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RESUMO 

BARRETO, Elisa da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2020. 
Otimização das etapas de pré tratamento alcalino com 2-hidróxi-1,4-naftoquinona 
e hidrólise enzimática para a produção de etanol de segunda geração Orientadora: 
Valéria Monteze Guimarães. Coorientador: Leandro Vinícius Alves Gurgel. 

O presente trabalho propõe a utilização de um novo mediador redox (2-hidróxi-1,4-

naftoquinona (HNQ)) para promover ciclos de oxidação e redução, visando preservar as 

frações de carboidratos e aumentar a deslignificação, durante o pré-tratamento alcalino 

do bagaço de cana-de-açúcar, utilizando hidróxido de sódio. Para avaliar as condições 

operacionais do pré-tratamento soda-HNQ, foram gerados dois planejamentos 

experimentais: fatorial fracionado (25-1, resolução V) e composto central (22). Os 

resultados mostraram que a carga de HNQ usada no pré-tratamento foi estatisticamente 

significativa (p < 0,05) para a preservação dos carboidratos (celulose e hemiceluloses) e 

deslignificação da biomassa. A condição experimental gerada pela ferramenta de 

desejabilidade (9,57 mL g-1, 150oC, 60 min), utilizada para avaliar o desempenho dos 

mediadores redox HNQ [0,4% (m m-1)] e AQ (antraquinona) [0,493% (m m-1)], permitiu 

obter polpas com grau de polimerização da celulose de 2033 e 1701, respectivamente. O 

pré-tratamento soda-HNQ do bagaço de cana resultou em uma solubilização de 22,2% e 

34,7% menor das frações de celulose e hemiceluloses, respectivamente, comparado ao 

pré-tratamento soda-AQ. Os modelos de regressão, para os teores de celulose e 

hemiceluloses, apresentaram coeficiente de determinação (R2)   de 93,5 e 70,4%, 

respectivamente, indicando que apenas 6,5% e 29,6% da variabilidade não pôde ser 

explicada pelo modelo. O processo de otimização da etapa de hidrólise enzimática do 

bagaço pré-tratado soda-HNQ, utilizando batelada alimentada e adição de surfactante 

Tween 80 aos ensaios, permitiu atingir o máximo da produção de açúcares redutores totais 

(142,0 g L-1), com baixa carga de enzimas (3 FPU g-1) e alto teor de sólidos (15%). A 

fermentação do hidrolisado enzimático pelo consórcio CERLEV 47 + CERLEV 1015, 

resultou em uma produção máxima de etanol de 61,3 g L-1. A estimativa de produção de 

etanol de segunda geração, a partir do processo desenvolvido, é de 244 kg etanol por 

tonelada de bagaço de cana-de-açúcar. 

 

Palavras-chave: 2-hidróxi-1,4-naftoquinona. Mediador redox. Pré-tratamento. 

Hidrólise enzimática. Fermentação. Etanol de segunda geração. 



	

ABSTRACT 

BARRETO, Elisa da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2020. 
Optimization of alkaline pretreatment with 2-hidroxy-1,4-naphtoquinone and 
enzymatic hydrolysis for second-generation ethanol production. Advisor: Valéria 
Monteze Guimarães. Co-advisor: Leandro Vinícius Alves Gurgel. 

 
The present study proposes the use of a new redox mediator (2-hydroxy-1,4-

naphthoquinone (HNQ)) to promote oxidation and reduction cycles in order to preserve 

carbohydrate fractions and increase delignification, during the alkaline delignification 

process by sodium hydroxide. To evaluate the operational conditions of the Soda-HNQ 

pretreatment, two experimental designs were generated: fractional factorial (25-1, 

resolution V) and central composite (22). The results showed that the load of redox 

mediator HNQ was statistically significant (p < 0.05) for the preservation of 

carbohydrates (cellulose and hemicelluloses) and delignification of the biomass. The 

experimental condition generated by the desirability tool (9.57 mL g-1, 150oC, 60 min), 

evaluated for evaluation of the performance of redox catalysts HNQ [0.4% (m m-1)] and 

anthraquinone [0.493% (m m-1) ], allowed to obtain a pulp with degree of polymerization 

of cellulose of 2033 and 1701, respectively. The comparison with anthraquinone revealed 

that the redox catalyst HNQ led to a lower solubilization of cellulose (22.2%) and 

hemicelluloses (34.7%), respectively. The regression models for the contents of cellulose 

and hemicelluloses showed coefficient of determination (R2) of 93.5 and 70.4%, 

respectively, which indicate that only 6.5% and 29.6% of the variability could not be 

explained by the model. The optimization of the enzymatic hydrolysis process led to a 

maximum production of total reducing sugars of 142.0 g L-1, with low enzyme load 

(3 FPU g-1) and high content of solids (15%), through the use of the fed batch strategy 

and addition of surfactant Tween 80 to the tests. The fermentation of enzymatic 

hydrolysate resulted in the maximum ethanol production of 61.3 g L-1 by the CERLEV 

47 + CERLEV 1015 consortium. The estimated production of 2G ethanol from the 

proposed technology is 244 kg of ethanol per ton of sugarcane bagasse. 

 

 

Keywords: 2-hydroxy-1,4-naphtoquinone. Second-generation ethanol. Enzymatic 

hydrolysis. Redox catalyst. Anthraquinone. Lawsone. 
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Introdução e justificativa 

O Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar do mundo e, estima-se que na safra 

2019/2020 o cultivo de cana-de-açúcar seja de, aproximadamente, 647 milhões de 

toneladas (CONAB, 2017). No Brasil, as principais aplicações desta cultura são na 

produção de açúcar e de etanol de primeira geração (E1G), e de fato, esses mercados 

competem pela matéria prima. Vale ressaltar que desde a safra 2013/2014, as usinas 

brasileiras têm destinado mais açúcar total recuperável (ATR) para a produção etanol.  

O crescente aumento na demanda por combustíveis líquidos está relacionado 

principalmente à ampliação da frota de veículos leves, cujo atendimento, até 2009, foi 

feito majoritariamente por meio do aumento da produção interna de etanol. A produção, 

entretanto, não é capaz de atender à demanda atual. Por isso, o crescente número de 

veículos passou a consumir mais gasolina, aumentando o volume de importações, haja 

vista a capacidade limitada de refino no Brasil (BNDES, 2015).  

No entanto, sabe-se que a queima da gasolina em motores de combustão interna 

do ciclo Otto contribui significativamente para a liberação de gases poluentes no 

ambiente, principalmente CO, CO2, NOx e SOx. Em 2015, segundo a Agência 

Internacional de Energia (IEA), os combustíveis fósseis foram responsáveis pela 

liberação de mais 32,294 bilhões de toneladas de CO2 (INTERNATIONAL ENERGY 

AGENCY, 2017). Nesse cenário, vários países apresentaram propostas para conter o 

avanço catastrófico da poluição ambiental. Na ocasião, o Brasil se comprometeu a 

incentivar e aumentar o consumo dos biocombustíveis de primeira e segunda geração (21ª 

Conferência das Partes-COP-21).  

Desse modo, é indispensável buscar formas de aumentar a produtividade e 

atratividade econômica do etanol. Dentre as opções tecnológicas que vêm sendo 

desenvolvidas no Brasil, destacam-se as iniciativas dedicadas ao avanço tecnológico para 

a produção de etanol de segunda geração (E2G), cuja produtividade implicará em um 

aumento de até 50 % na quantidade produzida, sem interferir no setor de alimentos e/ou 

aumentar áreas de plantio. 

O E2G, também chamado de etanol celulósico, é produzido a partir de biomassas 

lignocelulósicas. No Brasil, esta tecnologia poderá permitir a utilização de todo o 

excedente de bagaço e palha de cana-de-açúcar, acumulados pelas usinas sucro-

alcooleiras durante a safra. Esta tecnologia de produção permite também a utilização de 

vários materiais lignocelulósicos, ou resíduos agrícolas, como palha de trigo, feno de 
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milho, resíduos florestais e culturas dedicadas (salgueiro, sorgo doce, dentre outras) 

(GALBE & ZACCHI, 2007). 

A biomassa lignocelulósica é composta, principalmente, de celulose (40-50%), 

hemiceluloses (25-35%) e lignina (10-25%) (KUMAR et al., 2016). Para produção de 

E2G, o material precisa ser submetido às etapas de pré-tratamento, hidrólise enzimática, 

fermentação e destilação. O pré-tratamento visa à desestruturação da parede celular 

vegetal, devido à sua elevada resistência química à degradação, facilitando o acesso das 

enzimas, na etapa seguinte. Na etapa de hidrólise enzimática ou sacarificação, os 

polissacarídeos são hidrolisados, liberando açúcares fermentescíveis (hexoses a partir de 

celulose e pentoses a partir de hemiceluloses, respectivamente). Uma vez gerados, os 

açúcares podem ser fermentados a etanol, de forma semelhante ao que é feito no processo 

de produção de E1G.  

Deve-se se ressaltar, no entanto, que o baixo custo benefício dos processos 

tecnológicos empregados no pré-tratamento e hidrólise enzimática, e o rendimento de 

açúcares fermentescíveis torna a produção economicamente inviável no presente 

momento. A eficácia do pré-tratamento está acoplada à necessidade de diminuição da 

cristalinidade da celulose, manutenção da fração de polissacarídeos, deslignificação do 

material e na não geração de inibidores das etapas de hidrólise e fermentação. Dentre os 

principais compostos inibitórios, destaca-se o ácido acético, produzido a partir da 

hidrólise ácida das hemiceluloses, que interfere no metabolismo das leveduras 

fermentadoras, além de 2-furfuraldeído, 2-hidróximetil-2-furfuraldeído e compostos 

fenólicos derivados da lignina que inibem a atividade enzimática durante a etapa de 

sacarificação. Também a presença da lignina afeta negativamente o processo, uma vez 

que pode provocar impedimento estérico, ou seja, impedir o acesso das enzimas ao 

substrato (celulose) e também promove a adsorção improdutiva das enzimas 

lignocelulolíticas. 

Dessa forma, trabalhos anteriores mostraram que a técnica de deslignificação 

alcalina é adequada para atender às exigências mencionadas anteriormente, sendo o 

hidróxido de sódio (NaOH) um dos catalisadores mais eficientes (AGBOR et al., 2011). 

Nesse processo, o NaOH promove reações que favorecem a degradação da lignina e a 

dissolução de seus fragmentos por meio da hidrólise das ligações α- e β-aril-alquil-éter 

(C-O-C)(CHEN, H. Z. et al., 2015).  

Embora o NaOH seja essencial para uma rápida polpação (deslignificação), sua 

presença pode dissolver mais de 50% das hemiceluloses e 5-10% da celulose (DIMMEL 

et. al. , 2010), o que não é desejável, visto que os açúcares liberados não são recuperados. 



	 20	

Existe, portanto, a necessidade de contornar essa situação, visando melhorar a eficiência 

e o rendimento do processo. Uma das soluções tecnológicas seria a utilização de 

catalisadores que possibilitassem uma maior deslignificação combinada com a 

manutenção da fração de polissacarídeos, durante o pré-tratamento. Nesse sentido, a 

exemplo da indústria de papel e celulose que utiliza baixas cargas de antraquinona (0,1 a 

0,5%, m/m), um mediador redox que promove ciclos de oxidação e redução (oxidação da 

extremidade aldeído a ácido aldônico nos carboidratos e redução da lignina fragmentada), 

é importante a busca por catalisadores redox que possam favorecer o pré-tratamento 

alcalino do bagaço de cana-de-açúcar. Estudos mostraram que a extremidade ácido 

aldônico deixa os carboidratos mais estáveis e isso previne a perda por despolimerização 

alcalina terminal, enquanto a redução da lignina é acelerada aumentando a seletividade 

do processo de deslignificação (CHAI et al., 2007).  

Atualmente, a antraquinona e seus derivados (ex.: anthraquinona-2-sulfonato 

(AQS), anthraquinona-2,6-dissulfonato (AQDS)) (Figura 1) são os mediadores redox 

descritos. Entretanto, como mostrado por Nascimento et al. (2016), a utilização de AQS 

e AQDS, em um contexto de biorrefinaria lignocelulósica, torna-se inviável, devido à 

inibição que estes compostos causam na hidrólise enzimática. Assim, o presente trabalho 

propõe avaliar uma nova molécula: 2-hidróxi-1,4-naftoquinona (HNQ) (Figura 1), que 

também pertence à família das quinonas, que são moléculas de elevada resistência à 

alcalinidade e temperatura. Espera-se-se que o HNQ possa exibir a eficiência comparável 

à antraquinona, mas sem exercer o efeito inibitório na etapa de sacarificação da biomassa.  

 

Figura 1: Estruturas da antraquinona e seus derivados e da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona. 
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No presente estudo, os processos de otimização do pré-tratamento alcalino foram 

realizados, mediante avaliação da influência das variáveis do processo (quantidade de 

NaOH, razão líquido-sólido, temperatura, tempo e quantidade de HNQ) sobre as variáveis 

resposta do processo (deslignificação, preservação das frações de celulose e 

hemiceluloses, conversão enzimática dos polissacarídeos a glicose e xilose). Para o 

aprimoramento do pré-tratamento, foram realizados um planejamento experimental 

fracionado (resolução V) exploratório do tipo 25-1 e um de otimização composto central 

do tipo 22, para a avaliar o comportamento das variáveis e otimizar o processo, 

respectivamente, tendo sido selecionada a condição que permitiu maximizar a 

deslignificação e a preservação dos carboidratos.  

A hidrólise enzimática também é alvo de desenvolvimento tecnológico. É uma 

etapa crucial e atualmente constitui um desafio para a viabilidade do processo, devido ao 

elevado custo das enzimas, baixa eficiência e o longo tempo de sacarificação. Visando 

diminuir a carga enzimática, proteínas não catalíticas, surfactantes não iônicos e 

polímeros estão sendo usados como aditivos para aumentar o rendimento do processo 

(ZHANG, HONGDAN et al., 2017). Em outra linha, pesquisas mostraram processos de 

otimização da hidrólise enzimática, avaliando o efeito da agitação do meio reacional 

(VERARDI et al., 2016), carga enzimática e quantidade de sólidos (MODENBACH et. 

al., 2013). Em trabalhos recentes, a estratégia de batelada alimentada permitiu realizar 

ensaios de hidrólise enzimática com maior teor de sólidos, sem diminuir o rendimento de 

açúcares fermentescíveis. Sugiharto et al. (2016) utilizaram o sistema de alimentação 

periódica e obtiveram rendimento de glicose 26% superior comparado ao tratamento em 

único estágio com carga de sólidos de 25% (m v-1). 

Dessa forma, o presente trabalho traz novas contribuições para o desenvolvimento 

dos processos de pré-tratamento e hidrólise enzimática para a produção de etanol de 

segunda geração.  

Esta tese foi dividida nos seguintes capítulos: 

Capítulo I: apresenta uma revisão de literatura 

Capítulo II: apresenta o desenvolvimento e otimização do pré-tratamento soda-HNQ e as 

implicações nas características bioquímicas e estruturais do material pré-tratado. Além 

disso, traz informações sobre o comportamento de oxidação e redução da molécula 

mediadora redox. Está apresentado na forma de artigo em inglês, que foi submetido para 

Bioresource Technology, como exigência do Programa de Pós-Graduação em 

Bioquímica Aplicada. 
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Capítulo III: otimização dos ensaios enzimáticos, visando diminuir a carga de enzimas e 

aumentar o teor de sólidos, mantendo alto rendimento de hidrólise, usando ensaios em 

batelada alimentada na presença/ausência do surfactante Tween 80. Em seguida, foi 

realizada a fermentação por quatro espécies de leveduras cultivadas isoladas e em 

consórcio.  

 

Hipóteses do trabalho  
 
Essa tese se fundamenta nas seguintes hipóteses:  

1) A utilização de um mediador redox natural e resistente a altas temperaturas e 

alcalinidade, como o 2-hidróxi-1,4-naftoquinona, será uma interessante 

alternativa aos mediadores derivados de antraquinona (AQ), para atuar na 

preservação dos carboidratos e na deslignificação de bagaço de cana durante o pré 

alcalino por hidróxido de sódio (soda). Além disso, por ser uma molécula natural, 

o 2-hidróxi- 1,4 naftoquinona não inibirá as enzimas durante a sacarificação do 

bagaço de cana pré tratado soda/HNQ, como ocorre na biomassa pré tratada 

soda/AQ;  

2) Após a obtenção do bagaço de cana altamente deslignificado, será possível 

diminuir os efeitos de adsorção improdutiva que a lignina exerce sobre as enzimas 

lignocelulolíticas, e isso permitirá realizar eficiente sacarificação da biomassa 

utilizando baixas cargas de enzimas; 

3) A utilização de baixas cargas de enzimas durante a sacarificação do bagaço de 

cana poderá dificultar a realização de ensaios com elevado teor de sólido devido, 

principalmente, ao aumento da viscosidade do sistema e dificuldades na 

transferência de massa durante as reações de hidrólise. A adição periódica de 

biomassa pré tratada ao ensaio de hidrólise enzimática poderá manter a baixa 

viscosidade do meio reacional, e permitir realizar a reação com elevado teor de 

sólidos finais .  

4) A utilização do Tween 80 aos ensaios de sacarificação do bagaço de cana poderá 

melhorar a produção de açúcares redutores totais por atuar na manutenção da 

atividade das enzimas lignocelulolíticas, quando submetidas a condições de 

agitação e alta temperatura (50 °C). 
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Objetivos 
 
Objetivo geral 
 

O objetivo geral desse trabalho é contribuir para o aumento da viabilidade técnica 

e econômica da produção de etanol de segunda geração, a partir da otimização das etapas 

de pré-tratamento alcalino (soda-HNQ) e hidrólise enzimática do bagaço de cana-de-

açúcar, em um contexto de biorrefinaria lignocelulósica. 

 
 Objetivos específicos 
 

1)  Avaliar a utilização do mediador redox HNQ durante o pré-tratamento alcalino 

do bagaço de cana-de-açúcar, otimizando o pré-tratamento soda-HNQ a partir das 

variáveis independentes razão líquido-sólido, temperatura, tempo de 

processamento, carga de NaOH (m m-1) e carga de HNQ (m m-1); 

2) Avaliar as variáveis que interferem no desempenho do pré-tratamento soda-HNQ 

na fração sólida do bagaço de cana com base nos resultados de rendimento (massa 

seca recuperada após os pré-tratamentos), conteúdos residuais de celulose, 

hemiceluloses e lignina, remoção de celulose, hemiceluloses e lignina e conversão 

enzimática dos polissacarídeos a glicose e xilose; 

3)  Comparar o efeito da HNQ à antraquinona no pré tratamento e hidrólise 

enzimática do bagaço de cana; 

4)  Conhecer os parâmetros de hidrólise enzimática como coquetel enzimático, carga 

de enzimas e carga de sólidos ideais para a biomassa pré-tratada com soda/HNQ; 

5) Melhorar os rendimentos de açúcares liberados na hidrólise enzimática por 

estratégia de batelada alimentada na presença e ausência do surfactante Tween 80 

(0,1 % (v v-1)), usando alto teor de sólidos e baixa carga de enzimas; 

6) Produzir etanol de segunda geração a partir do hidrolisado enzimático e avaliar o 

potencial de fermentação de quatro espécies de leveduras cultivadas e isoladas e 

em consórcio; 

7) Promover ensaios de hidrólise enzimática do bagaço de cana pré tratado soda-

HNQ, utilizando o blend CellicCtec 2 e o extrato enzimático bruto, produzido pelo 

Chrysoporthe cubensis; 

8) Avaliar a suplementação da sacarificação enzimática com o blend Ctec:CC, pelos 

aditivos soro de queijo, soro albumina bovina, Tween 80 e HNQ. 
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A produção de etanol de segunda geração a partir de biomassas lignocelulósicas	
 
1- A produção de etanol de segunda geração 

Em 2015, o consumo mundial de óleo equivalente foi de 13,6 bilhões de toneladas, 

incluindo 31,7% de petróleo, 21,8% de carvão e turfa (peat), 21,6% de gás natural, 

enquanto os biocombustíveis contribuíram com apenas 9,7%. No mesmo ano, foram 

liberadas mais 32,294 bilhões de toneladas de CO2, provenientes da queima de 

combustíveis fósseis (INTERNATIONAL ENERGY AGENCY, 2017).  

Visando diminuir a liberação dos gases de efeito estufa, vários países firmaram 

um acordo na 21ª Conferência das Partes (COP-21), em Paris no ano de 2016. Na ocasião, 

o Brasil apresentou um compromisso de fortalecer a utilização de energia sustentável para 

aproximadamente 18% até 2030. Entre as principais políticas públicas destacam-se o 

incentivo ao consumo e oferta de etanol (E1G e E2G) e aumento da parcela de biodiesel 

no diesel (MINISTÉRIO DE MINAS E ENERGIA, 2017). Sendo o setor de transporte o 

principal consumidor dos combustíveis líquidos, a utilização dos biocombustíveis é 

bastante viável, uma vez que os motores de combustão interna movidos a etanol e flex 

fuel (bicombustível) são conhecidos e difundidos, não havendo, portanto, necessidade de 

modificação mecânica dos veículos (MANOCHIO et al., 2017).  

As usinas de etanol brasileiras, no entanto, competem diretamente com o mercado 

de alimentos pela matéria prima. Desde a safra 2013/2014 tem sido destinado mais açúcar 

total recuperável (ATR) para a produção de etanol (CONAB, 2017). Por isso, diante da 

crescente demanda, estima-se a necessidade de aumento das áreas de cultivo de cana-de-

açúcar. Pesquisas apontam que até 2021 a safra seja de 1038 milhões de toneladas de 

cana-de-açúcar, quase o dobro em comparação aos 569 milhões de toneladas da safra 

2008/2009.  

Entretanto, considerando todo potencial energético contido em uma tonelada de 

cana-de-açúcar, apenas um terço está na forma de sacarose, a qual é utilizada na produção 

de E1G. Os dois terços restantes, representados pelo material lignocelulósico, contidos 

no bagaço e palha da cana, são utilizados para a produção de energia elétrica 

(bioeletricidade), e o excedente do processo é armazenado ou descartado, representando 

um grave problema ambiental (DANTAS et. al., 2013).  

Diante disso, visando aumentar a produtividade de etanol, sem aumentar as áreas 

de cultivo, gasto com insumos agrícolas e competividade com o mercado de alimentos, 

pesquisas têm concentrado esforços na produção de E2G (etanol celulósico) (ALONSO 

et al. 2010), cujo processo tecnológico ainda está em fase de consolidação no Brasil e no 

mundo. No Brasil, os primeiros litros de E2G começaram a ser produzidos no final de 
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2014 pelas pioneiras Granbio e Raízen que, juntas, possuem capacidade de produzir cerca 

de, apenas, 120 milhões de litros de E2G por ano (NETO  et al., 2018). Atualmente a 

produção de E1G é próxima de 31 bilhões de litros por ano e estima-se que a demanda 

atinja 50 bilhões de litros por ano até 2030 (EPE, 2017).  

A produção de E2G difere da produção de E1G pela necessidade de pré-tratar a 

matéria prima, porque as operações de fermentação e destilação podem compartilhar a 

mesma estrutura, o que aumenta a viabilidade econômica do processo (DIAS et al., 2012). 

Devido a sua composição, que apresenta celulose (40-50%), hemiceluloses (25-35%) e 

lignina (10-25%), a biomassa lignocelulósica precisa ser submetida às etapas de pré-

tratamento e hidrólise enzimática que, consistem em fragmentar a biomassa em seus 

constituintes majoritários e gerar açúcares fermentescíveis (glicose a partir de celulose e 

xilose a partir de hemiceluloses), respectivamente (Figura 1. Uma vez liberados, os 

açúcares serão fermentados por leveduras, como acontece na produção de E1G (KUMAR 

et al., 2016).  

 

Figura 1: Etapas para a produção de E2G. Fonte: Anwar et al. (2014) (adaptada). 
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o desafio de um substrato rico em pentoses contribui para o insucesso do processo devido 

à barreira física, causada pelo polímero, que dificulta o acesso à celulose 

(LENNARTSSON et al., 2014;NETO  et al., 2018). 

Considerando aspectos econômicos para a produção de E2G, o estudo de Milanez 

et al. (2015) indicou que a produção será competitiva com o E1G a médio prazo (depois 

de 2024). Esses autores apontam que os principais fatores que contribuem para o custo 

atual da produção são investimento na planta, tipo de biomassa e enzimas 

lignocelulolíticas. De acordo com as premissas do estudo, o custo do E2G será 

competitivo com o petróleo, USD $ 44 por barril, a longo prazo. Enquanto Raele et al. 

(2014) apostam que a saturação da produtividade nas usinas de primeira geração 

estimulará as usinas e laboratórios a viabilizar o E2G em escala industrial. Além disso, a 

equipe acredita que se as plantas fossem transformadas em biorrefinarias integradas, ao 

produzir E1G e E2G, o rendimento por hectare de cana-de-açúcar poderia dobrar, de 

8.000 L/ha para 16.000 L/ha. 

 Contudo, mesmo que conhecidas as etapas físicas, químicas e biológicas, a 

produção de E2G deve sofrer alterações e evoluções com o processo de escalonamento 

industrial. Há um longo processo de aprendizagem a ser percorrido na transferência de 

novas tecnologias da escala piloto para a escala industrial, durante o qual deverá superar 

os riscos substanciais e as incertezas para que a difusão da tecnologia possa ocorrer 

satisfatoriamente. 

 
1.2- Biorrefinaria lignocelulósica 

 O conceito de biorrefinaria se refere a uma indústria de multiprodutos que usa 

as frações de biomassa lignocelulósica para produzir energia, produtos químicos e 

subprodutos (Figura 2). Esse conceito tem despertado interesse em pesquisas devido à 

futura viabilidade econômica que ele pode oferecer ao mercado biobaseado, quando 

comparado somente ao cenário de produção de E2G e também frente à viabilidade 

atingida no processo de produção de E1G, com a cogeração de vapor e energia elétrica. 

Além disso, estima-se que a biorrefinaria lignocelulósica contorne os problemas das 

emissões líquidas de CO2, uma vez que o uso de bagaço de cana para produção de E2G e 

bioprodutos de valor agregado retira parte dessa biomassa do processo de geração de 

energia para a planta e, acredita-se que futuramente a conversão da indústria de açúcar e 

E1G em biorrefinaria será o caminho mais sustentável a ser seguido por essas indústrias 

(SINDHU et al., 2016). Adicionalmente, estima-se que o mercado mundial de produtos 

químicos movimente USD $ 100 bilhões por ano, dos quais 3 % estão relacionados a 
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bioprodutos, ou derivados de biomassa lignocelulósica, o que representa uma 

oportunidade de mercado a ser perseguida pelo setor (VAZ, 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 O principal desafio da biorrefinaria lignocelulósica é converter a biomassa de 

forma sustentável em produtos químicos, materiais, combustíveis e energia, satisfazendo 

as atuais restrições econômicas (FRANCO e GARZÓN, 2014). Como apresentado na 

Tabela 1, a biomassa pode gerar várias moléculas de valor agregado, a partir da celulose, 

hemiceluloses e lignina. 

  

Ácido 

Figura 2: Biorrefinaria lignocelulósica. Após o fracionamento, os componentes da 
biomassa são convertidos em diversos produtos de valor agregado. Fonte: Arevalo-
Gallegos et al. (2017) (adaptada). 
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Tabela 1: Visão geral dos produtos que podem ser gerados em biorrefinaria 
lignocelulósica. 

Produto alvo Precursor Rota de formação Referência 

Ácido succínico 
Xilose 

(hemiceluloses) 

Fermentação por 

Actinobacillus succinogenes 

BORGES et al.  

2011; 

BRADFIELD, et 

al. 2016 

Lipídeos 
Hidrolisado de 

hemiceluloses 

Fermentação por Lipomyces 

starkeyi 

XAVIER et al., 

2017 

Metano e 

hidrogênio 

(biogás) 

Xilose 

(hemiceluloses) 

Digestão anaeróbia por 

consórcio microbiano 

proveniente de lodo de esgoto 

BAÊTA et al., 

2016 

Lignina fenol-

formaldeído 

adesivo (LFFA) 

(adesivo) 

Lignina 

Substituição parcial do fenol 

pelo contido no resíduo da 

produção de E2G para formar 

LFFA 

ZHANG et al., 

2013 

Ácido láctico 
Glicose 

(celulose) 

Fermentação por Lactobacillus 

coryniformis subsp. torquens 

MORAES et al., 

2016 

Xilo-

oligossacarídeos 

(cultivo de 

probióticos) 

Xilana 

(hemiceluloses) 

Hidrólise enzimática das 

hemiceluloses 

MANDELLI et 

al., 2014 

Vanilina Lignina 

Biotransformação por 

consórcio bacteriano isolado na 

natureza 

HARSHVARDH

AN et al., 2017 

Ramnolipídeos 

(biossurfactante) 
Hemiceluloses 

Fermentação por Pseudomonas 

aeruginosa 

LOPES et al., 

2017 

Xilitol 
Xilose 

(hemiceluloses) 

Fermentação por Candida 

guilliermondii 

ARRUDA et al., 

2017 

 

 O ácido succínico é uma molécula precursora de muitos produtos químicos 

industrialmente importantes, e possui larga aplicação nas indústrias alimentícia, 

farmacêutica e agrícola. Atualmente, a produção comercial do ácido succínico é pelo 

processo químico do anidrido maleico, derivado do petróleo, o que limita o uso do 
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composto em várias aplicações devido ao custo elevado de produção (BORGES e 

PEREIRA, 2011).  

 Os biossurfactantes são moléculas valiosas que possuem diversas aplicações 

ambientais, como na recuperação aprimorada de petróleo e também como farmacêuticos 

e terapêuticos (LOPES et al., 2017). Marcelino et al. (2017) produziram o biossurfactante 

a partir de hidrolisado hemicelulósico e mostraram o seu potencial para a produção de 

biolarvicidas contra o Aedes aegypt, vetor da doença dengue.  

 Os lipídeos a partir da biomassa são grandes atrativos para a indústria devido à 

composição semelhante a de óleos vegetais. Ricos em ácidos poli-insaturados, como o 

ácido linolênico, são frequentemente usados em suplementos dietéticos e nutrição infantil 

(RUAN et al., 2012). Na mesma linha, estão os xilo-oligossacarídeos, oligômeros 

contidos nos licores do hidrolisado hemicelulósico, que além de serem moléculas 

precursoras da xilose, são utilizados para cultivar microrganismos benéficos para o 

intestino humano, chamados probióticos (BURUIANA et al., 2017). 

 O biogás é utilizado em caldeiras industriais para a produção de energia. Tem 

sido apontado como uma excelente destinação para as pentoses contidas nos materiais 

lignocelulósicos devido à dificuldade técnica de se fermentar esses açúcares a E2G de 

forma economicamente viável (KUMAR et al., 2016). Além disso, ao suplementar o 

sistema de cogeração de energia a partir de biogás, essa fonte adicional de energia 

aumenta a disponibilidade de bagaço de cana para a produção de E2G (DIAS et al., 2012). 

 A vanilina vem despertando interesse científico devido à sua aplicação na 

produção de polímeros, utilizados na produção de compósitos, poliésteres, dentre outros 

(ZHANG et al., 2016). Além disso, é gerada a partir da lignina, pouco utilizada para a 

produção de moléculas de valor agregado até o presente momento. Sua pouca utilização 

também advém da competição pelo seu uso na geração de energia em caldeiras devido à 

sua elevada capacidade calorífica. 

 O ácido láctico é amplamente utilizado em indústrias químicas, farmacêuticas, 

cosméticas e alimentícias, além de ser o alicerce para produzir ácido poliláctico, que é 

um biopolímero alternativo ao plástico sintético, sustentável devido à sua 

biodegradabilidade (MORAES et al, 2016). 

 O xilitol é um adoçante com capacidade edulcorante semelhante à sacarose, 

porém com menor teor calórico (2,4 kcal/g comparado com 4 kcal/g de sacarose). Este 

adoçante possui características interessantes devido às suas propriedades comerciais 

anticariogênicas e metabolismo independente da insulina (FRANCO; GARZÓN, 2014), 

sendo, portanto, comercialmente valioso.  
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 Por tudo isso, entende-se que o fracionamento eficaz da biomassa traz grandes 

vantagens ao setor industrial e uma grande oportunidade econômica e ambiental.  

 

2- Estrutura da biomassa lignocelulósica 

A biomassa lignocelulósica é constituída por resíduos florestais, agrícolas, 

agroindustriais e alimentares. É uma fonte de energia abundante, renovável e de baixo 

custo. Como a composição química da biomassa lignocelulósica consiste principalmente 

de açúcares na forma polimérica (celulose e hemiceluloses) e lignina, esses componentes 

químicos podem ser reciclados e usados para a produção de diversos produtos de valor 

agregado, como etanol, aditivos alimentares, ácidos orgânicos, enzimas, dentre outros. 

 

2.1- Celulose 

A celulose é o principal componente estrutural da parede celular dos vegetais e 

responsável por muitos de seus traços distintivos. É um polímero insolúvel em água e 

possui estrutura química composta por unidades repetitivas de celobiose, que são dímeros 

de β-D-anidroglicopiranose unidos por ligações β-1,4-glicosídicas (ZHANG et al. 2008). 

Durante a biossíntese, as cadeias lineares e extensas da celulose são alinhadas lado a lado, 

criando fibras de grande resistência mecânica, sendo por isso comparada à resistência da 

tensão do aço (FESTUCCI-BUSELLI et al., 2007). 

A celulose apresenta duas regiões, chamadas de cristalina e amorfa, interfaciadas 

por regiões de grau de cristalinidade inferior, mantidas de forma coesa por meio de 

ligações de hidrogênio. A região cristalina, também chamada de região organizada, é 

formada por cadeias paralelamente dispostas. A região amorfa, também chamada de 

região desorganizada, é formada por unidades em que as ligações intermoleculares são 

dispostas de maneira irregular, não tão coesa quanto na região mais organizada. O grau 

de cristalinidade da celulose (geralmente na faixa de 40 % a 60 %) depende da sua origem 

e tipo de processamento e está relacionado à baixa acessibilidade das enzimas (SMUGA-

KOGUT et al., 2016). Como observado na Figura 3, cada extremidade da cadeia de 

celulose apresenta um grupo redutor, que pode alternar entre uma estrutura alifática e 

cíclica, com um grupo carbonila em C-1 e um grupo não redutor em C-4.  
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Figura 3: Representação esquemática da estrutura química e das ligações intra- e 

intermoleculares de hidrogênio na celulose cristalina. Fonte: LIN et al., 2014 (adaptada). 

 

 

 

Estudos mostraram que existem 6 tipos de celulose: I, II, IIII, IIIII, IVI e IVII. A 

celulose I, também chamada de nativa, é a principal forma encontrada na natureza e 

ocorre na forma de dois alomorfos denominados Iα e Iβ. As demais, são obtidas 

artificialmente por tratamentos químicos ou térmicos, como demonstrado na Figura 4. 

(FESTUCCI-BUSELLI et al., 2007).  

 

Figura 4: Transformação da celulose em vários polimorfos. Fonte: KLEMM et al., 2002 

(adaptada).
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Além da celulose I, a celulose II é a forma cristalina mais importante da celulose 

do ponto de vista técnico e comercial. É obtida pelo chamado processo de mercerização, 

isto é, por imersão da celulose em solução aquosa de NaOH (10 % a 20 %, m v-1) seguida 

por neutralização ou lavagem do intermediário chamado álcali de celulose. A modificação 

cristalina da celulose III é obtida tratando-se a celulose nativa com amônia líquida (abaixo 

de 30 ºC) ou uma amina orgânica, seguida por lavagem com álcool. A diferença entre a 

celulose IIII e IIIII é por pequenas dimensões da rede. A celulose IV é formada pelo 

tratamento da celulose II ou III com glicerol líquido em alta temperatura (KLEMM et al., 

2002). 

 

2.1.1- Hidrólise enzimática da celulose 

A obtenção de E2G a partir da celulose envolve uma importante etapa de hidrólise 

do polímero a glicose. Esse processo pode ser realizado, eficientemente, via hidrólise 

enzimática, por um conjunto de enzimas chamadas celulases (Figura 5). Segundo 

Mandelli et al. (2014), as principais vantagens de se utilizar enzimas ao invés de ácido, 

no processo de hidrólise são as condições mais suaves de reação, geração mínima de 

resíduos indesejáveis e especificidade do produto formado.  

As celulases pertencem às famílias de hidrolases glicosídicas e de acordo com o 

sistema de classificação tradicional, são divididas em três classes; exo-1,4-β-D-glicanases 

ou celobiohidrolases (CBH) (EC 3.2.1.91), que progressivamente se movem ao longo da 

cadeia de celulose e clivam as unidades de celobiose das extremidades; endo-1,4-β-D-

glicanases (EG) (EC 3.2.1.4), que hidrolisam aleatoriamente ligações β-1,4-glicosídicas 

internas na cadeia de celulose; 1,4-β-D-glicosidases (EC 3.2.1.21) que hidrolisam a 

celobiose a glicose e também clivam as unidades de glicose presentes nos celo-

oligossacarídeos. 
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Figura 5: Modelo esquemático da hidrólise enzimática da celulose. Fonte: Madadi et al 

(2017) (Adaptada) 

 

 Existem numerosos microrganismos bacterianos e fúngicos envolvidos na 

produção de celulases. Devido à capacidade de produzir enzimas extracelulares, as 

celulases fúngicas têm sido preferencialmente utilizadas nas aplicações industriais. O 

sistema de produção de celulases fúngicas trabalha com os fenômenos de 

restrição/indução, onde as fontes de carbono, facilmente metabolizadas, restringem e 

induzem a secreção de enzimas de acordo com a composição (MADADI, 2017).  

Um dos métodos técnicos favoráveis para a redução do custo de processamento é 

a produção de celulases nos resíduos agroindustriais por meio da fermentação em estado 

sólido (SSF). Nestes resíduos de baixo custo, os carboidratos atuam como uma fonte de 

carbono para o crescimento de fungos. Vários pesquisadores relataram diversos 

substratos para a produção de celulases, como palha de arroz, palha de trigo, palha de 

sorgo, espiga de milho, flor de algodão, resíduo de mandioca e casca de amendoim 

(ARORA et al.  2015; RODRIGUES et al., 2020)  

 

2.2- Hemiceluloses	

As hemiceluloses são compostas por polissacarídeos de cadeias curtas e 

constituem a principal fração não celulósica dos polissacarídeos, representando entre 15 

a 35 % da biomassa vegetal. Está localizada interfaceado à lignina e à celulose (FAN et 

al. 1987). Em seu estado natural, existe em uma forma amorfa e pode conter pentoses (β-

D-xilose, α-L-arabinose), hexoses (β-D-manose, β-D-glicose, α-D-galactose) e/ou ácidos 
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urônicos (ácidos α-D-glicurônico, α-D-4-O-metilgalacturônico e α-D-galacturônico), 

sendo os açúcares da cadeia principal unidos por ligações β-(l→4). Outros açúcares, 

como α-L-ramnose e α-L-fucose podem estar presentes em pequenas quantidades e os 

grupos hidroxila dos açúcares podem ser parcialmente acetilados nas posições C-2 e C-

3. Os homopolímeros de xilose, os chamados homoxilanos, ocorrem apenas em algas 

(algas vermelhas e verdes) (GÍRIO et al., 2010) (Figura 6). 

 

Figura 6: Exemplos de estruturas de hemiceluloses presentes nas paredes celulares, 
incluindo diversos monossacarídeos em cadeias laterais, além da presença de grupos 
acetila. Fonte: PAULY et al. (2008) (adaptada). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Devido à estrutura amorfa, com cadeias curtas, as hemiceluloses podem ser 

facilmente solubilizadas e hidrolisadas em água a temperaturas acima de 150 ºC; além 

disso, a hidrólise pode ser catalisada por ácido ou base empregando temperaturas 

ligeiramente mais baixas (TOOR et al., 2011). 

A classificação e localização das cadeias principais das hemiceluloses dependem 

do tipo de açúcar que as constitui (ver Figura 6). As xilanas (pentoses) estão geralmente 

disponíveis em grandes quantidades como subprodutos das indústrias florestais, 

agrícolas, agroindústrias, madeira e papel e celulose. As xiloglicanas estão localizadas na 
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Glicuronoarabinoxilana 
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parede primária da célula vegetal e são mais interligadas à celulose. Os polímeros de 

xilana, como as arabinoxilanas são os principais componentes hemicelulósicos do bagaço 

de cana. As galactomananas estão presentes  na parede secundária das madeiras moles, 

enquanto nas madeiras duras ocorrem em pequenas quantidades (SUN et al., 2004; 

GÍRIO et al., 2010) .  

 

2.2.1- Hidrólise enzimática da xilana 

Para a completa degradação da xilana são necessárias enzimas endo-1,4-β-D-

xilanases (EC 3.2.1.8), que hidrolisam ligações internas na cadeia de xilana e β-D-

xilosidases (CE 3.2.1.37), que atacam a extremidade não redutora da xilana, liberando 

xilose. Além dessas, as α-D-galactosidases (EC 3.2.1.22), α-L-arabinofuranosidases (EC 

3.2.1.55), α-D-glicuronidases (EC 3.2.1.139), acetilxilano esterases (EC 3.1.1.72) e 

feluroil esterases (EC 3.1.1.73) atuam nas cadeias laterais da macromolécula e são 

chamadas enzimas acessórias (Figura 7) (MOREIRA e FILHO, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Modelo esquemático da hidrólise enzimática da xilana. Fonte: Madadi et al. 
(2017) (Adaptada). 
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Várias pesquisas têm concentrado esforços na busca por um coquetel enzimático 

que seja eficaz e de baixo custo. Falkoski et al. (2013) cultivaram o fungo Chrysoporthe 

cubensis em farelo de trigo (estado sólido) e obtiveram altas atividades de xilanase 

(362,38 IU g-1). A hidrólise do bagaço de cana pré-tratado por pré-tratamento alcalino e 

sacarificado com o extrato enzimático bruto resultou na liberação de 288,7 mg de xilose 

por grama de biomassa, enquanto as enzimas comerciais resultaram em apenas 62,1 mg 

de xilose por grama de biomassa. Já Visser et al. (2013), mostraram que a mistura (50:50) 

dos coquetéis enzimáticos dos fungos Chrysoporthe cubensis e Penicillium pinophilum 

foi capaz de promover a conversão de 90 % de xilana a xilose. 

 
2.3- Lignina	

A lignina é o termo genérico para um grande grupo de macromoléculas aromáticas 

resultantes do acoplamento desidrogenativo de unidades fenilpropanóides. Estas 

macromoléculas são depositadas predominantemente na lamela média (e em canto de 

célula) e em menor proporção nas paredes celulares primária e secundária, tornando as 

células vegetais rígidas e mais hidrofóbicas (VANHOLME et al., 2010). Dependendo das 

espécies de plantas (plantas anuais, madeiras moles ou madeiras duras), do tecido vegetal, 

da idade e das condições de crescimento, o teor de lignina varia normalmente entre 15 % 

e 30 % e em alguns casos até 41 % (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Conteúdo de lignina em espécies selecionadas e tecidos de planta.  

Espécie vegetal Tipo de planta/amostra Conteúdo de lignina (%) 

Madeira mole Madeira normal 

Madeira de compressão 

25–33 

34–41 

Picea abies Abeto norueguês 27,3 

Pinus radiata Pinheiro de monterey 26,8 

Pinus sylvestris Pinheiro escocês 26,3 

Pseudotsuga menziesii Abeto de Douglas 27,2 

Madeira dura Zona temperada 

Zona tropical 

Madeira de tensão 

18–25 

20–32 

16–20 

Betula verrucosa Vidoeiro europeu 19,4 

Fagus sylvatica Faia europeia 23,8 



	 38	

Quercus rubra Carvalho vermelho 

americano 
21,8 

Eucalyptus globulus Eucalipto comum 21,9 

Plantas anuais   

Bambusa spp. Bamboo 20–24 

Saccharum officinarum Bagaço de cana 18–20 

Poaceae spp. Palha de cereais 6–24 

Triticum aestivum Palha de trigo 16,7–18 

Avena sativa Palha de aveia 17,5 

Zea mays Palha de milho 10–17 

Secale cereale Palha de centeio 19,0 

Brassica napus Palha de colza 19–22 

Oryza sativa Palha de arroz 11,9 

Linum usitatissimum Espigas de linho (trigo) 22,3 

Fonte: WINDEISEN & WEGENER (2012) (Adaptada). 

 

Os principais blocos de construção da lignina são o álcool p-cumarílico, álcool 

coniferílico e álcool sinapílico, como apresentado na Figura 8. Estes monômeros diferem 

nas substituições nas posições 3 e 5 do anel aromático e por isso contribuem para a 

variação na composição da lignina entre os táxons e espécies. O principal monômero para 

ligninas de madeira mole é o álcool coniferílico, que tem um grupo metoxila na posição 

C-3. As ligninas de madeira dura possuem dois monômeros principais: o álcool 

coniferílico e o álcool sinapílico, que possuem grupos metoxila nas posições C-3 e C-5, 

respectivamente. O terceiro monômero, o álcool p-cumarílico, é mais proeminente em 

gramíneas e madeira de compressão (HEITNER et al. 2010). 

 

Figura 8: Blocos monoméricos constituintes da lignina. A presença e localização desses 

depende da fonte vegetal. Fonte: Adaptação de HEITNER et al. (2010). 

 

 

 

 

 

 

 

Substituintes                  Nome                             Localização 
 

Madeira de compressão, 
gramíneas Álcool p-cumarílico 

Álcool coniferílico Madeira mole, madeira 
dura 

Madeira dura Álcool sinapílico 
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 A lignina é uma macromolécula tridimensional amorfa, sem uma regularidade 

de ligação entre suas unidades precursoras (Figura 9). As ligações dominantes entre os 

resíduos de fenilpropano são do tipo β-O-4 e α-O-4, no entanto, uma série de ligações 

do tipo éter (γ-O-γ, α-O-γ, 1-O-4 e 4-O-5) e ligações carbono-carbono (β-5, β-1, 5-5, 

β-β, α-β, β-6, 1-5 e 6-5) podem estar presentes, como evidenciado na Figura 10. A 

lignina contém grupos hidrofílicos e hidrofóbicos, mas, como resultado da estrutura 

química tridimensional, a forma nativa se apresenta hidrofóbica. Sendo responsável, 

portanto, por permitir o transporte de água na parede celular (WINDEISEN & 

WEGENER, 2012). 

 

Figura 9: Representação esquemática da estrutura da lignina. Fonte WATKINS et al. 

(2015). 

A lignina está sempre associada aos carboidratos, em particular às hemiceluloses, 

por meio de ligações covalentes no ⍺-carbono e C-4 do anel benzênico, nos chamados 

complexos de lignina-carboidrato (CLC). Devido à complexidade dessas estruturas, os 

métodos de isolamento da lignina removem parte da fração de carboidratos, diminuindo 

a seletividade do processo e a fração insolúvel dos carboidratos. Esses fatores somados à 

falta de regularidade nas ligações químicas unindo as unidades fenilpropânicas 
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representam uma grande barreira para a elucidação da estrutura química da lignina e sua 

utilização eficiente para a geração de produtos químicos de valor agregado em uma 

biorrefinaria lignocelulósica (GHAFFAR et. al., 2013). 

 

2.3.1- Inibição enzimática causada pela lignina 

Estudos anteriores estabeleceram a hipótese de que a presença da lignina pode 

causar impedimento estérico (bloqueio físico que impede o contato da enzima com o 

substrato de interesse) e adsorção improdutiva das enzimas (interação hidrofóbica, 

interação eletrostática e/ou ligação de hidrogênio), como esquematizado na Figura 10. 

Entretanto, acredita-se que as interações hidrofóbicas e interações eletrostáticas sejam as 

principais forças que inibem as enzimas lignocelulolíticas durante o processo de 

sacarificação da biomassa (KUMAR et al., 2012).  

 
 
Figura 10: Inibição enzimática causada pela lignina. Lignina (amarela) inibe as celulases 
(vermelhas) impedindo o acesso à celulose (verde). Ligação inespecífica das enzimas à 
lignina e aos fragmentos aromáticos, gerados após o pré-tratamento. Fonte: DONOHOE 
&  RESCH (2015) (adaptada). 

 

As interações hidrofóbicas podem acontecer devido à presença de um módulo de 

ligação a carboidrato (MLC) em diversas enzimas lignocelulolíticas. A afinidade de 

ligação MLC-celulose origina-se de interações de empilhamento de anéis hidrofóbicos 

(empilhamento π), que ocorrem entre os aminoácidos aromáticos e os anéis das moléculas 

de glicose, na celulose. Interações de empilhamento similares também poderiam ocorrer 

Impedimento físico                      Ligação inespecífica               Pequenos fragmentos      

Lignina  

Celulose   
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com as estruturas aromáticas da lignina, fazendo a enzima se ligar primeiramente à 

lignina. Experimentos comprobatórios foram realizados por Rahikainen et al. (2013) que, 

submeteram a palha de trigo pré-tratada por explosão a vapor à hidrólise por 

celobiohidrolases com presença e ausência do MLC. Os autores evidenciaram que as 

enzimas com presença de MLC tiveram mais afinidade pela lignina e por isso foram 

fortemente inibidas durante a sacarificação da biomassa, em comparação às 

celobiohidrolases com o domínio central. 

Em contrapartida, como demonstrado por Kumar et al. (2012), os rendimentos de 

hidrólise podem ser ampliados se houver sobrecarga de enzimas. Esses experimentos 

mostraram que a ampliação de 5 para 200 FPU g-1 de celulose foi capaz de promover a 

quase completa hidrólise da celulose inicial, sendo 16% observados no teste preliminar. 

Esses resultados indicam que parte da carga enzimática pode ter sido ocupada pelos sítios 

de ligação da lignina, enquanto a outra fração pôde atuar na hidrólise do material. No 

entanto, submeter a biomassa a um processo de deslignificação química pode ser uma 

alternativa mais viável em comparação ao aumento da carga enzimática devido ao 

elevado custo dos coquetéis enzimáticos. 

 

3- Deslignificação alcalina 

O pré-tratamento alcalino, ou deslignificação alcalina, promove uma eficiente 

remoção da lignina e a diminuição da cristalinidade da celulose. Esses fatores juntos, 

contribuem significativamente para o acesso das enzimas hidrolíticas aos polissacarídeos 

remanescentes. Além disso, o processo remove grupos acetila e várias substituições de 

ácido urônico nas hemiceluloses, que podem inibir os microrganismos na fermentação. 

Adicionalmente, possui custo relativamente baixo e grande eficiência energética se a 

recuperação do sódio na forma de óxido de sódio (Na2O) é feita por meio da combustão 

do licor negro contendo a lignina em caldeiras (AGBOR et al., 2011).  

Em geral, os reagentes mais utilizados em pré-tratamentos alcalinos são hidróxido 

de sódio (NaOH), hidróxido de potássio (KOH), hidróxido de cálcio (Ca(OH)2) (CHANG 

et al., 2017). Como evidenciado na Tabela 3, a deslignificação varia consideravelmente 

em função das condições de pré-tratamento como temperatura, concentração de álcali e 

tempo de residência. 
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Tabela 3: Vários reagentes usados em pré-tratamentos alcalinos de biomassas 
lignocelulósicas, suas condições e efeitos. 

Catalisador Tipo de reação e condição Principal efeito 

Hidróxido de sódio 
0,5–10,0% NaOH, 60–180ºC,    
5–60 min, 10–30% de sólidos 

Perda de 50% de hemiceluloses, 
60–80% de deslignificação 

Carbonato de sódio 
1–30% Na2CO3, 60–180ºC,     
5–60 min, 10–30% de sólidos 

Perda de 20–40% de 
hemiceluloses, 40–60% de 
deslignificação, fácil 
recuperação do Na2CO3 

Amônia 
 

Hidróxido 
de 
amônio 

5–30% amônia, 30–210ºC, 5–
60 min, alta pressão (2–17 atm), 
10–50% de sólidos 

Perda de 10–50% de 
hemiceluloses, 0–80% de 
deslignificação, remoção por 
intumescimento e modificação 
da lignina 

Amônia 
anidra 
gasosa 

Gás de amônia 25–80ºC, ~72 h 
Aproximadamente 50% de 
sólidos (umidade ~50%) 

Não necessita de lavagem, baixa 
carga de sólidos (50% de 
umidade), condições leves de 
reação 

Amônia 
anidra 
líquida 

70–90ºC, ~5 min, alta pressão 
(15–20 atm), amônia anidra, 60–
90% de sólidos 

Não solubiliza hemiceluloses e 
não remove lignina. Rápida 
evaporação e liquefação da 
amônia 

Hidróxido de cálcio 
25–130ºC, 1 h–8 semanas 0,05–
0,15 g Ca(OH)2/g de biomassa, 
5–20% de sólidos 

Perda de 20–40% de 
hemiceluloses, 60–80% de 
deslignificação, desacetilação. 
Requer baixa energia. Baixo 
custo 

Fonte: KIM et al. (2016) (Adaptada). 
 

Na indústria de celulose técnica, a deslignificação da madeira envolve a 

combinação de hidróxido de sódio (NaOH) e hidrossulfeto de sódio (NaSH), que 

promovem a hidrólise das ligações α- e β-aril-alquil-éter (C-O-C) em um processo 

denominado polpação kraft. Estima-se que a indústria de celulose técnica produza mais 

de 50 milhões de toneladas de lignina anualmente, no entanto, existe pouca aplicabilidade 

para essa lignina devido ao seu alto teor de enxofre (LI et al. 2017). 

Segundo Lora et al. (2002) a lignina de alta qualidade, livre de enxofre, pode 

estimular o desenvolvimento de novas aplicações para a lignina, pois podem ser 

processadas a quente sem a liberação de odor, comumente observado no processo kraft. 

Por isso, oferecem maior versatilidade nas instalações de fabricação. Adicionalmente, são 

produtos poliméricos fenólicos que podem ser utilizados em aplicações de fixação 

térmica, como resinas fenólicas, epóxi e isocianato. Outra grande vantagem da lignina 

livre de enxofre está no fato de serem mais próximas da lignina nativa e por isso, 
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conservam suas propriedades antioxidante e antimicrobiana, que podem ser 

industrialmente exploradas.  

Dessa forma, várias pesquisas têm empregado métodos de polpação menos 

severos, usando hidróxido de sódio ou hidróxido de cálcio como agente catalisador 

(ROSSBERG et al., 2014). No entanto, segundo trabalho realizado por Chang et al. 

(2017), em um contexto de biorrefinaria, o hidróxido de sódio possibilita uma melhor 

remoção de lignina, uma maior conversão enzimática e uma recuperação mais eficiente 

da lignina no licor negro do que o pré-tratamento com hidróxido de cálcio. 

Durante o pré-tratamento alcalino ocorre, principalmente, a clivagem das ligações 

α- e β-aril-alquil éter da lignina, principalmente as mais abundantes, ou seja, as ligações 

β-O-4 e α-O-4. Esta reação fragmenta a macromolécula de lignina, levando ao aumento 

da quantidade de grupos hidroxila fenólicos. No licor de cozimento alcalino, os grupos 

fenólicos são ionizados e contribuem para a solubilidade dos fragmentos de lignina 

(DIMMEL & GELLERSTEDT, 2010) (Figura 11). Menezes et al. (2017) mostraram que 

a temperatura interfere ativamente no aumento das hidrólises dessas ligações (β-O-4 e α-

O-4). Experimentos mostraram que a elevação da temperatura, de 130 ºC para 170 ºC, 

aumentou a hidrólise de 43 para 81 % no bagaço de cana, submetido a pré-tratamento 

com uma solução aquosa de NaOH 1,5 % (m v-1) por 30 min. O mesmo trabalho também 

apontou uma mudança na composição química da lignina presente no licor de cozimento 

e, portanto, no destino de aplicação dessa macromolécula. A presença de maior conteúdo 

de p-hidroxifenila (H) e menor de siringila (S) indica uma possível aplicação em resinas 

fenólicas devido à maior reatividade para o formaldeído, nesse material, por exemplo. 

 

Figura 11: Exemplo de mecanismo de clivagem das ligações β-O-4 da molécula de 
lignina durante o processo (polpação) soda. Fonte: Filley et al. (1999) (adaptada). 

 

 

Embora o NaOH seja essencial para uma rápida polpação, a presença do composto 

é bastante prejudicial aos carboidratos. Durante as reações, podem ocorrer dissolução de 
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mais 50 % das hemiceluloses e 5-40 % da celulose, além da diminuição, significativa, no 

comprimento das cadeias de celulose e hemiceluloses, que está relacionado às 

propriedades de resistência da polpa (DIMMEL & GELLERSTEDT, 2010). No trabalho 

de Nascimento et al. (2016a), o pré-tratamento alcalino promoveu a dissolução de 67,6% 

e 14,6 % das frações de hemiceluloses e celulose, respectivamente. A perda de 

carboidratos reflete diretamente no processamento da biomassa pré-tratada na 

biorrefinaria lignocelulósica, uma vez os carboidratos são os principais precursores dos 

produtos gerados. 

Esses aspectos negativos da polpação alcalina motivou a utilização da 

antraquinona (AQ), um aditivo químico capaz de promover o aumento na seletividade da 

deslignificação, promovendo a remoção da lignina e a diminuição na perda dos 

carboidratos, durante o processo de cozimento (soda-AQ). Isso pode ser atribuído 

principalmente ao mecanismo do ciclo redox entre antraquinona oxidada (AQ) e reduzida 

(antra-hidroquinona). O primeiro trabalho, patenteado na década de 70, mostrou que a 

suplementação com antraquinona, ao processo soda, possibilitou superar o rendimento de 

celulose do processo kraft em madeira mole (HOLTON, 1977). Posteriormente, também 

foi observado que apenas 0,25 % (m m-1) de antraquinona foi capaz de igualar as taxas 

de deslignificação entre os processos kraft e soda-AQ (KUBES et al., 1980). Atualmente, 

o processo soda-AQ também tem sido estudado em deslignificação da biomassa 

lignocelulósica (KHRISTOVA et al., 1998; SARWAR JAHAN et al., 2012), e por isso 

pode ser utilizado em um contexto de biorrefinaria. 

 

4- Pré-tratamento soda-AQ 

A preservação da fração de carboidratos garante uma maior possibilidade de gerar 

produtos de valor agregado, além de permitir a obtenção de uma lignina mais pura no 

licor negro. A antraquinona forma um sistema redox, acelera a clivagem das ligações 

β−O−4 na lignina e oxida as extremidades dos carboidratos (DE MENEZES et al., 2017).  

 Durante o ciclo redox, a antraquinona promove a oxidação dos grupos aldeídos 

a ácidos aldônicos, na extremidade redutora das cadeias de carboidratos, estabilizando-

os e evitando posterior degradação. Ao mesmo tempo, a antra-hidroquinona (AHQ) 

(antraquinona reduzida) reduz a lignina, acelerando a deslignificação (Figura 12). Como 

a AQ é pouco solúvel em meio alcalino, sua eficácia durante a polpação pode ser limitada 

por muitos fatores, principalmente pela transferência de massa. Por isso, a taxa de 
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formação da AHQ é de extrema importância, uma vez que torna a molécula mais solúvel 

no meio reacional, acelerando a deslignificação (CHAI et al., 2007). 

 
 
 Figura 12: Ciclo redox proposto para explicar a ação catalítica da antraquinona durante 
a polpação. Fonte:  DIMMEL e GELLERSTEDT (2010) (adaptada). 

 

 

Uma das teorias mais aceitas para efetividade da AQ na deslignificação, envolve 

o mecanismo semelhante ao que acontece durante a polpação kraft, promovido pelo íon 

hidrossulfeto (SH-). Nesse processo, acredita-se que o íon SH- se ligue ao Cα da lignina e 

auxilie na clivagem da ligação Cβ-aril éter, por deslocamento de grupo vizinho (Figura 

13) (DIMMEL e DONALD, 1985). Uma vez que no processo soda-AQ, a antraquinona 

se liga à lignina, esse mecanismo pode explicar a similaridade nas taxas de deslignificação 

nos dois processos, observada anteriormente (KUBES et al., 1980). 

Figura 13: Exemplo de mecanismo da deslignificação na polpação kraft envolvendo a 
ligação do íon SH- aos fragmentos de lignina e a consequentemente a fragmentação da 
lignina. Fonte: DIMMEL e DONALD (1985) (adaptada). 
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Além da capacidade de transferência de elétrons, a antraquinona é uma molécula 

bastante estável em meio alcalino e em elevadas temperaturas (DIMMEL e DONALD, 

1985). Segundo Chai et al. (2007), dois fatores são de extrema importância para o sucesso 

da polpação soda-AQ, sendo: 1) a adsorção da AQ na biomassa, que desempenha um 

importante papel na deslignificação, e é facilitada em temperaturas mais amenas; 2) 

presença de grandes quantidades de lignina e carboidratos no licor de cozimento, que 

pode limitar os ciclos redox apenas na fração solúvel, afetando a ação da AQ na fração 

sólida da biomassa. 

Dessa forma, Rocha et al. (2013) obtiveram uma degradação da celulose 32,2% 

menor no pré-tratamento soda-AQ em comparação com o pré-tratamento sem o mediador 

redox. Além disso, os melhores rendimentos foram obtidos nas temperaturas mais baixas 

testadas, o que possibilitou a redução da recalcitrância do material, com solubilização dos 

fragmentos de lignina de baixa massa molar e baixa degradação da celulose. 

Segundo Francis et al. (2008), os aspectos positivos do processo 

soda/antraquinona sem enxofre (SAQ) estão ligados, principalmente, à melhoria da 

eficiência energética. Em contrapartida, o menor brilho da polpa após o branqueamento 

é a desvantagem mais significativa. Enquanto que em um contexto de biorrefinaria, 

mesmo obtendo preservação de 12 % a mais da fração de carboidratos, Nascimento et al. 

(2016) mostraram que o principal problema é a inibição das enzimas lignocelulolíticas, 

causada pela antraquinona ainda presente na fração sólida. Experimentos mostraram que 

o pré-tratamento sem a presença do aditivo, (a 130 ºC, 1,5 % (m v-1) de NaOH, 30 min), 

apresentou um rendimento de hidrólise enzimática 3 % maior. Em contrapartida, esse 

efeito foi potencializado para 15,6 % quando o processo aconteceu a 170ºC.  

 

5-	Mediador	redox	2-hidróxi-1,4-naftoquinona	

A 2-hidróxi-1,4-naftoquinona (HNQ), também conhecida como lausona 

(lawsone), é uma molécula natural, extraída da planta Lawsonia inermis. Pertencente ao 

grupo das quinonas (como a antraquinona), possui dois átomos de oxigênio ligados ao 

anel naftalênico (nos carbonos das posições 1 e 4) para formar o grupo 1,4-naftoquinona 

contendo um grupo hidroxila na posição 2 (Figura 14). 
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Figura 14: Estrutura de Lausona (2-hidróxi-1,4-naftoquinona), corante natural da Henna, 
encontrado nas folhas da planta Lawsonia inermis. Fontes: NOHYNEKA et al. (2004) 
(adaptada) e Medicinalplants (website). 

 

 

Atualmente, o potencial redox da Lausona tem sido empregado na redução de 

corantes azo presentes nos efluentes da indústria têxtil, o que resulta em uma descoloração 

significativa sem adicionar quaisquer substâncias ambientalmente problemáticas às águas 

residuais (ENCINAS-YOCUPICIO et al., 2006). É uma molécula natural, 

comercialmente disponível e comumente utilizada (HIJJI et al. (2012). Até o presente 

momento, nenhum trabalho explorou o potencial redox, dessa molécula no pré-tratamento 

da biomassa lignocelulósica.  

Nesse contexto, o presente estudo propõe a utilização da  lausona  durante os 

processos de pré-tratamento alcalino do bagaço de cana para a produção de etanol de 

segunda geração, visando potencializar a deslignificação e a preservação dos 

carboidratos, sem prejudicar a hidrólise enzimática e os microrganismos fermentadores.  
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Abstract	

This study evaluated the use of a new redox catalyst (2-hydroxy-1,4-naphthoquinone, 

HNQ or lawsone) in order to contribute to the preservation of the carbohydrate fraction 

and to increase delignification of sugarcane bagasse (SB) subjected to a soda 

pretreatment, without inhibiting enzyme activity during saccharification. In addition, the 

effects of HNQ were compared to well-known redox catalyst anthraquinone (AQ). Two 

experimental designs were used for the optimization of the soda-HNQ pretreatment of 

SB (25-1 fractional design and 22 central composite design). The use of HNQ promoted 

preservation of 76.4% cellulose, 86.1% hemicellulose and delignification of 86.1% from 

raw SB, showing superior performance than AQ. The conditions for SB pretreatment 

optimization were: liquid-to-solid ratio of 9.57 mL g−1, 0.4% (ww-1) HNQ, 15% (w w-1) 

NaOH, 150ºC, 60 min. Saccharification of pretreated SB-HNQ yielded higher rates of 

overall glucose and xylose (74.1% and 53.4%) compared to SB-AQ (64.9% and 47.7%). 

Keywords: 2-hydroxy-1,4-napthoquinone; lawsone; redox catalyst; alkaline 

pretreatment; sugarcane bagasse; second-generation ethanol 
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1- Introduction	

The process of 2G ethanol production, in a lignocellulose biorefinery, comprises 

the initial step of lignocellulose biomass (LB) pretreatment, followed by the 

saccharification and fermentation steps. The pretreatment is necessary due to the LB 

recalcitrance and consists of deconstructing the lignocellulose complex, separating, and 

extracting the major LB constituents, i.e., polysaccharides (cellulose and hemicelluloses) 

and lignin. Then, the polysaccharide fraction can be efficiently converted by hydrolytic 

enzymes into pentoses (C5) and hexoses (C6) (Robak & Balcerek, 2018). The C5 and C6 

sugars can be co-fermented to ethanol by appropriate microorganisms, such as 

Kluyveromyces marxianus (Mohd Azhar et al., 2017), in mono-culture (Liu et al., 2019) 

or can be simultaneously fermented to ethanol in co-culture (Nosrati-Ghods et al., 2018). 

The effectiveness of a pretreatment step is based on reducing the degree of 

crystallinity (Xc) and polymerization (DP) of polysaccharides, allowing to increase the 

accessibility of enzymes to cellulose (Kumari & Singh, 2018) without producing 

compounds that may inhibit the enzymatic hydrolysis and fermentation steps (Santos et 

al., 2019; Hallac & Ragauskas, 2011). The main inhibitory compounds are: (i) acetic acid 

and furans produced from hydrolysis and degradation of polysaccharides that interfere 

with the fermentation yeast metabolism and (ii) lignin fragments and lignin fragments 

condensed with furans, which can block the access of hydrolytic enzymes to cellulose 

and also promote unproductive adsorption of enzymes (Bittencourt et al., 2019; Min et 

al., 2014). 

To this end, the alkaline biomass pretreatment has proved to be an efficient LB 

delignification. The pretreatments using Ca(OH)2, KOH, NH3, NaOH have been studied, 

and NaOH has been indicated as one of the most efficient compounds for LB pretreatment 

(Agbor et al., 2011). In this pretreatment, hydroxyl anions promote the cleavage of acetyl 

groups from hemicelluloses and α- and β-aryl alkyl ether bonds from lignin. This leads 

to the degradation of lignin carbohydrate complexes (LCCs) and, consequently to the 

dissolution of lignin, which increases the accessibility of enzymes to cellulose (Agbor et 

al., 2011). However, hydroxyl anions can also promote the peeling effect on 

polysaccharide chains, leading to the dissolution of hemicelluloses and cellulose 

(Nascimento et al., 2016b). To overcome the peeling effect, the technological solutions 

adopted by the pulp and paper industry was the use of a redox catalyst. To this end, 

anthraquinone (0.1-0.5%, w w-1) is used as a redox catalyst to promote oxidation and 

reduction cycles during alkaline delignification of LB (Kubes et al., 1980; Nascimento et 
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al., 2016b; Saad et al., 1988). The redox catalyst promotes the oxidation of aldehyde end 

groups of the polysaccharide chains to aldonic acid and the subsequent reduction of 

lignin. This leads to the polysaccharide preservation and also to the lignin degradation 

with a reduced number of condensation reactions. Some studies have shown that the 

oxidation of aldehyde to aldonic acid by the redox catalyst makes carbohydrate chains 

more stable, preventing the alkaline depolymerization (peeling effect). In addition, the 

subsequent lignin reduction by the redox catalyst accelerates and increases the 

delignification process selectivity (Chai et al., 2007; Lisboa et al., 2005; Nascimento et 

al., 2016b; Saad et al., 1988; Sjöström, 1977). 

Anthraquinone and its derivatives (anthraquinone-2-sulfonate (AQS) and 

anthraquinone-2,6-disulfonate (AQDS)) are examples of redox catalysts used in the 

cellulose and paper industry. However, their use in a lignocellulose biorefinery is 

unfeasible due to the inhibition caused by these compounds in enzymatic hydrolysis step 

(Nascimento et al., 2016b). 

Therefore, this study evaluated the use of the redox catalyst 2-hydroxy-1,4-

naphthoquinone (HNQ), also known as lawsone, which combines an oxidation/reduction 

potential comparable to anthraquinone HNQ (Figure 1), and is a natural molecule 

extracted from the Lawsonia inermis. The HNQ belongs to the quinone group, such as 

anthraquinone; however, the use of HNQ may be more advantageous since it displays 

higher solubility in water than anthraquinone, due the phenolic hydroxyl group at carbon 

2 (C-2) of the benzoquinone ring. In addition, no study in the literature demonstrated the 

potential of HNQ as a redox catalyst in the alkaline pretreatment of SB. In this work, the 

evaluation and optimization of the soda-HNQ pretreatment of SB was performed using 

two experimental designs, in order to maximize delignification and preserve the 

polysaccharide fraction of SB. In addition, the effects of HNQ were evaluated during SB 

saccharification aiming to achieve maximum enzymatic conversion of hemicelluloses and 

cellulose into C5 and C6 sugars. 

 

2- Material and methods	

2.1- Feedstock	

Sodium hydroxide, cyclohexane, and ethanol (99.5%) were purchased from Synth 

(Brazil). Bis(ethylenediamine) copper(II) hydroxide solution was purchased from 

Dinâmica (Brazil). Sulfuric acid (95-98%) was purchased from Neon (Brazil). 2-

hydroxy-1,4-naphthoquinone (97%, HNQ) and chromatography standards cellobiose, β-
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D-glucose, β-D-xylose, α-L-arabinose, acetic acid, formic acid, 2-furfuraldehyde (FF) 

and 5-hydroxymethyl-2-furfuraldehyde (HMF) were purchased from Sigma-Aldrich. 

Commercial enzyme cocktails (Cellic CTec® 2 and Cellic HTec® 2) were kindly provided 

by Novozymes (Araucária, PR, Brazil). SB (2015/2016 harvest season) was collected in 

the Agropeu Sugar and Ethanol plant (Pompeu, MG, Brazil). 

 

2.2- Sugarcane bagasse pretreatment, experimental design, and statistical analyses	

The pretreatment of SB in an alkaline medium using the redox mediator HNQ 

(soda-HNQ) was evaluated and optimized. At first, a 25-1 experimental screening design 

(resolution V) (Table 1) was used to evaluate the effect of the independent variables (IVs) 

temperature (T, ºC), time (t, min), liquid-to-solid ratio (LSR, mL g-1), NaOH load (%, w 

w-1), and HNQ load (%, w w-1) on the dependent variables (DVs) content of cellulose 

(CC), hemicelluloses (HC), and lignin (LC), removal of cellulose (CR), hemicelluloses 

(HR) and lignin (LR), yield (Y), enzymatic conversion of glucan to glucose (ECG) and 

xylan to xylose (ECX). Only the linear and second-order effects were analyzed in this 

experimental design. 

Posteriorly, a 22 central composite design was used to optimize the most 

significant IVs from the 25-1 experimental screening design. The variables fixed from the 

results obtained by the 25-1 experimental screening design were T (150 ºC), t (60 min), 

and NaOH load (15 %, w w-1). The IVs evaluated in the 22 central composite design (Table 

2) were LSR and HNQ load. 

The statistical analyses were made with a confidence level of 95 % using the 

Statistica® 10.0 software (StatSoft Inc.). The optimization of the soda-HNQ pretreatment 

of SB by the 22 central composite design was made using the response surface 

methodology (RSM). A response surface was built for each DV using Eq. (1), as follows: 

 

( ) ( ) ( ) ( ) ( )
2 2

0 1 2 11 22 12
DV b b HNQ b LSR b HNQ b LSR b HNQ LSR= + + + + + ´  (1) 

 
where b0, b1, b2, b11, b22, and b12 are regression coefficients of the model. 

The desirability tool was used to predict the optimum value of each IV (HNQ load 

and LSR) for the simultaneous optimization of the responses. The desirability tool works 

with scores, which indicate a very undesirable (0) and a very desirable (1) value for the 

responses, under simultaneous optimization. The responses simultaneously optimized 
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were CC, HC, and LR. The score attributed to these responses was 1 (very desirable). The 

desirable conditions (DC) predicted by the Statistica® software were experimentally 

validated. The same condition was used for anthraquinone (0.493 %, w w-1), where the 

molar mass was equaled to lawsone (0.4 %, w w-1). 

The pretreatment of SB was performed in a tubular reactor vessel (475 mL, 190 

mm of height × 65 mm ID × 76 mm OD) made of 316 L stainless steel with a sealing 

PTFE (Poly(tetrafluoroethylene)) O-ring. The reactor vessel was loaded with 30 g of SB 

(dry weight), different volumes of distilled water, and different concentrations of NaOH 

and HNQ. The reactor vessel was heated in a 25 L thermostatic bath (Model MA-159, 

Marconi, Brazil) containing glycerol as heating fluid at a predefined temperature and 

time, according to the experimental designs presented in Tables 1 and 2. At the end of 

pretreatment time, the reaction was stopped by quenching the reactor vessel in an ice-

water bath. The mixture was defibered in a blunt-bladed blender at 2,800 rpm for 1 min, 

filtered (200-mesh, 0.074 mm screen) and washed with an excess of tap water until neutral 

pH was reached. The cellulosic pulp was stored at -20 ºC in a freezer. 

The removal of cellulose, hemicelluloses, and lignin from SB pretreatment was 

calculated using Eq. (2), as follows: 

 
( )SB pulp

SB

100
/ % 100

X X Y

XR
X

ì üé ù-ï ïë û= ´í ý
ï ïî þ

  (2) 

where XR (%) is the removal of the component of interest (X = C for cellulose, X 

= H for hemicelluloses, X = L for lignin) in the pretreated material, XSB (%) is the content 

of the component of interest in SB and Y (%) is the yield (residual weight of pretreated 

material). 

The H-factor was calculated using Eq. (3), as follows: 

 
16115
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where t is the time (min), and T is the temperature (kelvin degrees) (Vroom, 1957). 

 

2.3-Analytical methods for characterization of solid and liquid fractions	

Solid fractions were characterized by the standard methods of Technical 

Association of the Pulp and Paper Industry (TAPPI) and Laboratory Analytical 

Procedures (LAP) of National Renewable Energy Laboratory (NREL) for determination 

of the content of extractives (TAPPI T204 om-07, “Solvent Extractives of Wood and 

Pulp”, cyclohexane was used benzene), ash (TAPPI T211 om-02, “Ash in wood, pulp, 
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paper, and paperboard”), acid-insoluble lignin (ISL, NREL LAP-004, “Determination of 

Acid-insoluble Lignin Biomass”), and acid-soluble lignin (ASL) (Golschimdt, 1971). 

A high-performance liquid chromatography (HPLC) system (Model 1260 Infinity 

II, Agilent Technologies) equipped with an Aminex® column (HPX 87H, 300 × 7.8 mm, 

Bio-Rad) and a refraction index detector was used for quantification of sugars (cellobiose, 

glucose, xylose, and arabinose), and an ultraviolet-visible (UV-Vis) detector was used for 

quantification of organic acids (210 nm) and furans (274 nm). The eluent was an aqueous 

0.005 mol L-1 sulfuric acid solution pumped in isocratic mode at a flow rate of 0.6 mL 

min-1. The column temperature was 55 ºC (Bittencourt et al., 2019). The cellulose and 

hemicelluloses contents were determined by conversion of sugars, sugar degradation 

products and organic acids according to coefficients described by Gurgel et al. (2014). 

 

2.4- Degree of polymerization 	

The degree of polymerization (DP) of the cellulose in the pretreated material was 

determined by using the standard methods TAPPI T230 os-76 and SCAN-C 15:62 

(Scandinavian Pulp, Paper, and Board Testing Committee). The value of DP was 

determined by measuring the intrinsic viscosity [η] of the solvent (bis(ethylenediamine) 

copper(II) hydroxide in distilled water, 1:1, v v-1) and cellulose solutions (250 mg in 50 

mL of solvent) in an Ostwald viscosimeter at 25 ºC. 

The value of [η] was determined from Eq. (4), as follows (Solomon & Ciutǎ, 

1962): 

 [ ] ( )sp rel

2
lnn n

C
h = -   (4) 

where nsp is the specific viscosity (nrel 
-1), nrel is the relative viscosity, and C is the 

cellulose solution concentration (grams per 100 mL). 

The value of the DP of cellulose in the pretreated material was calculated using 

Eq. (5), as follows: 

 [ ]0.905 0.75DP h=   (5) 

2.5- Cyclic voltammetry	

The electrochemical measurements of HNQ or AQ solutions prepared at pH 

values of 11, 12, 13, and 14 were carried out with a potentiostat (Model Autolab 

PGSTAT128N, Metrohm) using a standard three-electrode cell with Ag/AgCl (3.0 mol 

L-1 KCl) reference electrode and platinum (Pt) wires as counter and working electrode at 
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a scan rate of 5 mV s-1 (Bailey & Ritchie, 1985). An aqueous 0.5 mol L-1 NaOH solution 

was used as the electrolyte. Eq. (6) was used for the conversion of the obtained potential 

vs. Ag/AgCl to RHE (reversible hydrogen electrode). 

 
( ) ( ) ( )

0

RHE Ag/AgCl Ag/AgCl
0.059E E pH E= + +   (6) 

where E0
(Ag/AgCl) 3.0 mol L-1 KCl) is 0.197 at 25 ºC. 

 

2.6- Enzymatic hydrolysis	

Samples of 1.0 g (dry weight) of the solid fractions (raw SB or pretreated SB) 

were added to 25 mL Erlenmeyer flasks with 10 mL of a solution containing 0.05 mol L-

1 citrate buffer (pH 4.8), 0.2 % (w v-1), sodium azide and a mixture of enzymatic cocktails 

Cellic CTec® 2:Cellic HTec® 2 (85 %:15 %, v v-1; 10 FPU g-1), with activity of 264.29 

FPU mL-1 and β-glucosidase activity of 52.72 IU mL-1. A control experiment was carried 

out without the addition of enzymatic cocktail. The flasks were stirred at 150 rpm and 50 

ºC in a shaker incubator (Model MA-830, Marconi, Brazil) for 72 h. At the end of 

hydrolysis, the reaction was stopped by quenching the flasks in a water bath at 95 ºC for 

5 min and the liquid phase was separated from the solid phase by centrifugation at 

3,000×g for 10 min (Bittencourt et al., 2019). The concentration of cellobiose, glucose, 

xylose, and arabinose in the liquid phase was determined by HPLC (Section 2.3). 

The values of ECG and ECX were calculated using Eqs. (7) and (8), respectively. 

 
( )

Glucose h,G

G

sample G

/ % 100
100

w f
EG

w Y

é ù
= ´ê ú
ê úë û

  (7) 

 
( )

Xylose h,X

X

sample X

/ % 100
100

w f
EG

w Y

é ù
= ´ê ú
ê úë û

  (8) 

where wGlucose and wXylose (g) are the weights of glucose and xylose released in the 

enzymatic hydrolysis of glucan (cellulose) and xylan (hemicelluloses), wsample (g) is the 

weight of solid fraction, fh,G (0.9) and fh,X (0.88) are the conversion factors of glucose to 

glucan and xylose to xylan, YG, and YX (%) are the contents of glucan and xylan in the 

sample subjected to enzymatic hydrolysis, respectively. 
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3- Results and discussion	

3.1- Characterization of the raw sugarcane bagasse	

The raw SB contained 48.7 % cellulose, 21.1 % hemicelluloses, 24.8 % lignin, 

2.3 % extractives, and 0.4 % ash. These values are in agreement with those obtained from 

average chemical composition of SB from different sugarcane varieties cultivated in 

Brazil (Rocha et al., 2015), with small variations, that are mainly related to harvest 

season, maturation stage, sugarcane variety, soil conditions, and climate as well as 

differences in the methodologies employed for SB characterization. 

 

3.2- Experimental screening design for evaluation of soda-HNQ pretreatment of raw 

sugarcane bagasse	

The use of a redox catalyst as a transferring electrons source can ensure the 

reduction of lignin by the oxidation of anomeric carbons of reducing end groups of 

cellulose and hemicellulose chains (Kubes et al., 1980). This increases the delignification 

rate preventing both lignin recombination and depolymerization of cellulose and 

hemicelluloses (Menezes et al., 2017). 

The new redox catalysts must be molecules that exhibit characteristics such as 

high redox potential, solubility, and stability in alkaline medium at high temperatures. In 

addition, the catalyst cannot inhibit the action of hydrolytic enzymes on the substrate 

during the saccharification step. 

In this study, the effect of redox catalyst HNQ on the preservation of cellulose and 

hemicelluloses, as well as the removal of lignin from SB, was evaluated. A 25-1 

experimental screening design was used to evaluate the effect of five independent 

variables (IVs) (T, t, LSR, NaOH load, and HNQ load) on the responses yield (Y), cellulose 

composition (CC), hemicellulose composition (HC), lignin composition (LC), cellulose 

removal (CR), hemicellulose removal (HR), lignin removal (LR), enzymatic conversion 

to glucose (ECG), and enzymatic conversion to xylose (ECX). The matrix of experiments 

for the 25-1 experimental screening design and the results for evaluated responses are 

shown in Table 1. The statistical significance of each IV on CC, HC, LC, CR, HR, and LR 

was evaluated by Pareto charts of standardized effects (Supplementary, Figures S1 and 

S2). The NaOH load had the most statiscally significant effect on the CC (8.526), CR 

(8.212), HR (14.399), LC (-12.288), LR (19.842) and HC (-4.591) (Figures S1 and S2). 

The use of NaOH load at the higher level (25 g NaOH 100 g SB-1) promoted higher lignin 
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removal (LR) of 78.4-89.4 % (experiments 5, 7, 11, 12, 14, 17, 18, and 19, Table 1). At 

these pretreatment conditions, the hydroxyl anions from NaOH were probably the main 

responsible for the removal of lignin by the cleavage of α- and β-aryl-alkyl-ether bonds. 

The use of higher NaOH load led to HR values in the range of 19.1-54.8 % (experiments 

5, 7, 11, 12, 14, 17, 18, and 19, Table 1) and CR values in the range of 26.4-44.0 %. This 

result shows that the use of NaOH load at the higher level led to efficient removal lignin 

but also led to undesirable polysaccharides removal (cellulose and hemicelluloses). 

Lignin removal in the alkaline medium can occur by the cleavage of ester bonds between 

hydroxyl groups of hemicelluloses and ferulic acids of lignin (Sun & Cheng, 2002), that 

may also lead to an undesirable hemicellulose removal. Nascimento et al. (2016a) 

performed a soda pretreatment (121 ºC, 60 min, LSR of 10 mL g-1) of raw SB using a 

40% (w w-1) NaOH load and reported HR value of 55 %, of which 15 % of hemicellulose 

was removed in the form of lignin-carbohydrate complexes (LCCs). 

The effect of temperature (T) was significant on hemicellulose content (HC -

4.967) and for cellulose and hemicellulose removal (CR 6.802, and HR 8.869) (Figure S1 

and S2). According to Sjöström (1977), the combination between strong alkaline medium 

and high temperatures causes an initial dissolution of carbohydrates from polysaccharide 

chains and β-elimination of reducing end groups (peeling effect) (Lisboa et al., 2005). 

However, the random alkaline cleavage of β(1→4) linkages in polysaccharide chains also 

contribute significantly to the decrease of DP. Since the chains of hemicelluloses have a 

low degree of polymerization (DP) compared to cellulose, hemicelluloses are more 

susceptible to depolymerization and solubilization in the alkaline medium (Lisboa et al., 

2005). Therefore, the use of a redox catalyst, such as HNQ, should prevent the peeling 

effect in polysaccharide chains.  

In this work the HNQ load was significant for second-order effects, such as the 

interaction of HNQ load and liquid-solid ratio (LSR), showing positive (5.658) and 

negative (-5.288) effects on the HC and HR responses, respectively. This results indicates 

that higher level of HNQ load combined with liquid-solid ratio is desirable for the 

preservation of hemicelluloses fraction. 

The enzymatic conversions of cellulose to glucose (ECG) and xylan to xylose 

(ECX), in the presence of different HNQ loads, was higher than 90 % and 52 %, 

respectively (experiments 1(CP), 2(CP), 3(CP), 7, 11, 14, 17, 18, and 19) (Table 1). This 

result suggests that the use of HNQ in the soda pretreatment of raw SB dit not inhibit the 

hydrolytic enzymes during saccharification. On the other hand, Nascimento et al. 

(2016b), related negative effect of AQ on enzymatic hydrolysis of SB samples pretreated 



	 67	

with soda-AQ (170 ºC, 30 min, 15% (w w-1) NaOH, 0.15 % (w w-1) AQ), which promoted 

reduction of 27.4 % on ECG compared to soda pretreatment without AQ . 

Considering that desirable results were obtained in the experimental conditions at 

the center point (150 ºC, 60 min, 15 % (w w-1) NaOH, 0.2 % (w w-1) HNQ, LSR of 9 mL 

g-1) in terms of CR, HR, LR, ECG, and ECX (Table 1), the values of the variables T (150 

ºC), t (60 min), and NaOH load (15 %, w w-1) were fixed for subsequent optimization of 

the soda-HNQ pretreatment of raw SB. The HNQ (Figure 1) (octanol-water partition 

coefficient (Kw), log Kw of 1.38) is more soluble in water than AQ (log Kw of 3.39), which 

allows a higher diffusion rate of HNQ into the lignocellulose than AQ. Since diffusion of 

the redox catalyst from cell wall (lumen) to intercell scale (primary cell wall and middle 

lamella) is the main limiting factor for obtaining of high delignification rates and 

carbohydrate preservation, the redox catalyst load has to be sufficiently high to promote 

the desirable effect (Nascimento et al., 2016b). The results obtained in the experimental 

screening design may suggest that the HNQ load used was not sufficiently high to 

promote a desirable effect on soda pretreatment of raw SB, since HNQ load was estimated 

based on AQ load (0.15%, w w-1) often used in the soda pulping (Nascimento et al., 

2016b; Saad et al., 1988). Therefore, an optimization of the HNQ load was required.  

 

Figure 1. (a) Chemical structures of anthraquinone (AQ) and 2-hydroxy-1,4-
naphthoquinone (HNQ) and (b) redox reaction of 2-hydroxy-1,4-naphthoquinone (Bailey 
& Ritchie, 1985). 
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Table 1. Matrix of experiments for 2
5-1

 experimental screening design in terms of uncoded levels and the results obtained for the responses evaluated. 

Assay 

Independent variable (uncoded level) Response evaluated (dependent variable) 

H-factor 
T / 

(
o
C) 

t / 

(min) 

HNQ load / 

(%, w w
-1

) 

LSR / 

(mL g
-1

) 

NaOH load / 

(%, w w
-1

) 
Y / % CC / % HC / % LC / % CR / % HR / % LR / % ECG / % ECX / % 

1 (CP) 150 60 0.2 9 15 51.9 66.1±1.1 25.3±0.6 10.0±1.3 29.6±1.1 37.6±1.5 79.0±2.7 92.5±1.5 90.1±4.7 165 

2 (CP) 150 60 0.2 9 15 53.6 62.2±1.5 27.7 ±1.0 9.4±0.6 31.6±1.7 29.5±2.6 79.6±1.2 95.7±0.1 72.3±4.7 165 

3 (CP) 150 60 0.2 9 15 53.6 59.7±1.6 27.5±0.5 12.8±1.0 34.3±1.8 30.4±1.2 72.4±3.2 100.6±0.4 73.8±0.6 165 

4 120 90 0.3 12 5 72.1 50.6±1.1 30.1±1.2 18.8±0.8 25.1±1.6 ND 45.4±2.2 38.5±2.9 28.5±1.6 13 

5 120 30 0.1 6 25 52.7 64.6±0.6 25.0±3.4 8.9±0.4 30.1±0.7 37.7±1.0 81.1±0.8 73.5±0.9 16.8±0.3 4 

6 120 90 0.1 6 5 75.4 50.9±0.9 30.0±0.7 19.3±0.6 21.1±1.3 ND 41.4±1.7 36.6±0.8 30.8±0.3 13 

7 180 30 0.1 12 25 44.3 64.2±1.4 24.3±1.0 10.1±0.5 41.5±1.3 49.1±2.0 81.9±0.7 97.4±2.3 69.9±2.84 1025 

8 180 30 0.3 12 5 64.5 49.3±1.7 31.6 ±0.8 17.8±0.4 34.7±2.3 13.8±3.2 53.6±1.2 45.2±0.2 29.0±0.23 1025 

9 180 90 0.1 12 5 64.7 57.2±2.0 21.7±1.4 22.9±0.4 24.1±2.6 33.5±4.2 40.2±1.1 64.2±0.0 61.9±0.1 3076 

10 120 30 0.3 6 5 82.6 52.5±1.6 29.3±1.6 19.2 ±0.5 11.0±2.8 ND 36.2±1.6 32.4±1.2 24.1±0.3 4 

11 180 90 0.1 6 25 41.1 66.4±2.6 27.6±0.1 6.4±2.0 44.0±1.7 50.2±0.1 89.4±3.3 92.4±0.3 52.4±0.9 3076 

12 120 30 0.3 12 25 59.4 60.3±1.7 28.8±1.5 10.6±0.5 26.4±2.1 19.1±4.1 74.6±1.3 85.5±1.6 54.3±2.6 4 

13 180 30 0.1 6 5 75.2 50.2±0.3 28.1±0.4 19.8±0.9 22.4±0.4 ND 39.9±2.7 14.4±0.4 13.0±0.8 1025 

14 180 90 0.3 12 25 46.9 69.6±2.7 21.3±1.2 7.5±2.2 33.0±2.6 52.5±3.4 85.9±4.2 98.4±2.2 83.1±3.7 3076 

15 180 90 0.3 6 5 57.8 57.4±2.0 20.1±1.1 22.1±0.6 31.9±2.4 45.1±1.7 48.5±1.4 64.2±0.5 59.9±0.5 3076 

16 120 30 0.1 12 5 76.7 49.4±1.1 28.8±0.7 21.6±2.2 22.2±1.7 ND 33.0±6.7 42.0±1.1 28.2±0.3 4 

17 120 90 0.3 6 25 46.6 69.7±0.5 22.2±0.3 9.6±1.4 33.3±0.5 51.0±3.4 81.9±2.7 98.9±0.6 70.32±0.5 3076 

18 180 30 0.3 6 25 48.7 68.3±1.6 19.5±1.7 9.1±3.5 31.7±1.6 54.8±4.0 82.1±6.8 93.6±5.8 69.9±2.3 1025 

19 120 90 0.1 12 25 53.0 64.4±0.9 26.5±0.5 10.1±0.5 29.9±0.9 33.7±1.4 78.4±1.0 99.3±0.4 69.4±1.1 13 

CP: center point; T: temperature; t: time; LSR: liquid-to-solid ratio; HNQ: 2-hydroxy-1,4-naphthoquinone; Y: Yield; EC: enzymatic conversion; C: cellulose; H: hemicelluloses; L: lignin; XC: 

component content (X = C, H or L); XR: component removal ( X = C, H or L); 
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3.3- Optimization of soda-HNQ pretreatment of raw sugarcane bagasse by surface 1 

response methodology	2 

A 2
2
 central composite design was created for optimization of soda-HNQ 3 

pretreatment of raw SB and evaluation of the effect of HNQ on delignification as well as 4 

the preservation of the polysaccharide fraction of raw SB. In this experimental design, 5 

the higher level of HNQ load was increased to 0.68 g HNQ 100 g SB
-1

 (0.68%, w w
-1

) in 6 

comparison to 2
5-1

 experimental design (0.3 g HNQ 100 g SB
-1

) (Section 0). The matrix of 7 

experiments and the results for the evaluated responses (Table 2) showed that lower LC 8 

(< 7%) and higher LR (> 85%) values were obtained at the center point (0.4% (w w
-1

) 9 

HNQ load, LSR of 9 mL g
-1

) as well as lower CR (< 29%) and HR (< 22%) values. The 10 

CR and HR values of 15.7% and 47.7%, respectively, were determined from soda-AQ 11 

pretreatment of raw SB at 170 ºC, 30 min, 15% (w w
-1

) NaOH load and 0.15% (w w
-1

) 12 

AQ load (Nascimento et al., 2016b). Therefore, as shown in the present work, the redox 13 

catalyst HNQ acted in preventing cellulose removal and the effect of HNQ was more 14 

pronounced in the hemicelluloses fraction preservation, compared to catalyst AQ 15 

(Nascimento et al., 2016b). Also, HNQ was more efficient than AQ in promoting 16 

delignification of raw SB, as indicated by the LR values, which were 85.7 % for HNQ 17 

and 80.9% for AQ (Nascimento et al., 2016b). The preservation of hemicelluloses fraction 18 

is fundamental in pretreatments based on the lignin removal, since the polysaccharide 19 

fraction (cellulose and hemicelluloses) can be further converted into monosaccharides 20 

(C5 and C6) by enzymatic hydrolysis. It has been shown that C6 and C5 sugars can be 21 

simultaneously fermented to ethanol using co-culture of Saccharomyces cerevisiae and 22 

Pichia stipites (Nosrati-Ghods et al., 2018). 23 

Pareto charts of standardized effects (Figure S3) were used to evaluate the 24 

significance of IVs HNQ load and liquid-solid rate (LSR) on the soda-HNQ pretreatment 25 

of raw SB. The HNQ load had a statistically significant effect on contents of cellulose 26 

(CC 4.417) and lignin (LC -8.227), suggesting the higher level of HNQ favored both the 27 

cellulose preservation and lignin removal. Although the liquid-solid ratio did not show 28 

significative linear effect on CC (-2.159), HC (-0.266), and LC (0.942), the higher LSR 29 

promotes the dilution of the HNQ on reaction medium. The low concentration of HNQ 30 

reduces its diffusion dilution into lignocellulose, and consequently, reduces its decrease 31 

delignification and preservation of cellulose and hemicelluloses. 32 
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Table 2. Matrix of experiments for 2
2
 central composite design in terms of uncoded levels and the results obtained for the responses evaluated. 

Assay 

Independent variable 

(uncoded level) 
Response evaluated (dependent variable) 

DPv
a 

H-

factor HNQ load / 

(%, w w
-1

) 

LSR / 

(mL g
-1

) 
Y / % CC / % HC / % LC / % CR / % HR / % LR / % ECG / % ECX / % 

1 (CP) 0.4 9 56.0 63.1 ± 0.3 30.2 ± 0.7 6.4 ± 1.4 27.5 ± 0.4 20.0 ± 1.8 85.7 ± 3.1 91.3 ± 0.1 85.35 ± 4.1 1674 

165 

2 (CP) 0.4 9 55.5 62.6 ± 1.2 29.8 ± 0.5 6.6 ± 1.2 28.7 ± 1.4 21.8 ± 1.7 85.3 ± 4.7 97.6 ± 0.1 80.11 ± 1.3 1717 

3 (CP) 0.4 9 56.1 63.5 ± 0.5 30.6 ± 0.3 6.1 ± 0.5 26.8 ± 0.5 18.9 ± 0.8 86.1 ± 1.2 96.5 ± 1.5 83.37 ± 0.1 1545 

4 0.2 13 52.3 59.7± 0.5 27.7 ± 1.4 13.0 ± 1.4 35.9 ± 0.5 31.4 ± 3.5 72.7 ± 3.0 97.7 ± 0.8 90.98 ± 0.0 1515 

5 0.6 5 53.7 60.8± 0.1 27.7 ± 0.3 14.3 ± 0.3 32.9 ± 0.1 29.5 ± 0.9 69.1 ± 0.7 79.3 ± 0.2 71.84 ± 1.5 1788 

6 0.4 3.34 54.4 61.6± 0.0 29.1 ± 0.4 9.3 ± 1.0 31.1 ± 0.0 25.02± 1.1 79.7 ± 2.1 67.1 ± 0.1 59.91 ± 0.2 1668 

7 0.6 13 51.2 61.3 ± 0.5 28.0 ± 1.1 12.0 ± 0.4 35.6 ± 0.5 32.2 ± 2.6 75.1 ± 0.8 81.1 ± 6.9 75.35 ± 1.2 1488 

8 0.68 9 54.0 61.4 ± 0.9 28.9 ± 0.3 7.6 ± 0.1 32.0 ± 0.9 26.2 ± 0.9 83.5 0.1 96.0 ± 0.5 82.43 ± 2.4 1407 

9 0.12 9 53.4 58.8 ± 0.1 28.0 ± 0.1 13.0 ± 0.8 35.4 ± 0.2 29.1 ± 0.2 71.9 ± 1.7 94.7 ± 5.3 75.50 ± 0.4 1582 

10 0.4 14.66 55.7 59.8 ± 1.5 29.9 ± 0.2 9.9 ± 1.5 31.7 ± 1.7 21.2 ± 0.4 77.7 ± 3.4 98.1 ± 0.3 78.65 ± 0.7 1651 

11 0.2 5 52.3 60.3 ± 1.1 29.4 ± 0.1 11.0 ± 1.8 35.2 ± 1.1 27.3 ± 0.2 76.7 ± 3.8 96.9 ± 0.2 83.90 ± 0.4 1627 

WHNQ 0 9 51.0 66.9 ± 0.5 27.3 ± 0.4 8.0 ± 0.6 30.0 ± 0.5 34.1 ± 0.6 83.5 ± 1.0 - -   

a
 Average of five measures. CP: center point; LSR: liquid-to-solid ratio; HNQ: 2-hydroxy-1,4-naphthoquinone; Y: Yield; EC: enzymatic conversion; C: cellulose; H: 

hemicelluloses; L: lignin; XC: component content (X = C, H or L); XR: component removal ( X = C, H or L); WHNQ: soda-pretreatment without HNQ addition.
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The effects of LSR and HNQ load on CC, HC, LC, and LR were evaluated by 

response surface (Figure 2a-d). The regression coefficients for the quadratic models 

generated are presented in Table S1. The highest R2 value (0.9346) obtained from second-

order polynomial equation was that for the response CC, showing that this model can 

explain ~93 % of the CC variability with an error of ~7 %. The variables HC, LC, and LR 

presented R2 values of 0.7042, 0.6968, and 0.7050, respectively. This model which means 

that these models can explain ~70.4 %, ~69.7 %, and ~70.5 % of the HC, LC, and LR 

variabilities with errors of ~29.6 %, ~30.3 %, and ~29.5 %, respectively. Considering the 

complexity of the system evaluated, these results can be considered very satisfactory. The 

responses surfaces (Figures 2a-d) show that the higher preservation of the polysaccharide 

fraction, as well as the higher delignification and lower lignin content, were observed at 

0.4 % (w w-1) HNQ load and LSR of 9 mL g-1. These results indicated that reduced HNQ 

load resulted in higher preservation of the polysaccharides and removal of lignin in the 

pretreated SB. This is interesting, since additive cost is of extreme importance on 

catalyzed pretreatments. The effectiveness of a pretreatment not only depends on its 

efficiency of biomass deconstruction but also on the transport phenomena in mass transfer 

and heat, reactor design, presence of additives, type of chemicals used and processing 

conditions (Nascimento et al., 2016b). Therefore, the optimization of the HNQ load is 

critical for transferring the technology from a bench-scale to a pilot-scale. 

The values of enzymatic conversion of cellulose to glucose (ECG) and xylan to 

xylose (ECX)  in the optimization of soda-HNQ pretreatment of raw SB (Table 2) were 

higher compared to the values obtained in the 25-1 experimental screening design (Table 

1). Different experimental conditions (Table 2) led to ECG and ECX higher than 90 % and 

72 %, respectively. The average ECG and ECX at the center point (0.4 % (w w-1) HNQ 

load, LSR of 9 mL g-1) were 95.1 % and 82.9 %, respectively, showing the efficiency of 

the pretreatment soda-HNQ proposed in this study.  The overall yields of glucose yield 

(OGY) and overall xylose yield (OXY) were 68.79 % and 74.69 %, respectively. 
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Figure 2. Response surfaces generated from the quadratic model for (a) lignin content 
LC), (b) cellulose content (CC), (c) hemicelluloses content (HC) and (d) lignin removal 
(LR) as function of HNQ load (w w-1) and LSR (mL g-1). 

		

 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) 
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3.4- Desirability tool and validation of the statistical model	

The desirability tool was used to optimize the response variables CC, HC, and LR, 

simultaneously. This tool can predict the values of the IVs HNQ load and LSR as a 

function of the desirability level of each DV chosen. The desirability level of CC, HC and 

LR was set to 1 (very desirable) since the preservation of the polysaccharide fraction with 

the concomitant removal of lignin fraction is the main purpose of pretreatment for 2G 

ethanol production. The desirability tool predicted that a soda pretreatment of raw SB 

carried out with 0.4 % (w w-1) HNQ load and 9.57 mL g-1 (150 ºC, 60 min, 15 % (w w-1) 

NaOH load) would result in 63.02 % CC, 30.18 % HC, and 85.58 % LR. The experimental 

validation of this pretreatment condition was carried out and the results are shown in 

Table 3. The percentage relative error between predicted and observed values for CC, 

HC, and LR was 3.2 %, 5.4 %, and 0.6 %. Therefore, considering a confidence level of 

95 % the generated empirical models can be considered as robust models to predict the 

responses CC, HC, and LR. 

 

Table 3. Validation of pretreatment conditions predicted by desirability tool and comparison 
of the performance of the redox catalysts HNQ and AQ for soda pretreatment of raw SB. 

RCat 
Y / 
(%) 

CC / 
(%) 

HC / 
(%) 

LC / (%) CR / (%) HR / (%) LR / (%) 
ECG / 
(%) 

ECX/ 
(%) 

DPv 

HNQa 
57.1
±0.8 

65.1±0.5 31.9±0.4 6.1±0.4 23.6±1.6 13.8±2.3 86.1±0.6 96.9±0.7 62.6±0.4 
2016
±17 

AQb 
56.3
±1.6 

60.2±1.9 29.6±0.7 10.2±0.2 30.4±0.8 21.1±4.0 76.8±1.1 93.2±5.7 
60.5± 
0.7 

1723
±22 

RCat: redox catalyst; a0.4 % (w w-1); b0.493 % (w w-1). 

 

3.5- Cyclic voltammetry of the redox catalysts	

The redox behavior of HNQ and AQ at different pH values was investigated by 

cyclic voltammetry (Figure 3). The HNQ voltammogram at pH 11 showed an irreversible 

oxidation peak at potential (E) 0.22 V vs. RHE, corresponding to the oxidation of HNQ 

to the corresponding anion radical (HNQ•-). On the other hand, AQ only showed an 

irreversible reduction peak at 0.74 V vs. RHE at pH 11. At pH 12 and 13, both HNQ and 

AQ can be reversibly oxidized and reduced. At pH 14, the lack of cathodic and anodic 

peaks in the voltammogram suggest the decomposition of HNQ. The AQ voltammogram 

at pH 14 showed asymmetric oxidation/reduction peaks due to its partial decomposition. 

Thus, the redox behavior of HNQ and AQ are pH-dependent in the range of 11-14 but a 

Nernstian relationship cannot be observed. The HNQ has lower oxidation potential than 
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AQ, which suggests that HNQ is thermodynamically more easily reduced than AQ. This 

result agrees well with the higher SB delignification efficiency of HNQ compared to AQ. 

To reduce lignin during the soda pretreatment of SB, initially the AQ needs to be reduced 

to anthrahydroquinone (AHQ), which is the soluble form (Chai et al., 2007). However, 

due to the lower reduction potential of AQ, the rate of AHQ formation should decrease 

and consequently could affect lignin solubilization during the soda pretreatment. In 

addition, the self-proton transfer may further increase the HNQ reduction rates. These 

reactions are due to the presence of the hydroxyl group at carbon 2 (C-2) (Figure 1b) and 

those formed after electrochemical reduction of HNQ at C-1 and C-4 to form 

hydroquinone. The formed anion is sometimes consumed by transferring protons from 

another HNQ molecule, decreasing oxidation reactions and increasing the HNQ reduction 

(Hijji et al., 2012). Thus, it was identified that at pH 12 (pH of black liquor in the 

optimized condition), the HNQ molecule plays a key role in the preservation of cellulose 

and hemicelluloses fraction as well as lignin solubilization.  

 

Figure 3. Cyclic voltammograms for 2-hydroxy-1,4-naphthoquinone (HNQ) and 
anthraquinone (AQ) at different pH values. Electrolyte: 0.5 mol L-1 NaOH; scan rate: 
5 mV s-1. 
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3.6- Effect of redox catalysts HNQ and AQ on chemical composition, enzymatic 

hydrolysis and degree of polymerization of pretreated SB	

The efficiency of the redox catalysts HNQ (0.4% (w w-1)) and AQ (0.493% (w w-

1) on the preservation of polysaccharide fraction and lignin removal during soda 

pretreatment of raw SB (150 ºC, 60 min, 15% (w w-1) NaOH load, and LSR of 9.57 mL g-

1) were evaluated and compared. For comparison purposes, an equimolar amount of the 

redox catalysts was tested, although an AQ amount of 0.15% (w w-1) for delignification 

of raw SB was optimized by Saad et al. (1988). The results (Table 3) showed that the 

HNQ promoted lower LC and a higher LR than AQ, which indicates that HNQ catalyzed 

the delignification reactions in alkaline medium, increasing the lignin solubilization by 

12.1%, compared to AQ. The use of the HNQ also led to higher CC and HC and lower 

CR and HR compared to the AQ. This result indicates that HNQ increased the 

preservation of polysaccharide fraction of SB by 8.1% of cellulose and 7.8% of 

hemicelluloses, compared to AQ. Accordingly, the DP value of cellulose pulp obtained 

from the soda pretreatment of raw SB with HNQ was 17.0% higher compared to AQ, 

which indicates that HNQ promoted reduction of the peeling effect. In addition, the use  

of HNQ promoted increase the conversion of cellulose to glucose (ECG), xylan to xylose 

(ECX) and overall glucose (OGY) and xylose (OXY) yield by 4.0%, 14.2%, 2.0%, and 

11.9%, respectively,compared to AQ. The values of OGY and OXY from HNQ and AQ 

were 74.1%, 53.4%, 64.9% and 47.7%, respectively.  OXY), which indicate that HNQ had 

less inhibitory effect on the activity of hydrolytic enzymes. Therefore, these results 

confirm the improved performance of the HNQ and show the potential of this redox 

catalyst for application in the soda pretreatment of lignocellulose biomass in a 

biorefinery. 

As pointed out in Sections 3.4 and 3.5, the better performance of the redox catalyst 

HNQ compared to AQ can be related to (i) higher solubility in aqueous alkaline solution 

due to the presence of a hydroxyl group at C-2 of benzoquinone ring and (ii) lower 

oxidation potential. The pKa of the hydroxyl group at C-2 of HNQ is 3.98 (Lamoureux et 

al., 2008). Therefore, at alkaline pH value of the soda pretreatment, the anionic form of 

HNQ predominates, which increases its solubility in the aqueous phase. In contrast, the 

low solubility of AQ in the cooking liquor at low temperatures may cause clogging of the 

pumping lines after insoluble AQ deposit as a fine powder, leading to undesirable 

maintenance problems in the plant (Revenga et al., 1996). (iii)  HNQ is 
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thermodynamically more easily reduced, improving the redox cycle and delignification 

efficiency  

Nascimento et al. (2016b) reported that the pretreatment parameters, such as 

temperature, heating rate, reaction time, and agitation, are the main factors affecting the 

diffusion rate of AQ into the lignocellulose structure. These authors observed cellulose 

preservation of 24.7% and 10.6 % from the soda-AQ pretreatment using reactor vessel at 

170 ºC with and without agitation, respectively  However, a reactor vessel with a stirring 

system limits the reactor size, and therefore, the amount of raw SB processed per batch, 

which increases the processing costs of a 2G ethanol production plant. Consequently, the 

use of a very soluble redox catalyst at alkaline pH, such as HNQ, ensures that even in a 

static reactor vessel, the redox catalyst can diffuse into the lignocellulose, reducing the 

peeling effect and increase delignification. 

In addition, the presence of AQ decreased the ECG value in the pretreated SB, 

leading to a reduction of 9.37 g L-1 glucose in the enzymatic liquor (Table 3). A more 

glucose-concentrated liquor is desirable to fermentation and distillation steps in the 2G 

ethanol production process (Bittencourt et al., 2019; Caspeta et al., 2014; Xue et al., 

2012).  

Yang et al. (2016) also attributed the inhibition of cellulolytic enzymes, during 

the enzymatic hydrolysis, to the non-removal of lignin-carbohydrate complexes (LCCs) 

in the pretreated wheat straw by soda-AQ. These authors observed that the EC value from 

soda-AQ was 16.3% lower than the kraft, although the pretreated materials had only 5% 

of residual lignin. The presence of LCCs additional recalcitrance of pretreated material, 

since LCCs display similar role to hemicelluloses as protecting the cell wall against 

enzyme attack (Min et al., 2014).  

In addition, the EC value is strongly influenced by chemical and physical changes 

that occurred during the biomass pretreatment, including the decrease in the DP value. A 

lower DP leads to a higher number of reducing end groups in cellulose chains and a higher 

reactivity of cellulose chains to enzymes, improving the performance of cellulolytic 

enzymes during saccharification (Hallac & Ragauskas, 2011). The results obtained in this 

study showed that, although the pretreated SB maintained cellulose with a higher DP 

value and elevate hemicelluloses content (Table 3), there was efficient conversion rate 

(ECG > 96% and ECX > 62%). This result indicates that use of HNQ promoted higher 

selectivity in lignin removal (86.1%) and an efficient disruption of lignocellulose 

complex without a significant loss of the cellulose (23.6%) and hemicelluloses (13.8%) 

fractions compared AQ (30.4% CR, 21.1% HR). In addition, more selective extraction of 
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lignin fraction was expected, since the redox catalyst prevents the lignin recombination 

(Kubes et al., 1980). However, further studies are needed to elucidate the structure of 

lignin obtained by the soda-HNQ pretreatment of raw SB in order to evaluate the possible 

production of added-value chemicals.  

 

4- Conclusions 	

The optimization of the new sugarcane bagasse pretreatment with NaOH/2-

hydroxy-1,4-naphthoquinone led to a good preservation of cellulose and hemicellulose 

and a high delignification. High enzymatic conversions of cellulose to glucose, xylan to 

xylose with overall glucose (76.4%) and xylose (84.6%) yields were achieved, indicating 

that there was no inhibition of the hydrolytic enzymes by the use of HNQ compared to 

anthraquinone (AQ). HNQ proved to be more efficient than AQ, with the advantage of 

HNQ is a natural molecule commercially available. 

E-supplementary data for this work can be found in the online version of the paper. 
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6- Electronic Supplementary Material 
 
Figure S1: Pareto Chart with first and second order interactions for the chemical 
composition of pretreated bagasse. Temperature (ºC); time (min); HNQ (%, w w-1); LSR 
(mL g-1); NaOH (%, w w-1). 
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Figure S2: Pareto Chart with first and second order interactions for the chemical 
composition solubilization of pretreated bagasse. Temperature (° C); time (min); HNQ 
(%, w w-1); LSR (mL g-1); NaOH (%, w w-1). 
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Table S1: Regression coefficients for dependents variable considered 
in Central Composite design 
Coeficient Yield CC HC Lignin LR 

b0 55.83844 63.08956 30.19954 6.35891 85.6903 

HNQ 0.11908 0.7194 -0.0197 -0.66722 1.39173 

(HNQ)
2 -1.57708 -1.44597 -1.0571 2.63618 -5.19297 

SLR -0.09944 -0.035171 -0.03588 0.07642 -0.08806 

(RLS)
2 -0.89206 -1.16422 -0.53808 2.2762 -4.69662 

(HNQ x 

SLR) 
-0.63722 0.27074 0.47589 -1.04031 2.5348 

R
2
 0.62198 0.93455 0.70421 0.69679 0.70497 

CC: cellulose composition; HC: hemicellulose composition; LR: lignin 
removal 
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CAPÍTULO III 

Otimização da eficiência da hidrólise enzimática do bagaço de 
cana pré-tratado soda/HNQ com elevado teor de sólidos e 

baixa carga de enzimas por estratégia de bateada alimentada 
com adição do surfactante Tween 80 
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 Otimização da eficiência da hidrólise enzimática em bagaço de cana pré-tratado 

soda/HNQ com elevado teor de sólidos e baixa carga de enzimas por estratégia de 

bateada alimentada com adição do surfactante Tween 80  

 
1- Introdução 

 
A hidrólise enzimática representa de 25 a 30 % dos custos operacionais para a 

produção de etanol 2G, principalmente devido ao elevado custo do coquetel enzimático 

necessário para a hidrólise dos materiais lignocelulósicos (ROCHA-MARTÍN et al., 

2017). Por isso vários trabalhos estão sendo desenvolvidos para minimizar esses 

problemas como por exemplo: mutagênese de organismos específicos para que haja 

hiperprodução de enzimas lignocelulolíticas (CHEN et al., 2020); mistura de enzimas 

com alta sinergia ( SILVA et al., 2016); adição de surfactantes ou proteínas que reduzem 

a ligação inespecífica de enzimas na lignina (MÉNDEZ ARIAS et al., 2017);  

sacarificação e fermentação simultâneas (KELBERT et al., 2016). 

Além disso, conduzir os ensaios com altas cargas de sólidos é uma estratégia para 

aumentar a concentração final de açúcares destinados à fermentação e reduzir o consumo 

de água durante a etapa de hidrólise enzimática. Considera-se elevada carga de sólidos 

quando a proporção de líquido-sólido é baixa, havendo pouca quantidade de água livre 

presente no meio reacional, o que equivale a aproximadamente, a uma carga sólida igual 

ou superior a 15 % (m v-1)(LIU et al., 2015). Entretanto dificuldades decorrentes 

principalmente da importância da água no processo de hidrólise enzimática são relatadas. 

A água aumenta a eficácia das reações enzimáticas e químicas, principalmente ao 

fornecer um meio para hidrolisar, solubilizar e, portanto, auxiliar na transferência de 

massa dos produtos de hidrólise. A água também reduz a viscosidade e aumenta o grau 

de hidratação das partículas, o que diminui a tensão necessária para produzir uma 

determinada taxa de cisalhamento, permitindo menor entrada de energia para a mistura. 

Por outro lado, estabelecer processos de hidrólise enzimática com elevado teor de sólidos 

pode gerar hidrolisados com concentrações mais elevadas de açúcares e, portanto, reduzir 

os custos associados à operação de destilação (MODENBACH & NOKES, 2013).  

Nesse contexto, uma abordagem que tem sido explorada é iniciar a hidrólise 

enzimática com uma carga moderada de massa lignocelulósica e, após um tempo 

considerável do experimento, são fornecidas doses definidas de biomassa de tempos em 

tempos. Desta forma, uma carga efetiva equivalente a um processo de alto teor de sólidos 

é alcançada (HERNÁNDEZ-BELTRÁN & HERNÁNDEZ-ESCOTO, 2018). Entretanto, 

embora a otimização da estratégia para hidrólise enzimática de alto teor de sólidos tenha 
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sido amplamente relatada, a dosagem de celulases na maioria dos estudos foi igual ou 

superior a 10 FPU / g de biomassa pré-tratada (GODOY et al., 2019; GOMES et al., 

2018; JUNG et al., 2017).  

Nesse contexto, o objetivo deste capítulo foi otimizar as condições de hidrólise, 

do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com soda/HNQ, visando obter elevadas 

concentrações de açúcares fermentescíveis, em ensaios com baixa carga de enzimas e 

elevado teor de sólidos. Para isso, foram selecionadas as variáveis mais importantes para 

o processo de hidrólise enzimática, como tempo (h), carga de enzimas (FPU g-1), 

composição do coquetel enzimático (mistura dos coquetéis comerciais Ctec:Htec) e teor 

de sólidos (%, m v-1). Posteriormente foram avaliadas a viabilidade da utilização da 

estratégia de batelada alimentada e a adição do surfactante Tween 80, visando obter 

elevada conversão da biomassa em ensaios com 15 % de sólidos. Finalmente, o 

hidrolisado produzido foi fermentado a etanol de segunda geração pelas leveduras 

Saccharomyces cerevisae (CERLEV 47), Wickerhamomyces anomalus (CERLEV 1105), 

Pichia guilliermondii (CERLEV 1015) e Saccharomyces cerevisae (Pe-2) isoladas e em 

co-cultivo.  
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2- Metodologia  

 
A metodologia utilizada nesse trabalho foi conduzida conforme o fluxograma da 

Figura 1: 
 
Figura 1: Fluxograma simplificado da metodologia utilizada nesse trabalho  
 

 
 
  
2.1- Pré tratamento do bagaço de cana  

O bagaço de cana (BC) foi pré-tratado por processo soda/HNQ, em reator de aço 

inoxidável (20 L), equipado com sistema de arrefecimento (serpentina) para controle de 
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temperatura e sistema de circulação interna do licor durante o pré-tratamento (Parr 

instrumentos, modelo 4848M).  

O reator foi carregado com 500 g, em base seca, de bagaço de cana de açúcar. As 

condições de tratamento foram 15 % (m m-1) de NaOH, razão líquido sólido de 9,57 mL g-

1 e 0,4 % (m m-1) de HNQ. O reator foi aquecido até a temperatura de 150 oC e o tempo 

de tratamento, de ~44 min, foi determinado pelo Fator- H igual a 166, que foi calculado 

pela equação 1: 

                                      
16115

43.2

0

t

T
H e dt

æ ö
-ç ÷

è ø
= ò                                                    (1) 

sendo t é o tempo de reação (min) e T a temperatura (graus kelvin) (NÚÑEZ et al., 2012). 

Ao final do tempo de pré-tratamento, o reator foi despressurizado lentamente e a fração 

sólida, denominada de polpa celulósica, foi separada em peneira de 200 mesh (0,075 mm), 

e lavada em água de torneira. O BC pré-tratado foi desfibrado em um desfibrilador 

equipado com copo de inox com capacidade para 25 L (Siensem, modelo LSB 25). O 

excesso de água foi retirado em centrífuga com capacidade para 10,30 kg (Arno, modelo 

Classic) e o material foi desintegrado mecanicamente (Weg, modelo FD31196). A fração 

sólida foi utilizada para determinação da composição química (TAPPI-T222 om-02 e 

NREL LAP-004, descritas no capítulo II) e para a determinação dos parâmetros de 

otimização da hidrólise enzimática. 

 

2.2- Otimização das condições de hidrólise enzimática  

2.2.1-  Ensaios de hidrólise enzimática   

Os ensaios de hidrólise enzimática do bagaço de cana pré-tratado soda/HNQ 

foram realizados em frascos Erlenmeyer de 25 ou 50 mL e volume de trabalho de 5 ou 

10 mL, respectivamente. Os ensaios foram realizados em tampão citrato de sódio, 50 

mmol L-1 pH 5, suplementado com 0,01 % (m v-1) de azida de sódio, para evitar 

contaminação microbiana. As condições de carga de enzimas, tempo de hidrólise e teor 

de sólidos foram alteradas de acordo com os parâmetros avaliados e os ensaios foram 

realizados em agitador orbital a 150 rpm e 50 ºC. Após o tempo de hidrólise, os frascos 

foram colocados em banho maria em ebulição por 5 min para paralisar a reação, e 

centrifugados por 10 min a 3000 x g para separar as frações líquida e sólida. O 

sobrenadante foi coletado para análises dos açúcares redutores produzidos. 
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 A análise dos açúcares redutores foi realizada pelo método espectrofotométrico 

usando ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) (MILLER, 1959). A quantificação foi realizada 

por regressão linear de uma curva padrão de glicose (0,5-10 mg mL-1). Os resultados 

foram expressos em concentração de açúcar produzido, em g L-1 e o rendimento de ART 

foi determinada conforme a equação 2. 

                         !"#$%&"#'(	$"	*!+	/	 -	-./ =
123

45
                                       (2) 

sendo ART a massa (g) de açúcar redutor produzido durante a hidrólise e mi a massa (g), 

em base seca, inicial do bagaço pré-tratado utilizado nos ensaios.  

 

2.2.2- Planejamento experimental composto central e análises estatísticas  

Com o objetivo de selecionar as condições que minimizem os custos operacionais, 

incialmente foi utilizada a metodologia de superfície de resposta (MSR) para analisar o 

efeito da carga de enzimas e do tempo de hidrólise no material pré-tratado soda/HNQ. 

Para isso, foi construído um planejamento experimental do tipo composto central 22, ou 

seja, dois fatores em dois níveis, incluindo três replicatas no ponto central.  

As variáveis independentes foram carga de enzimas (1,55, 3, 6,5, 10 e 11,45 

FPU g-1) e tempo de hidrólise (9,23, 20, 46, 72 e 82,76 h) que combinadas entre si, em 

dois níveis (-1 e +1), deram origem as condições apresentadas na Tabela 3. Os ensaios de 

hidrólise enzimática foram realizados com teor de sólidos de 10 % (m v-1) e coquetel de 

celulases Cellic Ctec 2 (Novozymes). 

As análises estatísticas foram realizadas com nível de confiança de 95% utilizando 

o programa STATISTICA (StatSoft Inc. versão enterprise 10.0). A relação matemática 

entre as variáveis independentes (IVs) carga de enzimas (Cenzimas, FPU g-1) e tempo de 

hidrólise (TH, em h) e a variável dependente (VD) concentração de açúcares redutores 

totais, (ART, g L-1) pode ser representada pela equação polinomial de segundo grau 

(equação 3), a partir da qual foi construído o gráfico de superfície de resposta: 

67 = 	89 + 8/ ;<=>?4@A + 8B +C + 8// ;<=>?4@A
B + 8BB +C

B

+ 8/B ;<=>?4@A	D	+C 																																																					(3)	 

 

sendo b0 o termo independente, b1 e b2 os coeficientes lineares, b11 e b22 coeficientes 

quadráticos e b12 o coeficiente de interação. O ajuste da equação do modelo foi verificado 

pelo valor do coeficiente de determinação (R2) e a significância estatística foi verificada 

pela análise de variância (ANOVA) combinada à aplicação do teste F. 
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2.2.3- Seleção da mistura dos coquetéis enzimáticos  

 Foi avaliada a proporção ideal dos coquetéis Cellic Ctec 2 (complexo de celulases, 

alto nível de β-glicosidase e baixa carga de hemicelulases) e Cellic Htec 2 (endoxilases 

com baixa atividade de celulases), para maximizar a liberação de açúcares 

fermentescíveis nos ensaios de hidrólise. Para isso, foram testadas seis combinações das 

misturas enzimáticas (Tabela 4), sendo (Ctec:Htec em %, v v-1) 85:15, 75:25, 50:50, 

25:75, 15:85 e 0:100. Os ensaios foram realizados com 3 FPU g-1 de bagaço pré-tratado, 

10 % (m v-1) de sólidos, durante 72 h, a 50 ºC, com agitação de 150 rpm. 

 

2.2.4- Hidrólise enzimática em batelada e batelada alimentada  

A hidrólise enzimática do substrato pré-tratado foi realizada em diferentes cargas 

de substrato (8-21 %, m v-1) e em sistema de batelada alimentada, com carga inicial de 

12 % (m v-1). Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 25 mL ou 50 mL, 

com volume final de 5 mL ou 10 mL, respectivamente. 

 Após estabelecer o teor de sólidos nos ensaios, foi avaliado o efeito da adição de 

0,1 % (v v-1) de Tween 80 em batelada e em batelada alimentada. Os ensaios em batelada 

alimentada foram conduzidos conforme o modo de alimentação apresentado na Tabela 

1.  

 
Tabela 1: Modo de alimentação nos ensaios de hidrólise enzimática em batelada 
alimentadaa 

Tempo (h) 0 8 18  29 47 

Alimentação 

S (g) S (g) ST (mL) ST (mL) S (g) S (g) 

0,6 0,6 1 2 0,3 0,15 

Carga de sólidos 
acumulada (%) b 

12 18,05 15,69 12,44 14,33 15,2 

Carga de enzimas 
(FPU g-1) 

8,3 4,1 4,1 4,1 3,3 3,0 

S: carga de sólidos; ST: solução tampão; a Hidrólise enzimática iniciada com conteúdo 
de 12% de sólidos e uma carga de celulases de 3 FPU g-1 de substrato em solução 
tampão citrato de sódio (5 mL, 50 mmol L-1, pH 5), suplementado com 0,1 (v v-) de 
Tween 80, por 72 h; b não considera a liquefação do sistema reacional. 
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 Após selecionar as condições experimentais, os ensaios foram reproduzidos em 

frascos Erlenmeyer de 2 L, com volume de reação e massa final de 550 mL e 82,5 g, 

respectivamente. Os ensaios foram conduzidos em triplicata.  

 

2.2.5- Fermentação a etanol  

Para a realização desta etapa do trabalho, foram avaliadas quatro cepas de 

leveduras, com cultivos isolados e em consórcios. As espécies utilizadas foram 

Wickerhamomyces anomalus (CERLEV 1105) e Pichia guilliermondii (CERLEV 1015), 

isoladas em dorna de fermentação de cachaça (CONCEIÇÃO et al., 2015), e duas cepas 

industriais de Saccharomyces cerevisiae (CERLEV 47 e Pe-2). A produção de etanol de 

segunda geração foi realizada pelas espécies isoladas e pelos consórcios Pe-2/CERLEV 

1105, Pe-2/CERLEV 1015, CERLEV 47/CERLEV 1105, CERLEV 47/CERLEV 1015. 

 As leveduras foram ativadas em 5 mL de meio de cultura YPD 2 % (Extrato de 

levedura e peptona), composto por extrato de levedura 1 % (m v-1), peptona 2 % (m v-1), 

glicose 2 % (m v-1) como fonte de carbono e água destilada. Posteriormente, as leveduras 

foram incubadas a 30 ºC, sob agitação durante 24 h. A partir desse pré-cultivo, estas foram 

inoculadas em 500 mL de meio YPD 2 % e a cultura foi incubada a 30 ºC, sob agitação 

(200 rpm) durante 24 h. Os ensaios de fermentação foram realizados com a quantidade 

de células correspondendo a densidade óptica (D.O.) igual a 3. As células foram 

concentradas por centrifugação a 3000 x g (microcentrífuga Eppendorf 5415D) por 5 min 

e inoculadas nos tubos para a fermentação contendo, separadamente, 50 mL de cada 

hidrolisado enzimático. Posteriormente foram incubados a 30 ºC, com agitação a 350 rpm 

(Figura 2), durante 140 h. Os ensaios foram realizados em triplicata. 
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Figura 2: Sistema utilizado na fermentação a etanol com agitação de 350 rpm. 

 

 

 

O desempenho fermentativo foi avaliado pesando os frascos de tempos em tempos 

e a perda de massa (g) foi utilizada para estimar a produção de etanol, a partir da equação 

4: 

 

HI($Jçã(	"M'%&N$N	$"	"'N#(O	/	 -	P./ =
QRSTU	TR	VUWWU	 X ×		

Z[	\	]^_`a
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×	/	(c)

9,9e	(c)
         (4) 

 

sendo que 92 g mol-1 corresponde a massa de duas moléculas de etanol, 88 g mol-1 

corresponde a massa de duas moléculas de gás carbônico, geradas a partir das moléculas 

de glicose e xilose durante a fermentação e 0,05 L corresponde ao volume do ensaio.  

Ao final das fermentações, os sobrenadantes foram coletados para quantificação 

dos açúcares residuais e etanol por CLAE, usando um cromatógrafo Agilent 

Technologies 1260 Infinity II, equipado com coluna Aminex HPX-87H (300 × 7,8 mm) 

e detector de índice de refração. Como eluente foi utilizado 0,005 mol L-1 de H2SO4 em 

um fluxo de 0,6 mL min-1 operado a 55 ºC.  

 

2.2.6- Estimativa do balanço de energia para o fracionamento do bagaço de cana 

por soda-HNQ 

A estimativa do balanço energético para o fracionamento do BC foi realizada 

considerando a quantidade de energia consumida na etapa de pré tratamento em 
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comparação com a quantidade de energia gerada pela combustão dos componentes do 

licor negro.  

A energia consumida no pré tratamento soda-HNQ foi estimada a partir da energia 

necessária para aquecer a entrada de BC a 25 ° C até a temperatura da reação (150 ° C) e 

para aquecer a água (RLS de 9,6 L kg − 1) de 100 ° C a 150 ° C, conforme mostrado na 

equação 5: 

f3 . ,	g3 = ;g,	hiD	&hi 	D	 +g3	,3 − +hi,	Be� + ;g,k[lD	!PmD	nk[lD	 +g3,	3 −

+k[l,		/99�i 	D		&hi                                                                                                    (5) 

onde ET (-), PT (MJ) é a energia térmica consumida no pré tratamento soda-HNQ do BC, 

Cp, BC e Cp, H2O são as capacidades de calor específicas do BC (0,00176 MJ (kg ° C) −1) e 

água ( 0,00419 MJ (kg ° C) −1) (KLING et al., 1987), respectivamente, mBC (kg) é a massa 

de BC utilizada, TPT é a temperatura do pré tratamento soda-HNQ (150 ° C), TSB, 25 ° C 

e TH2O, 100 ° C (° C) são as temperaturas de entrada do BC (25 ° C) e água (100 ° C), 

respectivamente, RLS (L kg − 1) é a razão líquido / sólido e ρH2O (kg L − 1) é a gravidade 

específica da água.  

Após a etapa de pré tratamento, o material foi submetido a desfibrilação mecânica 

(D)  e secagem por centrifugação (C). As energias consumidas nessas etapas foram 

calculadas pela equação 6. 

                                             fo . ,p,i qrℎ = Htuv 0.278                                       (6) 

onde EE (-), D, C (kWh) é a energia consumida nas etapas de D e C, P é a potência do 

equipamento usado (1100 W para D e 140W para C), top (h) é o tempo de operação do 

equipamento e 0,278 é o fator de conversão para kWh.  

Na combustão do licor negro foram considerados os poderes caloríficos da 

celulose, hemiceluloses e lignina de 17 MJ/kg, 16,63 MJ/kg, e 26,7 MJ/kg, 

respectivamente (MURPHEY; MASTERS, 1978).  
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3- Resultados e discussão  

3.1- Composição química do material pré-tratado com soda/HNQ 

A composição química do bagaço de cana-de-açúcar utilizado nesse estudo foi de 

48,7 % de celulose, 21,4 % de hemiceluloses, 21,8 % de lignina, 2,3 % de extrativos e 

0,41 % de sais minerais (inorgânicos). Esta composição se aproxima de trabalhos 

descritos na literatura ( PIPPO et al., 2011;LIMA et al., 2018). 

Como demostrado em trabalho anterior (capítulo II desta tese), a molécula 2-hidróxi-1,4-

naftoquinona (HNQ) é um interessante mediador redox, capaz de promover a preservação 

das frações de celulose e hemiceluloses durante o pré-tratamento alcalino com hidróxido 

de sódio, além de melhorar a deslignificação do material, sem causar prejuízos nos 

rendimentos da hidrólise enzimática. A efetividade da molécula está relacionada à 

estabilização dos carboidratos por reduzir a despolimerização alcalina terminal (efeito de 

peeling) e, assim como a antraquinona, promover a formação de ácidos aldônicos nos 

grupos terminais dos polissacarídeos, preservando-os (JIMÉNEZ et al., 2009).  

No entanto, os dados de otimização da carga da HNQ e seus efeitos positivos na 

deslignificação do bagaço de cana e na preservação da fração de polissacarídeos desta 

biomassa se referem a um sistema estático em batelada e em menor escala (425 mL). No 

presente trabalho, foi testado reator em maior escala (20 L), com sistema de rampa de 

aquecimento e circulação do licor alcalino.  

Conforme mostrado na Tabela 2, houve diferença (p < 0,05) entre os teores de 

celulose das biomassas pré-tratadas em maior e menor escala. O bagaço de cana pré-

tratado no reator em maior escala apresentou teor de celulose 5,06 % inferior ao 

tratamento em menor escala. Esse resultado pode estar relacionado ao sistema de 

circulação do licor alcalino, que retira 300 mL da solução de pré-tratamento e mobiliza 

cerca de 0,12 g do mediador redox do meio reacional. Isso faz com que a composição do 

meio (8,97 mL g-1 e 0,376 % de HNQ) seja levemente diferente da condição otimizada 

em reator em menor escala (9,57 mL g-1 e 0,4 % de HNQ). Entretanto, os dados de 

solubilização da celulose não apresentaram diferença estatística e por isso, pode-se 

considerar que o mediador redox manteve a eficiência na preservação da celulose, mesmo 

no sistema com rampa de aquecimento e recirculação do licor alcalino.  
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Segundo Nascimento et al. (2016), condições experimentais, como temperatura, 

rampa de aquecimento, tempo de reação e sistema de agitação são os principais fatores 

que influenciam nas taxas de difusão do mediador redox. Consequentemente, diferentes 

concentrações de catalisador na fibra, podem ter ocasionado a diferença no teor de 

celulose. Entretanto, a HNQ possui um grupamento OH no carbono 2 do anel aromático, 

que aumenta a sua solubilidade em meio básico e, portanto, facilita a difusão nas fibras, 

mesmo em sistema estático, o que poderia explicar a semelhança na solubilização da 

celulose, nos dois tipos de sistemas, em comparação com a AQ. 

 

3.2- Seleção das variáveis-chave e coquetel enzimático para hidrólise enzimática 

com elevado teor de sólidos	

 Inicialmente foram selecionadas as condições de carga de enzimas e tempo de 

hidrólise. Para isso, foi gerado planejamento experimental composto do tipo 22 em que 

as variáveis independentes foram carga de enzimas (1,5 a 11,45 FPU g-1) e tempo de 

hidrólise (9,23 a 82,76 h) e a variável resposta foi a liberação de açúcares redutores totais 

(ART), conforme Tabela 3. Os ensaios foram realizados com o coquetel celulolítico 

Celic Ctec 2 (Novozymes) e teor de sólidos de 10 %. 

 

Tabela 2: Composição química e solubilização dos componentes estruturais do bagaço de cana 
pré-tratado soda-HNQ em maior e menor escala 

PT 
soda-
HNQ 

Rendimento / 
(%) 

Lignina 
insolúvel / 

(%)  

Celulose / 
(%) 

Hemiceluloses 
/ (%) 

RC / (%) RH / (%) RL. / (%) 

Maior 
escala  

59,4 7,56±1,0 60,06±0,2 31,02±1,7 26,8 ±0,3 12,90±4,6 81,90±2,3 

Menor  
escala  

57,1 6,05±0,4 65,12±0,5 31,91±0,4 23,63 ± 1,6 13,79±2,3 86,07±0,6 

BC não 
tratado 

100 21,8±0,4 48,7±0,5 21,4±0,2 - - - 

PT: pré tratamento; O rendimento corresponde à massa recuperada após o pré tratamento;  RC: remoção 
de celulose; RH: remoção das hemiceluloses; RL: remoção da lignina; BC: Bagaço de cana  
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As análises estatísticas, realizadas com 95% de confiança, mostraram que tanto a 

carga de enzimas quanto o tempo de hidrólise apresentaram efeito linear positivo sobre a 

produção de ART (em g L-1), sendo de 28,7 e 24,7 respectivamente, conforme Figura 3. 

Isso significa que ambas as variáveis, em seu nível superior, implicam no aumento da 

produção de ART, enquanto que no nível inferior, a produção de ART diminui. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 3: Condições experimentais geradas pelo delineamento experimental Composto 
Central para seleção das condições de carga de enzimas e tempo de hidrólise sobre a 
variável resposta, açúcar redutor total (ART) e conversão da biomassa a açúcares 
redutores  

Ensaio 
Carga de 
enzimas / 
(FPU g-1) 

t / (h) 
ART 

 produzido/ 
 (g L-1) 

ART 
produzido / 

(g g-1) 
CEG / (%) 

CEX / (%) 
 

1 3 20 33,77±0,51 0,34± 0,01 27,34±1,06 25,66±0,86 

2 3 72 68,26±12,71 0,67 ± 0,44 65,91±8,01 50,52±7,47 

3 10 20 64,97 ± 1,60 0,64 ± 0,02 65,69±0,37 49,05±4,34 

4 10 72 68,76 ± 0,79 0,68 ± 0,01 77,30±1,88 63,35±1,44 

5 1,55 46 35,08 ± 0,63 0,35 ± 0,01 28,01±0,59 30,41±0,86 

6 11,45 46 78,98 ± 1,57 0,78 ± 0,02 78,77±1,53 63,65±1,14 

7 6,5 9,23 44,67 ± 0,51 0,45 ± 0,01 44,02±0,77 41,59±1,45 

8 6,5 82,76 74,64 ± 1,68 0,74 ± 0,02 72,42±4,19 57,52±9,72 

9 6,5 46 66,55 ± 2,64 0,66 ± 0,03 74,90±3,06 53,75±3,61 

10 6,5 46 68,86 ± 1,12 0,68 ± 0,01 77,47±1,62 60,40±0,12 

11 6,5 46 67,71 ± 1,79 0,67 ± 0,02 76,19±2,34 58,99±1,79 

t: tempo; ART: açúcar redutor total; CEG: conversão enzimática a glicose;  CEX conversão 
enzimática a xilose 
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Figura 3: Diagrama de Pareto para o planejamento experimental composto central 22 

 

 

 

 

A combinação das variáveis (carga de enzimas e tempo de hidrólise) apresentou 

efeito linear negativo, sendo de -13,27. Isso significa que o menor carregamento de 

enzimas necessita de maior tempo para liquefazer o material, ou que, ao contrário, a maior 

quantidade de enzimas necessita de menores tempo para liquefazer o material. Essas 

respostas podem estar relacionadas à superfície acessível ocasionada pelo pré-tratamento 

soda/HNQ. Arantes & Saddler  (2011) relataram que substratos ricos em celulose 

altamente acessível exigiam uma menor carga proteica para a obtenção de hidrólise 

eficiente em comparação com substratos que continham celulose menos acessível. Os 

pesquisadores concluíram que o passo limitante da hidrólise não foi a clivagem catalítica 

das cadeias de celulose, mas a acessibilidade limitada das enzimas às cadeias de celulose. 

A relação empírica entre as variáveis experimentais carga de enzimas (Cenzimas) 

(FPU g-1), tempo de hidrólise (TH) (h) e a produção de ART (VD) foi expressa na equação 

(5) de regressão:  

67 = 	67,70767 + 11,723 ;<=>?4@A + 10,083 +C − 5,189 ;<=>?4@A
B − 3,877 +C B

− 7,675 ;<=>?4@A	D	+C 				 

 ( 5 ) 

Conforme mostrado na Tabela 4, o valor de R2 foi de 0,9508, indicando que o 

modelo de regressão pode explicar 95,1% da variabilidade na resposta e apenas cerca de 

4,9% da variação total não pôde ser atribuído às variáveis. O coeficiente de determinação 

ajustado (R2
adj) é a medida de correlação para testar a qualidade do ajuste da equação de 



	 99	

regressão (MEYABADI e DADASHIAN, 2012). Nesse trabalho, o elevado valor de R2
adj 

(0,9016) sugere que o modelo foi significativo e indica um alto grau de correlação entre 

os resultados experimentais e os valores previstos. O altos valores de F e os valores de 

p<0,05 implicam que os termos do modelo são estatisticamente diferentes entre si (KIM, 

2014) e por isso reforçam a confiabilidade do modelo.  

 

Tabela 4: Análise de variância para o modelo polinomial quadrático ajustado. 
Coeficiente de determinação (R2): 0,9508; Coeficiente de determinação ajustado 
(R2

adj): 0,9016 
Fator  SQ GL média quadrada Valor de F p-valor  

Cenzimas ( L) 1099,447 1 1099,447 822,0215 0,001214 

TH (L) 813,212 1 813,212 608,0122 0,001641 

Cenzima x TH 235,622 1 235,622 176,1674 0,005629 

Cenzima (Q) 152,084 1 152,084 113,708 0,008680 

TH (Q) 84,854 1 84,854 63,4429 0,015399 

Falta de ajuste  118,197 3 39,399 29,4574 0,033012 

Erro puro 2,675 2 1,337     

;<=>?4@A: carga de enzimas; SQ: somas dos quadrados; TH: tempo de hidrólise; GL: graus de liberdade; 
L: efeito linear; Q: efeito quadrático; p<0,05 indica que as variáveis foram significativas.   

  

O gráfico de superfície de resposta mostra que a produção de açúcar redutor é 

maior com o aumento do tempo de hidrólise e da carga de enzimas (Figura 4), sendo o 

ponto crítico observado em 8,70 FPU g-1 e 64 h.  A maior produção de ART foi observada 

no ensaio que utilizou 11,45 FPU g-1 e 46 h, sendo de 78,98 g L-1 ou 0,78 g g-1 e a menor 

conversão foi observada em 3 FPU g-1 e 20 h, sendo de 33,77 g L-1 ou 0,34 g g-1.  
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Figura 4: Gráfico de superfície de resposta mostrando o efeito do tempo de hidrólise e 
da carga de enzimas na produção de açúcares redutores totais (ART) 
 

 
 

 

O menor p-valor da carga de enzimas (p = 0,0012) indica que o efeito dessa 

variável sobre o rendimento de açúcares redutores, é mais pronunciado do que o tempo 

de hidrólise (p = 0,0016). Entretanto, como observado nos ensaios 2 (3 FPU g-1, 72 h) e 

3 (10 FPU g-1, 20 h), a combinação de cargas mais baixas de enzimas e maiores tempos 

de hidrólise, e vice versa, permitiram a obtenção de altas concentrações de açúcares 

redutores (ART), sendo acima de 64 g L-1. Como foi demonstrado anteriormente, a 

hidrólise com baixa carga enzimática é economicamente necessária para a otimização 

sistemática da produção de etanol (SHEN e AGBLEVOR, 2008). Assim, foram 

selecionadas a carga de 3 FPU g-1 e tempo de 72 h, para os testes subsequentes de 

otimização. 

Posteriormente, foi avaliado o efeito da suplementação do complexo de enzimas 

hemicelulolíticas (Cellic Htec 2) ao coquetel Cellic Ctec 2, em seis misturas enzimáticas. 

Como observado na Tabela 5, a mistura 85 Ctec:15 Htec gerou 98,65 g L-1 de ART, sendo 

28,79 g L-1 maior do que os ensaios realizados somente com o coquetel de celulases. 

Adicionalmente, as formulações 25 Ctec: 75 Htec e 50 Ctec :50 Htec possibilitaram 

pequena melhora na produção de ART, sendo de 3,43 g L-1 e 3,25 g L-1. Entretanto, a 

adição de mais de 75% do Htec implicou em menores rendimentos de ART quando 

comparado a utilização do coquetel Ctec 2.  
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Tabela 5: Avaliação da proporção ideal dos coquetéis enzimáticos de 
celulases (Cellic Ctec 2) e hemicelulases (Cellic Htec 2). Ensaios 
realizados com 3 FPU g-1, 72 h, 10% (m v-1) de sólidos (Os valores em 
parênteses indicam a atividade total das celulases no coquetel 
concentrado). 

Proporção das misturas 
dos coquetéis 

ART produzido no 
ensaio / (g L-1) 

Conversão do BCPT 
a ART / (g g-1) 

85 Ctec: 15Htec 
(117,8 FPU mL-1) 

98,65 ± 0,59 0,9675 ± 0,03 

75 Ctec: 25 Htec 
(79,4 FPU mL-1) 

71,69 ± 1,78 0,72 ± 0,02 

50 Ctec: 50 Htec 
(88,9 FPU mL-1) 

71,51 ± 0,1 0,71 ± 0,0001 

25 Ctec: 75 Htec 
(92,04 FPU mL-1) 

67,67 ± 2,18 0,68 ± 0,02 

15 Ctec: 85 Htec 
(76,5  FPU.mL-1) 

57,87 ± 1,63 0,58 ± 0,02 

0 Ctec: 100 Htec 
(53,3 FPU mL-1) 

51,19 ± 0,61 0,51 ± 0,01 

BCPT: bagaço de cana pré tratado; ART: açúcar redutor total 

 

O coquetel hemicelulolítico é rico em enzimas acessórias, que hidrolisam as 

cadeias laterais das hemiceluloses. Além disso, essas enzimas cooperam removendo os 

locais de ligação lignina-carboidrato, uma vez que os resíduos arabinosila no esqueleto 

de xilana são covalentemente ligados ao ácido ferúlico e à lignina, e por isso parcialmente 

responsáveis pela formação de complexos lignina-carboidrato (CINTRA et al., 2020).  

Estudos anteriores mostraram que a suplementação do coquetel de celulases com 

feruloil esterase, xilanases e arabinofuranosidases melhorou a hidrólise de materiais pré-

tratados, pois facilitaram o acesso das celulases ao substrato celulósico, aumentando o 

rendimento de açúcares redutores na hidrólise enzimática (GOLDBECK et al., 2016; 

CINTRA et al., 2020).  

Patel et. al. (2017) suplementaram o coquetel celulolítico comercial com β-

xilosidases para sacarificar palha de milho pré-tratado alcalino (2 % (m v-1) de NaOH). 

Após 36 h de hidrólise com 13 FPU g-1 e 74,42 IU g-1 de β-xilosidases foi obtido 

rendimento máximo de 0,602 g g-1 de açúcares redutores.  

Qing e Wyman (2011) postularam que a adição das hemicelulases algumas horas 

antes da adição das celulases pode maximizar a conversão da biomassa em açúcares 

fermentescíveis. Isso se deve ao fato das celulases e xilanases serem adsorvidas mais 
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facilmente à xilana, impedindo a atuação imediata sobre a celulose. Sendo assim, a 

suplementação com hemicelulases oferece a oportunidade de diminuir a carga total de 

celulases utilizadas na hidrólise enzimática, além de gerar pentoses que podem ser 

utilizadas na biorrefinaria lignocelulósica (ALVIRA et al., 2011). Adicionalmente, 

devido às diferenças estruturais e particulares de cada biomassa e o efeito causado pelo 

pré-tratamento, há a necessidade de otimizar a formulação das enzimas para cada 

substrato pré-tratado. Para o bagaço de cana pré-tratado soda/HNQ a mistura de 85 % 

Ctec e 15 % Htec gerou os melhores resultados e, por isso foi selecionada para os testes 

subsequentes.  

Posteriormente, a influência da concentração do substrato na produção de 

açúcares fermentescíveis também foi avaliada. Para isso, os ensaios foram conduzidos 

nas cargas de 8 a 21 % (m v-1). As demais condições foram 3 FPU g-1, 72 h e coquetel 85 

Cetec:15Htec. Como observado na Figura 5, embora a concentração total de açúcar 

redutor tenha aumentado de 79,56 para 107,31 g L-1, a conversão em massa diminuiu 

48,5%, com o aumento de sólidos de 8 para 21 % (Figura 6). 

 

Figura 5: Efeito da concentração do substrato na concentração de açúcares redutores 
totais produzidos durante a sacarificação 
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Figura 6: Conversão enzimática da biomassa em açúcares redutores (g g-1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isso pode ser atribuído a um efeito da inibição pelo produto e/ou problemas físicos 

relacionados à agitação dificultada do material na solução enzimática (CARA et al., 

2007). Além disso, outros trabalhos mostraram que a elevada concentração de substrato 

também pode interferir nas propriedades de adsorção das celulases, prejudicando o 

rendimento de açúcares fermentescíveis (HUMBIRD et al., 2010; WANG et al. 2011).  

Como observado nesse trabalho, os problemas relacionados à utilização de 

elevado teor de sólidos apareceram, principalmente, nas concentrações ≥ 15%, que 

apresentaram um máximo de 68,4% da conversão em massa (g), relativa ao ensaio com 

8% de sólidos (Figura 6). Além disso, o ganho foi de apenas 5,46 g L-1 de ART quando a 

concentração de sólido variou de 15 para 21%, sendo que, na maior concentração de 

sólidos, quase a metade da biomassa não foi convertida. 

A partir desses dados pôde-se concluir que, para o bagaço de cana pré-tratado 

soda/HNQ, o máximo da carga de sólidos usada na hidrólise enzimática deve ser de 12%, 

na qual mais de 80 % da massa seca é convertida em ART, utilizando carga enzimática 

de apenas 3 FPU g-1 com tempo de 72 h. Embora esse resultado seja extremamente 

promissor, principalmente por utilizar carga enzimática reduzida em relação à 

concentração de sólidos, para estabelecer um processo de sacarificação utilizando elevado 

teor de sólidos, que seja técnica e economicamente viável, outras alternativas precisam 

ser exploradas e avaliadas, como será abordado a seguir. 

Efeito do teor de sólidos na hidrólise enzimática 
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3.3- Exploração da hidrólise enzimática com elevado teor de sólidos pela estratégia 

de batelada alimentada e uso de Tween 80 

Visando obter um processo de hidrólise enzimática usando elevado teor de 

sólidos, sem alterar a carga de enzimas já estabelecida de apenas 3 FPU g-1 (coquetel 85% 

Ctec e 15 % Htec) pelo tempo de 72 h, e que promova a conversão da biomassa pré-

tratada ≥ 80 %, foram avaliadas duas estratégias. A primeira tem o objetivo de minimizar 

os efeitos negativos da baixa quantidade de água livre no sistema, por meio do processo 

de batelada alimentada. A segunda estratégia é a utilização do aditivo Tween 80, que é 

capaz de melhorar o desempenho das enzimas e prolongar seu período de alta atividade, 

além de minimizar os efeitos de ligação improdutiva na lignina da biomassa. As 

estratégias foram avaliadas individualmente e em conjunto. 

Para os ensaios de batelada alimentada, a carga total de enzimas foi adicionada no 

início do experimento e a biomassa foi adicionada após 8, 29 e 47 h, atingindo 15 % (m v-

1) de sólidos finais. Além disso, os ensaios foram conduzidos na ausência e presença de 

0,1 % (v v-1) de Tween 80.  

De acordo com a Figura 7, a batelada alimentada possibilitou a obtenção de 122,66 

g L-1 de ART, com ganho de 22,18 g L-1 ou 0,1471 g g-1 em relação ao ensaio em batelada 

único estágio. A estratégia de batelada alimentada pode se beneficiar da baixa 

viscosidade, pela otimização da razão substrato/enzima no reator. O baixo teor inicial de 

sólidos fornece às enzimas a oportunidade de hidrolisar e liquefazer os substratos com 

eficiência e em menor tempo. O líquido livre fica disponível para acomodar mais 

substrato durante a alimentação. Assim, a elevada concentração de sólidos é mais 

facilmente acomodada no modo alimentado, sem afetar a reologia da reação (AGRAWAL 

et al., 2018). 

A adição do Tween 80 melhorou o rendimento de açúcar em 23,9 % e 15,8 % nos 

ensaios em batelada em único estágio e batelada alimentada, respectivamente. A adição 

do surfactante aos ensaios em único estágio produziu 125,72 g L-1 de açucares redutores 

totais, sendo apenas de 3,06 g L-1 superior ao ensaio de batelada alimentada na ausência 

do aditivo (Figura 7).  
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Figura 7: Hidrólise enzimática em modo batelada e batelada alimentada com ausência e 
presença de 0,1% (m m-1) de Tween 80. 
 

 

 

Estudos anteriores demonstraram que o Tween 80 foi capaz de atenuar a adsorção 

improdutiva entre os componentes da celulase e a lignina (KAAR e HOLTZAPPLE, 

1998; OKINO et al., 2013). Zhang et al. (2019) relataram uma melhora de 14,8% na 

conversão da celulose a glicose após utilização de 150 mg g-1 de Tween 80 em hidrólise 

enzimática de bagaço de cana pré-tradado alcalino/peróxido de hidrogênio. Os 

pesquisadores relataram que o surfactante foi capaz de dilatar as fibras, aumentar a área 

superficial e melhorar a acessibilidade da celulase à celulose. 

Também foi sugerido que a presença de surfactantes tem um efeito estabilizador 

nas enzimas (ERIKSSON et al. , 2002). Okino et al. (2013) relataram um aumento na 

taxa de hidrólise por adição de Tween 80 apenas sob condição de agitação. O grupo 

verificou que o surfactante impediu a desnaturação de celobiohidrolase II após ser 

submetida a agitação a 30 ºC. A pesquisa também concluiu que o Tween 80 estabilizou 

os componentes instáveis da celulase não apenas durante a hidrólise, mas também durante 

a produção das enzimas. 

A estratégia de batelada alimentada colaborou significativamente para obtenção 

de elevada conversão da biomassa, utilizando elevado teor de sólidos, com baixa carga 

de enzimas. Adicionalmente, a combinação o uso do Tween 80 permitiu maximizar os 

rendimentos de açúcar, resultando em 141,95 g L-1 de ART. As análises por CLAE 

indicaram uma conversão enzimática de 94,2 % e 79,1 % das frações de celulose e xilana, 

respectivamente. 
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Os ensaios em batelada alimentada permitiram atingir, ao final, o máximo de 15 

% do teor de sólidos. Entretanto, para atingir elevada conversão utilizando carga de 

sólidos acima de 15 %, deve ser aplicada uma maior carga de enzimas, para permitir a 

rápida hidrólise e liquefação do material nas primeiras horas do experimento, o que 

poderia garantir a adição de substrato fresco em períodos mais curtos. No entanto, como 

a principal motivação do presente trabalho foi realizar os ensaios com baixa carga de 

enzimas (3 FPU g-1), foi mantida a carga final de sólidos de 15%. 

Considerando trabalhos anteriores apresentados na Tabela 6, pode-se concluir que 

a utilização da estratégia adotada nesse trabalho foi eficiente para a obtenção de elevados 

rendimentos de açúcares fermentescíveis com apenas 3 FPU g-1. 

 

Tabela 6: Estratégias adotadas para hidrólise enzimática com alto teor de sólidos  
Biomassa/ pré 
tratamento 

Cenzima 
(FPU/g) 

Csólidos 
(%,m/v) 

Estratégias de 
hidrólise 

Açucares 
gerados   

Referência 

Madeira (Prosopis 

juliflora)/4% 
Cloreto de sódio 
(4%, m v-, 120ºC, 
30 min 

22 20 

Batelada 
alimentada + 

aditivos (0,01 % 
(v v-1) de Tween 

80, 1mM de 
CuCl₂) 

127 g L-1 de 
ART 

(GUPTA et al., 

2012) 

 

Bagaço de cana/dois 
estágios: 1% (m v-1) 
H₂ SO₄ , 30 min, 
121ºC, RLS 1:3 e 
3% (m v-1) NaOH, 
100ºC, 40 min 

26 27 

Batelada 
alimentada + 
aditivo (PEG 

4000) 

150 g L-1 de 
glicose 

(GOMES et 

al., 2018) 

 

Palha de 
sorgo/alcalino-
oxidativo: 2% (v v-

1) NaOH e 1,5% 
(v v-1) peróxido de 
hidrogênio, pH 
11,5, 60ºC, 5 h 

80,53 20 
Batelada 

alimentada 
130 g L-1 de 

ART 

(HERNÁNDE

Z-BELTRÁN 

e 

HERNÁNDEZ

-ESCOTO, 

2018) 

 

Bagaço de 
cana/40% (m m-1) 
de NaOH, 150 rpm, 
80ºC, 120 min 

4 22 

Batelada 
alimentada + 

aditivos (150 IU 
de 

hemicelulases, 
60 mg de β-

glicosidase, 25 
mg de whey 

protein, 40 mg 
de Tween 80, 10 

122 g L-1 de 
glicose 

(XU et al., 

2019) 
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mg de cálcio 
lignossulfonato, 

25 mg de 
soforolipídeo) 

Bagaço de cana/dois 
estágios: 0,5 (v v-1) 
de H₂ SO₄ , 10% 
de sólidos, 140ºC, 
150 rpm, 15 min e 
1,5% de NaOH, 8% 
de sólidos, 150 rpm, 
30 min 

15 24 
Batelada 

alimentada 
127 g L-1 de 

glicose 

(GODOY et 

al., 2019) 

 

Bagaço de 
cana/15% (m m-1) 
de NaOH, 0,4% 
(m m-1) de HNQ, 
RLS 1: 9,7, 150°C, 
60 min. 

3 15 
Batelada 

alimentada 
122,66 g L-1 

de ART 
Este trabalho 

Bagaço de 
cana/15% (m m-1) 
de NaOH, 0,4% 
(m m-1) de HNQ, 
RLS 1: 9,7, 150ºC, 
60 min. 

3 15 

Batelada 
alimentada 

+aditivo (Tween 
80) 

141,95 g L-1 
de ART 

Este trabalho 

ART: açúcar redutor total; Cenzima: carga de enzimas; Csólidos: carga final de sólidos  
  

 

3.4- Fermentação do hidrolisado enzimático por diferentes espécies de leveduras 	

A hidrólise enzimática realizada em maior escala (volume final de 550 mL), com 

3 FPU g-1 durante 72 h, originou hidrolisado com a composição de 93,20 g L-1 de glicose, 

35,61 g L-1 de xilose e 1,59 g L-1 de arabinose. Este hidrolisado foi utilizado para 

fermentação e produção de etanol, utilizando diferentes espécies de leveduras isoladas ou 

em co-fermentação. A Tabela 7 apresenta a média dos resultados obtidos para os testes 

de fermentação com as diferentes espécies de leveduras, sendo as industriais 

Saccharomyces cerevisiae (CERLEV 47) e Saccharomyces cerevisiae (Pe-2) e as 

isoladas em alambiques de cachaça, Wickerhamomyces anomalus (CERLEV 1105) e 

Pichia guilliermondii (CERLEV 1015). As cepas industriais foram combinadas às 

selvagens, nos consórcios Pe-2/CERLEV 1105, Pe-2/CERLEV 1015; CERLEV 

47/CERLEV 1105, CERLEV 47/CERLEV 1015.  
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Tabela 7: Produção de etanol a partir do hidrolisado enzimático, utilizando diferentes 
espécies de leveduras. 

Ensaio  Etanol / (g L-1) Etanol / (%, v v-1) 
Produtividade em 
etanol / (g L-1 h-1) 

Saccharomyces 

cerevisae (CERLEV 
47) 

57,66 ± 0,56 7,31 ± 0,071 0,412 ± 0,004 

Wickerhamomyces 

anomalus (CERLEV 
1105) 

3,72 ± 1,67 0,47 ± 0,211 0,027 ± 0,012 

Pichia guilliermondii 
(CERLEV 1015)  

56,48 ± 6,31 7,16 ± 0,799 0,40 ± 0,045 

Saccharomyces 

cerevisae (Pe-2) 
60,02 ± 5,51 7,61 ± 0,699 0,43 ± 0,039 

Pe-2 + CERLEV 
1105 

58,92 ± 1,16 7,47 ± 0,146 0,42 ± 0,0082 

Pe-2 + CERLEV 
1015 

59,58 ± 1,50 7,55 ± 0,190 0,43 ± 0,011 

CERLEV 47 + 
CERLEV 1105  

61,27 ± 0,94 7,77 ±  0,119 0,44 ± 0,007 

CERLEV 47 + 
CERLEV 1015  

59,97 ± 0,20 7,60 ± 0,025 0,43 ± 0,0014 

 

Após 140 h de fermentação, a produção máxima de etanol foi de 61,27 g L-1 pelo 

consórcio CERLEV 47/CERLEV 1105, porém de acordo com a análise de variância 

(p < 0,05), com exceção da CERLEV 1105, não houve diferença estatística entre a 

produção de etanol a partir dos ensaios de fermentação. Entretanto, conforme a análise 

da produção estimada de etanol apresentada (metodologia apresentada na seção 1.2.5), 

discreta diferença foi observada nas primeiras 40 h de fermentação, em que os cultivos 

CERLEV 1105, CERLEV 1015, Pe-2, Pe-2/CERLEV 1105 e Pe-2/CERLEV 1015 

apresentaram metabolismo lento de açúcares, com a produção de etanol estimada em 

2,76, 11,36, 15,95, 21,74 e 29,05 g L-1, respectivamente. Em contrapartida, as 

combinações com a CERLEV 47 apresentaram rápido metabolismo e atingiram 

desaceleração da fermentação após 40 h, alcançando produtividade volumétrica (g L-1 h-

1 ) de 0,925 para a espécie isolada e 0,904 e 0,949 para as combinações com CERLEV 

1105 e CERLEV 1015, respectivamente (Figura 8).  
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Figura 8: Produção estimada de etanol utilizando duas linhagens de Saccharomyces 

cerevisiae e as espécies Wickerhamomyces anomalus e Pichia guilliermondii 

(fermentadoras de xilose). 
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Interessantemente, o consórcio entre as leveduras Pe-2/CERLEV 1015 

apresentaram possível sinergismo no metabolismo de açúcares e produção de etanol, e 

atingiram o início da fase de desaceleração após 60 h de fermentação, aproximadamente 

60 h a menos do que os ensaios com as espécies isoladas. Isso pode estar relacionado à 

fermentação de pentoses a etanol por CERLEV 1015 (Pichia guilliermondii). Martins et 

al. (2018) relataram rápido e eficiente consumo de xilose pela linhagem Pichia 

guilliermondii G1.2, que esgotou o açúcar em 48 h de ensaio, sendo 24 h a menos do que 

as cepas de Candida tropicalis FP, C. tropicalis S4.  

Entretanto, mesmo que trabalhos anteriores tenham mostrado que a Pichia 

guilliermondii seja capaz de fermentar pentoses e hexoses a etanol (MARTINI et al., 

2016), a concentração final do álcool não excedeu os valores produzidos pelas espécies 

que não fermentam pentoses. Isso pode estar relacionado à repressão catabólica da 

glicose, fenômeno comum na maioria de microrganismos fermentadores. Esse processo 

leva à priorização da utilização de glicose sobre outras porções de açúcar presentes no 
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meio, resultando em inibição competitiva desses açúcares na presença de glicose, levando 

a um baixo rendimento volumétrico de etanol a partir de açúcares mistos presentes na 

biomassa lignocelulósica (AVANTHI et al., 2017). Geralmente os sistemas de co-cultura 

operam em baixas concentrações de açúcares mistos (<40 g L -1 de glicose e 10-15 g L -1 

de xilose) devido à inibição dos derivados de glicose sobre os microrganismos que 

utilizam xilose (NGUYEN et al., 2019).  

O hidrolisado enzimático foi fermentado por diferentes espécies de leveduras, 

tanto industriais quanto selvagens, com a máxima produção de 41,08 g de etanol para 

cada 100 g de bagaço de cana pré tratado soda/HNQ. Em trabalho semelhante, RABELO 

et. al.  (2013) realizaram hidrólise enzimática (20 % de sólidos, 50 FPU g-1) de bagaço 

de cana pré-tratado com hidróxido de cálcio e obtiveram apenas 14,6 g de etanol para 

cada 100 g bagaço, após fermentação por Saccharomyces cerevisiae.  

A reprodução dos ensaios de hidrólise enzimática, em maior escala, gerou licor 

com 135 g L-1 de ART, com produção máxima de 61,27 g L-1 de etanol pelo consórcio 

CERLEV 47 e CERLEV 1105.  

 
3.5- Processo global da produção de etanol de segunda geração a partir do bagaço 

de cana pré tratado soda/HNQ no cenário brasileiro 

A partir da otimização das etapas da hidrólise enzimática, foi possível obter a 

produção máxima de 61,27 g L-1 de etanol pelo consórcio CERLEV 47 e CERLEV 1105. 

O processo global estabelecido no presente estudo, indica que para cada tonelada de 

bagaço de cana in natura, possam ser produzidos 244 kg de etanol (ou 309 L). Atualmente 

o processamento de 1 tonelada de cana de açúcar pode gerar 85 L de etanol de etanol 1G 

(ou 67 kg) (SOUZA et al., 2018) e 250 kg de bagaço de cana com 50% de umidade 

(GUSMÃO et al., 2012) (Figura 9).  
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 Figura 9: Rendimento do processo global da produção de etanol de segunda geração a 
partir do processamento de 1 tonelada de cana de açúcar durante a produção de etanol de 
primeira geração, estabelecido no presente trabalho. BC: Bagaço de cana 

 

 

Considerando as informações anteriores e o processo de pré tratamento soda-

HNQ, pode-se estimar a produção de 30,5 kg de etanol (ou 38,67 L) a partir de 125 kg de 

bagaço de cana em base seca. Dessa forma, pode-se concluir que a estabilização do 

processo aqui proposto permitirá aumentar em 45,5% a produção atual de etanol no 

Brasil, sem aumentar áreas de cultivos e gastos com insumos agrícolas. Ou seja, na safra 

2018/2019 seria possível aumentar a produção de etanol em cerca de 15,08 bilhões de 

Cana de açúcar (250 kg, contendo 50% de 

umidade)

Celulose                                             60,88            

Hemicelulose                                     26,75

Lignina                                               27,26
Cinzas                                                0,51

Extrativos                                            2,89

Cana de 

açúcar (1 ton) 

Etanol 1G

(67 kg or 85 L)

Pré-tratamento soda/HNQ (150 oC /44 min/ RLS 9,6 mL g-1

/0,4% (m m-1 ) HNQ/ 15 % (m m-1) NaOH)
278,9 MJ

0,023 kWh

0,019 kWh BC pré-tratado com soda/HNQ (kg) 

Celulose                                44,60            

Hemicelulose                         23,00

(Xilana                                    19,20)
Lignina                                    5,61

Licor negro obtido depois do pré-

tratamento (kg)

Celulose                                      16,18           

Hemicelulose                                 3,39

Lignina                                          24,60

67,80 kg açúcar total redutor

Hidrolisado hemicelulósico (kg)

Hidrólise enzimática

(RLS=6,67 , 3FPU.g -1 , 72h , 150 rpm)

275 MJ

656,82 MJ

56,38 MJ

988,2 MJ279,1 MJ

709,1 MJ

Fermentação a etanol

(Saccharomyces cerevisiae and Wickerhamomyces  anomalus)

30,5 kg etanol 2G
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litros. Considerando o total do subproduto gerado pela safra de 2018/2019, aplicado na 

produção de açúcar, a produção adicional total poderia chegar a 23,98 bilhões de litros de 

etanol (CONAB, 2019). -1 

Além da produção de etanol, o fracionamento da biomassa por processo soda-

HNQ, gerou considerável massa de lignina (196,62kg/ ton bagaço de cana), que pode ser 

utilizada para produção de energia a partir da queima em caldeiras. Considerando que a 

lignina pura apresenta valor calorífico de, cerca de 20,4 MJ / kg (KIM et al. , 2016), pode-

se dizer que para 125 kg de bagaço de cana, pode-se obter produção de energia de 501,84 

MJ, a partir da queima de 24,6 kg de lignina. Essa energia da lignina representa cerca de 

26-27% da energia que pode ser produzido a partir da combustão do bagaço, considerando 

o valor obtido por Dias et al. ( 2011) que é cerca de 15,13 MJ/ kg. Rabelo et al. (2011) 

obtiveram produção de energia de 361,99 MJ e 329, 18 MJ pela queima da lignina 

recuperada por 125 kg de bagaço de cana pré tratado por peróxido de hidrogênio [7,36 % 

(v.v-1) de H2O2; pH 11,5; 25 ºC; 150 rpm; 1h. ] e hidróxido de cálcio [47 % (m.m-1) de 

Ca(OH)2; 150 rpm; 90 ºC; 90h] respectivamente.  

Por tudo isso, o processo de pré tratamento soda-HNQ se mostra bastante 

vantajosa para melhorar a produção de etanol no país, uma vez que o Brasil é o maior 

produtor de cana de açúcar (CONAB, 2018). Além disso, frente a crescente demanda 

mundial por etanol observada nos últimos anos, o estabelecimento de tecnologias para a 

produção de biocombustíveis de segunda geração oferece a oportunidade de utilizar 

energias limpas e renováveis sem aumentar o cultivo da cana de açúcar.  

 
 

4- Conclusões  

A molécula de HNQ se mostrou igualmente eficaz para pré-tratamento em maior 

escala, em reator com rampa de aquecimento e sistema de recirculação do licor alcalino 

quanto para a utilização em menor escala com ausência da rampa de aquecimento.  
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O processo de otimização de hidrólise permitiu atingir o máximo da produção de 

açúcares redutores totais (141,95 g L-1), com baixa carga de enzimas (3 FPU g-1) e elevado 

teor de sólidos (15%), por meio da utilização da estratégia de batelada alimentada e adição 

de Tween 80 aos ensaios. As conversões a glicose e xilose atingiram 94,2% e 79,1%, 

respectivamente 

A fermentação resultou na máxima produção de etanol de 61,27 g L-1 pelo consórcio 

CERLEV 47 + CERLEV 1015. Após 140 h de ensaio, não foi observada diferença entre 

concentrações de etanol produzidos pelas espécies de leveduras avaliadas. Esses 

resultados indicam que não foram produzidas concentrações significativas de inibidores 

de fermentação durante o pré-tratamento soda/HNQ, e que o hidrolisado enzimático pode 

ser fermentado tanto por espécies de leveduras industriais quanto selvagens. A eficiência 

global do processo estima que para cada tonelada de bagaço in natura sejam gerados 244 

kg de etanol de segunda geração. 
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1- Introdução 	

Um dos maiores problemas ao se utilizar enzimas para a hidrólise do bagaço é o 

seu elevado custo, o que torna o processo economicamente menos viável. 

Adicionalmente, o custo para a produção de enzimas ainda é muito alto e nesse processo, 

a matéria-prima se traduz em 40 a 60 % do custo de produção (GASSARA et al., 2010). 

Todavia, a fermentação em estado sólido (SSF) tem sido apontada como o processo mais 

econômico para a produção de enzimas lignocelulolíticas por fungos, devido à vantagem 

de se utilizar resíduos agroindustriais como substratos para cultivo das espécies 

(BLANDINO et al., 2002). Nesse cultivo, a matéria orgânica é usada como fonte de 

energia e de carbono para o crescimento, síntese da biomassa celular e de outros produtos 

do metabolismo microbiano, de modo que os resíduos sejam utilizados e produtos 

valiosos possam ser sintetizados (SILVA et al., 2005) 

Nesse contexto, os fungos tem sido a principal escolha na busca por novas 

espécies microbianas produtoras de enzimas lignocelulolíticas, principalmente porque 

possuem a capacidade de secretar as enzimas (CHANDEL et al., 2015). Diversas espécies 

foram descritas em função do seu potencial biotecnológico, dentre elas vale mencionar 

Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus e 

Trichoderma reesei ( VOHRA et al., 2014; RODRIGUES et al., 2020)  

 Estudos anteriores mostraram a efetividade das enzimas produzidas pelo fungo, 

Chrysoporthe cubensis (CC), cultivado em farelo de trigo. Falkoski et al. (2013) 

cultivaram o fungo C. cubensis em farelo de trigo (estado sólido) e obtiveram altas 

atividades de endoglicanase (33,84 U g-1), FPase (2,52 U g-1), β-glicosidase (2155 U g-1) 

e xilanase (362,38 U g-1). A hidrólise do bagaço de cana pré-tratado alcalino e 

sacarificado com o extrato enzimático bruto, resultou na liberação de 320,8 mg de glicose 

e 288,7 mg de xilose por grama de biomassa. Por outro lado, os ensaios que utilizaram 

enzimas comerciais resultaram em apenas 250,6 mg de glicose e 62,1 mg de xilose por 

grama de biomassa. 

 Maitan-Alfenas et al. (2015) mostraram que o sucesso da hidrólise enzimática 

também depende do método de pré-tratamento, da matéria-prima e do coquetel 

enzimático utilizado. Neste estudo, o bagaço de cana-de-açúcar foi pré-tratado com 1% 

(m v-1) de H2SO4 ou 1% (m v-1) de NaOH e a sacarificação da biomassa foi realizada com 

carga de 8 % de sólidos, utilizando 10 unidades de FPase g-1 de bagaço. Os extratos 

enzimáticos testados foram do C. cubensis e três coquetéis comerciais para estudo 

comparativo. Os autores observaram que, em geral, as maiores liberações de glicose e 
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xilose foram oriundas do bagaço pré-tratado alcalino e sacarificado pelo C. cubensis, 

sendo de 5,32 g L-1 e 9 g L-1 , respectivamente. Além disso, foi observado que as 

atividades específicas no coquetel do C. cubensis foram maiores quando comparadas aos 

coquetéis comerciais, Multifect® CL, Multifect® XL e Acelerase® 1500 

(Dupont/Genencor International Inc., Rochester, NY, USA). Além disso, também foi 

constatada maior atividade da enzima lacase, quando comparado às misturas comerciais. 

As lacases auxiliam na remoção da lignina residual da biomassa lignocelulósica, bem 

como na oxidação de compostos fenólicos que inativam as enzimas celulase facilitando 

o acesso das celulases à fração de celulose. Além disso, como demonstrado por Ázar et 

al.(2018), a presença da lacase melhora a tolerância da xilanase em relação aos fenóis.  

Visser et al. (2013) mostraram os sinergismos entre a mistura (50:50) dos extratos 

enzimáticos dos fungos Chrysoporthe cubensis e Penicillium pinophilum. Foi observado 

que houve aumento de 76 % e 48 % nas atividades de FPases e endoglicanase, em relação 

ao valor teórico. Esta mistura dos coquetéis de enzimas, aplicado na sacarificação do 

bagaço de cana pré-tradado alcalino, mostrou uma conversão de 60 % da glicana e 90 % 

da xilana.  

Tendo em vista o potencial hidrolítico das enzimas do C. cubensis, especialmente 

na hidrólise das hemicelulases, o principal objetivo desse capítulo foi comparar 

sacarificação enzimática do bagaço de cana pré tratado soda-HNQ utilizando o extrato 

enzimático bruto do C. cubensis e o coquetel comercial CellicCtec 2. Além disso, foi 

avaliado o efeito de quatro aditivos durante os ensaios de sacarificação, sendo soro 

albumina bovina, 2-hidróxi-1,4- naftoquinona, proteínas do soro de queijo e Tween 80.  

 

2- Materiais e métodos  

2.1- Materiais  

Xilana Beechwood, ácido dinitrossalicílico (DNS), Batata dextrose ágar (BDA), 

Comassie Blue G-250 e  2-hidróxi-1,4 naftoquinona foram adquiridos da Sigma Chemical 

Company (St. Louis, MO, USA). O extrato de levedura foi obtido da Himedia 

Laboratories Co (Mumbai, Maharashtra, Índia). Os reagentes químicos NaOH e tartarato 

de sódio e potássio foram obtidos da Vetec Fine Chemical (Duque de Caxias, RJ, Brasil). 

A mistura de enzimas comerciais CellicCtec 2 foi gentilmente cedida pela 

Novozymes (Araucária, PR, Brazil), com atividade enzimática de aproximadamente 136 

FPU mL-1, como determinada pelo método padrão (Ghose, 1987). 
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O soro de queijo foi obtido dos Laticínios Viçosa pertencente à Universidade 

Federal de Viçosa, a partir do processo de produção do queijo Mozarela. O material 

obtido foi liofilizado para retirada da água e as proteínas totais foram quantificadas, 

conforme item 1.2.2.1. 

 

2.2- Metodologia  

2.2.1- Produção do extrato enzimático do fungo Chrysoporthe cubensis 

2.2.1.1 - Microrganismo 

O C. cubensis LPF-1, utilizado neste estudo, foi obtido a partir da coleção 

micológica do Laboratório de Patologia Florestal da Universidade Federal de Viçosa, 

MG, Brasil. Este fungo foi mantido em placas BDA a 28°C e periodicamente 

subcultivadas. O pré inóculo foi preparado por crescimento do fungo sob fermentação 

submersa em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio com a seguinte 

composição, em g L-1: glucose, 10,0; NH4NO3, 1,0; KH2PO4, 1,0; MgSO4, 0,5 e extrato 

de levedura, 2,0. Cada frasco foi inoculado com 10 discos de ágar cortados em uma 

colônia de C. cubensis de 5 dias de idade, crescida em placas de BDA e incubadas em um 

agitador rotativo durante 5 dias, a 150 rpm e 28°C.  

2.2.1.2- Produção de enzimas  

Para a produção das enzimas por meio da fermentação em estado sólido (SSF) 

foram utilizados frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 12,5 g de farelo de trigo e 18,75 

mL do meio de cultura (umidade final de 60 %) consistindo, em g/L: NH4NO3, 1,0; 

KH2PO4, 1,5; MgSO4, 0,5; CuSO4, 0,25 e extrato de levedura, 2,0. Além disso, MnCl2 

(0,1 mg/L), H3BO3 (0,075 mg/L), Na2MoO4 (0,02 mg/L), FeCl3 (1,0 mg/L) e ZnSO4 (3,5 

mg/L) foram adicionados ao meio como oligoelementos. Os frascos foram autoclavados 

a 121°C durante 20 min e depois inoculados com 5 mL (contendo 1,5 × 107 esporos mL-

1) do inóculo, obtido como mencionado no item 1.2.1.1.  

Os frascos foram mantidos a 28 °C numa câmara de temperatura controlada e a 

extração das enzimas foi realizada após 7 dias de fermentação. As enzimas segregadas 

durante a fermentação em estado sólido foram extraídas e solubilizadas em tampão citrato 

de sódio, 0,05 mol L-1, pH 5, numa proporção de 10:1 (tampão/substrato seco), com 

agitação de 150 rpm durante 60 min à temperatura ambiente. Os sólidos foram separados 

por filtração por meio de um tecido de nylon seguido de centrifugação a 15000 x g durante 
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10 min, e os sobrenadantes clarificados, chamados de extratos enzimáticos brutos, foram 

congelados e armazenados para posterior utilização nos ensaios de sacarificação do 

bagaço de cana. 

 

2.2.2- Métodos analíticos  

2.2.2.1- Análise de proteínas  

O método descrito por Bradford (1976) com modificações foi utilizado para a 

determinação das concentrações proteicas no soro de queijo. O reagente de Bradford, 

concentrado 5 vezes, foi preparado misturando-se 100 mg de Coomassie Brilhant Blue 

G-250, 50 mL de etanol 95 % (v v-1) e 100 mL de ácido fosfórico 85 % (v v-1). Após 

solubilização, o volume foi completado para 200 mL e agitado por 30 min, filtrando-se a 

solução em papel de filtro. Este método baseia-se no desenvolvimento da cor em função 

da ligação da proteína com o pigmento Coomassie Brilhant Blue G-250.  

A concentração proteica foi determinada a partir do soro de queijo liofilizado e 

diluído em tampão citrato de sódio (50 mmol, pH 5). Ao tubo de reação foram 

adicionados 800 µL de água destilada, contendo a solução do soro de queijo, e 200 µL do 

reagente de Bradford. A mistura reacional foi agitada em vórtex e mantida por 15 min a 

temperatura ambiente. Os valores de absorvância foram tomados a 595 nm e convertidos 

em concentração de proteínas a partir da construção de uma curva, utilizando BSA como 

padrão.  

 

2.2.2.2- Ensaios enzimáticos  

 A atividade da enzima xilanase foi determinada usando xilana a partir de 

birchwood (1 % m v-1) como substrato. A reação enzimática foi iniciada pela adição de 

100 µL da solução de enzima diluída adequadamente e 400 µL da solução de substrato de 

polissacarídeo diluída em tampão. As misturas reacionais foram incubadas durante 15 

min e o teor total de açúcares redutores liberados foi determinado por meio do método 

DNS, utilizando xilose como padrão (MILLER, 1959). 

Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de 

enzima que libera 1µmol de xilose por minuto, de acordo com as condições padrão do 

ensaio  
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A determinação da Unidade de Papel Filtro (FPU), do extrato enzimático 

comercial (CellicCtec 2) foi determinado de acordo com procedimento padrão, utilizando 

papel Whatman nº 1 como substrato (Ghose, 1987).  

 

2.2.2.3-  Determinação dos açúcares redutores   

A análise dos açúcares redutores, produzidos durante os ensaios de hidrólise 

enzimática, foi realizada pelo método espectrofotométrico usando ácido 3,5-

dinitrosalicílico (DNS) (MILLER, 1959). A quantificação foi realizada por regressão 

linear de uma curva padrão de glicose (0,5-10 mg mL-1). Os resultados foram expressos 

em concentração de açúcar produzido, em g L-1 e a conversão foi determinada conforme 

a equação 1. 

                                     ;(#Å"IMã(	N	*!+	/	 -	-./ =
123

45
                                       (1) 

 

sendo ART a massa (g) de açúcar redutor produzido durante a hidrólise e mi a massa (g), 

em base seca, inicial do bagaço pré-tratado utilizado nos ensaios.  

 

2.2.3- Preparação da mistura enzimática do coquetel comercial CellicCtec 2 e do 

extrato bruto do Chrysoporthe cubensis 

Os ensaios para determinação da proporção ideal dos coquetéis apontaram que a 

mistura de 85 % CellicCtec 2 e 15 % CellicHtec 2 foi mais eficiente na hidrólise do 

bagaço de cana pré tratado soda-HNQ. Foi verificado que nessa proporção do Htec (15%) 

a carga de xilanases era respectivamente 77,04 e 165,67 U mL-1, nos ensaios que 

utilizaram 3 e 6,5 FPU g-1. Posteriormente, a substituição do coquetel comercial pelo 

extrato de enzimas do C. cubensis (CC) foi realizada de acordo com as cargas de xilanases 

verificadas. Os ensaios de hidrólise enzimática foram realizados conforme 1.2.3.1.  

2.2.3.1- Hidrólise enzimática do bagaço de cana pré-tratado soda-HNQ pela 

mistura CellicCtec 2 e C. cubensis 

Os ensaios foram realizados com um grama de biomassa pré tratada para 10mL 

de solução contendo tampão citrato de sódio [pH 5; 0,05M, contendo 0,2 % (m v-1) de 

azida de sódio]. Os experimentos foram realizados em Erlenmeyers de 25 mL em agitador 

orbital a 150 rpm a 50 oC. Foram avaliadas duas condições de carga de enzimas e tempo 
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de hidrólise, sendo 3 FPU g-1, 72h e 6,5 FPU g-1, 46h. Ao tubo controle foram adicionadas 

enzimas previamente desnaturadas por fervura a 5 min.  

Após o tempo de ensaio, as reações foram paralisadas por fervura durante 5 

minutos e o hidrolisado foi centrifugado a 3000 x g por 10 min para separar as frações 

líquida e sólida. A análise dos açúcares redutores, produzidos durante a reação, foram 

realizadas pelo método espectrofotométrico usando ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) 

(MILLER, 1959).  

 

2.2.3.2- Avaliação dos aditivos na hidrólise enzimática da mistura CellicCtec 2 e C. 

cubensis 

 Foi verificada que a utilização da condição 3 FPU g-1, 72h, utilizando a mistura 

Ctec:CC apresentou pior desepenho do que a mistura comercial 85 Cetec:15 Htec, 

levantando duas hipóteses. A primeira hipótese está relacionada a uma possível adsorção 

improdutiva das enzimas catalíticas à lignina residual da biomassa. Como o ensaio 

utilizou baixa carga de enzimas (3 FPU g-1), parte dessas enzimas estaria se ligando de 

forma inespecífica à lignina, restando menor quantidade de enzimas para atuar na celulose 

e hemicelulose. A segunda hipótese está relacionada ao maior tempo de hidrólise do 

ensaio (72h), que submeteu as enzimas a um maior período de agitação e alta temperatura. 

Dessa forma, para melhorar a efetividade do coquetel enzimático do CC, frente ao 

coquetel comercial CellicHtec 2, foram testados os aditivos: proteínas não catalíticas do 

soro de queijo e do BSA, para diminuir a adsorção à lignina residual; Tween 80, para 

melhorar a estabilidade das enzimas; e HNQ foi adicionado para verificar se esse 

mediador possui algum efeito positivo ou negativo nas atividades ligncelulolíticas. As 

concentrações utilizadas para cada aditivo foram: 0,1 % (v v-1) de Tween 80 (OKINO et 

al., 2013); 107 mg de proteínas não catalíticas para cada grama de lignina presente na 

biomassa ( SOUZA, 2018); e 2% (m v-1) do HNQ. Os aditivos foram avaliados 

separadamente ou em mistura, contendo as mesmas concentrações mencionadas 

anteriormente.  

Como controle dos experimentos, foram realizados ensaios com a mistura 

comercial 85Ctec:15Htec e Ctec:CC, na ausência de aditivos. Os aditivos foram 

previamente incubados junto ao substrato a uma temperatura de 50 º C em agitador orbital 

a 150 rpm durante 1h. Os ensaios foram realizados com carga de enzimas de 3 FPU g-1 

durante 72 h. Após atingir o tempo de hidrólise, a reação foi paralisada por fervura 
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durante 5 min. O hidrolisado foi centrifugado e o sobrenadante foi coletado e analisado, 

conforme citado 1.2.2.3.  

 

3- Resultados e discussão  

De acordo com os ensaios enzimáticos, são adicionados 77,04 e 165, 67 U mL-

1de xilanase, proveniente dos 15 % Htec 2 na mistura com 85 % do Ctec 2, nos ensaios 

com 3 e 6,5 FPU g-1, respectivamente. A partir desses dados, foi realizada a substituição 

do coquetel comercial pelo extrato enzimático bruto produzido pelo fungo Chrysoporthe 

cubensis (CC), nas condições de 3 FPU g-1, 72h e 6,5 FPU g-1, 46h, com as respectivas 

cargas de xilanase de 77,04 e 165, 67 U mL-1. 

A substituição do coquetel comercial (Htec) pelo extrato bruto do CC gerou 

hidrolisado com 82,58 e 96,98 g L-1 de açucares redutores totais (ART) nos ensaios com 

3 FPU, 72h e 6,5 FPU, 46h, respectivamente. Em contrapartida, os ensaios realizados 

com a mistura de enzimas comerciais geraram 90,92 e 99,28 g L-1, para os ensaios com 3 

e 6,5 FPU g-1, respectivamente (Figura 1).  

 

 

Figura 1: Efeito dos coquetéis na hidrólise enzimática do bagaço de cana pré tratado 
soda-HNQ.  
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Nos ensaios com 46 h (6,5 FPU g-1), a mistura Ctec:CC gerou apenas 2,3 g L-1 de 

ART a menos do que a mistura Ctec: Htec. Entretanto, nos ensaios de 72h (3 FPU g-1) foi 

observada uma queda de 8 g L-1 na produção de ART (Figura 1). Esses resultados podem 

indicar uma possível perda de atividade das enzimas do CC durante longos períodos de 

atividade, que pode ser atribuída à adsorção improdutiva das enzimas na lignina residual, 

pela destruição de componentes enzimáticos por agitação ou desnaturação por 

temperatura. Falkoski et al. (2013) verificaram que após 48h de incubação a 40 ºC, as 

xilanases do Chrysoporthe cubensis mantém 92,30 % da atividade inicial e que esse valor 

diminui para 81,2 % quando a temperatura é elevada para 50 ºC.   

Dessa forma, na tentativa de estabilizar as enzimas fúngicas no ensaio de 72 h (3 

FPU g-1), foram avaliados quatro aditivos, sendo proteínas não catalíticas (proteínas do 

soro de queijo e soro albumina bovina), o HNQ e o surfactante Tween 80. Os dados 

mostraram pequena variação, sendo de - 0,67, +1,81 e +3,22 g L-1, na concentração de 

ART produzido nos ensaios com BSA, soro de queijo e HNQ, respetivamente, quando 

comparados ao ensaio na ausência de aditivos (Tabela 1). Essas implicações indicam que 

nesses testes, os aditivos não influenciaram na produção de açúcares redutores, pois 

apresentaram valores próximos ao teste controle (Ctec : CC).  

 

Tabela 1: Avaliação da utilização de diferentes aditivos no coquetel enzimático do  
Chrysoporthe cubensis durante a sacarificação de bagaço de cana pré tratado soda-HNQ 
utizando 3 FPU g-1, durante 72h 

Tratamento Açúcar redutor (g g-1) Açúcar redutor (g L-1) 

85 Ctec: 15 Htec (sem aditivo) 0,91 ± 0,011 90,92 ± 0,860 

CC + Ctec (sem aditivo) 0,82 ± 0,012 82,58 ± 0,634 
CC+ Ctec +BSA 0,86 ± 0,031 85,80 ± 0,091 

CC + Ctec +soro de queijo 0,82 ± 0,015 81,91 ± 1,494 
CC + Ctec +Tween 80 0,90 ± 0,014 90,40 ± 0,951 

CC + Ctec +mistura de aditivos  0,74 ± 0,001 74,099 ± 0,001 

CC + Ctec +HNQ 0,85 ± 0,014 84,39 ± 0,407 
CC: Chrysoporthe cubensis; Htec: Coquetel enzimático comercial CellicHtec; Htec: Coquetel enzimático 
comercial CellicCtec; HNQ: 2-hidróxi-1,4- naftoquinona; BSA: soro albumina bovina. 

 

Proteínas não catalíticas, como o BSA e as presentes no soro de queijo, tem sido 

utilizadas para evitar a ligação improdutiva das celulases na lignina residual, pois se ligam 

aos sítios da macromolécula, deixando as enzimas livres para atuar no substrato 

(BRETHAUER et al., 2011; SOUZA, 2018). Palonen et al. (2004) realizaram um estudo 

sobre o comportamento de adsorção da exoglicanase CBH I e da endoglicanase EG II, e 

constataram que, na presença de excesso de BSA, ambas as enzimas se ligam em menor 
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extensão à lignina enriquecida por celulase, e a quantidade de enzima livre em solução 

aumentou de 22 % para 49 %. Como observado nesse trabalho, a adição de proteínas não 

catalíticas não influenciou na produção de ART, indicando que possivelmente a perda da 

atividade não esteja relacionada à adsorção improdutiva, causada pela presença de lignina 

residual.  

Por outro lado, a mistura dos quatro aditivos foi prejudicial para a hidrólise 

enzimática, pois apresentou significativa queda de aproximadamente 8 g L-1 em relação 

ao ensaio Ctec : CC sem aditivos (Tabela 1).  

A adição de Tween 80 na reação foi benéfica para a atividade enzimática, pois 

apresentou hidrolisado com concentração de 90,40 g L-1, sendo estatisticamente igual ao 

ensaio com a mistura de enzimas comerciais (85Ctec: 15Htec). Okino et al. (2013) 

verificou por SDS-PAGE, que a agitação da solução enzimática resultou na diminuição 

drástica da intensidade das bandas da CBH2 (celobio-hidrolase 2) porém, a adição do 

Tween 80 impediu esse resultado. Os autores concluíram que o Tween 80 atuou na 

estabilização dos componentes instáveis da celulase sob agitação. Por isso, acredita-se 

que esse surfactante possa atuar na estabilização das enzimas do extrato enzimático do C. 

cubensis.  

Entretanto, mesmo que o mecanismo exato da interação surfactante-substrato-

enzima não seja totalmente compreendido, dados sugerem que os surfactantes também 

atuem impedindo a adsorção não produtiva das enzima na lignina (CASTANON e 

WILKE, 1981; ALHAMMAD et al.  2018).   

Zhang et al. (2019) observaram aumento de 70,2 para 77,6 % no rendimento de 

glicose, obtido após o pré-tratamento a 160 ° C por 60 min com 6,25 % de H2O2 e a adição 

de Tween 80. Segundo a pesquisa, o Tween 80 reduziu a adsorção das celulases na lignina 

por interações hidrofóbicas, e aumentou a dessorção das enzimas nas fibras do substrato, 

resultando na melhoria da eficiência enzimática.  

Wang et al. (2018) apontaram que os Tween possuem duplo efeito durante a 

hidrólise enzimática. No primeiro efeito, reduzem a tensão superficial do sistema de 

reação e abrem um caminho (fendas e poros) mais conveniente para a acessibilidade da 

celulase à celulose. Com o processo de hidrólise, vários grupos químicos da lignina, que 

se conectaram com hemicelulose e celulose, ficam expostos e, por isso, podem participar 

da adsorção da celulase. Os Tween se combinariam com esses grupos químicos livres para 

impedir a adsorção da celulase à lignina, caracterizando o segundo efeito (Figura 2).  
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Figura 2: Mecanismo do duplo efeito dos Tweens durante a hidrólise enzimática, 
proposto por Wang et al. (2018)  
 

 
 

Os surfactantes não iônicos, especialmente de polissorbato (Tween), têm sido cada 

vez mais utilizados na hidrólise enzimática da lignocelulose pré-tratada, devido aos seus 

baixos custos, fácil disponibilidade e pouco dano ao meio ambiente (ERIKSSON et al. , 

2002). No entanto, estudos adicionais precisam ser realizados para elucidar como o Tween 

80 atua sobre as enzimas lignocelulolíticas do fungo C. cubensis.   

A utilização de um extrato enzimático bruto oferece a oportunidade de realizar a 

sacarificação de forma economicamente mais viável. Adicionalmente, como relatado 

anteriormente (FALKOSKI et al., 2013 ; DUTRA et al., 2017), o C. cubensis é capaz de 

sintetizar um rico arsenal de enzimas para a hidrólise, principalmente, das hemiceluloses, 

como as Ç -xilosidases e xilanases, além de enzimas acessórias, capazes de atuar nas 

cadeias laterais do polímero, como as É	–galactosidases e É -arabinofuranosidases. Além 

disso, também foi relatado que o fungo C. cubensis é capaz de produzir a enzima lacase 

(MAITAN-ALFENAS et al., 2015), que oxida vários compostos fenólicos substituídos 

usando oxigênio molecular como aceptor de elétrons (ARIAS et al., 2016). Por tudo isso, 

a utilização do referido coquetel, foi promissora frente ao coquetel comercial CellicHtec.  

  

4- Conclusões do capítulo  

O coquetel enzimático do Chrysoporthe cubensis se mostrou tão eficiente quanto 

o coquetel comercial CellicHtec na hidrólise do bagaço de cana pré tratado soda-HNQ, 

nos ensaios com 46 h de reação.  

A adição do surfactante Tween 80 foi interessante nos ensaios com 72h de 

hidrólise, pois permitiu obter resultados tão satisfatórios quanto o ensaio com 46h. 

Acredita-se que o surfactante tenha atuado na estabilização das enzimas do coquetel do 

Chrysoporthe cubensis.  

 

Celulase

Poro Fenda nda Lignina
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Conclusões gerais do trabalho 

A utilização da 2-hidróxi-1,4-naftoquinona (HNQ) ao pré-tratamento alcalino foi 

mais eficiente do que a antraquinona (AQ), tanto na preservação dos carboidratos quanto 

na solubilização da lignina no bagaço de cana pré-tratado. Além disso, o HNQ promoveu 

maior preservação do grau de polimerização da celulose e não inibiu as enzimas durante 

a sacarificação, sendo o contrário observado após a utilização da antraquinona.  

Os testes de otimização da hidrólise enzimática permitiram atingir altas 

concentrações de açúcares redutores totais utilizando carga de enzimas de apenas 3 FPU 

g-1, mesmo em ensaio com elevado teor de sólidos. O hidrolisado obtido pela 

sacarificação do bagaço de cana foi fermentado pelas cepas CERLEV 47 e CERLEV 

1105 e gerou a máxima produção de 61,27 g L-1de etanol.  

A eficiência global do processo estimou a produção de 244 kg de etanol para cada 

tonelada de bagaço de cana in natura e por isso confirma as hipóteses de que os processos 

utilizados nesse trabalho, não geraram inibidores para os organismos fermentadores, 

indicando a viabilidade do pré tratamento soda-HNQ para a produção de etanol de 

segunda geração 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


