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RESUMO 

Resíduos lignocelulósicos, como o bagaço de cana-de-açúcar, podem ser usados como 

biomassa para geração de energia, na conversão de biocombustíveis líquidos ou 

gasosos, desde que um pré-tratamento seja aplicado ao material, por ação de meios 

ácidos, básico ou até mesmo o uso de enzimas específicas, para solubilização dos 

açúcares e/ou para remoção da lignina. Neste trabalho, dividido em 2 partes, avaliou-se 

o melhor tratamento de dados para melhor biodegradabilidade anaeróbia e potencial na 

produção de biogás, a partir do pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar com ácido 

cítrico diluído. Até o momento, nenhum estudo foi realizado usando este ácido com esta 

finalidade e este possui várias vantagens de uso, como baixa toxidade, corrosividade e 

custo. Na primeira etapa, avaliou-se o pré-tratamento em sistema de refluxo (pressão 

atmosférica), utilizando-se o planejamento experimental (2
2
), tendo como variáveis 

operacionais o tempo (min) e a concentração de ácido cítrico (%).  Em uma segunda 

etapa, realizou-se o pré-tratamento, em sistema pressurizada, otimizado por meio do 

planejamento experimental Doehlert (Pedersen e Meyer) quadrático, um planejamento 

experimental (2
3
). As variáveis avaliadas foram temperatura (T, °C), tempo (t, min) e a 

razão sólido líquido (RSL, g.mL
-1

). A eficiência dos pré-tratamentos foi avaliada através 

de caracterização morfológica e química das frações sólidas obtidas e quantificação de 

açúcares fermentescíveis e inibidores, das frações líquidas. A hidrólise enzimática, foi 

realizada utilizando-se o complexo enzimático Cellic® CTec 3 e foi determinado 

quantificação de açúcares redutores totais (ART), além da quantificação de açúcares 

fermentescíveis (xilose, glicose e/ou arabinose). Nesse contexto, o pré-tratamento físico-

químico, do planejamento 1, mostrou que as variáveis em estudo não tiveram relação 

direta com o teor de lignina, celulose e hemiceluloses. No entanto, a estrutura foi 

alterada, melhorando a acessibilidade da celulose, o que foi confirmado nas maiores 

concentrações de açúcares redutores totais em comparação ao bagaço de cana bruto. A 

amostra 6 (6,0% e 102,43 min)  apresentou o menor teor de lignina (22,6%), índice de 

cristalinidade baixo (54%), desestruturações das fibras (após o pré-tratamento e após a 

hidrólise enzimática), concentração de açúcares redutores totais alto (28,21%), volume 

acumulado de biogás no valor de 55,14 NmL. Poder calorífico alcançou-se um valor de 

3019 Kcal/kg. No planejamento 2, o pré-tratamento foi mais eficaz ao 1° planejamento, 

indicando modificações estruturais em quase todas as amostras em relação ao bagaço de 

cana de açúcar bruto. Os resultados sugerem que as condições de RSL de 9,75 g.mL
-1

, 
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temperatura a 120 °C e tempo reacional de 55 min (amostra 2), ocasionaram teor de 

lignina na faixa de 22 %, teor de celulose acima de 50% e baixo teor de hemiceluloses. 

Tanto a fração sólida (posteriormente a hidrólise enzimática) como a fração líquida 

(após o pré-tratamento) demonstraram alta liberação de açúcares e consequentemente, 

valores significativos de volume acumulado de biogás (449,41 e 209,45 NmL, 

respectivamente). O poder calorífico resultou no valor de 3294 Kcal/kg. Portanto, os 

resultados demonstraram a viabilidade da ação do ácido cítrico diluído, em novas 

condições experimentais, para pré-tratamento de bagaço de cana-de-açúcar para 

produção promissora de biogás. 

 

PALAVRAS-CHAVES: biomassa lignocelulósica; hidrólise enzimática; digestão 

anaeróbia; açúcares fermentescíveis. 
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ABSTRACT 

Lignocellulosic residues, such as sugarcane bagasse, can be used as biomass for energy 

generation, in the conversion of liquid or gaseous biofuels, provided that a pretreatment 

is applied to the material by acidic, basic or even the use of specific enzymes for sugar 

solubilization and/or lignin removal. In this work, divided into 2 parts, we evaluated the 

best data treatment for better anaerobic biodegradability and potential in biogas 

production, from the pretreatment of sugarcane bagasse with dilute citric acid. To date, 

no studies have been conducted using this acid for this purpose and it has several 

advantages of use such as low toxicity, corrosivity and cost. In the first stage, the pre-

treatment in reflux system (atmospheric pressure) was evaluated, using the experimental 

design (2
2
), having as operational variables time (min) and citric acid concentration (%). 

In a second stage, pretreatment was performed in a pressurized system, optimized 

through the quadratic Doehlert (Pedersen and Meyer) experimental design, an 

experimental design (2
3
). The variables evaluated were temperature (T, °C), time (t, 

min) and liquid solid ratio (RSL, g.mL
-1

). The efficiency of the pretreatments was 

evaluated by morphological and chemical characterization of the obtained solid 

fractions and quantification of fermentable sugars and inhibitors of the liquid fractions. 

Enzymatic hydrolysis was performed using Cellic® CTec 3 enzymatic complex and 

quantification of total reducing sugars (ART), as well as quantification of fermentable 

sugars (xylose, glucose and/or arabinose). In this context, the pre-treatment 

physicochemical design experimental 1 showed that the variables under study had no 

direct relationship with the content of lignin, cellulose and hemicelluloses. However, 

the structure was altered, improving pulp accessibility, which was confirmed in the 

higher concentrations of total reducing sugars compared to raw sugarcane bagasse. 

Sample 6 (6.0% and 102.43 min) had the lowest lignin content (22.6%), low 

crystallinity index (54%), fiber breakdowns (after pretreatment and after enzymatic 

hydrolysis ), high total reducing sugar concentration (28.21%), accumulated biogas 

volume of 55.14 NmL. Caloric power reached a value of 3019 Kcal/kg. In design 

experimental 2, pretreatment was more effective at design experimental 1, indicating 

structural changes in almost all samples in relation to raw sugarcane bagasse. The 

results suggest that RSL conditions of 9.75 g.mL
-1

, temperature at 120 °C and reaction 

time of 55 min (sample 2) caused lignin content in the range of 22%, cellulose content 

over 50 % and low hemicellulose content. Both solid fraction (after enzymatic 



xi 

 

hydrolysis) and liquid fraction (after pretreatment) showed high sugar release and 

consequently significant accumulated biogas volume values (449.41 and 209.45 NmL, 

respectively). The calorific value resulted in the value of 3294 Kcal/kg. Therefore, the 

results demonstrated the viability of the action of dilute citric acid under new 

experimental conditions for sugarcane bagasse pretreatment for promising biogas 

production. 

 

Keywords: lignocellulosic biomass; enzymatic hydrolysis; anaerobic digestion; 

fermentable sugars. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os investimentos em biocombustíveis têm aumentado em resposta a políticas 

globais visando à obtenção da redução da emissão do GEE (gases de efeito estufa), 

diversificação de fontes de energia e diminuição da dependência de combustíveis 

fósseis. A energia renovável serve como uma alternativa viável às fontes de energia 

tradicionais, fornecendo formas energéticas limpas e sustentáveis. O desenvolvimento 

de biorrefinarias relacionadas à produção de biocombustíveis utilizando matérias-primas 

lignocelulósicas, ainda está em fase comercial inicial e muitos desafios técnicos e 

econômicos devem ser superados antes de uma indústria da energia renovável pode se 

tornar uma empresa bem-sucedida e comercialmente viável (PAPA et al., 2015; 

MEIGHAN et al., 2017, ZABED et al., 2016; BUDDADEE et al., 2008).  

A biomassa lignocelulósica, principal matéria-prima potencial para a 

biorrefinaria, devido ao seu teor de açúcar, alta disponibilidade e baixo custo 

(TRAVAINI et al., 2016), representa uma fonte natural, barata e abundante. 

Constituída, majoritariamente, por três frações que se encontram intimamente 

associadas, dando origem a uma estrutura de caráter recalcitrante ao vegetal, sendo estas 

frações compostas por polímeros de açúcares (celulose (30 - 50%) e hemiceluloses (25-

35%), lignina (10-35%) e outros componentes, como extrativos e proteínas, óleos e 

cinzas (TRAVAINI et al., 2016; ISIKGOR; BECER, 2015; GÁMEZ et al., 2006). Esses 

materiais podem ser utilizados como substratos para processos fermentativos, visto que 

70% da matéria seca é constituída de carboidratos (TAMANINI; HAULY, 2004). 

O principal desafio para a refinaria à base de biomassa é o design eficiente, 

econômico e sustentável do pré-tratamento, a fim de fragmentar e abrir a complexa 

estrutura lignocelulósica e, assim, facilitar o acesso das enzimas durante a hidrólise, 

para melhorar a taxa e o rendimento da liberação de açúcares. Esta etapa representa até 

20% dos custos de produção totais (TRAVAINI et al., 2016; AMIN et al., 2017). 

Anualmente, grandes quantidades de materiais de biomassa lignocelulósica, 

como resíduos agrícolas e florestais, gramíneas, resíduos de papel, culturas energéticas 

lenhosas e herbáceas e resíduos sólidos municipais, dentre outras são acumuladas no 

planeta e estão disponíveis em uma forma razoavelmente limpa e em larga escala 

(BRIENZO et al., 2017;  PAPA et al., 2015). Porém, muitas vezes, a disposição final 

desses materiais é inadequada, gerando impactos ambientais, e, portanto, não 
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aproveitando o seu conteúdo energético ou químico (BRAGATTO, 2010; SANTOS, 

2017; BAÊTA  et al., 2016; ; SILVA; MORAIS, 2008). 

Dessa forma, a aplicação de resíduos agroindustriais em bioprocessos, tais como 

a produção de biogás, contribui para o suprimento de energia e ajuda a mitigar o 

problema de poluição que pode ser causado pela disposição inadequada dos mesmos 

(PANDEY et al., 2000c). Dessa maneira, a produção de biogás também pode se tornar 

adequada para a geração de energia em pequena escala no local onde os resíduos forem 

gerados e estiverem disponíveis, evitando maiores gastos de energia e custo de 

transporte (LIMA, 2018). A utilização desse gás em larga escala permitiria que a 

humanidade reduzisse drasticamente o consumo de petróleo, sendo que esta redução 

somada à não emissão direta na atmosfera do biogás se tornariam ferramentas contra o 

combate à emissão de gases de efeito estufa e consequentemente mitigadoras do 

aquecimento global (OLIVEIRA, 2009). 

A produção de biocombustíveis no Brasil tem elevada importância devido à 

necessidade energética para os próximos anos, nos quais a demanda total de energia do 

país estimava-se que, a partir de 2013, iria crescer 4,3% ao ano e chegaria a 351,35 

milhões de toneladas equivalentes de petróleo (tep) em 2023. A indústria e o setor de 

transportes continuarão a serem os principais responsáveis por esse consumo, com 67% 

do total (ROSSI, 2015). 

Segundo Chemmés et al. (2013), a cana-de-açúcar é uma das principais culturas 

e fonte de matéria-prima para a produção de bioetanol no Brasil, em decorrência do seu 

baixo custo, frente as outras matérias-primas, além de elevada disponibilidade. Vale 

destacar que a principal característica do mercado do etanol é a concentração das 

atividades no Brasil e nos Estados Unidos. Juntos esses países foram responsáveis por 

80% da produção e por 72% do consumo total de etanol combustível no mundo em 

2014, no entanto, Estados Unidos produziu e consumiu mais etanol que o Brasil 

(BRANDÃO, 2015). 

Entretanto, a elevada produção de bioetanol a partir da cana-de-açúcar acarreta 

na geração de um grande volume de bagaço. Esse resíduo possui baixa densidade e, 

portanto, grandes volumes de baixo valor agregado são estocados. Muitas vezes o 

destino final desse resíduo lignocelulósico representa perdas do seu potencial 

energético, uma vez que o mesmo é, comumente, queimado em caldeiras para geração 
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de vapor e eletricidade dentro das usinas sucroalcooleiras (HOFSETZ et al., 2012; 

BUDDADEE et al., 2008).  

O bagaço de cana possui alguns requisitos técnicos, energéticos e econômicos 

como, por exemplo, elevada reatividade frente a agentes de polpação e hidrólise, e o 

fato de ser considerado um resíduo, que o faz atrativo para ser usado como matéria-

prima em biorrefinarias. Além disso, as características composicionais são interessantes, 

considerando-se o elevado teor de polissacarídeos (celulose e hemiceluloses) em sua 

estrutura (BAÊTA, 2016). 

Assim sendo, o bagaço de cana-de-açúcar pode potencializar para o rendimento 

de produção de biocombustíveis como biogás (metano (CH4) e hidrogênio (H2)), além 

de gerar assim como obter alguns bioprodutos, valorizando o resíduo lignocelulósico, 

favorecendo o crescimento e desenvolvimento de pesquisas na área e contribuindo no 

aspecto ambiental e econômico. 

No entanto, o aproveitamento de resíduos lignocelulósicos para produção de 

biocombustíveis esbarra na elevada resistência à degradação química e biológica que é 

explicada, principalmente, pela complexidade das interações entre os constituintes dos 

resíduos lignocelulósicos (celulose, hemiceluloses e lignina) (SANTOS, 2017; 

HENDRIKS et al., 2009).  

Neste contexto, o desenvolvimento de processos que busquem a produção de 

biocombustíveis deve passar pela otimização integrada das etapas de caracterização 

química e de pré-tratamento dos resíduos agrícolas lignocelulósicos (GOUVEIA et al., 

2009; HENDRIKS et al., 2009; ZABED et al., 2016 ). Alguns autores como Lavarack 

et al., (2002) afirmam que a escolha do tipo de pré-tratamento ideal depende do tipo e 

composição da biomassa e da finalidade da mesma. Bragatto (2010) afirma ainda que o 

uso de técnicas de planejamento experimental (fatorial) nas etapas de pré-tratamento de 

resíduos pode ajudar na escolha do melhor processo para otimizar a liberação de 

carboidratos tanto de hemiceluloses quanto de celulose, favorecendo assim os processos 

fermentativos de produção de biocombustíveis. 

De forma geral, o principal objetivo das técnicas de pré-tratamento é dissociar ou 

romper as interações existentes dentro do complexo lignocelulósico (reduzir o tamanho 

das partículas, aumentar a área superficial e volume de poros, reduzir o teor de lignina e 

diminuir a cristalinidade da celulose), facilitando o acesso e a digestibilidade enzimática 

e microbiológica (HENDRIKS et al., 2009; SANTOS, 2017).  
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Dentre as técnicas de pré-tratamento disponíveis, destacam-se os processos físico-

químicos que utilizam ácidos (concentrados ou diluídos) combinados ou não com 

temperaturas elevadas (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).  

O uso de ácidos para hidrólise lignocelulósica é um processo muito eficaz e bem 

conhecido para obter uma estrutura adequada (CHIARAMONTI et al., 2012) para 

conversão em biocombustíveis. Porém, são necessárias novas descobertas para 

minimizar custos e aprimorar a sustentabilidade em termos de eficiência energética 

(PAPA et al., 2015). 

Até o momento, nenhum estudo foi realizado usando ácido cítrico diluído como 

estratégias de pré-tratamento em direção à perspectiva para a produção de biogás. 

O ácido cítrico é um agente acidulante, conservante, emulsificante, aromatizante, 

sequestrante e tamponante amplamente utilizado em muitas indústrias, especialmente 

em produtos alimentícios, bebidas, farmacêuticos, nutricionais e cosméticos 

(CIRIMINNA et al., 2017; SOCCOL et al., 2006). Do ponto de vista ambiental, o ácido 

se degrada rapidamente nas águas superficiais e não apresenta riscos ao meio ambiente 

ou à saúde humana (CIRIMINNA et al., 2017). 

Devido às suas notáveis propriedades físico-químicas e natureza ambientalmente 

benigna, o uso do ácido cítrico em vários setores industriais aumentou rapidamente ao 

longo do século XIX, quando o ácido foi extraído diretamente do suco concentrado de 

frutas, sendo substituído pela rota de fermentação de carboidratos, desde o final da 

década de 1920 (CIRIMINNA et al., 2017).  

Argumentos em relação às sua extensa gama de aplicações, produções (alta 

demanda) e mercado (preços fixos por décadas devido às altas produções e queda dos 

preços), sustentam o ponto de vista de que o ácido cítrico se tornará um produto 

químico essencial na bioeconomia emergente (CIRIMINNA et al., 2017; SOCCOL et 

al., 2006; SHOW et al., 2015; RODRIGUES et al., 2009). 

Normalmente, estudos com o pré-tratamento com ácidos diluídos sugerem 

diferentes cargas de biomassa (m/m), tempo e temperatura (TAHERZADEH et al., 

2007b: BUDDADEE et al., 2008; GÁMEZ et al., 2006), opções a serem considerados 

para o controle da perspectiva custo-benefício, sustentabilidade e da viabilidade do 

processo como um todo.  

Após a etapa de pré-tratamento, a biomassa pré-tratada residual ainda possui 

grande quantidade de celulose e lignina, que atuam como uma barreira física e impedem 
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a degradação anaeróbia, e, por vezes, uma pequena quantidade de hemiceluloses 

residuais, que também atua como uma barreira física ao ataque enzimático da celulose 

(LEITÃO et al., 2013). Esses resíduos sólidos são ricos em celulose e podem ser 

hidrolisados via hidrólise química por processo convencional de hidrólise ácida, básica 

ou via hidrólise enzimática, e os açúcares fermentescíveis liberados podem ser usados 

para produção anaeróbia de biogás (metano e hidrogênio), por exemplo, ou seja, 

aumentando a biodegradabilidade anaeróbia (TAHERZADEH; KARIMI, 2008; 

LEITÃO et al., 2013).  

Destacam-se como vantagens da hidrólise enzimática, os elevados rendimentos 

devido a especificidade das enzimas, o que elimina a geração de subprodutos 

indesejáveis, além de serem operadas em condições de temperatura próxima a ambiente 

(35-40°C), pressão atmosférica e pH levemente ácido (4,5-5,0) (MADIGAN, 2015; 

LIMA, 2018). A bioconversão enzimática da fração polissacarídica do bagaço de cana 

tem despertado interesse das usinas sucroalcooleiras, uma vez que é possível produzir 

etanol celulósico 2G, aumentando a produção total de etanol sem aumentar as áreas de 

cultivo da cana-de-açúcar e podendo ser usado, também, para a conversão à biogás. 

Embora diversas técnicas de pré-tratamento sejam potencialmente aplicáveis ao 

bagaço de cana, torna-se particularmente difícil realizar estudos comparativos com base 

nos dados da literatura em virtude das diferenças nas metodologias de pesquisa, nas 

características físicas do material, bem como nos métodos de preparação da matéria-

prima. Entretanto, salienta-se a importância de se aperfeiçoar o conhecimento acerca 

das diferenças entre os diversos tipos de pré-tratamento, bem como do efeito de cada 

processo sobre as demais operações. Tal medida pode facilitar a seleção dos 

equipamentos e sequências operacionais do sistema integrado, além de reduzir riscos 

associados à implementação do processo em escala industrial, bem como identificar 

oportunidades de melhoria ao longo do sistema integrado, conduzindo a uma otimização 

da eficiência operacional (BONOMI, 2010) e a formas competitivas em termos de 

desempenho (rendimentos) e custos (CHIARAMONTI et al., 2012) na produção  de 

biogás. 

Assim, visto que após o pré-tratamento são obtidas frações sólidas e líquidas, é 

possível produzir biogás (metano e hidrogênio) tanto através da fração sólida na 

digestão anaeróbia clássica em fase sólida, como através do uso da fração líquida 

(hidrolisado) obtido no pré-tratamento pelo processo de digestão anaeróbia em fase 
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líquida (GOUVEIA et al., 2009, SANTOS,  2017). A maioria dos estudos disponíveis 

na literatura considera o uso completo de biomassa pré-tratada, ou seja, frações sólidas e 

líquidas, para produzir biogás (CH4 ou H2) e estimar os efeitos do pré-tratamento na 

digestibilidade do bagaço de cana-de-açúcar, mas não o uso separado dessas frações 

(ADARME et al., 2017). 

A geração de biogás em processo anaeróbio é facilitada pela liberação de 

matéria orgânica fermentescível resultante do pré-tratamento e subsequente da hidrólise 

enzimática da biomassa lignocelulósica. Processos chave, visto que, reduzem as cadeias 

de carboidratos estruturais longas da parede celular a moléculas menores de açúcares 

monoméricos fermentescíveis menores (PAPA et al., 2015; NARTKER et al., 2014). 

Os açúcares liberados são transformados em metano por meio de diferentes reações 

realizadas por distintos micro-organismos anaeróbios. Inicialmente a matéria orgânica é 

parcialmente degradada por micro-organismos hidrolíticos e os subprodutos gerados 

nesta etapa são convertidos em ácidos intermediários (ex.: ácido fórmico, acético, 

propiônico, isobutírico, butírico, isovalérico e valérico) pelas bactérias acidogênicas 

(GERARDI, 2006; PRADO et al., 2008).  

A produção de biogás se torna promissor na sucessão da evolução dos 

combustíveis por possuir vários benefícios (inclusive elevado valor energético), além de 

ser uma alternativa sustentável aos métodos convencionais de produção desse gás, 

podendo ser executada em pressão atmosférica e temperatura ambiente (ou com 

aquecimento brando ~ 55°C) (LIMA, 2018). 

Portanto, considerando a possibilidade de aproveitamento do bagaço de cana 

para produção de biocombustíveis, destacam-se os principais escopos desse trabalho. 

Incialmente, utilizando ferramentas estatísticas de otimização multivariada (dois 

planejamentos), avaliou-se a técnica de pré-tratamento com ácido cítrico diluído em 

bagaço de cana-de-açúcar. Caracterizações das propriedades físico-químicas foram 

realizadas, tais como teor de celulose, lignina e hemiceluloses, o índice de cristalinidade 

da biomassa e análise de microscopia eletrônica de varredura (MEV), para identificar 

diferenças morfológicas nas amostras antes e após condições alternativas de pré-

tratamento. O teor de açúcares após a hidrólise enzimática foi comparado com as 

diferentes condições de pré-tratamento e modificações nas propriedades do material. 

Diante disso, foi feita a seleção das amostras que apresentaram maior potencial de 

produção de biogás, em benefício da simplicidade operacional e da economicidade do 
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processo. O poder calorífico das amostras sólidas após a hidrólise enzimática foi feito 

para avaliar o aproveitamento energético e para o estudo da eficiência de utilização 

desses insumos, o que em muitos casos se torna vantajoso devido aos baixos custos de 

obtenção desses resíduos. Conforme Lizcano (2015) e Santos (2013), o potencial 

energético de uma cultura é uma função da quantidade de biomassa produzida e do 

poder calorífico que essa apresenta. 

A revisão da literatura mostra que apesar da existência de estudos envolvendo 

diferentes tipos de pré-tratamento, grande parte dos estudos ainda contempla o uso de 

pré-tratamentos clássicos como os ácidos e alcalinos. O presente trabalho de pesquisa 

tem como objetivo examinar as opções atuais de pré-tratamento (dois planejamentos) 

com ácido cítrico diluído para a produção de biogás (não encontrado estudos, até o 

momento), identificar os principais pontos fortes e fracos dos diferentes conceitos e 

desenvolver um pré-tratamento adequado para demonstração em escala industrial. A 

estratégia, validada através da campanha experimental relatada aqui, é desenvolver um 

sistema inovador e eficiente de pré-tratamento ácido que possa efetivamente extrair 

açúcares C5 e C6 limitando a formação de inibidores.  

 

1.1 Organização da tese  

O item 1 e 2 apresentaram a introdução do trabalho e os objetivos, 

respectivamente. O item 3 exibe a revisão da literatura, abordando brevemente 

conceitos de biomassa e suas estruturas lignocelulósicas (destaque para o bagaço de 

cana-de-açúcar) e pré-tratamentos, dando ênfase ao pré-tratamento por ácido diluído,  

hidrólise enzimática e produção de biogás. 

A metodologia básica para o planejamento 1 foi explicada no item 4. Neste 

foram exibidas também as metodologias gerais para o andamento do estudo, os 

procedimentos específicos inerentes a cada etapa e os resultados, associados ao 

planejamento 1. No item 5 os resultados, discussões e conclusão parcial do 

planejamento 1 foram expostos. 

O item 6 apresentou os procedimentos dos pré-tratamentos do planejamento 

fatorial 2,  assim como as caracterizações, os resultados, as discussões e a conclusão 

parcial estão descritas no item 7.  

A separação em itens foi realizada para facilitar o entendimento. O fluxograma 

geral do presente estudo está representado de forma esquemática na Figura geral.  
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Figura geral. Fluxograma esquemático das etapas dos procedimentos experimentais proposto para a produção de biogás. 

 

Fonte: Autora 
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Realizou-se 2 planejamentos fatoriais, nas quais no planejamento 1 avaliou-se o 

pré-tratamento (pré-hidrólise ácida diluída) do resíduo do bagaço de cana-de-açúcar, em 

sistema de refluxo (pressão atmosférica), utilizando-se o planejamento experimental do 

tipo (2
2
), com um ponto central, com variáveis operacionais como tempo (t) e razão 

sólido-líquido (RSL).  No planejamento 2, utilizou-se um planejamento experimental 

(2
3
) e as condições de pré-tratamento (sistema pressurizado) de bagaço de cana-de-

açúcar, com ácido cítrico, foram otimizadas por meio do planejamento experimental 

Doehlert (Pedersen e Meyer) quadrático. As variáveis avaliadas foram temperatura (T, 

°C), tempo (t, min) e a razão sólido líquido (RSL, g.mL
-1

). 

Por fim, o item 8 destina-se a apresentar, para finalização, uma conclusão geral 

dos dois planejamentos e o item 9 apresenta as referências que auxiliaram no estudo e 

na elaboração da tese. 

 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

O objetivo geral foi avaliar o potencial do pré-tratamento do bagaço de cana-de-

açúcar com ácido cítrico diluído, em dois diferentes efeitos - sob pressão atmosférica e 

em sistema pressurizado para produção de biogás. Caracterizou-se o bagaço de cana-de-

açúcar in natura e  pré-tratado para produção de biogás. Produziu-se biogás a partir de 

amostras que resultaram melhores condições pré-tratadas, em ambos os planejamentos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Avaliar as condições de pré-tratamento por hidrólise ácida (ácido cítrico) do bagaço 

de cana-de-açúcar, variando, em primeiro momento, tempo e concentração de solução 

de ácido cítrico, em pressão atmosférica. Em segundo, variando tempo, temperatura e 

razão sólido-líquido, em sistema pressurizado. 

 Verificar o efeito dos parâmetros dos processos de pré-tratamentos, em relação aos 

teores de lignina, celulose e hemiceluloses, principalmente, visando gerar um substrato 

com característica passível de ser utilizado para conversão de biogás. 

 Após o pré-tratamento aplicado no resíduo lignocelulósico, o mesmo foi utilizado em 

processo de hidrólise enzimática. Para tanto, utilizou-se enzima comercial como a 

Celic® CTEC 3. Esperou-se com esse processo enzimático a liberação de açúcares 

fermentescíveis que alimentaram reatores anaeróbios para produção de biogás.  
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 Selecionar as melhores condições dentre cada planejamento e produzir biogás. No 

primeiro planejamento, produzir biogás somente da fração líquida após o pré-

tratamento, com a finalidade de direcionamento para o planejamento 2. Para o 

planejamento 2, produzir biogás tanto da fração líquida após pré-tratamento e fração 

sólida após a hidrólise enzimática. 

  Determinar o poder calorifico do sólido após a hidrólise enzimática com a finalidade 

de aproveitamento para queima de resíduo, uma oportunidade de particular importância 

para colaborar na oferta de energia, ou seja, para aproveitamento energético. 

 

3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 Biomassa lignocelulósica 

Por biomassa lignocelulósica compreende toda a matéria de origem vegetal, 

advinda de floresta nativa ou plantada; resíduos sólidos municipais, culturas agrícolas e 

seus resíduos (ex. cascas e galhos de árvores, bagaço e palha de cana; cascas de arroz, 

palha e sabugo de milho ou cascas de café, palha de trigo, etc.); bem como os resíduos 

de madeira e da indústria de papel e estercos de animais ruminantes. A biomassa 

lignocelulósica é a fonte biológica renovável mais abundante na Terra e é uma fonte 

natural e barata que abre a possibilidade de sua utilização para a produção de 

biocombustíveis (DINIZ, 2008; RAHIKAINEN et al., 2011; SANTOS, 2013). 

Muitas vezes a destinação dada a esses materiais lignocelulósicos é pouco nobre 

e representa uma perda do potencial de produção energético, além de gerarem um 

passivo ambiental (BRAGATTO, 2010). Sendo o Brasil o terceiro maior exportador 

agrícola, o volume de resíduos oriundos do setor agrícola e agroflorestal no país são 

consequentemente altos. Tais biomassas residuais estão disponíveis em uma forma 

razoavelmente limpa e em grandes quantidades (BRAGATTO, 2010; BAÊTA, 2016, 

CANILHA et al., 2012). 

A maximização da utilização dos resíduos lignocelulósicos como matriz 

energética é regida, basicamente, pela sua disponibilidade (quantidade e qualidade), 

custo do plantio e manutenção da biomassa, a localização do consumidor, o tipo e o 

valor de mercado dos serviços de energia, e qualquer coprodutos ou benefícios que 

podem resultar (IEA, 2007). Além disso, os diversos resíduos lignocelulósicos 

disponíveis continuam sendo uma fonte rica de bioenergia na forma de polímeros e 

macromoléculas orgânicas e, consequentemente, podem e devem ser mais bem 
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aproveitados como fonte de matéria prima para produção de biocombustíveis, energia e 

produtos químicos de elevado valor agregados. Portanto, a utilização desse resíduo por 

um lado fornece um substrato de fonte renovável, com potencial energético considerável 

e por outro contribui para minimizar os problemas de poluição ambiental (SANCHEZ; 

CARDONA, 2008; SANTOS, 2017).  

A biomassa abundante e não dispendiosa não compete com a produção de 

alimentos. Economicamente, a lignocelulose tem uma vantagem sobre outras 

importantes matérias-primas agrícolas para bicombustíveis, tais como amido de milho, 

soja e cana-de-açúcar, devido ao fato de ser produzida rapidamente e a um custo 

significativamente menor que os alimentos. Biomassa lignocelulósica é também um 

importante componente das culturas mais abundantes já mencionadas; é a porção não 

comestível da planta, que é normalmente subaproveitada, mas pode ser utilizada para a 

produção de biocombustíveis (QUINTERO-RAMIREZ, 2010).  

A produção de biomassa para fins energéticos renováveis gera empregos e 

requer menor investimento por posto de trabalho criado do que os combustíveis fósseis. 

Além disso, descentraliza a produção regionalmente, tem o ciclo de carbono fechado (o 

que significa diminuição das emissões de poluentes) e economiza as fontes não-

renováveis. Essas são apenas algumas vantagens, porém seu uso deve se dar de forma 

sustentável, de acordo com técnicas apropriadas de manejo e cultivo e de forma a não 

concorrer com a agricultura (OLIVEIRA, 2014).  

Os materiais lignocelulósicos são constituídos basicamente dos biopolímeros 

celulose, lignina e hemiceluloses, juntamente com uma pequena quantidade de outros 

materiais como proteínas, sais minerais e metabólitos secundários, sendo que sua 

composição química varia consideravelmente de espécie para espécie, com variação até 

na mesma espécie, dependendo da idade, fase de crescimento, tipo de solo, estresse 

hídrico, índice de radiação solar, dentre outros (PÉREZ et al., 2002; SANTOS, 2017; 

ZHANG, 2008), ou seja, alguns fatores como o tipo de plantio, solo, terreno, irrigação, 

luz solar e nutrientes podem acarretar uma variabilidade dos principais componentes de 

uma biomassa lignocelulósica para outra e dentro de um mesmo tipo de biomassa.  

Os carboidratos da parede celular, na forma de celulose (glicose) e 

hemiceluloses (arabinose, galactose, glicose, xilose e manose), representam substratos 

que podem ser convertidos em biocombustíveis, através da conversão microbiana de 

carboidratos em estruturas menos complexas, liberando assim açúcares fermentescíveis 
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(C5 e C6). Contudo, a alta complexidade das interações dos três constituintes principais 

(celulose, hemiceluloses e lignina) na parede celular é o grande desafio tecnológico para 

a recuperação e fermentação dos carboidratos (SANTOS, 2017; SANCHEZ; 

CARDONA, 2008; PU et al., 2013) para aumento da digestibilidade enzimática e 

consequentemente uma maior produção de açúcares fermentescíveis. 

Dessa forma, é necessário estudar novas técnicas de pré-tratamento, bem como 

otimizar aquelas já existentes de forma a potencializar o uso, no nosso país, de bagaço 

de cana-de-açúcar, por exemplo, para a produção sustentável de energia e insumos 

químicos (BRAGATTO, 2010; BAÊTA, 2016). 

 

3.2 Bagaço de cana-de-açúcar 

A cana-de-açúcar é uma gramínea, cujo potencial, variado e complexo, ainda 

pode ser muito explorado. Tem origem asiática e pertence a uma das mais importantes e 

maiores famílias de angiospermas. As espécies de cana existentes, sendo um total de 

cinco, possuem diferentes características quanto à sua composição, desenvolvimento, 

exigência de solo, dentre outros, o que confere vantagens e desvantagens particulares 

(GEHLEN, 2013).  

O bagaço de cana, obtido como subproduto nas usinas de açúcar e álcool, é um 

resíduo lignocelulósico fibroso gerado durante a operação de esmagamento dos colmos 

da cana-de-açúcar para extração do caldo da cana. Essa etapa é utilizada no processo de 

fabricação do açúcar e etanol de 1ª geração (SANCHEZ et al., 2010; BAÊTA, 2016). 

É um resíduo gerado em grande quantidade nos países tropicais, 

principalmente no Brasil, como nos Estado de São Paulo, Goiás e Minas Gerais. Com 

isso, é importante buscar tecnologias para melhor reaproveitar tal como resíduo ou fonte 

de energia, com baixo custo (SANCHEZ et al., 2010; CARASCHI et al., 1996; 

BATALHA et al., 2015 ). 

Tradicionalmente, no Brasil os resíduos de biomassa têm sido utilizados para 

geração de energia elétrica por meio de sua combustão direta. Somente na safra de 

2018/2019 o setor agroindustrial brasileiro teve uma estimativa de aproximadamente 

615 milhões de toneladas (71.326 kg/ha) de bagaço de cana-de-açúcar (CONAB, 

2018b). Como consequência, uma elevada quantidade de resíduos lignocelulósicos, 

aproximadamente 240 kg de bagaço de cana-de-açúcar bruto (BB) com 50 % de 

umidade por tonelada de cana-de-açúcar (BAÊTA, 2016; CONAB, 2018a), é produzida 
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a partir de tal commodity. Atualmente, grande parte deste bagaço é queimada em 

caldeiras nas indústrias sucro-alcooleiras para obtenção de vapor utilizado in loco ou 

para a venda na forma de eletricidade. Como essa destinação resulta em excesso de 

energia/vapor e com intuito de melhor aproveitar o potencial energético dessa biomassa, 

os centros de pesquisas vêm investindo intensamente na criação de processos que visam 

rotas de conversão do bagaço de cana em produtos de maior valor agregado, tais quais 

combustíveis gasosos (metano e hidrogênio), bioetanol, eletricidade, alimentos, 

biopolímeros e outros produtos (CARASCHI et al., 1996; PASQUINI, 2004;  NOVO et 

al., 2011; NOVO, 2012; LIMA, 2018). No entanto, estudos realizados associados à 

experiência industrial do setor sucroalcooleiro, apontam que é possível suprir as 

demandas energéticas de uma usina com praticamente metade do bagaço gerado. Sendo 

assim, a outra metade poderia ser utilizada para outras aplicações como produção de 

papel e celulose, etanol de 2ª geração e outros biocombustíveis (BAÊTA, 2016).  

Esses resíduos possuem como vantagens o fato de poderem ser facilmente 

estocados, terem um bom valor de mercado, pois muitas vezes são usados com insumos 

químicos em outros processos como, reforma a vapor, caso do metano (CH4) e células a 

combustível para o hidrogênio (H2) (BAÊTA, 2016). 

O bagaço de cana-de-açúcar é classificado como uma biomassa vegetal 

altamente oxigenada, sendo, portanto, o carbono e oxigênio os constituintes majoritários 

desse material. Uma caracterização realizada em sessenta amostras de bagaço de cana 

do nordeste do Brasil por Rocha et al., (2015) apontou para uma baixa variabilidade 

entre as amostras e uma composição elementar em que o oxigênio aparece em maior 

abundância (48,74 ± 1,50%), seguida do carbono (44,90 ± 1,07%), hidrogênio (6,10 ± 

0,85%), nitrogênio (0,27± 0,10) e cinzas (2,84 ± 1,22).  

Novo (2012) cita autores que, em seus estudos, após o processo de moagem em 

uma usina sucroalcooleira cerca de 50% da massa do bagaço de cana-de-açúcar 

corresponde à umidade, 45% corresponde a estruturas fibrilares lignocelulósicas e 5% 

corresponde a extrativos e componentes inorgânicos. 

Portanto, o bagaço de cana-de-açúcar, assim como outras biomassas 

lignocelulósicas, é composto principalmente por polímeros naturais, principalmente a 

lignina, a hemiceluloses e a celulose (SANCHEZ et al., 2010), representados na Tabela 

1. 
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Tabela 1. Estudos provenientes da literatura envolvendo a composição química do 

bagaço de cana-de-açúcar  

 

Fonte: Autora 

 

Todos estes compostos estão organizados dentro da matriz lignocelulósica e suas 

interações, principalmente, entre a celulose, as hemiceluloses e a lignina (Figura 1) 

provêm das propriedades físicas e químicas desse compósito. Em menor proporção 

encontram-se os compostos como os extrativos e as cinzas (compostos inorgânicos) que 

cumprem funções biológicas e metabólicas, respectivamente (SAXENA et al., 2009). 

Além da composição química (percentagem de polissacarídeos, lignina e cinzas) 

o bagaço de cana-de-açúcar pode ser caracterizado fisicamente, onde é avaliado o seu 

tamanho, volume de poros, cristalinidade, acessibilidade por área superficial, 

abrasividade e distribuição física da lignina. Tais parâmetros possuem grande influência 

no tipo de processamento que será adotado para o bagaço de cana e por isso devem ser 

estudados (GARÍA-CUBERO et al., 2009).  

 

Figura 1. Principais componentes químicos da biomassa lignocelulósica.  

 

Fonte: LORA; VENTURINI (2012) 
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Perante outros resíduos lignocelulósicos, o bagaço de cana-de-açúcar apresenta 

algumas vantagens, ainda, para a produção de bioenergia por processos de bioconversão 

(BUDDADEE et al., 2008). Possui elevados rendimentos de armazenamento de energia 

solar (~ 80 Ton/ha) comparado com outras biomassas como o trigo (~ 1 Ton/ha), outras 

gramíneas (~ 2 Ton/ha) e árvores (20 Ton/ha). Apresenta elevados teores de açúcares 

fermentescíveis (~70%) além de baixo teor de cinzas (~2%), conferindo inúmeras 

vantagens em comparação com outros resíduos de culturas, tais como palha de arroz e 

palha de trigo, que têm teor de cinzas de 17,5% e 11,0%, respectivamente (PANDEY et 

al., 2000b; LIMA, 2018).  

Segundo pesquisadores do Laboratório Nacional de Biorrenováveis (LNBR), a 

caracterização do bagaço de cana-de-açúcar é extremamente importante para otimizar e 

maximizar os resultados em quaisquer aplicações, como em reações químicas, processos 

de deslignificação e na produção de biocombustíveis (ROCHA et al., 2015). As 

principais características e propriedades físico-químicas dos principais constituintes 

principais do bagaço de cana-de-açúcar foram apresentadas a seguir.  

 

3.3 Estrutura da biomassa lignocelulósica 

3.3.1 Celulose 

O homopolímero celulose (C6H10O5)n é o composto orgânico natural mais 

abundante e ocorre em espécies vegetais superiores como árvores (representa cerca de 

40 a 60% da parede celular das plantas), no bagaço de cana (sendo relatado na literatura 

teores entre 32 e 47%) e em organismos primitivos como algas marinhas e bactérias 

(PASQUINI, 2004; SANTOS, 2013; AGBOR et al., 2011; MEIGHAN, 2016, ROCHA 

et al., 2015; LIMA, 2018). 

É um polímero linear (não ramificado), sua estrutura pode ser classificada em 

três níveis organizacionais. O primeiro é definido pela sequência de resíduos β-D- 

glicopiranosídicos unidos por ligações covalentes, formando o homopolímero de 

anidroglicose com ligações β- (1→4) glicosídicas (posição equatorial), tendo o dímero 

celobiose como unidade monomérica básica de repetição (SANTOS, 2013; PASQUINI, 

2004; AGBOR et al., 2011; SANTOS, 2017). O segundo nível descreve a conformação 

molecular, isto é, a organização espacial das unidades repetitivas, e é caracterizado 

pelas distâncias das ligações e respectivos ângulos, bem como pelas ligações de 

hidrogênio intramoleculares. O terceiro nível define a associação das moléculas, 
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formando-se agregados com determinada estrutura cristalina. Esses agregados conferem 

elevada resistência à tensão, tornando a celulose insolúvel em água e em grande número 

de outros solventes (SANTOS, 2013; MEIGHAN, 2016). 

Dois monômeros de glicose adjacentes, na estrutura da celulose, são ligados pela 

eliminação de uma molécula de água e esta ligação dá origem à celobiose. A cadeia de 

celulose pode conter até 10.000 a 15.000 unidades de glicose, (SANTOS, 2017) que 

podem formar estirpes ou fibrilas devido à formação de ligações de hidrogênio entre 

cadeias de polímero que geram estruturas recalcitrantes (TRAVAINI et al., 2016; 

LIMA, 2018).  A Figura 2 apresenta de modo simplificado a estrutura molecular da 

celulose, enfatizando a celobiose (dímero da celulose) bem como as principais ligações 

e grupos químicos (FENGEL; WEGENER, 1989). 

 

Figura 2. Fórmula da celulose (A) e Grupos terminais da cadeia polimérica de celulose 

(B). 

 

Fonte: FENGEL; WEGENER (1989) (adaptado) 

 

A estrutura da celulose é formada por regiões cristalinas altamente ordenadas e 

por regiões amorfas que apresentam pouca organização (TURUMTAY, 2015). As 

regiões cristalinas e amorfas são mantidas por ligações de hidrogênio e pelas forças de 

Van der Waals, no entanto na parte amorfa existem torções que alteram o arranjo 

ordenado da celulose. Sua forma depende da origem do material da parede celular e de 

como ele foi obtido (SANTOS, 2017; BRIENZO et al., 2017; SANTOS et al.,2012). 
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Fengel; Wegener, (1989) descrevem que a rede de ligações inter- e 

intramoleculares formada por microfibrilas que se unem formando as fibras de celulose, 

conferindo à celulose considerável flexibilidade, rigidez, alto desempenho mecânico 

(resistência) e funcionalidade. Dessa forma, as fibras lignocelulósicas conferem o 

principal reforço para as árvores, plantas, algas e bactérias. Os arranjos estruturais 

formados por essas ligações podem ser bem definidos acarretando em uma celulose 

altamente cristalina (cadeias fortemente organizadas conferindo maior resistência 

mecânica) ou podem formar uma celulose de grau de cristalinidade de ordem inferior 

(intermediário e amorfa) onde há uma menor compactação das cadeias (menor 

resistência mecânica). Ambas as formas ocorrem em proporções características em 

celuloses de diferentes biomassas. A fórmula estéreo-química relevante é apresentada 

na Figura 3. 

 

Figura 3. Fórmula estéreo-química da celulose  

 

Fonte: FENGEL; WEGENER (1989) 

 

Em complemento, Santos et al. (2012) mencionam que as ligações de hidrogênio 

intramoleculares entre as hidroxilas conferem resistência à celulose. As interações 

intermoleculares entre hidroxilas são responsáveis pela formação da fibra vegetal, onde 

de seis a oito moléculas de celulose se alinham paralelamente para formar uma fibra, 

eliminando as moléculas de água, tornando a microfibrila extremamente longa e 

resistente (Figura 4). Sobre a superfície das microfibrilas, aderem-se as hemiceluloses 

que cobrem a celulose, formando o chamado domínio celulose-hemicelulose da parede 

celular. As ligações de hidrogênio inter e intramoleculares são responsáveis pela 

manutenção das regiões cristalinas e tornam a celulose altamente resistente à hidrólise 

ácida, alcalina ou enzimática (SANTOS et al., 2012; ZHANG, 2008). A formação de 

ligações de hidrogênio é o principal fator que influencia as propriedades físicas da 

celulose, tais como solubilidade, reatividade e cristalinidade (SANTOS et al., 2012; 

KONDO, 1997). A interação entre os grupos hidroxila via ligações de hidrogênio entre 
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as cadeias limita o acesso de agentes aos grupos funcionais da cadeia, o que dificulta 

tanto sua solubilização como reações (SANTOS et al., 2012; LAL, 2004). 

 

Figura 4. Representação das ligações de hidrogênio supramolecular da celulose 
 

 

Fonte: SANTOS et al. (2012) 

 

Além de fornecer resistência e rigidez, a estrutura impede que a célula inche, 

com consequente ruptura da membrana plasmática, quando as condições osmóticas 

favorecem a entrada excessiva da água na célula (SANTOS, 2013). 

A celulose, em decorrência da sua estrutura complexa, não é facilmente 

degradada. Para que sua cadeia seja convertida em monômeros de glicose é necessária 

uma etapa de hidrólise, que pode ser ácida ou até mesmo com o uso de enzimas 

específicas (BAÊTA, 2016). Entretanto, a presença de hemiceluloses e lignina dificulta 

a ação de ácidos e, principalmente, de enzimas, demandando assim uma etapa de pré-

tratamento na biomassa para maximizar a etapa de hidrólise (SANTOS, 2017). 

Os açúcares liberados na etapa de hidrólise podem ser inseridos na biorrefinarias 

para produção de etanol por meio da sua fermentação na presença de leveduras ou 

produção de outros compostos químicos, tais quais como etileno, propeno, buteno, 

propileno, ácidos acrílicos, poliéster, dentre outros, por bactérias (SANTOS, 2017; 

HUANG et al., 2015; BAÊTA, 2016), assim como para a produção de biogás. Portanto, 

a molécula de celulose tem enorme valor comercial para diferentes setores industriais.  
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3.3.2 Hemiceluloses (Polioses) 

Hemiceluloses são heteropolissacarídeos (macromoléculas heterogêneas) não 

celulósicos presentes nos materiais lignocelulósicos. As hemiceluloses também são 

denominadas como polioses e os dois termos são utilizados sem distinção na literatura 

(FENGEL; WEGENER, 1989; PASQUINI, 2004; SANTOS, 2017; BAÊTA, 2016). 

As hemiceluloses são um dos polissacarídeos mais abundante na natureza e 

representam cerca de 12 a 41% em massa da biomassa lignocelulósica (LIMA, 2018; 

SANTOS, 2017). As unidades de açúcares (monômeros) que formam as hemiceluloses 

bem como sua composição química podem variar de acordo com origem botânica, parte 

da planta, o tipo de tecido, o estágio, as condições de crescimento e os locais de 

armazenamento (SANTOS, 2013; MARABEZI, 2009; SANTOS, 2017; 

TAHERZADEH; KARIMI, 2007b). 

As hemiceluloses garantem elasticidade, flexibilidade e rigidez ao complexo 

lignocelulósico e estão localizadas principalmente na parede celular completamente 

associadas com as microfibras de celulose (ligações de hidrogênio) e com a lignina 

(ligações covalentes). Essa associação desempenha uma integridade estrutural 

importante nas paredes celulares (TRAVAINI et al, 2016; SANTOS, 2017, BAÊTA, 

2016, SANTOS, 2013). 

As hemiceluloses diferem da celulose por apresentarem diferentes açúcares, 

cadeias ramificadas e longas, massa molar mais baixa que a celulose e possuem um 

caráter amorfo (PASQUINI, 2004; TRAVAINI et al,, 2016). A elevada solubilidade é 

devido à presença de grupos hidroxila, ácido carboxílico e grupos acetila. A principal 

diferença das hemiceluloses para a celulose é que a primeira possuiu ramificações em 

sua cadeia principal com cadeias laterais curtas de diferentes açúcares que, por isso 

apresentam maior susceptibilidade à hidrólise ácida, pois oferecem maior acessibilidade 

aos ácidos minerais comumente utilizados como catalisadores. Essa reatividade é 

usualmente atribuída ao caráter amorfo desses polissacarídeos (FENGEL; WEGENER, 

1989; PÉREZ et al., 2002; SANTOS,  2017; BAÊTA, 2016). 

Os açúcares que compõem as hemiceluloses podem ser divididos em quatro 

grupos (Figura 5), pentoses (açúcares de 5 carbonos como a β-D-xilose e α-L-

arabinose), hexoses (açúcares de 6 carbonos como a β-D-manose, β-D-glicose e α-D-

galactose), ácidos urônicos (ácidos de cadeia cíclica como o β-D-glicourônico, α-D-

galactourônico e o α-D-4-O-metilglicourônico) e desoxi-hexoses. As hemiceluloses são 
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classificadas basicamente de acordo com os açúcares presentes na cadeia principal do 

polímero: xilanas (unidades de 1,4-β-D-xilose ligadas (principais e mais abundantes)), 

mananas (unidades de -1,4-D-β-manose ligadas), arabinanas (unidades de 1,5-α-L-

arabinose ligadas), glucanas, galactanas (unidades de 1,3-β-D-galactose ligadas) e 

pectinas (PASQUINI, 2004; MCKENDRY, 2002; MARABEZI, 2009; TRAVAINI et 

al., 2016, BUCKERIDGE et al., 2010; TAHERZADEH; KARIMI, 2007b). 

De acordo com alguns autores como Spiridon e Popa (2008) e Oliveira (2014), a 

xilana é um dos maiores constituintes dos materiais lignocelulósicos representando 

cerca de 30%. 

 

Figura 5. Estruturas dos açúcares componentes das polioses 

 

Fonte: LORA; VENTURINI (2012) 

 

A Figura 6 apresenta a estrutura química da xilana e seu monômero xilose. 

Destaca-se a elevada presença de grupos hidroxilas capazes de realizar ligações de 

hidrogênio.  

Além disso, as hemiceluloses possuem alguns açúcares com grupos funcionais 

como o acetilo, o que pode dificultar a ação tanto das hemicelulases quanto das enzimas 

celulases. A remoção desses grupos funcionais aumenta a acessibilidade das 

hemiceluloses às hemicelulases e consequentemente, a exposição da celulose às 

celulases (BRIENZO et al., 2017). 
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Figura 6. Esquema da estrutura química da xilana e seu monômero xilose (principal 

constituinte da hemiceluloses).  

 

Fonte: SPIRIDON; POPA (2008); SANTOS et al. (2012) (adaptado) 

 

3.3.3 Lignina 

A lignina é a segunda macromolécula mais abundante na superfície terrestre, 

superada apenas pela celulose, representando de 15 a 35% da massa seca dos materiais 

lignocelulósicos (BRAGATTO, 2010; KAMM; KAMM, 2004; LIMA, 2018; 

BELGACEM e GANDINI, 2008).  Vários autores consideram a lignina como um 

material heteropolímero amorfo e polifenólico, com elevada massa molar e possui baixa 

polaridade.  

É formada pela reação de polimerização desidrogenativa de três álcoois: 

cumarílico(I), coniferílico(II) e sinapílico(III), apresentados na Figura 7 (FENGEL; 

WEGENER, 1989; SANTOS, 2013; RAHIKAINEN et al.,2011; SANTOS, 2017; 

BELGACEM e GANDINI, 2008), dando origem às unidades de fenilpropano (C6 C3). 

  

Figura 7. Estruturas dos álcoois cumarílico(I), coniferílico(II) e sinapílico(III)  

 

Fonte: FENGEL; WEGENER (1989)  

 

A estrutura básica da lignina é classificada de acordo com dois componentes: 

uma parte é aromática e a outra é a cadeia C3 (alifática) (BAÊTA, 2016). O processo de 

biossíntese da lignina leva a um crescimento aleatório de uma macromolécula com 
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diferentes tipos de ligações entre as unidades monoméricas, principalmente do tipo éter 

e carbono-carbono (PASQUINI, 2004; MARTÍNEZ et al., 2008; DEL RÍO et al., 

2012). 

 

Figura 8. Esquema estrutural da lignina de folhosas 

 

Fonte: FENGEL; WEGENER (1989); PASQUINI (2004) 

 

A estrutura da lignina pode ser representada por modelos, como o mostrado a 

seguir, que devem ser vistos apenas como veículos de ilustração dos tipos e modos de 

ligação dos elementos estruturais. Um exemplo destes modelos é mostrado na Figura 8. 

Embora não esteja indicado no modelo estrutural, há evidências de que a lignina está 



 

45 

 

ocasionalmente ligada aos polissacarídeos, principalmente através de unidades de 

arabinose, xilose e galactose (PASQUINI, 2004). 

A presença de diferentes unidades precursoras e o elevado número de 

combinações possíveis entre essas unidades faz com que a estrutura da macromolécula 

de lignina seja bem mais complexa que as estruturas da celulose e das hemiceluloses. 

Na literatura existem vários modelos de lignina construídos a partir de análises de 

grupos funcionais e análises espectroscópicas. A estrutura da lignina ainda é matéria de 

estudo e modelos vêm sendo propostos (SANTOS, 2017). A Figura 9 mostra uma 

representação esquemática de uma macromolécula de lignina de madeiras moles. 

 

Figura 9. Representação esquemática de uma macromolécula de lignina de madeiras 

moles. 

 

Fonte: SANTOS (2017) 

 

A lignina de bagaço de cana-de-açúcar apresenta, em seus extremos, unidades de 

ácido p-cumárico que estão ligados à lignina através de ligações éster. Este tipo de 

ligação pode ser facilmente rompida, gerando então como um dos produtos de 

degradação desta lignina o ácido p-cumárico (PASQUINI, 2004). 

A estrutura química da lignina possui elevada massa molar devido às inúmeras 

ramificações com cadeias laterais de 3 carbonos ligadas aos anéis aromáticos 

(HATAKEYAMA et al., 2010). Conforme pode ser observado na Figura 8, a lignina 

possui distintos grupos funcionais em sua superfície, os quais são formados em função 

da sua origem (VALLEJOS et al., 2011). Entretanto, destaca-se que as reações com a 

lignina ocorrem, predominantemente, nos grupos hidroxilas (OH) presentes em fenóis e 

álcoois primários e secundários (HATAKEYAMA et al., 2010).  
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A distribuição dos grupos funcionais existentes na lignina pode variar de acordo 

com a região morfológica da planta, com a espécie da planta e com o método de 

isolamento, já que a lignina precisa ser fragmentada para que possa ser retirada da 

planta e dependendo dos reagentes utilizados no processo de isolamento podem ser 

gerados diferentes tipos de grupos funcionais (PASQUINI, 2004; OLIVEIRA, 2014). 

Sua complexa estrutura de caráter fenólico, reticulado, desempenha papel 

importante para o suporte mecânico das plantas, formando uma estrutura rígida que 

promove ao tecido das plantas e às fibras individuais força compressiva e à parede 

celular resistência contra a deformação (BRAGATTO, 2010; TRAVAINI et al., 2016). 

Permite, também, o transporte de água, nutrientes e metabólicos por tornar a parede 

celular hidrofóbica (que inibe o inchamento de uma célula em água), podendo ser 

considerada a chave para a evolução das plantas vasculares. Ademais, a lignina acarreta 

resistência biológica à planta contra micro-organismos, insetos, patógenos e saprófitos, 

pois dificulta a penetração das enzimas degradadoras dos polissacarídeos (FENGEL; 

WEGENER, 1984; NOVO, 2012; AGBOR et al., 2011, SANTOS, 2017; SANTOS, 

2013; BRIENZO et al., 2017; MESCHEDE et al., 2012).  

Em suma, a estrutura tridimensional faz com que a lignina seja altamente 

recalcitrante à degradação química e biológica (SANTOS, 2017; SATTLER; 

FUNNELL-HARRIS, 2013; SANTOS, 2013). Ademais, como recobre os demais 

polissacarídeos (celulose e hemiceluloses) representa um problema ao se tentar utilizar 

o bagaço de cana para obtenção de biocombustíveis (bioetanol e biogás) e subprodutos 

de valor agregado, pois a lignina e os compostos derivados da lignina solúvel podem 

causar inibição enzimática (RAHIKAINEN et al.,2011; SIQUEIRA et al.,2013; LIU et 

al., 2017). Dessa forma, em muitas aplicações o bagaço de cana deve ser deslignificado 

previamente para posterior aplicação. 

 

3.3.4 Extrativos e outros 

Os extrativos são compostos orgânicos que são depositados no lume das células 

e em outros espaços vazios, têm baixo peso molecular e são solúveis em água, solventes 

orgânicos neutros, ou volatilizados (SJÖSTRÖM, WESTERMARK, 1999; SANTOS, 

2013; TAHERZADEH; KARIMI, 2007b).  

Podem ser extraídos utilizando solventes polares e apolares. Os extrativos são 

frequentemente responsáveis por determinadas características da planta, como a cor, o 
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cheiro, a resistência natural ao apodrecimento, o sabor e as propriedades abrasivas. Nos 

extrativos, podem ser encontrados os terpenóides e esteroides, gorduras, ceras e 

substâncias fenólicas, incluindo estilbenos, lignanas, taninos e flavonoides. Além dos 

extraíveis também são encontrados na parede celular os compostos inorgânicos (cinzas), 

proteínas e substâncias pécticas. A soma destes componentes varia em cada espécie de 

material lignocelulósico e representa aproximadamente 5-20% de todo o material 

(SANTOS, 2013; TAHERZADEH; KARIMI, 2007b). 

Nas seções em seguida abordam algumas técnicas de pré-tratamento para ruptura 

dos constituintes do bagaço de cana-de-açúcar, para melhor aproveitamento na 

produção de bioenergia.  

 

3.3.5 Poder Calorífico 

A co-geração constitui-se na geração simultânea de energia térmica e mecânica, 

a partir de um mesmo combustível (gás natural, resíduos de madeira, casca de arroz, 

bagaço de cana, palha, etc.). A energia mecânica obtida pode ser utilizada na forma de 

trabalho ou transformada em eletricidade, através de geradores. Já a energia térmica 

pode ser utilizada como fonte de calor em um processo industrial ou no setor 

comercial/serviços (GEHLEN, 2013). Contudo, devido as dificuldade de 

armazenamento e conservação do bagaço - por ser um material muito volumoso e 

gerado em quantidades significativas - e poder propiciar sua degradação, a energia 

elétrica obtida pela co-geração tende a apresentar uma grande desproporcionalidade de 

preços. Estes fatos contribuem para certa inviabilidade de produção de energia para fins 

comerciais, sendo esta produção vantajosa, particularmente, para o consumo interno das 

próprias usinas (GEHLEN, 2013).  

Assim, para avaliar o potencial energético do bagaço de cana e para o 

aproveitamento racional e adequado de resíduos agrícolas e florestais, é necessário o 

estudo de suas propriedades energéticas (PROTÁSIO et al., 2011). O comportamento 

da biomassa frente ao processo de queima é o somatório do comportamento de cada um 

de seus componentes: celulose, hemicelulose, lignina e extrativos. Alguns autores 

afirmam que o teor de fibra (celulose + hemicelulose + lignina) no bagaço de cana é 

influenciado pela variedade, maturidade, disponibilidade de água no solo (irrigação), 

métodos de colheita e eficiência da unidade de moagem da usina e/ou destilaria 

(LIZCANO, 2015; MESCHEDE et al., 2012; SANTOS, 2013; OLIVEIRA, 2014).  
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Sheng e Azevedo (2005) e Protásio et al.,2011 mencionaram que as correlações 

baseadas na composição química (lignina e extrativos) não são viáveis devido à 

variação das propriedades dos componentes. 

De acordo com Protásio et al., (2011), Lizcano (2015) e Oliveira (2014), o poder 

calorífico é um excelente parâmetro para se avaliar a potencialidade energética de 

combustíveis de biomassa, sendo definido como a quantidade de energia liberada na 

combustão completa de uma quantidade unitária de um espécime, sólido ou líquido, em 

determinadas condições (PROTÁSIO et al., 2011; LIZCANO, 2015; OLIVEIRA, 

2014); a maioria dos sistemas de combustão de biomassa e gaseificação operam a 

pressão e volume constante (LIZCANO, 2015; OLIVEIRA, 2009).  

O poder calorífico pode ser representado por: poder calorífico superior (PCS) e 

poder calorífico inferior (PCI) (OLIVEIRA, 2014). 

O poder calorífico é chamado de superior (PCS) quando a combustão efetua a 

volume constante ou unidade de massa seca e no qual a água gerada durante o processo 

é condensada e o calor latente do vapor d’água não é perdido (PROTÁSIO et al., 2011; 

LIZCANO, 2015; SANTOS, 2013; OLIVEIRA, 2014; ARANTES, 2014; OLIVEIRA, 

2009). É expresso em joules por quilograma (J.kg
-1

) ou em calorias por grama (cal.g
-1

) 

(LIZCANO, 2015; OLIVEIRA, 2014; ARANTES, 2014; OLIVEIRA, 2009). 

O poder calorífico inferior (PCI) é definido como o calor produzido pela 

combustão de uma quantidade unitária de combustível, líquido ou sólido, quando 

queimado a pressão constante de 0,1 MPa (1 atm), sob condições tais que toda a água 

formada durante a queima permanece na forma de vapor após a combustão (LIZCANO, 

2015; OLIVEIRA, 2014). 

Alguns estudos afirmam que os PCS do bagaço de cana são bastante próximos 

em várias regiões do mundo sendo que as diferenças ficam por conta do seu teor de 

cinzas e da umidade presente (LIZCANO, 2015). 

Silva e Morais (2008) mensuraram PCS do bagaço de cana em diferentes níveis 

de umidade (Tabela 2). 

Protásio et al., (2011) e Lizcano (2015) relatam que o PCS da biomassa diminui 

com o seu teor de cinzas e conforme o conteúdo de umidade é maior, ou seja, o valor 

máximo de liberação de energia se obtém quando a umidade do material é próxima de 

zero. Dessa forma, quando o material contém umidade, parte liberada na combustão é 
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absorvida pela água existente no material até evaporar (LIZCANO, 2015; PROTÁSIO 

et al., 2011). 

 

Tabela 2. Poder calorífico superior (PCS) para o bagaço de cana-de-açúcar mensurado 

por Silva e Morais (2008) 

Umidade (%) 0 10 20 30 50 

PCS (MJ.kg
-1

) 18,25 16,68 15,24 13,17 9,52 

PCS (kcal.kg
-1

) 4360 3985 3641 3145 2275 
Fonte: Autora 

 

Considerando que o teor de umidade do bagaço ao sair da moagem é, em média, 

de 50%, em seu estudo, Gehlen (2013) determinou o poder calorífico superior e inferior 

do bagaço para os diversos teores de umidade. O maior poder calorífico superior obtido 

(PCS, medido em kcal/kg) foi de 4552, com a umidade de 0%; enquanto o menor PCS 

foi de 2206 com umidade de 51%. 

Os altos teores de cinzas, também, contribuem para a redução do poder 

calorífico, visto que os materiais minerais (cinzas) não participam do processo de 

combustão, mas são contabilizados na massa do combustível submetido ao processo de 

queima (PROTÁSIO et al., 2011). 

A média geral observada para o PCS para biomassa residual de bagaço seco de 

cana-de-açúcar, em estudos, foi de 15,79 a 19,51 MJ.kg
-1 

(LIZCANO, 2015; 

PROTÁSIO et al.,, 2011). 

 

3.4 Pré-tratamentos dos resíduos lignocelulósicos 

Os pré-tratamentos tornam-se uma importante etapa na biorrefinaria 

lignocelulósica, mesmo sabendo que seu uso acarreta custos ao reaproveitamento dos 

resíduos lignocelulósicos. Segundo o Laboratório de Energia Renovável dos EUA - 

NREL (2011), o pré-tratamento é considerado o segundo processo mais caro ao realizar 

a conversão da biomassa lignocelulósica em biocombustíveis. Travaini et al., (2015) 

mensuram o custo da fase de pré-tratamento em ~20% dos custos totais da biorrefinaria. 

Portanto, sua correta otimização e a geração de subprodutos de valor agregado são 

essenciais para tornar todo o processo viável e de custo competitivo. 

Em decorrência da complexidade estrutural apresentada pelas biomassas 

lignocelulósicas e para maximizar a produtividade de bioenergia, seu uso como matéria-
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prima para produção de bioenergia como o biogás, etanol e compostos químicos de 

elevado valor agregados, necessita de uma etapa de pré-tratamento (SANTOS, 2017; 

LIMA, 2018). Com isso, pode modificar as características físico-químicas e melhorar a 

acessibilidade da celulose às enzimas, por exemplo, alterando a proporção e a 

distribuição de cada fração, a morfologia estrutural (Figura 10) e rompendo a região 

cristalina da celulose (LIU et al.,2017;  BRIENZO et al., 2017; HENDRIKS et al., 

2009; MOSIER et al., 2005).  

 

Figura 10. Alterações estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina 

determinadas pelo pré-tratamento 

 

Fonte: LORA; VENTURINI (2012) (adaptado) 

 

Porém, os métodos de pré-tratamento são etapas desafiadoras, não é tão simples 

e é uma etapa muito importante que visa maior eficiência destes no processo posterior 

(Amin et al., 2017). Para alcançar a produtividade máxima de bioenergia, deve-se 

implementar o melhor método e as melhores condições de pré-tratamento, dependendo 

fortemente do tipo de biomassa, da sua composição e do bioproduto desejado 

(TAHERZADEH; KARIMI, 2008; HENDRIKS et al., 2009; MOSIER et al., 2005; 

COSTA et al., 2014). 

Além de romper ou modificar o complexo lignocelulósico (redução do grau de 

polimerização), os pré-tratamentos devem ser otimizados para reduzir o teor de lignina e 

ou hemiceluloses, diminuir a cristalinidade da celulose, reduzir o tamanho de partícula, 

aumentar a área superficial e aumentar a porosidade da biomassa (ROCHA et al., 2015; 

AGBOR et al., 2011; YOSHIDA et al., 2008; ROSSI, 2015). Dessa forma, facilita a 

acessibilidade à fração polissacarídica, visando, ainda, minimizar a formação de 

substâncias inibidoras às enzimas e aos micro-organismos (HENDRIKS; ZEEMAN, 
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2009; SANTOS, 2017; SARKAR et al., 2012). Exemplos desses inibidores são: lignina 

e seus compostos fenólicos oriundos da sua degradação, 2-furfuraldeído (degradação de 

pentoses) e 5-hidroximetil-2-furfuraldeído (HMF) (degradação de hexoses) e diferentes 

ácidos orgânicos como acético, fórmico, urônico, levulínico, 4-hidroxibenzóico e 

vanílico e outros (SHEN et al., 2012; PANDEY; SOCCOL, 2000; LARSSON et al., 

2000; TAHERZADEH; KARINI, 2007b; DORAN et al., 1994) (Figura 11). A presença 

de tais compostos tóxicos tem sido relatada recentemente, as quais possuem a 

capacidade de reduzir a produção de metano por degradação anaeróbia (BAÊTA et al., 

2016). 

 

Figura 11. Reações que ocorrem durante o pré-tratamento dos materiais 

lignocelulósicos  

 

Fonte: LORA; VENTURINI (2012) 

 

Chemmés et al. (2013) e Rossi (2015) relatam que, para um pré-tratamento ser 

eficaz, este precisa disponibilizar grandes quantidades de açúcares fermentescíveis, 

evitar degradação de carboidratos, formação de subprodutos inibidores para os 

processos de hidrólise e fermentação, além de ser viável economicamente. 

Para produzir biocombustíveis, dependendo das forças de interação 

compreendidas na biomassa, os pré-tratamentos requeridos podem ser classificados em 
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três categorias: físicos, químicos, físico-químicos, térmicos e biológicos, sendo que a 

combinação deles também tem sido muito utilizada (SANTOS, 2017; ROSSI, 2015). 

Alguns exemplos de pré-tratamento incluem ácidos diluídos, álcalis, solventes 

orgânicos, sais metálicos, sulfito, líquidos iônicos, explosão supercrítica de dióxido de 

carbono e processos oxidativos empregando ozônio, peróxido de hidrogênio ou 

oxidação úmida (SANTOS, 2017). 

Pré-tratamentos físicos visam aumentar a área superficial da biomassa e reduzir 

a cristalinidade da celulose. Tais métodos não utilizam compostos químicos nem 

microrganismos durante o processo (SANTOS, 2017). Diferentes tipos de pré-

tratamento físico são citados na literatura como moagem (moinho de esferas, de rolo, de 

martelos, de faca), trituração, ultrassom e até o uso de radiações (raios gama e feixe de 

elétrons) (GRIMALDI, 2013). Zheng et al., (2014) incluem alguns exemplos: o pré-

tratamento mecânico, pré-tratamento de extrusão, pirólise, pré-tratamento usando 

irradiação de micro-ondas, água quente líquida (hidrotérmico) e vapor (explosão a 

vapor) (ZHENG et al., 2014; SANTOS, 2017). Entretanto, os processos físicos são 

correlacionados a grandes gastos energéticos quando utilizados em escalas industriais. 

Os pré-tratamentos químicos envolvendo ácidos ou bases diluídas são 

realizados, comumente, com elevação de temperaturas e ou pressões. Os alcalinos 

muitas vezes utilizam hidróxido de sódio (GAO et al., 2013), hidróxido de cálcio 

(RABELO, 2010) e solução amoniacal (KIM et al., 2003). O meio básico favorece a 

redução do teor de lignina com posterior solubilização de seus componentes e 

fragmentos, e de alguns componentes das hemiceluloses como grupos acetila, 

acarretando assim em uma maior biodegradabilidade do substrato (CARVALHEIRO et 

al., 2008). Outra característica desses pré-tratamentos químicos é a capacidade de 

proporcionar a redução do grau de polimerização da lignina, promovendo a sua remoção 

por solvência em meio aquoso (AGBOR et al., 2011; MTUI, 2009). 

Os tratamentos ácidos consistem em colocar a biomassa em contato direto com 

ácidos diluídos ou concentrados para solubilizar as hemiceluloses, aumentando a 

acessibilidade dos ácidos às moléculas de hemiceluloses (SANTOS et al., 2012) devido 

às ligações glicosídicas (LIU et al.,2017). Normalmente, é utilizado o ácido clorídrico 

(YU et al., 2013) ou sulfúrico (CANILHA et al., 2011). 

Os processos químicos mais famosos são o Bergius e o método Scholler 

(TAHERZADEH; KARIMI, 2007b). O primeiro consiste na hidrólise com ácido 
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clorídrico concentrado a baixa temperatura, enquanto o outro, com ácido sulfúrico 

diluído a alta temperatura. Os dois processos são eficientes na hidrólise do material 

lignocelulósico, porém apresentam baixos rendimentos devido à degradação dos 

açúcares monoméricos formando subprodutos indesejáveis, altamente inibitórios à etapa 

de fermentação, tais como o furfural e hidroximetilfurfural, e outros citados 

anteriormente (LARSSON et al., 2000; TAHERZADEH; KARINI, 2007b; DORAN et 

al., 1994). Assim, os hidrolisados obtidos necessitam ser purificados para permitir a 

fermentação dos açúcares e várias metodologias podem ser utilizadas para esse fim 

(OLIVEIRA, 2012).  

Outra forma de evitar a degradação dos monossacarídeos é realizar a etapa de 

hidrólise com ácido em duas ou mais etapas (TAHERZADEH; KARINI, 2007b). Na 

primeira etapa, que pode ser realizada em condições brandas, a hemicelulose é 

convertida em monômeros. Na segunda etapa, o sólido residual é hidrolisado sob 

condições mais severas, permitindo a hidrólise da celulose (OLIVEIRA, 2012). 

Em contraste ao processo ácido diluído, o processo ácido concentrado pode dar 

rendimentos maiores de glicose em baixas temperaturas. Por outro lado, o custo do 

ácido é relativamente alto e esse deve ser recuperado para tornar o processo viável. 

Avanços na separação da solução ácida contendo os açúcares com a habilidade de 

recuperar o ácido têm permitido a renovação do interesse no processo de hidrólise ácida 

concentrada (GURGEL, 2010). 

Entretanto, a desvantagem da utilização de ácidos fortes é a corrosão dos 

reatores e a degradação dos açúcares a furanos, compostos inibidores do metabolismo 

microbiano. A condensação e a precipitação de componentes de lignina solubilizada 

também é uma reação indesejada, uma vez que diminui a digestibilidade (SANTOS, 

2013). Como alternativa, alguns ácidos orgânicos como o fórmico, acético, maléico, 

cítrico, tartárico têm sido testados (QIN et al., 2012). 

Enquanto isso, a pré-extração de ácido diluído tem sido amplamente reconhecida 

e utilizada devido às suas inúmeras vantagens, como alta eficiência, processo simples e 

baixo custo (LIU et al.,2017, CANILHA et al., 2012; ROCHA et al., 2015) . É relatado 

que a pré-extração ácida diluída pode melhorar a eficiência de hidrólise enzimática, 

aumentando a acessibilidade da celulose e alterando a distribuição da lignina (LIU et 

al.,2017). 
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O primeiro modelo cinético para descrever o processo de hidrólise da celulose 

com ácido diluído foi proposto por Saeman (1945), sugerindo a seguinte sequencia de 

reação: celulose gerando glicose, que por sua vez é degradada em hidroximetilfurfural. 

Esse modelo cinético foi baseado na formação de ácido conjugado, levando à clivagem 

das ligações glicosídicas, adição de moléculas de água e liberação de íons H
+
. 

Entretanto, Bouchard et al., (1990), demonstrou que os produtos iniciais da hidrólise da 

celulose são primariamente oligômeros solúveis e glicose proveniente da quebra 

instantânea da porção amorfa (ver equação 1). Os autores demonstraram que a hidrólise 

de ambas as frações da celulose pode ser simulada por duas reações paralelas de 

pseudoprimeira ordem, sendo que alguma cristalização da parte amorfa pode ocorrer, 

embora em proporção insignificante, sob as condições usuais do processo. 

 

         Celulose → Oligômeros → Glicose            eq.(1) 

 

Dentre os pré-tratamentos que utilizam solventes orgânicos para a 

deslignificação destaca-se o processo organossolve. Sua aplicação envolve a utilização 

de um solvente orgânico (ex.: metanol, etanol, acetona ou glicerol) associado à água em 

temperaturas elevadas (170 a 250
o 

C), podendo haver ou não presença de um catalisador 

ácido ou básico (MOOD et al., 2013). 

O pré-tratamento hidrotérmico também denominado como autohidrólise (liquid 

hot water – LHW) é um pré-tratamento onde a biomassa é submetida a elevadas 

temperaturas e ou pressões em diferentes razões líquido-sólido. Esse pré-tratamento é 

comumente realizado em reatores de aço inox e possui a vantagem de não necessitar de 

adição de ácidos ou bases, possibilitando um fracionamento da biomassa sem corrosão 

do reator (BAETA et al., 2016; CRUZ et al., 2012). Nesse pré-tratamento, elevadas 

frações de hemiceluloses são rapidamente hidrolisadas, solubilizadas e convertidas a 

monossacarídeos sem afetar significativamente as frações de lignina e celulose, obtendo 

assim um hidrolisado rico em xilose, arabinose e glicose com baixa concentração de 

produtos de degradação de açúcares e lignina, compostos inibidores do metabolismo 

microbiano, desde que as condições reacionais não empreguem uma severidade muito 

alta (GARROTE et al., 1999). Entretanto, em função da temperatura e do tempo 

reacional (fator severidade) existe a possibilidade de formação de derivados de furanos 
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como o furfural (2-furfuraldeído) e o HMF (5-hidroximetil-2-furfuraldeido) 

(CARVALHEIRO et al., 2008). 

A combinação de pré-tratamentos físicos e químicos tem sido descrita por 

ocasionar alterações nas estruturas da lignina, além de promover a solubilização das 

hemiceluloses, acarretando em melhorias na acessibilidade da celulose durante a 

hidrólise enzimática (HENDRIKS et al., 2009). O principal exemplo de pré-tratamento 

que envolve a combinação de processo físico e químico é o pré-tratamento por explosão 

a vapor (Steam explosion) (CARVALHEIRO et al., 2008). 

O pré-tratamento biológico, em comparação com os métodos de pré-tratamento 

físico e químico, possui as principais vantagens: geralmente requer menor gasto de 

energia; é conduzido em condições muito mais suaves, de modo que poucos inibidores, 

que podem afetar negativamente a digestão anaeróbica, são gerados e o alto rendimento 

de produtos desejáveis (SANTOS, 2017; RABELO et al., 2012). Estes pré-tratamentos 

envolvem a utilização de microrganismos (fungos e bactérias ou enzimas (lacases)) para 

a deslignificação e redução do grau de polimerização da celulose e hemiceluloses. 

Apesar de ser efetivo, limpo e sem produção de metabolitos indesejáveis, a taxa de 

degradação é lenta. Além disso, tais processos requerem um controle rigoroso das 

condições experimentais (KUHAR et al., 2008) e esses microrganismos não são 

seletivos, assim, além de degradarem hemiceluloses e lignina, degradam a celulose 

(SANTOS, 2013). 

De outro modo, Rossi (2015) expõe que as formas de tratamento biológico são 

reduzidas devido à complexidade do material, pois envolve a hidrólise enzimática de 

ligações glicosídicas responsáveis por afetar a degradação natural e a ação de 

microrganismos. Sendo assim, o material lignocelulósico torna-se recalcitrante à 

hidrólise. Em contrapartida, há diversas formas de pré-tratamentos que podem ser 

utilizados para a degradação do material lignocelulósico.  

Dessa forma, em resumo, independentemente do tipo de pré-tratamento, ele 

deve ser implantado com menor consumo de produtos químicos e energia, alcançando o 

menor custo operacional, baixo investimento (ROCHA et al., 2015, CANILHA et al, 

2012; GALBE e ZACCHI, 2010; SANTOS, 2013), produção mínima de resíduos, 

reações rápidas e/ou reagentes químicos não corrosivos para minimizar o custo do 

reator, altos rendimentos de produtos nas operações subsequentes com custos mínimos, 

carga baixa de enzima adequada para se atingir digestibilidade superior a 90% da 
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celulose pré-tratada e facilitar a recuperação da lignina e outros constituintes para 

conversão em coprodutos de maior valor agregado e etapas de purificação (GALBE; 

ZACCHI, 2010; SANTOS, 2013). Devido a sua importância, o desenvolvimento de 

novos pré-tratamentos, e o estudo de como esses afetam as demais etapas das 

bioconversões energéticas de biomassa, estão em constante avanço. 

A avaliação geral de uma estratégia de pré-tratamento depende da determinação 

de rendimentos de recuperação confiáveis. No entanto, a heterogeneidade de materiais 

lignocelulósicos é uma barreira crítica para essa tarefa e balanços de massa razoáveis só 

podem ser derivados de uma combinação de vários procedimentos analíticos, variando 

da determinação precisa do teor de umidade até a análise estrutural mais complexa 

(incluindo quantificação) de polímeros naturais tais como celulose e lignina (RAMOS, 

2003; CIRNE et al., 2007). 

Considerando-se que os tratamentos químicos e físicos mais utilizados tendem a 

ser muito agressivos e dispendiosos, pode-se utilizar alternativamente tratamentos mais 

brandos, baseando-se nos estudos de Rossi (2015), que buscou estudar a modificação do 

material por degradação química gerada por duas formas de pré-tratamento da palha de 

cana-de-açúcar, utilizando-se ácido cítrico em autoclave e solução de ureia com 

hidróxido de sódio em baixa temperatura ou como o utilizado por Rodrigues (2006) que 

desenvolveu a modificação química no material lignocelulósico (madeira), utilizando 

solução 1,2 mol L
-1

 de ácido cítrico e porém em temperaturas elevadas.  

No entanto, a escolha de uso do ácido cítrico foi proposta neste estudo 

objetivando um pré-tratamento eficaz, para disponibilizar grandes quantidades de 

açúcares fermentescíveis para os processos de hidrólise e fermentação, além de ser 

viável economicamente. 

 

3.5 Ácido Cítrico 

O ácido cítrico (ácido 2-hidroxi-1,2,3-propanetricarboxilico) possui fórmula 

molecular C6H8O7 (CIRIMINNA et al., 2017; SHOW et al., 20015), tem boa 

solubilidade em água, ponto de fusão de 153°C e peso molecular de 192,12 g.mol
-1

. 

Apresenta-se na forma de cristais translúcidos brancos, possui sabor ácido, não possui 

odor e é levemente higroscópico (CARGILL, 2011; RODRIGUES et al., 2009; 

SOCCOL et al.,2006). Quando aquecido começa a se decompor em outras substâncias a 

175°C (RODRIGUES, 2006; SHOW et al., 2015). 
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É o principal constituinte das frutas cítricas (ex. laranja, limão e lima) (SHOW et 

al., 2015) e está presente em todas as células vivas que necessitam de compostos de 

carbono como fonte de energia; é um metabólito normal no organismo humano sendo 

quase completamente metabolizado quando consumido (ABOU-ZEID; ASHY, 1984; 

RODRIGUES, 2006). 

O ácido cítrico é um dos produtos de fermentação mais produzidos no mundo, 

principalmente por fermentação submersa de meios a base de sacarose ou amido, 

devido, entre outras características, a sua baixa toxicidade quando comparado a outros 

acidulantes utilizados pelas indústrias farmacêuticas e alimentícias (PANDEY et al., 

2000a; SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003; VANDENBERGHE et al., 2000). É 

produzido principalmente por fermentação submersa usando Aspergillus niger ou 

Candida sp. de diferentes fontes de hidratos de carbono (PANDEY et al., 2000a; 

SHOW et al., 2015; VANDENBERGHE et al., 2000). O ácido cítrico produzido a partir 

de frutas é conhecido como ácido cítrico natural, em contraste com a fermentação de 

ácido cítrico (ABOU-ZEID; ASHY, 1984; SHOW et al., 2015). Devido à sua grande 

aplicação, ser facilmente biodegradável e baixos preços, o fornecimento global de ácido 

cítrico nas últimas duas décadas aumentou de menos de 0,5 para mais de 2 milhões de 

toneladas, tornando-se o maior produto químico obtido por fermentação de biomassa e o 

produto orgânico ácido mais amplamente empregado (CIRIMINNA et al., 2017; 

SHOW et al., 2015). 

No Brasil, quase toda a demanda de ácido cítrico é atendida por meio de 

importações (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003). 

O ácido cítrico tem uso bastante variado. Cerca de 70% é usado pela indústria de 

alimentos e bebidas, 12% pela indústria farmacêutica e 18% por outras indústrias. 

Estudos recentes mostram que têm sido desenvolvidos vários testes relacionados aos 

efeitos do uso de ácidos orgânicos como complemento das rações para animais 

(RODRIGUES, 2006; VANDENBERGHE et al., 2000; CIRIMINNA et al., 2017). 

Desta forma há um crescente interesse na procura de soluções para produção em larga 

escala do ácido cítrico (CIRIMINNA et al., 2017). 

Esse ácido tem a capacidade de complexação com metais pesados como o ferro e 

o cobre. Essa propriedade tem conduzido à crescente utilização como estabilizante de 

óleos e gorduras para reduzir a sua oxidação catalisada por esses metais. Também, essa 

propriedade aliada ao baixo grau de corrosividade a certos metais tem permitido seu uso 
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na limpeza de caldeiras e instalações especiais (RODRIGUES et al., 2009; 

CIRIMINNA et al., 2017; SOCCOL et al., 2006). 

Vale destacar um ponto positivo para o aproveitamento de resíduos 

agroindustriais, já que diferentes desses resíduos, como bagaço de maçã, casca de coco, 

palha de trigo, resíduos de abacaxi, bagaço de mandioca, banana, casca de beterraba, 

casca de kiwi, etc. são investigados com técnicas de fermentação sólida, para potencial 

de ser usado como substratos para produção de acido cítrico (VANDENBERGHE et al., 

2000). 

 

3.6 Hidrólise enzimática 

Enzimas são proteínas e interagem com elevada especificidade com um 

substrato promovendo uma atividade catalítica altamente especifica. Em meio às 

reações, as enzimas atuam como catalisadores sendo aplicadas em baixas concentrações, 

acarretando em maiores taxas reacionais e sendo regeneradas no final do processo 

juntamente com os desejáveis produtos formados. Destaca-se a sua regeneração como 

vantagem para seu reaproveitamento, tornando menos onerosa sua aplicação em escalas 

industriais (LIMA, 2018, MEIGHAN, 20016). 

O processo de hidrólise pode ser dividido em hidrólise ácida, básica e 

enzimática. Na hidrólise ácida ou básica empregam-se ácidos ou bases como 

catalisadores, enquanto que na enzimática utilizam-se enzimas. 

Atualmente, a hidrólise enzimática tem sido preferida à hidrólise ácida, uma vez 

que as reações são altamente específicas, o que minimiza a geração de subprodutos 

indesejáveis (ex.: furanos) (WOLF, 2011, KLINKE et al., 2003), podendo ser realizada 

sob condições operacionais brandas (pH em torno de 5, temperatura inferior a 50°C e 

pressão atmosférica) (BALLESTEROS et al., 2002, ODEGA, PETRI, 2010, WOLF, 

2011, TAHERZADEH; KARIMI, 2007a) que levam a um menor consumo de energia e 

menor impacto ambiental. Além disso, evita problemas de corrosão provocada pelo uso 

de ácidos minerais (MARTÍN et al.,2007; WOLF, 2011, MEIGHAN, 2016) e fornece 

um alto rendimento de glicose com baixa formação de subprodutos, favorecendo a 

utilização do hidrolisado em processos de bioconversão. No entanto, para a obtenção de 

bons rendimentos com a hidrólise enzimática são necessários tempos longos de reação e 

para melhorar a acessibilidade da enzima à celulose é necessário, como já citado, 
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submeter à matéria-prima a um estágio de pré-tratamento (MARABEZI, 2014; 

SANTOS, 2017; WOLF, 2011).  

Em princípio, as conversões enzimáticas aparecem como opções promissoras, 

em termos de custo global, em virtude da possibilidade de atingir rendimentos 

glicosídicos próximos ao teórico (BONOMI, 2010). 

Entretanto, em detrimento da sua elevada especificidade exigem condições 

reacionais controladas como temperatura, pH do meio e grau de agitação. Pequenas 

variações nessas condições podem promover sua desnaturação e comprometimento de 

suas atividades catalíticas (MADIGAN et al., 2015; TAHERZADEH; KARIMI, 2007a). 

Além disso, uma reação enzimática está sujeita a uma inibição reacional física ou 

química de forma reversível ou irreversível (LIMA, 2018).  

Autores como Huang et al. (2015), Laureano-Perez et al. (2005) e Yang et al. 

(2011) citam ainda, que o processo de hidrólise enzimática dos carboidratos (celulose e 

hemiceluloses) presentes na biomassa pode ser limitado por diferentes fatores, como a 

cristalinidade, grau de polimerização e área superficial da celulose, percentual de 

lignina e o grau de acetilação das hemiceluloses (SANTOS, 2017;  CANILHA et al., 

2011; MOSIER et al., 2005). Além disso, as enzimas podem não ser produtivas e 

podem se unir irreversivelmente aos componentes da lignina, resultando na perda de 

atividades enzimáticas (HUANG et al., 2015). 

Santos (2017), Batalha et al. (2015), Canilha et al. (2012) em seus estudos, 

mencionam que o rendimento da hidrólise é governado por muitos fatores, tais como: 

presença de inibidores oriundos do pré-tratamento na superfície das fibras, inibição da 

atividade enzimática pelos produtos finais da biodegradação, termoestabilidade das 

enzimas, concentração e adsorção do substrato, concentração de substrato no meio, 

dentre outros.  

Vale destacar que na literatura, autores têm demonstrado que a digestibilidade 

enzimática da biomassa é aumentada pela diminuição do teor de lignina e hemiceluloses 

(ZHU et al., 2008; CARVALHEIRO et al., 2008). A lignina pode promover intensa 

adsorção das enzimas diminuindo sua eficiência de bioconversão e reduzindo a sua 

reutilização (CANILHA et al., 2011). Novo et al. (2011), estimam-se que reduzir o seu 

teor em até aproximadamente 70-80% em relação à quantidade inicial seja suficiente. 

Portanto, a deslignificação do bagaço juntamente com a recuperação das 

enzimas são opções favoráveis a uma maior viabilidade econômica do processo de 
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conversão enzimática e consequentemente, é necessário otimizar as condições de 

hidrólise para se obter um funcionamento satisfatório dos processos de sacarificação 

(CANILHA et al., 2012;  SANTOS, 2017). 

Wolf (2011) cita ainda, que embora a remoção da lignina no pré-tratamento evite 

diminuição da velocidade de reação devido à adsorção inespecífica das celulases, 

estudos recentes apontam que o aumento da área superficial acessível à celulase é o 

mais importante efeito deste para alcançar uma alta conversão enzimática. 

Após o pré-tratamento, a fração sólida, rica em celulose, passa pela etapa de 

hidrólise enzimática e uma série de enzimas celulolíticas e hemicelulolíticas atuam em 

sinergia produzindo, respectivamente, monômeros de glicose e xilose (considerando que 

as hemiceluloses são constituídas principalmente de xilana) (SANTOS, 2017; ZHANG 

et al., 2010; PITARELO, 2007). A xilose é o principal açúcar hemicelulósico e pode ser 

usado como fonte de carbono e energia na fermentação processos (AGUILAR et al., 

2002). 

Dentre as várias classes enzimáticas destacam-se as hidrolases - enzimas 

responsáveis pelas reações de hidrólise. Desse grupo, o presente trabalho destaca as 

enzimas celulolíticas denominadas celulases, as quais são de grande interesse comercial 

(GALBE; ZACCHI, 2010)  e responsáveis pela hidrólise da celulose com consequente 

liberação de dímeros (celobiose) e monômeros (glicose). 

O complexo enzimático (denominado de celulase) é composto, principalmente, 

por três enzimas: endoglucanases, celobiohidrolases (exoglucanases) e as β-glicosidases 

(WOLF, 2011; SUN; CHENG, 2002; TAHERZADEH; KARIMI, 2007a; COSTA et al., 

2014). A Figura 12 apresenta a ação catalítica desse complexo. Todas atuam na 

degradação das fibras de celulose, mas em partes distintas desse substrato. As enzimas 

endoglucanases são responsáveis por iniciar a hidrólise das macromoléculas de celulose 

atuando nas ligações β(1→4) ao longo de toda fibra em regiões de baixa cristalinidade 

das fibras de celulose e criando extremidades de cadeias livres, produzindo oligômeros 

curtos. Tal fato contribui para a redução do grau de polimerização (aumento da 

solubilização) das fibras celulósicas (CANILHA et al., 2012; SANTOS, 2017; LYND et 

al., 2002; WOLF, 2011; ODEGA; PETRI, 2010, DORAN et al., 1994).  
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Figura 12. Apresentação esquemática da hidrólise da celulose a glicose por enzimas 

celulolíticas 

 

Fonte: TAHERZADEH; KARIMI, 2007a (adaptado) 

 

Além disso, as hemiceluloses possuem alguns açúcares com grupos funcionais 

como o acetilo, o que pode dificultar a ação tanto das hemicelulases quanto das enzimas 

celulases. A remoção desses grupos funcionais aumenta a acessibilidade da 

hemiceluloses às hemicelulases e consequentemente, a exposição da celulose às 

celulases (BRIENZO et al., 2017). 

Segundo Wolf (2011), Jørgensen et al. (2007), Mosier et al. (2005) e Pitarelo 

(2007) a ação das celulases, mesmo operando em condições favoráveis, pode ser 

limitada por vários fatores, conforme Figura 13, destacando-se:  

① Inibição das enzimas exoglucanases e β-glucosidases pelos produtos (celobiose e 

glicose, respectivamente); 

② Impedimento estérico das celulases à celulose pela hemicelulose; 

③Impedimento estérico das celulases à celulose pela lignina; 
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④ Adsorção inespecífica das enzimas à lignina; 

⑤ Perda da atividade enzimática devido à desnaturação térmica das enzimas em 

reações muito longas, ao efeito da agitação mecânica (cisalhamento) e a possíveis 

produtos de degradação provenientes de pré-tratamentos mais drásticos. 

 

Figura 13. Visão geral simplificada de fatores que limitam a hidrólise eficiente da 

celulose (simbolizada pelas linhas retas). 

 

Fonte: JØRGENSEN et al., (2007) (adaptado) 

 

A ação simultânea das enzimas do complexo enzimático que atuam no processo 

de hidrólise da celulose, é ilustrada, em relação a estereoquímica, na Figura 14.  

As atividades das celulases são mensuradas para fins de cálculos de eficiências 

de rendimentos. De forma geral, é determinada pela liberação de açúcares redutores a 

partir da hidrólise de um substrato celulósico. Tradicionalmente, a metodologia 

estabelecida por Ghose (1987) é recomendada pela IUPAC (União Internacional de 

Química Pura e Aplicada) a qual permite estabelecer as eficiências da hidrólise. Para 

tanto, nesses ensaios são utilizados filtros de papel à base de celulose como substrato 

para a atuação das celulases. Com isso, suas atividades podem ser mensuradas em 
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função da sua capacidade de degradação desse material e consequente, liberação de 

açúcares redutores, sendo expressas como unidade de papel de filtro - FPU (filter paper 

unit) (LIMA, 2018). 

 

Figura 14. Ação enzimática das celulases: endo-1,4-β-glicanase – hidrólise das cadeias 

de celulose em fragmentos menores; exo-1,4-β-glicanase – hidrólise das cadeias 

(fragmentos menores) de celulose à celobiose e 1,4-β-glicosidase – hidrólise de 

celobiose a glicose 

 

Fonte: MEIGHAN (2007) (adaptado) 

 

Para comparações entre distintos estudos envolvendo atividades de celulases, um 

valor arbitrário fixo foi adotado pela IUPAC. Nesse caso, uma unidade de papel de filtro 

(FPU) equivale a produção de 2,0 mg de açúcar redutor (glicose) a partir de 50 mg de 

papel de filtro (equivalente a 4% de conversão) durante 1 h em meio tamponado (pH = 

4,8) e com controle de temperatura (50
o
C). Dessa forma, ao final é possível estabelecer 

uma eficiência de produção enzimática em termos de FPU por volume de solução 

enzimática (FPU.mL
-1

) (GHOSE 1987; LIMA, 2018). 

Ressalta-se que a metodologia supracitada é recomendada para determinação das 

atividades das enzimas produzidas por fungos e deve ser realizada previamente à 

hidrólise enzimática de outros substratos. Para as enzimas produzidas por bactérias faz-
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se necessários pequenos ajustes das condições experimentais (temperatura, pH, tempo, 

tipo e concentração do substrato) (GHOSE 1987; LIMA, 2018). 

Nesse contexto, o gasto com as celulases pode atingir até 18% dos custos de uma 

biorrefinaria (WINGREN et al., 2003). Entretanto, alguns autores como Ertas e seus 

colaboradores (2014) mencionam que valores reduzidos como de 4 a 5 FPU/gsubstrato já 

contribuem para tornar economicamente viável a hidrólise de materiais lignocelulósicos 

por via enzimática. O retorno financeiro segundo Batalha et al., (2015) pode alcançar a 

ordem de 12% ao produzir etanol 2G utilizando hidrólise enzimática (5 FPU/g) a partir 

de bagaço de cana pré-tratado. 

Alguns dos principais estudos envolvendo hidrólise enzimática em bagaço de 

cana-de-açúcar podem ser citados. Nos estudos utilizando Novozymes® Cellic-CTec2 e 

Cellic-HTec2 como coquetel enzimático, Batalha et al., 2015, nas condições 

experimentais de 96 h, com teor de sólido de 5 % (m/v), temperatura de 50
o
C; agitação 

de  180 rpm e pH 4,8, obteve-se eficiência de hidrólise de 77% de glicose (10 FPU) e de 

72% (5 FPU). Biswas et al., 2014, nas condições experimentais de 96 h, teor de 8 % 

(m/v) e 2,5 mL de volume reacional, temperatura de 50
o
C, agitação de  1440 rpm e pH 

4,8, resultou em eficiência de hidrólise de 95% (568 g glicose/kg substrato). Já nos 

trabalhos envolvendo somente Cellic CTec2 (Novozymes®), Ramos et al., 2015, nas 

condições experimentais com teor de sólido a 20% (m/v),  por 96 h, temperatura de 

50
o
C, volume reacional 100 mL, obteve eficiência de hidrólise de 92,5% (76,8g/L de 

glicose) e um aumento de 39% na produção de etanol. Rabelo et al., 2012, com teor de 

sólido a 10 % (m/v), por 72 h, a 50
o
C;  por 300 rpm, pH 4,8 e em 1 L de volume 

reacional, obteve eficiência de hidrólise de 82%. Rabelo et al., 2011, com teor de sólido 

a 0,33% (m/v), por 72 h,  a 50
o
C, com agitação de 60 rpm, com pH 4,8 e volume 

reacional de 300 mL, obteve rendimento de 691 mg glicose/g de bagaço.   

Os testes de açúcares são baseados em reações de óxido– redução pelo grupo 

hidroxílico hemiacetálico do monossacarídeo, que pode reagir com íons e formar 

complexos coloridos ou por reações coloridas provenientes da condensação de produtos 

de degradação dos açúcares em ácidos fortes com vários compostos orgânicos como 

fenol e antrona. Os monossacarídeos são açúcares redutores (são assim denominados 

por apresentarem grupo carbonílico ou cetônico livre, capaz de ser oxidado na presença 

de agentes oxidantes em soluções alcalinas). O teste de DNS (ácido dinitrosalicílico) 

baseia-se na reação entre o açúcar redutor e o ácido 3,5-dinitrosalicílico (cor amarelo), 
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que é reduzido a um composto colorido avermelhado, o ácido 3-amino- 5-nitrosalicílico, 

oxidando o monossacarídeo redutor (MALDONADE et al., 2013; GEHLEN, 2013), 

conforme o exposto na Figura 15. 

 

Figura 15. Esquema das reações envolvidas no método DNS  

 

Fonte: MALDONADE et al., 2013 

 

3.7 Biogás produzido a partir da biomassa lignocelulósica 

O bagaço de cana-de-açúcar é normalmente queimado diretamente em caldeiras 

para aproveitamento da energia. No entanto, a eficiência desse processo, em condições 

controladas, é muito baixa e gera emissões de dióxido de carbono (CO2). Uma 

alternativa mais amigável ambientalmente para o uso do resíduo é fazer sua digestão 

anaeróbia (DA) para produção de biogás visando à geração de energia renovável. 

Celulose e hemicelulose podem ser convertidas em metano por fermentação anaeróbia, 

produzindo energia e aumentando o potencial energético do agronegócio 

sucroalcooleiro (LEITÃO et al., 2013; ZHENG et al., 2014; SANTOS, 2017; BAÊTA, 

2016). 
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O biogás é a conversão microbiana da matéria orgânica, por digestão anaeróbia, 

em biogases constituídos, basicamente, por metano (CH4), hidrogênio (H2), dióxido de 

carbono (CO2) e sulfeto de hidrogênio (H2S) com concentração variável. Tal variação 

pode ser decorrente das características do substrato utilizado na alimentação, dos 

biodigestores e dos parâmetros operacionais (ex.: tempo de detenção hidráulica, carga 

orgânica aplicada, agitação, temperatura e relação substrato – micro-organismo) (LIMA, 

2018; OLIVEIRA, 2009, BAÊTA, 2016). Os principais parâmetros serão discutidos no 

subitem 3.7.2. 

A digestão anaeróbia consiste em um processo biológico em que na ausência 

de oxigênio atmosférico, as bactérias facultativas ou estritamente anaeróbias degradam 

compostos orgânicos complexos, que sofrem uma série de processos oxidativos em 

sequencia e são convertidos, em substâncias mais simples, como supracitado, em 

metano, água, produtos inorgânicos (dióxido de carbono) e biofertilizantes (matéria 

orgânica estabilizada), através da ação combinada de diferentes microrganismos 

(GEHLEN, 2012; OLIVEIRA, 2009; PROBIOGÁS, 2016; JARDIM, 2013; KADAM; 

PANWAR, 2017) com atividades específicas, organizados na forma de um consórcio 

microbiológico (LIMA, 2018; GEHLEN, 2012).  Dessa forma, o produto gerado por 

uma classe de micro-organismo torna-se o substrato da etapa seguinte, resultando em 

um equilíbrio dinâmico interespécies. Os principais resultados desse processo são a 

fração líquida constituída por biocompostos simples solúveis (baixa DQO), fração 

gasosa formada pelo biogás (rico em metano e hidrogênio) e a fração sólida (lodo 

anaeróbio) (LIMA, 2018). As etapas do processamento da DA será discutido no subitem 

3.7.1. 

Alguns autores como Zheng et al. (2014) afirmam que em termos da relação 

energia produzida/energia consumida (28 MJ/MJ), a digestão anaeróbia é o método 

mais eficiente para produção de bioenergia a partir de biomassa, superando os processos 

termoquímicos. Nas últimas duas décadas, processos com tecnologia anaeróbia têm sido 

comercializados com sucesso, tanto para o tratamento de águas residuais quanto para 

resíduos sólidos (MATA-ALVAREZ et al., 2000), incluindo àqueles ricos em material 

lignocelulósico (ANTONI et al., 2007; LEVIN et al., 2007).  

Por fim, a digestão anaeróbia da biomassa requer um menor investimento de 

capital e custo por unidade de produção, em relação a outras energias renováveis, tais 

como hídrica, solar e eólica. Além disso, a energia renovável obtida a partir da biomassa 
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está disponível nas áreas rurais, como um recurso doméstico, não estando sujeita a 

flutuações dos preços mundiais, ou às incertezas de abastecimento como de 

combustíveis importados e convencionais (GEHLEN, 2012). A representação da 

digestão anaeróbia pode ser feita pela equação (OLIVEIRA, 2009): 

 

Matéria orgânica + biomassa                     CH4 + CO2 + H2 + NH3 + H2S + calor  eq. (2) 

 

Como o biogás é produzido por digestão anaeróbia de matéria orgânica, ele é 

considerado um combustível limpo e ambientalmente favorável e tem sido usado para 

geração de calor, vapor e eletricidade e, ainda, como combustível automobilístico 

(similar ao gás natural veicular - GNV) (APPELS et al., 2008; PRADO et al., 2008; 

OLIVEIRA, 2009; GEHLEN, 2012) e substituição ao gás natural e/ou gás liquefeito de 

petróleo (GLP) (GEHLEN, 2012; BAÊTA, 2016).  

Baêta (2016) apresenta, ainda, que a produção de CH4 a partir de uma variedade 

de resíduos por meio da tecnologia de digestão anaeróbia está crescendo em todo 

mundo e é considerada ideal em decorrência dos seus benefícios econômicos e 

ambientais. Além disso, outras vantagens, em resumo, oferecidas pelo biogás são: i) 

pode ser produzido a partir de recursos renováveis, ii) sua produção independe de fontes 

externas oriundas do petróleo, iii) ajuda na redução da poluição causada por resíduos 

orgânicos, que são responsáveis por boa parte da poluição de água doce e v) ajuda a 

retardar os problemas de gestão de resíduos. 

Conforme Oliveira (2009), o biogás é composto por grande parcela de gás 

metano (CH4), que quando lançado na atmosfera apresenta potencial de poluição 21 

vezes superior ao dióxido de carbono (CO2) no que se refere ao efeito estufa, sendo que 

sua utilização na geração de energia leva a uma redução do potencial de poluição 

ambiental. Entretanto, comparativamente a outros combustíveis fósseis, a queima do 

metano gera menos poluentes atmosféricos por unidade de energia gerada, por isso, é 

caracterizado como um combustível limpo e o seu uso em equipamentos, veículos, 

aplicações industriais e geração de energia tende a aumentar. 

A produção mundial de biogás está concentrada na Europa, cerca de 60% da 

produção total, enquanto na América do Norte está limitada a 22 % e com contribuições 

muito menores pelas regiões Ásia-Pacífico (cerca de 11%), latino-americanas (6%) e 

Oriente Médio-Africano (cerca de 1%) (CORNO et al., 2015). 

anaerobiose 
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No Brasil, durante o período da crise energética na década de 70, a busca 

energias alternativas despertou o interesse em aplicar a tecnologia da biodigestão 

anaeróbia. O interesse maior está relacionado à sua capacidade de estabilização de 

resíduos, devido à necessidade cada vez maior de preservação do meio ambiente 

(OLIVEIRA, 2009, KIM, 2018).  

Um aspecto atrativo do biogás refere-se ao conteúdo energético do mesmo. A 

Tabela 3 mostra que a capacidade calorífica do hidrogênio e do metano, quando 

comparadas em termos de massa, são superiores às do etanol e da gasolina. Além do 

aspecto energético, a geração de energia a partir de biogás (CH4 e H2) acaba sendo mais 

favorável do ponto de vista ambiental, uma vez que em ambos os combustíveis a 

geração de CO2 é menor do que na queima do etanol ou gasolina. 

 

Tabela 3. Capacidade calorífica de alguns combustíveis  

Combustível Capacidade 

calorífica superior 

(KJ.Kg
-1

) 

Capacidade 

calorífica inferior 

(KJ.Kg
-1

) 

Referências 

Gás metano 50,02 x 10
3
 55,53 x 10

3
 Aragonese et al., 

(2006); Santos; 

Santos (2005); 

Oliveira (2009) 

Gás hidrogênio 120,01 x 10
3
 141,85 x 10

3
 

Gasolina 43,95 x 10
3
 46,88 x 10

3
 

Etanol 26,79 x 10
3
 29,72 x 10

3
 

Fonte: Autora 

 

A Figura 16 mostra o esquema de um processo integrado de produção de 

metano e hidrogênio a partir de material celulósico pré-tratado. 

 

Figura 16. Esquema das possibilidades de produção de hidrogênio a partir da celulose 

 

Fonte: Adaptado - Chong et al. (2009) 
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O hidrogênio é produzido predominantemente durante a etapa de acetogênese 

da digestão anaeróbia, no entanto sua concentração no biogás é pequena uma vez que 

ele é utilizado como fonte de energia para produção de metano por alguns micro-

organismos metanogênicos. Assim, para que o hidrogênio se acumule no meio há 

necessidade de interromper sua utilização por grupos hidrogenotróficos do consórcio 

anaeróbio (LIMA; ZAIAT, 2012; FERNANDES et al. 2010; ANTONOPOULOU et al., 

2008; KAPDAN; KARGI, 2006; CHEN et al., 2001). 

Sabe-se que carboidratos são os principais precursores de biogás e assim, 

resíduos da agricultura ricos em carboidratos poderiam ser usados como substratos 

(KAPDAN; KARGI, 2006). Substratos puros tais como glicose, sacarose e celulose 

(CHEN et al., 2001), águas residuais ricas em açúcares fermentescíveis (LIN; LAY, 

2005), efluentes domésticos e efluentes/resíduos industriais (BAÊTA, 2016) são 

materiais de partida mais estudados em laboratório. Porém, até o momento, 

relativamente poucos trabalhos foram conduzidos para investigar a produção de biogas 

por resíduos lignocelulósicos da agroindústria (FANG et al., 2006; TENCA et al., 

2011). 

Nesse contexto, os subprodutos e os principais biocombustíveis gerados a partir 

da utilização da biomassa lignocelulósica são representados nas Equações (3) a (8), 

podendo ser realizados por diferentes técnicas e processos de uma biorrefinaria (LIMA, 

2018). 

 

Biomassa + H2O            Polioses + Celulose + Lignina                                      eq. (3) 

Polioses + H2O      , H+       Xilose + Arabinose                                                     eq. (4) 

Xilose      , H+      Furfural + H2O                                                                          eq. (5) 

Celulose + H2O       , H+     Glicose                                                                        eq. (6) 

Glicose        , H+     HMF + H2O                                                                            eq. (7) 

Biomassa + Polioses + Celulose  micro-organismos anaeróbios    Metano + Hidrogênio     eq. (8) 

 

O biogás produzido via DA a partir do bagaço de cana-de-açúcar possui 

elevado teor de metano (até 75%), sendo sua geração vinculada à remoção de demanda 

química de oxigênio (DQO) do meio, e a baixos custos, o que permite agregar valor ao 

bagaço de cana e minimizar os impactos ambientais decorrentes da sua queima direta 

(LIMA, 2018). 
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Dentre as configurações possíveis da digestão anaeróbia (DA) para produção 

de biogás a partir de elevadas cargas de bagaço de cana, destaca-se a digestão anaeróbia 

em fase sólida (DA-S), também é conhecida como digestão seca (dry digestion), 

fermentação seca (dry fermentation) ou ainda por fermentação em estado sólido (solid-

state fermentation - SSF) (LIMA, 2018). 

Sua principal característica é a bioconversão de elevadas cargas de substratos 

orgânicos sólidos em biogás (60 a 70% de metano) e um resíduo orgânico rico em 

nitrogênio (LI et al., 2011). A DA-S está tornando-se notório para estudos em escala 

laboratorial e piloto, devido ao seu menor custo e potenciais produtos gerados. 

O efeito da composição da biomassa lignocelulósica no rendimento de biogás já 

foi estudado extensivamente; no entanto, a maioria desses estudos se limitou à digestão 

anaeróbia em fase líquida (DA-L), que opera com um teor sólidos totais (ST) de 15% ou 

menos, mesmo que a AD de estado sólido (DA-S), que geralmente é operada em uma 

ST teor de 15% ou mais (BROWN et al., 2012), favorecendo a degradação de uma 

maior massa. 

O DA-S tem muitas vantagens sobre o DA-L, características que promove para 

sua aplicação em grandes escalas, incluindo um volume menor do reator para o mesmo 

carregamento de sólidos, menos partes móveis, menor consumo de energia para 

aquecimento e mistura e mais fácil de manusear o produto final (LI et al., 2011; 

BROWN et al., 2012). Além disso, a DA-S ainda permite elevadas velocidades de 

degradação e produção de biogás e baixa geração de efluentes líquidos. Somada a essas 

características, sua produtividade volumétrica de biogás pode ser de 2 a 7 vezes maior 

do que a tradicional digestão anaeróbia em fase líquida (LIMA, 2018; BROWN et al., 

2012). 

Apesar das muitas vantagens da tecnologia DA-S e do progresso nos projetos de 

sistemas, há vários aspectos que precisam ser aprimorados para posterior 

comercialização da tecnologia. O tempo de retenção do DA-S foi documentado em até 

três vezes mais que o DA-L devido ao transporte de massa mais lento no DA-S do que o 

DA líquido. A melhoria da eficiência e da economia da produção é necessária, assim 

como os avanços no pré-tratamento da matéria-prima, do sistema de digestão, do 

controle de estabilidade e no projeto do reator estão em questão (Li et al., 2011). 

 Os tratamentos envolvendo a DA-S podem ser realizados em um único reator 

ou em sistema de duplo estágio, podendo ser alimentado de forma contínua ou em 
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batelada (KOTHARI et al.,2014). Devido à maior simplicidade e menor custo 

operacional, comumente é realizada em batelada. Operacionalmente o biodigestor é 

preenchido de uma única vez com o substrato e inóculo, os quais misturados irão passar 

por todas as fases da degradação anaeróbia, em meio com um baixo teor de umidade 

(LIMA, 2018). Em particular, vários autores relataram que o processo de digestão 

anaeróbia em comparação com a tradicional, em um único estágio, levaria a diferenciar 

a produção de biocombustíveis (bio-hidrogênio e bio-metano), melhorar os rendimentos 

globais da produção de biogás e permitir maiores concentrações de CH4 no biogás 

produzido no segundo estágio, diminuindo os custos de purificação de biogás. No 

entanto, hoje, a maioria das plantas de biogás em grande escala na Europa dependem do 

processo de estágio único e a tecnologia em duas etapas permanece não comprovada no 

campo. Isto é principalmente porque a estabilidade do processo de fermentação escura e 

a maximização dos rendimentos da produção de hidrogênio na primeira etapa ainda são 

incertas (TENCA et al., 2011).  

A principal característica da DA-S que favorece sua aplicação no setor gerador 

de resíduos lignocelulósicos é a utilização direta do bagaço de cana para a produção de 

biogás. Em uma planta industrial lignocelulósico, esse processo pode ser alimentado 

com bagaço de cana residual do processo de produção de etanol (1G) e açúcar. Além 

disso, pode ser utilizado o bagaço de cana residual de etapas de pré-tratamento ou até 

mesmo da produção de etanol 2G (resíduo da hidrólise enzimática e fermentação) 

(LIMA, 2018). Tais opções tecnológicas foram avaliadas neste trabalho de tese visando 

aproveitar toda energia contida no bagaço de cana. 

 

3.7.1 Etapas da digestão anaeróbia (DA)  

A digestão anaeróbia pode ser dividida em (Figura 17) cadeia de processamento 

na qual ocorre sempre em quatro etapas: i) hidrólise, ii) acidogênese, iii) acetogênese e 

iv) metanogênese (PROBIOGÁS, 2016; JARDIM, 2013; KADAM; PANWAR, 2017; 

BAÊTA, 2016; LIMA, 2018; OLIVEIRA, 2009).   
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Figura 17. As quatro etapas da degradação microbiológica anaeróbica 

 

Fonte: Autora – adaptado de STERNAD, 2010 

 

De forma simplificada, inicialmente a matéria orgânica é transformada a 

compostos solúveis (açúcares, aminoácidos, triglicerídeos) por bactérias hidrolíticas. 

Uma vez solubilizados, estes compostos são utilizados por micro-organismos 

fermentativos acidogênicos e convertidos a acetato, outros ácidos graxos de cadeia curta 

(propiônico, butírico, valérico), álcoois, hidrogênio e gás carbônico. A etapa seguinte da 

digestão anaeróbia consiste na ação de bactérias acetogênicas envolvidas na conversão 

dos produtos orgânicos a ácido acético, hidrogênio e gás carbônico que serão então 

utilizados por micro-organismos metanogênicos na produção de metano. A etapa de 

hidrólise tem sido considerada a etapa limitante no caso da digestão anaeróbia de 

biomassa lignocelulósica (PAVLOSTATHIS; GIRALDO-GOMEZ, 1991; GEHLEN, 

2012), de forma que o pré-tratamento deste material é fundamental para aumentar a 

eficiência e as taxas de produção de metano.  

As bactérias acidogênicas e as árqueas metanogênicas apresentam características 

diferentes, principalmente em relação às exigências nutricionais, a fisiologia, o pH, o 

crescimento e a sensibilidade quanto a variações de temperatura. Em relação à 

velocidade de reprodução, quando comparadas às bactérias acidogênicas, as árqueas 

metanogênicas apresentam menor velocidade além de serem mais sensíveis às 

condições adversas ou alterações das condições ambientes (OLIVEIRA, 2009). 

A seguir, as etapas de forma detalhada: 
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i) Hidrólise  

Durante a etapa de hidrólise no processo de digestão anaeróbia, compostos mais 

complexos (proteínas, lipídeos, polímeros a base de açúcares e carboidratos) são 

transformados em substâncias quimicamente consideradas mais simples e solúveis em 

meio aquoso, podendo ocorrer em poucas horas, ao passo que a hidrólise de compostos 

mais complexos como proteínas, lipídeos e polímeros (hemiceluloses e celulose) pode 

levar alguns dias (TAHERZADEH; KARIMI, 2008; DEUBLEIN; STEINHAUSERM, 

2011). As equações gerais (LIMA, 2018; DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011) do 

processo DA podem ser representadas: 

 

C6H12O6 + 2H2O → 2CH3COOH + 2CO2 + 4H2        eq. (9)  

C6H12O6 → 3CO2 + 3CH4                                            eq. (10) 

 

Gehlen, 2012 traz que, durante a hidrólise ocorre a conversão das fibras em 

açúcares redutores. Os carboidratos são os macronutrientes mais abundantes. Eles são 

classificados em mono, oligo e polissacarídeos. Os monossacarídeos são açúcares 

simples não hidrolisáveis, ou seja, os açúcares redutores, porém, a obtenção desses 

açúcares requer a aplicação de técnicas que permitam a sua extração seletiva, como 

neste caso, a hidrólise ácida. Após a conversão das fibras em açúcares redutores, estes 

são recuperados para fermentação e posterior continuidade no processo de produção de 

biogás. 

Sendo assim, essa etapa passa a ser de fundamental importância para o processo 

de obtenção de biogás a partir de biomassas lignocelulósicas (BAÊTA, 2016). Esse 

mecanismo ocorre pela ação de exoenzimas excretadas por micro-organismos 

anaeróbios facultativos e/ou estritamente anaeróbios. Nesta etapa os micro-organismos 

consomem grande parte do oxigênio dissolvido presente na água provocando um 

abaixamento no potencial redox do meio garantindo assim condições ideais para a ação 

(DEUBLEIN; STEINHAUSERM, 2011; GEHLEN, 2012; HENDRIKS; ZEEMAN, 

2009). 

Com intuito de tornar esse processo mais factível do ponto de vista de aplicação, 

a avaliação de diferentes técnicas de pré-tratamento da biomassa faz-se necessária, tanto 

para produção do biogás utilizando o sólido na digestão anaeróbia em fase sólida 

(TRAVAINI et al,2016.), como através do uso do hidrolisado obtido por diferentes pré-
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tratamento pelo processo de digestão anaeróbia em fase líquida (DA-L) (CIRNE et al., 

2007) e para facilitar a ação das exoenzimas liberadas durante esta etapa (HENDRIKS; 

ZEEMAN, 2009; BAÊTA, 2016). 

Essa etapa inicial é fundamental para a redução do tamanho das partículas e sua 

solubilização, uma vez que as arqueas metanogênicas não são capazes de assimilar 

diretamente as macromoléculas que constituem o complexo lignocelulósico 

(GERARDI, 2006; LIMA, 2018). 

 

ii) Acidogênese  

Esta etapa ocorre de forma concomitante à etapa de hidrólise, uma vez que os 

micro-organismos acidogênicos convertem as substâncias mais simples produzidas na 

hidrólise em ácidos de cadeia curta, moléculas C1-C5 (ácido fórmico, ácido acético, 

ácido propiônico, acetato e ácido butírico), álcoois, hidrogênio, óxido de nitrogênio, 

sulfato de hidrogênio e CO2 (DEUBLEIN; STEINHAUSERM, 2011; COSTA et al., 

2014). A concentração de íons H
+
 formada intermediariamente durante a acidogênese 

determina os tipos de produtos de fermentação. Além disso, a pressão parcial de 

hidrogênio pode influenciar na quantidade de ácidos mais reduzidos como propionato e 

butirato, cuja degradação é inibida termodinamicamente pela presença de elevadas 

concentrações de acetato, hidrogênio dissolvido e talvez formiato (ZHENG et al., 2014; 

DEUBLEIN; STEINHAUSERM, 2011; BAÊTA, 2016). 

 

iii) Acetogênese  

Esse estágio é fundamental para gerar substrato para etapa de metanogênese. 

Durante a acetogênese os micro-organismos convertem ácidos intermediários (ex.: ácido 

propiônico, butírico, valérico, dentre outros) e álcool em acetato que é o principal 

substrato dos micro-organismos metanogênicos acetoclásticos. Estima-se que de 70% a 

80% da produção de metano em um reator anaeróbio advenha dessa rota. As bactérias 

acetogênicas crescem em relação simbiótica (por isso são chamados de microrganismos 

sintróficos acetogênicos) com os micro-organismos metanogênicos e podem, portanto, 

obter a energia necessária para sua sobrevivência e crescimento apenas em 

concentrações muito baixas de H2. Durante esta etapa ocorre a produção de hidrogênio e 

os valores de pressão de hidrogênio são fundamentais para manter o equilíbrio dinâmico 

entre as etapas de acetogênese e metanogênese. Caso a pressão de hidrogênio aumente 
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no sistema a formação de acetato pelos micro-organismos acetogênicos é 

comprometida, afetando severamente os micro-organismos produtores de CH4. Para que 

isto não ocorra, existe a dependência de outra classe de micro-organismos 

metanogênicos, que utiliza CO2 e H2 para produção de CH4, minimizando o aumento 

excessivo da pressão de hidrogênio. Sendo assim, fica claro que a elevada conversão de 

CH4 a partir de qualquer fonte de carbono é altamente dependente do equilíbrio entre as 

fases de acetogênese e metanogênese (BAÊTA et al., 2013; DEUBLEIN; 

STEINHAUSERM, 2011; GEHLEN, 2012; COSTA et al., 2014). 

Oliveira, 2009, apresenta que na fase das bactérias acetogênicas há a produção 

de acetato e hidrogênio através do metabolismo das substâncias produzidas pelas 

bactérias hidrolíticas fermentativas, equações 11 e 12. Nessa etapa, alguns produtos da 

fase anterior como o etanol, propionato, butirato, valerato e lactato, em baixa pressão do 

gás hidrogênio, são oxidados a acetato, havendo a formação de dióxido de carbono e 

hidrogênio. Os produtos gerados pelas bactérias acetogênicas são apropriadas para as 

árqueas metanogênicas. 

 

CH3CH2COOH + 2H2O → CH3COOH + CO2 + 3H2               eq. (11) 

CH3(CH2)2COOH + 2H2O → 2CH3COOH + 2H2                         eq. (12) 

 

iv) Metanogênese  

Nesta etapa a formação de CH4 ocorre em condições estritamente anaeróbias e 

pode ser realizada por micro-organismos metanogênicos acetoclásticos ou 

hidrogenotróficos. A diferença entre as duas espécies é o tipo de substrato utilizado para 

produção do CH4. Os micro-organismos acetoclásticos convertem moléculas de acetato 

em CH4 e CO2, ao passo que as hidrogenotróficos convertem CO2 (aceptor de elétrons) 

e H2 (doador de elétrons) em CH4 (equações 13 e 14). Para elevadas taxas de produção 

de CH4 é necessário que as condições de crescimento sejam ideais para os micro-

organismos metanogênicos e acetogênicos. A etapa de metanogênese é comumente 

considerada como etapa limitante para a taxa de produção de CH4. Esse fato deve-se as 

baixas taxas de crescimento específico apresentada pelos micro-organismos 

metanogênicos, e a consequente sensibilidade a mudanças de pH, temperatura e 

presença de compostos inibidores (ZHENG et al., 2014; BAÊTA, 2016; GEHLEN, 

2012; OLIVEIRA, 2009). Quando a formação de metano funciona, não há problemas na 
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fase acetogênica. Quando a formação de metano é perturbada, ocorre uma 

superacidificação (DEUBLEIN; STEINHAUSERM, 2011). 

 

   CH3COOH → CH4 + CO2                eq.(13) 

   4H2 + CO2 → CH4 + 2H2O              eq. (14) 

 

A reação expressa pela primeira equação é responsável pela produção de 

aproximadamente 70% do metano produzido durante o processo de digestão anaeróbia, 

em que o grupo metil é reduzido a metano e o grupo carboxílico é oxidado a gás 

carbônico (OLIVEIRA, 2009). Costa et al.,(2014) menciona que de todo metano 

produzido, 70% é formado na rota do acetato pelas archeas metanogênicas 

acetoclásticas e 30% na rota do H2/CO2 pelas archeas metanogênicas hidrogenotróficas. 

Como forma de verificar a capacidade máxima de produção de metano pelo 

consórcio anaeróbio, a atividade metanogênicas específica (AME) pode ser determinada 

e monitorada. A AME é normalmente realizada com substratos (ex. glicose) passível de 

ser degradado de forma a manter todas as classes envolvidas (acidogênica, acetogênica 

e metanogênica) no consórcio anaeróbio, permitindo a determinação real da atividade 

do inóculo anaeróbio. Sua unidade é g DQOCH4/g SSV, ou seja, é a produção de 

metano do inóculo avaliado por dia. Vale destacar que, o uso de glicose no teste de 

AME não avalia a etapa de hidrólise, por não depender da atividade das bactérias 

hidrolíticas (LIMA, 2018). 

 

3.7.2 Parâmetros importantes para DA e composição do biogás 

Os parâmetros que, além de influenciarem na taxa de crescimento dos micro-

organismos, também direcionam o tipo de metabolismo que eles irão realizar, 

maximizando as eficiências da produção de biogás, são: 

- Quantidade de matéria seca: A digestão anaeróbia pode ser classificada com 

base no percentual de sólidos totais (ST). Segundo alguns autores como Zheng et al. 

(2014) e Brown et al., 2012, quando o processo de digestão anaeróbia acontece com 

quantidade de sólidos totais (ST) superiores a 15%, ele pode ser considerado como 

digestão anaeróbia em meio sólido (DA-S), ao passo que quantidades de ST inferiores a 

15% caracterizam uma digestão anaeróbia em meio líquido (DA-L). Ambos os tipos de 
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digestão anaeróbia estão sendo estudados para avaliar a produção de biogás a partir de 

biomassa lignocelulósica (ZHENG et al., 2009; BAÊTA, 2016). 

De acordo com Oliveira (2009), para que a produção de metano ocorra de forma 

satisfatória é necessário que a concentração de matéria seca seja de até 25%, isto é, a 

cada 25 kg de matéria seca para cada 100 litros de biomassa. 

- concentração de nutrientes: a presença de alguns macroelementos como o 

carbono, nitrogênio, potássio, fósforo e enxofre, alguns micronutrientes minerais, 

vitaminas e aminoácidos são indispensáveis para o desenvolvimento das árqueas 

metanogênicas, sendo assim, o conhecimento da composição química e o tipo de 

biomassa utilizada são importantes. Se for necessário, pode ser feita a dosagem de 

nutrientes e ativadores químicos para que ocorra uma boa fermentação da biomassa 

(OLIVEIRA, 2009; DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011).  

A relação carbono e nitrogênio (C/N) tem grande influência na degradação 

anaeróbia dos resíduos lignocelulósicos (DEUBLEIN; STEIBHAUSER, 2011; LIMA, 

2018; OLIVEIRA, 2009). 

É conhecido que a relação C/N na biomassa lignocelulósica é elevada (superior 

a 50:1) e tal fato contribui negativamente para a produção de biogás (ROCHA et al., 

2015). Nesse aspecto o processo de co-digestão tem sido citado como principal 

alternativa para adequar a relação C/N às condições ótimas de digestão de resíduos 

lignocelulósicos. A co-digestão promove a digestão simultânea de duas ou mais 

matérias-primas, com isso a razão C/N pode atingir valores mais adequados (20:1) e 

proporcionar maiores rendimentos na produção de metano (LIMA, 2018). 

Artigos de revisão publicados na literatura reúnem os principais benefícios da 

co-digestão de materiais lignocelulósicos com outros ricos em nitrogênio, como os 

resíduos agroindustriais (ex.: resíduos da pecuária bovina, suína e avicultura), esgoto 

sanitário e ainda com resíduos sólidos urbanos (LIMA, 2018). 

Além das melhorias na relação C/N, o processo de co-digestão do bagaço de 

cana contribui para sua biometanização por meio da diluição de compostos tóxicos 

(gerados no pré-tratamento), manutenção do pH em valores próximos à neutralidade e 

maior sinergismo nas comunidades microbianas. Dessa maneira, a contribuição da co-

digestão é favorecer as condições nutritivas e/ou biológicas, visando maximizar as 

atividades metanogênicas (LIMA, 2018). 
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- pH acidez ou alcalinidade: em digestores, a faixa de operação está entre pH 

6,0 a 8,0, sendo que o ponto ideal encontra-se em pH 7,0 (OLIVEIRA, 2009; 

NARTKER et al., 2014).  De acordo com Deublein; STEINHAUSER (2011), Oliveira 

(2009) o pH ótimo do microorganismo formador de metano é 6,7-7,5. Valores abaixo 

dessa faixa determina a queda de produção do biogás, podendo chegar à paralisação 

quando o pH atinge valores inferiores a 6,0. Para conversão de proteínas a aminoácidos, 

a faixa de operação ótima do biodigestor se encontra entre pH 7,0 e 7,5, ao passo que 

para a conversão de aminoácidos a ácidos o valor ótimo do pH é aproximadamente 6,3. 

Para bactérias acidogênicas o pH ótimo se encontra na faixa de 5,5 a 6,0 enquanto que 

para árqueas metanogênicas a faixa de pH ótimo se encontra entre 6,8 a 7,2. Caso a taxa 

de hidrólise seja mais alta que a taxa metanogênica e a alcalinidade não seja 

suficientemente elevada, pode ocorrer o acúmulo de ácidos graxos voláteis (AGV) e de 

hidrogênio. Durante o funcionamento de um biodigestor pode haver a necessidade de 

correção tanto da acidez quanto da alcalinidade do meio. Para maior alcalinidade 

recomenda-se a utilização de cal, carbonato de sódio, soda cáustica, bicarbonato de 

sódio ou bicarbonato de potássio. Para maior acidez recomenda-se o emprego de ácido 

acético, acetato de sódio, ácido carbônico, amoníaco ou cloreto de amônio.  

- temperatura interna do biodigestor: o processo de fermentação é influenciado 

diretamente pela temperatura, agilizando-o e, consequentemente, diminuindo o tempo 

de retenção da massa no interior do biodigestor; além do que a porcentagem de metano 

na constituição do biogás é maior quando o processo de fermentação ocorre em 

temperaturas mais elevadas, garantindo dessa forma, um maior poder calorífico à 

mistura. Assim, como o funcionamento na faixa de temperatura adequada, o biodigestor 

poderá ter seu volume diminuído pela metade ou menos para o mesmo volume de gás 

produzido, representando economia de material na construção, ou caso seja desejável, 

apresentar uma maior produção de gás com um volume pré-estabelecido. Em um 

processo anaeróbio, o mais importante é manter uma temperatura constante dentro do 

reator, devido, principalmente, ao fato de que as árqueas metanogênicas são mais 

sensíveis a variações bruscas de temperatura, apesar da formação de metano poder 

ocorrer em condições extremas, como 0 a 97°C. As árqueas metanogências podem ser 

divididas em dois grupos, as mesofílicas, que operam em temperaturas situadas na faixa 

de 20 a 40°C, e as termofílicas, que operam na faixa de 50 a 60°C. Quando a 

temperatura de operação está em torno de 35 a 37°C o processo de digestão e 
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gaseificação é altamente acelerado. Para temperaturas inferiores a 35°C o processo de 

digestão é menor e, para temperaturas inferiores a 15°C, a produção é muito reduzida, 

podendo ser cessada (OLIVEIRA, 2009).  Quanto maior a temperatura durante o 

processo de fermentação, menor é a concentração de CO2 dissolvida em água 

(DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011). 

- tempo de detenção hidráulica: tempo de detenção hidráulica ou período de 

detenção hidráulica é o tempo que o material permanece no interior do biodigestor, ou 

seja, tempo entre a entrada do efluente e a saída do afluente do digestor. De acordo com 

os diferentes substratos (biomassa) utilizados para a alimentação do biodigestor, e dos 

demais fatores, o tempo de retenção varia de 4 a 60 dias (OLIVEIRA, 2009). De um 

modo geral, a decomposição anaeróbica da biomassa melhora com um maior tempo de 

exposição. No final do tempo de residência, o teor de metano aumenta 

desproporcionalmente, especialmente quando o processo de hidrólise do CO2 começa a 

ser desativado (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011). 

Entretanto, devido ao elevado valor de ST, a DA-S apresenta maiores limitações 

de transferência de massa necessitando de maior tempo de retenção. Em condição 

operacional termofílica (48-55
o
C) exige-se, aproximadamente, 15 dias de retenção do 

substrato. O tempo de retenção aumenta (15 a 60 dias) ao se trabalhar em condição 

mesofílica (3-42°C) (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011; KOTHARI et al., 2014). 

Além de tempos elevados de processamento, a possível acumulação de AGV e amônia 

pode ocorrer, influenciando negativamente a eficiência do processo (LIMA, 2018). 

- concentração de sólidos voláteis (SV): os sólidos voláteis são fermentados para 

produzir o biogás, daí a importância e necessidade de saber qual a concentração dos 

mesmos, se possível. Quanto maior a concentração de sólidos voláteis na biomassa, 

maior será a produção de gás, lembrando que isso também dependerá da eficiência do 

sistema digestor (OLIVEIRA, 2009). 

- a preparação do substrato: o substrato deve estar propício para agilizar e 

intensificar a decomposição (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011). 

- a fonte de alimentação: uma perda na fonte de alimentação deve ser evitada 

para que a hidrólise do material seja completa e suficiente. É importante que o material 

seja completamente decomposto (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011). 
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- teor de líquido no biorreator: um maior teor de líquido no biorreator resulta em 

uma maior concentração de CO2 dissolvido na água, reduzindo o nível de CO2 na fase 

gasosa (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011). 

- a estrutura do substrato: se o substrato estiver bem intrincado em estruturas de 

lignina, o tipo de desintegração do substrato torna-se importante. A estrutura deve ser 

triturada ou desfibrada (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011). 

- A ativação do material: o processo de fermentação ocorre muito mais rápido e 

mais uniformemente se o material no biorreator estiver bem e homogeneamente ativado. 

O tempo de exposição pode ser menor (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011). 

- inóculo: A razão substrato-inóculo (S/I) na DA-S é elevada e possui ampla 

faixa (2 a 10) dependendo das condições operacionais, das características do substrato e 

dos produtos almejados. Entretanto, os melhores resultados são apresentados com 

razões de 2 e 3 (em condições mesofílicas). Com o aumento da temperatura 

(termofílica) essa razão aumenta ainda mais, alcançando os melhores resultados com 

razões de 4 e 5 (LIEW et al., 2012; LIMA, 2018). Essas maiores razões S/I reduz a 

necessidade de adição de água no substrato, fazendo com que essa técnica também seja 

utilizada em regiões com escassez hídrica. Devido à menor transferência de massa 

(baixo teor de umidade), um adequado balanço nutricional e condições experimentais 

contribuem para melhores eficiências. As relações entre carbono e nitrogênio (C/N) são 

recomendadas para valores entre 20 e 30. Enquanto para a relação DQO/N são 

orientados valores próximos de 70 (LIMA, 2018). 

Para tanto, uma alternativa de baixo custo é utilizar um inóculo formado por 

micro-organismos de fontes diferentes. Micro-organismos presentes em reatores de 

Estação de Tratamento de Esgoto (ETE) estão adaptados com cargas orgânicas e 

substratos diferentes dos que, por exemplo, estão presentes no rumem bovino ou no 

estrume. Todos esses realizam degradações anaeróbias de substrato orgânico de 

composições variadas. Dessa maneira, um inóculo constituído por tais micro-

organismos possui maior sinergismo e possibilidade de biometanização do bagaço de 

cana (LIMA, 2018). Kothari et al., (2014) relatam uma redução do tempo de retenção 

para a faixa de 12 a 18 dias ao se misturar estrume bovino ao inóculo anaeróbio e na 

faixa de 10 a 15 dias com o acréscimo de estrume suíno. 
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4 MATERIAIS E METODOS DO PLANEJAMENTO 1 

4.1 Preparação do bagaço de cana-de-açúcar 

O bagaço de cana-de-açúcar (BB) utilizado foi fornecido por Vale do Tijuco 

Açúcar e Álcool S.A., da cidade de Uberaba – MG e o mesmo foi lavado e seco ao sol, 

triturado em liquidificador e armazenado em baldes hermeticamente fechados, à 

temperatura ambiente. 

 

4.2 1° Planejamento experimental  

O ensaio para a condição de pré-tratamento foi gerado pelo planejamento 

experimental fatorial 2
2
 (Statistica ®), descrito na Tabela 4. Com base em testes prévios 

e estudos de Canilha et al. (2012), Papa et al. (2015), Zabed et al. (2016) e Li et al. 

(2013), o pré-tratamento apresenta favorável em condições suaves,  como níveis 

moderados da relação biomassa e líquido/realgente, baixos períodos reacionais e 

temperaturas mais baixas (100°C), na qual este é preferido para o menor consumo de 

energia. As variáveis avaliadas foram o tempo (t, min) e concentração ácido cítrico 

(sólido – líquido) (%), em aquecimento por sistema de refluxo. 

 

Tabela 4. Planejamento Fatorial de pré-tratamento 

Variável Níveis de tempo (t) 

.t (min) 

-√2 -1 0 +1 +√2   

17,57 30 60 90 102,43   

 
Níveis de concentração ácido cítrico 

Concentração (%) 

-√2 -1 0 +1 +√2 

  0,35 2,0 6,0 10,0 11,65 

 

  

 

Experimento Concentração (%) t (min) 

1 6,0 60 

1.1 (duplicata do 1) 6,0 60 

2 2,0 30 

3 10,0 30 

4 0,35 60 

5 2,0 90 

6 6,0 102,43 

7 10,0 90 

8 11,65 60 

9 6,0 17,57 

Fonte: Autora 
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4.3 Pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar 

O pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar foi conduzido em balão de fundo 

redondo de 1,0 L, em sistema de refluxo, utilizando manta de aquecimento, temperatura 

constante de aproximadamente 100°C. Padronizou-se massa inicial de 25 g de bagaço 

bruto (BB) e 625 mL de solução água/ácido cítrico. 

O tempo de reação variou-se de aproximadamente de 17 a 102 min e a 

concentração da solução de ácido cítrico foi de 0,35 a 11,65% (m/m), conforme 

apresentado na Tabela 4. 

O BB pré-tratado (fração sólida) foi filtrado, lavado com água até pH neutro e 

seco em estufa de circulação de ar a 105ºC por 12 h. As amostras foram armazenadas 

em sacos plásticos zip lock, hermeticamente fechados.  

De acordo com Galbe e Zacchi (2010) e Canilla e seus colaboradores (2012) é 

comum lavar os sólidos gerados no pré-tratamento para evitar a inibição causada por 

compostos solúveis em água, liberados ou formados durante o processo. 

O volume da fração líquida liberada após filtragem foi armazenado em tubos 

falcons fechados, em geladeira, reservadas para os ensaios de digestão anaeróbia. 

 A caracterização, após o pré-tratamento, foi realizada por metodologias de 

referências, sendo: umidade (descrito no item 4.4.1), lignina Klason insolúvel e solúvel 

(descrito no item 4.4.4), holocelulose (descrito no item 4.4.5), celulose (descrito no item 

4.4.6) e hemiceluloses por medida indireta da diferença entre os teores de holocelulose e 

celulose. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) descrito no item 4.5, difração de 

raios-X (DRX) descrito no item 4.6 e poder calorífico descrito no item 4.12 também 

foram realizados. 

Todas as análises químicas foram realizadas em triplicata e os valores dos 

constituintes presentes na biomassa foram expressos em base seca e corrigidos pelo 

rendimento dos pré-tratamentos. 

A otimização dessas condições para o pré-tratamento de BB pode garantir uma 

melhor utilização da fração líquida para produção de biogás. 

 

O fluxograma do presente estudo, para o planejamento 1, está representado de 

forma esquemática na Figura 18. 
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Figura 18. Fluxograma esquemático das etapas do procedimento experimental para o 1° 

planejamento. 

 

Fonte: Autora 

 

4.4 Caracterização do bagaço de cana-de-açúcar antes e após o pré-tratamento 

4.4.1 Teor de Umidade 

O teor de umidade foi determinado em triplicata pelo analisador de umidade 

(OHAUS® MB23) (Figura 19). Pesou-se cerca de 1,0 g da amostra na balança 

termogravimétrica e o equipamento aqueceu a amostra até 105ºC por um período de 

tempo até que a variação do teor de umidade fosse mínima, menor que 5%. O resultado 

do teor de umidade é expresso em %. 
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Figura 19. Analisador de umidade  

 

Fonte: Autora 

 

4.4.2 Teor de extrativos 

a) Determinação do teor de extrativos solúveis em água  

Pesou-se 5,0 g de amostra e foi submetida a uma extração em um extrator 

soxhlet utilizando-se 150,0 mL de água destilada por um período de 50 horas, conforme 

norma TAPPI T204 cm-97 modificada. 

Este procedimento foi realizado em triplicata e o teor de extrativos solúveis em 

água quente foi determinado com base na diferença em massa da amostra seca antes e 

depois do processo de extração (equação 15).  

 

Teor de extrativos (%) = ((ma – md)/ma) x 100          eq. (15) 

 

Onde:  

ma = a massa(g) de amostra antes da extração. 

md = a massa (g) de amostra seca após a extração.  

 

O teor de extrativos foi corrigido de acordo com o teor de umidade, através da 

equação 16. 

 

Teor de extrativos (%) Corrigido = TE x (100-TU)/100          eq. (16) 

 

Onde,  

TE= teor de extrativos (%) 

TU = teor de umidade (%) 

 



 

85 

 

b) Determinação do teor de extrativos solúveis em ciclohexano/etanol  

A presença dos extrativos na fibra lignocelulósica pode tornar o processo de 

hidrólise incompleta, pois estes compostos podem reduzir o acesso à celulose e 

hemiceluloses. Valores altos de extrativos podem interferir na análise de quantificação 

da lignina, prejudicando uma caracterização mais precisa dos resíduos lignocelulósicos 

(RODRIGUES, 2016). 

Pesou-se 5,0 g de amostra que foi submetida a uma extração em água, descrito 

no item 4.4.2 (a) e colocou-se em cartucho de papel de filtro para extração em um 

extrator Soxhlet, utilizando-se 150,0 mL de uma mistura de ciclohexano/etanol (1:1, 

v/v) por um período de 50 horas, conforme norma TAPPI T204 cm-97 modificada.  

Após esse período, o resíduo foi seco em estufa a 105ºC por 12 horas. Este 

procedimento foi realizado a fim de remover os extrativos solúveis nesta mistura de 

solventes, em triplicatas. O conteúdo de extrativos solúveis foi determinado através da 

diferença de massa da amostra seca antes e após o processo de extração (equação 17).  

 

Teor de extrativos (%) = ((ma – md)/ma) x 100           eq. (17) 

 

Onde:  

ma = a massa(g) de amostra antes da extração. 

md = a massa (g) de amostra seca após a extração.  

 

O teor de extrativos foi corrigido de acordo com o teor de umidade, através da 

equação 18. 

 

Teor de extrativos (%) Corrigido = TE x (100-TU)/100         eq. (18) 

 

Onde,  

TC= teor de extrativos (%) 

TU = teor de umidade (%)  

O teor de extrativos totais resulta na soma do teor de extrativos solúveis em água 

com teor de extrativos solúveis em ciclohexano/etanol. 
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4.4.3 Teor de cinzas 

As cinzas são os produtos inorgânicos oxidados resultantes da combustão dos 

componentes orgânicos. O teor de cinzas de uma biomassa afeta tanto a manipulação e 

os custos de processamento da conversão global de energia da biomassa. A energia do 

combustível é reduzida em proporção à magnitude do teor de cinzas (ARANTES, 

2014). 

O teor de cinzas do bagaço foi determinado pelo teor de resíduos resultantes da 

queima completa do bagaço conforme norma TAPPI T211 om-93 modificada, no 

Laboratório de Novos Materiais Isolantes e Semicondutores do Instituto de Física 

(LNMIS- UFU).  

Cerca de 1,0 g de bagaço é adicionado em um cadinho de porcelana de massa 

conhecida. Este cadinho foi levado em mufla, marca Jung®, a uma temperatura de 

800ºC por um período de 2 horas. Posteriormente, o sistema (cadinho e amostra 

calcinada) foi resfriado em dessecador até a temperatura ambiente e pesado. O teor de 

cinzas foi determinado considerando a percentagem de massa do resíduo (após 

calcinação) com relação à massa inicial de amostra seca, segundo a equação 19. Esse 

procedimento foi realizado em triplicata. 

 

Teor de cinzas (%) = (mf / mi) x 100          eq. (19) 

 

Onde,  

mf =  a massa final (após a calcinação)  

mi = a massa inicial de amostra livre de umidade. 

 

O teor de cinzas foi corrigido de acordo com o teor de extrativos e umidade, 

através da equação 20. 

 

 Teor de Cinzas (%) Corrigido = TC x (100-(TE+TU))/100          eq. (20) 

 

Onde,  

TC= Teor de cinzas (%) 

TE = teor de extrativos (%) 

TU = teor de umidade (%) 
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4.4.4 Teor de lignina  

A determinação do teor de lignina Klason insolúvel foi realizada seguindo a 

norma TAPPI T222 om-98 modificada. Pesou-se cerca de 1,0 g de amostra seca e 

transferiu-se para um almofariz com 15,0 mL de ácido sulfúrico 72% (d=1,6389 g/mL). 

Esta mistura foi macerada cuidadosamente até obter-se um máximo de desfibramento e 

deixou-se a reação prosseguir por 2 horas. Após esse período, transferiu-se a mistura 

para um balão de 1,0 L, completou-se o volume até 0,560 L com água destilada e 

aqueceu-se sob refluxo por 4 horas.  

Em seguida, filtrou-se a lignina insolúvel em um funil de vidro sinterizado nº 4, 

previamente seco a 105 °C e tarado. O filtrado foi armazenado para análise de lignina 

Klason solúvel por espectroscopia na região do ultravioleta.  

 Secou-se o funil com a lignina insolúvel em estufa a 105°C por 12 horas. 

Resfriou-se em dessecador até obtenção de massa constante e pesou-se. A porcentagem 

de lignina Klason insolúvel foi determinada pela equação 21. 

 

Teor de lignina insolúvel (%) = (ma / mb) x 100          eq. (21) 

    

Onde: 

ma = massa (g) de lignina Klason insolúvel seca. 

mb = massa (g) de bagaço inicial seco.  

 

O teor de lignina insolúvel foi corrigido de acordo com o teor de extrativos e 

umidade, através da equação 22. 

 

Teor de Lignina (%) Corrigido = TL x (100-(TE+TU))/100          eq. (22) 

 

Onde,  

TL= Teor de lignina insolúvel (%) 

TE = teor de extrativos (%) 

TU = teor de umidade (%)  

 

A quantidade de lignina solubilizada em meio ácido foi analisada através da 

espectroscopia na região do ultravioleta de acordo a norma TAPPI T13M-54 
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modificada. As soluções para as análises foram preparadas tomando o filtrado da etapa 

anterior e diluindo-o com água até concentração final de ácido sulfúrico de 0,05 mol/L. 

Preparou-se uma solução de referência, a partir do ácido sulfúrico 72%, de concentração 

de 0,05 mol/L. Foram feitas medidas de absorbância do filtrado nos comprimentos de 

onda de 280 nm e 215 nm. A concentração (g/L) de lignina Klason solúvel foi calculada 

pela seguinte equação 23. 

           eq. (23) 

Onde: 

C (g/L) = concentração de lignina Klason solúvel em meio ácido. 

A215 = valor da absorbância a 215nm. 

A280 = valor da absorbância a 280nm. 

 

A equação 23 aplica os princípios da lei de Lambert-Beer. Os dois valores de 

absorbância refletem a necessidade de se fazer uma correção para os compostos de 

furfural gerados durante a hidrólise, que interferem na medida do teor de lignina Klason 

solúvel. A absorbância em 280 nm é uma correção para os compostos de furfural e em 

215 nm é uma medida da concentração de lignina solúvel, como mostram as equações A 

e B respectivamente: 

A280 + 0,68 CD + 18 CL   (A) 

A215 + 0,15 CD + 70 CL   (B) 

Onde:  

A280= valor da absorbância a 280 nm  

A215= valor da absorbância a 215 nm  

CD= concentração dos carboidratos (g. L
-1

)  

CL= concentração da lignina solúvel (g. L
-1

)  

 

Os valores de 0,68 e 0,15 são as absortividades molares dos produtos de 

degradação dos carboidratos em 280 nm e 215 nm, respectivamente, e os valores 18 e 

70 são as absortividades molares da lignina solúvel em 280 nm e 215 nm, 

respectivamente. 
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O teor de lignina solúvel foi corrigido de acordo com o teor de extrativos e 

umidade, através da equação 24. 

 

Teor de Lignina (%) Corrigido = TLS x (100-(TE+TU))/100         eq. (24) 

 

Onde,  

TLS= Teor de lignina solúvel (%) 

TE = teor de extrativos (%) 

TU = teor de umidade (%)  

 

Os valores dos constituintes presentes na biomassa foram corrigidos em relação 

ao volume e diluição para a realização da caracterização de lignina Klason insolúvel e 

solúvel. 

 

4.4.5 Teor de holocelulose 

A holocelulose é o produto resultante da extração da lignina e é constituída por 

celulose e hemiceluloses. Nesse trabalho, a holocelulose foi determinada pelo processo 

de deslignificação que utiliza o clorito de sódio (NaClO2) e está baseado na reação entre 

lignina e ClO2, ClO
-
, produtos estes formados em reações redox de ClO2

-
 em meio ácido 

segundo a equação: 

 

8ClO
2ˉ

 + 6H
+
 → 6 ClO2 + ClO

ˉ
 + Cl 

ˉ
 + 3H2O          eq. (25) 

 

O procedimento para obtenção da holocelulose foi realizado em triplicata pelo 

método do clorito ácido como descrito por Browning (BROWNING, 1967). Uma massa 

de 5,0 g de amostra seca foi colocada em um erlenmeyer de 250 mL com 100,0 mL de 

água destilada. O erlenmeyer foi colocado em banho-maria, a 75ºC e adicionados 2,0 

mL de ácido acético e 3,0 g de clorito de sódio, nesta ordem, tampando o erlenmeyer 

para evitar a perda do gás produzido na reação. Após 1 hora, adicionou-se novamente 

2,0 mL de ácido acético e 3,0 g de clorito de sódio. Esse processo foi feito em triplicata. 

A mistura foi então resfriada a 10ºC, filtrada em funil de vidro sinterizado n° 2, 

previamente seco e tarado, e lavada com água destilada a 5ºC até que o resíduo fibroso 

apresentasse coloração esbranquiçada e o pH do eluído fosse igual ao da água utilizada 
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na lavagem (em torno de 7 - 8). Em seguida, o funil com o resíduo fibroso foi seco em 

estufa a 105°C por 6 horas, resfriado em dessecador e pesado para se quantificar o 

rendimento da holocelulose. O percentual de holocelulose foi calculado pela relação 

entre a massa de holocelulose obtida e a massa inicial da amostra (equação 26). 

 

Teor de Holocelulose (%) = (md/mi) x 100          eq. (26) 

 

Onde: 

md = massa (g) de holocelulose seca. 

mi = massa (g) de bagaço inicial seco. 

 

O teor de holocelulose foi corrigido de acordo com o teor de extrativos e 

umidade, através da equação 27. 

 

 Teor de holocelulose (%) Corrigido = TH x (100-(TE+TU))/100          eq. (27) 

  

Onde,  

TH= Teor de holocelulose (%) 

TE = teor de extrativos (%) 

TU = teor de umidade (%) 

 

4.4.6 Teores de celulose e hemiceluloses  

A celulose distingue-se analiticamente das hemiceluloses pela sua insolubilidade 

em soluções alcalinas aquosas. A extração sucessiva da holocelulose (preparada pelo 

método do clorito ácido) com hidróxido de potássio (KOH) 5 e 24 % resulta em valores 

que, somados, representam a fração de hemiceluloses. Logo, o resíduo fibroso, após as 

duas extrações é designado celulose (BROWNING, 1967).  

Transferiu-se 3,0 g de holocelulose seca para um erlenmeyer de 250 mL, 

adicionou-se 100,0 mL de solução de KOH (5 %) e fez-se uma atmosfera inerte pelo 

borbulhamento de gás nitrogênio, durante os cinco minutos iniciais da extração para 

evitar a oxidação da celulose. O erlenmeyer foi vedado e mantido em agitação constante 

por 2 horas. A mistura foi então filtrada em funil de vidro sinterizado n° 2, lavada com 

50,0 mL de solução de KOH (5 %) e em seguida com 100,0 mL de água destilada.  
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O resíduo fibroso retido no funil foi transferido novamente para o erlenmeyer de 

250,0 mL. O mesmo procedimento de extração foi repetido utilizando solução de KOH 

(24 %). Para lavagem do resíduo fibroso retido no funil, utilizou-se 25,0 mL de solução 

de KOH (24%), 50,0 mL de água destilada, 25,0 mL de ácido acético (10 %) e 100,0 

mL de água destilada, respectivamente. Após a extração dos componentes solúveis em 

soluções aquosas de hidróxido de potássio, o resíduo fibroso foi lavado com água 

destilada até que o filtrado apresentasse pH neutro. O resíduo foi então lavado com 50,0 

mL de acetona, seco a 105 ± 3ºC por 6 horas, e pesado. O conteúdo de celulose foi 

determinado como a percentagem da massa de resíduo em relação à massa inicial de 

amostra seca, levando em consideração o rendimento calculado na obtenção da 

holocelulose (equação 28).  

 

Teor de celulose (%) = (md/mi) x 100          eq. (28) 

  

Onde: 

md = massa (g) de celulose seca. 

mi = massa (g) de holocelulose inicial seca. 

 

O teor de celulose foi corrigido de acordo com o teor de extrativos e umidade, 

através da equação 29. 

 

Teor de celulose (%) Corrigido = (TH x TCE)/100          eq. (29) 

 

Onde,  

TH = teor de holocelulose (%) 

TCE= Teor de celulose (%)  

 

O conteúdo de hemiceluloses foi determinado como a percentagem da diferença 

entre os teores de holocelulose e celulose em relação à massa inicial de amostra seca 

(equação 30), considerando o rendimento calculado na obtenção da holocelulose.  

 

  Teor de hemiceluloses (%) Corrigido = THcorrigido – TCEcorrigido           eq. (30) 
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Onde,  

THcorrigido = teor de holocelulose corrigido (%) 

TCEcorrigido = Teor de celulose corrigido (%)  

 

4.4.7 Rendimento, deslignificação , balanço de massa e perda de massa 

a) O cálculo de rendimento do processo de pré-tratamento foi calculado em relação à 

massa final da biomassa após o pré-tratamento (base seca) e a massa inicial da biomassa 

in natura, conforme equação 31. Todas as caracterizações foram corrigidas conforme o 

rendimento. 

 

                    eq. (31) 

Onde,  

 mf  = massa final (g) obtida após o pré-tratamento organossolve 

mi = massa inicial (g) antes do pré-tratamento 

 

b) As amostras pré-tratadas obtidas foram submetidas à análise do teor de lignina 

residual pelo método Klason conforme descrito no item 4.4.4. A extensão de 

deslignificação é determinada pelo emprego da equação 32. 

 

                eq. (32) 

 

Onde: 

LKb = Lignina Klason do bagaço (%) 

LKpt = Lignina Klason da bagaço pré-tratado (%) 

R = Rendimento do processo de pré-tratamento (%) 

 

c) Balanço de massa foi calculado através da equação 33: 

Balanço de massa (%) = TCt + TH t + TL t            eq. (33) 

Onde,  
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TC t = Teor de celulose total (%) 

TH t = Teor de hemiceluloses total (%) 

TL t = Teor de lignina total (%) 

 

d) a perda de massa foi calculada através da equação 34: 

 

PM (%) = 100 – [(mf x 100)/mi]                        eq. (34) 

 

Onde, 

PM = perda de massa (%) 

mf = massa da amostra final (g) 

mi = massa da amostra inicial (g) 

 

4.5 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

Para análise da superfície das amostras, sem tratamento e pré-tratadas, utilizou-

se um microscópio eletrônico de varredura modelo Carl Zeiss® EVO 10 MA, 

Laboratório multiusuário de microscopia da Faculdade de Engenharia Química (UFU). 

As amostras foram fixadas em suportes de alumínio com fita de carbono e metalizadas 

com ouro. As imagens de MEV foram obtidas com ampliações de 350x, 500x e 1000x, 

e tensão de aceleração de 5.0 kV. 

 

4.6 Difração de Raios-X (DRX) 

As análises de difração de raios-x da biomassa, in natura e pré-tratada, foram 

realizadas em um difratômetro Shimadzu® LabX XRD-6000, operando a uma potência 

de 40 kV com uma corrente de 30 mA e radiação de Cu Kα (1,5406 Å), com intervalo 

de 2θ de 5 a 40° e velocidade de varredura de 2°/min.  Para esta análise, as amostras 

foram secas a 50 °C durante 12 horas em uma estufa. A análise foi feita no laboratório 

multiusuário da Química (UFU). 

O índice de cristalinidade (IC) das amostras de bagaço de cana-de-açúcar foram 

determinados de acordo com o método de Segal et al., 1959, através da medida do pico 

em 2θ ≡ 22° e do halo em 2θ ≡ 18°, como mostra a equação 35. 

IC = ((I200 – IAM)/I200) x 100           eq. (35) 
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Onde:  

I200= é a intensidade de difração máxima em unidades arbitrárias do plano 200, 

no pico cristalino à aproximadamente 2θ ≡ 22° e representa as regiões cristalinas e 

amorfas da celulose tipo I.  

IAM= é a intensidade de difração em difração em 2θ ≡ 18°, representa apenas a 

parte amorfa. 

 

4.7 Ensaio de hidrólise enzimática 

Após os diferentes pré-tratamentos aplicados nos resíduos lignocelulósicos, os 

mesmos foram utilizados em processos de hidrólise enzimática. Para tanto, foi utilizada 

enzima comercial Cellic® CTec 3 (Novozymes®). Espera-se com esses processos 

enzimáticos a liberação de açúcares fermentescíveis.  

Os parâmetros operacionais do processo de hidrólise foram definidos de acordo 

com as recomendações descritas na ficha técnica do complexo enzimático de celulases e 

hemicelulases, Cellic® CTec 3 (NOVOZYMES, 2012).  

Cellic® CTec3 é um cocktail multi-enzima usado na produção de 

biocombustíveis e é 1,5 vezes melhor do que o melhor produto anterior no mercado, 

Cellic® CTec 2 da Novozymes (FAQ Cellic® CTec3), dependendo da biomassa e se 

esta passou pela técnica de pré-tratamento ou não. 

A atividade da enzima na solução estoque foi previamente determinada 

atingindo o valor de 162,92 FPU/mL (filter paper unit por unidade volumétrica da 

solução enzimática). Essa metodologia foi realizada no Laboratório de microbiologia 

ambiental, Instituto de Ciências Agrárias (LAMIC-UFU). 

A razão líquido-sólido aplicada nos ensaios foi de 10:1 (mL.g
-1

), sendo que a 

massa da fração sólida de 1,0 g. Durante os ensaios a concentração inicial da enzima foi 

fixada em 8,5 FPU/mL em relação à celulose presente no substrato.  

De acordo com Galbe e Zacchi (2010) a dosagem enzimática é elevada no 

procedimento de avaliação, 25 FPU por grama de substrato ou mesmo maior. A carga 

enzimática na escala industrial deve ser bem menor. 

Inicialmente, biomassa seca peneirada (2 mm) foi umidificada, em frascos  

erlenmeyers de 50 mL, em 10 mL de tampão de citrato de sódio 50 mM (pH= 4,8) sob 

agitação em uma incubadora a 150 rpm da marca NOVATECNICA®, mantida a 25°C 

por 24 horas.  
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A faixa de condição ótima foi sugerida pela União Internacional de Química 

Pura e Aplicada (UIPAC) nos procedimentos padrão para determinar atividades de 

celulases (GHOSE, 1987; OLIVEIRA, 2012). Esse órgão sugere condição de pH 4,8 e 

de temperatura a 50°C para o teste enzimático. Galbe e Zacchi (2010) citam que a 

atividade máxima ocorre em 50 ± 5°C e em pH 4 a 5. 

O complexo enzimático foi adicionado aos frascos reacionais, mantidos sob 

agitação de 150 rpm, 50°C por 72 hs. Os ensaios foram realizados em duplicatas. 

Após as 72h, a hidrólise enzimática foi interrompida, o substrato filtrado e os 

hidrolisados foram centrifugados (Micro-centrífuga de bancada NI1801 - NOVA®) por 

10 min, a 8000 rpm e temperatura de 4°C, possibilitando a separação das frações sólida 

e líquida. Uma amostra da fração líquida foi coletada para determinação da 

concentração de açúcares redutores totais (ART), utilizando o método do ácido 3,5-

dinitrosalicílico (DNS) (MILLER, 1959).  

A quantificação de açúcares redutores totais (ART) foi determinada pelo método 

do (DNS), com 300 μL do extrato enzimático e 300 μL de DNS. O volume final foi 

fervido por 10 minutos, a reação foi interrompida, imergindo os erlenmeyers em banho 

de gelo durante 10 min e acrescido de 2400 μL de água destilada. A determinação de 

ART foi medida por espectrofotometria no comprimento de onda de 540 nm. Os ensaios 

foram realizados em triplicatas. 

Após esse período, o DNS é reduzido e se liga aos açúcares redutores formando 

o ácido aldônico e os açúcares oxidados (grupos carboxílicos), que são quantificados em 

espectrofotômetro de UV-Vis em comprimento de onda de 540 nm (MALDONADE et 

al., 2013). 

A partir da equação da reta, da determinação da curva-padrão (absorbância x 

ART), calculou-se a concentração de açúcar redutor (ART) nas amostras (g/L). 

Considerou-se nos cálculos as diluições efetuadas nas amostras, multiplicando o 

resultado por esse fator (MALDONADE et al., 2013). 

Paralelamente, as frações líquidas foram filtradas em filtros de nitrocelulose com 

tamanhos de poros de 0,45 μm e para quantificação dos açúcares (glicose e xilose), 

submetidas à cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em um sistema Shimadzu 

HPLC equipado com uma coluna Aminex HPX 87H (300 × 7,8 mm Bio-Rad) mantido a 

55°C (Shimadzu, modelo CTO-30A) usando um detector de índice de refração 

(Shimadzu, modelo RID-6A) para açúcar e um detector UV-VIS (Shimadzu SPD-
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10AV) ajustado nos comprimentos de onda de 210 nm e 274 nm para ácidos orgânicos e 

produtos de degradação de açúcar, respectivamente. O ácido sulfúrico (5 mmol L
− 1

) foi 

utilizado como eluente com vazão de 0,6 mL/min (ADARME et al., 2017; LIMA, 

2018). A quantificação de açúcares foi realizado no Laboratório de Química 

Tecnológica e Ambiental do Departamento de Química (UFOP). 

A perda de massa (PM) do processo de hidrólise enzimática foi calculada em 

relação à massa final da biomassa após o pré-tratamento (base seca) e a massa inicial da 

biomassa in natura, conforme equação 36. 

 

          eq. (36) 

Onde: 

PM = perda de massa (%) 

mf = massa final da amostra (g) 

mi = massa inicial da amostra (g) 

 

Os resíduos da hidrólise foram separados para posterior quantificação de massa 

residual e teste do poder calorífico. A conversão enzimática de celulose (OLIVEIRA, 

2012; WOLF, 2011) foi calculada pela equação 37 a seguir: 

         eq. (37) 

Onde: 

CC = conversão enzimática da celulose (%) 

mglicose = massa de glicose presente no hidrolisado (g) 

minicial = massa seca de material lignocelulósico (g) 

γi = teor de celulose no material lignocelulósico 

fh = fator de hidrólise da celulose (correspondente a 0,9) 

 

A otimização das condições para o pré-tratamento de BB juntamente com a 

hidrólise enzimática pode garantir uma melhor utilização da fração líquida para 

produção de biogás. 

 

4.8 Determinação da demanda química de oxigênio – DQO 
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O resultado desta medida é expressa em g/l de oxigênio, que é a quantidade de 

oxigênio necessária para oxidar quimicamente todos os compostos orgânicos, a água e o 

dióxido de carbono.  

A concentração de DQO depende predominantemente da matéria-prima utilizada 

(LI et al., 2011; RAPOSO et al., 2011) e indica o nível da alimentação de solubilização 

(material dissolvido) que afeta diretamente a produção de biogás (RAZAVIARANI et 

al., 2013; LI et al., 2011; SCHIEVANO et al., 2009). 

As análises de DQO foram realizadas (no Laboratório de Química Tecnológica e 

Ambiental do Departamento de Química (UFOP)) fundamentadas no método 

colorimétrico de refluxo fechado, como descrito no Standard Methods for the 

Examination of Water and Wastewater (APHA/AWWA/ /WEF, 2005; UNE 77004, 

2002; LIMA, 2018).  

Foi realizado DQO da fração líquida após o pré-tratamento da melhor condição 

(amostra 6) para a produção de biogás. 

 

4.9 Determinação de Sólidos Suspensos Voláteis (SSV) 

Realizou-se SSV do inoculo anaeróbico, parâmetro importante para predizer a 

qualidade da matéria orgânica (SCHIEVANO et al., 2009; RAPOSO et al., 2011; 

NARTKER et al., 2014), de acordo com a norma de Standard Methods (method 2540 

B, method 2540 E, method 2540 F) (KNAPIK, 2016; RICE et al., 2012; NORMA 

TÉCNICA INTERNA SAPESP, 1999), na qual prescreve os meios de determinação de 

sólidos, aplicável em água potável, superficiais, salinas, bem como esgoto doméstico, 

industrial e sedimentos. Esta determinação foi realizada no Laboratório de Química 

Tecnológica e Ambiental do Departamento de Química (UFOP). 

 

4.10 Digestão anaeróbia de materiais lignocelulósicos  

Para a quantificação da produção do biogás, utilizou-se o método baseado na 

DQO removida, com a correção da temperatura e da pressão, nas Condições Normais de 

Temperatura e Pressão – CNTP (273,15 K e 101,315 Pa),  a partir da degradação de 

açúcares. Como açúcares são totalmente biodegradáveis e a DQO mede exatamente a 

fração biodegradável do efluente, pode-se adotar a mesma relação para a produção de 

biogás em termos de DQO (PRADO et al., 2008; JENSEN et al., 2014). 
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Os testes de digestão anaeróbia (DA), foram utilizados como substrato o resíduo 

do pré-tratamento do bagaço de cana, fração líquida (DA-L) e a fração sólida (DA-S), 

resultante da hidrólise enzimática do bagaço de cana, baseando-se nos estudos de Baêta 

(2016), Baêta et al. (2016),  Adarme et al.  (2017) e Lima (2018) . Os ensaios foram 

realizados em duplicatas e no Laboratório de Química Tecnológica e Ambiental do 

Departamento de Química (UFOP). 

Um teste controle (branco), sem substrato, também foi incluído nos ensaios para 

verificar a atividade de degradação anaeróbica da matéria orgânica biodegradável  do 

inóculo. Todos os experimentos foram realizados em condições mesofílicas em reatores 

de vidro de 120 mL, vedados com tampas de borracha, que foram incubados a 35,1 ± 

0,3°C e 200 rpm em shaker (Incubadora Shaker SL221) pelo tempo necessário ao 

encerramento da produção de biogás. O volume de trabalho foi de 60 mL, sendo 60% 

dedicados ao head space.  

O inóculo anaeróbico usado para os testes de produção de biogás foi obtido a 

partir de um reator UABB alimentado com esgoto sanitário bruto operado em escala de 

demonstração no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CePTS) da 

UFMG-COPASA, na estação Arrudas, Belo Horizonte, MG.  O inóculo foi previamente 

incubado por quatro dias a 35°C para eliminar a produção de metano a partir da 

biodegradação de qualquer material orgânico residual. Para o sólido, o inóculo foi 

concentrado com o mínimo de água. 

Conforme, Baêta (2016), grande parte dos estudos utiliza a fração sólida gerada 

após o pré-tratamento como matéria-prima, o que inviabiliza a integração da etapa de 

produção de biogás em uma biorrefinaria de etanol celulósico, visto que, na grande 

maioria das vezes, a fração sólida é submetida à etapa de hidrólise enzimática buscando 

a produção do etanol celulósico. O uso do hidrolisado obtido após etapa de pré-

tratamento para produção de mais uma fonte energia (biogás) como abordado neste 

estudo, poderia contribuir para o balanço energético positivo nas biorrefinarias de 2ª 

geração.  

Assim sendo, uma amostra do hidrolisado residual (fração líquida) (DA-L) da 

etapa de pré-tratamento (6,0 mL) foi adicionada aos frascos de vidro para manter uma 

razão substrato/micro-organismo de 0,4 gDQO/gSSV. Cada frasco continha volumes 

variados de inoculo dependendo da concentração de DQO no hidrolisado.  
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Os ensaios de DA-S foram realizados com o bagaço residual (~5,0 g) da etapa de 

hidrólise enzimática. Nesses ensaios foi mantido um teor de sólidos totais (ST) de 

aproximadamente 15% e uma relação substrato/micro-organismos de 4gSV/gSV. 

Alguns pesquisadores sugerem a utilização da razão inóculo/substrato (I/S) ≥ 2 com 

base na quantidade de sólidos voláteis para avaliar a produção de biogás em misturas 

contendo lodo de esgoto (RAPOSO et al., 2011; NARTKER et al., 2014; JENSEN et 

al., 2014). 

Em cada experimento, adicionou-se uma solução contendo bicarbonato de sódio 

(tampão) e micro- e macronutrientes (solução estoque de 5,0 g/L) (FANGKUM; 

REUNGSANG, 2011; LIMA 2018). A concentração destes compostos foram de 20000 

mg/L em relação SSV e DQO.  

Para completar o volume de 60 mL, adicionou-se água destilada e o pH inicial 

em cada frasco reator foi mantido em 7 – 8 (RAPOSO et al., 2011) adicionando gotas 

de solução básicas ou ácidas, quando necessário. 

A comparação entre DA-S e DA-L indica que a DA-L geralmente tem uma 

maior taxa de reação e tempos menores de retenção quando comparada a DA-S. 

Mediante tais vantagens, muitos estudos envolvendo o uso de técnicas de pré-

tratamento vêm sendo conduzidos para produção de biogás a partir de resíduos 

lignocelulósicos por meio da DA-L em escala de bancada (BAÊTA, 2016) e serviu para 

nortear e comparar com 2° planejamento. 

 

4.11 Monitoramento do biogás  

Destaca-se que para o planejamento experimental apresentado na Tabela 4, foram 

criadas superfícies de respostas para variáveis estudadas: eficiência de deslignificação, 

teor de celulose, teor de hemiceluloses e rendimento de hidrólise enzimática. Em função 

dessas otimizações foi feito o biogás (somente da fração líquida) da melhor condição do 

planejamento 1.  

A produção de biogás foi monitorada, diariamente (duração, média, de 51 dias), 

no Laboratório de Química Tecnológica e Ambiental do Departamento de Química 

(UFOP), por meio da aferição da pressão (Manometer®, modelo PM-9100HA) dos 

frascos.  

Com base nos valores de produção de gás, o volume de biogás acumulado (mL) 

foi normalizado considerando as CNTP, conforme definido pela IUPAC (União 
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Internacional de Química Pura Aplicada), sendo, então, obtido expresso em NmL 

(volume acumulado de biogás) e NmLbiogás/gDQOsubstrato (volume acumulado de 

biogás por DQO adicionada). 

Os testes foram finalizados quando a produção diária de gás foi menor que 1% 

de sua acumulação total.  

 

4.12 Determinação de Poder calorífico 

 Segundo Pessoa Filho (2013), o poder calorífico é a propriedade mais 

importante na avaliação energética de um combustível, pois fornece a quantidade de 

energia bruta do mesmo (ARANTES, 2014). 

O valor do poder calorífico foi obtido experimentalmente através da análise da 

biomassa utilizando, como equipamento, uma bomba calorimétrica. Tal equipamento é 

destinado a medir variações energéticas onde ocorrem alterações de temperatura e/ou 

transferências de calor para o ambiente (ARANTES, 2014). 

A determinação do poder calorífico superior (PCS) das amostras (BB in natura e após a 

hidrólise enzimática e da amostra ótima (amostra 6)) foi obtida experimentalmente, 

seguindo o manual do calorímetro, através da bomba calorimétrica marca PARR 6400 

Calorimeter, por meio da metodologia estabelecida no Compendio Brasileiro de 

Alimentação Animal/2013, realizada pela Labornutri Análises Bromatológicas, situado 

na cidade de Uberlândia (MG). Em um cadinho de metal, foi colocado em torno de 0,5 

g da amostra e o mesmo foi introduzido no equipamento para a realização da análise. A 

determinação do PCS foi realizada em triplicata e utilizando como resultado a média 

dos valores. 

Essa análise pode nos dar o potencial energético do bagaço de cana-de-açúcar na 

forma bruta e após a hidrólise enzimática, assim como da amostra ótima após a hidrólise 

enzimática, porque a co-geração pode ser uma fonte favorável de produção de energia 

para fins comerciais e até mesmo para consumo interno das próprias usinas e uma forma 

de aproveitar toda a biomassa. 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÕES DO PLANEJAMENTO 1 

5.1 Pré-tratamento e caracterização do bagaço de cana-de-açúcar 

A razão sólido-solução ácida e a umidade da biomassa são variáveis que devem 

ser levadas em consideração durante o processo de pré-tratamento. Tais variáveis 
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podem influenciar na capacidade de penetração de calor e de íons H3O
+
 na biomassa. 

Um tratamento desigual pode provocar uma maior ação sobre a parte externa da 

biomassa fazendo com que a parte interna seja menos afetada durante o pré-tratamento 

(BAÊTA, 2016; RODRIGUEZ et al., 2009). 

O ácido diluído, de acordo com a literatura e já mencionado, é um dos principais 

métodos de pré-tratamento utilizados na desconstrução da biomassa, por ser identificado 

como uma etapa limite, apresentando um gargalo técnico e econômico, devido à 

estrutura complexa e recalcitrante das paredes celulares da planta lignocelulósica 

(ADANI et al., 2011; PAPA et al., 2015; BRIENZO et al., 2017). O alvo deste método 

é a solubilização de hemiceluloses e lignina deixando o material pré-tratado poroso, 

enriquecido com celulose adequado para ação enzimática. Durante este processo, as 

ligações de lignina molecular também podem ser quebradas, seguido de condensação 

radical e precipitação na superfície da fibra. A modificação da lignina permite ainda 

uma melhor ação enzimática e adsorção catalítica à celulose, aumentando assim a 

acessibilidade da celulose (BRIENZO et al., 2017; PAPA et al., 2015). 

Inúmeras abordagens de pré-tratamento têm sido investigadas ao longo dos anos 

e são necessárias novas descobertas para minimizar custos e aumentar a sustentabilidade 

em termos de eficiência energética. É necessário investigar se os processos combinados 

poderiam melhorar significativamente a eficiência da produção de energia (MARTIN et 

al., 2014; DERERIE et al., 2011; RABELO et al., 2011) e reduzir os custos do pré-

tratamento de biomassa (PAPA et al., 2015). Diversos estudos sugerem diferentes 

biomassas, pré-tratamentos, temperaturas e tempos, como opções a serem usadas, porém 

a quantidade de energia, eficiência e custos são aspectos importantes a serem 

considerados.  

Diante disso, nesta etapa, os experimentos foram planejados para estudar os 

efeitos do tempo de reação e porcentagem de solução de ácido cítrico, seguindo o 

planejamento fatorial mostrado na Tabela 4, do item 4.2.  

Algumas amostras de bagaços de cana pré-tratados (amostras 2, 4 e 9) 

apresentaram uma coloração mais escura quando comparados ao bagaço in natura 

(Figura 20). De acordo com Curreli et al. (2002) o escurecimento da biomassa tratada 

com ácido pode ser proveniente da formação de produtos de degradação da celulose e 

hemiceluloses e/ou da catálise ácida das ligações entre a lignina e os carboidratos. 
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Håseth (2012) atribuiu o escurecimento da biomassa tratada com líquidos iônicos à 

condensação da lignina. 

 

Figura 20. Bagaços de cana-de-açúcar in natura e pré-tratados 

 

Fonte: Autora. (1 - Bagaço de cana in natura; 2 - bagaço pré-tratado: amostra 2; 3 - bagaço pré-tratado:  

amostra 4;  4 - bagaço pré-tratado: amostra 9).   

 

As caracterizações do bagaço bruto e das amostras pré-tratadas estão descritas na 

Tabela 5. 

Os valores encontrados experimentalmente para o bagaço in natura encontram-

se próximos da faixa de valores descritos na literatura, visto que esta faixa é 

relativamente ampla e que os valores são fundamentalmente dependentes, por exemplo, 

da localização geográfica das plantas ou mesmo do tempo de cultivo (PASQUINI, 

2004). 

De acordo com os valores citados na literatura, representados na Tabela 1, os 

teores de lignina, celulose, extrativos e cinzas encontram-se dentro da faixa reportada 

para materiais lignocelulósicos. Somente a hemiceluloses que apresentou valor um 

pouco a baixo das mencionadas. 
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Tabela 5. Caracterização química do bagaço de cana-de-açúcar in natura e pré-tratado com ácido cítrico. 

Amostra/Teste
 *
 BB 1 

 

1. 1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

 

7 

 

8 

 

9 

 

Tempo (min) ------ 60 60 30 30 60 90 102,43 90 60 17,57 

Concentração (%) ------ 6,0 6,0 2,0 10,0 0,35 2,0 6,0 10,0 11,65 6,0 

Rendimento (%) 100,0 86,20 84,40 86,65 84,98 85,63 86,84 84,99 83,76 84,10 87,71 

Umidade (%) 3,75 ± 

0,27 

3,92 ± 

0,04 

3,62 ± 

0,33 

1,93 ± 

0,17 

2,69 ± 

0,27 

2,78 ± 

0,21 

3,79 ± 

0,15 

3,12 ± 

0,12 

3,94 ± 

0,26 

3,82 ± 

0,16 

4,02 ± 

0,09 

Extrativos Totais (%) 
1
 8,62 ± 

1,90 

------ ------ ------ ------ ------ ------ ------ ------ ------ ------ 

Total lignina (%) 22,25 ± 

1,83 

24,88 ± 

0,91 

23,29 ± 

0,42 

24,14 ± 

0,01 

24,49 ± 

0,69 

22,71 ± 

0,36 

24,07 ± 

0,33 

22,65 ± 

1,03 

23,20 ± 

0,12 

23,67 ± 

0,11 

24,10 ± 

0,78 

Celulose (%) 39,84 ± 

1,28 

36,89 ± 

1,60 

35,57 ± 

1,14 

34,31 ± 

2,73 

33,04 ± 

0,14 

32,63 ± 

1,05 

24,96 ± 

0,80 

35,43 ± 

1,54 

34,83 ± 

1,12 

36,06 ± 

1,56 

24,28 ± 

1,05 

Hemiceluloses (%) 17,19 ± 

0,97 

16,42 ± 

1,38 

14,67 ± 

1,23 

18,41 ± 

5,21 

16,30 ± 

1,12 

17,57 ± 

0,93 

27,27 ± 

1,54 

18,25 ± 

1,03 

15,16 ± 

1,27 

13,57 ± 

1,14 

14,23 ± 

1,19 

Cinzas (%) 
1
 4,54 ± 

1,91 

------ ------ ------ ------ ------ ------ ------ ------ ------ ------ 

Balanço de massa (%) 96,20 78,19 73,54 78,80 73,82 72,91 76,30 76,33 73,20 73,29 62,60 

*
 Considerando o rendimento e umidade no pré-tratamento.              

1
 Não foi feito para os pré-tratamentos. 

Fonte: Autora 
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Os resultados obtidos nestes experimentos foram analisados com os programas 

Statistica® versão 7.0 (a partir do modelo quadrático) e OriginPro 8®. 

Através da análise dos dados mostrados na Tabela 5, Figuras 21 e 22, permite 

realizar uma comparação em relação ao rendimento com o planejamento experimental 

proposto.  

Os menores valores de rendimentos (na faixa de 83 – 84%) alcançados, 

atribuidos às condições do meio reacional, foram para as concentrações acima de 10% e 

tempos acima de 60 min. O pré-tratamento ácido ocosiona altas taxas de rendimento 

(ZABED et al., 2016; AGBOR et al., 2011)  

 

Figura 21. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da concentração (Con.) (%) e tempo (t) (min) com rendimento 

(%), após o pré-tratamento. 

  

Fonte: Autora 

 

As amostras 9 (17,57 min; 6,0%), 5 (90 min; 2,0%), 2 (30 min; 2,0%), 1 (60 

min; 6,0%) e 4 (60 min; 0,35%), apresentaram os maiores resultados de rendimento, em 

massa seca, de 87,71; 86,84; 86,65; 86,2 e 85,63%, respectivamente. Os maiores valores 

de rendimento alcançados foram para as concentrações inferiores a 6,0% e 

independentemente do tempo, tornando-se um ponto positivo para o uso de baixas 

concentrações de reagentes e reduzindo os custos do processo. 
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Figura 22. Variações dos valores de rendimento, lignina, celulose e hemiceluloses das 

amostras pré-tratadas. 

 

Fonte: Autora (1- Bagaço in natura; 2- amostra 1; 3- amostra 1.1; 4- amostra 2; 5-  amostra 3; 6- amostra 

4; 7- amostra 5; 8- amostra 6; 9- amostra 7; 10- amostra 8; 11- amostra 9). 

 

Com o aumento da concentração, as variações nos valores de lignina, não 

seguem uma ordem crescente ou decrescente. Inclusive, os valores são maiores em 

relação ao bagaço de cana bruto. De forma semelhante, os resultados de celulose e 

hemiceluloses não há correspondência direta com a concentração.  

A correlação do tempo com a quantidade de lignina percebe-se que em tempos 

menores, os valores permanecem constantes (faixa de 24 %). Entre os tempos 

intermediários (60 min) propicia o aumento (faixa de 22 a 25%), porém não 

significativo. Acima de 90 min, os valores são variáveis. No caso da celulose, até 30 

min, os valores aumentam. Variam, em ordem crescente (32 a 37%), no tempo central 

(60 min) e (25 a 35%) nos tempos acima de 90 min. No caso de hemiceluloses, 

aumentam nos tempos reduzidos e nos tempos de 60 min. Em tempos elevados, não 

segue uma linearidade. 

Durante o processo de pré-tratamento com ácido diluído, as ligações na lignina e 

na lignina-hemiceluloses podem sofrer degradação, despolimerização parcial, além de 

alterações na organização (FANG et al., 2008). Para explicar o mecanismo de ação do 

pré-tratamento hidrotérmico sobre a lignina, Zhang et al. (2008) sugeriu um mecanismo 

em duas fases: 1) reação muita rápida onde fragmentos de lignina com baixa massa 

molar e elevada reatividade são solubilizados pelo rompimento das ligações lignina-
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carboidratos e 2) reação lenta em que os fragmentos solúveis reagem uns com os outros, 

provocando a recondensação e repolimerização da lignina. Essas reações ocorrem na 

presença de ácidos orgânicos liberados durante o processamento hidrotérmico da 

biomassa (BÂETA, 2016; FANG et al., 2008; ZHANG et al., 2008). 

Dessa forma, dentro do planejamento estudado e baseando-se na Figura 23, 

observou-se que para concentrações altas e para maiores tempos, resultou-se em 

menores valores de lignina.  

 

Figura 23. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da concentração (Con.) (%) e tempo (t) (min) com lignina. 

   

Fonte: Autora 

 

Embora nem todos os pré-tratamentos resultem em deslignificação substancial 

dos materiais lignocelulósicos, as alterações ocasionadas na lignina podem causar 

modificações em sua estrutura e melhorias nos resultados de bioconversão. Dessa 

forma, a biomassa pré-tratada pode se tornar mais digestível via enzimática do que a 

biomassa in natura mesmo se possuir o mesmo teor de lignina, desde que o pré-

tratamento empregado não produza compostos inibitórios (AGBOR et al., 2011). 

Quando o efeito da presença da lignina é minimizado (deslignificação), a acessibilidade 

à celulose de baixa cristalinidade pelas enzimas celulolíticas torna-se o mais importante 

fator para alcançar elevadas eficiências de hidrólise enzimática (JEOH et al., 2007; 

LIMA, 2018). 

Analisando as porcentagens de celulose (Figura 24), os valores elevados foram 

36,9 % para experimento 1 (6,0% e 60 min), 36,0 %, para o experimento 8 (11,65% e 
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60 min) e 35,6 % para o experimento 1.1 (6,0% e 60 min). Isto é, os maiores valores de 

celulose derivaram de concentrações acima de 6,0% e tempos superiores a 60 min. 

 

Figura 24. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da concentração (Con.) (%) e tempo (t) (min) com celulose. 

  

Fonte: Autora 

 

Figura 25. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da concentração (Con.) (%) e tempo (t) (min) com hemiceluloses 

(%). 

    

Fonte: Autora 
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Os experimentos 8 (11,65% e  60 min), 9 (6,0 % e 17,57 min) e 1.1 (6,0 % e 60 

min) mostram melhores condições para valores reduzidos de hemiceluloses, de 13,6 %, 

14,2 % e 14,7%, respectivamente, o que se verifica na Figura 25. É possível observar 

que para uma grande faixa de valores da concentração (superiores a 6,0 %), a remoção 

de hemiceluloses foi mais elevada em tempos abaixo de 60 min, isto evidencia que 

maiores concentraçoes no processo estão atrelados a maiores rendimentos de 

solubilização de hemiceluloses (AGBOR et al., 2011). 

 

5.2 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

As micrografias de MEV do bagaço de cana in natura e pré-tratado comprovam 

a estrutura compacta do material lignocelulósico antes do pré-tratamento, bem como as 

alterações estruturais que ocorreram na superfície das fibras após a realização dos pré-

tratamento com ácido cítrico (Figura 26). 

Observa-se que o pré-tratamento com ácido promoveu uma desestruturação ou 

descamação da fibra quando comparado ao bagaço in natura. A formação de sulcos 

superficiais no material pode ter ocorrido pela remoção parcial da lignina, da celulose e 

das hemiceluloses da biomassa.  

As maiores modificações estruturais das fibras lignocelulósicas após o processo 

de pré-tratamento foram observadas nas amostras 2 (2,0% e 30 min), 4 (0,35% e 60 

min), 5 (2,0% e 90 min), 6 (6,0% e 102,43 min), 7 (10,0% e 90 min) e 9 (6,0% e 17,57 

min). As mudanças estruturais não ficaram tão evidentes a relação com concentração 

e/ou tempo. 

Tais modificações ocorridas após o pré-tratamento, provocam a ruptura da 

estrutura recalcitrante da parede celular das fibras vegetais, sugerindo melhor 

acessibilidade de enzimas ao complexo de carboidratos e, consequentemente, favorecer 

o aumento no rendimento do processo de hidrólise enzimática, como será exposto no 

item 5.4. 
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Figura 26. Microscopia eletrônica de varredura do bagaço sem tratamento e pré-tratado 

com ácido cítrico. 

 

(cont.) 
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Figura 26. Microscopia eletrônica de varredura do bagaço sem tratamento e pré-tratado 

com ácido cítrico (cont.) 

 

Fonte: Autora (BB-Bagaço de cana-de-açúcar bruto; 1, 1.1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 – amostras pré-tratadas 

com ácido cítrico; a–ampliação 350x; b- ampliação 500x; c-ampliação 1000x). 
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5.3 Difração de Raios-X (DRX) 

A celulose apresenta estruturas cristalinas, cujo o índice de cristalinidade (IC) 

expressa a porção de regiões cristalinas presentes na celulose com relação ao total 

(regiões amorfas + cristalinas). Esta característica está relacionada com a acessibilidade 

aos grupos hidroxilas presentes na celulose, sendo que as amostras de alto IC possuem 

uma estrutura mais ordenada e limita a acessibilidade ao solvente. As regiões cristalinas 

da celulose estão agrupadas em núcleos denominados cristalitos. O IC é usualmente 

determinado por difração de Raio-X (MARABEZI, 2014). 

A cristalinidade das amostras foi determinada (Tabela 6) com a finalidade de 

analisar as modificações na estrutura da celulose frente aos pré-tratamentos do bagaço 

de cana-de-açúcar. Um efetivo pré-tratamento deve remover seletivamente a lignina, as 

hemiceluloses e reduzir a cristalinidade do material, melhorando assim a acessibilidade 

à celulose e produzindo materiais mais adequados para as operações de hidrólise, ácida 

e/ou enzimática (BATALHA et al., 2015; AGBOR et al., 2011). 

 

Tabela 6. Índice de Cristalinidade (IC) 

Amostra IC (%) 

BB 47 

1 61 

1.1 64 

2 54 

3 59 

4 62 

5 60 

6 54 

7 62 

8 57 

9 52 

Fonte: Autora 

 

O bagaço bruto apresentou menor cristalinidade que as amostras pré-tratadas, 

com IC de 47%. A cristalinidade do BB pode ser devida à presença de maior produção 

de lignina e hemiceluloses que são componentes amorfos (BEZERRA; RAGAUSKAS, 

2016; CANILHA et al., 2012). 

Os difratogramas obtidos para o bagaço sem tratamento e após a realização do 

pré-tratamento são apresentados na Figura 27. Os difratogramas obtidos para a 
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biomassa sem tratamento e após a realização dos pré-tratamentos com ácido cítrico são 

característicos de materiais semicristalinos, apresentando um halo amorfo e picos 

cristalinos característicos de celulose tipo I, a qual apresenta domínios cristalinos em 2θ 

≡ 18º (plano 101) e 22.5º (plano 200) (BORYSIAK; GARBARCZYK, 2003). 

 

Figura 27. Difratogramas obtidos para o bagaço de cana-de-açúcar in natura e pré-

tratado. 

 

 
Fonte: Autora 

 

O aumento da cristalinidade da biomassa após diferentes pré-tratamento vem 

sendo relatado na literatura, como nos trabalho de Corrales et al. (2012); Guilherme et 

al. (2015) e Asada et al. (2015), os quais elucidaram que esse aumento ocorre devido a 

solubilização de componentes amorfos, como a lignina e as hemiceluloses, e também 
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pela remoção da fração amorfa da celulose. Segundo Perrone et al., (2016) esse 

aumento da cristalinidade em materiais lignocelulósicos pré-tratados não 

necessariamente indica que ocorreu alterações na estrutura cristalina da celulose. 

Os resultados obtidos nestes experimentos foram analisados com o programa 

Statistica® versão 7.0 (a partir do modelo quadrático) e os gráficos de superfície e de 

contorno estão representados na Figura 28. 

O aumento no índice de cristalinidade da celulose é devido à remoção parcial da 

lignina, hemiceluloses e partes amorfas da celulose. Assim, os maiores IC foram das 

amostras 1.1 (64 %), 4 (62 %) e 7 (62 %), na qual apresentaram os valores de lignina e 

hemiceluloses (23,3% e 14,7%), (22,7% e 17,6%) e (23,2% e 15,2%), respectivamente. 

Os valores de celuloses destas demostraram intermediários de 35,6%, 32,6% e 34,8%, 

respectivamente. 

 

Figura 28. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da concentração (Con.) (%) e tempo (t) (min) com índice de 

cristalinidade (%). 

  

Fonte: Autora 

 

Observou-se que os valores elevados de IC estão acima de 60 min e 

independentemente da concentração. As condições mais severas de pré-tratamento ácido 

diluído podem atacar o componente celulósico, provavelmente a fração amorfa da 

biomassa, gerando celulose residual ainda mais cristalina (BRIENZO et al., 2017). 
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5.4 Hidrolise enzimática 

A Tabela 7 apresenta a concentração de açúcares redutores totais (ART) obtida 

para o bagaço de cana-de-açúcar in natura e das amostras pré-tratadas, em base seca, 

após a hidrólise enzimática. A perda de massa foi calculada de acordo com a eq. 36. 

 

Tabela 7. Concentração de açúcares redutores totais (ART) e perda de massa (PM) 

Amostra/Teste ART (g/L) PM (%) 

BB 3,06 12,98 

1 7,49 9,83 

1. 1 6,30 10,21 

2 10,48 10,94 

3 9,80 18,08 

4 10,68 10,51 

5 11,12 13,19 

6 28,21 8,56 

7 9,95 11,45 

8 8,22 17,43 

9 4,57 11,15 
Fonte: Autora 

 

A concentração de ART para a biomassa sem tratamento, base seca, atingiu o 

máximo de 3,06 g.L
-1

 após 72 h de hidrólise, enquanto que para a amostra 6 foi de            

28,21 g.L
-1

. A amostra 6, também, apresentou perda de massa reduzida (8,56%). A 

maior produção de ART obtida após a hidrólise da amostra 6 pode ser atribuída à 

remoção da lignina e também uma das maiores desestruturações da fibra, como 

observado no MEV (Figura 30 - 6(a), 6(b) e 6(c)) que ocorreu no pré-tratamento em 

questão, tornando assim as cadeias de celulose mais acessíveis ao ataque enzimático.  

Os resultados obtidos nestes experimentos foram analisados com o programa 

Statistica® versão 7.0 (a partir do modelo quadrático) e os gráficos de superfície e de 

contorno estão representados na Figura 29. Independente das concentrações e tempos 

acima de 90 min, temos concentrações mais altas de ART. 

A correlação identificada está de acordo com alguns autores como Brienzo et al., 

(2107); Liu et al., (2017), Canilha et al., 2011, Kumar et al., 2009; Bonomi, 2010 o qual 

afirmam que a matriz de lignina pode impor várias barreiras estruturais na celulase e 

prevenir a ligação eficaz das suas enzimas, levando a baixa digestão de celulose, ou 

seja, a lignina atua como barreira protetora aos carboidratos (hemiceluloses e celulose) 

que devem ser hidrolisados em seus respectivos monômeros. Portanto, a deslignificação 
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é uma opção favorável quando se almeja uma maior viabilidade do processo de 

aproveitamento das biomassas lignocelulósicas.  

 

Figura 29. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da concentração (Con.) (%) e tempo (t) (min) com ART (g/L). 

  

Fonte: Autora 

 

Costa et al. (2014) expõe, que, apesar de haver despolimerização da lignina 

durante o pré-tratamento com ácido diluído, também há repolimerização e redistribuição 

superficial, o que implica uma possível diminuição da biodegradabilidade. 

Alguns pré-tratamentos não apresentaram uma conversão enzimática satisfatória. 

Em suas pesquisas, Rollin et al. (2011) mostrou caso semelhante, na qual o pré-

tratamento mais efetivo na remoção de lignina apresentou menor rendimento enzimático 

que outro onde o material continha alto teor residual de lignina. Conforme os autores 

isso pode ser explicado pela distribuição da lignina remanescente, já que no caso de teor 

menor de lignina estava distribuída de maneira mais homogênea na superfície da 

celulose, o que deve ter impedido o acesso da celulase à celulose. Diferentemente, no 

material com alto teor de lignina residual, esta se encontrava aglomerada, o que deve 

permitir maior acessibilidade da enzima à celulose e sua maior conversão. 

No trabalho de Siqueira et al. (2013) reportou-se que em amostras de bagaço de 

cana-de-açúcar com menor teor de lignina foram mais facilmente hidrolisadas, 

evidenciando que a presença de lignina é um fator limitante para a eficiência do 

processo de hidrólise enzimática. Silva (2017), em seu trabalho com pré-tratamento do 
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bagaço de cana-de-açúcar com acido cítrico por explosão à vapor, utilizando Cellic® 

CTec 3 (10 FPU/g substrato), obteve-se no máximo de 7,96 g.L
-1

 de ART.  

Sabendo que o custo de produção de enzimas para processo de hidrólise é 

bastante alto (PANDEY et al., 2000a), destaca-se que obteve valores aceitáveis de ART, 

utilizando concentração inicial da enzima baixo (8,5 FPU/mL) em relação a valores 

encontrados na literatura, o quê torna o processo de hidrólise usando enzimas vantajoso 

e viável.  

As imagens de MEV (Figura 30), obtidas após a hidrólise enzimática, corrobora 

a relação com a modificação estrutural e a eficiência do processo.  

As maiores desestruturações das fibras lignocelulósicas, após a hidrólise 

enzimática, são observadas nas amostras 6 (6,0% e 102,43 min), 5 (2,0% e 90 min), 4 

(0,35% e 60 min) e 2 (2,0% e 30 min) concomitantes com as concentrações superiores 

de ART 28,2 g.L
-1

, 11,1 g.L
-1

, 10,7 g.L
-1

 e 10,5 g.L
-1

, apresentadas na Tabela 7 e na 

superfície de resposta e de contorno (Figura 19). A amostra 7 (10,0% e 90 min) exibiu, 

também, uma alta concentração de ART (9,951%), contudo a modificação estrutural não 

foi tão evidente. 

Em conformidade com a literatura, como mencionado anteriormente, embora 

nem todos os pré-tratamentos resultem em deslignificação substancial dos resíduos 

lignocelulósicos, as alterações ocasionadas na lignina podem causar modificações em 

sua estrutura e melhorias nos resultados de bioconversão. Dessa forma, a biomassa pré-

tratada torna-se mais digerível enzimaticamente do que a biomassa bruta mesmo se 

possuir o mesmo teor de lignina (AGBOR et al., 2011). Quando o efeito da presença da 

lignina é minimizado, a acessibilidade à celulose pelas enzimas celulolíticas torna-se o 

mais importante fator para alcançar elevadas eficiências de hidrólise enzimática (JEOH 

et al., 2007).  

Diversos fatores, além da distribuição de lignina, podem afetar a hidrólise 

enzimática de biomassa lignocelulósica, são eles referentes ao substrato: concentração 

do substrato (é um dos fatores mais importantes que afetam a produção e a velocidade 

inicial de hidrólise enzimática da celulose); características estruturais do substrato 

(cristalinidade da celulose, grau de polimerização da celulose, área superficial, 

acessibilidade aos polissacarídeos e as inúmeras ligações da lignina com as 

hemiceluloses) (SANTOS, 2013; BRIENZO et al., 2107; LIU et al., 2017; CANILHA 

et al., 2011; MOSIER et al., 2005; LIMA, 2018). 
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Figura 30. Microscopia eletrônica de varredura do bagaço sem tratamento e pré-tratado 

após a hidrólise enzimática. 

 

 
Fonte: Autora. (BB-Bagaço de cana-de-açúcar in natura; 2, 4, 5, 6, 7 – amostras pré-tratadas após a 

hidrólise enzimática; a - ampliação 350x; b - ampliação 500x; c - ampliação 1000x). 
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As concentrações de glicose e xilose das amostras, determinadas por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), e a conversão enzimática da celulose 

estão descritos na tabela 8. 

 

Tabela 8. Concentração de glicose (g/L) e xilose (g/L) e conversão enzimática da 

celulose (CC). 

Amostra Glicose (g/L) Xilose (g/L) CC (%) 

BB1 6,21 4,31 14,02 

1 1,27 0,91 3,11 

1.1 0,89 0,66 2,25 

2 1,54 0,76 4,05 

3 1,42 0,86 3,86 

4 1,62 0,76 4,47 

5 1,47 0,78 5,31 

6 1,37 1,01 3,48 

7 2,26 1,34 5,84 

8 1,65 1,02 4,11 

9 0,93 0,60 3,44 
Fonte: Autora 

 

As maiores conversões enzimáticas, indicadas na tabela 8, foram de 5,81 e 5,31 

(amostras 7 e 5 respectivamente), nos tempos de reação de 90 min.   

Autores consideraram, na literatura que a adsorção das enzimas sobre a lignina, 

não catalisam a hidrólise, o que diminui o efeito desta e o rendimento de açúcares. A 

inibição das enzimas pelos produtos da reação é outro fator. A celobiose e a glicose são 

os dois produtos da reação que provocam inibição das enzimas celulolíticas. Oliveira 

(2012) afirma que estudos mostraram que a inibição por celobiose é maior que por 

glicose, na qual, a glicose inibi a β-glicosidase enquanto a celobiose inibi a endo-

glucanase. As exogluconases sofrem inibição por estes compostos. O principal papel 

inibidor da lignina é atribuído à adsorção inespecífica da enzima na lignina e à 

inacessibilidade à celulose, devido ao impedimento estérico.   

Os resultados de concentração de glicose e xilose foram analisados com o 

programa Statistica® versão 7.0 (a partir do modelo quadrático).   Análise de variância 

(ANOVA) e diagrama de pareto para a concentração de glicose apresentados na tabela 9 

e figura 31, respectivamente, confirmam a influência significativa da variável 

concentração (quadrática) (p-valor < 0,05).  
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Tabela 9. Análise de variância (ANOVA) para a concentração de glicose (g/L). 

ANOVA – Glicose 

Fator 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrado 

médio 

F-

calculado p-valor 

Conc. (%) 0,06 1 0,06 0,84 0,41 

Conc. (%)
2
 0,55 1 0,55 7,70 0,05 

t (min) 0,245 1 0,24 3,42 0,14 

t (min)
2
 0,05 1 0,05 0,70 0,45 

Conc x t 0,21 1 0,21 2,92 0,16 

Erro 0,29 4 0,07 
  

Total 1,36 9 
   

Fonte: Autora 

 

Figura 31. Diagrama de Pareto para o pré-tratamento ácido de bagaço de cana-de-

açúcar considerando os efeitos padronizados das variáveis concentração (Con.) (%) e 

tempo (t) (min), em relação a concentração de glicose (g/L). 

 

Fonte: Autora 

 

 Na tabela 9 e os gráficos de superfície e de contorno representados na figura 32 

corroboram que altos rendimentos da hidrólise enzimática em relação à conversão a 

glicose são necessárias altas concentrações, evidenciadas nas amostras 7 e 8 (10 e 

11,65%, respectivamente)  
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Figura 32. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da concentração (Con.) (%) e tempo (t) (min) com glicose (g/L). 

  

Fonte: Autora 

 

Análise de variância (ANOVA) e diagrama de pareto para a concentração de 

xilose apresentados na tabela 10 e figura 33, respectivamente, apresenta que as variáveis 

tempo e concentração foram significativas (p-valor < 0,05) no processo de eficiência da 

hidrólise enzimática (efeitos padronizados positivos), sendo o tempo mais significativas. 

 

Tabela 10. Análise de variância (ANOVA) para a concentração de xilose (g/L). 

ANOVA –Xilose 

Fator 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrado 

médio 

F-

calculado p-valor 

Conc. (%) 0,13 1 0,13 9,04 0,040 

Conc. (%)
2
 0,02 1 0,02 1,64 0,27 

t (min) 0,15 1 0,15 9,85 0,03 

t (min)
2
 0,00 1 0,0 0,32 0,60 

Conc x t 0,05 1 0,05 3,58 0,13 

Erro 0,06 4 0,015 
  

Total 0,42 9 
   

Fonte: Autora 

 

 

 

 



 

121 

 

Figura 33. Diagrama de Pareto para o pré-tratamento ácido de bagaço de cana-de-

açúcar considerando os efeitos padronizados das variáveis concentração (Con.) (%) e 

tempo (t) (min), em relação a concentração de xilose (g/L). 

 

Fonte: Autora 

 

Altos rendimentos da hidrólise enzimática em relação à conversão a xilose são 

necessárias altas concentrações e longos tempos de reação, que foram demonstradas 

(amostras 7, 8 e 6) na tabela 10 e que confirmam com os gráficos de superfície e de 

contorno representados na figura 34. Conforme Baêta (2016), em tempos altos 

favorecem reações de hidrólise das xilanas presentes nas fibras, consequentemente, 

maior a chance de solubilização dos xilo-oligomeros.  

 

Figura 34. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da concentração (Con.) (%) e tempo (t) (min) com xilose (g/L). 

  

Fonte: Autora 
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Santos (2017), Marabezi (2014) e Wolf (2011) justificam em seus trabalhos, que 

para obtenção de bons rendimentos de monossacarídeos com a hidrólise enzimática e 

melhorar a acessibilidade da enzima à celulose, são necessários longos tempos de 

reação, o quê foi evidenciado neste estudo. 

A tecnologia de biodigestão apresenta resultados positivos para os dados 

apresentados (figura 35), tendo percentuais elevados onde, concentrações remanescentes 

de açúcar e outras substâncias orgânicas solúveis ainda presentes no bagaço podem ser 

melhor processadas (GEHLEN, 2013).  

 

Figura 35. Composição de açúcares das amostras pré-tratadas 

    

Fonte: Autora (1- amostra 1; 2- amostra 1.1; 3 – amostra 2, 4 – amostra 3; 5 – amostra 4; 6 – amostra 5; 7 

– amostra 6; 8 – amostra 7; 9 – amostra 8; 10 – amostra 9)   

 

Portanto, a ferramenta estatística de desejabilidade foi capaz de gerar as 

condições desejáveis para pré-tratamento, bem como a composição química esperada 

para o hidrolisado e sólido. De tal modo, estabeleceu-se a melhor condição reacional: 

concentração de 6,0% e maior tempo, remoção significativa de lignina, aparente 

descamação da fibras (MEV) e ponto máximo alcançado na hidrólise enzimática. O 

teste para avaliação de produção de biogás, pelo meio da digestão anaeróbia (DA), com 

o hidrolisado (fração líquida), depois do pré-tratamento, foi da amostra 6 (condição de 

6,0% e 102,43 min).  

 

5.5 Determinação da demanda química de oxigênio – DQO 

Para a produção de biogás, atrelada à remoção de DQO do meio, obteve-se o 

valor de 37,20 g O2/L da fração líquida da amostra 6, após o pré-tratamento com ácido 

cítrico diluído. 
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5.6 Determinação de Sólidos Suspensos Voláteis (SSV) 

De forma a atingir uma relação substrato/micro-organismo do inoculo 

anaeróbico, a determinação de SSV resultou no valor de 0,032 g/gamostra. 

 

5.7 Digestão anaeróbia de materiais lignocelulósicos (DA) 

O aproveitamento da fração líquida da biomassa pré-tratada, permitiu a 

conversão dos monossacarídeos fermentescíveis (ex. xilose e glicose) presentes no 

bagaço de cana e melhorias na biogasificação do bagaço de cana.  

A DA dessa fração liquida proporcionou como parâmetro de comparação e 

melhoramento para o planejamento 2.  

 

5.8 Monitoramento do biogás 

Todos os resultados da produção de biogás (volume acumulado de biogás e 

volume acumulado de biogás por DQO adicionada) dos ensaios de DA da fração liquida 

depois do pré-tratamento é apresentado na figura 36 (a) e (b). A amostra 6 foi feita em 

duplicata (amostra 1 e 2).  

 

Figura 36. Produção de biogás da fração liquida após o pré-tratamento da amostra 6, 

em (a) relação ao volume acumulado de biogás x tempo (dias) e (b) volume acumulado 

de biogás por DQO adicionada x tempo (dias) 

(a) 

 

(cont.) 
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Figura 36. Produção de biogás da fração liquida após o pré-tratamento da amostra 6, 

em (a) relação ao volume acumulado de biogás x tempo (dias) e (b) volume acumulado 

de biogás por DQO adicionada x tempo (dias) (cont.) 

 (b) 

 

Fonte: Autora 

 

Na figura 36 (a) e (b) demonstra que produção de biogás iniciou-se nas primeiras 

horas, demonstrando que os micro-organismos encontraram um substrato mais 

biodegradável. 

Observa-se que houve produção expressiva (figura 36 (a)) da amostra 6 (media 

máxima de 55,14 NmL) em relação ao teste de controle (branco) (máxima de 36,88 

NmL). A maior produção de biogás alcançada da amostra 6 (figura 36 (b)), foi depois 

do 24ª dia, estabilizando no volume máximo de 154,10 NmL/g. Em ambas as figuras, 

verifica-se a ausência da fase lag (fase inicial de adaptação) do bagaço de cana pré-

tratado.  

 

5.9 Determinação de Poder calorífico 

Tendo em vista o aproveitamento do bagaço de cana-de-açúcar para o processo 

de combustão, foi realizada análise do poder calorífico superior. Os resultados obtidos 

(Tabela 11) confirmam com os encontrados na literatura.  
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O poder calorífico foi maior no caso do BB (após HE) em relação ao BB in 

natura e amostra 6 devido ao teor de lignina e/ou a combinação dos componentes: 

celulose, hemiceluloses e lignina.  

Protásio et al. (2011), Lizcano (2015) e Arantes (2014) afirmam que PCS da 

biomassa diminui com o seu alto teor de cinzas e que o PCS decresce com o aumento da 

umidade. A relação da umidade com o PCS é devido ao gasto de energia para o 

aquecimento e vaporização da água durante o processo de combustão da biomassa 

(ARANTES. 2014). Outros autores como Lizcano (2015) e Meschede et al.(2012) citam 

que o teor de lignina também pode influenciar no PCS. 

 

Tabela 11. Determinação do poder calorífico após a HE  

Amostra Umidade 

(%) 

Poder 

Calorífico 

(kcal/kg) 

Poder 

Calorífico 

(MJ/kg) 

Desvio 

padrão 

(kcal/kg) 

BB (in natura)* 9,64 3211 13,44 22 

BB 12,98 3384 14,17 17 

6 8,56 3019 12,64 15 
 *(cinzas in natura de 4,54%) 

Fonte: Autora 

 

Em estudos de Lizcano (2015) autores apresentaram o PCS da biomassa para as 

variedades cultivadas na região de Ribeirão Preto, no estado de São Paulo, nos valores 

de 18,33 e 15,79 MJ.kg
-1

. Arantes (2014) traz em seu estudo de bagaço de cana-de-

açúcar (base seca) um valor de 4483 ± 16,82 kcal/kg de PCS. 

No estudo relacionando com umidade, percebeu-se que a variação do PCS 

diminuiu de 4483 ± 16,82 Kcal/Kg, na qual o teor de umidade era de 0% para 1637 ± 35 

Kcal/Kg para teor de umidade de 60%, para o bagaço de cana-de-açúcar, observando 

uma tendência inversamente proporcional entre esses dois fatores (LIMA et al., 2008), 

comprovando com a literatura. Lizcano (2015) traz para as condições da região 

canavieira do Centro-Sul do Brasil, o bagaço com 50% de umidade fornece 7,49 MJ.kg
-

1
 e com 20 % de umidade fornece 13,58 MJ.kg

-1
. Arantes (2014) destaca, ainda que, o 

bagaço de cana com teor de umidade em 50% diminui a eficiência térmica das caldeiras, 

devido a queima irregular da biomassa. 

Houve uma boa repetibilidade dos experimentos, pois os valores de desvio 

padrão não ultrapassaram os valores estabelecidos pela norma ABNT NBR 8633/1984 
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que é de 28,662 Kcal/Kg (ARANTES, 2014) e os resultados de PCS das amostras após 

a HE foram bem próximos ao BB in natura, sendo benéfica para aproveitamento da 

biomassa para o processo de combustão.  

 

5.10 Conclusões do Planejamento 1 

Não foi possível afirmar uma relação direta das variáveis em relação ao teor de 

lignina, celulose e hemiceluloses nas amostras pré-tratadas. Em concentrações altas e 

em tempos acima de 60 min, resultaram em valores baixos de lignina. Para baixos 

valores de hemiceluloses foram em concentrações acima de 6,0 % e tempos inferiores a 

60 min. Já para maiores valores de celulose, foram em concentrações acima de 6,0 % e 

tempos superiores a 60 min. 

Diante do estudo, a amostra 6 (6,0% e 102,43 min)  mostrou o menor teor de 

lignina (22,65%), índice de cristalinidade baixo (54%), desestruturações ou 

descamações das fibras (após o pré-tratamento e após a hidrólise enzimática) e maior 

concentração de açúcares redutores totais (28,21 g/L). Esta amostra, igualmente, 

mostrou-se favorável para o processo de combustão, resultando em um valor de 12,640 

MJ/kg do poder calorífico. 

Além disso, os MEVs confirmaram que as estruturas dos materiais foram 

alteradas após pré-tratamento, possibilitando a acessibilidade à celulose. Confirmado, 

semelhantemente, pelas concentrações de açúcares redutores totais maiores em 

comparação ao bagaço de cana bruto.  

A amostra demonstrou potencial de produção de biogás, com volume de 

aproximadamente 55 NmL e 154 NmL/g (em relação ao DQO adicionada). Como as 

citações na literatura trazem a importância do emprego de diferentes temperaturas para 

obter grandes extensões de deslignificação e eficiência de pré- tratamentos e 

consecutivamente, obtendo êxito na produção de biogás, um 2º planejamento foi 

proposto em sistema pressurizado para inclusão desta variável, juntamente com razão 

sólido-líquido e tempo, levando a comparações (item 8) com este 1° planejamento 

experimental, visando produção de biogás de modo eficaz e executável. 
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6 MATERIAL E MÉTODOS DO PLANEJAMENTO 2 

6.1 Preparo do bagaço de cana-de-açúcar  

 O bagaço de cana utilizado foi fornecido por Jatiboca Usina de Açúcar e Etanol 

(Ponte Nova, Minas Gerais, Brasil), sendo o mesmo pertencente à safra de 2015/2016. 

O bagaço de cana-de-açúcar, coletado com uma umidade de aproximadamente 50%, foi 

submetido a um processo de lavagem com água destilada a 60°C por um período de 1 h, 

visando à remoção dos açúcares residuais do processo de moagem da cana-de-açúcar 

feito pela usina e consequentemente, melhor preservação do material durante o 

armazenamento. Após esse procedimento, o bagaço de cana-de-açúcar foi espalhado 

para secagem natural durante aproximadamente 15 dias, até que sua umidade chegasse a 

valores próximos de 10%. O bagaço foi estocado em ambiente com temperatura inferior 

a 0°C para melhor conservação.  

A caracterização do bagaço bruto (BB) foi efetuada pela equipe do Laboratório 

de Química Tecnológica e Ambiental- Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP-

MG) e as informações foram cedidas por estes. 

 

6.2 2° Planejamento experimental  

Realizou-se um 2° planejamento experimental (2
3
), Tabela 12. As condições de 

pré-tratamento de bagaço de cana-de-açúcar, com ácido cítrico, foram otimizadas por 

meio do planejamento experimental Doehlert (Pedersen e Meyer) quadrático.  

Este planejamento permite avaliar vários níveis entre os pontos extremos e o 

ponto central, assim como verificar quais variáveis foram significativas para o pré-

tratamento proposto, além de estabelecer as melhores condições para remoção 

significativa de lignina, a melhor relação entre as variáveis, bem como, verificar os 

melhores resultados para alcançar um ponto máximo na hidrólise enzimática e 

consequentemente, a produção de biogás. As variáveis avaliadas foram temperatura (T, 

°C), tempo (t, min) e a razão sólido líquido (RSL, g.mL
-1

).  

A inclusão da variável temperatura foi feita baseando-se no 1° planejamento e 

em estudos citados na literatura, que mostram que maiores tempos e temperaturas são 

favoráveis à solubilização da celulose (PAPA et al., 2015; CHIARAMONTI et al., 

2012; CANILLHA et al., 2011; BENJAMIN et al., 2013; LI et al., 2013; MEIGHAN et 

al., 2017).  
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Tabela 12. 2° Planejamento Fatorial de pré-tratamento 

Variável Níveis de razão sólido-líquido (RSL) 

RSL (g/mL)  

-1 -0,5 0 0,5 1 

 

 

3 5,25 7,5 9,75 12 

 

 
Níveis de temperatura (T) 

T (°C) 

-0,866 -0,577 -0,289 0 0,289 0,577 0,866 

120 130 140 150 160 170 180 

 
Níveis de tempo (t) 

t (min)   

-0,817 0 0,817 

  

  

20 55 90 

   

Experimentos RSL (g.mL
-1

) T (°C) t (min) 

1 5,25 120 55 

2 9,75 120 55 

3 7,5 130 90 

4 5,25 140 20 

5 9,75 140 20 

6 (c) 7,5 150 55 

7 (c) 7,5 150 55 

8 12 150 55 

9 (c) 7,5 150 55 

10 (c) 7,5 150 55 

11 3 150 55 

12 (c) 7,5 150 55 

13 9,75 160 90 

14 5,25 160 90 

15 7,5 170 20 

16 9,75 180 55 

17 5,25 180 55 
      c: ponto central                               Fonte: Autora 

 

Chiaramonti e seus colaboradores (2012) traz que a temperatura de reação é um 

parâmetro operacional importante, mesmo que seja uma etapa que consuma energia. A 

hidrólise ácida pode ser realizada a baixa temperatura com ácidos concentrados ou a alta 

temperatura com ácidos diluídos, sendo esta última, uma opção mais adequada e 

provavelmente o método mais comum entre os pré-tratamentos químicos. Outro 

parâmetro-chave do processo na hidrólise ácida é o tempo de reação. O pré-tratamento 

com ácido diluído pode ser realizado em tempo de retenção curto (1 - 5 min) e em alta 

temperatura, ou em tempo de retenção longo (30 - 90 min) e em temperatura mais baixa. 
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Se o tempo de reação for superior a 1 h, a concentração de xilose diminui devido à 

degradação. 

Pu e colaboradores (2013) acrescentam ainda, que estudos de pré-tratamentos 

com ácidos diluídos, envolvem tratamentos da biomassa com combinação de pH ácido, 

calor e pressão com tempos de permanência que variam de menos de um minuto a 1 h. 

Geralmente realizados com 0,4 – 2,0% (p/p) à uma temperatura de 140 – 200°C. 

 

6.3 Pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar 

Os ensaios de pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar foram realizados, no 

Laboratório de Química Tecnológica e Ambiental do Departamento de Química 

(UFOP), em reator tubular de aço inox 316 L do tipo autoclave com anel de vedação 

feito de politetrafluoretileno (PTFE) (Figura 37 - 1) e capacidade de 475 mL.  

 Para o aquecimento dos reatores durante a etapa de hidrólise utilizou-se um 

banho termostatizado de 25,0 L contendo glicerina como fluido de aquecimento da 

marca Marconi. As temperaturas ideais foram programadas e monitoradas com auxílio 

de um termopar (Figura 37 - 2).  

 

Figura 37: Sistemas usados no pré-tratamento 

         

Fonte: Autora (1- Reator tubular de aço inoxidável; 2 - Banho termostatizado contendo glicerina como 

fluido de aquecimento) 

 

1 2 
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As dimensões do reator de pré-tratamento devem ser limitadas para reduzir o 

volume e os custos e o uso de materiais dispendiosos devem ser evitados (isso também 

depende das condições operacionais do processo, como temperatura e pressão), ou seja, 

o design ideal é um ajuste entre desempenho e custos (CHIARAMONTI et al., 2012). 

O conteúdo de água (aproximadamente 146,0 mL) do bagaço de cana foi 

contabilizado somente nos balanços de massa. A massa de BB utilizada foi de 30,0 g, 

fundamentado-se em estudos dos autores como Novo et al. (2011), Adarme et al., 2017 

e Meighan et al. (2017).  

Após o pré-tratamento, o reator foi imediatamente resfriado num banho de gelo e 

aberto, e o BB pré-tratado foi prensado a 9 toneladas em uma prensa hidráulica da 

marca SOLAB®.  

O volume da fração líquida liberada após filtragem foi armazenado em 

recipientes (tubos falcons) fechados, em geladeira. Parte foi filtrada em filtros de 

nitrocelulose com tamanhos de poros de 0,45 μm, para quantificação dos açúcares, 

ácidos orgânicos, 2-furfuraldeído (FF) e 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF) por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em um sistema Shimadzu HPLC 

equipado com uma coluna Aminex HPX 87H (300 × 7,8 mm Bio-Rad) mantido a 55 ° C 

(Shimadzu, modelo CTO-30A) usando um detector de índice de refração (Shimadzu, 

modelo RID-6A) para açúcar e um detector UV-VIS (Shimadzu SPD-10AV) ajustado 

nos comprimentos de onda de 210 nm e 274 nm para ácidos orgânicos e produtos de 

degradação de açúcar, respectivamente. O ácido sulfúrico (5 mmol L
− 1

) foi utilizado 

como eluente com vazão de 0,6 mL/min (ADARME et al., 2017; LIMA, 2018). Uma 

quantidade de hidrolisado sem filtrar foi reservada para os ensaios de digestão 

anaeróbia. 

O bagaço pré-tratado (fração sólida) (sem lavagem após prensagem) foi pesada e 

armazenada em sacos zip lock, em geladeira, para caracterizações. Antes de cada 

caracterização, as amostras foram lavadas com água destilada até pH neutro e seco em 

estufa de circulação de ar a 105°C por 12 horas. 

As caracterizações das amostras pré-tratadas foram realizadas por metodologias 

de referência, sendo: umidade (descrito no item 4.4.1), lignina Klason insolúvel e 

solúvel (descrito no item 4.4.4), holocelulose (descrito no item 4.4.5), celulose (descrito 

no item 4.4.6) e hemiceluloses por medida indireta da diferença entre os teores de 

holocelulose e celulose. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) descrito no item 
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4.5, difração de raios-X (DRX) descrito no item 4.6 e poder calorífico descrito no item 

4.12 foram realizados juntamente. 

Todas as análises químicas descritas foram realizadas em triplicata e os valores 

foram expressos em base seca e considerando o rendimento dos pré-tratamentos.  

A otimização dessas condições para o pré-tratamento de BB pode garantir uma 

melhor utilização da fração líquida para produção de biogás. 

O fluxograma do presente estudo, para o planejamento 2, está representado de 

forma esquemática na Figura 38.  

 

Figura 38. Fluxograma esquemático das etapas do procedimento experimental para o 2° 

planejamento. 

 

Fonte: Autora 
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6.4 Caracterizações do bagaço de cana-de-açúcar antes e após pré-tramento 

6.4.1 Teor de Umidade 

A determinação do teor de umidade das amostras foi realizada em balança 

OHAUS® MB23, de acordo com descrição no item 4.41.  

 

6.4.2 Teor de extrativos 

A quantificação dos extrativos presentes na biomassa foi determinada conforme 

item 4.4.2. 

6.4.3 Teor de Cinzas 

O teor de cinzas da amostra foi determinado segundo a Norma TAPPI T211 om-

02, no Laboratório de Química Tecnológica e Ambiental do Departamento de Química 

(UFOP).  

Os cadinhos de porcelana foram calcinados em mulfla a 525ºC por 4 h e em 

seguida, resfriados, à temperatura ambiente, em dessecador e tarados. Cerca de 1,0 (com 

precisão de 0,001 g) g de amostra (40-60 mesh) livre de umidade foi pesada em um 

cadinho previamente tarado. Esse procedimento foi realizado em triplicata. Os cadinhos 

foram aquecidos a 100ºC e nessa temperatura permaneceram por 1 h. Após esse tempo, 

a temperatura foi aumentada gradualmente de 50 em 50ºC a cada 40 min (rampa de 

1,25ºC/min.) a fim de carbonizar a amostra suavemente. Os cadinhos foram mantidos a 

525ºC por 4 h e resfriados a temperatura ambiente em dessecador.  

O teor de inorgânicos foi determinado gravimetricamente e calculado segundo as 

equações no item 4.4.3. 

 

6.4.4 Teor de lignina  

O teor de lignina da amostra foi determinado segundo a Norma TAPPI T222 

om-98, modificada, de acordo com o descrito item 4.4.4. 

 

6.4.5 Teor de holocelulose 

O teor de holocelulose da amostra foi determinado de acordo com o descrito 

item 4.4.5. 
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6.4.6 Teores de celulose e hemiceluloses 

O teor de celulose da amostra foi determinado de acordo com o descrito item 

4.4.5. 

O conteúdo de hemiceluloses foi determinado como a percentagem da diferença 

entre os teores de holocelulose e celulose em relação à massa inicial de amostra seca, 

considerando o rendimento calculado na obtenção da holocelulose, descrito no item 

4.4.6.  

 

6.4.7 Rendimento e deslignificação e balanço de massa e perda de massa 

O cálculo de rendimento do processo de pré-tratamento, da influência de 

deslignificação, balanço e perda de massa foram determinados segundo item 4.4.7. 

 

6.5 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

Para análise da superfície, as amostras foram analisadas em microscópio 

eletrônico de varredura, de acordo com item 4.5. 

 

6.6 Difração de Raios-X (DRX) 

As análises de difração de raios-x foram realizados segundo item 4.6. 

 

6.7 Ensaio de hidrólise enzimática 

Após os diferentes pré-tratamentos aplicados nos resíduos lignocelulósicos, os 

mesmos foram utilizados em processos de hidrólise enzimática (HE), conforme descrito 

no item 4.7.  

Para essa etapa, as amostras foram lavadas com água destilada até pH neutro, 

seca em estufa de circulação de ar a 105°C por 12 horas. De acordo com Taherzadeh e 

Karimi (2007a) diferentes inibidores químicos podem ser produzidos durante o pré-

tratamento ácido que reduz a atividade da celulase e, portanto, a lavagem com água é 

necessária para a biomassa pré-tratada antes da hidrólise enzimática. 

Vale destacar que, durante os ensaios, a concentração inicial da enzima foi 

fixada em 10 FPU/mL em relação à celulose presente no substrato. Essa dosagem foi 

utilizada uma vez que é considerada viável economicamente (BATALHA et al., 2015; 

LIMA, 2018). 
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A fração sólida, após a hidrólise enzimática, foi lavada com água destilada até 

pH neutro e seca em estufa de circulação de ar a 105ºC por 12 h. As amostras foram 

armazenadas em sacos plásticos zip lock, hermeticamente fechados e reservadas para 

caracterizações (teor de umidade e poder calorífico) e para os ensaios de digestão 

anaeróbia. 

Além da determinação da concentração de ART, as frações líquidas foram 

filtradas em filtros de nitrocelulose com tamanhos de poros de 0,45 μm e para 

quantificação dos açúcares (glicose e xilose), submetidas à cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE), conforme descrito no item 4.7. 

A perda de massa (PM) do processo de hidrólise enzimática foi calculada em 

relação à massa final da biomassa após o pré-tratamento (base seca) e a massa inicial da 

biomassa in natura, conforme equação 36 (item 4.7). Os resíduos da hidrólise foram 

separados para posterior quantificação de massa residual. A conversão enzimática de 

celulose, de acordo com a equação 37, do item 4.7. 

A otimização das condições para o pré-tratamento de BB juntamente com a HE 

pode garantir uma melhor utilização da fração sólida para produção de biogás. 

 

6.8 Determinação da demanda química de oxigênio – DQO 

As análises de DQO foram realizadas de acordo com descrito item 4.8.  

Foi realizado DQO da fração sólida (após HE) e líquida (após o pré-tratamento) 

da melhor condição para a produção de biogás. 

 

6.9 Determinação de Sólidos Suspensos Voláteis (SSV) 

A determinação de SSV do inoculo anaeróbico e do sólido resíduo obtido após a 

HE foi de acordo com o descrito item 4.9. 

 

6.10 Digestão anaeróbia de materiais lignocelulósicos  

Para os testes de digestão anaeróbia (DA) foram utilizados como substrato o 

resíduo do pré-tratamento do bagaço de cana (fração líquida) e a fração sólida resultante 

da hidrólise enzimática do bagaço de cana, conforme descrito no item 4.10. 

Destaca-se que para o planejamento experimental apresentado na Tabela 12 foram 

criadas superfícies de respostas para variáveis estudadas: eficiência de deslignificação, 
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teor de celulose, teor de hemicelulose e rendimento de hidrólise enzimática. Em função 

dessas otimizações foram feitos o biogás da melhor condição do planejamento 2.  

 

6.11 Monitoramento do biogás  

A produção de biogás (fração líquida e sólida) foi monitorada, diariamente, 

registrando por meio da aferição da pressão volume acumulado de biogás, conforme 

citado no item 4.11.  

 

6.12 Determinação do poder calorífico 

O valor do poder calorífico foi obtido experimentalmente através da análise da 

biomassa, descrito no item 4.13. 

 

7 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

7.1 Pré-tratamento e caracterização do bagaço de cana-de-açúcar 

Apesar de alguns autores defenderem a inclusão de etapas de moagem antes do 

pré-tratamento, alguns pesquisadores (BALLESTEROS, 2002; MOSIER et al., 2005) 

defendem que o uso de tal etapa não se faz necessário, uma vez que em muitas 

biomassas as partículas se quebram naturalmente quando são submetidas a processos de 

aquecimento em meio aquoso. Além disso, é muito discutido se as melhorias no 

processo são suficientes para compensarem o gasto energético envolvido durante as 

operações de trituração (BAÊTA, 2016), por tal motivo no presente estudo optou-se por 

não utilizar uma etapa previa de moagem (Figura 39) do BB.  

Algumas amostras apresentaram coloração mais escura e amarronzada 

diferente do bagaço in natura, provavelmente está associada com a quebra química da 

lignina e extrativos (SUN et al., 2005) e/ou ser relacionada com os produtos de 

degradação de açúcares que são gerados em temperaturas elevadas durante o pré-

tratamento (caramelização dos açúcares) (OLIVEIRA, 2012). Alternativamente, o 

aparecimento de produtos acastanhados em amostras tratadas pode estar relacionado 

com a formação de pseudo-melanoidinas a partir de produtos de degradação de açúcar 

que são produzidos a temperaturas de pré-tratamento de vapores superiores 

(aproximadamente 190°C) (SUN et al., 2005). 
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Figura 39. Bagaço de cana-de-açúcar in natura e pré-tratados 

 
 

Fonte: Autora. (1 - Bagaço de cana in natura; 2 - bagaço pré-tratado: amostra 2; 3 - bagaço pré-tratado:  

amostra 5;  4 - bagaço pré-tratado: amostra 15; 5 - bagaço pré-tratado: amostra 17).   

 

De acordo com alguns autores como Pérez et al. (2007), as variáveis 

consideradas mais importantes durante os processos de pré-tratamento envolvendo 

biomassas lignocelulósicas incluem, temperatura, tempo de residência, tamanho de 

partícula e razão sólido-líquido. Ballesteros et al. (2002) reportou em seus estudos 

avaliando a extração de hemiceluloses em resíduos agrícolas herbáceos, que o aumento 

da temperatura e do tempo de residência resultou em maior conversão de hemiceluloses 

em açúcares. No entanto, quando condições severas são utilizadas, um maior controle 

do processo é exigido, uma vez que aumenta a possibilidade da degradação dos açúcares 

monoméricos. Autores como Karagöz et al. (2004) mostraram que a preservação de 

produtos como açúcares C5 e C6 é possível em menores temperaturas e maiores tempos 

de residência. 

No caso da hidrólise ácida, esta é uma técnica efetiva na solubilização do 

componente hemicelulósico da biomassa, provocando a desacetilação e 

despolimerização da fração hemicelulósica, tornando a celulose mais acessível à 

digestão. Combinações entre concentração de ácido, temperatura e tempo de reação 

podem gerar grandes quantidades de açúcares provenientes dessa fração. Durante o pré-

tratamento ácido, os catalisadores liberam prótons (íon H3O
+
) que clivam as ligações 
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heterocíclicas de éter entre os monômeros das cadeias macromoleculares da 

hemicelulose e, no caso de ácidos concentrados, da celulose (GEHLEN, 2013; LIU, 

2010).  

A quebra das ligações glicosídicas é aumentada quando os oligômeros são 

distanciados da superfície sólida, sendo que sob elevadas temperaturas, a elevação da 

constante dielétrica do meio facilita a difusão dos oligômeros para fase líquida (LIU, 

2010; BAÊTA, 2016) e os ácidos orgânicos, liberados durante o pré-tratamento em 

função do vapor em alta temperatura, atacam as ligações glicosídicas dos carboidratos, 

reduzindo também o grau de polimerização da molécula (OVEREND e CHORNET, 

1987). Como as hemiceluloses tem uma estrutura supramolecular amorfa e de maior 

acesso aos reagentes químicos do que a celulose (FENGEL e WEGENER, 1989), a 

impregnação de vapor provoca hidrólise preferencialmente das hemiceluloses, 

removendo-a do material pré-tratado (OLIVEIRA, 2012). 

Para o pré-tratamento com ácido cítrico e autoclave, Rossi (2015) menciona 

que é imprescindível, para a eficiência do processo de extração, o aumento de 40% na 

concentração de ácido cítrico. O tempo de permanência do material na autoclave tem 

significância menor (3,2%) nos resultados, indicando que o processo em 15 minutos 

tem eficiência similar ao tempo de 30 minutos. Isto é importante, pois se pode diminuir 

o custo energético do processo.  

Bonomi, (2010) aborda que é de fundamental importância com respeito à 

eficiência do pré-tratamento hidrolítico ácido, o qual demanda concentrações adequadas 

de íons hidroxônios (H3O
+
), formados a partir da água e do ácido dissociado. A 

insuficiência de água na biomassa resultaria em menor formação de íon hidroxônio, 

bem como reduzida disponibilidade de fluido de transporte deste no interior da 

biomassa, e consequente perda de eficiência da capacidade hidrolítica. Portanto, neste 

caso, o desafio consiste em determinar a quantidade ótima de água no bagaço, de modo 

a garantir efetiva impregnação da biomassa, enquanto se obtém uma carga de sólidos no 

reator, principalmente em processos de explosão a vapor. 

Por fim, Martin et al., 2007, evidencia que a hidrólise de celulose com ácido 

diluído é realizada a alta temperatura e para pré-hidrólise de hemiceluloses, o processo é 

realizado a temperaturas relativamente baixas. A pré-hidrólise com ácido diluído pode 

ser usada como um método de pré-tratamento para aumentar a reatividade da celulose 

em direção às celulases. 
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 Logo, abordou-se as 3 variáveis (temperatura, RSL e tempo) para avaliar as 

influências destas em relação ao pré-tratamento com ácido cítrico diluído, como  as 

referências mencionadas. 

Prossegue-se a análise da composição química e caracterização do bagaço de 

cana-de-açúcar bruto e após o pré-tratamento. 

A composição química do bagaço bruto (BB) (Tabela 13) está de acordo com 

aquela encontrada por outros autores. 

 

Tabela 13. Caracterização química do bagaço de cana-de-açúcar in natura. 

Amostra/Teste BB 

Umidade (%) 9,97 ± 0,06 

Extrativos (%) 2,31 ± 0,02 

Lignina Total (%) 26,49 ± 0,04 

Celulose (%) 40,94 ± 0,59 

Hemiceluloses (%) 56,13 ± 0,65 

Cinzas (%) 0,41 ± 0,02 

Balanço de massa (%) 123,97 
Fonte: Autora 

 

A Tabela 14 apresenta os resultados de caracterização dos bagaços pré-tratados 

pelo processo ácido cítrico diluído. 

 

Analisando os rendimentos, obteve-se valores acima de 80% para os 

experimentos 5 (RSL= 9,75 g.mL
-1

, T=140°C e t=20 min), 1 (RSL= 5,25 g.mL
-1

, 

T=120°C e t=55 min), 3 (RSL= 7,5 g.mL
-1

, T=130°C e t=90 min), 4 (RSL= 5,25 g.mL
-1

, 

T=140°C e t=20 min), 8 (RSL= 12,0 g.mL
-1

, T=150°C e t=55 min), 15 (RSL= 7,5 g.mL
-

1
, T=170°C e t=20 min), 2 (RSL= 9,75 g.mL

-1
, T=120°C e t=55 min) e 9 (RSL= 7,5 

g.mL
-1

, T=150°C e t=55 min). 

Em temperaturas altas (180°C) os rendimentos foram baixos, como esperado, 

há uma perda de massa em função da degradação irreversível dos polissacarídeos 

(PASQUINI, 2004). Os maiores rendimentos ficaram na faixa abaixo de 140° C, sem 

relação com a razão sólido-líquido e tempo. 
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Tabela 14. Caracterização química do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com ácido cítrico. 

Amostra/

Teste 

RSL 

(g.mL
-1

) 

T 

(°C) 

t 

(min) 

Rendimento 

(%) 

Umidade  

(%) 

Lignina 

Total (%)
*
 

Deslignificação 

(%) 

Celulose  

(%)
*
 

Hemiceluloses 

(%)
*
 

Balanço de 

Massa (%) 

1 5,25 120 55 94,23 2,58 ± 0,00 22,56 ± 0,05 10,44 25,05 ± 1,08 36,08 ± 1,56 83,69 

2 9,75 120 55 80,95 2,44 ± 0,00 22,03 ± 0,00 12,52 51,72 ± 8,60 0,10 ± 0,02 73,86 

3 7,50 130 90 91,36 2,35 ± 0,01 25,18 ± 0,68 0,03 44,38 ± 2,97 19,75 ± 1,32 89,31 

4 5,25 140 20 89,81 2,11 ± 0,00 23,17 ± 2,01 8,01 40,98 ± 3,29 22,98 ± 3,82 87,14 

5 9,75 140 20 95,68 2,39 ± 0,01 27,59 ± 1,64 -9,55 35,97 ± 1,15 29,79 ± 0,95 93,36 

6 (c) 7,50 150 55 70,67 2,28 ± 0,01 18,34 ± 1,35 27,21 36,20 ± 10,63 11,32 ± 3,32 65,87 

7 (c) 7,50 150 55 78,87 2,37 ± 0,01 20,02 ± 2,91 20,52 40,25 ± 7,62 13,06 ± 2,47 73,32 

8 12,00 150 55 83,94 2,45 ± 0,01 21,05 ± 0,45 16,42 40,01 ± 5,41 14,82 ± 2,00 75,88 

9 (c) 7,50 150 55 80,74 2,46 ± 0,00 19,58 ± 4,42 22,27 41,63 ± 7,02 11,07 ± 1,87 72,29 

10 (c) 7,50 150 55 78,91 2,55 ± 0,01 16,27 ± 3,83 35,40 39,28 ± 7,42 12,07 ± 2,28 67,62 

11 3,00 150 55 73,12 2,45 ± 0,01 21,90 ± 4,88 13,07 36,74 ± 9,55 13,13 ± 3,41 71,77 

12 (c) 7,50 150 55 74,83 2,14 ± 0,01 19,52 ± 2,40 22,49 36,26 ± 8,62 13,65 ± 3,25 69,43 

13 9,75 160 90 78,18 2,43 ± 0,01 21,61 ± 3,11 14,23 40,17 ± 7,93 11,01 ± 2,17 72,78 

14 5,25 160 90 74,53 2,23 ± 0,00 14,99 ± 1,84 40,46 40,73 ± 9,84 10,18 ± 2,46 65,90 

15 7,50 170 20 83,80 2,51 ± 0,01 12,52 ± 2,16 50,28 41,57 ± 5,68 16,71 ± 2,29 70,81 

16 9,75 180 55 65,22 2,39 ± 0,00 16,33 ± 0,28 35,16 36,52 ± 13,77 7,39 ± 2,79 60,24 

17 5,25 180 55 64,92 2,16 ± 0,02 22,55 ± 0,67 10,47 39,14 ± 14,95 4,90 ± 1,87 66,59 

*
Considerando o rendimento e umidade no pré-tratamento. 

Fonte: Autora 
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Os resultados obtidos nestes experimentos foram analisados com os programas 

Statistica® versão 7.0 (a partir do modelo quadrático).  

Os resultados de rendimento foram analisados por ANOVA (Tabela 15) sendo 

possível a construção de um diagrama de Pareto (Figura 40) para observar os efeitos 

significativos, do ponto de vista estatístico, das variáveis independentes (RSL, T e t) 

sobre a variável dependente (rendimento). As análises de variância (ANOVA e Pareto) 

dos resultados experimentais foram realizadas para eliminar os efeitos não 

significativos. 

 

Tabela 15. Análise de variância (ANOVA) para rendimento. 

ANOVA - Rendimento 

Fator 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrado 

médio 

F-

calculado p-valor 

RSL(g/mL) 20,62 1 20,62 0,85 0,39 

RSL(g/mL)
2
 4,24 1 4,24 0,18 0,69 

T (°C) 697,84 1 697,84 28,91 0,00 

T (°C)
2
 2,08 1 2,08 0,09 0,78 

t (min) 105,92 1 105,92 4,39 0,07 

t (min)
2
 274,12 1 274,12 11,36 0,01 

RSL x T 46,01 1 46,01 1,91 0,21 

RSL x t 10,25 1 10,25 0,42 0,53 

T x t 16,99 1 16,99 0,70 0,43 

Erro 168,95 7 24,14 
  

Total 1347,46 16 
   

Fonte: Autora 

 

O diagrama de Pareto (Figura 40) mostra que a variável T possui um efeito 

significativo negativo e a variável t por efeito ao quadrado tem efeito positivo sobre a 

variável dependente rendimento, o que é confirmado pelos p-valores inferiores a 0,05 na 

análise de variância realizada (Tabela 15). Assim, os maiores rendimentos foram em 

baixas temperaturas.  

 

 

 

 



 

141 

 

Figura 40. Diagrama de Pareto para o pré-tratamento ácido de bagaço de cana-de-

açúcar considerando os efeitos padronizados das variáveis independentes (RSL, T e t) 

em relação ao rendimento. 

 

Fonte: Autora 

 

A escolha do melhor processo para a conversão de biomassa não deve focar 

somente em resultados de uma única etapa e sim pela análise do efeito combinado de 

todas as etapas envolvidas nesse processo (GALBE; ZACCHI, 2010). Para isso, é 

necessário calcular o rendimento global do processo, o que facilita a escolha da melhor 

configuração de etapas de pré-tratamento e hidrólise enzimática para o processo de 

conversão de celulose a açúcares fermentescíveis (OLIVEIRA, 2012). Em outras 

palavras, as conversões globais do rendimento do pré-tratamento deve ser levado em 

conta, pois pode decair o valor em condições mais severas. O que facilita na escolha da 

melhor configuração para o processo de conversão de celulose à açúcares 

fermentescíveis e consequentemente, uma viabilidade econômica do processo. 

Perante o exposto, foram construídas superfícies de respostas e suas respectivas 

curvas de contorno (Figura 41) para expressar graficamente as melhores condições 

experimentais.  

Nas razões sólido-líquido intermediárias (RSL: 5,25 a 9,75 g.mL
-1

), 

temperaturas baixas (T: 120 a 140°C) e nos 3 níveis de tempo de retenção (t: 20, 55 e 90 

min), converteram em balanço de massa na faixa de 80 a 95%. 
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Figura 41. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da RSL, T e t com rendimento (%). 

  
Relação RSL x T 

   
Relação RSL x t                                                                                                  

   
Relação T x t 

Fonte: Autora 
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Conforme a Tabela 14 é possível observar que os pré-tratamentos das amostras 

15 (RSL=7,5 g.mL
-1

, T=170°C e t=20 min), 14 (RSL=5,25 g.mL
-1

, T=160°C e t=90 

min), 10 (RSL=7,5 g.mL
-1

, T=150°C e t=55 min), 16 (RSL=9,75 g.mL
-1

, T=180°C e 

t=55 min), 6 (RSL= 7,5 g.mL
-1

, T=150°C e t=55 min), 12 (RSL=7,5 g.mL
-1

, T=150°C e 

t=55 min), 9 (RSL=7,5 g.mL
-1

, T=150°C e t=55 min) e 7 (RSL=7,5 g.mL
-1

, T=150°C e 

t=55 min) acarretaram em valor de lignina abaixo de 20 %: 12,52%, 14,99%, 16,27%, 

16,33%, 18,34%, 19,52%, 19,58% e 20,02 % respectivamente. Porém, todo o material 

pré-tratado apresentou valores de lignina inferior ao encontrado no material de partida 

(BB), indicando a eficiência do procedimento ácido, exceto a amostra 5. Em relação aos 

pontos centrais (amostras 6,7,9,10 e 12) a deslignificação resultou em media de 25,78%. 

Pré-tratamentos da biomassa com ácido diluído podem causar a fragmentação da 

lignina, resultando em remoção da lignina de 2 – 24% (PU et al.,2013). 

Perante o exposto, foram construídas superfícies de respostas e suas respectivas 

curvas de contorno para expressar graficamente as melhores condições experimentais. 

Essas superfícies são apresentadas na Figura 42 para lignina. 

As superfícies de resposta e de contorno expressam graficamente as regiões 

experimentais ótimas. É possível perceber que as condições de temperaturas acima de 

150°C e na faixa de 5,25 a 9,75 (g/mL) induziram a uma deslignificação maior. No que 

se refere à t e RSL, tempos acima de 20 min e  níveis de 5,25 a 9,75 (g/mL) mostram 

condições favoráveis para obtenção de baixos teores de lignina. A maior influencia, no 

processo de pré-tratamento com ácido cítrico diluído em relação à deslignificação, foi 

em temperaturas altas (acima de 150°C), porém não foi definitivo em relação ao tempo. 

Esses resultados sugerem, a princípio, em resumo, que nas condições de RSL de 

5,25 a 9,75 g.mL
-1

 e de temperatura superior a 150 °C ocasionaram a redução do teor de 

lignina, independente do tempo de reação. As deslignificações altas corroboram com 

esta afirmação. 

Algumas amostras podem ter remoção alta de lignina, porém houve um 

rendimento do processo de pré-tratamento baixo. Isso pode ser explicado pelo processo 

ser agressivo, em condições severas, como por exemplo, a amostra 16. 

Em temperaturas superiores (acima de 100°C) e em meio ácido, as ligações 

químicas da lignina, tais como α-O-4 e β-O-4, podem ser rompidas, permitindo as 

reações de condensação e a modificação da lignina na parede celular da planta (PU et 

al., 2013; BAÊTA et al., 2016). 
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Figura 42. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da RSL, T e t com lignina (%). 

   
Relação RSL x T 

  
Relação RSL x t 

  
Relação T x t 

Fonte: Autora 
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Bonomi (2010) apresenta que a solubilização e fracionamento da lignina 

associada a elevadas severidades de processo são potencialmente prejudiciais às etapas 

subsequentes (hidrólise enzimática e fermentação, por exemplo), em virtude da 

deposição de lignina sobre a superfície da polpa celulósica, bem como da geração de 

compostos inibidores da fermentação, tais como derivados fenólicos e ácidos orgânicos. 

Os resultados da análise de variância univariada (ANOVA) para a celulose 

encontra-se na Tabela 16. A interação das variáveis RSL x T foi significativa (p-valor < 

0,05), do modo que o diagrama de Pareto, apresentado na Figura 43, confirma 

influência e é possível perceber que a aplicação dessas variáveis em seus níveis 

inferiores favorecem a eficiência da hidrólise da celulose. 

 

Tabela 16. Análise de variância (ANOVA) para celulose. 

ANOVA - Celulose 

Fator 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrado 

médio 

F-

calculado p-valor 

RSL(g/mL) 39,13 1 39,13 1,92 0,21 

RSL(g/mL)
2
 0,18 1 0,18 0,01 0,93 

T (°C) 0,52 1 0,52 0,02 0,88 

T (°C)
2
 0,72 1 0,72 0,03 0,86 

t (min) 7,61 1 7,61 0,37 0,56 

t (min)
2
 15,84 1 15,84 0,78 0,41 

RSL x T 214,62 1 214,62 10,57 0,01 

RSL x t 45,51 1 45,51 2,24 0,18 

T x t 15,58 1 15,58 0,77 0,41 

Erro 142,17 7 20,31 
  

Total 445,05 16 
   

Fonte: Autora 

 

O teor de celulose eleva-se após o pré-tratamento, considerando o rendimento da 

etapa, na faixa de 52 a 41 %, para as amostras 2 (RSL=9,75 g.mL
-1

, T=120°C, t=55 

min), 3 (RSL=7,5 g.mL
-1

, T=130°C, t=90 min), 9 (RSL=7,5 g.mL
-1

, T=150°C, t=55 

min), 15 (RSL=7,5 g.mL
-1

, T=170°C, t=20 min), 4 (RSL=5,25 g.mL
-1

, T=140°C, t=20 

min) e 14 (RSL= 5,25 g.mL
-1

, T=160°C, t=90 min).  

Em comparação, o teor de celulose obtido do BB foi de 40,94% e para os pontos 

centrais, foi um teor médio de 38,72%. 
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Figura 43. Diagrama de Pareto para o pré-tratamento ácido de bagaço de cana-de-

açúcar considerando os efeitos padronizados das variáveis independentes (RSL, T e t) 

em relação à celulose. 

 

Fonte: Autora 

 

Estudos mostram que a celulose em temperatura elevada (acima de 170°C) sofre 

reações de ruptura na sua cadeia polimérica, diminuindo o seu grau de polimerização, 

além de sofrer também reações de degradação (desidratação dos açúcares levando a 

hidroximetilfurfural) (FENGEL; WEGENER, 1989, OLIVEIRA, 2012), sendo que 

quanto maior a temperatura do pré-tratamento, maior a velocidade de degradação 

(OLIVEIRA, 2012; GLASSER; WRIGHT, 1998; RAMOS, 2003).  

Perante o exposto, foram construídas superfícies de respostas e suas respectivas 

curvas de contorno para expressar graficamente as melhores condições experimentais. 

Essas superfícies são apresentadas na Figura 44 para celulose. 

Analisando os dados, em relação ao teor de celulose, verifica-se que os maiores 

valores são obtidos nas condições: menor RSL, entre 5,25 e 7,5 g/mL (exceto para 

amostra 2), T abaixo de 160°C (exceto amostra 15) e t independentemente.  
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Figura 44. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da RSL, T e t com celulose (%). 

  

Relação RSL x T 

  

Relação RSL x t 

   
Relação T x t 

Fonte: Autora 
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As interações das variáveis RSL x t e a variável T foram significativas para a 

eficiência de hemiceluloses (p-valor < 0,05). A análise de variância univariada 

(ANOVA), tabela 17, e o diagrama de Pareto apresentado na Figura 45 confirmam o 

valor positivo dos efeitos padronizados, sendo a influência das interações das variáveis 

RSL x t a mais significativa. Além disso, a variável T foi significativa, em seus níveis 

inferiores, favorecendo a eficiências de hemiceluloses (efeitos padronizados negativos). 

 

Tabela 17. Análise de variância (ANOVA) para hemiceluloses. 

ANOVA - Hemiceluloses 

Fator 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrado 

médio 

F-

calculado p-valor 

RSL(g/mL) 31,57 1 31,57 0,78 0,40 

RSL(g/mL)
2
 4,32 1 4,32 0,10 0,75 

T (°C) 249,09 1 249,09 6,19 0,04 

T (°C)
2
 0,78 1 0,78 0,02 0,89 

t (min) 135,95 1 135,95 3,38 0,11 

t (min)
2
 131,46 1 131,46 3,27 0,11 

RSL x T 369,93 1 369,93 9,20 0,02 

RSL x t 79,54 1 79,54 1,98 0,20 

T x t 0,16 1 0,16 0,00 0,95 

Erro 281,55 7 40,22 
  

Total 1217,39 16 
   

Fonte: Autora 

 

Figura 45. Diagrama de Pareto para o pré-tratamento ácido de bagaço de cana-de-

açúcar considerando os efeitos padronizados das variáveis independentes (RSL, T e t) 

em relação à hemiceluloses. 

 

Fonte: Autora 

 

A estrutura amorfa de hemiceluloses possui cadeias ramificadas e longas (bem 

menores que as da celulose em termos de grau de polimerização) com presença de 
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grupos hidroxila, ácido carboxílico e grupos acetila, acarretando em maiores 

solubilidades em meio aquoso quando comparado com a celulose (LIMA, 2018). 

Assim, os maiores teores de hemiceluloses, após o pré-tratamento, considerando o 

rendimento da etapa, formaram as amostras 1 (RSL=5,25 g.mL
-1

, T=120°C, t=55 min), 

5 (RSL=9,75 g.mL
-1

, T=140°C, t=20 min), 4 (RSL=5,25 g.mL
-1

, T=140°C, t=20 min), 3 

(RSL=7,5 g.mL
-1

, T=130°C, t=90 min) e 15 (RSL=7,5 g.mL
-1

, T=170°C, t=20 min). 

Para os pontos centrais (amostras 6, 7, 9, 10 e 12), o teor médio foi de 12,23%. 

Para condições intermediárias (150°C/ 55 min / 3 e 7,5 g/mL) foi de ± 12,38%, 

enquanto em condições mais severas (180°C/ 55 min / 5,25 e 9,75 g/mL), esse valor foi 

de ± 9,84% na condição de pré-tratamento com ácido diluído. Esse efeito de 

solubilização da hemicelulose pela ação do vapor ocorre devido à ruptura dos grupos 

acetil presentes nas hemiceluloses desencadeando a autohidrólise das ligações 

glicosídicas dos carboidratos e pelo próprio efeito da temperatura sobre as cadeias de 

hemiceluloses. Maloney et al., (1985) demonstraram em seus estudos de cinética de 

hidrólise de hemiceluloses que a remoção dos grupos acetilas ocorre preferencialmente 

a baixas temperaturas entre 100°C a 130°C, enquanto a taxa de remoção de xilanas se 

faz a temperaturas entre 150-170°C.  

Para os conteúdos de hemiceluloses, há uma reversão das tendências 

observadas para celulose em relação à RSL.  

Foram construídas superfícies de respostas e suas respectivas curvas de 

contorno para expressar graficamente as melhores condições experimentais. Essas 

superfícies são apresentadas na Figura 46 para hemiceluloses.  

No compendio dos dados, os maiores conteúdos de hemiceluloses obtidos foram 

com as seguintes combinações: maior RSL (superior a 5,25 g/mL), T abaixo de 150 °C 

(exceto amostra 15) e t inferiores a 55 min (exceto amostra 3).  

Vale ressaltar que, na literatura, autores demonstraram que a digestibilidade 

enzimática da biomassa é aumentada pela diminuição do teor de lignina e hemiceluloses 

(ZHU et al., 2008; CARVALHEIRO et al., 2008). Novo et al. (2011), estima-se que 

reduzir seu conteúdo em até aproximadamente 70-80% em relação ao montante inicial é 

suficiente. A amostra 2 (RSL=9,75 g.mL
-1

, T=120°C, t=55 min) foi a que apresentou 

maior remoção de hemiceluloses.  
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Figura 46. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da RSL, T e t com hemiceluloses (%). 

  

Relação RSL x T 

  

Relação RSL x t 

  
Relação T x t 

Fonte: Autora 
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Desta forma, estudar as variáveis do processo de pré-tratamento empregando 

ácido cítrico diluído neste 2° planejamento mostrou-se alta remoção de lignina (12-

28%) e hemicelulose (0,1-36%) com concomitante preservação da fração celulósica 

(25-52%) em relação ao 1° plenajemento, na qual obteve-se 22-25% de remoção de 

lignina e 13-18% de hemicelulose e teor de celulose na ordem de 24-37%. 

Em razão de comparação, destacam-se algumas composições (% p/p, base seca) 

de amostras de bagaço de cana, relatadas na literatura. Martín et al. (2007) utilizando 

pré-hidrólise a 22°C, durante 20, 40 ou 60 min, com 2% de H2SO4 na proporção sólido-

líquido de 1:10, obtiveram 43,1 (celulose), 31,1 (hemiceluloses), 11,4 (lignina ) e 14.4 

(outros). Neureiter et al. (2002) testaram os efeitos da concentração de ácido sulfúrico, 

temperatura, tempo e concentração de matéria seca na hidrólise da hemiceluloses, foram 

estudados reatores de hidrólise em bateladas e usando delineamento experimental 

estatístico. A composição foi de 40,2, 26,4, 25,2 e 8,2 para celulose, hemiceluloses, 

lignina e outros, respectivamente. No estudo de Aguilar et al. (2002), obtiveram 38,9 

para celulose, 26,2 para hemiceluloses, 23,9 para lignina e 1,0 para outros, nos quais 

utilizaram hidrólise de ácido sulfúrico em várias temperaturas (100, 122 e 128°C) e 

concentrações de ácido (2% , 4% e 6%). As condições ótimas encontradas foram 2% 

H2SO4 a 122°C por 24 min. 

Nesse contexto, os valores da literatura supracitados podem ter sido superiores 

ou próximos aos alcançados nesse estudo, todavia usou-se acido cítrico diluído, que é 

menos agressivo, viável economicamente e ambientalmente, tornando o processo 

eficiente. Ademais, em processos que utilizam ácidos fortes, pode ocorrer uma elevada 

formação de inibidores enzimáticos. O uso de ácido cítrico diluído, que é um ácido 

fraco, justifica-se pelo fato de minimizar a produção de compostos inibitórios e, como 

consequência, não interferir na ação das enzimas. 

A composição do líquido após o pré-tratamento do bagaço de cana com ácido 

cítrico diluído está representado na tabela 18. 

Em consequência das altas temperaturas e do tempo reacional (fator severidade) 

empregado nos pré-tratamentos durante a hidrólise ácida, os inibidores incluem o ácido 

acético, liberado pela desacetilação (hidrolise dos grupos acetila) das hemiceluloses, os 

ácidos fórmico e levulínico, que são produtos de degradação do açúcar; compostos 

fenólicos que são formados principalmente pela degradação parcial da lignina, e os 

furanos aldeídos, furfural (FF) e 5-hidroximetilfurfural (HMF), que são formados pela 
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degradação de pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose), 

respectivamente (MARTÍN et al., 2007; FANGKUM et al., 2011; BONOMI, 2010; 

LARSSON et al., 2000; QUINTERO-RAMIREZ, 2010; NEUREITER et al., 2002). Por 

sua vez, o furfural pode degradar-se em ácido fórmico ou se polimerizar e o HMF pode 

originar quantidades equimolares de ácido fórmico e levulínico (COSTA et al., 2014; 

BONOMI, 2010). Ademais, desses dois ácidos alifáticos (fórmico e levulínico), forma-

se ácido acético procedente da hidrólise da hemicelulose (BONOMI, 2010; 

CHIARAMONTI et al., 2012). De modo a ter um bioprocesso eficiente, é desejável 

reduzir tanto quanto possível a formação de inibidores durante a hidrólise. 

 

Tabela 18. Composição do líquido após o pré-tratamento do bagaço de cana com ácido 

cítrico diluído 

Amostra Glicose 

(g/L) 

Xilose 

(g/L) 

Arabinose 

(g/L) 

Ác. Fórmico 

(g/L) 

Ác. Acético 

(g/L) 

HMF 

(g/L) 

FF 

(g/L) 

1 6,20 20,22 3,34 0,07 0,07 0,01 0,05 

2 5,50 20,44 5,38 3,34 2,25 0,15 0,03 

3 4,85 17,22 4,12 2,36 0,49 0,03 0,10 

4 2,86 13,36 0,19 2,43 0,03 0,00 0,05 

5 4,61 16,07 3,14 2,41 0,23 0,03 0,04 

6 4,34 18,72 3,84 4,48 2,57 0,54 0,15 

7 4,00 16,29 3,53 4,36 2,11 0,52 0,12 

8 4,53 17,86 2,51 3,57 2,72 0,43 0,19 

9 4,05 15,63 3,81 3,54 2,10 0,47 0,10 

10 1,90 7,15 1,20 1,49 0,85 0,16 0,04 

11 4,04 13,82 3,28 3,81 1,57 0,25 0,07 

12 4,97 21,91 3,24 4,29 2,98 0,47 0,13 

13 8,57 18,78 2,47 6,31 6,45 1,39 1,61 

14 8,85 24,70 3,22 7,66 5,36 1,51 0,66 

15 4,89 17,06 2,87 3,20 1,30 0,26 0,08 

16 9,15 17,03 1,28 7,89 9,54 1,79 3,12 

17 2,43 4,03 0,28 1,49 0,95 0,50 0,28 

Fonte: Autora 

 

Além dos compostos inibitórios já mencionados, a inibição pelo produto 

(glicose) também deve ser considerada. Isso ocorre quando a concentração de glicose é 

muito alta, podendo reprimir atividade da celulase, conhecida como inibição ―feedback‖ 

(COSTA et al., 2014). Segundo Xiao et al. (2004), 100 g/L de glicose causaram 50% de 

inibição da hidrólise enzimática da celobiose e, segundo Oh et al. (2000), 5 g/L de 

glicose causaram 80% de inibição da atividade β-glucosidase. O efeito inibitório foi 

também observado para outros açúcares, como manose, xilose e galactose, no entanto a 

glicose foi o único açúcar que inibiu ambas as atividades β-glucosidae e celulase (Xiao 
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et al., 2004; COSTA et al., 2014). Por outro lado, concentração baixa de glicose pode 

estimular a atividade da celulase. Na digestão anaeróbia de resíduos complexos, a 

glicose geralmente não é detectada porque é imediatamente consumida pelas bactérias 

(COSTA et al., 2014). 

Como esperado, a concentração da maioria dos inibidores, aumentou com o 

aumento da severidade do tratamento ácido (exceto para as amostras 15 e 17) (Figura 

47), como exposto por Baêta et al., 2016 e Chiaramonti et al., 2012, que argumentam 

que o hidrolisado hemicelulósico rico em xilose, arabinose e glicose possui baixa 

concentração de produtos de degradação de açúcares e lignina, bem como de compostos 

inibidores, desde que as condições reacionais não empreguem uma severidade elevada.  

De acordo com Fangkum et al. (2011); Gámez et al. (2006) e Aguilar et al. 

(2002), o ácido acético é liberado dos grupos acetila na fração hemicelulósica e pode ser 

um inibidor do crescimento microbiano quando presente de 4 a 10 g/L. Pode atravessar 

as membranas celulares e diminuir o pH intracelular, afetando assim o metabolismo do 

microrganismo. No entanto, outros autores relatam que a concentração de ácido acético 

de 9 e 10 g/L pode estimular o crescimento de microrganismos. Neste estudo, o ácido 

acético foi detectado e as concentrações máximas foram de 9,54 g/L, 6,45 g/L e 5,36 

g/L, amostras 16, 13 e 14 respectivamente. As amostras restantes exibiram menores 

níveis, abaixo do efeito tóxico.  

As maiores concentrações de inibidores, o ácido acético (gerado pela hidrólise 

das hemiceluloses e/ou derivado do ácido fórmico) e o ácido fórmico (produtos de 

degradação do açúcar, FF e/ou HMF), encontrados nos pré-hidrolisados de bagaço, 

foram nas amostras em que as hemiceluloses foram hidrolisadas em maior grau (exceto 

amostra 2).  

A baixa concentração de ácido fórmico das demais amostras e a ausência de 

ácido levulínico nos pré-hidrolisados líquidos, pode indicar que a degradação dos 

aldeídos de furano foi modesta. Maior formação de ácido fórmico era esperada em 

condições de hidrólise severas.  
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Figura 47. Composição de açúcares das amostras pré-tratadas (fração líquida) 

   

   

   

 

Fonte: Autora 
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As concentrações de aldeídos de furano, seguindo o perfil do acido acético e 

fórmico, foram relativamente baixas, mas aumentaram com o aumento da temperatura 

de pré-tratamento (acima de 160°C), exceto amostras 15 e 17. Maiores concentrações de 

FF poderiam possivelmente estar relacionadas ao teor relativamente alto de lignina de 

bagaço de cana ou como produto de degradação de pentose, por exemplo a xilose 

(AGUILAR et al., 2002; PANDEY; SOCCOL, 2000). No caso das concentrações 

máximas de HMF, pode estar relacionadas ao alto teor de lignina e/ou glicose contidos 

no bagaço de cana de açúcar. Segundo Aguilar e seus coloaboradores (2002), os 

compostos fenólicos do tipo furfural e solúveis aumentam com o tempo de reação e com 

a concentração do catalisador ácido, o que foi confirmado também, nesse estudo.  Costa 

et al.(2014), Bonomi (2010) e Liu (2010) apresentaram, ainda, que quando uma maior 

temperatura ou maior tempo de retenção são aplicados, os monossacarídeos formados 

serão posteriormente hidrolisados, acelerando a formação de furfural e HMF. 

Belgacem e Gandini (2008) apresentam de forma mais explicativa que os 

rendimentos até cerca de 15% de furfural em relação à matéria seca são obtidos a partir 

de processos que envolvem sempre um meio aquoso acidificado e uma temperatura 

bastante elevada. A sequência de reação que conduz ao furfural passa pela hidrólise das 

pentoses poliméricas até o monossacarídeo correspondente (aldopentose), que é então 

desidratado progressivamente e finalmente ciclizado para dar furfural (da xilose), e em 

proporções muito menores, 5-metilfurfural (MF) (a partir de ramnose). 

O hidrolisado hemicelulósico consiste principalmente de xilose, glicose, manose, 

arabinose, galactose e traços de outros açúcares, dependendo do tipo de lignocelulósico 

ou madeiras (PANDEY; SOCCOL, 2000; PANDEY et al., 2000b). 

Foi importante determinar a concentração de glicose, porque esse açúcar é a 

principal fonte de carbono para a maioria dos microrganismos, convertendo a biogás.  

As interações das variáveis RSL x T e a variável t foram significativas para a 

eficiência de glicose (p-valor < 0,05). A análise de variância univariada (ANOVA), 

tabela 19, e o diagrama de Pareto apresentado na Figura 48 confirmam o valor positivo 

dos efeitos padronizados, sendo a influência da variável t a mais significativa.  
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Tabela 19. Análise de variância (ANOVA) para glicose. 

ANOVA - glicose 

Fator 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrado 

médio 

F-

calculado p-valor 

RSL(g/mL) 4,49 1 4,49 1,85 0,22 

RSL(g/mL)
2
 0,27 1 0,27 0,11 0,75 

T (°C) 1,93 1 1,93 0,79 0,40 

T (°C)
2
 8,77 1 8,77 3,60 0,10 

t (min) 16,39 1 16,39 6,73 0,04 

t (min)
2
 7,52 1 7,52 3,09 0,12 

RSL x T 13,73 1 13,73 5,64 0,05 

RSL x t 4,58 1 4,58 1,88 0,21 

T x t 4,17 1 4,17 1,71 0,23 

Erro 17,05 7 2,43 
  

Total 70,92 16 
   

Fonte: Autora 

 

Figura 48. Diagrama de Pareto para o pré-tratamento ácido de bagaço de cana-de-

açúcar (fração líquida) considerando os efeitos padronizados das variáveis 

independentes (RSL, T e t) em relação à glicose. 

 

Fonte: Autora 

 

Foram construídas superfícies de respostas e suas respectivas curvas de 

contorno para expressar graficamente as melhores condições experimentais. Essas 

superfícies são apresentadas na Figura 49 para glicose.  
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Figura 49. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da RSL, T e t com glicose (%). 

  

Relação RSL x T 

  

Relação RSL x t 

   

Relação T x t 
Fonte: Autora 
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Como citado anteriormente, a glicose liberada na hidrólise ácida pode proceder 

tanto de heteropolímeros hemicelulósicos quanto de celulose. A glicose da celulose 

geralmente não é hidrolisada na faixa de condições operacionais comumente usadas 

para a hidrólise ácida. Portanto, é provável que a glicose liberada prossiga quase 

quantitativamente a partir das hemiceluloses (AGUILAR et al., 2002). 

Nesse estudo, em relação à tabela 18, à figura 47 e à figura 49, as maiores 

concentrações (amostras 16, 14 e 13) de glicose foram em experimentos realizados em 

condições severas (superior a 160°C), nos valores de 5,25 e 9,75 g.mL
-1

 e em períodos 

longos (55 e 90 min). Essas mesmas amostras apresentaram valores altos dos produtos 

de decomposição como ácido acético, FF e HMF. 

A média obtida para os pontos centrais (condições intermediárias) foi de 3,85 

g/L. 

 

Em relação às concentrações de xilose, as melhores condições foram RSL 

intermediário, tempos de 55 e 90 min e temperatura variável (120, 150 e 160°C), 

referentes às amostras 14 (24,70 g/L), 12 (21,91 g/L) e 2 (20,44 g/L). As superfícies de 

respostas e suas respectivas curvas de contorno são apresentadas na Figura 50.  

Obteve-se 15,94g/L de xilose, em média, para os pontos centrais (RSL= 7,5 

g/mL, T=150°C e t=55 min). 
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Figura 50. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da RSL, T e t com xilose (%). 

  

Relação RSL x T 

  

Relação RSL x t 

   

Relação T x t 
Fonte: Autora 
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Condições menos severas levaram a produção de um pré-tratado líquido com 

maiores teores de arabinose (amostras 2 e 3). A arabinose é um substituinte na cadeia de 

hemiceluloses (FANGKUM et al., 2011), e, portanto, é mais facilmente hidrolisada em 

comparação com a xilose, o principal constituinte da cadeia de hemiceluloses 

(NEUREITER et al., 2002). A solubilização mais fácil da arabinose durante o pré-

tratamento faz com que a molécula de arabinose permaneça por tempos mais longos na 

solução sob a ação da temperatura e do pH, o que favorece sua degradação em FF, 

resultando na geração de um hidrolisado com maior toxicidade (BAÊTA, 2016; 

BAÊTA et al., 2016). 

Para os pontos centrais alcançou-se concentração media de 3,12 g/L de 

arabinose.  

Algumas bactérias anaeróbias e facultativas preferem utilizar arabinose como 

substrato ao invés de xilose (BAÊTA, 2016; BAETA et al., 2016). Isto pode explicar a 

utilização de amostras com teor alto de arabinose para produção de biogás. 

A conversão enzimática da celulose de cada amostra foi calculada e apresentada 

na tabela 20. A taxa máxima de conversão de açúcares fermentescíveis foi de 22, 54 %. 

 

Tabela 20. A conversão enzimática da celulose (CC) após o pre-tratamento 

Amostra CC (%) 

1 22,26 

2 9,58 

3 9,85 

4 6,28 

5 11,54 

6 10,79 

7 8,95 

8 10,19 

9 8,75 

10 4,35 

11 9,90 

12 12,34 

13 19,20 

14 19,56 

15 10,58 

16 22,54 

17 5,58 
Fonte: Autora 
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Esses resultados são importantes para demonstrar que a condição de pré-

tratamento que leva à conversão da hemicelulose e maior teor de açúcar no hidrolisado 

não é necessariamente a melhor para a produção biogás, ao contrário do que é 

normalmente empregado por diferentes pesquisadores (COSTA et al.,2014), sendo 

necessário levar em consideração todas as condições utilizadas no processo de pré-

tratamento do bagaço de cana-de-açúcar. 

Com a finalidade de comparação, alguns trabalhos encontrados na literatura são 

mencionados a seguir. Sarrouh et al. (2005), em seus estudos com bagaço de cana-de-

açúcar, conseguiram uma taxa máxima de conversão de açúcares fermentescíveis de 

97,5%, utilizando concentração de H2SO4 de 30%, 2% de sólidos e uma temperatura de 

50 °C por 1 h. Aguilar et al. (2002) realizaram estudos para produzir xilose a partir da 

hidrólise do bagaço de cana-de-açúcar com H2SO4 a temperaturas entre 100 e 128°C e 

concentrações entre 2 e 6%. Modelos cinéticos foram desenvolvidos para explicar a 

variação com o tempo de xilose, glicose, ácido acético e furfural gerado na hidrólise. A 

condição ótima encontrada foi concentração de H2SO4 de 2% com temperatura de 

122°C durante 24 min. Com estes parâmetros, o hidrolisado formado continha 21,6 g/L 

de xilose, 3,0 g/L de glicose, 0,5 g/L de furfural e 3,65 g/L de ácido acético. Nestas 

condições, 90% da hemiceluloses foi hidrolisada.  

Nos estudos Fangkum et al.(2011), a condição ideal para o pré-tratamento foi 

obtida quando o bagaço de cana de açúcar foi hidrolisado por H2SO4 a 1% do volume, o 

que resultou em 11,28 g/L de açúcar total (1,46 g de glicose/L; 9,10 g de xilose/L; 0,72 

g de arabinose/L). Furfural estava presente em uma pequena quantidade, a maior 

concentração de furfural (0,34 g/L) foi observada em 5% (v/v) H2SO4. Martín et al. 

(2007) conseguiram valores médios de 3,3 g/L de glicose, 18,4 g/L de xilose e 2,1 g/L 

de arabinose, em tempos que variavam de 20 a 60 min, com H2SO4 diluído (RSL de 

10g/g) e temperatura  de 122°C. A conversão de xilose foi de 73-81%. Para os 

inibidores, obteve, em media, 2,7 g/L de acido acético, 0,18 g/L de ácido fórmico, 0,25 

g/L de furfural, 0,05 g/L de HMF.  

Bustos et al. (2003) também realizaram experimentos com bagaço de cana-de-

açúcar, usando HCl entre 2 e 6%, tempos de reação entre 0 e 300 min. e temperaturas 

entre 100 e 128 °C. A condição ótima encontrada foi: temperatura de 128 °C, 

concentração de 2% de HCl e tempo de reação de 51,1 min. O hidrolisado continha 22,6 

g/L de xilose, 3,31 g/L de arabinose, 3,59 g/L de ácido acético e 1,54 g/L de furfural.  
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Gámez et al. (2006) realizaram hidrólise com bagaço de cana-de-açúcar, 

utilizando ácido fosfórico (H3PO4) com concentração entre 2 e 6%, tempos de reação 

entre 0 e 300 min. e temperatura de 122°C para usar o hidrolisado como substrato para 

fermentação. A condição ótima encontrada foi 4% de H3PO4 e temperatura de 122°C 

durante 300 min. Dentro dessas condições o hidrolisado obtido foi analisado e obteve-se 

17,6 g/L de xilose; 2,6 g/L de arabinose; 3,0 g/L de glicose; e 1,2 g/L de furfural e 4 g/L 

de ácido acético. Rodríguez-Chong et al. (2004) realizaram experimentos com bagaço 

de cana-de-açúcar, utilizando HNO3 (concentração entre 2 e 6%), tempos de reação 

entre 0 e 300 min. e temperatura entre 100 e 128°C. A condição ótima encontrada foi 

temperatura de 122°C, concentração de 6% de ácido nítrico durante 9,3 min. O 

hidrolisado obtido na condição ótima consistia de 18,6 g/L de xilose; 2,04 g/L de 

arabinose; 2,87 g/L de glicose; 0,9 g/L de ácido acético e 1,32 g/L de furfural.  

Ao analisar os resultados obtidos em experimentos com diferentes ácidos, de 

alguns trabalhos citados na literatura, conforme apresentados anterioremente, é possível 

observar que houve eficiência na conversão do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado 

com ácido cítrico diluido em açúcares. Porém houve um aumento significativo das 

concentrações dos interferentes, que podem ser inibidores microbianos, mas pode não 

representar riscos de inibição para o consórcio anaeróbio.  

Vale destacar, também, que nos pré-tratamentos ácidos citados, além de 

utilizarem ácidos não diluídos, a concentração de ácido exigida para a hidrólise foi 

elevada em alguns casos, o que pode implicar um custo elevado de operação e 

inviabilidade do processo. Costa et al. (2014) cita, ainda, que o H2SO4 pode apresenta 

uma taxa elevada de hidrólise em torno de 90%, no entanto, em se tratando de digestão 

anaeróbia essa opção deve ser descartada, pois a produção de metano pode ser reduzida 

em virtude da competição das arqueas metanogênicas com as bactérias redutoras de 

sulfato, em virtude do SO4
-2

 oriundo da reação. 

Em virtude da alta reatividade das pentoses (particularmente xilose e arabinose) 

em temperaturas inferiores a 150°C, RSL intermediária e tempos de reação superiores a 

55 min, no processo de hidrólise ácida e evitando promover a formação de inibidores 

através da degradação dos açúcares, para não comprometer a produção de biogás, 

partiu-se, a principio, da otimização da melhor condição da etapa de pré-tratamento. 
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7.2 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A partir da Figura 51 que mostra a morfologia das frações sólidas residuais dos 

pré-tratamentos e do BB sem pré-tratamento obtidas por meio da microscopia eletrônica 

de varredura (MEV), é possível confirmar visualmente as seguintes hipóteses: 

1) A micrografia da fibra de bagaço in natura (Figura 51, BB(a), BB(b), BB(c)) 

apresenta uma superfície lisa e continua com as fibras ordenadas de forma compacta. 

2) percebe-se as modificações estruturais em quase todas as amostras em relação ao BB. 

As maiores alterações das fibras do bagaço de cana, após o pré-tratamento são 

observadas nas amostras 10 (Figura 51 - 10(a), 10(b), 10(c)), 12 (Figura 51 - 12(a), 

12(b), 12(c)), 14 (Figura 51 - 14(a), 14(b), 14(c)), 15 (Figura 51 - 15(a),15(b), 15(c)), 16 

(Figura 51 - 16(a), 16(b), 16(c)) e 17 (Figura 51 - 17(a), 17(b), 17(c));  

3) as mudanças estruturais não ficaram evidentes em relação à temperatura, RSL e 

tempo, porém comprova a relação com as deformações morfológicas com a eficiência 

do processo. Observa-se que o pré-tratamento promoveu uma fragmentação na 

estrutura, permitindo uma maior abertura das fibras; 

4) as imagens do MEV reforçam os valores de deslignificação, onde os menor valores 

foram nas amostras, citadas anteriormente, 15 (RSL= 7,5, T=170°C e t=20 min), 14 

(RSL= 5,25, T=160°C e t=90 min), 10 (RSL= 7,5, T=150°C e t=55 min), 16 (RSL= 

9,75, T=180°C e t=55 min) e 12 (RSL= 7,5, T=150°C e t=55 min); 

5) é possível verificar o aumento da rugosidade da superfície das amostras. O 

tratamento ácido cítrico promoveu a descamação da matriz lignocelulósica, provocando 

a ruptura da estrutura recalcitrante da parede celular das fibras vegetais, tornando as 

estruturas fibrilares mais expostas à ação das enzimas.   
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Figura 51. Microscopia eletrônica de varredura do bagaço sem tratamento e pré-tratado com ácido cítrico.  

     

     
Fonte: Autora (BB-Bagaço de cana-de-açúcar in natura; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 – amostras pré-tratadas com ácido cítrico; a – ampliação 350x; b - ampliação 

500x; c - ampliação 1000x). 
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7.3 Difração de Raios-X (DRX) 

As microfibrilas são formadas por regiões cristalinas (arranjo geométrico bem 

definido), resultante da ação combinada e organizada da biopolimerização e 

cristalização da celulose, e por regiões amorfas (menor ordem da rede cristalina). 

Ambas as formas ocorrem em proporções características em celuloses de diferentes 

biomassas. A proporção entre as regiões cristalina e amorfa resulta no grau de 

cristalinidade da celulose, sendo que o grau de cristalinidade influencia em suas 

principais características e propriedades. As pontes de hidrogênio, inter e 

intramoleculares, entre os grupamentos hidroxila, mantêm as regiões cristalinas e torna 

a celulose resistente à hidrólise ácida, alcalina ou enzimática (COSTA et al., 2014; 

FENGEL; WEGENER, 1989;  TAMANINI et al., 2004). 

Além disso, a região cristalina firmemente compactada faz com que as 

moléculas de água não consigam penetrar, tornando a celulose insolúvel em água, 

dificultando a biodegradação. As regiões amorfas são porções menos ordenadas que, em 

geral, compreendem aproximadamente 15% da estrutura celulósica (COSTA et al., 

2014) 

A Figura 52 apresenta os difratogramas de raios-X das fibras de bagaço in 

natura e dos pré-tratados. Os difratogramas das fibras apresentam a ocorrência de dois 

picos intensos próximo aos valores 2θ ≡ 22° e do halo em 2θ ≡ 18°, que representam os 

planos cristalográficos I101 e I002, respectivamente. O primeiro pico está relacionado à 

parte amorfa da fibra enquanto que o segundo pico, mais intenso, é referente à parte 

cristalina da fibra, que no caso de fibra lignocelulósica é a celulose. 

Analisando os espectros foi possível observar que os picos, característicos de 

materiais lignocelulósicos, são similares para as fibras nas diferentes condições de 

tratamento (in natura e pré-tratamento ácido). Contudo, os picos das amostras tratadas 

são mais intensos quando comparado aos picos das fibras in natura. 
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Figura 52. Difratogramas obtidos para o bagaço de cana-de-açúcar in natura e pré-

tratado. 

     

 
Fonte: Autora 

 

Os índices de cristalinidade (IC) das fibras, calculado de acordo com a eq. 35/ 

item 4.6 estão dispostos na Tabela 21. 

O BB apresentou menor cristalinidade que as amostras pré-tratadas, com índices 

de cristalinidade (IC) de 48 %. Os maiores índices foram das amostras 14 (RSL= 5,25, 

T=160°C e t=90 min), 17(RSL= 5,25, T=180°C e t=55 min), 9 (RSL= 7,5, T=150°C e 

t=55 min), 16 (RSL= 9,75, T=180°C e t=55 min), 10 (RSL= 7,5, T=150°C e t=55 min), 

12(RSL= 7,5, T=150°C e t=55 min), na qual se reforça as imagens de MEV e dos teores 

de lignina. 
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Tabela 21. Índice de Cristalinidade (IC) 

Amostra IC (%) 

BB 48 

1 64 

2 65 

3 60 

4 58 

5 57 

6 64 

7 64 

8 61 

9 66 

10 65 

11 59 

12 65 

13 61 

14 70 

15 61 

16 66 

17 67 

Fonte: Autora 

 

Os resultados de rendimento foram analisados por ANOVA (Tabela 22) sendo 

possível a construção de um diagrama de Pareto (Figura 53) para observar os efeitos 

significativos, do ponto de vista estatístico, das variáveis independentes (RSL, T e t) 

sobre a variável dependente (índice de cristalinidade).  

O IC foi aumentado, como era esperado, após os materiais terem sido pré-

tratados e o aumento está relacionado ao aumento na severidade do pré-tratamento 

(ASADA et al., 2015). O pré-tratamento ácido da biomassa remove a parte amorfa da 

biomassa (como lignina, hemiceluloses, extrativos e outros) e deixa o material pré-

tratado enriquecido com celulose (BRIENZO et al., 2017). As condições mais severas 

de pré-tratamento poderiam atacar o componente de celulose mais provavelmente a 

fração amorfa, gerando celulose residual que é ainda mais cristalina (BRIENZO et al., 

2017; SIQUEIRA et al., 2011). Esta celulose residual pode ser mais resistente à ação da 

enzima devido à propriedade de cristalinidade resultante do pré-tratamento de alta 

severidade (BRIENZO et al., 2017). 

 

 



 

168 

 

Tabela 22. Análise de variância (ANOVA) para índice de cristalinidade. 

ANOVA - Índice de Cristalinidade 

Fator 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrado 

médio F-calculado p-valor 

RSL(g/mL) 2,87 1 2,87 0,46 0,52 

RSL(g/mL)
2
 39,58 1 39,58 6,33 0,04 

T (°C) 19,05 1 19,05 3,04 0,12 

T (°C)
2
 7,57 1 7,58 1,21 0,31 

t (min) 32,71 1 32,71 5,23 0,06 

t (min)
2
 35,79 1 35,79 5,72 0,05 

RSL x T 0,76 1 0,76 0,12 0,74 

RSL x t 11,41 1 11,41 1,82 0,22 

T x t 8,12 1 8,12 1,30 0,30 

Erro 43,80 7 6,256 
  

Total  194,44 16 
   

Fonte: Autora 

 

Figura 53. Diagrama de Pareto para o pré-tratamento ácido de bagaço de cana-de-

açúcar considerando os efeitos padronizados das variáveis independentes (RSL, T e t) 

em relação ao índice de cristalinidade. 

 

Fonte: Autora 

 

O diagrama de Pareto mostra que as variáveis RSL e t, em efeito ao quadrado, 

possuem efeitos significativos negativos sobre a variável dependente índice de 

cristalinidade, o que é confirmado pelos p-valores inferiores a 0,05 na análise de 

variância realizada (Tabela 22).  
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Figura 54. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da RSL, T e t com índice de cristalinidade (%). 

   
Relação RSL x T 

   
Relação RSL x t 

 

   
Relação T x t 

Fonte: Autora 
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As superfícies de resposta e de contorno para as variáveis dependentes do IC são 

apresentadas na Figura 54. Os resultados obtidos nestes experimentos foram analisados 

com os programas Statistica® versão 7.0 (a partir do modelo quadrático). As superfícies 

de resposta são úteis na visualização gráfica das respostas obtidas, ajudando a entender 

como essas respostas se comportam em relação às variáveis independentes.  

Diante dos resultados experimentais obtidos e da avaliação combinada das 

variáveis, podemos dizer que a interação RSL e T exerceram alto índice de 

cristalinidade na faixa de 5,25 e 9,75 (g/mL) e temperaturas altas (acima de 150°C); em 

relação RSL e t, foram na região de 5,25 e 9,75 (g/mL) e tempo variável e quanto a T e 

t, temperaturas maiores (acima de 160°C) e tempos superiores a 55 min resultaram 

índices elevados. 

 

7.4 Hidrólise enzimática 

A superfície dos materiais lignocelulósicos também afeta a hidrólise enzimática 

porque a estrutura da celulose é incrustada por lignina, o que impede o acesso de 

celulases a celulose e está envolta pela hemicelulose. Portanto, a hidrólise enzimática de 

hemicelulose é essencial, também, para os rendimentos mais elevados de hidrólise da 

celulose (OLIVEIRA et al.,2014). Partindo desse pressuposto, utilizou-se complexo 

enzimático de celulases e hemicelulases, Cellic® CTec 3. 

Um dos principais fatores que influenciam no rendimento e taxa inicial da 

hidrólise enzimática é a concentração do substrato (celulose e/ou hemiceluloses) em 

solução. Alta concentração de substrato pode causar inibição que reduz 

substancialmente a taxa de hidrólise. A extensão da inibição depende da razão entre a 

enzima total e o substrato total. Problemas na mistura e transferência de massa também 

podem estar associados à alta concentração de substrato. Obviamente, a aplicação de 

mais celulase, até certo nível, aumenta a taxa e o rendimento da hidrólise. No entanto, o 

aumento no nível de celulase aumentaria significativamente o custo do processo 

(TAHERZADEH; KARIMI, 2007a). 

A Tabela 23 apresenta a perda de massa e a concentração de açúcares redutores 

totais (ART) obtida para o bagaço de cana-de-açúcar in natura e das amostras pré-

tratadas, em base seca, após a hidrólise enzimática.  
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Tabela 23. Concentração de açúcares redutores totais (ART) e perda de massa (PM) 

Amostra ART (g/L) PM (%) 

Bruto 25,86 12,93 

1 10,70 6,09 

2 171,45 16,93 

3 68,95 7,54 

4 35,19 3,46 

5 58,15 5,84 

6 99,10 40,91 

7 76,59 22,33 

8 164,73 22,72 

9 184,79 23,09 

10 52,73 18,29 

11 103,99 17,27 

12 29,35 16,94 

13 89,08 27,10 

14 36,11 55,69 

15 45,10 9,50 

16 60,13 62,66 

17 74,94 88,77 
Fonte: Autora 

 

A concentração de ART para a biomassa sem tratamento, base seca, atingiu o 

máximo de 25,86 g.L
-1

 após 72 h de hidrólise, enquanto que para as amostras 9, 2, 8 e 

11 foram de 184,79 g.L
-1

, 171,45 g.L
-1

, 164,73 g.L
-1

 e 103,99 g.L
-1

, respectivamente. A 

amostra 2 apresentou maior concentração de celulose (~52%) e baixa concentração de 

inibidores (principalmente FF) no pré-tratamento em questão, tornando assim as cadeias 

de celulose mais acessíveis ao ataque enzimático, resultando em alta concentração de 

ART (conversão de eficiência de 84,92%). 

A amostra 1 exibiu concentração inferior em relação ao BB e às demais 

amostras, possivelmente devido ao baixo teor de celulose e presença de lignina (~11% 

de deslignificação). 

Em altas temperaturas, os produtos de hidrólise, glicose solúvel e 

oligossacarídeos parcialmente solúveis, degradam para formar subprodutos, os quais são 

insolúveis em meio ácido. Se a glicose e os oligossacarídeos não são removidos 

rapidamente, esses subprodutos são formados e acumulam-se no meio reacional. Essa 

deposição de substâncias insolúveis sob a celulose é um fator complicador da medida de 

perda de massa (GURGEL, 2010). 
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As grandes perdas de massa - amostra 17= 88,77 %, amostra 16= 62,66% e 

amostra 14= 55,69% - podem ser atribuídas à severidade do pré-tratamento, sendo que 

as temperaturas utilizadas foram superiores a 160°C, tempos de retenção acima de 55 

min e nos valores de 5,25 e 9,75 g/mL na RSL. 

Gehlen (2013) em seu estudo com hidrólise com H2SO4 e HCl do bagaço de 

cana-de-açúcar, obteve-se 9,37 g/L de açúcar redutor do bagaço bruto e alcançou-se 

valores elevados de conversão de açúcares redutores, apresentando um valor médio 

89,77% ± 5,56%. 

As superfícies de resposta e de contorno para as variáveis dependentes da ART 

são apresentadas na Figura 55. Os resultados obtidos nestes experimentos foram 

analisados com os programas Statistica® versão 7.0 (a partir do modelo quadrático) e 

demostram que foram significativamente ótima em RSL acima de 7,5 g/mL, 

temperatura inferiores a 150°C e tempos de retenção, na faixa de 55 minutos. 

Na literatura com estudos com ácidos, encontram-se resultados semelhantes 

somente em relação à variável temperatura. As maiores taxas de conversão em açúcares 

foram totalmente dependentes do tempo e temperatura, com concentração de ácido 

invariável, onde nos maiores tempos e maiores temperaturas houve a maior conversão 

em açúcares (GURGEL, 2010; GEHLEN, 2013). Bouchard et al. (1990) menciona, do 

mesmo modo, que o decréscimo do potencial gerador de glicose é mais pronunciado em 

altas temperaturas. 

Outros trabalhos demonstram uma correlação direta entre a remoção de lignina e 

maior digestibilidade enzimática da celulose (KUMAR et al., 2009; CARVALHEIRO 

et al., 2008;  TAHERZADEH, et al., 2008; LIMA, 2018). 

Os resultados de ART apontam melhoramento da digestibilidade enzimática da 

biomassa pré-tratada, ou seja, um aumento na acessibilidade das enzimas às fibras de 

celulose (valor máximo de ~185 g/L), em relação ao planejamento 1 (valor máximo ~28 

g/L). 
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Figura 55. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da RSL, T e t com ART (g/L). 

    

Relação RSL x T 

    

Relação RSL x t 

    

Relação T x t 
Fonte: Autora 
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Em vista disso, nos experimentos (Tabela 24) e as composições de açúcares 

(glicose, xilose e arabinose) (Figura 56), as concentrações da glicose alcançaram o 

máximo, 23,74 gL
-1

, para a amostra pré-tratada (14) com temperatura de 170°C, RSL 

7,5 g.mL-1 e tempo de reação de 20 min, enquanto a xilose atingiu o máximo, 5,23 gL
-

1
, com a amostra (9) obtida na temperatura de 150°C, RSL 7,5 g.mL

-1
 e 55 min. Pode-se 

afirmar que a amostra 14 apresentou alto concentração de glicose pela eficiência na 

deslignificação no pré-tratamento ácido (~41%) e  amostra 9, apresentou-se elevado 

valor de celulose (~42%).   O aumento da temperatura e juntamente com o tempo de 

contato favorecem as reações de hidrólise das hemiceluloses e solubilização da celulose 

aumentando a chance de geração de oligômeros solúveis no hidrolisado (Baeta, 2016). 

 

Tabela 24. Concentração de glicose (g/L), xilose (g/L) e arabinose (g/L) e conversão 

enzimática da celulose (CC) 

Amostra Glicose (g/L) Xilose (g/L) Arabinose (g/L) CC (%) 

BB2 12,9640 4,2761  
28,50 

1 4,4084 1,2374  15,84 

2 9,8574 3,5796 0,0156 17,15 

3 8,5060 2,4827 0,0261 17,25 

4 6,5336 1,9749 0,0262 14,35 

5 7,2045 1,9612 0,0439 18,03 

6 14,3750 2,7043  35,74 

7 20,2711 4,4053  45,33 

8 18,4374 4,4843  41,47 

9 19,9184 5,2331  43,06 

10 16,0654 2,6450  36,81 

11 16,1969 4,3103  39,68 

12 15,1637 2,2656 0,0635 37,64 

13 18,3358 2,6750  41,08 

14 23,7452 3,6212  52,47 

15 14,8012 3,8608  32,04 

16 21,4779 1,6004  52,93 

17 23,7013 0,2275  54,50 
Fonte: Autora 

 

A presença de arabinose foi detectada em algumas amostras em baixíssimas 

concentrações. 

Como referenciado, por alguns autores, as hemiceluloses possuem alguns 

açúcares com grupos funcionais como o acetil, o que pode dificultar a ação tanto das 

hemicelulases (ZHANG et al., 2011; BRIENZO et al., 2017) quanto das enzimas 
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celulases (PAN et al., 2006; BRIENZO et al., 2017), na qual os grupos acetil nas 

hemiceluloses são clivados, formando ácido acético (SUN et al., 2005). Conforme 

Costa et al. (2014) e Baêta et al. (2016), o ácido acético produzido pode agir como 

catalisador para as reações de hidrólise das hemiceluloses, contribuindo dessa forma 

para o aumento da liberação de açúcares, em alta temperaturas.  As amostras 16, 13 e 14 

apresentaram concentrações altas de ácido acético, assim como dos inibidores FF e 

HMF, mencionados no item 5.8.1. Os maiores índices da conversão enzimática (%) 

estiveram na faixa de 52,5 a 54,5 (amostras 17, 14 e 16).  

 

Figura 56. Composição de açúcares das amostras pré-tratadas 

   

 

Fonte: Autora 

 

Desse modo, podemos visualizar que as concentrações de glicose, xilose e 

arabinose estão entre 5,25 a 12 g/mL (RSL), 140 a 180°C (temperatura) e 55 e 90 min 

(tempo). 

As variáveis temperatura e tempo (linear) e tempo (quadrático) (Tabela 25), 

foram significativas para a eficiência de HE (p-valor < 0,05). O diagrama de Pareto 

apresentado na Figura 57 confirma a influência significativa das variáveis de processo 
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na eficiência de HE, sendo temperatura a mais significativa. Além disso, somente a 

variável tempo (quadrático) favorece a eficiências de HE (efeitos padronizados 

negativo) foi em seu nível inferior. As demais atuam na eficiência em nível superior 

(efeitos padronizados positivos).  

 

Tabela 25. Análise de variância (ANOVA) para glicose. 

ANOVA - Glicose 

Fator 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrado 

médio F-calculado p-valor 

RSL(g/mL) 0,5506 1 0,5506 0,08257 0,782160 

RSL(g/mL)
2
 0,0359 1 0,0359 0,00538 0,943594 

T (°C) 372,2626 1 372,2626 55,82825 0,000141 

T (°C)
2
 13,8716 1 13,8716 2,08032 0,192416 

t (min) 81,0168 1 81,0168 12,15010 0,010188 

t (min)
2
 44,1373 1 44,1373 6,61927 0,036857 

RSL x T 14,7164 1 14,7164 2,20702 0,180968 

RSL x t 2,7923 1 2,7923 0,41877 0,538188 

T x t 2,6375 1 2,6375 0,39555 0,549362 

Erro 46,6760 7 6,6680 
  

Total 584,4067 16 
   

Fonte: Autora 

 

Figura 57. Diagrama de Pareto para o pré-tratamento ácido de bagaço de cana-de-

açúcar considerando os efeitos padronizados das variáveis independentes (RSL, T e t) 

em relação à glicose. 

 

Fonte: Autora 
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Figura 58. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da RSL, T e t com glicose (g/L). 

    

Relação RSL x T 

    

Relação RSL x t 

   

Relação T x t 
Fonte: Autora 

 

Verifica-se que as maiores conversões de glicose ocorrem em maior temperatura 

(acima de 160°C), tempos longos (55 e 90 min) e RSL não há influência. Este efeito de 
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maior conversão é predominante em amostras pré-tratadas em temperaturas mais altas, 

coincide com as condições de maior remoção de lignina, ou seja, os menores teores de 

lignina também foram obtidos em relação à temperatura. 

As superfícies de resposta e de contorno para as variáveis dependentes da 

glicose e xilose são apresentadas nas Figuras 58 e 59. Os resultados obtidos nestes 

experimentos foram analisados com os programas Statistica® versão 7.0 (a partir do 

modelo quadrático).  

Segundo Baêta (2016), com tempos e temperaturas altas contribuem para 

aumento da solubilização da celulose, portanto, aumentando a liberação de açúcares C6 

(glicose).  Alcançou-se conversão media de 12,96% para BB e para os pontos centrais, 

17,16% de glicose e a superfície de resposta (relação T x t) (figura 59) apresenta um 

comportamento de um plano ascendente buscando atingir o máximo de liberação de 

xilose nos tempos e temperaturas em pontos centrais. Para o BB e para os pontos 

centrais, conseguiu-se uma conversão media de 4,28 % e 27,06 % de xilose, 

respectivamente. 

Finalmente, avaliando os dados para a conversão de xilose (figura 59), podemos 

verificar que as conversões mais altas ocorrem em temperatura de 150°C e em tempo de 

55 min, Para RSL não tem influência. A xilose é derivada da fração de hemiceluloses, 

portanto, a produção de xilose é potencializada sob condições de maior preservação de 

hemiceluloses no bagaço pré-tratado. 

Comparando com a concentração de glicose, após o pré-tratamento e após a HE, 

para a amostra 14 houve um aumento de 37% e para a amostra 16 de 9,15 g/mL passou 

para 21,48 g/mL, aumento de aproximadamente 42%. Em relação à xilose, não houve 

uma melhoria significativa, onde a máxima conversão de xilose após o pré-tratamento 

foi de 24,70% e após a HE foi de 5,23%. 

Poderia conseguir resultados melhores, visto que, de acordo com Gurgel (2010), 

ao contrario do que ocorrem na hidrólise ácida concentrada, na hidrólise ácida diluída as 

regiões cristalinas da celulose não são penetradas pela solução ácida e a hidrólise ocorre 

em fase heterogênea. 
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Figura 59. Superfícies de resposta e de contorno geradas, a partir do modelo quadrático, 

apresentando a relação da RSL, T e t com xilose (g/L). 

   

Relação RSL x T 

   

Relação RSL x t 

   

Relação T x t 
Fonte: Autora 
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Ao analisar os resultados após a conversão enzimática, percebe-se que os 

parâmetros utilizados no planejamento 2, em comparação ao planejamento 1, foram 

favoráveis em relação aos rendimentos máximos de glicose e xilose. A concentração de 

glicose passou de 2,26 g/L para 23,74 g/L e de xilose, passou 1,34 g/L para 5,23 g/L. 

Isso significa que os valores foram alcançados, em uma reação de etapa única, 

dentro dos limites do modelo experimental selecionado e as interações entre a 

concentração de ácido, tempo e temperatura (NEUREITER et al., 2002), ocasionaram 

uma hidrólise satisfatória do BB pré-tratado em áçucares, sem a formação excessiva de 

produtos de degradação. 

Assim sendo, o levantamento de algumas referências na literatura foi feito em 

analogia às formas de pré-tratamento, hidrólise enzimática e resultados de açúcares, 

exibidos na tabela 26. 

Os estudos, descritos na tabela 26, que aparecem rendimentos de glicose e/ou 

conversões enzimáticas superiores ao obtido nesse estudo, devem-se ao fato de: os pré-

tratamentos foram com ácidos fortes e/ou em condições severas e a atividade da 

enzimática foi de 15 FPU ou superior.  

Nesse contexto, os gastos com celulases podem chegar até 18% dos custos de 

uma biorrefinaria (WINGREN et al., 2003). No entanto, alguns autores, como Ertas et 

al. (2014) mencionam que valores reduzidos, como 4 a 5 FPU/g substrato, já 

contribuem para a economia da hidrólise de materiais lignocelulósicos via rota 

enzimática. O retorno financeiro, de acordo com Batalha et al. (2015) pode alcançar a 

ordem de 12% produzindo etanol 2G utilizando hidrólise enzimática (5 FPU/g) de 

bagaço de cana pré-tratado. 

Está bem estabelecido que a hidrólise dos resíduos lignocelulósicos utilizando 

enzimas depende em grande parte do custo da produção de celulases (PANDEY et al., 

2000b), destaca-se que obteve valores aceitáveis de ART e de glicose e xilose, 

utilizando concentração inicial da enzima baixo (10 FPU/mL) em relação a valores 

encontrados na literatura, o quê torna o processo de hidrólise por enzimas atraente. 

Destaca-se, também, o uso de pré-tratamento com ácido cítrico diluído, em condições 

não tão severas como descritas na literatura. Através da otimização dos resultados 

obtidos, partiu-se para digestão anaeróbia da amostra 2, da fração sólida (após a HE) e 

da fração liquida (após o pré-tratamento).  
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              Tabela 26. Tabela de comparação de trabalhos utilizando hidrólise enzimática após o pré-tratamento 

Autor Tratamento Enzima Teor de Glicose / Conversão enzimática da 

celulose (CC) 

 

 

 

Brienzo et al. 

(2017) 

Bagaço de cana-de-açúcar com H2SO4: baixa 

severidade (150°C, 0,96% m/m, por 15 min), 

severidade média (160°C, 0,96% m/m, 15 min) 

e alta gravidade (180°C, 0,5% m/m, por 15 

min). As amostras também foram pré-tratadas a 

200°C por 15 min sem adição de H2SO4 

Celulase Spezyme CP (Genencor-Danisco: 

15 FPU/g de substrato, suplementado com 15 

UI/g de substrato de β-glucosidase 

(Novozym 188 -Novozymes A/S) 

Rendimento da glicose da hidrólise enzimática 

(%): entre 80 - 100% em alta severidade não 

ácida; 60 - 85% severidade alta, 60 - 65% 

severidade média e 55 - 65% severidade baixa 

 

 

Santos (2013) 

Palha de cana, pré-tratamento hidrotérmico em 

três níveis: temperatura (°C): 170, 190 e 210; 

tempo (min): 5, 10 e 15; relação palha/água (%): 

10, 12,5 e 15 em 200 mL de água. 

 Celluclast 1.5 L, Novozymes. Na 

concentração 15 FPU/g 

 

maior liberação de glicose (43,36 g/L) da 

hidrólise enzimática foi na condição de 

pré-tratamento hidrotérmico de 190°C por 18,41 

minutos e relação palha/água de1:12,5 % 

 

 

 

Benjamin et al. 

(2013) 

Pré-tratamento de bagaço de cana de açúcar com 

H2SO4 diluído a 180°C, 0,5% por 15 min. 

Spezyme CP (Genencor-Danisco) (15 

FPU/g) com concentração de proteína de 140 

mg/mL (atividade de celulase de 65 FPU/ml) 

e Novozym 188 (Novozymes A/S) com 

concentração proteica de 95 mg/mL 

(actividade de -glucosidase de 700 IU / ml) 

Rendimento combinado de açúcar: 27,3 a 55,2 

g/100 g de matéria seca 

 

 

 

 

Silva (2017) 

Pré-tratamento de bagaço de cana-de-açúcar 

com ácido cítrico por explosão à vapor, sob 

condições : 180°C, 5 min, proporção de 1:20 

(m/v) e pressão de 0,86 MPa 

Cellic® CTec 3 (10 FPU/g substrato) Máximo de concentração de ART de 7,96 gL
-1

 

 

Ramos et 

al.(2015) 

Pré-tratamento de bagaço de cana-de-açúcar 

com H3PO4, sob condições experimentais com 

teor de sólidos de 20% (m/v) por 96 h, 

temperatura de 50°C, volume de reação de 100 

mL 

Cellic CTec2 (Novozymes®) (160 FPU/g) Eficiência de hidrólise obtida de 92,5% (76,8 

g/L de glicose) 

 

Martín et al. 

(2007) 

Pré-tratamento de bagaço de cana-de-açúcar 

com H2SO4 diluído. RSL de 10g/g, temperatura 

de 205 e 215°C e com um tempo de residência 

de 5 e 10 min 

Celluclast 2L e Novozym 188 (Novo Industri 

A/S).  

A melhor conversibilidade enzimática obtida 

para o bagaço foi de, aproximadamente, 

45g/100g, para as condições de 205°C e 10 min 

 

Oliveira (2012) 

Pré-tratamento por explosão a vapor da polpa de 

bagaço de cana, ~200°C por 7 min, variando 2 

% teor de sólidos (% m/v) e teor de sólidos de 

10 (% m/v).  

15 FPU/g Celluclast 1.5L e 10 UI/g 

Novozym 188  

 CC para o material in natura: 15,0%; para 2%: 

41,0% e para 10%: 34,7%.  

Fonte: Autora 
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Sabendo que a fração da celulose permanece preferencialmente na fração sólida, 

tornando-se mais acessível às enzimas celulolíticas durante a hidrólise enzimática 

(GALBE e ZACCHI, 2010), aumentando a geração de açúcares C5-C6, contribuindo 

para a produção de biogás. Além do mais, alguns estudos mostram, que as arquéias 

metanogênicas podem ser severamente inibidas em ambientes com elevadas 

quantidades de furanos, prejudicando a etapa de metanogênese (BAÊTA, 2016, 

ABGOR et al., 2011; CHIARAMONTI et al., 2012). Partindo desse pressuposto, a 

amostra 2 (condição de pré-tratamento com menor severidade em relação à temperatura) 

apresentou maior teor de celulose (51,72%) na fração sólida, elevada concentração de 

xilose (20,44g/L) e de arabinose (5,38 g/L) na fração líquida, menor produção de 

inibidores e alta geração de açúcares redutores totais (ART) (171,45) após a HE. 

Portanto, pode-se inferir que as condições de pré-tratamento com menor 

severidade, ainda que impliquem em menores teores de glicose nos hidrolisados e após 

a HE, devem ser as preferidas quando o objetivo é a produção de biogás, procurando o 

compromisso entre a economia, viabilidade e menor geração de resíduos (preocupação 

com meio ambiente).  

 

7.5 Determinação da demanda química de oxigênio – DQO 

A produção de biogás depende da concentração de DQO da amostra, ou seja, a 

concentração de DQO é uma medida analítica utilizada para quantificar os compostos 

orgânicos contidas na biomassa pré-tratada. 

A amostra 2, fração liquida após o pré-tratamento e fração sólida, após a HE, 

resultaram DQO de 50,40 e 1,13 g O2/L, respectivamente. 

 

7.6 Determinação de Sólidos Suspensos Voláteis (SSV) 

Para avaliar o desempenho do processo da relação substrato/micro-organismo do 

inoculo anaeróbico, o SSV da amostra 2 (fração sólida) foi de 0,89 g/gamostra. 

 

7.7 Digestão anaeróbia de materiais lignocelulósicos (DA) 

O aproveitamento, tanto da fração líquida como da fração sólida da biomassa 

pré-tratada, permitiu a conversão dos monossacarídeos fermentescíveis (ex. xilose, 

glicose e arabinose) presentes no bagaço de cana e melhorias na geração de biogás do 

bagaço de cana.  
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7.8 Monitoramento do biogás 

Conforme Bian et al. (2014), a hidrólise ácida leva à degradação parcial das 

hemiceluloses em polímeros solúveis de baixo peso molecular, oligossacarídeos e 

monossacarídeos. A proporção dos compostos solúveis depende das condições de 

operação. Temperatura, concentração de ácido e tempo de reação são os parâmetros 

mais importantes na hidrólise de hemiceluloses, uma vez que afetam a taxa de hidrólise 

e seletividade.  E, particularmente para a hidrólise ácida, por realizar a quebra aleatória 

das ligações glicosídicas entre as unidades de xilose, pode ocorrer a liberação de grande 

quantidade de monômeros de xilose e a formação de subprodutos inibitórios como os 

furfurais (FF e HMF), além dos fragmentos de lignina, que permaneceram adsorvidos 

na superfície das fibras do bagaço de cana pré-tratado, contribuindo para as menores 

produção de biogás e maiores fases lag (fase inicial de adaptação) do bagaço pré-tratado 

(BIAN et al., 2014; LIMA, 2018). 

Como já explicitado, os produtos de degradação não apenas reduzem o 

rendimento dos monômeros de açúcar, mas também atuam como inibidores de 

fermentação (NEUREITER et al., 2002). 

Liew et al. (2012) justificam a aplicação de pré-tratamento uma vez que 

concluíram que existe uma relação inversamente proporcional entre o rendimento de 

biogás e concentração de lignina, e uma relação proporcional entre o rendimento de 

produção de biogás e a digestibilidade enzimática da biomassa lignocelulósica.  

A seleção da amostra 2 (condição mais branda de pré-tratamento) para DA foi 

feita evitando a influência dos interferentes e visando produção de biogás desejável.   

Todos os resultados da produção de biogás (volume acumulado de biogás e 

volume acumulado de biogás por DQO adicionada) dos ensaios de DA da fração líquida 

posterior ao pré-tratamento, é apresentado na figura 60 (a) e (b). Foi feita em duplicata 

(amostra 1 e 2).  

O comportamento da produção de biogás (figura 60 (a)) a partir do bagaço de 

cana com o inóculo fortificado com micro-organismos presentes no esgoto sanitário 

bruto exibe uma produção significativa nas primeiras horas, em média máxima de 

209,45 NmL (amostra 2) em relação ao teste de controle (branco), uma máxima de 

39,05 NmL. 
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Figura 60. Produção de biogás da fração liquida após o pré-tratamento da amostra 2, 

em relação ao volume acumulado de biogás x tempo (dias) (a) e volume acumulado de 

biogás por DQO adicionada x tempo (dias) (b) 

(a)                  

 

(b) 

 

Fonte: Autora 

 

Presença da fase lag pode ser evidenciada ao comparar o comportamento da 

produção de biogás a partir do bagaço bruto com aquela observada com o teste de 

controle. A presença de inibidores, lignina solúvel do pré-tratamento e a presença de 

oligossacarídeos (oriundos da degradação da hemicelulose) pode estar correlacionada 

com as fases lag observadas. Como esses oligossacarídeos são formados por fragmentos 

de xilana (foi evidenciado alta concentração de xilose na fração líquida), de elevada 

massa molar, sua biodegradabilidade é mais lenta (aumento do tempo de adaptação). 

A maior produção de biogás alcançada (média máxima de 259,88 NmL/g) da 

amostra 2 (figura 60 (b)), foi depois do 13ª dia, aumentando, gradativamente, até atingir 
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o volume máximo de 563,49 NmL/g, no 51ª dia. Esses valores revelam superiores aos 

obtidos com o planejamento anterior, devido às quantidades consideráveis de açúcares 

na fração líquida.  

Considerando a cinética microbiana, a presença dos açúcares C5 solúveis 

favorece a produção de acetato de forma direta pelos micro-organismos acidogênicos 

(não havendo dependência da hidrólise - etapa limitante), favorecendo a produção de 

biogás mais rapidamente (LIMA, 2018). 

Na figura 61 (a) e (b) estão representados as curvas de produção experimental da 

geração de biogás (volume acumulado de biogás e volume acumulado de biogás por 

DQO adicionada) dos ensaios de DA da fração sólida após a HE. Foi feita em duplicata 

(amostra 1 e 2).  

Da mesma maneira, a produção de biogás iniciou-se nas primeiras horas, sendo 

promissora (figura 61 (a)), atingindo uma média máxima de 449,41 NmL, ao passo que 

o teste de controle (branco) foi de máxima de 174,95 NmL.  

Em relação ao volume acumulado de biogás por grama de DQO adicionada 

(figura 61 (b)), a produção de biogás foi em escala gradativa, até o volume máximo de 

57,78 NmL/g, em ciclo de 50 dias. Os resultados demonstram menores fases lag e 

efeitos positivos na produção de biogás. 

A analise e adoção de parâmetros cinéticos (tempo, RSL, temperatura, 

inibidores, etc) (AMIM et al., 2017) confirmam os benefícios para a implementação da 

DA que pode atribuir quando deseja-se aproveitar esses resíduos de elevada resistência, 

como o bagaço de cana, para a geração de biogás. 

Resultados confirmam a hipótese de que as concentrações mais baixas de 

inibidores e lignina contribuem para aumentar a atividade metanogênica do substrato 

gerado pelo pré-tratamento (BÂETA, 2016, BÂETA et al., 2016). 

Ao avaliar a produção de biogás, tanto da fração líquida (hidrolisado após o pré-

tratamento) quanto da fração sólida (após hidrólise enzimática), podemos destacar: no 

caso da fração líquida, constituída de açúcares como xilose e arabinose, que são 

facilmente fermentados pelas arqueas metanogênicas (LIMA, 2018), parece explicar a 

redução da produção de metano (máximo de 209,45 NmL), atrelada com fases lag. Na 

questão da fração sólida, houve crescente produção de biogás (máximo de 449,41 

NmL), com tênue fase lag, devido a alto teor de celulose e de ART na amostra. A 

redução da fase lag é ressaltada na literatura como uma das principais vantagens quando 
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se almeja otimizar um processo de produção de biogás via digestão anaeróbia (LIMA, 

2018). Além do mais, na fração sólida, apresentou valor inferior em relação ao volume 

por grama de DQO. Nos dois casos, ressaltam-se a conversão de altas taxas e produções 

de volume de biogás, comprovando a viabilidade do processo de pré-tratamento com 

ácido cítrico diluído.  

 

Figura 61. Produção de biogás da fração sólida após o pré-tratamento da amostra 2, em 

relação ao volume acumulado de biogás x tempo (dias) e volume acumulado de biogás 

por DQO adicionada x tempo (dias)    

(a) 

 

(b) 

   

Fonte: Autora 
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7.9 Determinação de Poder calorífico 

Conhecido que o teor de combustibilidade de uma biomassa, expressa a partir da 

degradação térmica da mesma, o quanto da amostra possui composição química 

favorável à produção de energia (OLIVEIRA, 2014), e que a potencialidade energética 

varia entre as regiões e nas condições de cultivo, diminuindo ou aumentando devido ao 

seu teor de cinzas e umidade presente na biomassa. O PCS da biomassa diminui com o 

alto teor de cinzas e com o conteúdo de umidade (OLIVEIRA, 2014; PROTÁSIO et 

al.,2011; LIZCANO, 2015). Lizcano (2015) e Meschede et al. (2012) relataram, 

também, que a estrutura da lignina pode influenciar a degradação térmica da biomassa, 

elevando o  seu poder calorífico superior. 

Pretendendo-se o aproveitamento do bagaço de cana-de-açúcar para o processo 

de combustão, os materiais foram avaliados quanto ao Poder Calorífico Superior (PCS) 

(Tabela 27), confirmam com os valores encontrados na literatura.  

 

Tabela 27. Determinação do poder calorífico após a HE 

Amostra Umidade 

(%) 

Poder 

Calorífico 

(kcal/kg) 

Poder 

Calorífico 

(MJ/kg) 

Desvio 

padrão 

(kcal/kg) 

BB (in natura)*
 9,49 3106 13,00 17 

BB 12,93 3015 12,62 20 

2 16,93 3294 13,79 49  
* cinzas do BB in natura de 0,41%                  Fonte: Autora 

 

O BB in natura apresenta valor de PCS superior ao BB (após HE), por ser uma 

amostra sem nenhum tipo de pré-tratamento, contém alto teor de lignina (~26,5%) e 

devido à valor baixo de umidade. Literatura traz, ainda que, teores de carbono, 

hidrogênio, oxigênio e cinzas estão correlacionados ao PCS, porém não se realizou 

essas análises. 

Os resultados de PCS das amostras após a HE (amostras BB e 2)  formam 

próximas ao BB in natura, sendo favorável para aproveitamento da biomassa para o 

processo de combustão.  

A amostra 2 produziu em valor de PCS superior às demais amostras (BB in 

natura e BB após HE) provavelmente devido ao alto teor de lignina e/ou a combinação 

dos componentes: celulose, hemiceluloses e lignina. 
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Na comparação dos valores de poder calorífico com os disponíveis na literatura, 

para bagaço de cana (base seca), Arantes (2014), em seu estudo, obteve um valor PCS 

entre 4483 ± 16,82 Kcal/Kg de bagaço de cana. Protásio et al. (2011) obtiveram valores 

poder calorífico superior de 4511,8 kcal.kg
-1

 (18,891 MJ.kg
-1

) (teor médio de cinzas de 

0,93%). A média geral observada para o PCS do bagaço, para os estudos de Lizcano 

(2015) foi 18,16 MJ.kg
-1

 (com teor de cinzas médio de 0,86 %).  

 

7.10 Conclusões do Planejamento 2 

O pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar com ácido cítrico diluído usando 

sistema pressurizado, em três condições distintas (RSL, T e t), mostrou-se, inicialmente, 

um método eficaz, sendo que para rendimento acima de 90 % ocorreram sob condições 

de baixas temperaturas (abaixo de 150°C), RSL na faixa de 5,25 a 9,75 g/mL e com 

tempo indefinido. 

À medida que se aumenta a temperatura (acima de 150°C) e no intervalo de RSL 

de 5,25 a 9,75 g/mL, com tempo variável, aumentou-se a eficiência de deslignificação 

do processo de pré-tratamento. As amostras 15, 14, 10 16, 6, 12, 9 apresentaram teores 

de lignina inferiores de 20 %. O mesmo se repete para o índice de cristalinidade e 

reforçados com as imagens obtidos por MEV. O teor de lignina de todas as amostras é 

bem inferior aquele encontrado no material de partida (BB). 

Os maiores valores de celulose foram obtidos nas condições de RSL entre 5,25 e 

7,5 g/mL (exceto para amostra 2), T abaixo de 160°C (exceto amostra 15) e t 

independentemente. Já para os maiores conteúdos de hemiceluloses, maior RSL 

(superior a 5,25 g/mL), T abaixo de 150 °C (exceto amostra 15) e t inferiores a 55 min 

(exceto amostra 3). A amostra 2 mostrou-se teor de celulose superior às demais 

(51,72%) e consequentemente, menor hemiceluloses (0,10%). 

O pré-tratamento com ácido cítrico diluído mostrou-se um efeito positivo na 

eficiência na remoção de mais hemiceluloses e/ou lignina, e a consequência foi a 

obtenção de um material mais acessível e rico em celulose (amostra 2) para enzimas 

celulolíticas na hidrólise enzimática. 

Considerando tal situação, tornou-se importante a tentativa de maximizar a 

solubilização dos açúcares da biomassa pré-tratada buscando sua utilização no processo 

de DA. A DA criou uma possibilidade de geração de mais um vetor energético (biogás) 

utilizando uma parte da biomassa que até então poderia ser considerado um efluente 
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líquido gerado pelo pré-tratamento, além do resíduo sólido da HE. A aplicação de tal 

tecnologia na cadeia produtiva da biorrefinaria da cana-de-açúcar pode contribuir 

positivamente para sustentabilidade do processo. 

O líquido pré-tratado conteve uma composição rico em: 

- glicose (RSL de 5,25 e 9,75 g/L, temperatura de 160 e 180°C, tempo de 55 e 90 

min), referentes às amostras 13, 14 e 16.  

- xilose (RSL de 5,25 a 9,75 g/L, temperatura abaixo de 160°C, tempo de 55 e 

90 min), referentes às amostras 14, 12 e 2.  

- arabinose (RSL de 7,5 e 9,75 g/L, temperatura inferior a 150 °C, tempo de 55 e 

90 min), referentes às amostras 2, 3 e 6. 

Entretanto, as amostras 13, 14 e 16 exibiram índices representativos de 

interferentes como ácido fórmico, ácido acético, furfural e hidroximetifurfural. 

Os sólidos residuais da hidrólise enzimática das amostras 14, 17 e 16 exibiram 

maiores valores de glicose e as amostras 9, 8 e 7, valores altos de xilose. 

Portanto, pensando no contexto da biorrefinaria sustentável da cana-de-açúcar, 

cujo o ideal é o aproveitamento de cada parte da biomassa, como por exemplo, a 

geração de uma fração sólida residual ao pré-tratamento rica em celulose e a formação 

de um hidrolisado pré-tratado com características adequadas a serem utilizado em 

outros bioprocessos como a DA, tornou-se interessante uma avaliação mais criteriosa do 

efeito de cada um dos compostos presentes no hidrolisado e no resíduo sólido na 

produção de biogás e consequentemente, geração de energia. Partiu-se para DA da 

amostra 2 e o acompanhamento deste efeito foi avaliado por meio dos resultados de 

testes de biogás para cada fração (líquida e sólida). A utilização destas frações, 

proporcionou a geração de biogás nos valores médios de 209,45 NmL e 449,41 NmL, 

respectivamente. 

As condições brandas de pré-tratamento tornou o processo geral mais atrativo 

energeticamente e economicamente atrelado à viabilidade.  

 

8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Entende-se por biorrefinaria a integração de diferentes processos de conversão 

de biomassa para produção de distintos produtos, como combustíveis, produtos 

químicos e eletricidade e permite um alcance de maiores eficiências no curto e no longo 
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prazo, tanto do ponto de vista termodinâmico quanto do ponto de vista econômico e 

ambiental.  

Os pré-tratamentos tornam-se uma importante etapa na biorrefinaria 

lignocelulósica, mesmo sabendo que seu uso acarreta custos ao aproveitamento dos 

resíduos lignocelulósicos. Vale ressaltar que a biorrefinaria faz sentido se for empregada 

uma matéria-prima renovável, abundante, barata e específica, como a biomassa 

lignocelulósica que, ao contrário das diversas fontes fósseis, não é afetada pelas 

oscilações do mercado.  

Dentro do contexto da biorrefinaria lignocelulósica, objetivo do estudo foi obter 

as condições otimizadas do processo de hidrólise enzimática para produção de açúcares 

fermentescíveis sem a geração de subprodutos indesejáveis para a produção de biogás.  

O pré-tratamento com ácido cítrico diluído mostrou a viabilidade do processo, 

tanto do ponto de vista energético quanto do ponto de vista operacional, visto que 

maiores quantidades de bagaço de cana podem ser aproveitadas, aumentando a 

capacidade de uso para outras finalidades, seja para produção de biocombustíveis, 

produção de calor como aproveitamento de subprodutos.  

Além disso, os planejamentos experimentais para o pré-tratamento por hidrólise 

ácida foram validados, o que possibilitou a obtenção de hidrolisados e resíduos sólidos 

desejáveis do ponto de vista operacional e científico, facilitando a intepretação dos 

fenômenos que influenciam o desempenho do processo e apontando as condições de 

pré-tratamento que podem ser efetivamente aplicadas a processos industriais em uma 

biorrefinaria.  

Baseando-se nos dados obtidos durante o estudo, os processos de pré-tratamento 

foram conduzidos sob condições moderadas, de modo a promover simultaneamente 

elevada reatividade das fibras celulósicas e elevada recuperação de celulose, com 

mínima perda de açúcares, além da mínima geração de compostos inibidores das etapas 

subsequentes de pré-tratamento e hidrólise enzimática. 

O estudo foi efetivo por uma série de características:  

a) Em relação ao pré-tratamento das amostras 6 e 2: 

- produziu baixas quantidades de produtos resultantes da degradação do açúcar e da 

lignina. Teores de lignina na faixa de 22 % em ambos as amostras, comparáveis aos da 

literatura. 
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- o líquido resultante do pré-tratamento possibilitou a digestão anaeróbia, sem a 

necessidade de uma desintoxicação prévia. 

- resultou em uma elevada concentração de açúcares liberados na fração líquida (~5 g/L 

de glicose  e ~20 g/L de xilose); valores próximo e/ou superiores ao encontrado na 

literatura . 

- promoveu uma baixa demanda de energia, ou energia que possa ser recuperada e, 

outras etapas do processo. Aproveitamento, por exemplo o resíduo sólido da HE para a 

combustão. As amostras exibiram alto índice de PCS. 

- requer menor investimento e custo operacional, devido ao baixo custo de reagentes 

químicos para o pré-tratamento, neutralização e subsequente condicionamento.  

- aproveita-se de todas as frações (sólida e líquida) sem descarte e/ou recuperação. 

- produção mínima ou quase nula de resíduos. 

- reações rápidas e/ou reagentes químicos não corrosivos para minimizar o custo do 

reator de pré-tratamento. O uso de temperaturas relativamente baixas, tempos de reação 

mínima e concentração da solução ácida baixas, auxilia na economia do processo. 

- a adequação do hidrolisado no preparo das subsequentes etapas biológicas não formou 

produtos que demandem desafios de processamentos ou eliminação de resíduos. 

- foi feito em escala laboratorial, porém favorável para escala industrial. O pré-

tratamento é uma das etapas mais caras do processamento para a produção de açúcares a 

partir de biomassa. Assim, o desempenho de uma técnica de pré-tratamento deve ser 

avaliado em função de sua influência sobre os custos associados às etapas precedentes e 

subsequentes, bem como sobre os custos operacionais, de matéria-prima e de capital, do 

próprio pré-tratamento. Desse modo, o pré-tratamento propriamente dito deve ser muito 

eficiente em termos de rendimento, seletividade, funcionalidade (garantindo 

acessibilidade da celulose aos agentes hidrolíticos), simplicidade operacional, segurança 

e higiene industrial e atributos ambientais, ao mesmo tempo que exige um reduzido 

consumo de insumos químicos, energia e utilidades. 

b) Em relação à hidrólise enzimática das amostras 6 e 2: 

- resultou em uma elevada digestibilidade da celulose na hidrólise enzimática. Valores 

de ART superiores ao encontrado na literatura, na qual o ART da amostra 6 foi de ~28 

g/L e da amostra 2 foi de ~171 g/L. 
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- houve a adequação do resíduo sólido das subsequentes etapas biológicas sem 

eliminação, podendo ser utilizados como calor secundário (PCS). Ambas as amostras 

apresentaram alto PCS. 

- carga baixa de enzima deve ser adequada para se atingir digestibilidade superior a 90% 

da celulose pré-tratada em menos de 5 dias, e preferivelmente em 3 dias.  

c) Em relação à digestão anaeróbia e produção de  biogás das amostras 6 e 2: 

- obteve significativa produção de biogás tanto na fração sólida após hidrólise 

enzimática (amostra 2 = 449,41NmL) como da fração líquida após pré-tratamento 

(amostra 6 =. 55,14 NmL, amostra 2 = 209,45 NmL). 

- viável para escala industrial apesar de feito em escala laboratorial. Os resultados 

apresentados comprovaram a liberação e consumos de açúcares, o que é altamente 

relevante, pois mostra que os micro-organismos envolvidos na digestão anaeróbia foram 

capazes de assimilar açúcares C5 com elevada eficiência. Desta forma, a formação de 

biogás obtidos na digestão anaeróbia poderia aumentar a viabilidade econômica do 

processo de produção de etanol 1G integrado ao processo de produção de etanol 2G, 

comprovando, assim a hipótese de um conceito de biorrefinaria de segunda geração. 

A ferramenta estatística de direcionamneto foi capaz de gerar as condições 

desejáveis para pré-tratamento, bem como a composição química esperada para o 

hidrolisado e para o sólido. Os testes permitiram dar suporte à avaliação na produção de 

biogás. 

Finalizando, dentro do propósito do planejamento de experimentos, que era 

avaliar, em primeiro momento, a influencia dos parâmetros como concentração de ácido 

e tempo (pressão ambiente) e em segundo momento, a RSL, temperatura e tempo (sob 

pressão), sobre o pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar com ácido cítrico diluído, 

atendeu aos seguintes requisitos de suma importância: (a) aumentou a produção de 

reativos que favoreçam o ataque enzimático das fibras celulósicas, (b) evitou a 

destruição de celulose, (c) evitou a formação de possíveis inibidores de enzimas 

hidrolíticas e micro-organismos da fermentação, (d) minimizou a demanda de energia, 

(e) reduziu o custo relacionado com pré-tratamento físico das matérias-primas, (f) 

reduziu custo de investimento relacionado com os reatores químicos, (g), produziu 

menos resíduos e (h) reduziu o consumo de produtos químicos e, quando não possível, 

utilizar os mais baratos. Do mesmo modo, atendeu ao proposito do sucesso do pré-

tratamento, uso reduzido de enzimas (8,5 e 10 FPU) para conversão enzimática de 
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celulose, fundamentais para a obtenção de teores elevados de açúcares fermentescíveis, 

originando resultados promissores na produção de biogás. 

Esse estudo possibilitou a validação da ação de um ácido diluído, já que não há 

trabalhos desenvolvidos com pré-tratamenten com ácido cítrico diluído, desde o pré-

tratamento até a produção de biogás, já que não há trabalhos desenvolvidos nessa área. 

As informações geradas serão uteis para orientar novas condições experimentais, 

buscando novas formas para um processo econômico (em virtude do consumo de 

energia e de insumos), bem como da produtividade com alta rentabilidade e 

ambientalmente viável. 
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