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RESUMO 
 

Amostras de bagaço de cana-de-açúcar de origem industrial foram pré-tratadas por 
explosão a vapor sob condições pré-otimizadas, lavadas com água para a remoção 
de inibidores e depois submetidas a experimentos de hidrólise enzimática com o 
objetivo de maximizar a produção de glucose. Ao todo, sete replicatas do pré-
tratamento foram realizadas em condições de auto-hidrólise a 195 ºC por 7,5 min. 
Então, análises por cromatografia de fase líquida foram realizadas na fração solúvel 
em água oriunda do pré-tratamento e em hidrolisados ácidos e enzimáticos do 
material pré-tratado, de modo a avaliar seus efeitos sobre a composição química 
do bagaço e determinar os diferentes rendimentos de processo. De modo geral, 
experimentos realizados nas mesmas condições revelaram similaridades na 
composição química dos produtos de pré-tratamento e nos rendimentos de hidrólise 
enzimática conforme normativa aplicada para avaliar a acessibilidade enzimática 
do material pré-tratado. As frações solúveis em água derivadas das diversas 
condições de pré-tratamento revelaram altas concentrações de pentoses como a 
xilose, além da inevitável formação de derivados furânicos, ácidos alifáticos e 
compostos fenólicos, que foram caracterizados por métodos cromatográficos de 
análise. A recuperação de glucanas, xilanas e lignina após o pré-tratamento, 
somando as frações solúvel e insolúvel em água, foi de 95%, 80% e 90% em média, 
respectivamente. A explosão a vapor do bagaço de cana revelou a possibilidade de 
uma remoção seletiva das hemiceluloses, produzindo materiais com teores de 
glucanas próximos a 55%, xilanas abaixo de 3% e lignina próximos a 33%. Em 
seguida, os experimentos de hidrólise enzimática foram organizados em um 
planejamento experimental Box-Behnken, que resultaram em diferentes valores de 
conversão de material em equivalentes de glucose. A enzima utilizada nesse 
trabalho foi a Cellic CTec3 (Novozymes), cuja atividade celulásica total foi de 225 
FPU mL-1 e o teor de proteína total foi de 252,3 mg g-1 (peso úmido). A análise 
estatística dos dados experimentais indicou que o ponto de melhor rendimento de 
glucose livre após a hidrólise enzimática em batelada foi alcançado com o emprego 
de enzima de pelo menos 32,0 FPU g-1 de glucanas para teores de sólidos totais 
acima de 15%. Após a realização desses ensaios, os dados coletados foram 
utilizados em um modelo matemático proposto por Godoy et al. (2019) para realizar 
simulações em batelada e batelada alimentada. Para esse último regime, diferentes 
estratégias de alimentação foram realizadas com a adição tanto de carga de 
substrato, quanto de carga de enzima como catalisador da reação. Com isso, foi 
possível demonstrar a viabilidade da estratégia de sólidos totais em batelada 
alimentada, porque a conversão de glucanas para glucose livre aumentou quase 
10%, passando de 84 g L-1 na melhor condição de batelada para 91 g L-1 em regime 
de batelada alimentada com alimentação intermitente de substrato e enzima. 
 
Palavras-chave: Hidrólise enzimática. Pré-tratamento. Bagaço de cana-de-açúcar. 
Otimização. Batelada alimentada. Modelagem matemática. 



 
 

ABSTRACT 
 

Industrial samples of sugar cane bagasse were pretreated by steam explosion using 
pre-optimized conditions and enzymatic hydrolysis experiments were performed 
with water-washed pretreated materials to remove inhibitors and improve glucose 
yields. Seven pretreatment experiments were carried out by steam explosion at 195 
ºC and 7,5 min. Acid and enzymatic hydrolysates were analysed by liquid 
chromatography to yield bagasse chemical composition and pretreatment mass 
balances. In general, different batches using the same pretreatment conditions 
produced the same changes in chemical composition, mass balance and enzymatic 
hydrolysis yields, which were performed according to an international standard to 
assess substrate accessibility. Steam explosion water-solubles showed high 
pentose concentration (mostly xylose and xylo-oligomers), besides furan 
derivatives, aliphatic acids and phenolic compounds that were chacarterized and 
quantifies by chromatographic analysis. The total mass recovery of glucans, xylans 
and lignin were 95%, 80% and 90% in average, respectively, inclusing the moyieties 
found in water-soluble and water-insoluble fractions after the pretreatment. Steam 
explosion of sugarcane bagasse led to the selective removal of hemiceluloses, 
producing materials with glucan contents around 55%, low xylans (<3%) and 33% 
of lignin. Then, enzymatic hydrolysis experiments were organized in a Box-Behnken 
design and performed to release different values of glucose equivalents (glucose 
plus cellobiose), with cellobiose being a minor component of all reaction products. 
The best results were achieved using the highest levels of substrate total solids and 
enzyme loading. Cellic CTec3 (Novozymes) was the enzyme used in this study, 
whose total cellulase activity measured was 225 FPU mL-1 and total protein was 
252.3 mg g-1 (wet weight). Statistical analysis of data showed that the best yield of 
free glucose after a batch enzymatic hydrolysis was achieved using at least 32 FPU 
g-1 of glucan in total solids above 15%. After these tests, data were collected and 
they were used in the mathematical model of Godoy et al. (2019) to simulate batch 
and fed-batch enzymatic hydrolysis. In fed-batch system, different feeding 
strategies were assessed with the addition of both substrate and enzyme loads 
(reaction catalyst). As a result, it was possible to show the feasibility of fed-batch 
enzymatic hydrolysis with high total solids, since the glucan conversion on to free 
glucose increased almost 10%, from 84 g L-1 on the best condition of batch system 
to 91 g L-1 on the fed-batch enzymatic hydrolysis with substrate and enzyme feeding. 
 
Key-words: Enzymatic hydrolysis. Pretreatment. Sugar cane bagasse. Optimization. 
Fed-batch. Matematical modeling. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O uso de materiais lignocelulósicos para a produção de energia e combustíveis 

renováveis tem sido estudado nos últimos anos em diversos países. Dentre eles está o 

Brasil, onde há diversas contribuições científicas na área, com destaque para a utilização 

do bagaço de cana-de-açúcar para a produção de etanol de segunda geração (SILVA et 

al., 2016; NEVES et al., 2016; PITARELO et al., 2016). O etanol de segunda geração (ou 

etanol celulósico) é assim denominado porque no Brasil o etanol de primeira geração é 

produzido por fermentação alcoólica da sacarose presente no caldo da cana-de-açúcar, 

empregando tecnologia já muito bem estabelecida no mercado, enquanto o etanol de 

segunda geração é obtido a partir de matérias-primas lignocelulósicas que não têm 

impacto algum sobre a segurança alimentar. Neste contexto, produzir etanol celulósico 

a partir do bagaço de cana-de-açúcar representa um benefício ao meio ambiente, visto 

que é um material lignocelulósico gerado como resíduo do processamento da planta para 

a produção tanto de açúcar como de etanol e parte deste material gerado nas usinas 

brasileiras ainda não tem uma destinação definida (JONKER et al., 2015; CAVALETT et 

al., 2017). 

A produção de etanol celulósico ainda apresenta alguns desafios, uma vez que é 

baseada na fermentação dos carboidratos liberados pela hidrólise da celulose e das 

hemiceluloses. Assim, são requeridas etapas de processo prévias à fermentação, que 

compreendem o condicionamento da matéria-prima para evitar contaminações, o pré-

tratamento e a hidrólise enzimática. Sabe-se que os principais componentes 

macromoleculares de materiais lignocelulósicos, celulose, hemiceluloses e lignina, 

apresentam forte interação molecular, o que lhes confere alta recalcitrância a 

processamentos químicos ou biológicos. Para reduzir essa recalcitrância é necessário 

realizar uma primeira etapa de pré-tratamento, que pode ser baseada em abordagens 

químicas, físicas, biológicas ou na combinação destas (SILVEIRA et al., 2015). Nesse 

sentido, a explosão a vapor tem sido uma das técnicas mais amplamente empregadas 

devido a sua viabilidade econômica e elevada eficiência no fracionamento de materiais 

lignocelulósicos em correntes passíveis de conversão a produtos de grande interesse 

industrial, como biocombustíveis, biomateriais e insumos químicos de plataforma (GAUR 

et al., 2017; ZHANG et al., 2017; SILVA et al., 2018).  
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A segunda etapa da produção de etanol celulósico é a hidrólise dos carboidratos 

presentes no material pré-tratado, que pode ser ácida ou enzimática, de modo a produzir 

açúcares fermentescíveis em alto rendimento. Atualmente, várias preparações 

enzimáticas encontram-se comercialmente disponíveis para este fim, no entanto, seu 

alto custo de produção prejudica a viabilidade econômica do processo. Assim, uma 

estratégia para reduzir custos é a realização da reação em altos teores de sólidos, isto 

é, quando a concentração de biomassa lignocelulósica é maior que 15% (m v-1). O 

emprego de altos teores de sólidos pode diminuir os custos da produção de etanol 

celulósico por intensificar o processo de hidrólise e produzir altas concentrações de 

açúcares para a fermentação, resultando em concentrações de etanol no mosto 

fermentado que viabilizam a sua recuperação por destilação. Apesar disso, o emprego 

de sólidos totais elevados exige maiores cargas de enzima e maiores esforços de 

otimização para maximizar os fenômenos de transferência de massa e calor durante a 

hidrólise (GAO et al., 2014; FOCKINK et al., 2016; CHEN e LIU, 2017; HERNÁNDEZ-

BELTRÁN e HERNÁNDEZ-ESCOTO, 2018; MUKASEKURU et al., 2018; GODOY et al., 

2019).  

As desvantagens da hidrólise enzimática em alta carga de sólidos podem ser 

contornadas pela adoção do modo de operação em batelada alimentada, que se refere 

à realização da reação em menores teores de sólidos iniciais (por exemplo, 5 a 10%) e 

aumento da carga de substrato no decorrer da reação até atingir a carga de sólidos 

necessária e suficiente para viabilizar o processo (ZHANG e LYND, 2004; LIU et al., 

2015; MUKASEKURU et al., 2018). A compreensão dos fenômenos envolvidos na 

cinética da hidrólise enzimática empregando alto teor de sólidos em regime de batelada 

alimentada é importante para a otimização do processo e pode ser feita com o auxílio de 

modelos matemáticos, como o modelo descrito por Godoy et al. (2019) que foi utilizado 

como base para o desenvolvimento desse estudo.  

Neste trabalho, o bagaço de cana-de-açúcar foi pré-tratado por explosão a vapor 

e os materiais produzidos nesta etapa foram posteriormente submetidos à hidrólise 

enzimática. A produção de açúcares fermentescíveis a partir da hidrólise enzimática foi 

tentativamente otimizada em incubadora de agitação orbital mediante o emprego de um 

planejamento fatorial Box-Behnken, usando como variáveis de processo o teor de 

sólidos, a carga enzimática e agitação do meio reacional. Os resultados obtidos no 
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planejamento dedicado foram posteriormente utilizados para simulação de experimentos 

em regime de batelada e batelada alimentada por meio do auxílio do modelo matemático 

simplificado utilizado por Godoy et al. (2019). Finalmente, reações em batelada 

alimentada foram realizadas em reatores de 3 L para verificar a validade das cinéticas 

de reação. Com isso, buscou-se contribuir ao aumento da viabilidade de processos de 

conversão de segunda geração, como a produção de etanol celulósico, com um estudo 

que resultasse no aumento da conversão de glucanas em glucose utilizando estratégias 

de batelada alimentada com adição intermitente de substrato (bagaço de cana pré-

tratado a vapor e lavado com água para a remoção de inibidores) e da preparação 

enzimática selecionada para os ensaios. 
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Otimizar a produção de açúcares fermentescíveis, majoritariamente hexoses, a 

partir do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por explosão a vapor, utilizando hidrólise 

enzimática em regime de batelada alimentada e reações em altos teores de sólidos totais 

com auxílio de modelagem matemática na interpretação da cinética das reações. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

I. Produzir substratos celulósicos a partir de bagaço de cana-de-açúcar, 

empregando explosão a vapor em condições previamente otimizadas; 

II. Maximizar o rendimento da hidrólise enzimática de substratos celulósicos 

derivados de bagaço de cana-de-açúcar, realizada em batelada, utilizando como base 

um planejamento tipo Box-Behnken com variação da carga enzimática, agitação e teor 

de sólidos totais em três níveis; 

III. Realizar a análise estatística dos dados do planejamento Box-Behnken e em 

seguida validar o modelo estatístico; 

IV. Utilizar um modelo cinético a partir das equações propostas por Godoy et al. 

(2019) para simular hidrólises enzimáticas em regime de batelada; 

V. Utilizar as condições otimizadas obtidas pela modelagem matemática para 

simular hidrólises enzimáticas em batelada alimentada; 

VI. Validar a simulação realizada mediante a condução de um experimento de 

batelada alimentada. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

3.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE A PRODUÇÃO DE ETANOL NO BRASIL 

  

A utilização e o estudo de tecnologias sustentáveis vêm aumentando muito nos 

últimos tempos, principalmente nos setores de produção e uso de energia, devido a 

problemas ambientais relacionados à emissão de gases poluentes e às mudanças 

climáticas. Nesse sentido, a crescente pressão para diminuir o uso de combustíveis 

derivados do petróleo incentiva a pesquisa para aumentar a produção e uso de 

biocombustíveis líquidos como o etanol e o biodiesel, setores em que o Brasil se destaca 

mundialmente (BRASIL, 2020). Além disso, no Brasil, há leis como a que criou a Política 

Nacional de Biocombustíveis (Lei nº 13.576/2017) e o programa RenovaBio, cujos 

objetivos visam contribuir e promover a expansão dos biocombustíveis na matriz 

energética em concordância com as diretrizes estabelecidas pelo Acordo de Paris (DIAL 

et al., 2015). 

No Brasil, a produção de etanol dito de primeira geração, ou etanol sacarínico, é 

produzido majoritariamente a partir da sacarose presente no caldo de cana-de-açúcar.  

Essa atividade, paralelamente à produção de açúcar (sacarose) em suas diferentes 

formas, fez com que o Brasil se tornasse o maior produtor mundial dessa matéria-prima. 

Apesar disso, verificou-se recentemente uma redução significativa na área cultivada de 

cana-de-açúcar no país, com consequências sobre as estimativas de produção para a 

safra 2020/21 segundo o levantamento realizado pela Companhia Nacional de 

Abastecimento (CONAB), em comparação à safra anterior. Percebeu-se que, no terceiro 

levantamento do ano de 2020, a produção de etanol apresentará redução de 7,9%, 

saindo de 35,7 bilhões de litros no exercício passado para 32,9 bilhões de litros ao final 

da safra atual do ano de 2021 (CONAB, 2021). A CONAB atribui essas reduções à 

pandemia e à ocorrência de um clima mais seco ao longo da safra 2020/21 (CONAB, 

2020). 

O etanol brasileiro é produzido majoritariamente pela fermentação da sacarose 

presente no caldo da cana-de-açúcar e as tecnologias envolvidas nesse processo já 

estão muito bem consolidadas. Conforme mostrado na FIGURA 1, o processamento da 

cana-de-açúcar inicia-se com a colheita, que pode ser manual ou mecanizada, seguida 
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de uma etapa de pré-lavagem (etapa 1). A seguir, o produto segue para um picador 

(etapa 2), que tem a função de facilitar o processo de moagem para extração do caldo 

(etapa 3). O caldo é então clarificado para remover impurezas, para depois seguir para 

um tanque de decantação (etapa 4). Posteriormente, o caldo clarificado é esterilizado 

(etapa 5) para então ser transferido para as dornas de fermentação, onde é inoculado 

com o fermento para a produção de etanol e gás carbônico (etapa 6). O mosto 

fermentado é depois submetido a uma etapa de destilação (etapa 7), que poderá ser 

desidratado ou não a etanol anidro para ser transferido para tanques de armazenamento 

(etapa 8). Finalmente, o produto segue para caminhões tanque, que são responsáveis 

pela distribuição do produto. 

 

 
FIGURA 1 - PROCESSO DE PRODUÇÃO DO ETANOL A PARTIR DA CANA-DE-AÇÚCAR. FONTE: 

Adaptado de Nova Cana (2021). 
 

O volume da produção de etanol sacarínico, também denominado etanol de 

primeira geração (E1G), é de aproximadamente 78 L por tonelada de cana-de-açúcar 

processada. Esse processo também gera uma quantidade significativa de resíduos 

sólidos, na forma da palha e do bagaço de cana-de-açúcar. Tais materiais são 

comumente utilizados nas usinas de etanol para a geração de energia e vapor, mas parte 

de sua produção tem sido considerada estratégica para a produção de etanol celulósico 

ou de segunda geração (E2G) (CLARK et al., 2012). 
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O E2G é produzido a partir de materiais lignocelulósicos por uma sequência de 

etapas que se encontram ilustradas na FIGURA 2. Essas etapas incluem o pré-

tratamento, a hidrólise enzimática, a fermentação de hexoses e/ou pentoses, a 

recuperação do etanol por destilação e o tratamento dos efluentes gerados no processo 

(SILVEIRA et al., 2015).  

 
FIGURA 2 - ETAPAS DE PRODUÇÃO DO ETANOL 2G. FONTE: O autor (2021). 

 

As técnicas de pré-tratamento mais recorrentes em projetos de E2G são 

baseadas no conceito de hidrólise ácida. Nessa etapa, a matéria-prima lignocelulósica é 

submetida a condições que favorecem a remoção de grande parte das hemiceluloses, 

com o consequente aumento da acessibilidade das glucanas (majoritariamente celulose) 

às enzimas envolvidas na etapa de hidrólise. Posteriormente, durante a fermentação, as 

pentoses e hexoses oriundas das hemiceluloses por hidrólise ácida e do substrato pré-

tratado por hidrólise enzimática são convertidas em etanol que, por fim, é recuperado do 

mosto fermentado por destilação. É importante salientar que, durante o pré-tratamento, 

diferentes tipos de compostos inibitórios podem ser formados, como furfural, 5-

(hidroximetil)-furfural (HMF), ácidos orgânicos e compostos fenólicos. Assim, 

dependendo da concentração destes, faz-se necessária a introdução de uma etapa de 

destoxificação antes da etapa de fermentação, que é feita para a retirada de compostos 

inibitórios (SILVEIRA et al., 2015). A FIGURA 3 representa um diagrama de produção de 

etanol celulósico baseado em pré-tratamentos ácidos como a explosão a vapor. 

De acordo com o Laboratório Nacional de Energia Renovável (NREL, do inglês 

National Renewable Energy Laboratory), as tecnologias E2G podem ser vistas como 

plataforma para o desenvolvimento de biorrefinarias, que visam maximizar a conversão 
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da biomassa em um espectro de produtos passíveis de comercialização como 

combustíveis, energia, ração animal, bioprodutos e insumos para a indústria química. 

Assim, coprodutos como compostos furânicos podem ser destinados à síntese de 

polímeros e produtos de química fina, enquanto resíduos provenientes da etapa de 

hidrólise enzimática, ricos em lignina, podem ter diferentes destinações como a produção 

de bioóleo (WANG et al., 2013), materiais compósitos (BAKER e RIALS, 2013), vanilina 

(ARAUJO et al., 2010) e ácido adípico (DAVIS et al., 2013), entre outros. No entanto, em 

muitos casos, a produção desses compostos a partir de recursos renováveis ainda 

enfrentam barreiras tecnológicas como a obtenção de rendimentos que tornem os 

processos economicamente viáveis e de produtos que apresentem propriedades 

comparáveis às obtidas por meio da rota petroquímica (LALANNE et al., 2021). 

 

 

FIGURA 3 - DIAGRAMA DE PRODUÇÃO DE ETANOL CELULÓSICO BASEADA EM PRÉ-
TRATAMENTOS ÁCIDOS COMO A EXPLOSÃO A VAPOR. FONTE: O Autor (2021). 
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Dentre as dezenas de usinas produtoras de etanol no país, duas envolvem 

tecnologias de produção de segunda geração: a usina Bioflex da GranBio, localizada em 

São Miguel dos Campos (AL), que utiliza a palha de cana como matéria-prima, e a usina 

Costa Pinto da Raízen, localizada em Piracicaba (SP), que emprega o bagaço da cana. 

Essas duas usinas produziram juntas 6,11 milhões de litros de E2G entre 2019 e 2020, 

processando 106,36 mil toneladas de bagaço e palha de cana, sendo 81,34 mil toneladas 

em 2019 e 25,03 mil toneladas em 2020. Apesar dessa evolução, a tecnologia E2G ainda 

apresenta gargalos tecnológicos como a necessidade de melhorias nas etapas de pré-

tratamento, hidrólise enzimática e fermentação, visando aumentar a eficiência dos 

processos, diminuir custos e ampliar a escala de produção (ANP, 2020; ROBAK e 

BALCEREK, 2018). 

 

3.2 ESTRUTURA E COMPOSIÇÃO DOS MATERIAIS LIGNOCELULÓSICOS 

 

A estrutura da parede celular de materiais lignocelulósicos, como bagaço e palha 

de cana de cana-de-açúcar, é caracterizada pela forte interação entre três componentes 

macromoleculares: celulose, hemiceluloses e lignina (RAMOS, 2003). Portanto, é 

importante entender a natureza do arranjo estrutural e a composição química desses 

materiais para propor estratégias que minimizem o impacto de fatores adversos ao 

processo de obtenção de etanol celulósico. 

 

3.2.1 Celulose 

 

A celulose foi descoberta pelo cientista francês Anselme Payen em 1838, quando 

percebeu a presença de um material sólido fibroso altamente resistente que era 

recuperado de tecidos vegetais após tratamento com ácido e amônia. Este cientista 

também foi responsável por determinar a fórmula química da celulose (C6H10O5) 

(FRENCH et al., 2003).  

A celulose é um homopolissacarídeo linear formado por unidades de D-

glucopiranose unidas por ligações glicosídicas  do tipo (1 4) (HON, 2000). O tamanho 

da cadeia da celulose é dado pelo grau de polimerização (GP), que revela o número de 

resíduos D-anidroglucopiranosil que se encontram interligados. O GP da celulose pode 
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variar de acordo com a origem do material que, segundo Hallac e Ragauskas (2011), vai 

de 300 na celulose microcristalina a mais de 10000 em celulose bacteriana e algumas 

fibras de ocorrência natural. 

A FIGURA 4 mostra que as cadeias de celulose assumem uma disposição linear 

devido à orientação equatorial da hidroxila anomérica (anômero ) e sua ligação com a 

posição 4 da unidade adjacente (RAMOS, 2003; SILVEIRA et al., 2014). Os dois 

terminais da cadeia linear da celulose são chamados de redutor e não redutor. Terminal 

não redutor é aquele cujo carbono anomérico está envolvido em uma ligação glicosídica. 

Já o terminal redutor tem a hidroxila no carbono anomérico livre, sendo, portanto, 

suscetível ao fenômeno de mutarrotação, que é responsável pela possibilidade de 

ocorrência de substituintes anoméricos em posição axial ( ) ou equatorial ( ).  
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FIGURA 4 - CADEIA LINEAR DA CELULOSE, INDICANDO A PRESENÇA DE CELOBIOSE COMO 

UNIDADE REPETITIVA, DE TERMINAIS REDUTORES (TR) E NÃO REDUTORES (TNR) E DA 
UNIDADE QUE CONTÉM A LIGAÇÃO GLICOSÍDICA -(1 4). FONTE: O Autor (2021). 
 

A FIGURA 5 mostra a estrutura da glucose em solução aquosa, que se apresenta 

com 66% das hidroxilas anoméricas na posição equatorial (hidroxila em azul) e 33% na 

posição axial (hidroxila em vermelho), restando apenas 1% do carboidrato na forma de 

cadeia alifática aberta. As diferentes proporções mostradas para os confôrmeros da 

glucose indicam que a estrutura mais estável é aquela com a hidroxila anomérica em 

posição equatorial, fato explicado por ser o estado de menor energia, com a ligação C-

O em orientação anti-periplanar em relação à ligações C-C de C2 e C3, enquanto para 

a posição axial a ligação C-O teria orientação sinclinal (gauche). A posição anti-

periplanar é mais estável porque os grupos mais volumosos de cada carbono (C2 e C3) 

estão mais distantes entre si, causando um menor efeito estérico. 
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FIGURA 5 - DIFERENTES CONFORMAÇÕES DA GLUCOSE EM SOLUÇÃO AQUOSA. HIDROXILA 

EM AZUL: POSIÇÃO EQUATORIAL; HIDROXILA EM VERMELHO: POSIÇÃO AXIAL. FONTE: 
Adapatado de Clayden et al. (2012).  

 

A orientação equatorial dos grupos hidroxila remanescentes dos resíduos de D-

anidroglucopiranose possibilita a formação de uma rede de ligações de hidrogênio intra- 

e intermoleculares, que promovem a agregação das cadeias celulósicas em fibrilas 

elementares termodinamicamente estáveis e com alto grau de cristalinidade (FIGURA 

6). Essa rede confere ao agregado elevada resistência à tensão, tornando a celulose 

insolúvel em muitos solventes polares e explicando parcialmente a sua baixa 

suscetibilidade à hidrólise (DING e HIMMEL, 2006). No entanto, algumas regiões da 

estrutura da celulose podem apresentar menor organização supramolecular ou maior 

caráter amorfo e, por consequência, são mais acessíveis às reações de hidrólise 

(LAUREANO-PEREZ et al., 2005). 

 

3.2.2 Hemiceluloses 

 

As hemiceluloses são heteropolissacarídeos normalmente ramificados que 

podem ser formados por diversas unidades, incluindo pentoses (D-xilose e L-arabinose), 

hexoses (D-glucose, D-galactose, D-manose) e, em alguns casos, grupos acetila e ácidos 

urônicos (ácidos D-glucurônico e 4-O-metil-D-glucurônico). A composição das 

hemiceluloses é variável e dependente da espécie da planta e do tipo de tecido vegetal.  

As estabilidades térmica e química desses compostos são menores quando comparadas 

às da celulose, devido ao seu menor grau de polimerização, entre 100 a 200, e pela 

presença de substituintes que se dispõem ao longo da cadeia principal (RAMOS, 2003). 

Esses polissacarídeos encontram-se ligados à lignina por ligações covalentes e 

interações mais fracas como ligações de hidrogênio e de Van der Waals, formando 

complexos lignina-carboidrato (CLC). Já com a celulose predominam interações do tipo 

ligação de hidrogênio envolvendo hidroxilas primárias e secundárias, carboxilas e um 

dos pares não ligantes do oxigênio do anel. 
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FIGURA 6 - LIGAÇÕES DE HIDROGÊNIO INTRAMOLECULARES E INTERMOLECULARES ENTRE 

AS CADEIAS LINEARES DE CELULOSE. FONTE: Adaptado de Fengel e Wegener (1989). 
 

A FIGURA 7 mostra a representação esquemática de uma 

arabinoglucuronoxilana típica de bagaço de cana-de-açúcar. Nessa figura há a presença 

de grupamentos unidos à cadeia principal por ligações O-2 e O-3, que se encontram 

representados em diferentes cores. A arabinose é mostrada em verde e está ligada ao 

oxigênio do carbono 3 da xilose (ligação O-3) como Xyl-3Ara. Já os grupamentos acetila 

estão representados em azul e estão ligados tanto ao carbono 3 quanto ao carbono 2 

(ligação O-2) da xilose em unidades monossubstituídas (Xyl-3Ac, Xyl-2Ac) ou 

dissubstituídas (Xyl-2Ac-3Ac). A FIGURA 7 também apresenta o ácido 4-O-metil-D-

glucurônico como substituinte da cadeia principal em ligação do tipo α-(1 2). Esse 

resíduo, representado em vermelho, está ligado a um resíduo acetilado da xilose no 

carbono 3, sendo, portanto, identificado com a sigla Xyl-3Ac-2GlcA.  

 

 
FIGURA 7 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DE UMA HEMICELULOSE PRESENTE NO BAGAÇO 

DE CANA-DE-AÇÚCAR, MOSTRANDO OS GRUPOS SUBSTITUINTES COM A PRESENÇA DE 
ARABINOSE (VERDE), GRUPOS ACETILA (AZUL) E ÁCIDO GLUCURÔNICO (VERMELHO). FONTE: 

Adaptadao de Carvalho et al. (2017). 
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O grau de substituição influencia na solubilidade da cadeia de xilanas e na sua 

capacidade de se ligar à celulose por ligações de hidrogênio. Xilanas que possuem 

muitos substituintes são mais solúveis em água, enquanto cadeias lineares não 

substituídas são pouco solúveis em água e se ligam mais eficientemente à celulose. 

 

3.2.3 Lignina 

 

A lignina constitui a fração não-polissacarídica mais abundante da lignocelulose 

e é formada a partir de três precursores monoméricos, os álcoois p-coumarílico, 

coniferílico e sinapílico, denominados álcoois cinâmicos (FIGURA 8) (LIN e DENCE, 

1992). Assim como nas hemiceluloses, a composição da lignina é característica da 

espécie e pode ser influenciada pelo ambiente em que a planta se desenvolve. No caso 

de gimnospermas (coníferas) como o pinus, a lignina é basicamente derivada do álcool 

coniferílico (grupos guaiacila, G), enquanto em angiospermas dicotiledôneas (folhosas) 

como o eucalipto, sua composição é majoritariamente formada pelos álcoois coniferílico 

e sinapílico (grupos guaiacila e siringila, G e S). Nas angiospermas monocotiledôneas 

(gramíneas) como a cana-de-açúcar, além desses dois álcoois cinâmicos existem 

unidades aromáticas não metoxiladas derivadas do álcool p-cumarílico (grupos p-

hidroxifenila, H) em menor quantidade (RALPH et al.; RAMOS, 2003). 

 

 
 

FIGURA 8 - ESTRUTURAS DOS ALCOÓIS CINÂMICOS PRECURSORES DA ESTRUTURA DA 
LIGNINA: (A) ÁLCOOL CONIFERÍLICO (GRUPO GUAIACILA); (B) ÁLCOOL SINAPÍLICO (GRUPO 
SIRINGILA); (C) ÁLCOOL p-COUMARÍLICO (GRUPO p-HIDROXIFENILA). FONTE: O Autor (2021). 

 

Para o desenvolvimento de um sistema produtivo inserido no conceito de 

biorrefinaria, a lignina tem grande importância como precursora para a produção de 

compostos fenólicos de interesse industrial, além de derivados de ácidos cinâmicos 



41 
 
 

 
 

como a vanilina (HOLLADAY et al., 2007; LAURICHESSE e AVEROUS, 2014). 

Entretanto, a heterogeneidade de sua estrutura e os processos envolvidos no seu 

isolamento oferecem desafios para o seu aproveitamento de forma economicamente 

viável. 

A lignina apresenta uma estrutura complexa e heterogênea, que é caracterizada 

pela presença de diversos tipos de ligação. A principal ligação é do tipo éter-β-arílica, 

que envolve cadeias alifáticas e anéis aromáticos (ligação β-O-4). Essa ligação 

corresponde a até 50% das ligações presentes nas ligninas de coníferas e até 60% nas 

de folhosas. Além disso, outros tipos de ligações também podem existir, que envolvem 

cadeias alifáticas C3 (β-β’), cadeias alifáticas e anéis aromáticos (β-5’) e carbonos 

aromáticos (5-5’), além de ligações 4-O-5’ e dibenzodioxocina (DBDO). Os dois tipos 

principais de ligações podem ser divididos em ligações condensadas (carbono-carbono) 

e ligações do tipo éter, como é mostrado na FIGURA 9 (CHIO et al., 2019). 

 
FIGURA 9 - REPRESENTAÇÃO DOS DIFERENTES TIPOS DE LIGAÇÃO PRESENTES NA LIGNINA, 

EM QUE OS RETÂNGULOS COM TRAÇADO CONTÍNUO REPRESENTAM AS LIGAÇÕES ÉTER E OS 
DE TRAÇADO PONTILHADO, AS LIGAÇÕES C-C. FONTE: CHIO et al. (2019). 

 

3.2.4 Compostos extraíveis e não extraíveis 

 

A biomassa também contém compostos orgânicos minoritários de baixa massa 

molar que não estão ligados diretamente à parede celular, denominados extraíveis. 

Estes compostos recebem tal denominação por serem extraídos da matriz por 

tratamento com solventes de polaridades distintas. Os extraíveis são responsáveis pela 
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cor, cheiro, resistência natural ao apodrecimento, sabor e propriedades abrasivas 

características da planta (NEVES et al., 2016; D’ALMEIDA, 1988). A natureza e a 

proporção de tais compostos variam de acordo com o tipo da planta. Em folhosas pode-

se encontrar de 2 a 3% de extraíveis, enquanto em coníferas e gramíneas esse 

percentual pode chegar a 10% e 26%, respectivamente (MORAIS et al., 2012; SARTO e 

SANSIGOLO, 2010).  

Os compostos extraíveis orgânicos podem conter terpenos, lignanas, estilbenos, 

flavonoides, ácidos fenólicos, ceras, ácidos graxos, alcoóis, esteróides e 

hidrocarbonetos, que podem ser removidos da estrutura lignocelulósica pela 

solubilização em solventes orgânicos como hexano, diclorometano, etanol e misturas de 

solventes com polaridades intermediárias. Por outro lado, materiais hidrossolúveis como 

carboidratos, dentre os quais se destacam sacarose, amido e substâncias pécticas, são 

usualmente extraídos por lavagem aquosa, podendo essa ser realizada a quente ou a 

frio (FENGEL e WEGENER, 1989; HON, 2000).  

Os compostos não extraíveis, em geral, correspondem a cinzas insolúveis 

(compostos inorgânicos) e proteínas presentes no tecido vegetal (KLOCK et al., 2005). 

Szczerbowski et al. (2014) demonstraram a presença de vários óxidos (CaO, MgO, MnO, 

K2O, Na2O, MnO, SrO, TiO2, Fe2O3, Al2O3 e SiO2) nas cinzas do bagaço e da palha de 

cana-de-açúcar. A origem de maioria desses compostos se deve a sua função no 

metabolismo das plantas, mas alguns outros, como Al2O3 e SiO2, são atribuídos à 

contaminação com solo. Já a presença de TiO2 e Fe2O3 foi relacionada à abrasão de 

facas e a eventos de corrosão de acessórios empregados no processamento da cana. 

  

3.2.5 Estrutura hierárquica de materiais lignocelulósicos 

 

A recalcitrância, definida pelo alto grau de interação entre os componentes 

majoritários de materiais lignocelulósicos (celulose, hemiceluloses e lignina), dificulta o 

uso desses materiais em processos de segunda geração, como é o caso do etanol 

celulósico. Para ilustrar esse fato, a FIGURA 10 apresenta um esquema da parede 

celular de cana-de-açúcar, no qual se observa microfibrilas de celulose embebidas em 

uma matriz formada por hemiceluloses, pectina, lignina e outros componentes. O alto 

grau de associação molecular presente no agregado justifica a necessidade da aplicação 
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de técnicas de pré-tratamento para aumentar a disponibilidade dos polissacarídeos 

constituintes à bioconversão por procedimentos de hidrólise e fermentação (CUNHA e 

SILVA, 2001; GÁMEZ et al., 2006; RAMOS, 2003).  

 
FIGURA 10 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DA ESTRUTURA ORGANIZACIONAL DA PAREDE 

CELULAR DE PLANTAS SUPERIORES. FONTE: Adaptado de U.S. DOE (2018). 
 

3.3 PRÉ-TRATAMENTO DE MATERIAIS LIGNOCELULÓSICOS 

 

A etapa de pré-tratamento de materiais lignocelulósicos é empregada para 

desconstruir a parede celular e reduzir a interação entre os seus principais constituintes 

estruturais, tornando-os suscetíveis à conversão química ou biológica (RAMOS, 2003; 

BALAT, 2011). Diversas técnicas de pré-tratamento já foram desenvolvidas e essas se 

classificam em processos físicos, químicos, biológicos ou possíveis combinações entre 

esses (SILVEIRA et al., 2015). Como exemplo de processo físico tem-se a moagem, de 

químico o uso de hidrólise ácida e de biológico a ação de fungos e bactérias. 

A FIGURA 11 fornece uma representação esquemática da desconstrução da 

estrutura da parede celular lignocelulósica após ser submetida a um tipo de pré-

tratamento como a hidrólise ácida (SILVEIRA et al. 2015). Nesta figura, a lignina (em 

azul) é liberada na forma de complexos lignina-carboidrato devido a hidrólise parcial das 

hemiceluloses (em vermelho). A pectina (em verde) também é extraída e parcialmente 

hidrolisada, enquanto a celulose (em cinza), de alto grau de polimerização, sofre hidrólise 
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ácida parcial em menor proporção. Dessa forma, as ligações são parcialmente 

quebradas e a estrutura desenvolve maior área superficial e volumetria de poros. 

 

 
FIGURA 11 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ALTERAÇÃO DA ESTRUTURA 

LIGNOCELULÓSICA APÓS PRÉ-TRATAMENTO BASEADO EM HIDRÓLISE ÁCIDA. FONTE: Adaptado 
de Silveira et al. (2015). 

 

3.3.1 Pré-tratamento por explosão a vapor 

 

A explosão a vapor é uma técnica que combina pré-tratamentos físicos e 

químicos cuja proposta é ambientalmente amigável, uma vez que envolve apenas o uso 

de vapor de água sob alta pressão. Essa técnica, quando realizada na ausência de 

catalisadores exógenos, é denominada auto-hidrólise, uma vez que ácidos orgânicos 

derivados da própria matriz lignocelulósica (especialmente o ácido acético) funcionam 

como catalisadores para a despolimerização das hemiceluloses (SILVA et al., 2018). 

A explosão a vapor é uma das técnicas mais empregadas para o fracionamento 

dos componentes macromoleculares da biomassa (CHEN et al., 2013). Como 

consequência de seu uso, as ligações que asseguram a coesão da estrutura da parede 

celular vegetal são fragilizadas e algumas são quebradas, levando a um aumento de 

área superficial de contato e diminuição da sua resistência à hidrólise química ou 

enzimática (PAN et al., 2005; ROCHA et al., 2012; SILVA et al., 2018). A FIGURA 12 

apresenta os principais produtos de hidrólise ácida oriundos da explosão a vapor. Nesse 

processo, o ácido acético é liberado pela hidrólise dos grupamentos acetila das 

hemiceluloses em temperaturas acima de 160 °C (PAN et al., 2005). Esse ácido catalisa 

a quebra das ligações do complexo lignina-carboidrato e provoca a solubilização de 

grande parte das próprias hemiceluloses, que passam a ser facilmente removidas por 

extração aquosa (ROCHA et al., 2012).  

 

Pré-tratamento

Lignina

Pectina

HemiceluloseCelulose
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FIGURA 12 - ESQUEMA SIMPLIFICADO DA HIDRÓLISE ÁCIDA DE CADEIAS DE XILANAS E 

GLUCANAS. ARABINOSE (1), XILOSE (2), XILOOLIGÔMERO COM GRAU DE POLIMERIZAÇÃO 
IGUAL A 3 (3) XILOOLIGÔMEROS DE ALTA MASSA MOLAR (4), OLIGOSSACARÍDEOS ÁCIDOS (5), 

GLUCOSE (6), CELOBIOSE (7) E CELOOLIGÔMEROS (8). FONTE: Adaptado de Ramos (2003). 
 

Os compostos liberados em meio aquoso por hidrólise ácida de xilanas e 

glucanas podem ser identificados como arabinose (1), xilose (2), xilooligômeros com 

grau de polimerização igual a 3 (3) xilooligômeros de alta massa molar (4), 

oligossacarídeos com ácidos ligados (5), glucose (6), celobiose (7) e celooligômeros (8) 

(FIGURA 12). Tem-se então a presença de pentoses, hexoses, combinações entre esses 

e ácido acético, que são produtos oriundos das reações de hidrólise durante o processo 

de pré-tratamento. Além disso, a explosão a vapor também pode levar à formação de 

compostos furânicos a partir da isomerização cíclica e acíclica da glucose (RASMUSSEN 

et al., 2014). Apesar de ambos os mecanismos serem encontrados na literatura, a 

isomerização cíclica é menos provável devido à formação de um estado de transição que 

contém um anel de três membros. Assim, a isomerização acíclica deve ser o mecanismo 

preferencial porque depende apenas do processo de abertura do anel hemiacetálico 



46 
 
 

 
 

(mutarrotação). 

A proposta da isomerização acíclica da glucose ocorre com a protonação do 

oxigênio do anel. Em seguida, a hidroxila do carbono anomérico doa a sua densidade 

eletrônica, estabelecendo uma ligação dupla com o carbono e causando a abertura do 

anel piranosídico. Com a abertura do anel ocorre também uma etapa de enolização, cujo 

produto encontra-se em equilíbrio com a sua forma cetônica. Na sequência, o oxigênio 

da carbonila da cetona é protonado, favorecendo o ataque nucleofílico do oxigênio da 

hidroxila do carbono 5 sobre o carbono carbonílico, formando o anel de 5 membros da 

frutose conforme demonstrado na FIGURA 13. Posteriormente, a frutose obtida, 

independentemente do mecanismo de sua formação, sofre sucessivas etapas de 

desidratação que levam à formação do HMF (RASMUSSEN et al., 2014). 

 

 
FIGURA 13 - ISOMERIZAÇÃO ACÍCLICA DA GLUCOSE. FONTE: Adaptado de Rassmussen et al. 

(2014). 
 

A proposta de formação de HMF a partir da frutose (FIGURA 14) inicia-se com a 

protonação do oxigênio da hidroxila ligada ao carbono hemiacetálico do anel. Então, 

ocorre a expulsão de uma molécula de água, formando um intermediário que tem dois 
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híbridos de ressonância, um que apresenta um carbocátion terciário e outro com carga 

positiva no oxigênio do anel de 5 membros, que é o mais estável porque tem todos os 

átomos da molécula com o octeto completo. O carbocátion sofre ataque nucleofílico por 

uma molécula de água, formando uma estrutura que contém uma hidroxila protonada. 

Em seguida, ocorre o deslocamento de um próton entre carbonos vicinais (protontropia), 

expulsando uma molécula de água e levando à formação de um enol que, por tautomeria, 

apresenta-se em equilíbrio com a sua forma aldeídica. Finalmente, ocorrem sucessivas 

protonações das hidroxilas presentes na estrutura, com a consequente liberação de três 

moléculas de água e de HMF como produto (RASMUSSEN et al., 2014). 

 

 
FIGURA 14 - FORMAÇÃO DE 5-(HIDROXIMETIL)-FURFURAL A PARTIR DA FRUTOSE. FONTE: 

Adaptado de Rassmussen et al. (2014). 
 

As reações de desidratação da xilose seguem o mesmo mecanismo descrito para 

a glucose. Porém, a diferença está nos produtos de isomerização e desidratação, que 

correspondem à xilulose e ao furfural, respectivamente. Por outro lado, as cinéticas de 

reação são mais rápidas devido à maior instabilidade de seu anel hemiacetálico (anel de 

5 membros) (RASMUSSEN et al., 2014). 
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Mokomele et al. (2018) estudaram a explosão a vapor do bagaço de cana para a 

obtenção de etanol variando a temperatura de 185 ºC a 215 ºC e o tempo de reação de 

10 a 15 min. O melhor resultado de recuperação mássica de sólidos insolúveis foi de 

70%, obtido utilizando a condição de 185 ºC e 15 min. Já o melhor resultado para a 

recuperação de glucanas resultou da condição de 215 ºC e 10 min, na qual 86% do valor 

máximo teórico de glucose foi obtido. No entanto, esse experimento levou a uma maior 

degradação de xilanas, cujo rendimento mássico foi de apenas 1,72%. Da maneira 

semelhante, Silveira et al. (2018) avaliaram o efeito da explosão a vapor do bagaço de 

cana utilizando condições de 210 ºC e 10 min e obtiveram rendimentos mássicos 

próximos de 57% para glucanas, 28% para a lignina e apenas 2% para hemiceluloses 

na fração insolúvel derivada do pré-tratamento. 

 

3.4 HIDRÓLISE 

 

3.4.1 Hidrólise ácida 

 

A hidrólise ácida é a etapa em que ligações glicosídicas são rompidas com a 

subsequente liberação de oligos e monossacarídeos no meio aquoso. A FIGURA 15 

apresenta o esquema de hidrólise da celobiose, cuja primeira etapa envolve a 

protonação do oxigênio da ligação glicosídica em processo que aumenta a 

suscetibilidade deste ao ataque nucleofílico que ocorre na sequência. Na etapa 2, o 

oxigênio do anel doa elétrons para o oxigênio protonado, liberando uma molécula de 

glucose e o intermediário de reação, cujos híbridos de ressonância estão representados 

na etapa 3. A protonação ocorre no oxigênio da ligação glicosídica porque a espécie 

formada a partir disso apresenta um carbocátion que é estabilizado por ressonância. A 

estrutura do intermediário apresenta uma densidade de carga positiva maior no carbono 

ligado diretamente ao oxigênio do anel (carbocátion) e esse carbocátion sofre o ataque 

nucleofílico de uma molécula de água (etapa 3). Então, há formação de uma estrutura 

com um oxigênio protonado, cujo próton é removido por uma molécula de água na etapa 

4, levando à regeneração do catalisador da reação e à liberação do monossacarídeo 

(glucose), conforme apresentado na etapa 5 da Figura 15. 
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FIGURA 15 - HIDRÓLISE ÁCIDA DA CELOBIOSE. FONTE: O Autor (2021). 
 

A hidrólise ácida apresenta como principal vantagem o baixo tempo de reação 

(menor que 2 h). No entanto, suas desvantagens envolvem a necessidade de uso de 

equipamentos específicos para evitar a corrosão e a ocorrência de reações secundárias 

que levam a perdas significativas de rendimento de processo, particularmente devidas 

ao uso de temperaturas de reação relativamente altas. Tais fatores reduzem as 

premissas de viabilidade tanto econômica quanto ambiental do processo. 

 
3.4.2 Hidrólise enzimática 

 

A hidrólise enzimática de materiais celulósicos pode ser considerada vantajosa 

porque ocorre em condições normais de temperatura e pressão (25 ºC e 1 atm) e não 

oferece problemas de corrosão de equipamentos. Contudo, tem como desvantagens o 

alto custo das enzimas e o tempo necessário para atingir bons rendimentos de reação 

(FENILA e SHASTRI, 2016; CHEN e LIU, 2017). 

A hidrólise enzimática ocorre pela ação de três principais classes de hidrolases: 

endoglucanases, exoglucanases e β-glucosidases. Além dessas, outras atividades 

específicas podem estar presentes no secretoma de fungos e bactérias, bem como em 

preparações celulásicas comerciais, como diversos tipos de hemicelulases e 

monoxigenases líticas de polissacarídeos (LPMOs), além de proteínas não hidrolíticas 
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como suoleninas e expansinas; no entanto, a existência dessas atividades auxiliares não 

será aprofundada nesse trabalho. As endoglucanases (EG) clivam as ligações 

glicosídicas preferencialmente nas regiões amorfas da celulose, reduzindo seu grau de 

polimerização e gerando novos terminais redutores e não redutores. O modo de ação 

das endoglucanases é atribuído ao seu sítio catalítico, cuja forma em fenda permite a 

ação catalítica em qualquer ponto ao longo da cadeia. As exoglucanases, também 

denominadas celobioidrolases (CBH), agem nas extremidades redutoras (CBH I) e não 

redutoras (CBH II), liberando principalmente a celobiose (FIGURA 16). As 

exoglucanases apresentam um sítio catalítico na forma de túnel e agem de maneira 

processiva a partir das extremidades; portanto, para exercerem a sua atividade catalítica, 

essas enzimas exigem que a cadeia de celulose penetre no túnel onde se encontra o 

sítio catalítico, promovendo a solubilização gradual do substrato com efeito relativamente 

pequeno sobre o grau de polimerização (SHOSEYOV et al., 2006; WILSON et al., 2011; 

PIRICH et al., 2020). Finalmente, as β-glucosidases (βG), que não são celulases 

verdadeiras, hidrolisam a celobiose à glucose. Vale ressaltar que estas enzimas são 

suscetíveis a fenômenos de inibição pelo acúmulo de seus produtos de reação. Assim, 

a glucose liberada inibe as βGs, promovendo o acúmulo de celobiose que, por sua vez, 

inibe a ação das exoglucanases e compromete o sinergismo entre exo e endoglucanases 

(AHMED et al., 2019; DU et al., 2020). 

No processo de hidrólise, há ainda a necessidade de adsorção da enzima ao 

substrato. Tanto endoglucanases quanto exoglucanases apresentam em suas estruturas 

um peptídeo não hidrolítico denominado módulo de ligação aos carboidratos (do inglês, 

carbohydrate binding module – CBM). O CBM é um domínio polipeptídico que possui 

uma região com alta afinidade à superfície das fibras de celulose. Em outras palavras, a 

função do CBM é concentrar as enzimas na interface líquido-sólido, promovendo o 

contato entre o substrato e o seu sítio catalítico de modo a assegurar a orientação correta 

desse em relação ao primeiro. A FIGURA 16 ilustra o modo de ação de endoglucanases, 

exoglucanases e βGs sobre a estrutura da celulose (SHOSEYOV et al., 2006; AHMED 

et al., 2019; DU et al., 2020; PIRICH et al., 2020). 

O efeito da ação cooperativa de duas ou mais enzimas para o aumento da 

eficiência de hidrólise é denominado sinergismo e o principal dentre as enzimas 

celulásicas é o do tipo endo-exo, ou seja, entre CBHs e EGs. O sinergismo que existe 
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entre essas enzimas depende de vários fatores, incluindo os tipos de enzima, suas 

afinidades pelo substrato, que pode ser mais cristalino ou amorfo, a concentração em 

que se encontram em uma mistura e as condições empregadas na hidrólise, como 

temperatura e velocidade de agitação (WOODWARD et al., 2018). 

 

 
FIGURA 16 - MODO DE AÇÃO DAS ENZIMAS ENDOGLUCANASES (EG), CELOBIOHIDROLASES 

(CBH) E β-GLUCOSIDASES (βG). FONTE: Adaptado de Pirich et al. (2020). 
 

O sinergismo entre Gs e celulases verdadeiras (CBHs ou EGs) também já foi 

relatado. Por exemplo, Gs de T. koningii mostraram sinergismo com CBH, mas não 

apresentaram tal sinergismo com uma EG da mesma fonte (WOOD e MCCRAE, 1982). 

O sinergismo entre CBH e βG é explicado pelo fato de a G ter o papel de hidrolisar a 

celobiose, um potente inibidor da atividade das CBHs. Esse sinergismo é conhecido há 

muito tempo (RAMOS et al. 1993) e ainda vem sendo estudado por vários autores para 

celulases das famílias Trichoderma sp. e Aspergillus sp. (ZHAO et al., 2018; NAG et al., 

2015; ZHANG et al., 2006; RAMOS et al. 1993). Nag et al. (2015) investigaram o 

sinergismo de um complexo de celulases e concluíram que a EG pode ter ação sinérgica 

com CBH. Zhao et al. (2018) desenvolveram culturas mistas de T. reesei recombinante 

e Aspergillus niger e demonstraram uma melhora significativa no desempenho do 

complexo celulásico produzido para a hidrólise enzimática de substratos celulósicos 

devido ao sinergismo. Kolasa et al. (2014) e Septiani et al. (2019) também 

desenvolveram estudos similares com T. reesei e vários microrganismos produtores de 

G. Kolasa et al. (2014) concluíram que a cultura mista de T. reesei com diferentes cepas 

Região cristalina

Terminal não redutor
Terminal redutor
Celobiose

Região amorfa
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de Aspergillus resultou em uma eficiência de aproximadamente 80% na hidrólise de 

palha de trigo pré-tratada por explosão a vapor, enquanto a hidrólise utilizando T. reesei 

apresentou eficiência de 50%, sugerindo a contribuição da interação sinérgica. Septiani 

et al. (2019) observaram que uma cultura mista de Aspergillus niger e T. reesei resultou 

em um aumento de 2,23 na atividade celulásica em relação às atividades celulásicas das 

monoculturas. 

O processo de hidrólise enzimática pode ser realizado em três regimes: batelada, 

batelada alimentada e contínuo. No primeiro caso, todo o substrato é alimentado no início 

e todo o produto é removido de uma única vez ao final do tempo de residência; no 

segundo, o substrato é alimentado em intervalos definidos e o produto pode ser retirado 

em parcelas ou de uma única vez ao final do processo; e, no terceiro, a alimentação de 

substrato é contínua e a retirada de produtos ocorre simultaneamente (RAMOS et al., 

1993; PRISTAVKA et al., 2000). A etapa de hidrólise enzimática em regime de batelada 

é caracterizada por uma queda gradual da velocidade da reação ao longo do tempo, 

devido ao fato de que regiões mais acessíveis da celulose (regiões amorfas) são 

hidrolisadas rapidamente no início da reação, enquanto áreas menos acessíveis (regiões 

cristalinas) têm velocidade reacional menor (VÄLJAMÄE et al., 2003).  

Fatores associados ao comportamento das enzimas também afetam a hidrólise 

enzimática da celulose, como a inibição retroativa devido ao acúmulo dos produtos de 

reação (glucose e celobiose) e a inibição pelos coprodutos oriundos do pré-tratamento, 

como compostos furânicos, ácidos fenólicos e alifáticos, além de oligômeros 

hidrossolúveis (e.g., xilo-oligômeros). A celobiose compromete a atividade das 

exoglucanases por inibição competitiva, enquanto a glucose exerce o mesmo efeito 

inibitório sobre as βG. Assim, a inibição das βG leva ao acúmulo de celobiose que, por 

sua vez, compromete a sinergia que existe entre endoglucanases e exoglucanases. 

Segundo Daniel et al. (1996), a perda de atividade ao longo do processo de hidrólise 

também pode ocorrer por desnaturação térmica e por efeitos de agitação mecânica 

(cisalhamento). Ainda, Shu et al. (2014) sugeriram que o aprisionamento das 

endoglucanases nas fibras, tornando-as improdutivas, é outro fator que influencia a 

hidrólise principalmente em alta concentração de sólidos. Essa hipótese também já havia 

sido relatada por outros autores, como Tengborg et al. (2001), Xiao et al. (2004), 

Rosgaard et al. (2007) e Wang et al. (2009).  
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A lignina também pode prejudicar o acesso das celulases ao componente 

celulósico. Parte das enzimas responsáveis pela hidrólise da celulose pode ser inativada 

por adsorção sobre a superfície da lignina, reduzindo a sua disponibilidade para exercer 

alguma ação catalítica. Uma estratégia para evitar esse problema é a adição de uma 

quantidade grande de G no complexo enzimático, cuja afinidade à lignina via interações 

hidrofóbicas leva à formação de uma monocamada que impede o contato com celulases, 

deixando-as livres para atuar sobre a hidrólise da celulose. Além das G, outros tipos de 

aditivos também vêm sendo investigados com esse propósito, como surfactantes não 

iônicos, saponinas e albumina de soro bovino, de modo a aumentar o rendimento de 

hidrólise enzimática por meio de diferentes mecanismos de ação (MOONEY et al., 1998; 

SUN e CHENG, 2002; WANG et al., 2003). Wang et al. (2020) avaliaram a influência do 

surfactante não iônico Tween 20 na hidrólise enzimática em baixo teor de sólidos de 

bagaço de cana pré-tratado a vapor e perceberam que houve aumento de quase 20% 

na conversão de glucanas. Já Bernardi et al. (2021) avaliaram a influência da adição de 

LPMOs e G no complexo enzimático Celluclast® 1.5L (Novozymes) e perceberam um 

aumento de quase quatro vezes em relação ao uso do complexo não aditivado na 

liberação de açúcares durante a hidrólise enzimática de bagaço de cana pré-tratado a 

vapor em baixo teor de sólidos totais.  

A agitação também exerce um efeito muito importante na hidrólise enzimática de 

materiais lignocelulósicos. Nesse caso, o aumento da velocidade de agitação causa 

efeitos de cisalhamento provocados pelas pás de agitação e de aumento da interface 

ar/líquido pela formação de bolhas. No entanto, essa velocidade deve ser alta o suficiente 

para que a transferência de massa dentro do reator seja maximizada. Sugere-se, 

portanto, que uma agitação eficiente deva promover uma melhor transferência de massa 

e calor, além de favorecer a redistribuição das enzimas e a dispersão dos produtos da 

hidrólise, afastando-os dos sítios ativos das enzimas vicinais, o que reduz a inibição pelo 

acúmulo do produto. Apesar disso, as celobiohidrolases, que são enzimas processivas, 

são menos suscetíveis ao aumento da agitação do que as endoglucanases, que 

geralmente são enzimas não processivas (DIGAITIS et al., 2020).  

Digaitis et al. (2020) mostraram que uma agitação intermitente, mesmo quando 

mais rápida, é menos eficiente do que a agitação contínua mais lenta, em particular para 

garantir a redistribuição de enzimas como as endoglucanases. Isto pode estar 
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relacionado ao fato de a agitação vigorosa causar a desnaturação da estrutura da 

enzima. Ainda, a estabilidade da enzima durante a agitação também pode variar 

dependendo da sua fonte; por exemplo, celulases de T. reesei C 30 mostraram ser mais 

suscetíveis à desnaturação pela agitação do que as celulases de T. reesei QM 9414 

(TENGBORG et al., 2001). 

Altas velocidades de agitação podem levar a uma maior velocidade inicial de 

reação, entretanto, com o tempo, esta taxa pode ser reduzida pela desnaturação 

enzimática ocasionada por fenômenos de cisalhamento (TENGBORG et al., 2001). O 

efeito da agitação também pode ser influenciado pelo tipo do agitador e não somente 

pela velocidade de agitação. Enayati et al. (1995) relataram que um maior rendimento 

de glucose foi obtido a partir de materiais lignocelulósicos (casca de soja) ao se usar um 

agitador magnético a 1500 rpm do que ao empregar um rotor mecânico de agitação (380 

rpm). Isso provavelmente se deve ao fato de que o cisalhamento ocasionado por um 

agitador magnético ou orbital é muito menor do que o causado por um agitador mecânico.  

A natureza do material a ser hidrolisado também deve ser considerada, visto que 

materiais mais acessíveis são liquefeitos mais rapidamente do que materiais menos 

acessíveis. Existe também o efeito da carga de sólidos, particularmente para hidrólises 

realizadas em alto teor de sólidos totais em que a viscosidade do meio é bastante 

elevada. Portanto, uma agitação inadequada pode levar a maiores problemas de 

transferência de massa e calor, bem como à não distribuição homogênea das enzimas, 

que podem reduzir o rendimento da hidrólise. Kadić et al. (2014) observaram que a 

velocidade de agitação afetou apenas a hidrólise enzimática em teores de sólidos 

superiores a 13% (e.g., 300 rpm gerou resultados melhores de hidrólise do que 100 rpm). 

Mussato et al. (2008) investigaram a hidrólise enzimática de bagaço de malte pré-tratado 

com ácido diluído e observaram que dentre as velocidades de 100, 150 e 200 rpm e 

cargas enzimáticas de 5, 25 e 45 FPU/g substrato, a melhor condição foi obtida para 100 

rpm e 45 FPU/g substrato, indicando que altas velocidades aumentaram o efeito de 

cisalhamento e não geraram resultados melhores para esse caso de estudo. 

Devido aos efeitos complexos sinérgicos e antagônicos da agitação durante a 

hidrólise enzimática de materiais lignocelulósicos, é necessário determinar a velocidade 

ótima de agitação para liquefazer a biomassa o mais rapidamente possível sem causar 
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a desnaturação de componentes essenciais do complexo enzimático e, assim, obter 

ótimos rendimentos de hidrólise (DIGAITIS et al., 2020). 

 

3.4.3 Hidrólise enzimática em alto teor de sólidos 

 

Em geral, o termo alto teor de sólidos é utilizado quando a quantidade de água 

livre no sistema reacional é baixa. Segundo Jorgensen et al. (2007), Liu et al. (2015), 

Chen e Liu (2017) e Du et al. (2020), essa condição é atingida quando o teor de sólidos 

é igual ou superior a 15% (m m-1) em base seca. O emprego de altos teores de sólidos 

na hidrólise enzimática para a produção de etanol celulósico pode resultar em uma 

melhora significativa nos custos de produção. Humbird et al. (2010) realizaram um estudo 

técnico-econômico avaliando a carga de sólidos totais e os custos operacionais 

envolvidos na produção de etanol de segunda geração. Foi demonstrado que o emprego 

de 20% de sólidos é necessário para tornar o processo economicamente viável, já que 

concentrações de açúcares fermentescíveis entre 80 a 100 g L-1 são exigidas para que 

a concentração de etanol no mosto fermentado seja de no mínimo 4% (m m-1), limite a 

partir do qual o processo de destilação torna-se viável (ROCHE et al., 2009; YANG et al., 

2011, MODENBACH e NOKES, 2013). Além disso, Silva et al. (2020) destacaram outros 

fatores que justificariam a realização da hidrólise em alto teor de sólidos, como a redução 

no tamanho e número dos equipamentos envolvidos, menor geração de resíduos e 

menor consumo de água em etapas de separação e lavagem. 

A conversão da celulose é menor quando a hidrólise enzimática é realizada em 

alto teor de sólidos totais e esse fenômeno, denominado efeito de sólidos, foi bastante 

discutido por autores como Kristensen et al. (2009) e Coussot (2005). Em teores de 

sólidos totais superiores a 20%, há a formação de suspensões muito densas em que 

prevalece a ocorrência de interações fibrilares. Desse modo, a água permanece 

totalmente adsorvida na biomassa e, não havendo água livre no sistema, a viscosidade 

do meio aumenta substancialmente. Nessas condições, a agitação do material e a 

difusão das enzimas se tornam mais difíceis, diminuindo consideravelmente a eficiência 

da hidrólise (HODGE et al., 2009; MODENBACH e NOKES, 2013).  

Há duas principais frentes para abordagem do problema de transferência de 

massas ocasionado pelo alto teor de sólidos totais: otimizar o sistema de agitação e 
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empregar a estratégia de reação em batelada alimentada. A primeira abordagem explica-

se pela otimização do tempo de liquefação, que pode ser alterado aumentando-se a 

velocidade de agitação ou empregando-se um sistema de agitação de eixo rotativo 

vertical ou horizontal. Pino et al. (2018) avaliaram o tipo de agitação durante a hidrólise 

enzimática e verificaram que agitação e o desenho do reator influenciam na hdrólise 

enzimática, de modo a melhorar a transferência de massa durante a reação. A segunda 

abordagem explica-se pela adição de substrato de forma intermitente ao longo da 

reação. Como exemplo, pode-se iniciar a reação em baixo teor de sólidos (5 a 10%) e, 

em seguida, adicionar novas cargas de substrato no decorrer do tempo, de modo a atingir 

cargas totais iguais ou superiores a 20% (CHEN et al., 2007; LIU et al., 2015; EMANUEL, 

2017, GODOY et al., 2019). 

A batelada alimentada apresenta vantagens técnicas e econômicas em relação 

aos outros regimes de hidrólise (ZHANG e LYND, 2004). Xu et al. (2019) estudaram a 

hidrólise enzimática em alto teor de sólidos totais (22% m v-1) com batelada alimentada 

do bagaço de cana pré-tratado com base (solução de NaOH). Os autores conseguiram 

aumentar a eficiência da hidrólise enzimática empregando baixa dosagem de celulases 

(4 FPU g-1 de biomassa seca) por meio da adição de enzimas acessórias e de outros 

aditivos como G e surfactantes não iônicos. O uso de batelada alimentada forneceu os 

melhores resultados e a estratégia empregada foi a adição de 10% (m v-1) de substrato 

no início da hidrólise e, então, acrescentar 5%, 4% e 3% (m v-1) em 8, 12 e 16 h, 

respectivamente. Após 48 h de hidrólise, 122 g L-1 de glucose foram produzidos para um 

rendimento em glucose de 80% e uma produtividade de 2,54 g L-1 h-1. 

Mukasekuru et al. (2018) também empregaram batelada alimentada para 

aumentar a eficiência da hidrólise enzimática em alto teor de sólidos totais (20%), 

empregando bagaço de cana parcialmente deslignificado em meio alcalino. O uso de 

baixa dosagens de atividade celulásica (3 FPU g-1 de substrato) foi investigado na 

ausência e na presença de vários aditivos como os já mencionados acima. Dentre todos 

os aditivos testados, Tween 80 foi o que apresentou maior contribuição para aliviar a 

inibição da lignina sobre a ação das celobiohidrolases, enquanto a albumina de soro 

bovino (BSA) colaborou para prevenir a adsorção de lignina sobre a celulose e o 

surfactante não iônico utilizado promoveu maior adsorção das enzimas ao substrato. O 

emprego de uma mistura de 40 mg de Tween 80, 10 mg de um surfactante não iônico e 
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20 mg de BSA por grama de substrato a ser hidrolisado foi capaz de aumentar o 

rendimento em glucose em 30% após 48 h de reação. A batelada alimentada também 

foi estudada com a adição de substrato de forma intermitente até 20% de sólidos totais 

e os rendimentos obtidos após 72 h foram de 83% e 90% de hidrólise de celulose e 

xilanas, respectivamente, com produção de 160 g L-1 de açúcares fermentescíves. 

Outra forma de otimizar o rendimento de hidrólise enzimática se dá por meio do 

emprego de um regime contínuo de reação, em que há a inserção contínua de material 

em um reator simultaneamente à retirada de produto formado. No entanto, essa 

configuração ainda enfrenta problemas de escalonamento devido à problema de 

transfer6encia de massa e energia, além de maior investimento de capital para a 

inserção de substrato e de enzima concomitantemente à retirada e separação dos 

produtos (QUIROGA et al., 2015).  

Geng et al. (2015) avaliaram três estratégias para maximizar a hidrólise 

enzimática a 15% de sólidos totais de palha de milho pré-tratada com ácido sulfúrico 

diluído. As estratégias foram: (1) batelada alimentada, feita com a adição de substrato 

de forma intermitente; (2) pré-adsorção das enzimas em parte do substrato pré-tratado, 

seguida da adição do restante de substrato para atingir o total de sólidos almejado; (3) 

processo de reutilização de parte da fase líquida presente no meio de hidrólise na metade 

do tempo total de reação e inserção dessa fase em estágio anterior do processo, com o 

objetivo de simular o seu estado estacionário. Todas essas três estratégias aumentaram 

a eficiência de hidrólise em 96 h de reação para 81%, em comparação aos valores 

próximos de 73% obtidos no experimento controle. 

 

3.5 MODELAGEM MATEMÁTICA DA CINÉTICA DE HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DE 

MATERIAS LIGNOCELULÓSICOS 

 

3.5.1 Modelagem e simulação 

 

A gestão de sistemas de produção de bens, serviços e pesquisa envolve um 

conjunto de decisões acerca das diversas atividades desenvolvidas em cada nível de 

planejamento, seja ele estratégico (longo prazo), tático (médio prazo) ou operacional 

(curto prazo). Essas decisões dever considerar as inter-relações entre as atividades e 
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sua interação com o ambiente externo. O principal desafio que existe por exemplo em 

uma pesquisa bem-sucedida é de tomar as decisões de maneira que o sistema opere da 

melhor forma possível, considerando que as atividades a elas associadas estão 

relacionadas e limitadas por vários fatores. Em tais situações, a utilização de modelos 

permite compreender melhor o ambiente em questão, identificar problemas, formular 

estratégias e oportunidades, apoiar e sistematizar o processo de tomada de decisões. 

Um modelo pode ser definido como uma representação de uma situação ou realidade, 

conforme vista por uma pessoa ou um grupo de pessoas, e construída de forma a auxiliar 

o tratamento daquela situação de uma maneira sistemática (MIGUEL et al., 2012). 

Em particular, modelos quantitativos são modelos abstratos descritos em 

linguagem matemática e computacional, que utilizam técnicas analíticas (matemáticas, 

estatísticas) e experimentais (simulação) para calcular valores numéricos das 

propriedades do sistema em questão, podendo ser usados para analisar os resultados 

de diferentes ações possíveis. Nesse viés, a simulação computacional é uma importante 

ferramenta de planejamento que procura emular, por meio de relações lógicas, o 

funcionamento de sistemas reais (muitas vezes complexos demais para serem 

modelados analiticamente, isto é, por meio de funções matemáticas), a fim de observar 

seu comportamento sob diferentes cenários (MIGUEL et al., 2012). 

A construção de um modelo de pesquisa operacional, em geral, envolve dois 

processos de abstração. Inicialmente, o sistema real, com grande número de variáveis, 

é abstraído em um modelo conceitual, ou seja, em uma descrição verbal na qual apenas 

uma fração das variáveis originais que definem o comportamento do sistema é 

considerada. Em seguida, o modelo conceitual é abstraído em um modelo matemático 

analítico (isto é, em que a descrição das relações do sistema pode ser expressa por 

funções matemáticas) ou em um modelo experimental de simulação (isto é, que procura 

emular por meio de relações lógicas o funciomento do sistema), para representar 

satisfatoriamente o sistema. Para formular um modelo matemático, simplificações 

razoáveis do modelo conceitual devem ser realizadas em diferentes níveis, tendo em 

mente, entretanto, que a validação do modelo proposto requer que sua solução seja 

coerente com os objetivos e restrições do sistema real. O diagrama da FIGURA 17 é um 

exemplo que ilustra um processo da abordagem de solução de um problema genérico 

utilizando modelagem matemática para resolução de problemas. 
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FIGURA 17 – ESQUEMA DE ABORDAGEM DE SOLUÇÃO DE UM PROBLEMA GENÉRICO 

UTILIZANDO MODELAGEM MATEMÁTICA. FONTE: Adaptado de Mitroff et al. (1974). 
 

Na FIGURA 17 há uma representação de como a solução de um problema pode 

ser descrito e organizado em uma pesquisa operacional que utiliza modelagem 

matemática como método de solução de um problema. O diagrama considera que a 

pesquisa se inicia com uma realidade, problema ou situação a ser resolvida ou 

melhorada (círculo I). Em seguida, o próximo passo consiste na formação do modelo 

conceitual (círculo II) por meio da conceitualização dessa situação (seta 1). Essa é a 

primeira etapa em que são definidas as premissas, os fatos e o campo de variáveis que 

serão utilizadas para definir a natureza do problema e o nível em que essas variáveis 

serão tratadas, por exemplo, de um ponto de vista macro ou micro da situação. Uma vez 

que o modelo conceitual foi concluído, o modelo científico pode ser elaborado (círculo 

III) e a partir dele uma solução, se existir apenas uma, pode ser entregue (círculo IV). 

Essas etapas acontecem por meio da modelagem (seta 2) e da solução do problema 

(seta 3), em que pode haver a necessidade do uso de ferramentas e programas de 

cálculos, estatísticas e computacionais mais sofisticados.  
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Se a solução do problema necessitar de uma alimentação de dados retroativa, 

isto é, informações adicionais precisam ser inseridas no modelo para ele ser melhor 

esclarecido ou concluído, então existe o caso da implementação (seta 4) e nesse caso 

a iteração pode ser uma etapa a ser adicionada ao problema. Para finalizar o diagrama 

a seta que liga o problema ao modelo científico (seta 6) chamada de validação, 

corresponde ao grau entre a realidade e o modelo encontrado e deve ser estreito o 

suficiente para afirmar que o modelo está válido a partir da situação ou problema inicial. 

A seta vertical (seta 5) que existe entre o modelo conceitual e a solução denominada 

“Feedback” representa o retorno assertivo, os comentários e a opiniões que avaliam ao 

os resultados encontrados ao longo do desenvolvimento do trabalho, exigindo o senso 

crítico, experiência e habilidade dos autores do estudo em representar os conceitos de 

eficiência por meio de um modelo matemático. 

 

3.5.2. Modelagem matemática da cinética de hidrólise enzimática do bagaço de cana-

de-açúcar 

 

A modelagem matemática da cinética de hidrólise enzimática do bagaço de cana 

tem sido realizada principalmente para entender a ação das enzimas com atividades 

específicas presentes em uma preparação celulásica: endoglucanases, exoglucanases 

e β-glucosidades e propiciar modelos matemáticos capazes de representar os 

fenômenos envolvidos neste tipo de processo. A partir da compreensão desses 

fenômenos, é possível desenvolver modelos matemáticos robustos e eficientes para a 

representação mais adequada do comportamento cinéticos das reações de hidrólise de 

materiais lignocelulósicos. Tais modelos, podem então ser utilizados na simulação, no 

dimensionamento, na otimização e no escalonamento dos reatores de hidrólise 

enzimática e na análise econômica de produção industrial. Portanto, o modelo deve ser 

rigoroso o bastante no sentido de considerar o fenômeno de adsorção de enzimas no 

substrato, inibição das enzimas por açúcares, efeitos da temperatura, do pH, da reologia 

do meio reacional, da sinergia e da acessibilidade do substrato (ZHANG e LYND, 2004). 

Segundo Zhang e Lynd (2004) os modelos cinéticos que representam a hidrólise 

de materiais lignocelulósicos podem ser divididos em quatro grupos gerais: não-

mecanístico, semi-mecanístico, funcional e estrutural. A categoria não-mecanístico é 
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composta por modelos baseados em correlações de dados experimentais que não 

apresentam um cálculo explícito da concentração de celulase adsorvida. Embora esses 

modelos possam ser úteis para correlacionar dados, são pouco confiáveis sob condições 

diferentes daquelas para as quais a correlação foi desenvolvida. Modelos semi-

mecanísticos são aqueles que apresentam um modelo de adsorção fenomenológico, 

mas que empregam a concentração como a única variável que descreve o estado do 

substrato (modelos semi-mecanísticos em relação ao substrato) ou são fundamentados 

em uma única atividade de hidrólise da celulose (modelos semi-mecanísticos em relação 

à enzima). Os modelos semi-mecanísticos podem ser úteis para a correlação de dados 

e para o projeto de reatores por meio da inclusão de um mínimo de informações 

necessárias para fins descritivos. No entanto, esses modelos apresentam limitações, 

uma vez que os modelos semi-mecanísticos em relação ao substrato não podem 

fornecer informações sobre comportamentos determinados por características do 

substrato que não sejam a sua concentração. Do mesmo modo, modelos semi-

mecanísticos com relação à enzima não descrevem comportamentos determinados por 

múltiplas atividades enzimáticas. 

Um modelo funcional é aquele que considera a adsorção das celulases, as 

múltiplas atividades enzimáticas presentes no meio e todas as variáveis de estado 

associadas à adição de substrato. Este tipo de modelo é útil para identificar e 

compreender a natureza e impacto dos fatores que limitam a taxa de reação e, desta 

forma, encontrar estratégias para minimizá-los. Apesar destes modelos terem potencial 

para serem utilizados na projeção de biorreatores, a aplicação neste contexto é limitada 

pela disponibilidade dos dados. Outra limitação dos modelos funcionais é que eles 

fornecem poucas informações a respeito da estrutura conformacional de celulases em 

nível molecular. Por outro lado, modelos estruturais se baseiam nas informações 

estruturais relativas aos componentes das celulases e suas interações com os 

substratos. Modelos estruturais são úteis para o estudo molecular de celulases e 

fornecem dados para o entendimento da relação estrutura/ função, ou seja, conseguem 

prever a estrutura e o modo de ação das enzimas. Dentre os modelos citados, o mais 

comum na literatura é o modelo semi-mecanístico, por este ser um modelo simplificado, 

que possibilita a correlação de dados com um conjunto mínimo de informações 

experimentais e não necessita de informações morfológicas e estruturais, tais como 
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cristalinidade, grau de polimerização e área de superfície de contato do substrato 

(HODGE et al., 2009). 

 

3.5.3 Modelos matemáticos de Kadam et al. (2004) e Godoy et al. (2019) 

 

Um dos modelos mais bem consolidados na literatura foi desenvolvido por 

Kadam et al. (2004) com base em experimentos de hidrólise enzimática de batelada de 

palha de milho pré-tratada com ácido sulfúrico diluído, empregando a celulase comercial 

CPN da Iogen (Canadá) e a β-glucosidase Novozym 188 da Novozymes (Dinamarca). O 

modelo envolveu a utilização de 18 parâmetros cinéticos e os autores modelaram três 

reações de hidrólise e uma reação de adsorção das enzimas utilizando uma isoterma de 

Langmuir.  

A representação esquemática do modelo de Kadam et al. (2004) pode ser 

visualizada na FIGURA 18, em que são indicadas as reações de hidrólise enzimática dos 

componentes da celulose de forma simplificada, que foram incluídas na obtenção do 

modelo matemático. As linhas contínuas em preto representam o caminho entre o 

substrato e o produto, indicado por taxa de reação (rx) nesse esquema. As linhas 

pontilhadas mostram as inibições possíveis das reações enzimáticas por diferentes 

compostos. Nesse modelo foi considerada a simplificação de que existem somente três 

tipos de carboidratos que podem potencialmente inibir as enzimas que atuam nas 

reações de hidrólises: a xilose, a glucose e a celobiose.  

 

 
FIGURA 18 - ESQUEMA DO MODELO DE KADAM PARA A HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DE PALHA DE 

MILHO. FONTE: Kadam et al. (2004). 
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Kadam et al. (2004) consideraram em seu modelo um parâmetro adimensional 

que indica a reatividade do substrato e esse foi utilizado como variável nas equações de 

conversão de glucanas para celobiose e glucose, conforme mostrado na Equação 1, 

 

Rs = α
S
S0

 

 

em que  é o parâmetro adimensional de reatividade do substrato,  é uma constante 

adimensional,  é a concentração de substrato final em g kg-1,  é a concentração de 

substrato inicial em g kg-1. O autor justificou a complexidade do modelo devido ao 

objetivo de efetivamente simular o sistema com o potencial fenômeno de inibição de 

carboidratos e com a possibilidade de ocorrência de tanto reações heterogêneas quanto 

homogêneas nesse meio.  

O modelo da isoterma de Langmuir foi utilizado para descrever a possível 

adsorção da enzima ao substrato, mostrado na Equação 2, 

 

EiB= 
EimaxKiadEiFS

1+KiadEiF
 

 

em que  é a concentração da enzima adsorvida em g proteína g-1 de substrato,   

é a concentração máxima de enzima em g proteína g-1 de substrato,  é a constante 

de Langmuir que fornece a capacidade de adsorção teórica em uma monocamada em g 

kg-1,   é a concentração de enzima livre em g proteína g-1 de substrato e S é a 

concentração do substrato em g kg-1. 

A teoria do modelo de isoterma de Langmuir foi proposta em 1916 para explicar a 

adsorção sobre uma superfície simples, infinita e não porosa. O modelo tem como base 

a hipótese de movimentação das moléculas adsorvidas pela superfície do adsorvente de 

maneira que à medida que mais moléculas são adsorvidas há uma distribuição uniforme, 

formando uma monocamada que recobre toda a superfície. 

No modelo foram utilizadas também outras equações para descrever as demais 

conversões. A Equação 3 descreve a conversão de glucanas para celobiose, com a 

inibição por glucose, celobiose e xilose, 

(1) 

(2) 
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r1= 
k1rE1BRSS

1+ G2
K1IG2

+ G
K1IG

+ X
K1IX

 

 

em que  é a constante de velocidade da reação 1 em g mg-1 h-1,  é a concentração 

de enzima na reação 1 em g kg-1,  é a reatividade do substrato (adimensional),  é a 

concentração de celobiose em g kg-1,  é a constante de inibição da celobiose na 

reação 1 em g kg-1, G é a concentração de glucose em g kg-1,   é a constante de 

inibição da glucose na reação 1 em g kg-1,  é a concentração de xilose em g kg-1 e  

é a constante de inibição de xilose na reação 1 em g kg-1. Nessa reação o autor 

considerou a influência das enzimas endo-β-1,4-glucanases (EC 3.2.1.4) e também exo-

β-1,4-celobiohidrolases (CBH) (EC 3.2.1.91). Isso porque ele considera que há ação das 

enzimas nas regiões amorfas e também nas pontas não redutoras da cadeia de 

glucanas.  

A Equação 4 descreve a conversão de glucanas para glucose com a inibição de 

glucose, celobiose e xilose, 

 

r2= 
k2r(E1B+E2B)RSS

1+ G2
K2IG2

+ G
K2IG

+ X
K2IX

 

 

em que os parâmetros são similares aos descritos na reação 1. Na equação (4) o autor 

considerou a influência tanto das enzimas que atuam na reação 1 quanto na própria 

reação 2, que seriam as enzimas exo-β-1,4-celobiohidrolases (CBH) (EC 3.2.1.91) que 

agem nas pontas não redutoras e as exo-β-1,4-glucana glucohidrolases (EC 3.2.1.74) 

responsáveis por atuar principalmente nos oligossacarídeos.  

A Equação 5 descreve a conversão de celobiose para glucose com a inibição de 

glucose e xilose, 

 

r3=
k3rE2FG2

K3M(1+ G
K3IG

+ X
K3IX

) + G2

 

 

(3) 

(4) 

(5) 
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em que os parâmetros também são similares aos descritos nas equações das reações 1 

e 2. No entanto, para a reação 3 tem-se a presença apenas da enzima β-glucosidase 

(EC 3.2.1.21). 

O balanço de massas foi feito utilizando as Equações 6 a 9, para as glucanas que 

envolvem as reações 1 e 2, para a celobiose, que envolve as reações 1 e 3 e para a 

glucose que envolve as reações 1, 2 e 3, com os respectivos coeficientes 

estequiométricos. A Equação 9 envolve o balanço de massas para as enzimas, em que 

a soma das enzimas totais, representada por  em g proteína g-1 de substrato, é 

formada pela enzima livre  e pela enzima ligada . 

 
dS
dt =-r1-r2 

 
dG2

dt =-1.056r1-r3 

 
dG
dt =1,111r2+1,053r3 

 

ETi= EFi+ EBi 

 

Após a obtenção de todas essas equações, o autor utilizou o software Matlab para 

resolver o e encontrar os seus parâmetros. 

Posteriormente, esse modelo foi utilizado por Hodge et al. (2009), que 

demonstrou a aplicabilidade do modelo. Mais recentemente, Godoy et al. (2019) 

desenvolveram um modelo simplificado, baseado no modelo de Kadam et al. (2004) para 

hidrólise enzimática de bagaço de cana em batelada e batelada alimentada. O modelo 

de Godoy et al. (2019) considera as seguintes premissas: a simplificação de que o 

complexo enzimático tem alta atividade β-glucosidásica e de que a liberação de 

celobiose no meio durante a reação é baixa em relação à quantidade de glucose liberada. 

Ademais, o complexo enzimático foi simplificado para apenas uma concentração (sem 

diferenças entre celulases e β-glucosidases ou xilanases). Os autores demostraram 

ainda que a adsorção das celulases não foi significativa para ser contemplada no modelo, 

(6) 

(7) 

(8) 

(9) 
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o substrato foi tido como uniforme e a inibição competitiva foi considerada para a glucose 

liberada no meio. Tanto a porcentagem de hemicelulose quanto a inativação enzimática 

têm valores relativamente baixos podem ser, portanto, negligenciáveis. 

O modelo desenvolvido por Godoy et al. (2019) foi baseado na Equação 1 

proposta Kadam et al. (2004) para calcular a reatividade do substrato, mas o parâmetro 

α foi considerado 1, simplificando-a como apresentado na Equação 10, 

 

R =
C
C0

 

 

com C indicado pelo autor como concentração final de celulose (g L-1) e C0 como 

concentração de celulose inicial (g L-1). Em seguida, os autores utilizaram uma equação 

para mostrar o efeito da transferência de massa que ocorre no meio, pois, quanto maior 

a quantidade de substrato, maior é a formação de produto e a inibição decorrente do seu 

acúmulo. Além disso, essa inibição também existe de forma indireta devido à mudança 

na viscosidade do sistema durante a reação. Dessa forma, a constante de inibição é 

mostrada na Equação 11, 

 

KI
*=KI,G[1-a

Gn

CT
] 

 

em que  é a constante modificada de inibição (g L-1),  é a constante de inibição 

para a glucose (g L-1), G é a concentração de glucose (g L-1), CT é a quantidade total de 

glucanas adicionadas ao sistema (g L-1), a é o parâmetro com dimensões (g L-1)(1-n) e n 

é um parâmetro adimensional.  

Com base em todas essas considerações, o modelo cinético proposto passou a 

ser dado pelo balanço de massas expresso nas Equações 12 e 13, 

 
dC
dt =-r 

(10) 

(11) 

(12) 
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dG
dt =-1,111r 

 

enquanto a taxa de reação é dada pela Equação 14, 

 

r =
k E C R

KM 1+ G
K1

* +C
 

 

em que C é a concentração de glucanas (g L-1), G é a concentração de glucose (g L-1), t 

é o tempo (h), r é a taxa de reação (g L-1 h-1), k é a constante da reação (h-1), E é a 

concentração de enzima (g L-1), R é a reatividade do substrato,  é a constante 

modificada de inibição (g L-1) e KM é a constante de saturação de glucanas (g L-1).  

 

 

  

(13) 

(14) 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 ETAPAS DO TRABALHO  

 

Este trabalho foi dividido em etapas que estão ilustradas na FIGURA 19, 

onde é possível visualizar os principais procedimentos experimentais utilizados 

para concluir os objetivos específicos propostos por esse projeto (item 2.2).  

 

4.2 MATERIAL 

 

O bagaço de cana-de-açúcar a ser utilizado nesse trabalho foi fornecido 

pela Raízen (Piracicaba, SP) e utilizado conforme recebido. Os demais reagentes 

empregados foram de grau analítico. Os padrões cromatográficos e demais 

reagentes foram adquiridos na especificação definida pelo procedimento em que 

foram utilizados. Já os ensaios de hidrólise enzimática foram realizados com a 

preparação comercial Cellic CTec3, fornecida pela Novozymes Latin America 

(Araucária, PR), que é composta majoritariamente por celulases e hemicelulases. 

 

4.3 MÉTODOS 
 

4.3.1 Caracterização da enzima Cellic CTec3 

 

4.3.1.1 Determinação da atividade celulásica total 

 

A determinação de atividade celulásica total da enzima Cellic CTec3 contra 

papel de filtro Whatman #1 foi baseada na capacidade da enzima em liberar 

açúcares redutores totais e sua quantificação foi fundamentada no conceito de FPU 

mL-1 (Filter Paper Unit) (ADNEY e BAKER, 2008). A reação foi realizada utilizando 

1,0 mL de solução enzimática em 1,0 mL de tampão acetato 50 mmol L-1, pH 5,2. 

A mistura foi incubada por 10 min até atingir a temperatura de 50 °C e a reação foi  
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iniciada com a adição de uma tira de papel filtro (1,0 cm x 7,0 cm) de 

aproximadamente 70,0 ± 0,5 mg. Ao final do tempo de incubação, a liberação de 

açúcares redutores foi quantificada conforme o método do ácido 3,5-

dinitrossalissílico (DNS) proposto por Miller (1959). Esse método se baseia na 

redução do DNS ao ácido 3-amino-5-nitrosalicílico, cujo produto absorve 

fortemente em 540 nm. A calibração do método colorimétrico empregou glucose 

como padrão em concentrações na faixa de 0,10 a 2,00 mg mL-1. As amostras 

foram transferidas para cubetas de quartzo e as medidas de absorvância foram 

realizadas em espectrofotômetro UV-Vis (Shimadzu, Kyoto, Japão), que foram 

então utilizadas para construir as curvas de calibração baseadas em padrões de 

glucose de diferentes concentrações. Os cálculos foram baseados na Lei de 

Lambert-Beer e todas as análises foram realizadas em triplicada, cujas médias 

foram relatadas com os seus respectivos desvios padrão. 

 

4.3.1.2 Determinação do teor de proteínas da preparação enzimática 

 

A quantificação de proteínas foi realizada pelo método do ácido 

bicinconínico (BCA) (SMITH et al., 1985), utilizando um kit comercial da Pierce 

Biotechnology (Rockford, IL, EUA). A metodologia consiste em preparar uma 

mistura do reagente A (solução de hidróxido de sódio 0,1 mol L-1 pH 11,25, 

contendo carbonato de sódio, bicarbonato de sódio, ácido bicinconínico e tartarato 

de sódio - Sigma-Aldrich, catálogo número B9643) e do reagente B (solução a 0,25 

mol L-1 de sulfato de cobre - Sigma Aldrich, catálogo número C2284), na proporção 

de 50:1. Para cada teste foram adicionados 2 mL dessa mistura em um tubo de 

ensaio, seguido de 100 μL de amostra. Os tubos foram incubados a 37 °C por 30 

min e, posteriormente, cada amostra foi transferida para uma cubeta de quartzo 

para leitura, que foi realizada em espectrofotômetro UV/Vis (Varian®, modelo 

CARY 100 Scan) no comprimento de onda de 562 nm. Um padrão de albumina de 

soro bovino (BSA) foi utilizado para o preparo da curva de calibração, que foi 

construída com base nas mesmas condições do ensaio. 

 

4.3.2 Determinação da composição química do bagaço de cana  

 

Os ensaios de determinação da composição química foram realizados de 
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acordo com as recomendações do Laboratório Nacional de Energias Renováveis 

(NREL - National Renewable Energy Laboratory, Golden, CO) dos Estados Unidos. 

A determinação da umidade do material nativo e dos materiais pré-tratados foi 

realizada em balança de infravermelho da Shimadzu®. A quantidade de cinzas foi 

determinada em mufla a 575 °C por 4 h (SLUITER et al. 2008d). Os extraíveis foram 

obtidos por extrações em Soxhlet por 12 h, primeiramente com água e depois com 

etanol 95% (SLUITER et al., 2008b). Já o teor de sólidos insolúveis foi realizado 

conforme o procedimento descrito por Sluiter et al. (2008f), que foi então 

complementado pelo método de determinação de sólidos totais proposto por Sluiter 

et al. (2008c) (NREL/TP-510-42621). 

A determinação da composição química dos materiais celulósicos teve 

início com o seu tratamento com ácido sulfúrico 72% (m v-1) por 1 h a 30 °C. Em 

seguida, o material foi diluído para uma concentração de 3% (m v-1) e condicionado 

a 120 °C por 1 h para posterior filtração em cadinho de vidro sinterizado de 

porosidade média. O teor de lignina insolúvel em ácido dos materiais celulósicos foi 

determinado por gravimetria, utilizando a massa retida no cadinho. A lignina solúvel 

em ácido foi quantificada por espectrofotometria no ultravioleta, utilizando o 

comprimento de onda de 240 nm de acordo com Sluiter et al. (2008a) (NREL/TP-

510-42618). As amostras foram transferidas para cubetas de quartzo e as medidas 

de absorvância foram realizadas em espectrofotômetro UV-Vis (Shimadzu, Kyoto, 

Japão) afim de se determinar a concentração de lignina, utilizando a Lei de 

Lambert-Beer. 

A composição em carboidratos dos substratos celulósicos foi determinada 

nos hidrolisados ácidos resultantes (filtrado), utilizando um sistema de 

cromatografia em fase líquida da marca Shimadzu, modelo LC20AD. Esse sistema 

é provido de amostrador automático modelo SIL10A, desgaseificador de fase móvel 

modelo DGU 14A, forno de aquecimento de coluna modelo CTO 10A e de 

detectores nos modelos RID10A para índice de refração e SPD-M10Avp para 

espectrofotometria no UV-Vis. A análise foi realizada em coluna Rezex RHM 

(Phenomenex; 300 x 7,8 mm) a 65 °C, precedida por pré-coluna Carbo H 

(Phenomenex; 8,0 x 3,2 mm) e eluída com fase móvel de H2SO4 5 mmol L-1 a uma 

vazão de 0,6 mL min-1. As quantificações foram efetuadas por padronização 

externa com base em curvas de calibração na faixa de 0,5 a 2,0 mg mL-1, que foram 

construídas para cada componente monitorado (celobiose, glucose, xilose, 
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arabinose, ácido fórmico e ácido acético). A quantificação de compostos de 

desidratação (hidroximetilfurfural e furfural) foram convertidos em glucose e xilose 

mediante os seus respectivos fatores de conversão (0,70 e 0,64, respectivamente). 

Por outro lado, fatores de hidrólise foram considerados para contemplar a saída de 

uma molécula de água, gerando quocientes molares de 0,88 para a xilose e a 

arabinose e de 0,90 para glucose, galactose e manose. 
 

4.3.3 Explosão a vapor do bagaço de cana-de-açúcar 

 

A explosão a vapor do bagaço de cana-de-açúcar foi realizada no modo de 

auto-hidrólise, ou seja, sem a adição de catalisadores exógenos. Os ensaios foram 

realizados em um reator de aço inox com capacidade de 10 L, equipado com 

sensores para controle da temperatura e do tempo de reação, com vapor fornecido 

por caldeira de alta pressão. As condições reacionais adotadas foram baseadas 

nos estudos preliminares de Pitarelo et al. (2016), empregando a temperatura de 

195 °C e o tempo de reação de 7,5 min. Após o pré-tratamento, todo o material 

coletado na saída do reator foi centrifugado para separação entre as fibras pré-

tratadas (fração sólida) e a fração solúvel em água. A fração sólida foi lavada com 

água a um teor de sólidos totais de 5% (m v-1) por 1 h sob agitação mecânica na 

temperatura ambiente (25 ºC). Essa suspensão foi centrifugada novamente e os 

sólidos pré-tratados foram armazenados a vácuo sob refrigeração (4 °C) para 

análise de sua composição química e para posterior utilização nos experimentos 

de hidrólise enzimática. A FIGURA 20 apresenta o diagrama de blocos do processo 

de pré-tratamento do bagaço de cana. 
 

4.3.4 Composição química das frações solúvel e insolúvel em água 

 

A fração solúvel em água derivada da filtração após o pré-tratamento por 

explosão a vapor foi analisada no mesmo sistema cromatográfico descrito no item 

3.2.2 para a quantificação por padronização externa de ácido fórmico, ácido 

acético, 5-(hidroximetil)-furfural e furfural. Além disso, foi realizada uma pós-

hidrólise dessas frações com ácido sulfúrico diluído (SLUITER et al., 2008e) para a 

conversão dos oligossacarídeos em monossacarídeos. Tais hidrolisados foram 

analisados nas mesmas condições cromatográficas descritas no item 3.2.2, 
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empregando padrões verdadeiros para realização da análise quantitativa por 

padronização externa. A fração insolúvel também foi caracterizada segundo o 

procedimento descrito no item 3.2.2, com exceção de que o ensaio para verificar a 

quantidade de compostos extraíveis no material não foi realizado porque estes já 

teriam sido removidos durante o pré-tratamento. 
 

 
FIGURA 20 - DIAGRAMA DE BLOCOS DO PROCESSO DE PRÉ-TRATAMENTO DO BAGAÇO 

DE CANA-DE-AÇÚCAR POR EXPLOSÃO A VAPOR PARA A SUA SUBSEQUENTE HIDRÓLISE 
ENZIMÁTICA. FONTE: O Autor (2021). 

 

4.3.5 Ensaios de hidrolise enzimática 

 

Para avaliar a acessibilidade do substrato, a hidrólise enzimática foi realizada 

em processo de batelada conforme o método NREL utilizando carga de sólidos 
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totais de 2% (massa seca), carga enzimática de 60 FPU g-1 de glucanas e 

temperatura de 50 °C em tampão de acetato 50 mmol L-1 pH 5,2 (SELIG et al., 

2008). Os rendimentos de hidrólise foram calculados em relação à quantidade de 

glucose e xilose presentes nos materiais utilizados. 

Após avaliação da acessibilidade do material, experimentos de hidrólise 

enzimática foram realizados de acordo com um planejamento do tipo Box-Behnken 

utilizando três variáveis em três níveis para um total de 15 ensaios realizados, cujos 

parâmetros foram baseados nos trabalhos de Fockink et al. (2017) e Mussato et al. 

(2008). As variáveis estudadas foram: teor de sólidos (5%, 12,5% e 20%), carga 

enzimática (8 FPU g-1 de glucanas, 24 FPU g-1 de glucanas, e 40 FPU g-1 de 

glucanas) e velocidade de agitação (100, 150 e 200 rpm). A TABELA 1 mostra os 

fatores utilizados nos experimentos e os seus respectivos níveis, utilizados para 

obter o conjunto de dados que serão utilizados na modelagem matemática da 

hidrólise enzimática. 

 
TABELA 1 - FATORES E NÍVEIS UTILIZADOS NO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL. 

Variável Código Menor nível 
(-1) 

Ponto central 
 (0) 

Maior nível  
(+1) 

Sólidos totais (% ST) a 5 12,5 20 

Carga enzimática 
(FPU g-1 glucana) b 8 24 40 

Agitação (rpm) c 100 150 200 

FONTE: O Autor (2021). 

 

 Após a realização dos experimentos conforme o planejamento experimental, 

a modelagem matemática foi realizada conforme descrito no item 4.3.6. 
 

4.3.6 Modelagem matemática 

 

O modelo matemático proposto por Godoy et al. (2019), com as premissas 

apresentadas no item 1.5.3, foi utilizado neste trabalho para a modelagem da 

cinética de hidrólise enzimática do bagaço de cana pré-tratado a vapor. No modelo 

empregado neste trabalho foram consideradas como variáveis a carga enzimática 

empregada e o teor de sólidos totais. A modelagem matemática da cinética 
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enzimática da hidrólise do bagaço de cana pré-tratado por explosão a vapor foi 

realizada usando-se o software Matlab. Neste trabalho foi usada a sub-rotina 

ode23s para resolver o sistema de equações diferenciais das velocidades das 

reações (Equações 6 a 8). Os parâmetros cinéticos foram ajustados usando-se a 

sub-rotina de otimização fminsearch (Matlab versão 9.4 R2018a), a qual está 

baseada no método de Nelder-Mead para minimização de funções não lineares 

multidimensionais. A função objetivo utilizada na estimativa dos parâmetros é 

descrita conforme a Equação 18, 

 

M(θ)= [ f xij,θ -gij

2
]

np

j=1

ne

i=j

 

 

em que  é a concentração de glucose calculada pelo modelo e  é a 

concentração medida de glucose. O vetor  contém as variáveis de estado e é 

o vetor dos parâmetros do modelo. Os termos ne e np representam os números de 

experimentos e os números de pontos de alíquotas por experimento, 

respectivamente.  

A visualização do modelo foi feita observando os valores preditos em 

comparação com os dados experimentais da cinética da hidrólise e foi utilizado o 

cálculo do erro quadrático médio (RMSD), que é usado como estimador da 

qualidade estatística do ajuste. Sua fórmula é representada pela Equação 19, 

 

RMSD=
yn-yn

2N
n=1

N   

 

em que  representa os valores estimados pelo modelo para n observações 

experimentais para a variável medida  com as variáveis observadas em 

diferentes tempos N. Neste trabalho, a concentração de glucose (g L-1) foi variável 

considerada na função objetivo e também para o cálculo do RMSD. 

Após o ajuste dos parâmetros do modelo, a validação foi feita utilizando 

dados (cinéticas realizadas) diferentes daqueles utilizados no ajuste. Dessa forma, 

(18) 

(19) 
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foi possível avaliar se o modelo consegue prever os resultados de hidrólise 

enzimática. Após isso, o modelo foi então utilizado para simulação de reações em 

batelada alimentada, com cargas intermitentes de sólidos no reator, e assim 

também verificar se ele consegue ser preditivo em relação a esse regime utilizado. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DO BAGAÇO DE CANA-DE-AÇÚCAR 

 

A caracterização química do bagaço de cana-de-açúcar seguiu os 

procedimentos do NREL (Golden, CO). As determinações dos percentuais de 

cinzas e extraíveis foram realizadas diretamente em amostras de bagaço nativo, 

enquanto os percentuais de carboidratos e de lignina foram determinados a partir 

de amostras livres de extraíveis. O procedimento de extração teve por finalidade a 

remoção dos compostos que não estão ligados diretamente à parede celular 

(compostos não estruturais), uma vez que esses podem interferir na quantificação 

da lignina presente em materiais lignocelulósicos (SLUITER et al., 2008b). A 

TABELA 2 mostra os resultados de caracterização do material extraído, após a 

correção relativa aos teores de extrativos e cinzas, que foram determinados no 

material antes da extração. 

 
TABELA 2 - COMPOSIÇÃO QUÍMICA DO BAGAÇO DE CANA. 

Componente Percentual (%) 
Anidroglucose1 35,8 ± 0,8 
Anidroxilose2 21,3 ± 0,7 
Anidroarabinose2 1,5 ± 0,2 
Grupo acetila2 4,3 ± 0,1 
Hexoses desidratadas3 1,1 ± 0,1 
Pentoses desidratadas4 0,5 ± 0,1 
Lignina total 24,8 

Lignina solúvel em ácido 2,8 ± 0,1 
Lignina insolúvel em ácido 22 ± 2 

Extraíveis totais 5,6 
Extraíveis em água 3,7 ± 0,6 
Extraíveis em etanol 1,9 ± 0,3 

Cinzas 3,7 ± 0,5 
Total 98,6 
1 Presente como componente das β-(1 4)-D-glucanas (celulose); 
2 Presente como componentes das heteroxilanas (hemiceluloses); 
3 Quantificado como 5-(hidroximetil)-furfural (HMF); 
4 Quantificado como furfural. 

FONTE: O Autor (2021). 
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O teor de extraíveis totais do bagaço de cana foi de 5,6%, sendo que 3,7% 

foram removidos com água e 1,9% com etanol (TABELA 2). A extração com água 

remove compostos hidrossolúveis como carboidratos de baixa massa molar e 

pectina. Já a extração com etanol remove compostos aromáticos oxigenados como 

ácidos fenólicos.  

Na caracterização do material livre de extraíveis, todos os analitos 

encontrados por análise cromatográfica foram convertidos en sua forma anidra, 

levando em conta os seus respectivos fatores de hidrólise ácida (SLUITER et al., 

2008a). O teor de glucanas (medido como resíduos de glucopiranosil ou 

anidroglucose) foi de 36,9%, incluindo o teor de hexoses que foram convertidas a 

HMF, enquanto o percentual de hemiceluloses foi de 27,6% considerando a 

somatória dos resíduos de xilopiranosil (ou anidroxilose), arabinofuranosil (ou 

anidroarabinose), grupos acetila e pentoses convertidas a furfural. Os produtos de 

desidratação de hexoses e pentoses, formados durante a hidrólise ácida e 

detectados por cromatografia como HMF e furfural (TABELA 2), têm origens não 

identificadas porque o primeiro pode ter sido formado pela desidratação de 

diferentes tipos de hexoses como glucose e galactose, enquanto o segundo é 

oriundo da desidratação de unidades de xilose e arabinose. Segundo Rasmussen 

et al. (2014), glucose e xilose são convertidas a HMF e furfural em altas 

temperaturas durante o processo de hidrólise ácida, respectivamente. 

O teor de cinzas presente no bagaço de cana foi de 3,7% (TABELA 2). 

Segundo Rocha et al. (2015), esse conteúdo pode apresentar variação de 0,7% até 

7,9% entre bagaços de cana de diferentes origens. A variação no teor de cinzas 

pode ser atribuída a diversos fatores como a variedade da cana utilizada, a 

localização geográfica e condições edafoclimáticas do cultivo e impurezas oriundas 

do processo de colheita (solo) e dos maquinários utilizados no seu processamento 

industrial (abrasão e corrosão). Szczerbowski et al. (2014) atribuíram parte dessas 

variações à alta carga de contaminantes provenientes das impurezas no solo, como 

a alumina, e ao desgaste de equipamento durante o esmagamento e corte da cana-

de-açúcar, como óxidos de ferro e de titânio. 

O percentual de lignina total (somatório das ligninas solúvel e insolúvel em 

meio ácido) correspondeu a 24,8%, sendo um pouco superior ao observado em 

outros trabalhos desenvolvidos com bagaço de cana. Por exemplo, Rocha et al. 

(2015) encontraram valores que variaram de 19,14% até 26,12%. Já Szczerbowski 
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et al. (2014) encontraram valores médios de 20,6%. Uma das causas para essas 

diferenças pode estar associada ao método de determinação da lignina insolúvel 

em ácido, cujo valor deveria ter sido subtraído de seu teor de cinzas determinado 

experimentalmente. Outra possibilidade está relacionada à determinação da lignina 

solúvel em ácido, cujo valor pode ter sido superestimado ao ser utilizado o 

comprimento de onda de 240 nm durante a análise (SLUITER et al., 2012). Este 

efeito explica-se pela presença de pequenas concentrações de interferentes como 

compostos furânicos nos hidrolisados (HMF e furfural), que também absorvem 

nesse comprimento de onda. Um estudo inter-laboratorial feito por Sluiter et al. 

(2016) para a determinação da lignina solúvel em ácido no bagaço de cana 

comparou os resultados obtidos em diferentes comprimentos de onda e o emprego 

320 nm, onde há menor absorção de HMF e furfural, resultou em um teor de lignina 

solúvel de apenas 1,9%, enquanto essa medida a 240 nm foi de 3,7%. Apesar da 

diferença entre esses valores, o método oficial sugere o uso de 240 nm e considera 

que a interferência de outros componentes na quantificação da lignina solúvel em 

ácido é negligenciável e está contida no erro da medida. 

A TABELA 3 apresenta os valores encontrados por vários autores para a 

composição química do bagaço de cana. Esse levantamento envolve estudos 

realizados no mesmo grupo de pesquisa ao longo dos anos, usando os mesmos 

procedimentos e equipamentos para a análise química, bem como resultados 

oriundos do trabalho de outros grupos de pesquisa. De um modo geral, há 

coerência entre os dados relatados na tabela, particularmente para estudos 

realizados por pesquisadores do mesmo grupo. Por outro lado, algumas variações 

podem ser constatadas em comparação com trabalhos realizados por outros 

grupos, e isso pode estar relacionado a diferenças nos procedimentos analíticos e 

na origem e processamento das amostras, bem como na eventual prática de 

normalização dos dados experimentais. 
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5.2 EXPLOSÃO A VAPOR 

 

A explosão a vapor foi realizada utilizando uma condição pré-otimizada por 

outros autores no mesmo reator para maximizar os rendimentos de glucanas e 

hemiceluloses a partir de amostras de bagaço de cana (PITARELO et al., 2013; 

FOCKINK et al., 2018). Nesse sentido, a temperatura selecionada foi de 195 ºC 

para um tempo de residência de 7,5 min no reator, sem a adição de catalisadores 

exógenos, portanto, empregando condição de auto-hidrólise. Vale ressaltar que os 

produtos hidrossolúveis de hidrólise ácida foram removidos do material pré-tratado 

por lavagem aquosa, antes que esse fosse submetido aos ensaios de hidrólise 

enzimática.  

As recuperações mássicas após o pré-tratamento por explosão a vapor 

estão apresentadas na Figura 21, sendo que a média foi de 66,8 ± 3,4 % para o 

material sólido e de 21,1 ± 0,5 % para a fração líquida ou hidrolisado hemicelulósico 

(fração C5). A explosão a vapor apresentou um rendimento médio superior que 

dados encontrados da literatura, cujos valores médios se encontram em torno de 

80% para o bagaço de cana explodido a vapor. Por outro lado, a variância 

observada para sete experimentos independentes é justificada pela ocorrência de 

contaminação cruzada, eventuais perdas físicas das frações solúvel e insolúvel, e 

perdas de compostos furânicos e ácidos orgânicos na descarga do vapor saturado 

(e.g., o ponto de ebulição furfural é de 162 °C). Esse e outros compostos voláteis 

estão representados esquematicamente como fração gasosa na Figura 20 

(FOCKINK et al., 2018). 

Os resultados em relação às glucanas e às xilanas presentes nas frações 

sólida e líquida (solúvel em água) do pré-tratamento estão representados na 

FIGURA 22. Para todos os materiais pré-tratados, as quantidades percentuais de 

anidroglucose e de lignina aumentaram em relação aos percentuais observados no 

material de origem. Este aumento é devido à remoção de grande parte das 

hemiceluloses, uma vez que estas apresentam maior suscetibilidade à hidrólise 

ácida. Os componentes das hemiceluloses mais fortemente afetados por esta 

reação foram a anidroarabinose e os grupos acetila, já que estão presentes como 

substituintes na cadeia principal de xilana e, portanto, apresentam maior labilidade 

química. A recuperação das glucanas foi superior a 90%, sendo obtidas 

principalmente da fração insolúvel em água, enquanto as xilanas hidrolisadas foram 
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transferidas em sua maior parte para a fração solúvel em água (FIGURA 22 B). 

Para a fração insolúvel, a menor recuperação de glucanas foi de 92,7% e a máxima 

de 97%, enquanto para xilanas a média dos experimentos foi de apenas 0,8%, ou 

seja, um valor muito pequeno em relação ao teor observado no material de origem, 

evidenciando que houve a hidrólise e a recuperação de fragmentos de 

hemiceluloses na fração aquosa. Já a recuperação das xilanas na fração solúvel 

em água foi relativamente baixa (abaixo de 50% em média), revelando que grande 

parte das pentoses deve ter sido desidratada e perdida durante o processo pelos 

motivos já mencionados anteriormente (item 1.3). 

 

 
FIGURA 21 - RENDIMENTOS DE RECUPERAÇÃO MÁSSICA NAS FRAÇÕES SÓLIDA E 

LÍQUIDA PARA OS DIFERENTES EXPERIMENTOS DE PRÉ-TRATAMENTO POR EXPLOSÃO A 
VAPOR DO BAGAÇO DE CANA NAS MESMAS CONDIÇÕES DE 195 ºC E TEMPO DE 

RESIDÊNCIA A 7,5 min. FONTE: O Autor (2021). 
 

As frações solúveis em água derivadas das diversas condições de pré-

tratamento apresentaram volume total e pH muito próximos entre as sete replicatas 

realizadas nesse estudo (TABELA 4). Como os volumes das frações solúveis em 

água variaram entre 2 e 3,5 L, os resultados foram normalizados para 2,75 L para 

tornar comparáveis as concentrações dos analitos presentes nestas frações. 
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FIGURA 22 - RECUPERAÇÃO DE (A) GLUCANAS E (B) XILANAS NOS MATERIAIS PRÉ-

TRATADOS E FRAÇÕES SOLÚVEIS EM ÁGUA PARA OS EXPERIMENTOS DE EXPLOSÃO A 
VAPOR DO BAGAÇO DE CANA A 195°C POR 7,5 min. FONTE: O Autor (2021). 
 

A quantidade de ácido acético encontrada na fração hidrossolúvel 

apresentou valor médio de 4,50 g L-1 para um desvio padrão de 0,80 g L-1 (TABELA 

5). Com isso, conclui-se que tais experimentos promoveram a desacetilação parcial 

das hemiceluloses, uma vez que a concentração de ácido acético aumentou após 

a realização do procedimento de pós-hidrólise (TABELA 5). A FIGURA 23 confirma 

esse aumento pela diferença de área da banda de eluição referente ao ácido 

acético, após o procedimento de pós-hidrólise. Além disso, percebe-se a presença 

majoritária de oligômeros de xilanas nos hidrolisados ácidos do pré-tratamento, que 

foram pós-hidrolisados à xilose e a uma menor quantidade de glucose, 

provavelmente oriunda de xiloglucanas presentes no bagaço de cana. O aumento 
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que ocorre na concentração de ácido acético, cujo pKa é de 4,75 a 25°C, está de 

acordo com o valor de pH encontrado utilizando a equação de equilíbrio químico, 

cujo cálculo resultou em um pH de 2,9. Além disso, o baixo valor de pH da fração 

hidrossolúvel também pode ter sofrido influência do acúmulo de produtos com 

acidez superior ao ácido acético, tais como os ácidos fórmico (pKa = 3,75) e 

levulínico (pKa = 4,59), que podem ter se formado após a reidratação do HMF 

(MARTÍN et al., 2002). 

 

 
FIGURA 23 - CROMATOGRAMAS DA FRAÇÃO LÍQUIDA OBTIDA A PARTIR DA EXPLOSÃO A 

VAPOR DO BAGAÇO DE CANA A 195 ºC POR 7,5 min. FONTE: O Autor (2021). 
 
TABELA 4 - VOLUMES COLETADOS E pH DAS FRAÇÕES SOLÚVEIS EM ÁGUA APÓS O PRÉ-

TRATAMENTO POR EXPLOSÃO A VAPOR DO BAGAÇO DE CANA A 195 °C POR 7,5 min. 

Experimento Volume de fração líquida (L) pH da fração líquida a 25°C 

B1 3,5 2,8, ± 0,1 
B2 2,8 2,7, ± 0,1 
B3 2,8 2,7, ± 0,1 
B4 2,8 2,7 ± 0,2 
B5 2,5 2,8 ± 0,2 
B6 2,0 2,8 ± 0,3 
B7 2,0 2,7 ± 0,1 

FONTE: O Autor (2021). 
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TABELA 5 - CONCENTRAÇÃO MÉDIA EM g L-1 DOS COMPONENTES PRESENTES NA FRAÇÃO 
LÍQUIDA DA EXPLOSÃO A VAPOR, ANTES E APÓS O PROCEDIMENTO PÓS-HIDRÓLISE. 

Componente Auto-hidrólise Pós-hidrólise 

Celobiose 0,82 ± 0,20 2,4 ± 0,5 

Glucose 0,44 ± 0,20 1,3 ± 0,3 

Xilose 4,21 ± 0,34 7,4 ± 0,9 

Arabinose 0,66 ± 0,15 1,6 ± 0,4 

Acético 4,5 ± 0,8 7,8 ± 0,3 

HMF 0,13 ± 0,07 0,12 ± 0,01 

Furfural 0,11 ± 0,01 0,21 ± 0,05 

Fonte: O Autor (2021). 

 

5.3 COMPOSIÇÃO QUÍMICA DOS MATERIAIS PRÉ-TRATADOS  

 

As frações insolúveis em água (material fibroso) foram caracterizadas 

quanto a sua composição química e os resultados estão apresentados na TABELA 

7. Para todos os experimentos realizados, os percentuais de anidroglucose e de 

lignina aumentaram em relação aos observados no material nativo. Como já 

observado anteriormente (item 1.3), este aumento é devido à remoção de grande 

parte das hemiceluloses, cujas estruturas apresentam substituições na cadeia 

principal como grupos acetila, ácidos urônicos e arabinose. Tais carboidratos estão 

ligados por ligações glicosídicas do tipo α-(1,2), cuja disposição axial lhes confere 

maior labilidade ácida. Vale ressaltar que a instabilidade conformacional da 

arabinose também facilita essa reação. Já os grupos acetila são facilmente 

hidrolisados devido à alta labilidade ácida das ligações éster. Assim, não foi 

detectada a presença de anidroarabinose e de grupos acetila na fração insolúvel 

(sólida) dos materiais pré-tratados. 

Ao final da caracterização de cada explosão, todo o material pré-tratado foi 

reunido em apenas um único lote e esse foi uniformizado. Em seguida, o material 

foi novamente caracterizado em quintuplicata e os resultados encontram-se na 

TABELA 6. A composição obtida condiz com a média dos valores encontrados na 

TABELA 7, não havendo diferença maior que 2 unidades em cada componente 

mensurado. Essa composição foi então empregada para os experimentos de 

hidrólise enzimática. 
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TABELA 6 - COMPOSIÇÃO QUÍMICA DA FRAÇÃO INSOLÚVEL FINAL APÓS A 
UNIFORMIZAÇÃO DO MATERIAL (n = 5). 

Componente Percentual (%) 
Anidroglucose1 54,5 ± 0,4 
Anidroxilose2 2,7 ± 0,2 
Hexoses desidratadas3 0,6 ± 0,1 
Pentoses desidratadas4 0,4 ± 0,1 
Lignina total 33,2 ± 0,6 

Lignina solúvel em ácido 2,4 ± 0,3 
Lignina insolúvel em ácido 31,2 ± 0,8 

Cinzas 4,8 ± 0,2 
Total 96,7 

1 Presente como componente das β-(1-4)-D-glucanas (celulose); 
2 Presente como componentes das heteroxilanas (hemiceluloses); 
3 Quantificado como 5-(hidroximetil)-furfural (HMF); 
4 Quantificado como furfural. 

FONTE: O Autor (2021). 
 

 

5.4 BALANÇO DE MASSA DO PRÉ-TRATAMENTO 

 

O balanço de massas obtido para as frações insolúvel e solúvel em água, 

bem como o balanço total obtido pela somatória desses valores, estão 

representados na TABELA 8 para todos os experimentos realizados neste estudo. 

O total médio de glucanas recuperadas após o pré-tratamento foi superior a 90%. 

A recuperação mássica de xilose e arabinose, medidas principalmente na fração 

solúvel em água depois de convertidas para a forma anidro para expressar o seu 

valor equivalente em arabinoxilanas, foi baixa para esses experimentos de auto-

hidrólise, sugerindo que sua degradação tenha levado a um acúmulo de compostos 

furânicos e ácidos orgânicos no meio. No entanto, é importante lembrar que o 

furfural tem ponto de ebulição de 162 °C e esse pode ter sido parcialmente perdido 

por volatilização durante a abertura da válvula inferior do reator de explosão a 

vapor. 
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A TABELA 8 evidencia que mais de 90% das glucanas foram recuperadas 

na fração sólida do pré-tratamento, com desvio padrão menor que 2%. Esse fato 

confirma que a explosão a vapor recupera com eficiência a anidroglucose 

presente nas fibras do material. Por outro lado, a recuperação de xilanas na 

fração insolúvel foi muito baixa por motivos já explicados anteriormente (item 

1.3). Esse fato corrobora a ideia de que pré-tratamentos ácidos geram um 

produto sólido com pouca quantidade de anidroxilose, tornando desnecessária 

a adição de hemicelulases durante a etapa posterior de hidrólise enzimática. 

Grupos acetila não foram detectados nos substratos pré-tratados, mas sua 

presença não foi muito uniforme nas frações hidrossolúveis de todos os 

experimentos. Já a concentração de xilose nas frações hidrossolúveis, 

majoritariamente na forma oligomérica, revelou-se interessante para a 

recuperação de xilo-oligossacarídeos de alto valor agregado ou mesmo para a 

recuperação de xilose livre por hidrólise ácida, que poderia então ser fermentada 

a etanol ou vertida a outros produtos de interesse como xilitol, ácidos orgânicos 

e compostos furânicos. A fração sólida também apresentou altos teores de 

lignina, cujo impacto sobre a hidrólise enzimática deve sempre ser avaliado. O 

ponto de maior relevância para essa parte do trabalho foi a recuperação da 

fração sólida em alto rendimento, pois desta depende a etapa de hidrólise 

enzimática em modos de batelada e batelada alimentada. 

  

5.5 HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 

 

5.5.1 Determinação da atividade celulásica e do teor de proteína 
 

A determinação de atividade celulásica total foi feita conforme descrito no 

item 3.2.1 (método NREL adaptado) e o valor médio encontrado foi de 225 FPU 

mL-1 de Cellic CTec3, com o desvio padrão de 5,0 unidades para ensaios 

realizados em triplicata, o que representa aproximadamente 188 FPU g-1 quando 

se leva em conta a densidade do produto (d = 1,19 g mL-1). Esse valor está 

próximo ao relatado por Sun et al. (2015), que encontraram uma atividade 

celulásica total de 165 FPU g-1 para a Cellic CTec3 utilizando o mesmo 

procedimento analítico (item 3.2.1). 
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A quantidade de proteína foi medida utilizando o método do ácido 

bicinconínico (BCA) para detecção e quantificação colorimétrica da proteína total 

e o valor encontrado foi de 252,3 mg g-1 de Cellic CTec3 (peso úmido), com 

desvio de 2,3% para ensaios realizados em triplicata. O resultado obtido é 

comparável com o relatado por Sun et al. (2015), que mediram a atividade 

enzimática e o teor de proteína de diferentes complexos enzimáticos produzidos 

pela empresa Novozymes: Cellic CTec, Cellic CTec2 e Cellic CTec3. O valor 

encontrado por Sun et al. (2015) para a enzima Cellic CTec3 foi de 233,7 mg g-1 

de amostra (peso úmido), embora o método de medição utilizado foi com a 

ninhidrina. 

O teste que usa o ácido bicinconínico combina a reação de redução do 

cobre pela presença de proteína em meio alcalino (reação de biureto), com 

detecção colorimétrica do complexo formado envolvendo duas moléculas de 

BCA e o cátion cuproso. Esse complexo absorve fortemente em 562 nm e seu 

aumento é linear e proporcional à concentração de proteína no meio. O método 

BCA oferece a vantagem de ser rápido, uma vez que os reagentes já estão 

prontos em um kit de baixo valor comercial. Já o método da ninhidrina, utilizado 

por Sun et al. (2015), detecta a presença do grupo α-amino livre em aminoácidos 

terminais de peptídeos e proteínas e do grupo ε-amino da lisina. Tal método está 

baseado no mecanismo de adição do nitrogênio nucleofílico a aldeídos e 

cetonas, formando iminas cuja concentração é medida por espectrofotometria no 

visível a 470 nm. Esse método apresenta a vantagem de ser rápido, sensível e 

preciso. No entanto, apresenta a desvantagem de ser custoso, com exigência de 

equipamentos e reagentes específicos tais como ninhidrina, cloreto de estanho 

II, etilenoglicol e uso de atmosfera de nitrogênio (STARCHER, 2001). 

 

5.5.1 Ensaios preliminares de acessibilidade enzimática do substrato 
 

A primeira parte dos estudos de hidrólise enzimática consistiu em realizar 

ensaios preliminares seguindo a norma NREL/TP 5100-63351 (RESCH et al., 

2015), que avalia a acessibilidade do substrato e a eficiência do pré-tratamento 

por meio de uma hidrólise enzimática em baixo teor de sólidos totais e alta carga 

enzimática. Essas reações foram realizadas nas mesmas condições estudadas 

por Resch et al. (2015), baseadas em um teor de sólidos totais de 2% e no uso 
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de 60 FPU g-1 de glucanas do complexo enzimático Cellic CTec3. Os resultados 

para a liberação de glucose e xilose no meio estão mostrados nos perfis cinéticos 

da FIGURA 24. 

 

 

 
FIGURA 24 - RENDIMENTO EM (A) GLUCOSE E (B) XILOSE A PARTIR DA HIDRÓLISE 

ENZIMÁTICA DO BAGAÇO PRÉ-TRATADO EMPREGANDO 60 FPU g-1 DE GLUCANA DE 
CELLIC CTec3 A 150 rpm POR 96 h. FONTE: O Autor (2021). 

 
A análise dos gráficos revela que o substrato foi bastante acessível à ação 

das enzimas. A FIGURA 24A mostra que houve hidrólise total das glucanas 

presentes no bagaço pré-tratado a vapor e isso se deve à boa acessibilidade 

química do substrato e à excelente atividade celulásica do complexo enzimático 

utilizado. Já a FIGURA 24B mostra que as enzimas não foram capazes de 

hidrolisar a totalidade das xilanas presentes no substrato e isso se deve 

provavelmente ao seu baixo teor de hemiceluloses (menos que 2%) e, também, 

(A)  

(B) 
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ao tipo e distribuição das hemiceluloses que sobreviveram ao pré-tratamento. 

Esse fato poderia ser minimizado com a adição prévia de um complexo 

enzimático que tenha alta atividade hemicelulásica, como seria o caso da enzima 

Cellic HTec3. 

Uma vez caraterizada a alta acessibilidade do substrato, o próximo passo 

foi a realização de um planejamento experimental para analisar os rendimentos 

de hidrólise.  

 

5.5.2 Pré-otimização das reações de hidrólise enzimática  
 

A pré-otimização das reações de hidrólise enzimática foi realizada 

conforme o planejamento experimental apresentado na TABELA 9. Os 

resultados de 48 h de hidrólise foram registrados como função resposta para o 

planejamento.  

 
TABELA 9 – CONCENTRAÇÕES DE GLUCOSE E XILOSE (g L-1) OBTIDAS A PARTIR DO 
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE HIDRÓLISE ENZIMÁTICA EMPREGANDO 48 h DE 
REAÇÃO. 

Exp. 

Variáveis Resultados para 48 h de reação 

Sólidos totais 

(% ST) 

Enzima (FPU 

g-1 glucana) 
Agitação (rpm) Glucose (g L-1) Xilose (g L-1) 

 Código Valor Código Valor Código Valor Real Predito Real Predito 

1 -1 5 -1 8 0 150 2,9 3,3 0,2 0,4 

2 -1 5 1 40 0 150 32,1 26,8 0,8 0,8 

3 0 12,5 -1 8 0 150 51,1 64,4 2,7 2,8 

4 1 20 1 40 0 150 76,4 88,9 2,9 2,8 

5 1 20 -1 8 -1 100 41,4 45,3 2,3 2,3 

6 0 12,5 1 40 -1 100 41,9 45,3 1,3 1,6 

7 0 12,5 -1 8 1 200 36,3 47,3 2,3 2,3 

8 0 12,5 1 40 1 200 68,9 76,0 2,8 2,8 

9 -1 5 -0 24 -1 100 28,6 32,0 1,0 0,9 

10 1 20 0 24 -1 100 72,1 82,4 3,2 3,3 

11 -1 5 0 24 1 200 29,0 30,3 1,2 1,4 

12 1 20 0 24 1 200 84,3 92,4 3,2 3,4 

13 0 12,5 0 24 0 150 54,5 62,7 2,3 2,4 

14 0 12,5 0 24 0 150 56,3 62,3 2,3 2,3 

15 0 12,5 0 24 0 150 57,7 65,5 2,4 2,3 

FONTE: O Autor (2021). 
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O rendimento de glucanas em glucose (g L-1) após 48 h de hidrólise 

enzimática foi escolhida como resposta devido a uma escolha de tempo reduzido 

para avaliação dos resultados e comparação entre os valores reais e preditos. 

Além disso, segundo Arantes e Saddler (2011), a velocidade é maior até este 

estágio e, a partir de então, uma diminuição expressiva é observada devido à 

maior recalcitrância da celulose remanescente. Estes mesmos autores 

relataram, por meio de uma análise técnico-econômica, que longos períodos de 

hidrólise acarretam em significativos aumentos no custo operacional do 

processo. 

Os resultados obtidos para os experimentos de 48 h de hidrólise foram 

então submetidos à análise de variância, que se encontra mostrada na TABELA 

10. O bom ajuste do modelo foi confirmado pelos valores de F para regressão e 

resíduos, bem como pelos altos valores de R2 explicado (0,967) e de 

porcentagem máxima de variância explicável (0,988) para a resposta de 

conversão em g L-1. Isto significa que 96,7% da variância foi explicada pelo 

modelo proposto para a conversão em glucose, garantindo-lhes uma boa 

previsibilidade. A Equação 20 representa o modelo quadrático que proporcionou 

melhor ajuste das concentrações de glucose obtidas em 48 h de hidrólise. 

 
TABELA 10 - PARÂMETROS ESTATÍSTICOS OBTIDOS POR ANÁLISE DE VARIÂNCIA 
(ANOVA) DOS RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 
BOX-BEHNKEN, UTILIZANDO OS RENDIMENTOS DE 48 h DE HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 
COMO FUNÇÃO RESPOSTA. 

Fonte SQ GL MQ F Ftab 

Regressão 6499,9 9 722,2 46,1 4,8 

Resíduos 78,4 5 15,7   

Falta de ajuste 73,0 3 24,3 9,2 19,2 

Erro puro 5,3 2 2,7   

R2 = 0,9943; %Var = 0,9981 

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados; F: distribuição de 
Fischer encontrada; Ftab: distribuição de Fischer tabelada. 

FONTE: O Autor (2021). 
 

= 56,14+10,94a+23,90b+4,32c-1,03ab+8,02ac+2,29bc-10,92a2-4,56b2+1,89c2  Eq. 20 

 

O modelo feito com base no planejamento experimental apresentou 

pequena falta de ajuste frente a um nível de confiança de 95%, o que pode ser 
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observado pelo gráfico de correlação entre valores observados e valores 

preditos que se encontra registrado na FIGURA 25. 
 

 
FIGURA 25 - GRÁFICOS DE VALORES OBSERVADOS VS. VALORES PREDITOS EM 

GLUCOSE LIBERADA EM g L-1 DOS RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DO 
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL BOX-BEHNKEN, UTILIZANDO OS RENDIMENTOS DE 

48 h EM GLUCOSE (g L-1) AO LONGO DA HIDRÓLISE ENZIMÁTICA COMO FUNÇÃO 
RESPOSTA. FONTE: O Autor (2021). 

  

As concentrações de glucose obtidas para hidrólise com 5,0 FPU g-1 de 

glucanas a 12% de sólidos totais foram baixas, sugerindo que nesses casos a 

relação enzima/substrato estava aquém do necessário para gerar bons 

rendimentos de hidrólise. Por outro lado, a agitação, dentro do espaço amostral 

empregado na execução do planejamento fatorial, não apresentou influência 

sobre os resultados de hidrólise enzimática. 

Idealmente, uma condição reacional de hidrólise deve apresentar alta 

concentração de açúcares no final da reação. Esses objetivos são satisfeitos 

com o emprego de pelo menos 32,0 FPU g-1 de glucanas para teores de sólidos 

totais acima de 15%. Por exemplo, o experimento 12 revelou alta concentração 

de açúcares após 48 h, alcançando aproximadamente 90 g L-1 de glucose. De 

acordo com Galbe e Zacchi (2007), esta concentração já é suficiente para tornar 

economicamente viável a destilação do etanol após a etapa de fermentação. A 

análise estatística mostrou que o modelo foi capaz de representar esses dados 

experimentais e a análise visual da cinética de hidrólise também evidencia que, 

para essas condições, os valores preditos ficaram próximos dos valores 

experimentais (FIGURA 25). 
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O gráfico de Pareto da FIGURA 26 mostra o significado estatístico das 

diferentes variáveis do processo e suas interações primárias e secundárias. As 

variáveis que apresentaram maior influência positiva sobre a conversão em 

glucose (g L-1) foram o teor de sólidos totais e a carga enzimática. A interação 

entre as variáveis quadráticas relativas ao teor de sólidos totais e à carga 

enzimática também apresentou uma influência positiva (11,23 p.p.), indicando 

que ao aumentar os dois parâmetros concomitantemente, a conversão em 

glucose é favorecida. Ainda, as componentes linear e quadrática da agitação e 

a interação das variáveis agitação e teor de sólidos totais favoreceram os 

resultados de conversão. As demais variáveis e suas interações mostraram 

influências inferiores a 7 p.p..  

 

 
Legenda: ST, sólidos totais (% m m-1); EN, carga enzimática (FPU g-1 de 

glucanas); AG, agitação (rpm); Q, termo quadrático; L, termo linear. 
 

FIGURA 26 - DIAGRAMA DE PARETO PARA OS RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DA 
REALIZAÇÃO DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 

EMPREGANDO 48 h DE REAÇÃO. FONTE: O Autor (2021). 
 

5.5.3 Modelagem cinética da hidrólise enzimática 
 

Após a realização do planejamento experimental, alguns experimentos 

foram repetidos para buscar o objetivo de realizar a modelagem matemática para 

a hidrólise enzimática para altos teores de sólidos totais. As equações utilizadas 

nessa modelagem foram propostas por Godoy et al. (2019). Por meio da 
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utilização dos parâmetros desse modelo com os dados coletados no presente 

trabalho, as curvas de cinética de hidrólise enzimática foram apresentadas na 

FIGURA 27. Observa-se que o modelo cinético com os parâmetros apresentados 

por Godoy et al. (2019) não foi capaz de representar de forma adequada o 

comportamento da reação de hidrólise do bagaço pré-tratado por explosão a 

vapor, principalmente nas condições de maior concentração de sólidos totais. 

Tal resultado foi atribuído à existência do efeito de sólidos, que é associado a 

limitações de transferência de massa e à inibição enzimática pelo acúmulo do 

produto. Além disso, outra causa para os parâmetros não representarem bem os 

dados está nas equações apresentadas. Como se percebe no modelo, há 

apenas uma equação que representa a taxa de reação de conversão de 

glucanas para glucose (Equação 14). Isso evidencia que não houve 

consideração para a conversão de glucanas para celobiose ou mesmo de 

celobiose para glucose, além da inibição que esses componentes podem causar 

durante a reação. A ausência de equações como essas impacta diretamente no 

balanço de massa, que é feito por meio das Equações 12 e 13, cujas equações 

diferenciais indicam a conversão de celulose em glucose ao longo do tempo na 

reação. Isso poderia ser então corrigido com a adição de outros parâmetros e 

das taxas de conversão com as respectivas inibições. 

As FIGURAS 27A e 27B revelam que cargas enzimáticas de 8 e 24 FPU 

g-1 glucana e alto teor de sólidos resultaram em baixos rendimentos de hidrólise. 

Isso é explicado principalmente pelo fenômeno denominado efeito de sólidos, 

em que a grande quantidade de sólidos inseridos no meio reacional dificulta a 

transferência de massa prejudicando o rendimento final.  Além disso, nessas 

reações também existem grande quantidade de lignina presente no substrato 

utilizado, com valor médio de 33% (TABELA 6), que pode agir como uma barreira 

estérica para a ação das enzimas e ainda promover a adsorção não produtiva 

das celulases através de interações hidrofóbicas. Esse problema poderia ser 

também resolvido com a inserção de parâmetros que pudessem avaliar a 

adsorção e a inibição associadas à presença de lignina no meio de reação. Por 

exemplo, no modelo apresentado de Kadam et al. (2004), houve a inserção de 

uma isoterma de Langmuir (Equação 2) que tem por objetivo verificar a adsorção 

da enzima sobre o substrato e, nesse caso, houve a comprovação de que parte 
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das enzimas encontravam-se adsorvidas na lignina. Já o modelo utilizado por 

Godoy et al. (2019) desconsidera esse fenômeno. 

 
FIGURA 27 - COMPARAÇÃO ENTRE OS VALORES EXPERIMENTAIS E CALCULADOS 

PELO MODELO USANDO OS PARÂMETROS CINÉTICOS APRESENTADOS POR GODOY 
et al. (2019) PARA A HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DO BAGAÇO EXPLODIDO A VAPOR EM 

DIFERENTES CONDIÇÕES: (A) 8 FPU g-1 glucana; (B) 24 FPU g-1 glucana E (C) 40 FPU g-1 
glucana. FONTE: O Autor (2021). 

 

Devido aos resultados apresentados na FIGURA 27, uma nova estimativa 

dos parâmetros foi feita usando-se as condições reacionais de 8 FPU g-1 glucana 

e 5% sólidos, 40 FPU g-1 glucana e 5% sólidos, 40 FPU g-1 glucana e 20% 

sólidos, 24 FPU g-1 glucana e 12,5% sólidos e os novos valores encontram-se 

registrados na TABELA 11, em comparação com os valores apresentados por 

Godoy et al. (2019). 

Os parâmetros ajustáveis no modelo de Godoy et al. (2019) são k, KM, 

, a e n. As constantes de reação (k) e de inibição para a glucose ( ) levaram 

a um impacto positivo nos rendimentos de hidrólise. Já a constante de saturação 

de glucanas (KM) e os parâmetros a e n, quando aumentaram, levaram a um 

(A)  (B) 

(C) Legenda: 
  5% de sólidos; 
 12,5 % de sólidos; 
  20% de sólidos. 
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efeito negativo sobre o resultado da reação. A previsão do comportamento 

cinético da reação foi bastante influenciada pelo parâmetro n, indicando que o 

aumento da concentração de glucose no meio compromete a atuação das 

enzimas, caracterizando a inibição retroativa ou pelo acúmulo de produto. Além 

disso, Godoy et al. (2019) empregaram a enzima comercial Cellic CTec2, cuja 

atividade celulásica total e teor de proteína foram de 112,65 FPU mL-1 e 74,63 

mg mL-1, respectivamente. Já para o trabalho atual, a enzima utilizada foi a Cellic 

CTec3, cuja atividade enzimática e teor de proteína correspondem a 225 FPU 

mL-1 e 252,3 mg mL-1, respectivamente, utilizando os mesmos métodos de 

medição. 

 
TABELA 11 - VALORES ESTIMADOS NESSE TRABALHO DE ACORDO COM O MODELO 
MATEMÁTICO UTILIZADO EM COMPARAÇÃO COM OS RESULTADOS ENCONTRADOS 
POR GODOY et al. (2019).  

Parâmetro 
Valor estimado nesse 

trabalho 

Valor estimado por Godoy 

et al. (2019) 

k (h-1) 1,7974 4,367 

KM (g L-1) 1,6663 x 10-2 0,018 

KI,G (g L-1) 1,3575 x 10-2 8,300 x 10-3 

a 1,8825 x 10-3 0,100 

n 2,4717 1,557 

RMSD (g L-1) 5,8 7,9 

k: constante da reação (h-1); 
KM: constante de saturação de glucanas; 
KI,G: constante de inibição para a glucose; 
a: parâmetro com dimensões (g L-1) (1-n); 
n: parâmetro adimensional. 

FONTE: O Autor (2021). 
 

Os parâmetros que sofreram maior ajuste (TABELA 10) foram a 

constante cinética e o parâmetro adimensional n. Esse último, de acordo com a 

Equação 11, tem a capacidade de influenciar a constante de inibição de forma 

exponencial durante a modelagem matemática. O modelo simplificado proposto 

por Godoy et al. (2019), cujos parâmetros estão na (TABELA 10), considera que 

a inibição é devida apenas ao acúmulo da glucose, mas sabe-se que presença 

de celobiose pode exercer um poder inibitório ainda maior sobre as celulases, o 

que nos permite comcluir que um parâmetro para esse efeito também deveria 
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existir no modelo. Tal parâmetro foi considerado no modelo desenvolvido por 

Kadam et al. (2004), pois as Equações 3 e 4 se referem à conversão de glucanas 

em celobiose e glucose, respectivamente, com a presença do fator de inibição 

de celobiose considerado em ambos os casos. Kadam et al. (2004) 

demonstraram que a inibição retroativa, ou seja, pelo acúmulo dos produtos de 

reação no meio, é alta para tempos acima de 48 h de reação e dessa forma a 

inserção de um parâmetro relativo a essa inibição seria importante para 

situações em que o tempo de incubação fosse mais longo. No entanto, deve-se 

ressaltar que o acúmulo de celobiose depende intrinsecamente da quantidade 

de atividade -glucosidásica na preparação enzimática utilizada para a hidrólise, 

atividade essa muito alta no caso da enzima Cellic CTec3. 

 

5.5.3.1 Validação do modelo matemático 

 

Após o reajuste e a apresentação dos novos parâmetros do modelo 

cinético, novas simulações foram realizadas paralelamente à validação do 

modelo, conforme apresentado na FIGURA 28.  

A validação do modelo foi realizada com condições experimentais 

diferentes daquelas utilizadas para o ajuste dos parâmetros relatados na 

TABELA 11. A FIGURA 28 mostra a qualidade dos ajustes, inclusive para 

bateladas com altos teores de sólidos (vide curvas de linha preta). Vale também 

ressaltar que o erro quadrático médio (RMSD) obtido (5,9 g L-1) foi menor do que 

o apresentado por Godoy et al. (2019). 

 

5.5.3.2 Simulações das reações em batelada alimentada 

 

Após construção, ajuste e validação do modelo para hidrólise enzimática 

em batelada, os mesmos parâmetros foram usados para realizar a modelagem 

em regime de batelada alimentada, com alimentações intermitentes de 

substrato. Foram realizadas diferentes condições para avaliar a adição de 

sólidos e a adição de carga enzimática ao longo de 96 h de reação. O 

planejamento desses experimentos encontra-se na TABELA 12 e os resultados 

foram representados graficamente na FIGURA 29. 
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FIGURA 28 – COMPARAÇÃO ENTRE OS VALORES EXPERIMENTAIS E CALCULADOS 
PELO MODELO USANDO OS PARÂMETROS CINÉTICOS AJUSTADOS NO PRESENTE 
TRABALHO PARA A HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DO BAGAÇO EXPLODIDO A VAPOR EM 

DIFERENTES CONDIÇÕES: (A) 8 FPU g-1 glucana; (B) 24 FPU g-1 glucana E (C) 40 FPU g-1 
glucana. FONTE: O Autor (2021). 

 

As reações A, B e C da TABELA 12 tiveram cargas iniciais de sólidos de 

10%, seguidas da adição de mais 20% divididos em partes iguais em 6, 9, 12 e 

24 h de reação, totalizando 30% de sólidos totais. Os melhores rendimentos 

foram encontrados nas reações A e C, em que a concentração final chegou 

próxima de 92 g L-1 para carga inicial de sólidos totais de 10% e carga enzimática 

total de 24 FPU g-1 glucana. A única diferença entre estas condições 

experimentais foi o critério de adição de enzimas ao longo do processo: na 

reação A toda a enzima foi adicionada de uma única vez no início da reação, 

enquanto na reação C esta mesma carga enzimática foi dividida em duas partes 

iguais que foram adicionadas no início e após 9 h de reação. 

(A) 

(C) 

(B) 

Legenda: 
  5% de sólidos; 
 12,5 % de sólidos; 
  20% de sólidos. 
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FIGURA 29 - CINÉTICA DA HIDRÓLISE ENZIMÁTICA EM BATELADA ALIMENTADA DO 

BAGAÇO PRÉ-TRATADO A VAPOR. SÍMBOLOS REPRESENTAM OS VALORES 
EXPERIMENTAIS DA CONCENTRAÇÃO DE GLUCOSE E AS LINHAS REPRESENTAM OS 

VALORES SIMULADOS. FONTE: O Autor (2021). 
 

Os perfis de hidrólise obtidos demonstram que a adição total de enzima 

(24 FPU g-1 de glucana) logo no início da reação permitiu atingir em torno de 30 

g L-1 de glucose em 6 h de reação (reação A), enquanto na reação C, desse 

mesmo tempo, a concentração de glucose foi de apenas 20 g L-1. Os dados 

experimentais apresentaram a mesma tendência em outros tempos de reação, 

como, por exemplo, em 24 h, quando a concentração de glucose foi de 50 g L-1 

Reação A, Tabela 12 Reação B, Tabela 12 

Reação C, Tabela 12 Reação D, Tabela 12 

Reação E, Tabela 12 
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para a reação C e de 50 g L-1 para a reação A. Apesar destas diferenças, os 

consumos de glucanas (celulose) após 96 h de hidrólise foram similares, porém, 

o modelo foi claramente mais preditivo para a reação A, em que a totalidade da 

enzima foi adicionada no início (FIGURA 29A e 29C).  

A Reação B apresentou a adição tanto de substrato como de enzima em 

6, 9 12 e 24 h de reação, com teor inicial de sólidos de 10% e carga enzimática 

inicial de 24 FPU g-1 glucana. Essa adição de enzima, na proporção de 10% do 

valor inicial nos tempos de 9, 12 e 24 h (TABELA 12), foi feita com o intuito de 

avaliar a eventual perda de atividade catalítica ao longo do processo. Percebe-

se na FIGURA 29B e nos dados da TABELA 12 que a inserção de quantidades 

adicionais de enzima aumentou consideravelmente o rendimento de hidrólise em 

tempos de 24 h. Porém, não houve mudança substancial nos rendimentos finais 

de hidrólise (96 h de reação), demonstrando que, nestas condições, a uso de 

cargas enzimáticas adicionais só seria vantajoso para menores tempos de 

reação.  

A reação C pode ser comparada ao experimento 12 do planejamento 

experimental (TABELA 9), que foi realizado em condições similares e produziu 

de 84,3 g L-1 de glucose, porém, sem a adição de carga enzimática 

complementares. Esse rendimento foi o melhor rendimento do planejamento 

fatorial, que utilizou a carga máxima de sólidos para a estratégia de reação em 

batelada (20%). Portanto, concluiu-se que as condições de batelada alimentada 

empregadas nesse experimento terial a capacidade de aumentar a conversão 

de glucanas em pelo menos 17%. 

Nas reações D e E da TABELA 12, a carga de sólidos foi adicionada de 

uma única vez, no início da reação, enquanto diferentes cargas enzimáticas 

foram adicionadas ao longo do tempo. A reação D iniciou com uma carga de 

20% de sólidos com a adição de 10% da carga inicial de enzima nos tempos de 

9, 12 e 24 h. Apesar de começar com uma grande carga de sólidos, o rendimento 

final de hidrólise foi baixo, produzindo apenas 76,31 g L-1 de glucose. Essa 

reação mostrou que a adição de sólidos de uma única vez resulta em valores 

menores de conversão de glucanas, mesmo com a adição de enzimas ao longo 

da reação, evidenciando problemas relacionados à transferência de massa e 

energia (efeito de sólidos), como já relatado por outros autores (CHEN et al., 

2007; LIU et al., 2015; GODOY et al., 2019). 
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A reação D pode ser comparada ao experimento 12 do planejamento 

experimental (TABELA 8), que foi realizado em condições semelhantes e 

apresentou a produção de 84,3 g L-1 de glucose, porém, sem a adição de cargas 

enzimáticas adicionais. Assim, em primeira análise, pode-se concluir que o uso 

de cargas enzimáticas não aumentou o rendimento da reação de hidrólise. No 

entanto, a adição de cargas adicionais de enzima gerou um efeito de diluição, já 

que a enzima foi pré-condicionada em tampão acetato antes de ser transferida 

para o meio de reação.  

Uma forma de avaliar a influência da diluição é por meio da análise do 

rendimento expresso em massa, conforme demonstrado na FIGURA 30. No 

entanto, esse exercício foi apenas realizado para as reações B e C da TABELA 

12 porque, na reação B, houve tanto adição de substrato quanto de enzima 

(TABELA 12) e o volume final atingiu cerca de 186 mL, enquanto na reação C 

houve apenas uma única adição de enzima e o volume final atingiu cerca de 166 

mL, sempre levando em conta o teor de umidade do substrato e o volume de 

adição da enzima. Assim, apesar do volume final ter sido maior para a reação B, 

os resultados destas duas reações (cerca de 16 g de glucose em 96 h de reação) 

foram muito próximos quando expressos em rendimento mássico. Portanto, esse 

resultado mostra que o uso de cargas adicionais de enzima não foi capaz de 

aumentar o rendimento mássico de glucose em 96 h de reação. Dessa forma, o 

aumento da carga de enzimas adicionada ao meio só encarece o procedimento 

de hidrólise sem acarretar aumentos expressivos do rendimento da reação, 

provavelmente devido ao acúmulo de lignina no meio e a consequente perda de 

atividades enzimáticas essenciais por fenômenos de adsorção. 

Da mesma forma que na reação D, a reação E demonstrou que adição de 

carga enzimática ao longo do tempo não contribuiu para o aumento da conversão 

final de glucose (FIGURA 29E). Essa reação teve início com a carga de sólidos 

de 12,5% e carga enzimática de 24 FPU g-1 de glucanas, com uso adicional de 

10% desse valor inicial (ou seja, de 2,4 FPU g-1) nos tempos de 9, 12 e 14 h de 

hidrólise. A reação E pode então ser comparada aos experimentos 13 a 15 do 

planejamento experimental da TABELA 8, que produziram concentrações de 

glucose muito semelhantes (em torno de 55 g L-1) sem o emprego de cargas 

enzimáticas adicionais durante a reação de hidrólise. 

 



105 
 

 
 

 
FIGURA 30 – ANÁLISE DO RENDIMENTO EXPRESSO EM MASSA DE EQUIVALENTE DE 

GLUCOSE EM GRAMAS PELO TEMPO DE REAÇÃO. FONTE: O Autor (2021). 
 

De todas os experimentos realizados em batelada alimentada, a reação A 

foi a mais próxima às condições normalmente descritas na literatura, em que 

apenas o substrato é adicionado em etapas e, para esse sistema, os dados 

experimentais foram muito próximos aos valores simulados no modelo. No 

entanto, a falta de ajuste para outras condições experimentais revela que o 

modelo empregado ainda é muito simplificado para descrever todos os 

fenômenos envolvidos ao longo do processo de hidrólise enzimática em alto teor 

de sólidos totais, particularmente quando essa é realizada em regime de 

batelada alimentada. 

Os rendimentos mássicos de hidrólise da FIGURA 30 também foram 

calculados e expressos em relação à massa de glucanas adicionada ao meio de 

reação, durante o experimento de batelada alimentada. Tais cálculos também 

foram realizados apenas para as reações B e C da TABELA 11 e os resultados 

encontram-se registrados na FIGURA 31. Percebe-se, em ambos os casos, 

rendimentos teóricos de 80% foram atingidos ao fim de 96 h de hidrólise, apesar 

da carga de sólidos ter atingido 30% usando a estratégia de batelada alimentada 

com a carga total de enzimas dividida e adicionada em tempos diferentes de 

reação.  

A aplicação do modelo simplificado de Godoy et al. (2019) aos seus dados 

experimentais mostrou-se adequada e preditiva, com todos os parâmetros sendo 

significativos a um nível de confiança de 95%. Porém, o modelo proposto para 

reações em batelada não foi robusto o suficiente para ajustar os dados 

experimentais gerados no presente trabalho, exigindo, com isso, o reajuste de 

Reação B, TABELA 12 Reação, TABELA 12 
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todos os parâmetros nele envolvidos. Várias razões podem ser elencadas para 

justificar essa observação experimental, sendo que as mais imediatas estariam 

relacionadas ao substrato e às enzimas utilizadas nesses estudos. Apesar de 

Godoy et al. (2019) também terem utilizado bagaço de cana explodido a vapor, 

as condições experimentais de pré-tratamento foram diferentes, gerando 

substratos com diferentes composições químicas e suscetibilidades à hidrólise 

enzimática. Por outro lado, Godoy et al. (2019) empregaram Cellic CTec2 em 

seus ensaios de hidrólise, enquanto o presente trabalho foi baseado no uso de 

uma enzima de maior atividade e melhor desempenho de hidrólise (Cellic 

CTec3). Portanto, estima-se que a inserção de novos parâmetros no modelo, 

que levem em consideração propriedades das enzimas empregadas, como teor 

proteico, atividade celulásica total e presença de atividades auxiliares em sua 

composição, possa facilitar a comparação entre esses dois projetos de 

investigação (Nwamba et al. 2021). Além disso, vale ressaltar que a inserção de 

um parâmetro inibitório em relação ao acúmulo de celobiose no meio não foi 

considerado em ambos os estudos porque a atividade -glucosidásica das duas 

enzimas (Cellic CTec2 e Cellic CTec3) é muito alta. Assim, tal argumento seria 

ainda mais válido para o presente estudo, porque tal atividade -glucosidásica 

da Cellic CTec3 é muito superior à observada na Cellic CTec2. 

 

 
FIGURA 31 – RENDIMENTO DE GLUCOSE EM RELAÇÃO AO TEOR DE GLUCANAS 

PRESENTE NO MEIO EM CADA TEMPO DE REAÇÃO. FONTE: O Autor (2021). 
 

 

Reação B, TABELA 12 
Experimento controle 

Reação C, TABELA 12 
Experimento controle 
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6 CONCLUSÃO 
 

O pré-tratamento por explosão a vapor do bagaço de cana-de-açúcar produziu 

um material bastante uniforme para a realização dos experimentos de hidrólise 

enzimática, com teor de glucanas próximo de 55% e alta suscetibilidade à hidrólise 

enzimática. Além disso, o balanço mássico do pré-tratamento mostrou recuperação de 

glucanas e de lignina acima de 90%, além de recuperação de xilanas próxima de 70%. 

Os ensaios de hidrólise enzimática mostraram que o melhor resultado de hidrólise foi 

atingido com 20% de sólidos e 24 FPU g-1 glucana, com liberação de aproximadamente 

84 g L-1 de glucose. No entanto, a condição de batelada alimentada com carga final de 

30% de sólidos e 24 FPU g-1 glucana alcançou um resultado próximo de 91 g L-1 de 

glucose. Portanto, a estratégia de batelada alimentada para a reação de hidrólise 

enzimática do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado a vapor resultou em um aumento 

de pelo menos 10% na conversão de glucanas em glucose. 

O modelo cinético baseado nos parâmetros apresentados por Godoy et al. 

(2019) não foi capaz de se ajustar aos dados experimentais obtidos nesse trabalho e de 

representar de forma adequada o comportamento cinético da reação de hidrólise em 

regime de batelada do bagaço pré-tratado por explosão a vapor, principalmente nas 

condições de maior concentração de sólidos totais (acima de 12,5% de sólidos). O 

modelo não se ajustou devido ao substrato diferente e ao complexo enzimático, mas 

também devido à simplicidade das equações utilizadas. No caso desse trabalho, os 

parâmetros do modelo de Godoy et al. (2019) foram reajustados e em seguida ele foi 

validado. Esse modelo validado para o regime de batelada com os novos parâmetros foi 

utilizado para simulação do regime em batelada alimentada e foi capaz de prever os 

resultados nesse regime de operação. 
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