportando valores médios de 42,1% (±1,9%) de 

celulose, 27,6% (±0,9%) de hemiceluloses, 21,56% (±1,7%) de lignina, 5,63% (±2,3%) 

de extrativos e 2,84% (±1,2%) de cinzas. As reduzidas divergências entre os valores 

composicionais obtidos e os da literatura podem estar relacionadas à fatores externos, 

como as condições do solo, clima, sazonalidade, variedade da cana-de-açúcar, 

estado de maturação e colheita da planta (ANDRADE et al., 2017). 

5.2 Pré-tratamento hidrotérmico e extração alcalina 

O bagaço de cana-de-açúcar in natura passou por um processo de pré-

tratamento hidrotérmico, de acordo com o descrito na seção 4.2, nas condições 

experimentais determinadas por Baêta et al. (2016), denominadas de DC4 (183ºC, 

41 min e RLS de 3,94 mL g-1), estabelecidas e validadas pela ferramenta de 

desejabilidade do programa Statistica®. De acordo com Ko et al. (2015), o pré-

tratamento hidrotérmico modifica quimicamente a estrutura da lignina por meio da 

hidrólise das ligações α- e β-aril-alquil-éter. Em tempos reacionais mais prolongados, 

os fragmentos de lignina podem juntamente com os furanos oriundos da degradação 

de açúcares C5 e C6 promoverem reações de condensação, além das reações de 
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repolimerização entre os próprios fragmentos de lignina solubilizados no meio 

reacional. Além disso, em elevadas temperaturas reacionais, a lignina quimicamente 

modificada pode fundir e fluir para fora da célula vegetal por meio da lamela média. 

Uma vez na superfície da fibra a lignina quimicamente modificada não encontra 

solvência no meio reacional aquoso ácido e, portanto, acaba se concentrando na 

superfície das fibras do bagaço de cana, formando gotas esféricas chamadas de 

droplets de lignina. Portanto, após o pré-tratamento hidrotérmico aplicou-se uma etapa 

de lavagem do bagaço de cana pré-tratado com solução alcalina de NaOH 

(0,2 mol L- 1), conforme descrito na seção 4.4, para avaliação da eficiência de remoção 

dos fragmentos de lignina solúveis em meio alcalino e que poderiam consumir 

desnecessariamente peróxido de hidrogênio, elevando o custo do fracionamento em 

duas etapas. 

As composições químicas em termos de celulose, hemiceluloses, lignina, 

extrativos e cinzas do bagaço de cana in natura e das frações sólidas após o pré-

tratamento hidrotérmico e extração alcalina são apresentadas na Tabela 5.1. É 

possível observar que os teores de lignina foram modificados após a aplicação do pré-

tratamento hidrotérmico, de 24,81% para 33,5%. Isto deve-se ao fato de serem 

apresentados os teores de cada constituinte relativo à massa integral de bagaço de 

cana, e neste caso, apesar de 6,1% da lignina ter sido removida do bagaço de cana 

in natura, foi alcançada uma remoção de hemiceluloses de 73%, o que ocasionou em 

um enriquecimento em massa, isto é, um aumento da concentração de lignina no 

resíduo sólido obtido após o pré-tratamento hidrotérmico. Uma quantidade de 82,1% 

da celulose inicial no bagaço de cana foi mantida na fração sólida residual do pré-

tratamento hidrotérmico. Desta forma, os xilo-oligômeros e os açúcares C5 e C6 

liberados por meio da despolimerização da fração de hemiceluloses do bagaço de 

cana durante o pré-tratamento hidrotérmico podem ser usados para uma potencial 

exploração energética subsequente. A digestão anaeróbia para produção de biogás 

(CH4 e H2) tem sido utilizada para o melhoramento do balanço de energia integral do 

processo, assim como proposto por Baêta et al. (2016) e Passos et al. (2018), por 

exemplo. 
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Tabela 5.1: Composição e rendimentos dos pré-tratamentos aplicados ao bagaço de 

cana-de-açúcar in natura, hidrotérmico e extração alcalina. 

Parâmetros (%) Bagaço in natura Hidrotérmico Ext. alcalina 

Celulose 48,70±0,50 56,74±1,74 78,91±1,42 

Hemiceluloses 21,14±0,21 8,1±0,47 7,13±0,57 

Lignina 24,81±0,44 33,5±2,31 17,6±1,09 

Extrativos 2,31±0,20 - - 

Cinzas 0,41±0,03 2,68±0,11 1,55±0,16 

Total 97,27±0,73 101,02±2,93 105,99±1,89 

Rendimento - 70,5 74,5 

Perda de massa - 29,5 25,5 

Celulose residual - 82,14±3,4 100,0±3,32 

Remoção de 

hemiceluloses 
- 72,99±2,03 34,42±7,15 

Deslignificação - 6,09±1,81 60,85±3,79 

Conversão 

enzimática 
14,86 34,55±2,52 46,82±2,05 

Relação LI:LS 8,93 11,85 26,81 

A extração alcalina mostrou-se uma boa solução para o aumento da eficiência 

geral do processo por meio de adição de uma etapa de mais baixo custo quando 

comparada à deslignificação oxidativa, ao atingir 60,8% de deslignificação, mantendo 

mesmo assim a fração celulósica integralmente (100,0%). Desta forma, pode-se dizer 

que uma menor quantidade de peróxido de hidrogênio poderá ser utilizada no POA, 

direcionando assim o mesmo para parcela de lignina de mais difícil extração que 

corresponde à lignina intercruzada com formação de ligações carbono-carbono (por 

exemplo, α-α, β-β, β-1, β-5, 5-5), o que dificulta a sua remoção devido à dificuldade 

de se solubilizar fragmentos de lignina de elevada massa molar. A comprovação de 

que a lignina residual da sequência de fracionamento hidrotérmico e extração alcalina 

é uma lignina mais intercruzada e de difícil remoção pode ser feita por meio da relação 

LI:LS, ou seja, de lignina insolúvel (LI) dividido pela lignina solúvel (LS) no teste 

Klason. A relação LI:LS aumentou de ~8,9 para ~26,8 após a aplicação do pré-

tratamento hidrotérmico seguido de extração alcalina, mostrando que a lignina 

residual é uma lignina bastante intercruzada, e, portanto, é necessário um tratamento 
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subsequente mais drástico, isto é, capaz de romper as novas ligações formadas 

durante o pré-tratamento hidrotérmico, principalmente as ligações carbono-carbono. 

Neste sentido, o POA com peróxido de hidrogênio em meio alcalino pode ser 

adequado para isolar e purificar a fração de celulose da celulignina obtida após o pré-

tratamento hidrotérmico seguido de extração alcalina. 

Apesar de a conversão enzimática ter tido uma melhora considerável após a 

etapa de extração alcalina, o rendimento de 46,8% para a fração sólida desta etapa 

não é suficiente para dimensionar, de forma economicamente viável, uma planta de 

produção de bioetanol 1G-2G integrada, conforme simulações realizadas por Dias et 

al. (2012). Apesar dos droplets de lignina ocasionarem em inibição das enzimas por 

meio de adsorção improdutiva das mesmas (KO et al., 2015), a sua extração na 

lavagem alcalina não elevou de forma satisfatória os rendimentos de conversão 

enzimática. Assim, pode-se concluir que a fração de lignina que se manteve na fração 

sólida, que por sua vez é uma lignina de mais difícil extração da matriz lignocelulósica 

(ver relação LI:LS) constitui na maior barreira para o aumento do rendimento de 

hidrólise enzimática. 

Neste contexto, o estudo da deslignificação por meio de reações que 

ocasionem em rompimento de ligações carbono-carbono (como é o caso dos 

processos oxidativos avançados), torna-se essencial, como forma de diminuir os 

custos com a etapa de hidrólise enzimática, conferindo uma maior acessibilidade das 

enzimas hidrolíticas à fração de celulose contida no sólido pré-tratado, possibilitando 

assim a aplicação de menores quantidades de coquetel enzimático. 

5.3 Pré-tratamento oxidativo avançado com peróxido de hidrogênio 

A hidrólise enzimática é favorecida com a utilização de uma polpa com alto teor 

de celulose (≥70%) e baixo teor de lignina (≤10%) (BRIENZO et al., 2015; RABELO et 

al., 2014). A otimização das condições da etapa de deslignificação (RLS, carga de 

peróxido de hidrogênio e tempo) foi realizada visando a obtenção de uma fração sólida 

na qual o máximo rendimento de conversão enzimática fosse combinado com 

mínimas perdas de massa e de celulose. Para tanto, foi realizado planejamento 

experimental Doehlert, utilizando a ferramenta de desejabilidade do programa 

Statistica® 12 (Statsoft, Inc.) para otimização das condições experimentais (carga de 
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peróxido de hidrogênio, tempo e RLS) por meio de um algoritmo que combina as 

condições desejáveis (elevados teores de celulose e conversões enzimáticas e baixas 

perdas de massa) para a obtenção de uma fração sólida residual mais susceptível a 

hidrólise enzimática e posterior fermentação a E2G. 

As condições experimentais de cada ensaio do planejamento experimental são 

apresentadas na Tabela 5.2, bem como os constituintes majoritários das frações 

sólidas resultantes do POA e os resultados obtidos para cada uma das três variáveis 

respostas avaliadas: deslignificação (Dlig, %), celulose residual (Cr, %) e conversão 

enzimática (CE, %). É possível observar que os níveis adotados para as variáveis 

independentes do planejamento experimental Doehlert permitiram a obtenção de uma 

ampla variabilidade nos resultados, com os valores de deslignificação situando-se na 

faixa de 22,0-95,5% e o rendimento, isto é, massa de resíduo sólido recuperada após 

o POA, na faixa de 33,7-94,7%. 

Alguns ensaios como 4, 7 e 11 obtiveram rendimentos de hidrólise enzimática 

de cerca de ~93%, comparáveis a elevados resultados da literatura. Rabelo et al. 

(2014) reportaram uma conversão enzimática de cerca de ~99% utilizando 

2,68 g H2O2 g BC-1 e RLS de 25 mL g-1, em comparação com 1,65 g H2O2 g BC-1 e 

RLS de 5 mL g-1 do ensaio 4 (92,4%) e 0,3 g H2O2 g BC-1 e RLS de 20 mL g-1 do 

ensaio 7 (93,5%). Isto deve-se possivelmente à eficiência de remoção da lignina na 

etapa pré-tratamento hidrotérmico seguido de extração alcalina, eliminando, desta 

forma, uma parcela da lignina que já havia passado por despolimerização. Isto ocorreu 

devido ao rompimento das ligações α- e β-alquil-aril-éter, fazendo com que as reações 

oxidativas subsequentes acontecessem com maior foco na parcela de lignina que não 

pôde ser extraída anteriormente, isto é, a partir do rompimento das ligações C-C 

(LESCHINSKY et al., 2008a; 2008b). Xue et al. (2016) relataram conversão enzimática 

de 98,7%, utilizando 0,36 g H2O2 g BC-1 e RLS de 10 mL g-1 para uma reação de 24 h 

à 40ºC, aplicando 30 FPU g BC-1 na etapa de hidrólise enzimática. Uma das vantagens 

da presente estratégia de fracionamento é o uso de temperatura ambiente (25ºC), 

fazendo com que menor quantidade de energia seja utilizada em comparação aos 

estudos que utilizam aquecimento de reatores (XUE et al., 2016; YUAN et al., 2018). 

Além disso, menores tempos de reação foram necessários, levando a um menor 

consumo de energia com agitação.  
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Tabela 5.2: Condições experimentais, constituintes majoritários e variáveis respostas do planejamento Doehlert. 

Ensaio 
g H2O2 g 

BC-1 

RLS / 

(mL g-1) 
t / (h) 

Rendimento / 

(%) 

Celulose / 

(%) 

Hemiceluloses / 

(%) 

Lignina / 

(%) 

Cinzas / 

(%) 

Dlig /  

(%) 

Cr /  

(%) 

CE /  

(%) 

1 1,65 25 4,5 56,59 89,03±2,27 4,06±0,47 12,7±0,84 0,54±0,08 59,17 63,85 65,64 

2 3 20 4,5 61,23 94,26±0,54 0,82±0,71 4,8±0,04 1,94±0,47 83,30 73,14 65,83 

3 2,1 20 8 72,30 87,69±3,23 1,92±0,91 10,86±1,05 0,53±0,28 55,40 80,34 74,37 

4 1,65 5 4,5 42,38 75,49±1,26 0,35±0,34 9,27±0,41 1,74±0,99 77,68 40,54 92,39 

5 0,3 10 4,5 73,47 79,78±0,9 5,26±0,49 11,96±0,01 0,95±0,07 50,08 74,28 77,70 

6 1,2 10 1 57,03 88,99±5,02 1,43±0,3 9,47±0,47 0,77±0,11 69,32 64,32 64,98 

7 0,3 20 4,5 67,50 59,89±3,37 11,98±1,68 16,14±0,03 0,29±0,21 38,11 51,23 93,5 

8 1,2 20 1 80,54 72,95±1,27 17,23±1,84 4,01±0,77 1,2±0,51 81,65 74,46 87,19 

9 3 10 4,5 33,72 92,8±0,89 0,00±0,01 7,31±0,07 4,16±0,14 86,00 39,66 67,76 

10 2,55 15 1 40,33 102,08±1,21 1,04±0,13 1,95±0,65 1,37±0,22 95,53 52,54 48,51 

11 2,1 10 8 48,89 80,27±0,07 0,37±0,03 1,74±0,22 4,52±0,66 95,17 49,73 93,55 

12 0,75 15 8 94,65 78,97±2,37 5,37±0,71 14,51±0,69 0,48±0,11 21,98 94,72 87,11 

13 (PC) 1,65 15 4,5 57,60 89,59±3,01 1,03±0,48 8,71±0,18 1,5±0,49 71,50 65,40 67,50 

14 (PC) 1,65 15 4,5 65,30 89,45±1,18 0,61±0,41 11,02±1,36 1,23±0,3 59,12 74,02 73,11 

15 (PC) 1,65 15 4,5 56,33 87,37±2,05 1,36±0,42 9,35±0,45 1,44±0,31 70,08 62,37 72,07 

Legenda: RLS: razão líquido-sólido; t: tempo; Dlig: deslignificação; Cr: celulose residual; CE: conversão enzimática.
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Os ensaios 10 e 11 obtiveram elevados valores de deslignificação (95,53 e 

95,17%, respectivamente), os quais são comparáveis aos valores mais elevados da 

literatura com relação ao bagaço de cana-de-açúcar, como o de 92,0% relatado por 

Vallejos et al. (2015), que estudaram o pré-tratamento organossolve em bagaço de 

cana em etapa única com etanol:água (1:1), 150 min, 190ºC e uma RLS de 3 mL g-1, 

e superior aos 87,1% relatados por Rabelo et al. (2014), que usaram 2,68 g H2O2 g BC-

1 e uma RLS de 25 mL g-1. Apesar disto, estes ensaios apresentaram elevados valores 

de perda de massa (fração solubilizada durante o POA), de 59,7 e 51,1% para o 

ensaio 10 e 11, respectivamente. Consequentemente os valores de celulose residual 

também foram baixos (52,5 e 49,7% para o ensaio 10 e 11, respectivamente), o que 

prejudicaria o rendimento global do processo após fermentação para produção de 

E2G. 

O ensaio 8 destaca-se por apresentar elevado rendimento em massa (80,5%) 

juntamente com elevada deslignificação (81,65%), mantendo uma quantidade de 

celulose residual de 74,5%. Isto indica que suas condições experimentais podem ser 

utilizadas para as etapas subsequentes de produção de E2G, podendo apresentar 

bom rendimento global, também em virtude da elevada conversão enzimática 

observada (87,2%, a quarta maior do planejamento).  

O ensaio 12 foi o que apresentou maior rendimento (94,7%) dentre todos 

aqueles do planejamento experimental Doehlert, o que se deve provavelmente ao 

maior valor de celulose residual (94,7%) observado, e apesar dele ter apresentado 

uma baixa deslignificação (21,98%), ele ainda apresentou a quinta maior conversão 

enzimática (87,1%). Isto indica que a extração de uma pequena parcela de lignina à 

partir do rompimento das ligações C-C pode aumentar significativamente os 

rendimentos de hidrólise enzimática, permitindo uma maior acessibilidade das 

enzimas celulolíticas ao substrato. 

No entanto, para uma discussão mais aprofundada é essencial analisar as 

significâncias estatísticas de cada efeito padronizado por meio dos diagramas de 

Pareto para cada variável resposta do planejamento experimental Doehlert. Na Figura 

5.1 é possível visualizar os efeitos padronizados da variável resposta deslignificação 

no diagrama de Pareto. 
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Figura 5.1: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a variável 

deslignificação do pré-tratamento oxidativo avançado. 

 

A carga de peróxido de hidrogênio aplicada na reação foi a variável 

independente de maior efeito sobre o sistema, exibindo efeito significativo positivo. 

Este é um resultado esperado, pois sendo o peróxido de hidrogênio o agente de 

deslignificação, espera-se que quanto maior for a sua concentração, maior será a 

oxidação da lignina e, consequentemente, a sua solubilização no meio alcalino. Este 

resultado está alinhado com aqueles relatados na literatura para o uso de outros 

agentes de deslignificação por via oxidativa da lignina, como no caso do ozônio 

(TRAVAINI et al., 2016) ou não oxidativa como o etanol (MESA et al., 2010). O tempo 

teve um efeito significativo negativo sobre a deslignificação, indicando que um maior 

tempo reacional pode levar a ocorrência de reações indesejáveis que dificultam a 

remoção da lignina oxidada que provavelmente havia sido solubilizada. Isso talvez 

seja devido à formação de novas ligações intercruzadas, seja com a lignina oxidada e 

não removida ou com a fração de carboidratos da fração sólida. Além disso, apesar 

não ter exibido efeito estatisticamente significativo, a RLS possui efeito negativo, 

devido ao seu aumento acarretar em uma diluição do peróxido de hidrogênio no meio 

reacional alcalino. 

Na Figura 5.2 pode ser observada a superfície de resposta para aquelas 

variáveis significativas t (h) e H2O2 (g H2O2 g BC-1), sendo a RLS (mL g-1) fixada em 

seu ponto central do planejamento Doehlert. 
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Figura 5.2: Superfície de resposta para a variável deslignificação em função da 

carga de peróxido de hidrogênio e do tempo de reação. A RLS fixada em 15 mL g-1. 

 
 A Tabela 5.3 apresenta os coeficientes de regressão estimados por meio de 

regressão não linear pelo programa Statistica® para o ajuste do modelo quadrático 

(Equação 9) a resposta deslignificação bem como o p-valor e o intervalo de confiança. 

Tabela 5.3: Coeficientes de regressão para a variável deslignificação. 

Fator 
Coeficiente de 

regressão 

Erro 

padrão 
t(2) p 

-95, % 

Limite de 

confiança 

+95, % 

Limite de 

confiança 

Mean/Interc. 51,678 25,295 2,043 0,178 -57,16 160,51 
(1) RLS / (mL g-1) (L) 1,535 2,146 0,715 0,549 -7,70 10,77 

RLS / (mL g-1) (Q) 0,015 0,062 0,247 0,828 -0,25 0,28 
(2) g H2O2 g BC-1(L) 3,620 13,651 0,265 0,816 -55,11 62,36 

g H2O2 g BC-1(Q) -1,596 2,545 -0,627 0,595 -12,55 9,35 
(3) t / (h) (L) 0,522 4,786 0,109 0,923 -20,07 21,11 

t / (h) (Q) 0,272 0,319 0,851 0,484 -1,10 1,65 
1L by 2L 0,343 0,502 0,684 0,564 -1,82 2,50 
1L by 3L -0,788 0,204 -3,864 0,061 -1,67 -0,09 
2L by 3L 3,234 1,309 2,471 0,132 -2,40 8,86 

 

Pode-se observar na Figura 5.2 que para valores tempo mais longos somente 

uma elevada carga de peróxido de hidrogênio aplicada proporcionou a obtenção de 

resultados de deslignificação satisfatórios. Nas condições experimentais onde baixas 

cargas de peróxido de hidrogênio aplicadas foram usadas combinadas com tempos 
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de reação mais curtos, os radicais gerados podem estar sendo rapidamente 

consumidos pela lignina e pelos produtos de oxidação solubilizados no meio reacional, 

ocasionando que no restante de tempo do experimento não haja oxidante em 

concentração suficiente para promover uma remoção adicional de lignina (GOULD, 

1984; GALINDO-HERNÁNDEZ et al., 2018). 

Em condições mais brandas de carga de peróxido de hidrogênio, as 

deslignificações alcançadas foram maiores do que 76% nos experimentos com 1 h de 

duração, diminuindo progressivamente com o aumento do tempo. Isto indica a 

possibilidade de ocorrência de reações indesejáveis na lignina degradada e oxidada, 

e, desta forma, seria necessário aumentar consideravelmente a carga de peróxido de 

hidrogênio para aumentar a deslignificação. 

Em virtude de os resultados observados e de fatores econômicos para se 

alcançar a viabilidade do processo em uma biorrefinaria lignocelulósica, processos 

mais rápidos com tempos curtos de reação como 1 h e deslignificações da ordem de 

~75% podem ser considerados satisfatórios, variando apenas a carga de peróxido de 

hidrogênio aplicada. No entanto, valores mais elevados de deslignificação podem ser 

atingidos (>96%) com um aumento de ambas, carga de peróxido de hidrogênio e 

tempo de reação. Porém é necessário avaliar os rendimentos do processo 

considerando outras variáveis respostas como a celulose residual e a conversão 

enzimática, tendo em vista o objetivo principal de maximizar a produção de E2G a 

partir do bagaço de cana-de-açúcar.  

Na Figura 5.3, os efeitos padronizados das variáveis resposta celulose residual 

e rendimento podem ser observados no diagrama de Pareto. O único efeito 

estatisticamente significativo para celulose residual foi a interação entre a RLS e a 

carga de peróxido de hidrogênio, possuindo um efeito positivo. Para a variável 

rendimento, os efeitos destas duas variáveis resposta são similares devido à uma 

maior perda de massa no processo ser consequência de uma maior perda de 

carboidratos, ocasionada por quantidades elevadas de peróxido de hidrogênio na 

reação. Isto demonstra que ao aumentar a carga de peróxido de hidrogênio o 

rendimento do pré-tratamento tende a diminuir e, consequentemente, a quantidade de 

celulose solubilizada aumenta, ocasionando em uma maior perda de massa. 
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Figura 5.3: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados do pré-tratamento 

oxidativo avançado para (A) celulose residual e (B) rendimento. 

Nos ensaios 9 e 10, que foram aplicadas elevadas cargas de peróxido de 

hidrogênio, 3 e 2,55 g H2O2 g BC-1 respectivamente, pode-se perceber que houve uma 

elevada perda de massa (66,3 e 59,7% para ensaios 9 e 10, respectivamente). Devido 

a isso, uma baixa quantidade de celulose residual foi observada na fração sólida 

resultante de ambos ensaios (além da eliminação de toda fração hemicelulósica no 

caso do ensaio 9). Quando comparados com o ensaio 2, ensaio do planejamento que 

também aplicou quantidades superiores de peróxido de hidrogênio (3 g H2O2 g BC-1), 

pode-se perceber que o rendimento foi superior no último caso. Isto é devido aos 

diferentes valores de RLS (10, 15 e 20 para ensaios 9, 10 e 2, respectivamente) 

ocasionarem em uma diluição do peróxido de hidrogênio para valores mais elevados, 

diminuindo assim a concentração do mesmo no meio reacional para o ensaio 2, bem 

como a quantidade em contato com o bagaço de cana, levando, portanto, a menores 

valores de deslignificação (86,0, 95,53 e 83,3% para ensaios 9, 10 e 2, 

respectivamente) e maiores rendimentos em massa (33,7, 40,3 e 61,2% para ensaios 

9, 10 e 2, respectivamente). 

Na Figura 5.4 podem ser observadas as superfícies de resposta para celulose 

residual e rendimento para as variáveis mais significativas H2O2 (g H2O2 g BC-1) e RLS 

(mL g-1), sendo que o t (h) foi fixado em seu valor no ponto central do planejamento 

experimental Doehlert. 
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Figura 5.4: Superfícies de resposta para as variáveis (A) celulose residual e (B) 

rendimento em função da carga de peróxido de hidrogênio e da RLS. A variável t foi 

fixada em 4,5 h. 

 As Tabelas 5.4 e 5.5 apresentam os coeficientes de regressão estimados por 

meio de regressão não linear pelo programa Statistica® para o ajuste do modelo 

quadrático (Equação 9) as respostas celulose residual e rendimento, respectivamente, 

bem como os p-valores e os intervalos de confiança. 

Tabela 5.4: Coeficientes de regressão para a variável celulose residual. 

Fator 
Coeficiente de 

regressão 

Erro 

padrão 
t(2) p 

-95, % 

Limite de 

confiança 

+95, % 

Limite de 

confiança 

Mean/Interc. 68,213 40,656 1,677 0,154 -36,29 172,72 
(1) RLS / (mL g-1) (L) 2,185 3,449 0,633 0,554 -6,68 11,05 

RLS / (mL g-1) (Q) -0,151 0,099 -1,515 0,190 -0,41 0,10 
(2) g H2O2 g BC-1(L) -26,619 21,941 -1,213 0,279 -83,02 29,78 

g H2O2 g BC-1(Q) -2,150 4,091 -0,525 0,622 -12,66 8,36 
(3) t / (h) (L) -1,389 7,692 -0,180 0,864 -21,16 18,38 

t / (h) (Q) 0,447 0,513 0,870 0,424 -0,87 1,76 
1L by 2L 2,094 0,806 2,595 0,048 0,02 4,16 
1L by 3L 0,023 0,328 0,070 0,947 -0,82 0,86 
2L by 3L -0,837 2,103 -0,398 0,707 -6,24 4,57 

 

 

 



85 
 

Tabela 5.5: Coeficientes de regressão para a variável rendimento. 

Fator 
Coeficiente de 

regressão 

Erro 

padrão 
t(2) p 

-95, % 

Limite de 

confiança 

+95, % 

Limite de 

confiança 

Mean/Interc. 65,421 41,504 1,576 0,175 -41,27 172,11 
(1) RLS / (mL g-1) (L) 2,967 3,521 0,842 0,437 -6,08 12,02 

RLS / (mL g-1) (Q) -0,102 0,101 -1,010 0,358 -0,36 0,16 
(2) g H2O2 g BC-1(L) -34,387 22,399 -1,535 0,185 -91,96 23,19 

g H2O2 g BC-1(Q) 0,988 4,176 0,236 0,822 -9,74 11,72 
(3) t / (h) (L) -1,184 7,853 -0,150 0,885 -21,37 19,00 

t / (h) (Q) 0,586 0,523 1,120 0,313 -0,76 1,93 
1L by 2L 1,240 0,823 1,505 0,192 -0,88 3,35 
1L by 3L -0,161 0,334 -0,480 0,650 -1,02 0,70 
2L by 3L 0,077 2,147 0,035 0,972 -5,44 5,60 

Comparando as duas superfícies de resposta apresentadas na Figura 5.4 

percebe-se que há uma tendência para obtenção de maiores rendimentos e de 

maiores quantidades de celulose residual em cargas de peróxido de hidrogênio mais 

baixas (<1,5 g H2O2 g BC-1) e RLS em torno de 10-15 mL g-1, resultando em uma 

quantidade de celulose residual >80%. Com o aumento de ambas as variáveis, RLS 

e carga de peróxido de hidrogênio, também elevou-se a quantidade celulose residual 

nas frações sólidas resultantes. Rabelo et al. (2014) obteve um resultado de celulose 

residual de 92,6% aplicando um pré-tratamento otimizado com 2,68 g H2O2 g BC-1, 

RLS de 25 mL g-1 e 1 h. Esses autores observaram também que o aumento na carga 

de sólidos na reação diminuiu a quantidade de celulose solubilizada. Su et al. (2015) 

aplicaram um POA com 0,4 g H2O2 por g de espiga de milho com uma RLS de 5 mL g-

1. Em um tempo de 30 min os autores relataram uma quantidade de celulose residual 

de 91,8%, e em 8 h de reação, a celulose residual foi de 78,5%. 

Na Figura 5.7 os efeitos padronizados da variável resposta conversão 

enzimática podem ser observados no diagrama de Pareto. Diferentemente do 

observado por Rabelo et al. (2014), que encontraram um efeito significativo positivo 

para concentração de peróxido de hidrogênio e tempo como não significativo, o 

presente estudo apresentou ambos efeitos como significativos no intervalo de 

confiança de 95%, sendo que a carga de peróxido de hidrogênio aplicada teve efeito 

negativo e o tempo efeito positivo. Da mesma forma, Xue et al. (2016) observaram 

efeitos significativos positivos do tempo e da concentração de peróxido de hidrogênio. 

No entanto, é importante ressaltar que os trabalhos destes autores não avaliaram em 
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seus planejamentos experimentais a variação da quantidade de água utilizada no pré-

tratamento, sendo que para todos os experimentos foi usada RLS de 25 mL g-1 

(RABELO et al., 2014) e de 10 mL g-1 (XUE et al., 2016). 

Figura 5.7: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a variável conversão 

enzimática (%) do pré-tratamento oxidativo avançado. 

 

Além disso, ambos aplicaram o pré-tratamento em bagaço de cana-de-açúcar 

in natura. No caso do presente estudo, em que a etapa de deslignificação do bagaço 

de cana foi aplicada após o pré-tratamento hidrotérmico seguido de extração alcalina, 

as mudanças estruturais ocorridas na lignina na etapa de pré-tratamento dificultaram 

a sua extração, proporcionando uma razão LI:LS de ~26,8, mais elevada quando 

comparada a de ~8,9 do bagaço in natura (MEIGHAN et al., 2017). 

Devido à extração alcalina após o pré-tratamento hidrotérmico ter removido 

60,8% da lignina presente, e esta estar basicamente na forma de droplets, pode-se 

concluir que a lignina residual na fração sólida é de difícil degradação e, 

consequentemente, de extração. Assim, a lignina está intimamente ligada às frações 

de carboidratos ou mesmo localizada em espaços na célula vegetal que devido à sua 

elevada massa molar a impedem de ser extraída. Por outro lado, quando ocorre a 

solubilização da celulose, é a parcela de grau de organização mais baixo (menor 

cristalinidade) que provavelmente é solubilizada, restando deste modo a fração de 
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maior cristalinidade, e, portanto, de maior dificuldade de acessibilidade por parte das 

enzimas (HALL et al., 2010; LING et al., 2017). 

Pode-se observar também que o tempo teve um efeito significativo positivo, 

mostrando que ao longo do tempo a matriz lignocelulósica teve sua acessibilidade 

aumentada para as enzimas hidrolíticas, assim como no estudo realizado por Xue et 

al. (2016). Isto deve-se possivelmente ao maior tempo de reação necessário para que 

a cristalinidade e/ou grau de polimerização da celulose seja diminuído na reação em 

meio alcalino. 

Na Figura 5.8 pode ser observada a superfície de resposta para conversão 

enzimática com as variáveis mais significativas H2O2 (g H2O2 g BC-1) e t (h), sendo 

que a RLS foi fixada em seu valor do ponto central do planejamento experimental 

Doehlert em 15 mL g-1. 

Figura 5.8: Superfície de resposta para a conversão enzimática em função da carga 

de peróxido de hidrogênio e do tempo de reação. RLS foi fixada em 15 mL g-1. 

 

Conforme pode ser visualizado na superfície de resposta apresentada na 

Figura 5.8, elevados rendimentos de conversão enzimática podem ser alcançados 

utilizando-se baixas cargas de peróxido de hidrogênio (<1 g H2O2 g BC-1) em tempos 

de reação curtos. Para o presente caso de fracionamento em duas etapas não foi 
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necessário, portanto, o uso de elevadas quantidades de agente de deslignificação 

como forma de atingir elevados rendimentos de conversão enzimática. 

 Na Tabela 5.6 são apresentados os coeficientes de regressão estimados por 

meio de regressão não linear pelo programa Statistica® para o ajuste do modelo 

quadrático (Equação 9) a resposta conversão enzimática bem como os p-valores e os 

intervalos de confiança. 

Tabela 5.6: Coeficientes de regressão para a variável conversão enzimática. 

Fator 
Coeficiente de 

regressão 

Erro 

padrão 
t(2) p 

-95, % 

Limite de 

confiança 

+95, % 

Limite de 

confiança 

Mean/Interc. 74,748 32,453 2,303 0,069 -8,67 158,17 
(1) RLS / (mL g-1) (L) 0,470 2,753 0,170 0,871 -6,60 7,54 

RLS / (mL g-1) (Q) 0,081 0,079 1,023 0,353 -0,12 0,28 
(2) g H2O2 g BC-1(L) -14,880 17,514 -0,849 0,434 -59,90 30,14 

g H2O2 g BC-1(Q) 1,796 3,265 0,550 0,605 -6,59 10,19 
(3) t / (h) (L) 4,071 6,140 0,662 0,536 -11,71 19,85 

t / (h) (Q) 0,242 0,409 0,592 0,579 -0,81 1,29 
1L by 2L -0,656 0,643 -1,019 0,354 -2,31 0,99 
1L by 3L -0,506 0,262 -1,935 0,111 -1,17 0,16 
2L by 3L 2,385 1,679 1,420 0,215 -1,93 6,70 

Entretanto, o uso combinado das variáveis RLS e carga de peróxido de 

hidrogênio em seus níveis superiores afetaram negativamente a conversão enzimática 

como pode ser visto no diagrama de Pareto (Figura 5.7). Como pode ser visto na 

Figura 5.8, para um valor de RLS fixo em 15 mL g-1 torna-se necessário o uso de uma 

menor carga de peróxido de hidrogênio para que não se perca rendimento de 

conversão enzimática. Na Figura 5.9, para um valor de tempo fixo em 1 h, com o uso 

de uma carga de 0,5 g H2O2 g BC-1 só é possível obter elevadas conversões 

enzimáticas com o uso de quantidades de água superiores a 15 mL g-1. 

Desta forma, é possível dizer que uma certa diluição do peróxido de hidrogênio 

no meio reacional é necessária para que a matriz celulósica do bagaço de cana-de-

açúcar pré-tratado seja corretamente preparada para a hidrólise enzimática, podendo 

atingir elevados rendimentos de conversão enzimática e consequentemente de E2G. 

Portanto, as condições experimentais ideais precisam combinar corretamente os 

níveis das variáveis de POA de forma a maximizar a conversão enzimática. 
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Figura 5.9: Superfície de resposta para a variável conversão enzimática em função 

da carga de peróxido de hidrogênio e da RLS. O t foi fixado em 1 h. 

 

A ferramenta de desejabilidade do programa Statistica®, versão 12, foi utilizada 

para determinação de um conjunto de condições de pré-tratamento para produção de 

uma fração sólida na qual se maximize os rendimentos de conversão enzimática, 

minimizando as perdas de massa e de celulose. 

Para isto, selecionou-se as variáveis respostas de acordo com valores de 

desejabilidade, de não desejável (0), parcialmente desejável (0,5) e desejável (1). Em 

princípio, a variável resposta deslignificação não foi levada em consideração no teste, 

devido à resposta de conversão enzimática e celulose residual terem maior 

importância para o balanço de massa e rendimento global do processo. A Figura 5.10 

apresenta os perfils previstos para as variáveis independentes em função das 

respostas avaliadas e de desejabilidade de acordo com as configurações fornecidas 

para o programa. 

A variável rendimento foi configurada da seguinte forma: não desejável (0 = 

33,72%), parcialmente (0,5 = 64,185%) e totalmente desejável (1 = 94,65%). A 

celulose residual foi configurada da seguinte forma: não desejável (0 = 39,66%), 

parcialmente (0,5 = 67,19%) e totalmente desejável (1 = 94,72%). A conversão 
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enzimática, por sua vez, foi configurada como: não desejável (0 = 48,51%), 

parcialmente (0,5 = 71,03%) e totalmente desejável (1 = 93,55%).  

A Figura 5.10 apresenta os perfis de valores preditos e de desejabilidade. As 

condições ótimas encontradas com a ferramenta de desejabilidade foram de 

0,3 g H2O2 g BC-1, RLS de 9,67 mL g-1 e tempo de 8 h, e os resultados previstos foram 

de 93,7% de rendimento, 90,4% de celulose residual, 35,93% de deslignificação e 

95,3% de conversão enzimática. 

Figura 5.10: Perfil de valores previstos e desejabilidade. 

 

Após, passou-se à validação das condições ótimas propostas pela ferramenta 

de desejabilidade, atingindo-se rendimento de 77,96%, celulose residual de 82,24% e 

conversão enzimática de 88,94%. Observou-se um baixo valor de deslignificação 

(42,71%), porém houve um incremento significativo na acessibilidade das enzimas ao 

substrato na etapa de hidrólise enzimática. Pôde-se observar que após a etapa de 

extração alcalina a conversão enzimática foi de 46,8%, sendo este valor foi elevado 

para 88,94% após aplicação do POA nas condições desejáveis. Apesar de o 

rendimento atingido experimentalmente ter sido inferior ao previsto, obteve-se 
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0,325 g glicose g BC-1, evidenciando uma eficiência satisfatória para obtenção de 

açúcares fermentescíveis para obtenção de etanol. 

5.4 Fermentação alcoólica 

A produção de E2G por fermentação alcoólica foi avaliada sem adição de 

soluções nutrientes. A produção de E2G foi realizada a partir da aplicação de 

diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae (PE2, CAT1 e LBCM1047) no 

hidrolisado rico em glicose, obtido da hidrólise enzimática da fração sólida oriunda das 

condições otimizadas pela ferramenta de desejabilidade do programa Statistica®. 

A composição de açúcares do hidrolisado enzimático foi de 78,7 g L-1 de 

glicose, 5,75 g L-1 de xilose, 2,0 g L-1 de celobiose e 0,5 g L-1 de arabinose. Não foi 

observada presença de furanos (HMF e furfural). A presença de ácidos orgânicos, 

como ácido acético, em concentrações superiores à 1,5 g L-1 pode causar inibição em 

certas leveduras (DIJKERMAN et al., 1996). Uma pequena quantidade de 0,26 g L-1 

de ácido fórmico foi observada no hidrolisado. 

A elevada concentração de glicose e a baixa concentração de xilose, arabinose 

e ácidos orgânicos, bem como a ausência de inibidores furânicos, mostrou que a 

estratégia de fracionamento adotada no presente trabalho foi bem-sucedida. Na 

Figura 5.11 pode ser observado o perfil de produção de E2G ao longo do tempo de 

fermentação. As eficiências atingidas ao final do processo foram de 88,94% para 

LBCM1047, 81,20% para CAT1 e 82,90% para PE2. 

Na Figura 5.13 pode ser observado o balanço de massa da estratégia de 

fracionamento proposta considerando um processo partindo de 1000 g de bagaço de 

cana in natura. Como pode ser visto na Figura 5.13, 

150,5 g etanol kg bagaço in natura-1 puderam ser produzidos 

(190,7 mL etanol kg bagaço in natura-1), correspondendo a 367,7 g etanol kg BC-1 pré-

tratado por POA. Desta forma, para produção de 1 L de etanol (789 g), é necessário 

o processamento de 5,24 kg de bagaço de cana, correspondendo à 2,15 kg de bagaço 

pré-tratado por POA. 

Martins et al. (2015) reportaram uma conversão de glicose a etanol de 84,48% 

(135,4 g etanol kg BC-1), utilizando POA aplicado diretamente ao bagaço de cana in 
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natura (0,51 g H2O2 g BC-1, RLS de 5 mL g-1, 90ºC) e hidrólise enzimática com 

15 FPU g BC-1 e RLS de 10 mL g-1. 

A elevada quantidade de E2G produzida no presente estudo pode ser devido à 

maior acessibilidade das enzimas ao substrato na etapa de hidrólise enzimática, que 

ocasionou em uma elevada concentração de açúcares C6. Além disso, a menor 

severidade das etapas de pré-tratamento levou a obtenção de uma maior fração de 

celulose residual no presente estudo quando comparada aos resultados encontrados 

por Martins et al. (2015). 

Figura 5.11: Fermentação do hidrolisado enzimático utilizando diferentes cepas de 

Saccharomyces cerevisiae. 

 

Rabelo et al. (2014) avaliaram dois valores diferentes de RLS na etapa de 

hidrólise enzimática aplicada a bagaço de cana pré-tratado por POA 

(2,68 g H2O2 g BC-1) atingindo 139,2 g etanol kg BC-1 para um valor de RLS de 10 mL g-

1 e 187,85 g etanol kg BC-1 para um valor de RLS de 33 mL g-1. Portanto, somente 

com quantidade consideravelmente maior de água utilizada, em comparação com o 

presente estudo, foi possível produzir maiores quantidades de etanol, o que eleva os 

custos econômicos do processo nas etapas subsequentes de fermentação e 

destilação. É importante salientar que o tempo de fermentação alcoólica necessário 
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para ambos os trabalhos (RABELO et al., 2014; MARTINS et al., 2015) e para o 

presente estudo para que se atingisse a conversão máxima de glicose à etanol foi na 

faixa de 25-27 h. 

O rendimento global da sequência de fracionamento do bagaço de cana em 

glicose calculado no presente estudo foi de 73,9%. Esse rendimento levou em conta 

a quantidade de glicose teórica presente no bagaço de cana in natura, que poderia 

ser liberada diretamente se 100% de conversão enzimática pudesse ser obtida, em 

comparação com a quantidade experimental observada ao final do presente estudo. 

Xue et al. (2016) relataram um rendimento total de 83,3%, aplicando POA em uma 

única etapa (0,36 g H2O2 g BC-1 e RLS de 10 mL g-1), porém aplicando tempo de 24 h 

e temperatura de 40oC, o que acarretaria em elevação de custos. Para o estudo de 

Rabelo et al. (2014), o rendimento global foi de 92,6%, também utilizando POA em 

uma única etapa. É importante salientar a menor quantidade de agente de 

deslignificação utilizada no presente estudo, de 0,3 g H2O2 g BC-1, enquanto Rabelo 

et al. (2014) atingiram a condição ótima com 2,68 g H2O2 g BC-1. Além disso, uma 

menor quantidade de água foi utilizada ao longo do processo proposto, sendo que na 

etapa de deslignificação uma RLS de 9,7 mL g-1 foi usada na otimização, enquanto 

Rabelo et al. (2014) utilizaram RLS de 25 mL g-1 e Banerjee et al. (2011) uma RLS de 

50 mL g-1, para se obter uma conversão enzimática de 74% a partir de 

0,5 g H2O2 g palha de milho-1. 

5.5 Produção de biogás a partir das frações líquidas dos pré-

tratamentos 

As frações líquidas oriundas de cada etapa do fracionamento adotado foram 

submetidas à digestão anaerobia para produção de metano. O pré-tratamento 

hidrotérmico foi aplicado de acordo com as condições operacionais otimizadas por 

Baêta et al. (2016), atingindo rendimento de 140,0 NmL CH4 g SV-1 

(0,173 Nm3 CH4 kg DQO-1) a partir do hidrolisado hemicelulósico. 

Na etapa de extração alcalina, o rendimento atingido foi de 

56,3 NmL CH4 g SV- 1. Este decréscimo significativo na produção de metano deve-se 

à elevada deslignificação atingida na etapa de extração alcalina (60,8%), resultando 

em uma fração residual líquida com uma elevada quantidade de fragmentos de lignina 
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de elevada toxicidade. Fragmentos de lignina dificultam e/ou reduzem o crescimento 

de microrganismos patogênicos (ALVAREZ et al., 1991). Baêta et al. (2016) 

reportaram uma diminuição na produção de metano na presença de elevadas 

concentrações de fragmentos solúveis de lignina em hidrolisados hemicelulósicos. 

Para a fração líquida oriunda do POA, o rendimento atingido foi de 

100,2 NmL CH4 g SV-1. Para ambas as etapas de pré-tratamento nas quais aplicou-

se hidróxido de sódio (extração alcalina e POA), a presença de íons Na+ na solução 

pode ter causado inibição e/ou elevado a pressão osmótica da parece celular dos 

microrganismos presentes, inibindo seu crescimento (DEUBLEIN, STEINHAUSER, 

2011). 

Desta forma, a capacidade total de geração de metano da estratégia de 

fracionamento adotada é de 296,5 NmL CH4 g SV-1 (0,273 Nm3 CH4 kg DQO-1). 

Nosratpour et al. (2018) relataram valores de produção de metano de 239,7 e 

130,7 NmL CH4 g SV-1 a partir de bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com 

0,5 mol L-1 de carbonato de sódio à 140 e 180ºC, respectivamente. Ahmad et al. (2018) 

relataram uma produção de metano de 174,8 e 323,3 NmL CH4 g SV-1 aplicando pré-

tratamento hidrotérmico em bagaço de cana impregnado com H2O2 (0,64% e 

7,36% v v-1, respectivamente). 

Para avaliação da biodegradabilidade das frações líquidas residuais oriundas 

das etapas de extração alcalina e POA é possível comparar a conversão máxima 

teórica de DQO em CH4 (354,0 NmL CH4 g DQO-1 ou 0,354 Nm3 CH4 kg DQO-1) com 

os resultados apresentados no presente trabalho. Para o efluente líquido da extração 

alcalina 29,36 NmL CH4 g DQO-1 foram produzidos, enquanto que para o efluente 

líquido do POA 70,52 NmL CH4 g DQO-1 foram produzidos. Na Figura 5.12, pode-se 

observar a produção de metano a partir de ambas frações líquidas em função do 

tempo. Na ausência de compostos mais facilmente acessíveis é necessário mais 

tempo para que os microrganismos realizem a hidrólise dos compostos presentes nas 

frações líquidas dos pré-tratamentos (extração alcalina e oxidativo avançado). Neste 

período de tempo, os microrganismos acidogênios, acetogênicos e especialmente 

metanogênicos são privados de nutrientes, levando à redução de suas atividades 

metabólicas. Compostos mais biodegradáveis são mais rapidamente hidrolisados 

quando comparados com compostos de baixa digestibilidade, em que pese que as 
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concentrações de AGV e as taxas de hidrólise são mais baixas (NOSRATPOUR et al., 

2018). 

Apesar das frações líquidas residuais das etapas de extração alcalina e POA 

terem elevado a produção de metano do processo, as amostras apresentaram baixa 

biodegradabilidade (8,4% para o efluente líquido da extração alcalina e 20,15% para 

o efluente líquido do POA). Apesar disto, a produção total de metano da estratégia de 

fracionamento adotada (296,5 NmL CH4 g SV-1 ou 0,273 Nm3 CH4 kg DQO-1) provou 

ser possível elevar a eficiência energética do processo. 

Figura 5.12: Produção de metano a partir das frações líquidas residuais da extração 

alcalina e do pré-tratamento oxidativo avançado.

 

5.6 Balanço de energia do processo de fracionamento 

A Figura 5.13 apresenta o balanço de massa juntamente com o balanço de 

energia gerado pela estratégia de fracionamento adotada no presente estudo. O 

sistema proposto exigiu uma quantidade de 3,37 MJ de energia térmica para 

processamento de 1 kg de bagaço de cana, sendo 1,65 MJ do pré-tratamento 

hidrotérmico e 1,72 MJ para secagem do bagaço de cana oriundo deste. Ambas as 

etapas tiveram suas demandas de energia pagas pela geração de energia térmica da 

combustão do biogás gerado nas três etapas de digestão anaeróbia (3,41 MJ kg BC- 1) 
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em um sistema CHP. Pode-se observar a importância da geração de metano a partir 

das frações líquidas residuais oriundas da extração alcalina e do POA no processo, 

uma vez que apenas com o pré-tratamento hidrotérmico o balanço para a energia 

térmica seria negativo (-0,2 MJ). 

 

Figura 5.13: Balanço de massa e energia para o fracionamento aplicado ao bagaço 

de cana-de-açúcar. 
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Para a energia elétrica consumida foi necessário 1,346 kWh kg BC-1. Desta, 

0,14 kWh foram consumidas pelo moinho, 0,005 kWh pelo equipamento utilizado na 

extração alcalina e 1,2 kWh pelo agitador do POA. Pode-se observar o elevado valor 

gasto na etapa de POA em comparação com a extração alcalina, devido ao tempo de 

operação de cada uma (30 s para a extração alcalina e 8 h para o POA). A quantidade 

de energia elétrica gerada pela combustão do biogás produzido foi de 

0,473 kWh kg BC-1, evidenciando desta forma, o balanço final negativo para a energia 

elétrica, faltando um total de 0,873 kWh para pagar o custo total dos pré-tratamentos. 

Isto deve-se basicamente ao tempo de agitação de 8 h necessário para 

ocorrência da reação nas condições otimizadas por meio do planejamento 

experimental Doehlert e da ferramenta de desejabilidade. Xue et al. (2016) e Banerjee 

et al. (2011) aplicaram pré-tratamentos oxidativos com H2O2 em diferentes biomassas 

lignocelulósicas, com tempos de reação de 24 e 48 h, e Rabelo et al. (2014) aplicaram 

um tempo de reação de 1 h, apesar de terem utilizado 2,68 g H2O2 g BC-1. 

Apesar disto, a energia elétrica produzida pelo sistema possibilitou um retorno 

energético suficiente para garantir o funcionamento de 2 h de reação desta etapa do 

processo. Como pode ser visto na Figura 5.10, o tempo foi a variável independente 

de menor sensibilidade no teste de desejabilidade realizado. Assim, elevados valores 

de rendimento (<90%), celulose residual (>80%) e conversão enzimática (>80%) 

ainda poderiam ser atingidos com um tempo de reação de 2 h para o POA. 
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6 Conclusões 

O pré-tratamento oxidativo avançado mostrou-se uma estratégia eficiente para 

resolver o problema da dificuldade de promover elevados valores de deslignificação 

do bagaço de cana pré-tratado por pré-tratamento hidrotérmico para produção de 

E2G, elevando significativamente a eficiência da hidrólise enzimática em comparação 

com as outras etapas de pré-tratamento aplicadas ao bagaço de cana no processo, 

isto é, pré-tratamento hidrotérmico e extração alcalina. À partir das condições 

otimizadas (0,3 g H2O2 g BC-1, RLS de 9,67 mL g-1, 8 h) foi possível a produção de 

uma fração sólida com elevada acessibilidade para o coquetel enzimático utilizado, 

além da maximização do rendimento da reação, com redução na geração de 

inibidores, obtendo-se uma conversão enzimática de 88,9%.  

A sequência de fracionamento produziu um hidrolisado rico em açúcares com 

elevada fermentabilidade para S. cerevisiae e baixa geração de inibidores no decorrer 

do processo. Foi alcançada uma conversão experimental da fração de celulose à 

etanol de 89,4% e uma produção de 150,5 kg etanol ton bagaço bruto-1 

(5,24 kg BC L etanol-1), com a utilização da levedura LBCM1047, isolada de processo 

de produção de cachaça. 

A aplicação de uma etapa prévia de extração alcalina ao pré-tratamento 

oxidativo avançado confirmou-se uma estratégia satisfatória para deslignificação da 

celulignina mantendo fração integral de celulose. Além disso, possibilitou a utilização 

de quantidade significativamente inferior de agente de deslignificação do que 

encontrado na literatura. Da mesma forma, moderadas quantidades de água foram 

utilizadas nas diferentes etapas, diminuindo as demandas de água de todo o 

processo. 

As diferentes frações do bagaço de cana foram exploradas separadamente 

com sucesso dentro do conceito de biorrefinaria. Foi produzido biometano a partir do 

hidrolisado hemicelulósico oriundo do pré-tratamento hidrotérmico, bem como das 

demais frações líquidas residuais dos pré-tratamentos, gerando um total de 

296,5 NmL CH4 g SV-1. Esta produção incrementou a produção de energia do 

processo de fracionamento, pagando a energia térmica consumida.  
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A estratégia de fracionamento do bagaço de cana proposta no presente estudo 

é tecnicamente promissora no contexto da biorrefinaria lignocelulósica, ao maximizar 

sua exploração energética separando seus constituintes principais a partir de etapas 

de pré-tratamento de menor severidade e que demandam menores custos em termos 

de gasto de energia para a produção integrada de E1G e E2G. 
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7 Perspectivas futuras 

Menores valores de carga de peróxido de hidrogênio podem ser avaliadoss, 

uma vez que a condição otimizada do presente estudo determinou o nível de carga 

mais baixo do planejamento experimental como aquele que obteve maiores eficiência 

para rendimento, celulose residual e conversão enzimática. Valores inferiores podem 

ser considerados, na medida em que maiores eficiências na produção de E2G podem 

ser atingidas por meio da produção de uma fração sólida com maiores valores de 

celulose residual e rendimento. 

Apesar de a energia dispendida no pré-tratamento oxidativo avançado não ter 

sido paga pela energia elétrica gerada no processo, uma diminuição do tempo de 

reação para 2 h tornaria o balanço de energia positivo, abrindo possibilidades para o 

desenvolvimento desta etapa com vias à diminuição do tempo de reação. Uma 

possível solução para esta demanda seria a avaliação de tecnologias que diminuam 

este tempo por meio do favorecimento da geração de radicais oriundos do peróxido 

de hidrogênio, como por exemplo o uso da fotocatálise em sistema de Ti/O2. 

Novas condições experimentais para produção de biometano a partir das 

frações líquidas residuais devem ser avaliadas, com o intuito de maximizar a 

produtividade, como a variação da relação alimento/microrganismo para valores 

diferentes dos aplicados no presente estudo, de 0,375  DQO g SV-1. A adição de 

carvão ativado para diminuição da toxicidade das frações líquidas residuais dos pré-

tratamentos também pode ser considerada. 

A otimização de etapas como a hidrólise enzimática, com variação da carga de 

sólidos e carga enzimática aplicada, bem como da fermentação alcoólica, com a 

variação da concentração de açúcares e carga de leveduras, podem ser 

consideradas, com o intuito de diminuir o tempo total do processo de fracionamento. 

Para o processo aplicado, o sistema de tratamento do bagaço de cana-de-açúcar 

demanda um total de 80 h e 41 min divididos em quatro etapas, além do processo de 

fermentação alcoólica necessitar de 27 h para atingir sua máxima eficiência. Uma 

diminuição deste tempo facilitaria a aplicação desta estratégia de fracionamento em 

uma planta industrial.  
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9 Anexos 

Tabela 9.1: ANOVA para a variável resposta deslignificação do pré-tratamento 

oxidativo avançado. 

Fator SQ GL MQ F p-valor 

(1) RLS / (mL g-1)(L) 391,347 1 391,35 8,52601 0,100003 
RLS / (mL g-1) (Q) 2,791 1 2,79 0,06080 0,828235 

(2) H2O2 / (g H2O2 g BC-1)(L) 3169,238 1 3169,24 69,04597 0,014176 
H2O2 / (g H2O2 g BC-1)(Q) 18,050 1 18,05 0,39324 0,594646 

(3) t / (h)(L) 912,822 1 912,82 19,88701 0,046784 
t / (h)(Q) 33,227 1 33,23 0,72389 0,484485 
1L x 2L 21,483 1 21,48 0,46804 0,564523 
1L x 3L 685,266 1 685,27 14,92941 0,060925 
2L x 3L 280,290 1 280,29 6,10649 0,132081 

Falta de ajuste 290,881 3 96,96 2,11241 0,337301 
Erro puro 91,801 2 45,90   

Total 5998,177 14    

L: modelo linear; Q: modelo quadrático; SQ: soma quadrática dos erros; GL: graus de 
liberdade; MQ: média quadrática dos erros; F: valor do teste F calculado. 

Tabela 9.2: ANOVA para a variável resposta celulose residual do pré-tratamento 

oxidativo avançado. 

Fator SQ GL MQ F p-valor 

(1) RLS / (mL g-1)(L) 597,803 1 597,80 16,36 0,056028 
RLS / (mL g-1)(Q) 272,466 1 272,46 7,46 0,112006 

(2) H2O2 / (g H2O2 g BC-1)(L) 358,613 1 358,61 9,82 0,088554 
H2O2 / (g H2O2 g BC-1)(Q) 32,761 1 32,76 0,90 0,443619 

(3) t / (h)(L) 186,918 1 186,92 5,12 0,152090 
t / (h)(Q) 89,831 1 89,83 2,46 0,257405 
1L x 2L 798,91 1 798,91 21,87 0,042815 
1L x 3L 0,579 1 0,58 0,016 0,911303 
2L x 3L 18,762 1 18,76 0,51 0,547994 

Falta de ajuste 519,821 3 173,27 4,74 0,179045 
Erro puro 73,069 2 36,53   

Total 3255,306 14    

L: modelo linear; Q: modelo quadrático; SQ: soma quadrática dos erros; GL: graus de 
liberdade; MQ: média quadrática dos erros; F: valor do teste F calculado. 
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Tabela 9.3: ANOVA para a variável resposta rendimento do pré-tratamento oxidativo 

avançado. 

Fator SQ GL MQ F p-valor 

(1) RLS / (mL g-1)(L) 586,608 1 586,608 24,90 0,037896 
RLS / (mL g-1)(Q) 126,280 1 126,280 5,36 0,146622 

(2) H2O2 / (g H2O2 g BC-1)(L) 1441,898 1 1441,898 61,2 0,015950 
H2O2 / (g H2O2 g BC-1)(Q) 6,922 1 6,922 0,29 0,642123 

(3) t / (h)(L) 240,388 1 240,388 10,2 0,085612 
t / (h)(Q) 155,058 1 155,058 6,58 0,124253 
1L x 2L 280,228 1 280,228 11,89 0,074769 
1L x 3L 28,586 1 28,586 1,21 0,385520 
2L x 3L 0,159 1 0,159 0,007 0,942065 

Falta de ajuste 570,781 3 190,260 8,07 0,112181 
Erro puro 47,121 2 23,561   

Total 3588,101 14    

L: modelo linear; Q: modelo quadrático; SQ: soma quadrática dos erros; GL: graus de 
liberdade; MQ: média quadrática dos erros; F: valor do teste F calculado. 

Tabela 9.4: ANOVA para a variável resposta conversão enzimática do pré-

tratamento oxidativo avançado. 

Fator SQ GL MQ F p-valor 

(1) RLS / (mL g-1)(L) 83,723 1 83,723 9,4 0,091944 
RLS / (mL g-1)(Q) 79,154 1 79,154 8,89 0,096507 

(2) H2O2 / (g H2O2 g BC-1)(L) 632,782 1 632,782 71,5 0,013785 
H2O2 / (g H2O2 g BC-1)(Q) 22,864 1 22,864 2,57 0,250275 

(3) t / (h)(L) 492,776 1 492,776 55,33 0,017598 
t / (h)(Q) 26,514 1 26,514 2,98 0,226600 
1L x 2L 78,588 1 78,588 8,82 0,097104 
1L x 3L 283,062 1 283,062 31,78 0,030053 
2L x 3L 152,473 1 152,473 17,12 0,053747 

Falta de ajuste 359,970 3 119,990 13,47 0,069886 
Erro puro 17,813 2 8,91   

Total 2383,772 14    

L: modelo linear; Q: modelo quadrático; SQ: soma quadrática dos erros; GL: graus de 
liberdade; MQ: média quadrática dos erros; F: valor do teste F calculado. 
 


