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PRODUÇÃO BIOTECNOLÓGICA DE ETANOL A PARTIR DAS FRAÇÕES CELULÓSICA 

E HEMICELULÓSICA DO BAGAÇO DE SORGO SACARINO 

 

RESUMO 

O etanol é considerado uma alternativa promissora aos combustíveis fósseis, o que implica 
no aumento do consumo deste biocombustível. Para suprir essa demanda, pesquisas têm 
sido realizadas com matérias primas alternativas para complementar a produção de etanol 
de primeira geração. No Brasil, o sorgo sacarino está sendo estudado para ampliação do 
setor sucroenergético por ter crescimento rápido e possibilidade de cultivo na entressafra da 
cana-de-açúcar. Porém, durante o processamento do sorgo sacarino ocorre a geração do 
bagaço como material excedente, que é constituído principalmente por celulose e 
hemicelulose, e que pode ser considerado matéria-prima em potencial para bioprocessos. 
Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar o aproveitamento dos açúcares das frações 
hemicelulósica e celulósica do bagaço de sorgo sacarino para produção de etanol de 
segunda geração por leveduras fermentadoras de pentoses e hexoses, respectivamente. 
Após a caracterização química do bagaço de sorgo, este foi avaliado através de estudo de 
delineamento composto central (DCC) e superfície de resposta à hidrólise ácida branda com 
variações na temperatura (111; 115 e 121 °C), tempo (40; 50 e 60 min) e concentração de 
ácido sulfúrico (0,75; 1,25 e 1,75% m/v) a fim de encontrar a condição que propiciasse altas 
concentrações de açúcares e menores de compostos tóxicos no hidrolisado hemicelulósico. 
Após o hidrolisado ser concentrado e destoxificado, seguiu para fermentação pela levedura 
Schefferosomyces stipitis em biorreator a 30 °C, com kLa de 4,9 h-1, pH 5,5 e volume de 4,5 
litros. A biomassa sólida (celulignina) resultante do tratamento ácido foi submetida à 
avaliação da porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina e seguiu para estudo da 
deslignificação com variação na concentração de NaOH (1; 2,5 e 4%) e tempo (20, 40 e 60 
min). Após tratamento com a melhor condição de remoção da lignina, a biomassa foi 
submetida à hidrólise enzimática com variação na concentração de celulase NS22086 (15; 
20 e 25 FPU/g) e de β-glicosidase NS22118 (1/3 a 2/3) e temperatura (38; 41 e 44 °C), a fim 
de obter as melhores taxas de sacarificação e altas concentrações de glicose. A produção 
de etanol a partir da fração celulósica foi então realizada com Kluyveromyces marxianus 
durante sacarificação simultânea à fermentação (SSF) em três diferentes temperaturas (38; 
41 e 44 °C) de incubação. A composição química do bagaço variou entre 22-26% de lignina, 
30-32% de hemicelulose e 32-37% de celulose. A concentração de ácido sulfúrico foi o fator 
que teve maior influência na formação de açúcares e hidrólise da hemicelulose e a condição 
que resultou na maior concentração de açúcares (14,22 g/L de xilose e 2,42 g/L de glicose) 
foi 1,75% de H2SO4, 40 minutos a 121 °C. Essa mesma condição apresentou baixas 
quantidades de compostos tóxicos (1,34 g/L de ácido acético, 0,90 g/L de fenólicos; 124,54 
mg/L de hidroximetilfurfural e 978 mg/L de furfural). A produção de etanol por S. stiptis no 
hidrolisado hemicelulósico resultou em uma concentração de 22 g/L de etanol, Yp/s de 0,40 
g/g; Yx/s de 0,28 g/g e Qp de 0,34 g/L.h-1. No estudo de deslignificação da celulignina foi 
verificado que 2,5% de NaOH, 121 0C por 60 minutos foi a melhor condição na remoção de 
lignina (68%). Durante a hidrólise enzimática da porção celulósica foi verificado que o 
aumento da concentração da celulase de 15 para 25 FPU/g resultou na maior concentração 
de glicose. Além disso, o aumento da β-glicosidase diminui o tempo de hidrólise e o 
aumento da temperatura favoreceu o processo de sacarificação da celulose. A sacarificação 
simultânea à fermentação com K. marxianus demonstrou ser afetada pela temperatura 
estudada e a máxima concentração de etanol foi alcançada (9,41 g/L) com 72 horas a 41 °C. 
Com esses resultados, é possível considerar que o bagaço do sorgo sacarino é uma matéria 
prima promissora na produção de etanol de segunda geração tanto a partir da hemicelulose 
como de celulose. 
 
Palavras-chave: Bioetanol; Schefferosomyces stipitis, Kluyveromyces marxianus, SSF. 
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BIOTECHNOLOGY FOR PRODUCTION OF ETHANOL FROM FRACTION OF 

CELLULOSIC AND HEMICELLULOSIC SWEET SORGHUM 

 

ABSTRACT 

Ethanol is considered a promising alternative to fossil fuels and causes less environmental 
impact, which implies an increase in the consumption of biofuel. To meet this demand, 
research has been conducted with alternative raw materials to complement the production of 
first generation ethanol. In Brazil, sweet sorghum is being studied for the expansion of 
sugarcane industry due to its rapid growth and the possibility of cultivating it during the 
season-cropping of sugarcane. However, during processing of sweet sorghum for ethanol 
production, generation of bagasse occurs, a material composed primarily of cellulose and 
hemicellulose, which can be considered a potential source of feedstock for bioprocesses. 
Therefore, the purpose of this study was the use of the sugars from the hemicellulose and 
the cellulosic fractions of the sweet sorghum bagasse, for the production of second 
generation ethanol by pentoses and hexoses fermentation yeasts, respectively. After 
chemical characterization of sorghum bagasse of six cultivars, they were subjected to mild 
acid hydrolysis with variations in temperature (111; 115 °C and 121), time (40, 50, and 60 
min) and concentration of sulfuric acid (075; 1.25 and 1.75% w/v) using a central composite 
design (DCC) and response surface to find the condition that is conducive to high 
concentrations of sugars and less toxic compounds in the hemicellulosic hydrolysate. After 
the hydrolysate was concentrated and detoxified, it was submitted to fermentation by the 
yeast Schefferosomyces stipitis in a bioreactor at 30 °C, with kLa 4.9 h-1, pH 5.5 and volume 
of 4.5 liters. The solid biomass (cellulignin) that resulted from the acid treatment was 
submitted to evaluation of the percentage of cellulose, hemicellulose and lignin and then to 
studies with variation in the concentration of NaOH (1; 2.5 to 4%) and time (20, 40 and 60 
min). After the treatment with the best condition of removal of lignin, cellulosic biomass was 
subjected to enzymatic hydrolysis with variation in the concentration of cellulase NS22086 
(15, 20 and 25 FPU/g) and β-glucosidase NS22118 (1/3 to 2/3) and temperature of 38; 41 to 
44 °C, in order to obtain the best saccharification rates and high glucose concentrations. The 
production of ethanol from the cellulosic fraction was then carried out with Kluyveromyces 
marxianus, during simultaneous saccharification and fermentation (SSF) at three different 
temperatures (38, 41 and 44 °C) for fermentation. The chemical composition between 
different varieties studied was similar and varied from 22-26% of lignin, from 30-32% of 
hemicellulose and 32-37% of cellulose. In the study of the hydrolysis conditions of 
hemicellulose, it was found that the acid concentration was the most important factor, and 
the condition that resulted in the highest concentration of sugars (14.22 g/L xylose and 2.42 
g/L glucose) was 1.75% H2SO4, 40 minutes and 121 °C. This same condition showed low 
quantities of toxic compounds (1.34 g/L of acetic acid, 0.90 g/L of phenol; 124.54 mg/L of 
hydroxymethylfurfural and 978 mg/L furfural). The production of ethanol by S. stiptis in the 
hemicellulosic hydrolysate resulted in a concentration of 22 g/L ethanol, Yp/s of 0.40 g/g; Yx/s 
0.28 g/g and Qp of 0.34 g/L.h-1. For the study of cellulignin delignification it was found that 
2.5% NaOH for 60 minutes was the best condition for the removal of lignin (68%). During the 
enzymatic hydrolysis of the cellulosic portion, it was verified that the increase of cellulase 
from15 to 25 FPU/g resulted in higher concentration of glucose. In addition, the increase of 
β-glucosidase also resulted in the largest amount of glucose in a shorter time. The 
temperature also increased and accelerated the process of saccharification of cellulose. The 
simultaneous saccharification fermentation with K. marxianus was shown to be affected by 
the temperature studied, and the maximum ethanol concentration was reached (9.41 g/L) 
after 72 hours at 41 °C. With these results, it was possible to consider that the bagasse of 
sweet sorghum is a promising material in the field of second generation ethanol production 
both from hemicellulose and cellulose. 
 
Keywords: Bioethanol, Schefferosomyces stipitis, Kluyveromyces marxianus, SSF  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A oscilação de preços, a perspectiva de esgotamento e os problemas ambientais 

oriundos dos combustíveis fósseis têm despertado o interesse na utilização da energia de 

origem renovável. Nesse contexto, a utilização do etanol desponta como uma alternativa 

promissora para produção sustentável de energia. O Brasil, por sua vez, tem se destacado 

mundialmente como o segundo maior produtor de etanol, atendendo tanto o consumo 

interno como o externo. Além disso, as pesquisas desde a era Proálcool (Programa 

Nacional do Álcool) a partir de cana-de-açúcar permitiram avanços tecnológicos na 

obtenção de produtividade elevada e custos de produção inferiores aos dos concorrentes 

internacionais.  

Embora a metodologia de produção de etanol a partir da fermentação de cana-de-

açúcar esteja muito bem estabelecida no nosso país, é importante ressaltar que o aumento 

da frota de veículos e o fato do álcool ser ambientalmente menos impactante têm resultado 

na alta demanda por este combustível.   

Nesse sentido, pesquisas com matérias primas alternativas despontam como 

possibilidade atraente para a ampliação do setor sucroenergético. As espécies sacarinas 

são preferencialmente consideradas nos estudos para suplementar a safra de cana-de-

açúcar, visto que apresentam altas concentrações de açúcares que são mais facilmente 

extraídos e fermentáveis, com menores custos de energia e operação.  

O sorgo sacarino é uma das culturas promissoras no complemento da produção de 

etanol, por apresentar concentração elevada de sacarose, ciclo curto de 120 dias, menor 

exigência nutricional e possibilidade do plantio na entressafra de cana-de-açúcar. Empresas 

consolidadas no mercado como a Monsanto e Institutos de pesquisas como a Embrapa 

estão desenvolvendo híbridos com alta produção de biomassa e elevados rendimentos de 

açúcar, o que aponta grande expansão da cultura para os próximos anos.  

O processo de produção industrial de etanol de primeira geração a partir sorgo 

sacarino é muito similar ao da cana-de-açúcar e resulta no bagaço como resíduo. Porém, 

considerando o aumento das áreas plantadas de sorgo e da quantidade processada para 

produção de etanol, possivelmente ocorrerá um aumento significativo nas quantidades 

geradas de bagaço, que pode ser reaproveitado para produção de etanol de segunda 

geração.  

Com isso o sorgo sacarino, que já está sendo pesquisado e cogitado como promissor 

para produção de etanol de primeira geração, poderia contribuir para a produção de etanol 

de segunda geração a partir dos resíduos oriundos da sua própria cadeia produtiva, obtendo 

de forma totalmente renovável um combustível com enormes vantagens em relação aos 

aspectos ambientais, econômicos e sociais.  
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A integração da produção de etanol de primeira geração e segunda geração e, 

sobretudo, a utilização de todas as frações da biomassa lignocelulósica são fatores 

importantes para a implantação desse biocombustível na matriz energética nacional. Diante 

dessas considerações e pela escassez de estudos sobre o aproveitamento das frações 

celulósicas e hemicelulósicas provenientes do bagaço do sorgo sacarino para a produção de 

etanol, evidencia-se a importância desta pesquisa.  

Para o melhor entendimento e esclarecimento das etapas envolvidas nesse trabalho, 

está demonstrado na Figura 1 um esquema geral da metodologia que foi utilizada nos 

experimentos, com as diferentes etapas empregadas no processo de produção de etanol a 

partir da fração celulósica e hemicelulósica.  

 

 

Figura 1 Esquema geral da metodologia utilizada nos experimentos para produção de 
bioetanol a partir das frações celulósica e hemicelulósica. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

Avaliar o bagaço do sorgo sacarino como matéria prima para produção de etanol de 

segunda geração.  

 

2.2 Específicos 

 
- Analisar a composição química do bagaço de diferentes cultivares de sorgo 

sacarino;  

- Estudar a hidrólise ácida branda com variações em temperatura, tempo e 

concentração de ácido, empregando delineamento composto central (DCC) e superfície de 

resposta, de forma a obter a condição que propicie altas concentrações de açúcares e 

menores de compostos tóxicos no hidrolisado hemicelulósico; 

- Caracterizar as frações sólidas (celulignina) após o pré-tratamento de hidrólise 

ácida, de forma a selecionar material com alto teor de celulose e baixos teores de 

hemicelulose e lignina; 

- Verificar composição química do hidrolisado hemicelulósico e a necessidade do 

aumento de açúcares e de pré-tratamento para remoção de compostos inibitórios;  

- Avaliar produção, rendimento e produtividade de etanol a partir do hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de sorgo pela levedura Scheffersomyces stipitis; 

- Avaliar as melhores condições de deslignificação da fração celulósica empregando 

diferentes concentrações de NaOH e tempo do processo de deslignificação;  

- Analisar a sacarificação enzimática da celulose a partir de diferentes concentrações 

enzimáticas e diferentes temperaturas de hidrólise;  

- Avaliar a produção de etanol durante a sacarificação simultânea à fermentação 

(SSF) da porção celulósica por Kluyveromyces marxianus em três diferentes temperaturas 

de fermentação. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Etanol 

 

A crescente demanda por energia, preocupações sobre o abastecimento de petróleo, 

os preços elevados e principalmente os problemas ambientais, tais como emissões de 

gases de efeito estufa na queima dos combustíveis fósseis, têm impulsionado a busca por 

fontes renováveis de energia, tornando-se uma prioridade para os pesquisadores em todo o 

mundo (HILL et al., 2006; AMORES et al., 2013). Por sua vez, o setor de transporte é o 

responsável por uma fração significativa das emissões de gases de efeito estufa e a 

substituição de combustíveis derivados de petróleo por biocombustíveis, como o etanol, é 

uma alternativa para diminuir significativamente os impactos ambientais, além de 

proporcionar ganhos nos níveis sócio-econômicos (DIAS et al., 2012).  

Nesse sentido, o etanol combustível tem se tornado uma “commodity” importante no 

mercado global de energia. O álcool etílico pode ser utilizado como combustível para 

motores de ignição ou como aditivo para elevar o teor de oxigênio da gasolina, permitindo a 

redução dos gases poluentes (principalmente CO e de hidrocarbonetos aromáticos) por 

meio de uma melhor combustão (SÁNCHEZ; CARDONA, 2012). Além disso, o etanol 

apresenta toxicidade mais baixa quando comparado a outros combustíveis, sendo 

prontamente biodegradável em água e solos, o que reduz a penetração após vazamentos e 

derrames, em comparação aos combustíveis à base de petróleo (GNANSOUNOU; 

DAURIAT; WYMAN, 2005). 

Os Estados Unidos são atualmente o maior produtor mundial de etanol, 

ultrapassando 14 milhões de galões em 2014. Na segunda posição está o Brasil com uma 

produção de 6,190 milhões de galões. Os dois países, em conjunto, produzem 87% do 

etanol do mundo (RFA, 2015). A principal diferença é que matéria-prima para o etanol no 

Brasil é à base de cana-de-açúcar, enquanto que grãos de milho são a principal matéria-

prima para o etanol nos EUA (KIM; DALE, 2004). A Figura 2 demonstra o gráfico da 

produção de etanol no mundo em 2014.  

No Brasil, o etanol é utilizado tanto como etanol anidro, que contém 99,6% (volume) 

de etanol e 0,4% de água e é utilizado com 20-24% em misturas com gasolina, ou, ainda, 

como etanol hidratado, que contém 95,5% de etanol e 4,5% de água e utilizado diretamente 

como combustível puro pelos veículos (GNANSOUNOU; DAURIAT; WYMAN, 2005). 

A produção de etanol no Brasil iniciou-se na década de 70, devido à escassez de 

petróleo e aos preços elevados, que impulsionaram o país para investir na produção de 

álcool combustível em larga escala. Isso permitiu diminuir sua dependência do petróleo 

estrangeiro e estimular a economia, reduzindo as importações e promovendo o agronegócio 

(FILOSO et al., 2015). Naquela época, houve o estímulo à produção de etanol com o intuito 
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de substituir a gasolina, com a fabricação de veículos abastecidos a etanol. Além disso, a 

gasolina consumida pelos usuários de veículos abastecidos pelo combustível fóssil era 

misturada com etanol, com o objetivo de não apenas estabilizar o preço doméstico da 

gasolina, mas também reduzir as emissões poluentes (MELO; SAMPAIO, 2014). 

 

 

Figura 2 Produção de etanol no mundo em 2014.  

Fonte: (RFA, 2015) 
 

No entanto, a partir de maio de 2003, foi implantada uma nova tecnologia nos 

veículos que permitiu ao consumidor abastecer com qualquer mistura entre o etanol 

hidratado e a gasolina. Os veículos dotados dessa tecnologia são chamados de “flex fuel” o 

que permitiu ao consumidor optar pelo combustível mais barato (MELO; SAMPAIO, 2014).  

Ademais, a tecnologia “flex fuel” proporcionou a elevação da demanda do etanol 

hidratado (Figura 3). Porém, essa flexibilidade na escolha do combustível é infuenciada pelo 

produto mais economicamente viável para o consumidor. No entanto, é totalmente orientada 

pela diferença de preços do etanol. Assim, caso o mercado do etanol passe por crises de 

produção e de alocação de demandas, é possível que o etanol deixe de ser atrativo para o 

consumidor final, fazendo com que o mesmo abasteça os veículos com a gasolina. (LIMA; 

SOUZA, 2014). 

De acordo com dados da Conab (2015), o Brasil deverá produzir 663,1 milhões de 

toneladas de cana-de-açúcar na safra 2015/2016 em pouco mais de 9 milhões de hectares. 

A produção do país deve sofrer um aumento de 4,3% em relação à safra passada (Figura 

4). Para a safra 2015/16, a produção de açúcar está estimada em 37,63 milhões de 

toneladas, o que reflete um aumento de 5,8% em relação à safra passada (Figura 5). Já a 

produção de etanol total para o levantamento da safra 2015/16 está estimada em 28,81 

bilhões de litros, resultando no aumento 0,80% que a safra 2014/15. Deste total, 12,08 
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bilhões de litros deverão ser de etanol anidro e 16,73 bilhões de litros de etanol hidratado. 

Assim, o etanol anidro terá um decréscimo de 0,23% na produção e o etanol hidratado, um 

aumento de 4,54%, quando comparados com a produção da safra anterior (CONAB, 2015). 

 

 

Figura 3 Evolução das vendas de etanol1 e de gasolina2 entre 2004 e 2013 no Brasil. 1Inclui 
as vendas de etanol hidratado e anidro. 2Inclui apenas a gasolina A.  
Fonte: ANP (2014). 

 

 

Figura 4 Histórico da produção e de área plantada da cana-de-açúcar.  
Fonte: CONAB (2015). 
 

Ao analisar as Figuras 3 e 4, nota-se que a produção de etanol no Brasil não teve 

aumento significativo de produção. Além disso, a produção desse combustível a partir da 

cana-de-açúcar divide a cadeia produtiva com o açúcar. Isso reflete na menor quantidade 

disponível para produção de etanol quando o preço é mais atrativo para produção de 

sacarose. Logo, existe uma séria necessidade de implantação de projetos que viabilizem o 

aumento na produção de etanol para atender a demanda interna e externa (LIMA; SOUZA, 

2014).  
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Figura 5 Histórico da produção de açúcar e etanol.  
Fonte: Conab (2015). 

 

Considerando os gráficos demonstrados e os problemas atuais da produção de 

etanol, é importante salientar a necessidade de buscar novas metodologias para ampliação 

do setor, a fim de obter uma maior produção para evitar a necessidade de importação e 

aumentar ainda mais o volume exportado, convertendo em rentabilidade para o país. Uma 

possível contribuição para a ampliação na produção de etanol pode ser realizada a partir de 

matérias-primas alternativas que aumentariam a quantidade produzida, auxiliando na 

consolidação da cadeia produtiva e ampliando o mercado mundial de energia. 

Nesse sentido, a fim de permanecer um dos líderes mundiais na produção de 

bioenergia sustentável, na forma de etanol, o Brasil precisa investir em pesquisa básica 

capaz de melhorar as práticas da indústria no futuro próximo. Atualmente os programas de 

pesquisas estão voltados para melhorias e ampliação na prática sustentável do etanol de 

primeira geração e para a produção de bioetanol de segunda geração, tecnologia que está 

prevista para comércio nos próximos 10 a 20 anos. Tal sistema deverá ser mais eficiente e 

aumentar significativamente a produção de bioetanol, com os consequentes benefícios 

econômicos e ambientais para o Brasil e o mundo (BUCKERIDGE et al., 2012) 

 

3.2 Sorgo sacarino 

 

Atualmente, a produção de etanol no mundo se dá basicamente a partir de duas 

culturas: o milho e a cana-de-açúcar. Porém, com o aumento da demanda por produção de 

alimentos e o aumento do consumo de etanol combustível a níveis sem precedentes, 

matérias-primas para a produção de etanol devem se tornar mais diversificadas. Nesse 

sentido, o sorgo sacarino (Sorghum bicolor L. Moench) é uma matéria-prima que contém 
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altas concentrações de açúcares e que podem ser diretamente convertidos em etanol por 

meio da fermentação (WU et al., 2010).  

O sorgo sacarino é atraente para a produção de etanol por causa de suas altas 

concentrações de açúcares fermentescíveis e por se assemelhar à cana-de-açúcar, uma 

vez que o armazenamento de açúcares se localiza nos colmos, além de fornecer grande 

quantidade de massa verde (20-30 toneladas secas/ha). Entretanto, ele difere de maneira 

acentuada da cana-de-açúcar por ser cultivado a partir de sementes e apresentar um ciclo 

vegetativo bem mais curto (3 a 4 meses) em relação a cana-de-açúcar (12 a 22 meses). 

Além disso, pode ser cultivado tanto em zonas temperadas como em tropicais, pois é bem 

adaptado ao clima diversificado e condições do solo, além disso, necessita de 33% a 50% 

menos água que a cana, sendo eficiente no uso de água e baixa exigência de fertilizantes. 

Ademais, o sorgo sacarino produz grãos, ricos em amido, que podem ser utilizados para 

alimentação animal e/ou produção de etanol em processo similar ao praticado na produção 

do etanol de milho (BARCELOS; MAEDA; PEREIRA Jr, 2011; WU et al., 2010). O 

rendimento esperado do sorgo sacarino a partir de 1 ha de terras agrícolas disponíveis, com 

elevada produtividade, é de 50/60 toneladas de matéria fresca, dos quais 73% são água, 

12,91% são açúcares (suco), 5,32% são celulose, 3,73% são hemicelulose e 2,67% são 

lignina (GNANSOUNOU; DAURIAT; WYMAN, 2005).  

Segundo Pereira Filho et al. (2013), o emprego dessa cultura com a finalidade da 

produção de etanol se apresenta ideal no período de entressafra da cana-de-açúcar, em 

que o cultivo do sorgo sacarino seria uma alternativa técnica e econômica. Esse período 

ocorre de dezembro a abril e evitaria o corte antecipado de cana-de-açúcar, permitindo 

ampliar o período de uso das usinas de etanol em três meses. 

Estudos com essa espécie no país tiveram ênfase por volta de 1975, durante o 

lançamento do Programa Nacional do Álcool, conhecido como PROÁLCOOL, o qual 

incentivava a pesquisa para a produção de etanol proveniente de diversas matérias-primas 

vegetais. Porém, a pesquisa estagnou e a cultura praticamente desapareceu logo após o 

desincentivo ao programa. Atualmente, híbridos desenvolvidos em programas de 

melhoramento genético dessas cultivares destinados à produção de álcool estão sendo 

testados com boas perspectivas de produção (BARCELOS et al., 2013; CUNHA; SEVERO 

FILHO, 2010). 

A fim de auxiliar o desenvolvimento agrícola do sorgo sacarino e otimizar a produção 

de etanol, o melhoramento genético entra como uma ferramenta essencial na obtenção de 

cultivares com alta capacidade energética e viáveis sob os pontos de vista agronômico e 

industrial (SANTOS et al., 2015). Portanto, o sorgo sacarino apresenta-se como uma 

interessante opção complementar à cana-de-açúcar para compor a matriz energética 

nacional, possibilitando a expansão da área passível de utilização para produção de 

bioenergia e aumentar a eficiência na produção de etanol (MAY et al., 2012).  
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De acordo com Yu et al. (2012), o grande desafio para produção de etanol em larga 

escala é lidar com o bagaço (carboidratos insolúveis) remanescente após a produção de 

etanol a partir de açúcares solúveis. Esforços têm sido realizados para o desenvolvimento 

de processos para conversão do bagaço em uma variedade de produtos, tais como 

combustíveis, produtos químicos e biomateriais. 

Segundo Albuquerque et al. (2012), o caldo do sorgo sacarino pode ser utilizado na 

produção de etanol de primeira geração, através de processo fermentativo, enquanto suas 

fibras, principais componentes do bagaço, podem ser usadas como forragem para 

alimentação animal, co-geração de eletricidade ou matéria-prima para produção de etanol 

de segunda geração através de hidrólise enzimática, que transforma a celulose em açúcares 

fermentáveis. A lignina residual e outros componentes (não convertidos em etanol) podem 

ser queimados para gerar calor e energia. A produção de etanol a partir da celulose e 

hemicelulose tem um valor maior do que a geração de energia, pois é uma oportunidade de 

aumentar os rendimentos e reduzir os custos na produção de etanol (GNANSOUNOU; 

DAURIAT; WYMAN, 2005). 

 

3.3 Biomassa lignocelulósica 

 

A maioria dos produtos químicos utilizados atualmente em nossa sociedade provém 

de fontes fósseis. Porém, com o aumento contínuo dos preços desses recursos, a sua 

disponibilidade incerta e as preocupações ambientais da sua exploração levaram a uma 

demanda alternativa para produtos químicos com base em fontes renováveis (CHERUBINI; 

STROMMAN, 2011). Nesse sentido, o uso da biomassa lignocelulósica para a obtenção de 

commodities tende a se tornar cada vez mais importante na sociedade do futuro, como 

complemento às refinarias de petróleo de hoje (JÖNSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT, 

2013).  

Uma abordagem nesse sentido é a conversão de resíduos vegetais em 

biocombustíveis líquidos, que incluem os bioalcoóis, tais como etanol e butanol, e o 

biodiesel. Atualmente, o etanol é o mais importante biocombustível líquido, e sua fabricação 

ocorre principalmente a partir de açúcares (sacarose) ou de matérias-primas à base de 

amido (JÖNSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT, 2013). 

Segundo Daystar et al. (2015), um volume de produção de 16 bilhões de galões de 

etanol celulósico nos padrões de combustíveis renováveis por ano até 2020 resultaria na 

redução total nas emissões de gases de efeito estufa em 9-10 bilhões de toneladas 

métricas. Além disso, o mesmo trabalho sugere que o uso de etanol celulósico reduziria a 

emissão dos gases de efeito estufa entre 65-77% quando comparado ao uso da gasolina.  

A longo prazo, o maior potencial de produção desse combustível consiste na 

utilização de matérias-primas celulósicas, o que compreende resíduos de culturas, culturas 
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energéticas, plantas de curta rotação e resíduos florestais (WANG et al., 2012). Vários 

estudos estão sendo realizados empregando resíduos agrícolas como matéria-prima de 

baixo custo para a conversão em etanol combustível, tais como palha de trigo (SINGHANIA 

et al., 2014; SAHA et al., 2015), palha de arroz (BELAL, 2013; SILVA; CARNEIRO; 

ROBERTO, 2014), palha de milho (GLADIS et al., 2015; BURUIANA et al., 2014) e bagaço 

de cana (RABELO et al., 2014; GUTIÉRREZ-RIVERA et al., 2014). 

A biomassa lignocelulósica é composta por três grandes biopolímeros estruturais, 

denominados celulose, hemicelulose e lignina. A celulose é um homopolímero de cadeia 

linear que consiste de subunidades de glicose, unidas entre si por ligações glicosídicas do 

tipo β-1,4, com o grau de polimerização de até cerca de 10.000. Essas cadeias de celulose 

têm uma tendência de se ligarem entre si por pontes de hidrogênio e forças de Van der 

Waals intra e intermolecular através dos grupos de hidroxila em suas unidades de glicose, o 

que promove agregações de celulose e levam a uma estrutura cristalina. Ainda, existe uma 

pequena porcentagem de cadeias de celulose não-organizadas, que formam a celulose 

amorfa (PU et al., 2013; PÉREZ et al., 2002). 

A hemicelulose é um heteropolímero misto formado de hexoses como glicose, 

manose e galactose, e principalmente de pentoses, como xilose e arabinose (SINGH et al., 

2011). Os açúcares da hemicelulose são unidos por ligações β-1,4 e ocasionalmente β-1,3. 

A principal diferença entre a celulose e a hemicelulose é que esta última apresenta 

ramificações com cadeias laterais curtas e, em contraste com a celulose, os polímeros são 

mais facilmente hidrolisáveis (PÉREZ et al., 2002) 

A lignina é um polímero aromático, sintetizado a partir de precursores 

fenilpropanóides (guaiacil, siringil e p-hidroxifenil) e que apresenta alto peso molecular, 

estrutura irregular, além de ser altamente insolúvel e recalcitrante (WONG, 2009). Ela é 

responsável por 15 a 35% de biomassa das plantas e é considerada o componente mais 

recalcitrante entre os biopolímeros da parede celular vegetal, sendo encontrada 

principalmente na parede celular secundária. Ela desempenha um papel importante na 

resistência a patógenos, regulação da água e confere força para a integridade da estrutura 

da parede celular (PU et al., 2013). A Figura 6 demonstra a estrutura da célula e os 

componentes da parede celular descritos acima. 

A variação na quantidade de celulose, hemicelulose e lignina variam de planta para 

planta e até mesmo das partes e idade diferentes da mesma planta (JUNCHEN; IRFAN; 

LIN, 2012). De uma maneira geral, as composições variam de 40-60%, 20-40% e 10-25% 

para celulose, hemicelulose e lignina, respectivamente (LIN et al., 2010). A Tabela 1 

demonstra a composição de algumas biomassas lignocelulósicas que estão sendo 

estudadas para produção de bioetanol. 
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Figura 6 Parede da célula vegetal e composição química quanto à celulose, hemicelulose e 
lignina.  
Fonte: Zak, Blackwood, Waldrop (2006). 
 

Tabela 1 Composição química de diferentes biomassas utilizadas em estudo da produção 
de bioetanol 

Biomassa Celulose 
(%) 

Hemicelulose 
(%) 

Lignina 
(%) 

Cinzas 
(%) 

Referências 

Bagaço de sorgo 
sacarino 

40,42 20,05 19,79 0,49 Barcelos, Maeda, 
Pereira Jr (2011) 

Sorgo forrageiro 44,10 24,70 23,20 5,80 Camargo et al. (2015) 
Palha de trigo 44,20 26,50 22,40 2,80 Chen, Liu (2014) 

Palha da cevada 38,00 21,30 21,30 1,00 Kim et al. (2013) 
Palha de arroz 43,70 24,00 15,30 11,00 Wi et al. (2013) 
Palha de milho 34,90 22,60 14,00 2,60 Bondesson, Galbe e 

ZacchI (2013) 
Bagaço de cana 38,20 25,00 24,00 1,00 Amores et al. (2013) 
 

3.4 Etapas da produção de etanol de segunda geração 

 

O processo de produção de etanol a partir de materiais lignocelulósicos inclui etapas 

de pré-tratamento, hidrólise da celulose e hemicelulose em açúcares monoméricos, 

fermentação dos açúcares em etanol e, finalmente, destilação e purificação do etanol 

(JAFARI et al., 2011). A Figura 7 demonstra um fluxograma com as etapas da produção de 

etanol a partir da porção hemicelulósica e celulósica. 

Durante o pré-tratamento, a biomassa é submetida a um conjunto de medidas 

físicas, térmicas ou químicas que tem por função tornar a parede celular vegetal mais 

suscetível às etapas seguintes (DIEN et al., 2009). Procedimentos diferentes têm sido 
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empregados, como, por exemplo, hidrólise ácida, hidrólise alcalina, explosão de vapor, entre 

outros. 

O pré-tratamento com ácido sulfúrico diluído tem se mostrado mais eficaz do que 

outros tratamentos ácidos de hidrólise e tem sido o mais amplamente usado por apresentar 

alta eficiência no processo de separação dos componentes da parede celular com menor 

custo. Esse procedimento resulta em uma parte líquida denominada de hidrolisado 

hemicelulósico e uma parte sólida chamada de celulignina (DUSSÁN et al., 2014). Este 

método pode solubilizar a hemicelulose em açúcares monoméricos (glicose, xilose, etc) e 

oligômeros solúveis, melhorando, assim, a conversão da celulose (MEHMOOD et al., 2009). 

Além disso, durante a hidrólise ácida com ácidos concentrados, a hemicelulose e a celulose 

podem ser completamente hidrolisadas, resultando em elevado rendimento de açúcar 

monomérico. Porém, nesse caso, apresenta a desvantagem de ser altamente corrosivo e 

necessitar de uma etapa a mais para reciclar os ácidos, para diminuir o custo do tratamento 

prévio (CHATURVEDI; VERMA, 2013). 

 

 

Figura 7 Fluxograma com as Etapas de Produção de Etanol de Segunda Geração.  

 

Quando o pré-tratamento é realizado com ácido diluído, ocorre formação de uma 

porção sólida (celulose) e uma fração hemicelulósica líquida rica em xilose, glicose e 

arabinose, em que tanto sólidos e líquidos podem ser fermentados para produção de etanol. 

A fração líquida resultante da hidrólise com ácido diluido é composta principalmente por 
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pentoses, estando em maior proporção a xilose, que pode ser fermentada a etanol 

(CANILHA et al., 2012).  

Portanto, é muito importante investigar e otimizar as estratégias para o 

processamento da biomassa, a fim de minimizar o custo de produção. A estratégia ideal 

dependerá da disponibilidade, o tipo e a composição da biomassa que será processada 

(GURGEL et al., 2012). As condições de pré-tratamento ótimas para uma dada biomassa 

vegetal são definidas como aquelas em que o melhor substrato para a hidrólise é obtido com 

a menor quantidade de açúcares solúveis perdida em reações secundárias (RAMOS, 2003).   

Para tanto, a eficiência de custos em uma biorrefinaria é dependente da produção de 

açúcares de baixo custo a partir da biomassa lignocelulósica ao superar a recalcitrância da 

biomassa. Ou seja, deve-se concentrar esforços para desenvolver tecnologias de pré-

tratamento da biomassa que sejam eficazes para obter o mais alto rendimento de açúcares 

fermentáveis a partir de fontes de biomassa com um menor custo (OH et al., 2015). 

Assim estratégias de pré-tratamento precisam ser diferentes depedendo do tipo da 

biomassa, devido às suas diferenças nas composições e estruturas químicas. Portanto, é 

importante compreender a estrutura da biomassa para superar a recalcitrância durante o 

pré-tratamento a custos mais baixos e otimizar as condições de pré-tratamento para a 

geração de menos produtos inibidores que interferem com as operações a jusante, tais 

como a hidrólise enzimática e a fermentação microbiana (OH et al., 2015). 

Além disso, o tipo de biomassa e as diferentes variáveis do processo de seu 

tratamento, como concentrações de ácido, temperatura empregada no processo e tempo de 

reação, têm influência direta sobre o aumento de açúcares solubilizados e formação de 

compostos inibitórios. Portanto, estudos com estes fatores, bem como diferentes biomassas, 

são importantes para obtenção da viabilidade econômica do processo.  

 

3.4.1 Processo fermentativo da porção hemicelulósica 

 
Em processo para a fermentação a partir da fração líquida (porção hemicelulósica) é 

importante considerar que, durante a hidrólise ácida, além da formação de um hidrolisado 

hemicelulósico rico em açúcares, ocorre também a produção de compostos, tais como 

furfural, hidroximetilfurfural, ácido acético e fenóis. Estes compostos, quando presentes em 

níveis elevados durante o processo fermentativo, podem ser inibitórios ao metabolismo 

microbiano. Portanto, é importante em uma etapa antes da fermentação conhecer e, se 

necessário, remover esses compostos, a fim de melhorar a eficiência da produção de etanol 

(MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2005; DING et al., 2011; FRANDEN et al., 2013; 

FENG et al., 2012).  

A geração de sub-produtos durante o pré-tratamento da biomassa lignocelulósica é 

fortemente dependente da matéria-prima e do método de pré-tratamento utilizado. As 

substâncias que podem atuar como inibidoras de microrganismos incluem compostos 
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fenólicos, compostos aromáticos, ácidos alifáticos, aldeídos, furanos e íons inorgânicos, 

álcoois ou outros produtos da própria fermentação (JÖNSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT, 

2013). Esse compostos tóxicos são produzidos durante o processo de hidrólise a partir da 

própria decomposição dos materiais lignocelulósicos. Os compostos fenólicos são 

produzidos a partir da degradação da lignina (BARAKAT et al., 2012), enquanto que o ácido 

acético é originado dos grupos acetil presentes nos polímeros de hemicelulose que são 

libertados durante a hidrólise (SILVA; CARNEIRO; ROBERTO, 2013). O furfural e o 

hidroximetilfurfural (HMF) são provenientes da degradação das pentoses (xilose e 

arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose), respectivamente (DAGNINO et al., 

2013). Na Figura 8 são mostrados os principais compostos formados durante a degradação 

da celulose, hemicelulose e lignina durante a hidrólise ácida.  

 

 

Figura 8 Compostos formados durante a decomposição da biomassa lignocelulósica durante 
a hidrólise Ácida.  
Fonte: Palmqvist, Hahn-Hagerdal, (2000). 
 

Estudos têm demonstrado que concentrações superiores a 1,0 g/L de furfural ou 

HMF em processos fermentativos podem reduzir significativamente a produtividade e o 

rendimento de etanol, devido à toxicidade que causa às células durante a fermentação 

(NIGAM, 2001; BELLIDO et al., 2011; WIKANDARI et al., 2010). Além disso, estudos 

sugerem que o furfural tem um efeito mais drástico sobre o metabolismo celular microbiano 

do que o HMF (RUAN et al., 2015). O HMF provavelmente funciona como um co-inibidor da 
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biomassa microbiana quando presente no hidrolisado. Além disso, a inibição se intensifica a 

partir do efeito sinérgico entre esses dois compostos (ZHA et al., 2014). 

As possíveis causas da inibição do processo fermentativo devido à presença de 

furfural e HMF é que esses compostos causam a atenuação da atividade de tradução e a 

montagem de grânulos citoplasmáticos mRNP (ribonucleoproteína mensageira). Já a 

combinação de furfural e HMF induz à repressão da iniciação da tradução e à formação de 

grânulos de estresse (IWAKI et al., 2013). Além disso, a presença de furfural ou HMF 

causam a inibição das enzimas álcool desidrogenase (AD), aldeído desidrogenase (ALDH) e 

piruvato desidrogenase (PDH), sendo que a HMF não inibe a ALDH ou PDH tão 

severamente como furfural, o que resulta no efeito mais brando sobre a produção de etanol 

(MODIG; LIDÉN; TAHERZADEH, 2002). 

Quanto ao ácido acético, trabalhos demonstram que a adição desse composto em 

pequenas concentrações resulta no aumento nos níveis finais de etanol. Porém, 

concentrações mais elevadas que 1,5 g/L reduzem significativamente o rendimento e a 

produtividade do álcool (WIKANDARI et al., 2010; GREETHAM, 2014). As possíveis causas 

da toxicidade do ácido acético estão ligadas a sua forma não dissociada, que pode entrar na 

célula por difusão através da membrana plasmática e desencadear vários efeitos tóxicos, tal 

como redução do pH intracelular (YLITERVO; FRANZÉN; TAHERZADEH, 2014). Ou seja, o 

ácido acético, na sua forma não dissociada, tem propriedades biofísicas que lhe permitem 

difundir passivamente para a célula através da bicamada lipídica. Além disso, estudos 

também sugerem que a tolerância ao ácido acético está associada com a capacidade de 

uma dada estirpe de gerar grandes rearranjos no seu perfil de lípidos da bicamada lípidica 

(LINDBERG et al., 2013). Ainda em relação ao ácido acético, o efeito sobre a produção de 

etanol é mais atenuante quando em pH está entre 5,0 e 5,5, pois quando a diferença entre 

os valores de pH internos e externos é menor, resulta numa inibição reduzida do 

crescimento da levedura (GRAVES et al., 2006; CASEY et al., 2010). 

Uma grande quantidade de compostos fenólicos diferentes são formados a partir da 

degradação da lignina durante a hidrólise. Os produtos da degradação da lignina mais 

comuns normalmente encontrados em hidrolisados hemicelulósicos são a vanilina, 

siringaldeído, 4-hidroximetilbenzaldeído, ácido vanílico, ácido siringico, e ácido 4-

hidroxibenzóico e 4-hidroxiacetofenona (ZHU et al., 2014; KLINKE et al., 2002). Compostos 

fenólicos, formados a partir de lignina, podem romper as membranas e interferir com a 

função de alvos intracelulares hidrofóbicos (MILLS; SANDOVAL; GILL, 2009). Porém, cada 

composto tem diferentes alvos celulares e mecanismos inibidores nas células. Os 

compostos que compartilham padrões semelhantes atuam no crescimento celular e 

apresentam efeito inibitório e mecanismos de inibição semelhantes (ADEBOYE; BETTIGA; 

OLSSON, 2014). 
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Além dos efeitos individuais de cada composto, a presença dos compostos tóxicos 

de maneira simultânea em um processo de fementação apresenta efeito sinérgico com 

interação negativa, reduzindo o consumo de açúcares e, como consequência, inibem a 

fermentação (BELLIDO et al., 2011; PALMQVIST et al., 1999; TAHERZADEH et al., 2000; 

ZHU et al., 2014). 

Nesse sentido, a utilização dos hidrolisados hemicelulósicos em processos 

fermentativos requer uma etapa prévia de destoxificação para remoção dos compostos 

tóxicos. Os tratamentos com alteração de pH e adsorção em carvão ativo (MUSSATTO; 

SANTOS; ROBERTO, 2004; CANILHA et al., 2008), extração por membrana (BRÁS et al., 

2014) e resinas de troca iônica (CHANDEL et al., 2007) estão sendo estudados e 

demonstram bons resultados na remoção dos compostos inibitórios. Porém, a alteração de 

pH em conjunto com adsorção de carvão é uma das alternativa que apresenta os menores 

custos e bons resultados de remoção (ALVES et al., 1998, MUSSATTO; SANTOS; 

ROBERTO, 2004, CANILHA et al., 2010).  

Com relação à produção de etanol a partir da fração hemicelulósica, é importante 

ressaltar que uma dificuldade se dá na busca de microrganismos que sejam capazes de 

produzir etanol eficientemente a partir de pentoses. Embora o mecanismo de produção de 

etanol esteja muito bem estabelecida por Saccharomyces cerevisiae, a mesma naturalmente 

não consegue metabolizar xilose devido à falta de enzimas específicas que metabolizem 

essa pentose (KIMN et al., 2013, MATSUSHIKA et al., 2013). 

Nesse sentido, existem leveduras fermentadoras que naturalmente são capazes de 

utilizar a xilose e as hexoses, tais como Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis), Candida 

shehatae e Pachysolen tannophilus, que demonstram capacidade de produção de etanol e 

podem ser de interesse na fermentação de materiais hemicelulósicos (SÁNCHEZ et al., 

2002; SANCHEZ et al., 2004; ZHAO; TAN, 2008). Entre as leveduras fermentadoras de 

xilose, a S. stipitis é promissora na conversão de xilose em etanol a partir de hidrolisados 

hemicelulósicos (NIGAM, 2001; AGBOGBO; WENGER, 2007; CAMARGO; SENE, 2014).  

A via metabólica se inicia quando a xilose entra para o interior da célula através da 

membrana celular. Em seguida a xilose é reduzida a xilitol em uma reação catalisada pela 

enzima denominada de xilose redutase (XR) na presença de NADH ou NADPH. Esta etapa 

é seguida da oxidação do xilitol a xilulose, catalisada pela enzima xilitol desidrogenase 

(XDH), que requer NADP+/NAD+. A xilulose pode então ser fosforilada a xilulose 5-fosfato 

pela enzima xilulose quinase com consumo de ATP, a qual é, na sequência, convertida em 

piruvato por meio da conexão da via das fosfo-pentoses e será metabolizada na via 

Embdem-Meyerhof-Parnas (EMP). O piruvato pode ser oxidado ao entrar no ciclo Krebs 

(ciclo dos ácidos tricarboxílicos) (CHANDEL et al., 2012; JEFFRIES; HEADMAN; VLEET, 

2009; ARISTIDOU; PENTILA, 2000). A Figura 9 demonstra esquema simplificado da 

produção de etanol por leveduras fermentadoras de pentoses.  
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Em condições anaeróbias ou em baixa taxa de oxigênio, o sistema de transferência 

de elétrons das leveduras é incapaz de oxidar completamente o NADH. Como 

consequência, pode ocorrer o aumento de concentração de NADH intracelular e este 

desequilíbrio entre as concentrações de NADH e NAD+ leva à excreção do xilitol, o que 

demonstra a incapacidade de leveduras para compensar o excesso de NADH. O aumento 

das taxas de oxigênio permite o aumento da fermentação da xilose, devido ao papel do 

oxigênio como receptor final de elétrons, aliviando, assim, o desequilíbrio das duas etapas 

iniciais no metabolismo anaeróbio da xilose. Porém, quando o oxigênio é transferido em 

excesso, ocorre um desvio no fluxo piruvato a partir da via fermentativa para o ciclo dos 

ácidos tricarboxílicos, com o aumento da produção de células, e redução de etanol 

(LAPLACE et al., 1991). 

 

 

Figura 9 Esquema simplificado do metabolismo de xilose em leveduras.  
Fonte: Parajó, Domínguez, Domínguez (1998). 
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Além disso, a S. stipitis é capaz de fermentar glicose, manose, galactose e celobiose 

(JEFFRIES; HEADMAN; VLEET, 2009). Embora S. stipitis seja capaz de metabolizar glicose 

com alta produção a etanol, melhores rendimentos foram obtidos na fermentação com 

xilose, pois nesse caso as células usam o substrato para produção de etanol, enquanto que 

a glicose é canalizada principalmente para crescimento celular (AGBOGBO et al., 2006). 

Condições como pH, temperatura e a composição do meio de cultura utilizadas em 

processos fermentativos são conhecidas por interferirem no processo de produção de 

etanol. O pH entre 4-6 tem sido relatado como ótimo para produção de etanol por S. stipitis 

(DU PREEZ; BOSCH; PRIOR, 1986; SLININGER et al., 1990). Parâmetros como 

temperatura e pH podem afetar a cinética das enzimas no metabolismo celular (UNREAN; 

NGUYEN, 2012). 

No processo de crescimento do microrganismo, o pH pode causar uma alteração na 

carga da membrana celular, alterando, assim, a sua permeabilidade. Ao mesmo tempo, o 

pH pode também causar uma mudança no grau de ionização de várias substâncias iônicas 

requerida para o crescimento do microrganismo, afetando tanto a absorção de nutrientes, 

como o crescimento e a reprodução do microrganismo (ZHANG et al., 2014). Além disso, 

em pH baixo, compostos como o ácido acético podem se difundir livremente através da 

membrana celular e afetar o pH intracelular, como consequência, resultar numa redução do 

crescimento celular (JARGALSAIKHAN; SARAÇOğLU, 2008). 

Em geral, a temperatura ideal relatada para crescimento dos microrganismos 

capazes de utilizar pentoses encontra-se na região de 25 a 33 °C (DU PREEZ; BOSCH; 

PRIOR, 1986; YAH et al., 2010). A temperatura é conhecida por afetar a atividade das 

enzimas e mudar a velocidade da reação. Além disso, afeta a fluidez da membrana celular e 

o transporte de substâncias e, por conseguinte, a mudança de temperatura também tem 

efeito sobre a absorção de nutrientes e secreção de metabólitos (ZHANG et al., 2014). 

Para produção de etanol em hidrolisado hemicelulósico de farelo de girassol por S. 

stipitis ATCC 58376, as condições ótimas obtidas de pH, temperatura e agitação foram, 

respectivamente, de 5,25, 29 °C e 198 rpm (TAVARES, 2013).  

De acordo com trabalho de Silva, Mussatto e Roberto (2010), concentrações mais 

elevadas de xilose que 47 g/L inibiram qualquer formação de produto por S. stipitis em 

hidrolisado hemicelulósico de palha de arroz. As altas concentrações de açúcar aumentam o 

estresse osmótico e, portanto, reduzem o crescimento e a taxa de fermentação. Além disso, 

as concentrações elevadas de etanol alteram a organização da membrana celular, na qual 

dissipam a força protônica motriz através da membrana plasmática, o que acidifica o 

citoplasma e leva à morte celular (AGBOGBO; COWARD-KELLY, 2008). 
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3.4.2 Processo fermentativo da porção celulósica 

 

Após o processo de pré-tratamento que remove eficientemente a hemicelulose, 

ocorre a formação de um complexo sólido, composto por celulose e lignina, denominado de 

celulignina. Para produção eficiente de etanol a partir da fração celulósica é necessário, 

portanto, um processo de remoção da lignina, pois esta forma uma crosta em torno da 

fração de hidratos de carbono e serve como uma barreira que limita a acessibilidade das 

enzimas hidrolíticas, reduzindo a eficiência da hidrólise (ALVIRA et al., 2010; XU et al., 

2011). Nesse sentido, para tornar os polissacaridos mais acessíveis e aumentar a eficiência 

da bioconversão enzimática, melhorando a hidrólise da celulose, é necessário o processo de 

deslignificação (OLIVEIRA et al., 2013; WANG et al., 2013; MARTÍN et al., 2012). A 

utilização de NaOH para deslignificação tem sido relatada na melhora da sacarificação 

enzimática, com aumento dos rendimentos de açúcares e redução da carga enzimática 

durante o processo de hidrólise (MCINTOSH; VANCOV, 2011; XU et al., 2011; BARCELOS 

et al., 2013. 

A etapa seguinte após a deslignificação diz respeito ao processo de hidrólise 

enzimática propriamente dito, no qual ocorre a despolimerização da celulose em glicose. 

Durante essa etapa, o método mais usual é a utilização de enzimas especializadas, que 

quebram as ligações β-1-4-glicosídicas entre as glicoses, e são chamadas coletivamente de 

celulases (OLOFSSON; BERTILSSON; LIDÉN, 2008). No caso da hidrólise ácida, a 

celulose, apesar do baixo custo, necessita do emprego de ácidos concentrados e requer 

temperaturas mais elevadas para atingir altos rendimentos, semelhante ao processo de 

enzimas celulase, o que apresenta a desvantagem de grande formação de subprodutos, 

pois podem causar degradação da glucose para hidroximetilfurfural (HMF) (DUSSÁN et al., 

2014).  

As celulases são divididas em três sub-categorias, o que representa três tipos de 

atividade: endoglucanases, exoglucanases (celobiohidrolases) e β-glucosidases. As 

endoglucanases reduzem significativamente o grau de polimerização do substrato, atacando 

aleatoriamente as partes interiores da molécula, principalmente as regiões amorfas de 

celulose. As exoglucanases (ou celobiohidrolases), por outro lado, de maneira incremental 

têm como atividade encurtar a molécula pela ligação ao glucano e liberam unidades, 

principalmente, de celobiose. As β-glucosidases dividem o dissacarídeo celobiose em duas 

unidades de glicose (SUBHEDAR; GOGATE, 2013; LINDE; GALBE;ZACCHI, 2006; 

DASHTBAN; SCHRAFT; QIN, 2009; OLOFSSON; BERTILSSON; LIDÉN, 2008). A Figura 10 

demonstra de maneira simpificada a ação das celulases sobre a biomassa. 

A hidrólise enzimática da celulose é um dos gargalos na comercialização do 

processo devido às baixas taxas de hidrólise e ao alto custo das enzimas (KUMAR; 

MURTHY, 2013). As variáveis pH, carga enzimática, percentagem de sólido, tipos de 
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biomassa e variação da temperatura têm sido estudadas a fim de melhorar os resultados de 

conversão da celulose em glicose e de obter economia no processo (MUTREJA et al., 2011; 

VÁSQUEZ et al., 2007; TOMAS-PEJO et al., 2008; LIN; LEE, 2011 

A etapa seguinte ao processo de hidrólise constitui o processo fermentativo, ou seja, 

a conversão dos açúcares liberados em moléculas de interesse, tal como o etanol. O 

processo de fermentação pode ser conduzido de forma sequencial ao processo de hidrólise 

enzimática (SHF) ou, ainda, pode ocorrer de maneira simultânea, ou seja, Sacarificação 

Simultânea à Fermentação (SSF) (DAHNUM et al., 2015). 

 

Figura 10 Representação esquemática da ação catalítica das celulases sobre a celulose. 
Fonte: (SOUZA, 2013) 
 

As principais vantagens de realizar a hidrólise enzimática em conjunto com a 

fermentação, em vez de uma etapa separada, é que a glicose liberada pela ação enzimática 

é convertida diretamente, o que reduz a inibição do produto final da hidrólise enzimática e a 

redução nos custos de investimento (OLOFSSON; BERTILSSON; LIDÉN, 2008). Além 

disso, apresenta menor risco de contaminação, devido ao menor tempo de manuseio de 

equipamentos (JUNCHEN; IRFAN; LIN, 2012). 

O problema na operação de SHF é que a glicose e a celobiose permanecem no 

mesmo meio que a celulose e as celulases, e esses mono e dissacarídeos inibem a ação 

das enzimas (OGEDA; PETRI, 2010). A vantagem da utilização de hidrólise e fermentação 

de forma separada é que ambos os processos podem ser otimizados individualmente: por 

exemplo, temperatura ótima de 45-50 °C durante a hidrólise e de 30 °C para a fermentação, 

visto que ocorrem em reatores diferentes (DASHTBAN; SCHRAFT; QIN, 2009).   

No entanto, durante a SSF, tanto a hidrólise da celulose quanto a fermentação da 

glicose são realizadas em um único passo e o processo opera a 37-38 °C (JOSHI et al., 

2011). As diferenças entre a temperatura ideal para a atividade da celulase e o crescimento 

da levedura representam um problema que precisa ser resolvido para uma eficiente SSF 
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(RUIZ et al., 2012). Contudo, a levedura Kluyveromyces marxianus tem sido reportada como 

promissora para a produção de etanol em temperaturas elevadas (40 a 52 °C) (CAMARGO; 

GOMES; SENE, 2014; HU et al., 2012; BALLESTEROS et al., 2004).  

A K. marxianus tem sido amplamente utilizada em aplicações biotecnológicas, por 

apresentar como característica uma taxa mais rápida de crescimento do que qualquer 

microrganismo eucariótico, termotolerância, capacidade de assimilar uma grande variedade 

de açúcares, secreção de enzimas líticas e produção de etanol por fermentação (LANE; 

MORRISSEY, 2010).  

Segundo Fonseca et al. (2008), estirpes pertencentes à espécie de levedura K. 

marxianus foram isolados a partir de uma grande variedade de habitats, o que resulta em 

uma grande diversidade metabólica e um elevado grau de polimorfismo intra-específica. 

Como consequência, várias aplicações biotecnológicas diferentes têm sido investigadas tais 

como a produção de enzimas (β-galactosidase, β-glicosidase, inulinase), de proteína, de 

compostos aromáticos e de etanol (incluindo a alta temperatura e os processos de 

sacarificação simultâneos à fermentação); redução do teor de lactose em produtos 

alimentícios; produção de queijo a partir de bioingredientes como soro de leite; 

biorremediação e como hospedeiro para a produção de proteína heteróloga. 

Essa levedura é capaz de utilizar e produzir etanol a partir de uma variedade grande 

de substrato tais como glicose, xilose, manose, galactose, lactose (ROUHOLLAH et al., 

2007; SOFIA; JOSHI; POLETTO, 2013). Além disso, apresenta ainda a capacidade de 

crescer e fermentar em temperaturas que variam entre 30 e 50 °C (COSTA et al., 2014; 

KUMAR et al., 2015).  

K. marxianus, assim como S. cerevisiae, é uma levedura respiro-fermentativa 

(aeróbia facultativa) e pode obter energia tanto pelo ciclo do ácido tricarboxílico (Ciclo de 

Krebs) como por fermentação alcoolica. No caso de S. cervisiae, quando a concentração de 

açúcar é alta, a reação segue o sentido da fermentação, o que significa que a célula dirige, 

preferencialmente, piruvato para produção de etanol, mesmo obtendo menor rendimento 

energético; este fenômeno é chamado de efeito “crabtree”. A levedura K. marxianus é, 

geralmente, classificada como “crabtree” negativa e direciona o metabolismo 

preferencialmente para o ciclo do ácido tricarboxílico e a geração ótima de energia 

(CARMO, 2013). 

Rodrigues (2014), ao avaliar a influência da temperatura (30, 35, 40, 45 e 50 °C) na 

produção de etanol por K. marxianus ATCC 36907 a partir de meio sintético com 50 g/L de 

glicose, observou que o aumento da temperatura para 40, 45 e 50 °C favoreceu o 

metabolismo de glicose pela levedura e o aumento da produtividade de etanol.  

Ballesteros et al. (2004), ao trabalhar com diferentes tipos de biomassa (Populus 

nigra, Eucalyptus globulus, palha de trigo, bagaço de sorgo sacarino, Brassica carinata) 

empregando a levedura K. marxianus estirpe CECT 10875, relataram rendimentos de etanol 
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promissores de 50-72% em 72-82 horas, com teor entre 16-19 g/L durante a sacarificação 

simultânea à fermentação realizadas a 42 °C, com 10% (m/v) da concentração de substrato 

e 15 FPU/g de celulase comercial.  

Em leveduras termotolerantes, o aumento da temperatura estimula a modificação da 

estrutura dos ácidos graxos presentes na membrana celular, que incluem o aumento de 

tamanho da cadeia e a insaturação do ácido graxo. Além disso, também induz à formação 

de proteínas de choque térmico que desempenham um importante papel citoprotetor na 

tolerância tanto à temperatura quanto à presença de etanol (RODRIGUES, 2014).  

Fatores como carga enzimática, concentração de biomassa lignocelulósica, pH, 

temperatura e agitação são conhecidos por afetar a produção de etanol por K. marxianus e 

são estudadas a fim de melhorar a eficiência do processo (FERREIRA et al., 2015). De uma 

maneira geral, carga enzimática de celulase entre 5 e 30 FPU/g, pH entre 4 e 6, agitação de 

50 a 300 rpm, temperatura entre 30 e 50 °C e carga de sólidos entre 2 a 20% são utilizados 

em trabalhos que empregam K. marxianus na produção de etanol (VÁSQUEZ et al., 2007; 

CASTRO; ROBERTO, 2014; KANG et al., 2012; SURYAWATI et al., 2008; SAINI et al., 

2015). Nesse sentido, é interessante realizar estudos com fatores como diferentes 

concentrações de enzimas, tipos de biomassas lignocelulósicas e temperaturas a fim de 

obter melhores resultados e economia no processo na produção de etanol de segunda 

geração a partir da porção celulósica e aproveitando a utilização integral da fibra para 

emprego em um contexto de biorrefinaria. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Matéria prima 

 

A biomassa lignocelulósica utilizada nos experimentos foi o bagaço do sorgo 

sacarino, cedido pela CanaVialis/Monsanto de Campinas – São Paulo. A empresa realiza 

estudos com híbridos de sorgo e disponibilizou seis diferentes variedades denominadas de: 

A (CVSW 82568); B (CVSW 82158); C (CVSW 80147); D (CVSW 82028); E (CVSW 80007); 

e F (CVSW 81198). Todas as variedades foram colhidas na mesma época (abril/2012). Os 

experimentos foram realizados na Universidade Estadual do Oeste do Paraná (UNIOESTE), 

nos Laboratórios de Enzimologia e Tecnologia das Fermentações (LAETEF) e Análises 

Agro-Ambientais (LAAA) – Campus Cascavel e na Universidade Tecnológica Federal do 

Paraná (UTFPR) – Campus Toledo, nos Laboratórios de Microbiologia e Química Orgânica. 

Após a chegada das amostras, as mesmas foram acondicionadas em sacos plásticos 

com capacidade de 50 L e congeladas a aproximadamente -4 oC até o início dos 

experimentos. Antes de cada procedimento experimental, as amostras eram descongeladas, 

trituradas em moinho de facas a uma granulometria de 50 mesh, e secas em estufa à 

temperatura 60 oC até peso constante. A Figura 11 mostra a biomassa de bagaço de sorgo 

de uma das variedades. Todas as diferentes variedades tinham aspecto visual semelhante. 

 

 

Figura 11 Aspecto Físico do Bagaço de sorgo sacarino. 

 

4.2 Caracterização química do bagaço de sorgo sacarino 

 
Para a composição química das seis variedades de bagaço de sorgo avaliou-se o 

teor de cinzas totais, umidade, proteínas, extrativos (lípidios) e as porcentagens de celulose, 
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hemicelulose e lignina (solúvel e insolúvel) conforme método descrito pelo Laboratório 

Nacional de Energia Renovável (SLUITER et al., 2008a, 2008b, 2008c). Cada etapa das 

metodologias utilizadas para caracterização química encontra-se descrita no Apêndice 1. 

 

4.3 Avaliação das condições de hidrólise ácida da fração hemicelulósica do bagaço de 

sorgo sacarino 

 
O estudo com o planejamento fatorial através do delineamento composto central 

(DCC) e metodologia de superfície resposta foram utilizados para avaliar a influência das 

variáveis: tempo, temperatura e concentração de ácido na obtenção de altas concentrações 

de açúcares e menores concentrações de compostos tóxicos obtidos a partir da fração 

hemicelulósica da biomassa de bagaço de sorgo. Os ensaios experimentais da hidrólise 

ácida foram realizados de acordo com o planejamento experimental utilizando o 

delineamento fatorial 23 com quatro repetições no ponto central.  

Os experimentos foram conduzidos em autoclave, sendo que as variáveis 

independentes avaliadas foram o tempo de hidrólise em autoclave (40; 50 e 60 min), 

concentração do ácido sulfúrico (0,75; 1,25 e 1,75% m/v) e temperatura (111; 115 e 121 °C). 

Os valores reais e codificados para as variáveis do planejamento experimental e a matriz de 

planejamento utilizada durante esse estudo encontram-se dispostos na Tabela 2. Os valores 

das variáveis independentes foram utilizados de ensaios prévios (dados não mostrados) e a 

partir de valores obtidos na literatura.  

Para cada ensaio foram colocados 10 g da biomassa em base seca em frascos 

Erlenmeyer de 500 mL, nos quais foram adicionados 200 mL de ácido sulfúrico (98% de 

pureza) nas concentrações testadas a uma razão entre biomassa e volume de solução ácida 

de 1:20 (g:ml). Após hidrólise o conteúdo foi filtrado e os hidrolisados foram armazenados  

a -20 °C até posterior análise dos compostos. Os hidrolisados obtidos durante os 

experimentos foram avaliados quanto a pH, concentração de açúcares (xilose, glicose, 

arabinose), fenóis, furfural, HMF e ácido acético.  

Após análise dos resultados obtidos durante o DCC foi realizado um novo 

experimento para confirmação da concentração de açúcares e avaliar o efeito da 

concentração da solução ácida (H2SO4) sobre a biomassa. Os ensaios consistiram das 

mesmas condições realizadas durante a avaliação de hidrólise ácida, porém, havendo 

variação na concentração de ácido (1,45, 1,60, 1,75, 2,15 e 2,30%) durante a hidrólise e 

mantendo o tempo de autoclave de 40 min a 121 °C. Os hidrolisados obtidos foram 

avaliados quanto à concentração de açúcares (xilose, glicose, arabinose) e de compostos 

inibitórios (ácido acético, furfural, HMF e fenóis). 
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Tabela 2 Valores codificados e reais para as variáveis do planejamento experimental de 
hidrólise ácida com quadruplicata no ponto central 
Ensaio Variável 

 Valores codificados Valores reais 
 Temperatura 

(T) 
Tempo 

(TP) 
Concentração 
do ácido (ca) 

Temperatura 
(ºC) 

Tempo 
(min) 

Concentração 
do ácido (%) 

1 -1 -1 -1 111 40 0,75 
2 +1 -1 -1 121 40 0,75 
3 -1 +1 -1 111 60 0,75 
4 +1 +1 -1 121 60 0,75 
5 -1 -1 +1 111 40 1,75 
6 +1 -1 +1 121 40 1,75 
7 -1 +1 +1 111 60 1,75 
8 +1 +1 +1 121 60 1,75 
9 0 0 0 115 50 1,25 

10 0 0 0 115 50 1,25 
11 0 0 0 115 50 1,25 
12 0 0 0 115 50 1,25 

 

A massa sólida residual, denominada de celulignina, desse novo experimento que 

resultou na mais alta concentração de açúcares foi lavada com água destilada até pH 

próximo ao neutro e submetida às análises de celulose, hemicelulose e lignina, conforme 

descrito no item 4.2 para caracterização química. Para as análises estatísticas foram 

utilizados o software computacional Statistica, versão 7.1 (STATSOFT, 2005). 

 

4.4 Determinação da recuperação de pentoses do hidrolisado hemicelulósico do 
sorgo sacarino 
 

A recuperação de pentoses foi calculada a partir da percentagem de separação de 

pentosanas, conforme as Equações 1 e 2, após o processo de hidrólise, segundo Mussatto 

(2002). 

 











 VSA* 100* FC

HPA *QPA
MSP

                      
Equação 1 

 

Em que: 

MSP - Máxima separação de pentoses (g/L);  

QPA - Quantidade de bagaço (g); 

HPA - Porcentagem de hemicelulose no bagaço (%); 

FC - Fator de conversão de xilana em xilose (0,88); 

VSA - Volume da solução ácida (L). 

 

100*
MSP

SPO
 Arab*Xil











        
Equação 2 
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Em que:  

SPO - Separação de pentoses obtidas (%); 

Xil - Concentração de xilose (g/L); 

Arab - Concentração de arabinose (g/L). 

 

4.5 Obtenção e concentração do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo 

 
Após determinação da condição que propiciou a maior concentração de xilose 

durante o DCC (1,75% solução de ácido sulfúrico, 40 minutos, 121 °C), esta foi então 

empregada na realização de nova hidrólise a fim de obter um volume final de 25 litros de 

hidrolisado hemicelulósico para utilização como meio na produção de etanol a partir da 

xilose. O ensaio foi realizado em frascos Erlenmeyer, nos quais foram adicionados 100 g 

bagaço de sorgo para cada 2000 ml de volume de solução ácida. Após hidrólise, o 

hidrolisado foi filtrado em papel filtro qualitativo e a parte líquida encaminhada para 

concentrador a vácuo a fim de aumentar a concentração de açúcares, principalmente a 

xilose. Esse processo ocorreu em concentrador a vácuo com capacidade de 2 L operando 

de forma descontínua à temperatura de 65 °C. O hidrolisado original foi concentrado pela 

redução de 1/3 de seu volume, o que correspondeu ao fator de concentração de 3X. O 

hidrolisado concentrado foi então caracterizado quanto a pH, concentração de açúcares 

(glicose, xilose, arabinose), ácido acético, furfural, HMF e fenóis. 

 

4.6 Tratamento do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo 

 

Após a etapa de concentração, o hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo 

seguiu para processo de destoxificação, conforme metodologia descrita por Marton et al. 

(2006) com modificações. Este procedimento consistiu da adição de óxido de cálcio até pH 

7,0, seguida pela redução do pH até 2,5 pela adição ácido fosfórico concentrado. Após a 

alteração de pH, o hidrolisado foi submetido a adsorção com 2,5% (m/v) de carvão ativo 

com agitação em incubadora de movimento rotatório a 200 rpm, 60 °C por 1 hora. Após 

esse tempo, o hidrolisado foi centrifugado a 2000 rpm por 20 minutos e filtrado a vácuo em 

filtro de porcelana com papel filtro qualitativo para a remoção do precipitado formado. 

Após o processo de destoxificação, o hidrolisado foi analisado quanto ao pH, 

concentrações de açúcares (glicose, xilose e arabinose) e compostos tóxicos, como ácido 

acético, hidroximetilfurfural, furfural e fenóis totais. 

Também foram avaliadas, na biomassa sólida antes e após hidrólise ácida e nos 

hidrólisados original, concentrado e tratado, as concentrações dos íons: Cadmio (Cd); 

Cromo (Cr); Chumbo (Pb); Cálcio (Ca); Cobre (Cu); Ferro (Fe); Potássio (K); Magnésio (Mg); 

Manganês (Mn); Sódio (Na) e Zinco (Zn) através de digestão nitro-perclórica, conforme 

metodologia da EMBRAPA (2009), que consistiu na adição de 2 mL da mistura (2:1) de 
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ácidos nítrico-perclórico a 0,5 mL de amostra de hidrolisado hemicelulósico ou 100 mg de 

bagaço de sorgo adicionados em tubos de ensaio de micro-Kjeldahl, previamente limpos e 

secos e deixados em repouso, para pré-digestão, durante 16 horas. Após esse período, 

realizou-se a digestão das amostras em bloco digestor com a elevação gradual da 

temperatura até 550 °C. As amostras foram digeridas por aproximadamente 2 horas, até a 

total degradação de matéria orgânica, até atingirem a cor verde transparente. Os extratos 

foram retirados do bloco digestor e resfriados até a temperatura ambiente. O volume foi 

completado para 50 mL de água destilada em balão volumétrico. Após a etapa de digestão, 

os extratos foram submetidos à análise multielementar para a determinação dos teores de 

íons em espectrofotômetro de absorção atômica, marca Shimadzu, modelo 6300, e os 

comprimentos de onda utilizados foram característicos para cada elemento. 

 

4.7 Produção de etanol a partir do hidrolisado hemicelulósico do bagaço de sorgo 
sacarino 
 

4.7.1 Microrganismo e preparo do inóculo 

 

Para a produção de etanol a partir do hidrolisado hemicelulósico foi utilizada a 

levedura Scheffersomyces stipitis ATCC 58276 (NRRL Y-7124), adquirida da Coleção de 

Culturas Tropical da Fundação André Tosello, Campinas – SP. A cultura foi conservada em 

meio de manutenção “Malt Extract Agar Base” (extrato de malte 30 g/L, peptona micológica 

5 g/L e ágar 15 g/L), a 4 °C. 

O preparo do inóculo foi realizado em Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de 

meio sintético YMP (20 g/L xilose, 3 g/L extrato de malte, 3 g/L extrato de levedura, 5 g/L de 

peptona). O cultivo foi conduzido em incubadora rotatória (Marconi MA-240) a 200 rpm, 

temperatura de 30 °C, por 16 horas. Em seguida, as células foram recuperadas por 

centrifugação a 2000 rpm por 20 min, lavadas com água destilada estéril e após nova 

centrifugação, ressuspensas em água destilada estéril para, então, serem utilizadas como 

inóculo a uma concentração celular inicial de 0,5 g/L. 

 

4.7.2 Avaliação da fermentabilidade do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de 
sorgo 
 

O ensaio de fermentação foi conduzido em biorreator modelo Biotec – 7,5 v (Tecnal) 

de 7,5 litros de capacidade. O equipamento contém controlador de temperatura, agitação e 

aeração, sonda de pH e munido de turbinas com seis pás planas. O processo foi iniciado 

pelo preenchimento do fermentador com o hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo 

concentrado e destoxificado e o volume de meio fermentativo utilizado foi de 4,5 litros. O 

hidrolisado hemicelulósico do bagaço de sorgo foi autoclavado a 121 °C e suplementado 
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com meio YMP (sem xilose) estéril, nas mesmas concentrações utilizadas para crescimento 

de inóculo. O pH do hidrolisado foi corrigido para 5,5 com NaOH (0,5 mol/L).  

Por 16 horas foi mantida a sonda de oxigênio ionizando. Em seguida, foi iniciado o 

processo de fermentação do hidrolisado hemicelulósico do bagaço de sorgo com adição do 

inóculo S. stipitis (0,5 g/L). Durante o processo, a temperatura foi mantida a 30 °C e o pH foi 

monitorado durante o processo. A fermentação foi conduzida por 78 horas e amostras foram 

retiradas periodicamente a cada 12 horas para o acompanhamento da concentração de 

células, açúcares e etanol.  

Antes do início da fermentação foi determinado o kLa (coeficiente de transferência de 

oxigênio) para 4,9 h-1 (correspondentes a uma aeração de 0,25 vvm e agitação de 200 rpm), 

condição otimizada para produção de etanol por S. stipitis NRRL Y-7124 por Silva et al. 

(2011). O kLa foi determinado no hidrolisado hemicelulósico isento de células, sendo o 

oxigênio removido do meio de fermentação por borbulhamento com nitrogênio. O meio foi, 

então, agitado e aerado de acordo com a vazão desejada, monitorando o aumento da 

concentração do oxigênio dissolvido em função do tempo, e os valores calculados utilizando 

a forma integrada da equação proposta para o kLa. Assim, por meio da Equação 3 e dos 

dados experimentais obtidos, plotou-se ln (1 – C/Cs) em função do tempo (t) e obteve-se 

uma reta cujo coeficiente angular equivale ao valor de kLa (h-1). 

 

ln (1-
c

cs
) = -kLa × t                Equação 3 

Onde:  

C - concentração de O2 no líquido;  

Cs - concentração de O2 de saturação; 

t - tempo em horas. 

 

4.8 Produção de etanol a partir da fração celulósica do bagaço de sorgo sacarino 

 

4.8.1 Avaliação da deslignificação do bagaço de sorgo 

 

A parte sólida denominada de celulignina resultante do pré-tratamento nas condições 

ideais de hidrólise ácida (1,75% de ácido sulfúrico por 40 minutos a 121 °C) foi lavada 

vigorosamente com água e utilizada para determinar a melhor condição de deslignificação 

com hidróxido sódio a 121 °C em autoclave, conforme metodologia de Xu et al. (2011).  

Os experimentos consistiram da adição de 4 g de biomassa e 40 mL de solução de 

NaOH em Erlenmeyer de 100 mL. Os tratamentos consistiram na combinação de 1,0; 2,5 e 

4% de NaOH (m/v) com o tempo de reação na autoclave de 20, 40 e 60 minutos. Em 

seguida, o material foi filtrado e lavado com água quente até atingir a neutralidade. A 
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biomassa recuperada pelo processo de filtragem foi seca em estufa a 50 °C até peso 

constante e, em seguida, caracterizada quanto ao teor de celulose, hemicelulose e lignina.  

 

4.8.2 Avaliação da hidrólise enzimática 

 

A biomassa de bagaço de sorgo sacarino após ter passado pela hidrólise ácida com 

1,75 m/v H2SO4 e deslignificada foi submetida ao estudo da avaliação da hidrólise 

enzimática. A conversão da celulose do bagaço de sorgo sacarino em glicose foi realizada 

empregando “Cellulase complex NS22086 e β-glicosidase NS22118”, ambas do 

“Novozymes Cellulosic Ethanol Enzyme Kit”, doadas pela Novozymes Latin America LTDA. 

A atividade enzimática da celulose foi determinada e expressa em unidade de papel filtro 

(FPU), conforme metodologia proposta por Ghose (1987). 

A avaliação da carga enzimática sobre a sacarificação da celulose do bagaço de 

sorgo em glicose foi realizado conforme NREL “SSF Experimental Protocols — 

Lignocellulosic Biomass Hydrolysis and Fermentation" (DOWE; MCMILLAN, 2008). 

A hidrólise enzimática foi realizada em frascos Erlenmeyer de 125 mL com 4% (m/v) 

da biomassa do sorgo sacarino (celulose) em base seca juntamente com 50 mL de tampão 

citrato de sódio 0,05 M, pH 4,5, 1% m/v de extrato de levedura, 2% m/v de peptona, 

previamente esterilizados a 121 °C por 30 minutos. A carga enzimática consistiu em três 

níveis de celulase, 15; 20 e 25 FPU por grama de bagaço, sendo que cada nível recebeu a 

adição de β-glicosidase na proporção de 1/3 ou 2/3 de celulase em relação à β-glicosidase, 

conforme recomendação do fabricante. 

Os frascos foram mantidos em shaker a 38 °C, 150 rpm por 60 horas. Para obtenção 

do perfil de hidrólise foram retiradas alíquotas nos tempos: 0; 4; 12; 24 e 48 horas de 

reação, conforme determina a metodologia. Para parar a reação, as amostras coletadas 

eram colocadas em um banho de água fervente por 5 minutos para inativar a enzima. Após 

esse tempo, as mesmas eram centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos, filtradas e o 

sobrenadante congelado até o momento da determinação da concentração de açúcares.  

Para avaliar o efeito da temperatura sobre a sacarificação da celulose do bagaço de 

sorgo, o mesmo experimento foi realizado também a 42 e 45 °C. Em todos os experimentos 

foram incluídos frascos com apenas o meio de cultivo tamponado (sem o substrato) e as 

enzimas, para controle. O experimento foi realizado inteiramente casualizado com 3 

repetições cada.  

 

4.8.3 Microrganismo e preparo do inóculo 

 

Para a produção de etanol a partir da porção celulósica foi utilizada a levedura 

Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 (NCYC 587), obtida da Coleção de Culturas 



30 

 

Tropical da Fundação André Tosello, Campinas – SP. Para a conservação da cultura e o 

preparo do inóculo foram utilizadas as mesmas condições descritas para S. stipitis no item 

4.7.1, porém substituindo a xilose por glicose. 

 

4.8.4 Sacarificação simultânea à fermentação (SSF) 

 

Para a realização dos ensaios de produção de etanol por K. marxianus foi 

empregado o processo de sacarificação simultânea à fermentação (SSF), empregando a 

carga enzimática que resultou no melhor perfil de hidrólise enzimática como descrito no item 

anterior.  

Após a remoção da fração hemicelulósica por hidrólise ácida diluída e da 

deslignificação com NaOH, a fração celulósica restante foi seca em estufa a 50 oC por 2 

horas e seguiu ao processo (SSF), realizado conforme metodologia utilizada por Ballesteros 

et al. (2004). A biomassa celulósica, após o pré-tratamento, foi transferida para frascos 

Erlenmeyer de 125 mL numa proporção de 8% (m/v) e, em seguida, foram autoclavados por 

15 minutos a 121 °C. Na sequência, de maneira asséptica foram adicionados 50 mL de 

tampão citrato de sódio 0,05 M, pH 4,5 e suplementado com 3 g/L extrato de malte, 3 g/L, 

extrato de levedura e 5 g/L de peptona (estéril). Então, foram adicionadas as enzimas 

celulase NS22086 e β-glicosidase NS22118, conforme a quantidade determinada no item 

anterior. Os frascos foram incubados em shaker a 38 °C, 150 rpm. 

Após 4 horas de sacarificação foi adicionado o inóculo (1 g/L) de K. marxianus nos 

frascos e foram incubados em shaker a 38 °C, 150 rpm durante 96 horas, sendo que a cada 

12 horas eram retiradas alíquotas para quantificação de açúcares, glicerol, ácido acético e 

etanol produzido. Ao final do experimento foram também avaliados pH e concentração 

celular. A fim de avaliar as melhores temperaturas de produção de etanol pela levedura, o 

mesmo experimento foi realizado nas mesmas condições descritas, porém nas temperaturas 

de 41 e 44 °C. O experimento foi realizado interamente casualizado com 3 repetições cada. 

 

4.9 Métodos analíticos 

 

4.9.1 Determinação da concentração de celobiose, xilose, glicose, arabinose e ácido 
acético, glicerol e etanol 
 

Para quantificação dos açúcares (celobiose, glicose, xilose, arabinose) e, ácido 

acético, as amostras foram purificadas em cartucho “Sep Pak” C18 e analisadas em 

cromatógrafo líquido (Shimadzu, modelo 20A) com detector de índice de refração, 

empregando coluna Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H+ (8%) 150 x 7.8 mm, fase 

móvel H2SO4 0,005 mol/L, fluxo de 0,6 mL/min e temperatura do forno de 65 °C. O efluente 

foi filtrado a vácuo em membrana GVWP 0,45 um (MILLIPORE). As concentrações dos 
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açúcares, ácido acético, glicerol e etanol foram determinadas a partir de curvas padrão 

obtidas com padrões de alta pureza (98-99%, SIGMA e VETEC). 

 

4.9.2 Determinação da concentração de furfural e hidroximetilfurfural 

 

Para a quantificação de furfural e HMF, as amostras também foram analisadas no 

mesmo cromatógrafo em que foram detectados os carboidratos, porém utilizando as 

seguintes condições: coluna Kinetex Phenomenex, C18, 5 um, 100 Å, 150 x 4.6 mm; 

temperatura do forno 25 °C; detector ultravioleta (SPD-20A) a 208 nm, fase móvel 

acetonitrila/água na proporção (1:8) com 1% de ácido acético, fluxo de 0,8 mL/min. As 

amostras antes de serem injetadas foram filtradas em filtros VertiPureTM PTFE 

(Politetrafluoretileno) “Syringe Filters” com abertura de poros de 0,45 um e tamanho de 13 

mm. As concentrações desses compostos foram correlacionadas com curvas padrão obtidas 

com padrões de alta pureza (99%, SIGMA).  

 

4.9.3 Determinação da concentração de fenóis 

 

A concentração de fenóis totais nos hidrolisados foi determinada conforme o método 

de Folin Ciocalteu. Neste processo, foram adicionados 0,2 mL de reagente Folin Ciocalteu a 

3 mL de amostra do hidrolisado. Após 5 minutos, foram adicionados 0,8 mL de solução de 

carbonato de sódio (150 g/L), seguido de agitação dos tubos em vórtex. As amostras foram 

mantidas no escuro por 30 minutos, e posteriormente determinadas as absorbâncias em 

espectrofotômetro (UV-VIS FEMTO 700 Plus) a 760 nm. Para a obtenção das 

concentrações, foi utilizada uma curva padrão de vanilina (Synth – 98% de pureza) 

(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELARAVENTOS, 1999). 

 

4.9.4 Determinação do pH 

 
Os valores de pH dos hidrolisados foram determinados em pH-metro Luthon pH206.  

 

4.9.5 Determinação da concentração celular 

 

A concentração do inóculo de ambas as espécies de leveduras e o crescimento 

durante as fermentações com S. stipitis foram determinados pela medida da absorbância em 

espectrofotômetro a 600 nm. A concentração celular foi calculada por uma curva padrão que 

correlaciona a absorbância ao peso seco das células, a partir do cultivo em meio sintético.  

Nas fermentações com K. marxianus, a concentração celular final foi avaliada por 

contagem direta em câmara de Neubauer.  
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4.9.6 Determinação da atividade enzimática 

 

A atividade enzimática da celulase foi determinada em termos de unidades de papel 

filtro (“Filter Papel Unit” – FPU) por mililitro da solução enzimática original, ou seja, FPU/mL 

(GHOSE, 1987).  

Tubos de ensaio em duplicata contendo 50 mg de substrato (aproximadamente  

1 cm x 4,55 cm de papel filtro qualitativo), 1 mL de tampão citrato 0,05 M pH 5,25 e 0,5 mL 

de enzima adequadamente diluída foram incubados a 50 °C por 60 minutos. Também foram 

incubados tubos-controle da enzima (0,5 ml da enzima diluída e 1,0 mL de tampão citrato), 

tubos controle do substrato (filtro de papel e 1,5 mL de tampão citrato) e um tubo 

correspondente ao branco (1,5 mL de tampão citrato). Os tubos com os padrões de glicose 

continham 0,5 mL de glicose (1,0 mg/0,5 mL a 3,35 mg/0,5 mL) e 1 mL de tampão citrato.  

Após o período de incubação, a reação foi interrompida pela adição de 3 mL de 

solução de ácido dinitrosalicílico (DNS) e os açúcares redutores totais foram dosados 

segundo o método de Miller (1959), a 540 nm, em espectrofotômetro (UV-VIS FEMTO 700 

Plus). Foi estimada a atividade enzimática (FPU/ml) interceptando-se o valor de 2 mg de 

açúcar redutor (glicose) liberado em 50 mg de papel filtro (4% de conversão), tendo sido 

considerada a diluição realizada a partir da solução original. 

 

4.10 Cálculos dos parâmetros fermentativos 

 

4.10.1 Fator de conversão de xilose em etanol (YP/S) 

 

O fator de conversão de xilose em etanol (YP/S), expresso em g/g, foi determinado 

através da Equação 4:  
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Equação 4 

Onde:  

Pi e Pf - Concentração inicial e final de etanol; 

Si e Sf - Concentração inicial e final de substrato (xilose, glicose e arabinose). 
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4.10.2 Fator de conversão de xilose em células (YX/S) 

 

O fator de conversão de D-Xilose em células (YX/S), expresso em g/g, foi determinado 

através Equação 5:  
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Equação 5 

 

Onde: 

 Xi e Xf - Concentração inicial e final de células; 

Si e Sf - Concentração inicial e final de substrato (xilose, glicose e arabinose). 

 

4.10.3 Produtividade volumétrica em etanol (Qp) 

 

A produtividade volumétrica em etanol (Qp), expressa em g/L.h-1, foi calculada 

através da Equação 6:  



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Δt
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PQ         Equação 6 

 

Onde:  

Pi e Pb - Concentração inicial e final de etanol;  

ti e tf - Tempo inicial e final da fermentação. 

 

 

4.10.4 Produção de glicose a partir da celulose (% do rendimento teórico ou % 
digestibilidade) 

 

O rendimento obtido de glicose a partir da celulose durante a hidrólise enzimática foi 

determinado conforme a Equação 7. 

 

% ECC= 
⌈Glicose⌉+ 1,053 [Celobiose]

1,111 f ⌊Biomassa⌋
*100          Equação 7 

 

Onde: 

% ren - Porcentagem de rendimento; 

[Glicose] - Concentração de Glicose (g/L); 

[Celobiose] - Concentração celobiose (g/L); 

[Biomassa] - Concentração de biomassa seca no início da fermentação (g/L); 

f - Fração de celulose na biomassa seca (g/g); 

O fator de multiplicação 1,053 converte celobiose em glicose equivalente; 
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O fator de multiplicação 1,111 converte celulose em glicose equivalente. 

 

4.10.5 Fator de conversão da celulose em etanol (YE/C) 

 

O fator de conversão de celulose em etanol por K. marxianus foi calculada a partir da 

Equação 9 

 

% Conversão de celulose em etanol= 
[EtOH]f-[EtOH]0

0,51 (f [Biomassa]1,11)
*100   Equação 4 

 

Onde: 

[EtOH]f - Concentração de etanol no final da fermentação (g/L); 

[EtOH]o - Concentração de etanol no início da fermentação (g/L), que deve ser zero; 

[Biomassa] - Concentração de biomassa seca no início da fermentação (g/L); 

f - Celulose fração de celulose na biomassa seca (g/g); 

0.51 - Fator de conversão para glicose em etanol com base na bioquímica 

estequiométrica de levedura; 

1,111 - Converte celulose em glicose equivalente.   

 

4.11 Análise estatística dos resultados 

 

A partir dos resultados da hidrólise ácida obtidos com o delineamento experimental 

empregando as variáveis de temperatura, tempo e concentração de ácido, foi determinada a 

melhor condição da hidrólise de bagaço de sorgo através da metodologia de superfície 

resposta. Para a composição dos modelos, bem como as respectivas superfícies, foram 

considerados os parâmetros estatisticamente significativos. A validade do modelo 

matemático gerado foi verificada em função dos coeficientes de regressão, bem como por 

meio da análise de variância.  

Os ensaios das etapas de caracterização química, tratamento do hidrolisado 

hemicelulósico, produção de etanol a partir da porção celulósica, deslignificação, estudo da 

hidrólise enzimática e SSF foram realizados em triplicata, sendo utilizados ensaios 

inteiramente casualizados em cada etapa.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Análise da composição química das seis variedades de sorgo sacarino 

 

A composição química das seis variedades de bagaço de sorgo sacarino está 

demonstrada na Tabela 3. De uma maneira geral, os valores para composição química 

apresentaram-se semelhantes entre si para as seis variedades da biomassa avaliada. De 

acordo com os resultados apresentados, ainda é possível considerar que a variedade F foi a 

que resultou na menor porcentagem de cinzas, extrativos e proteínas em relação às outras 

variedades.  

 

Tabela 3 Composição química das diferentes variedades de bagaço de sorgo sacarino 

Bagaço 
de 

sorgo 

Umidade 
(%) 

Cinzas 
(%) 

Extrativos 
(%) 

Proteínas 
(%) 

Lignina 
(%) 

Hemicelulose 
(%) 

Celulose 
(%) 

A 10,85 3,64 8,25 4,97 22,13 32,01 37,03 
B 9,98 2,99 7,78 4,27 25,43 31,42 34,63 
C 10,81 3,49 12,22 5,40 26,48 30,83 33,10 
D 12,12 3,31 8,16 4,67 26,05 30,85 32,90 
E 9,26 4,19 9,59 5,77 23,78 31,90 35,10 
F 9,45 2,28 6,46 3,52 24,78 30,69 36,08 

 

A celulose correspondeu à maior porção da biomassa do bagaço de sorgo entre as 

variedades e variou entre 32,9 e 37,03%, enquanto que a hemicelulose e lignina estavam 

presentes entre 30,69-32,01% e 22,13-26,48% respectivamente. A variedade A foi a que 

demonstrou melhores resultados para celulose e hemicelulose, expressos em porcentagem 

e menor concentração de lignina. 

Em trabalho realizado por Barcelos, Maeda e Pereira Jr. (2011), o bagaço de sorgo 

apresentou composição química de 40,42% de celulose, 20,05% de hemicelulose, 19,79% 

de lignina, 0,49% de cinzas e 4,49% de extrativos, enquanto Kim e Day (2011) relataram 

que a porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina obtida no bagaço de sorgo foram, 

respectivamente, de 45, 27 e 21%. As porcentagens de celulose, hemicelulose e lignina 

descritas por Liu et al. (2012) para bagaço de sorgo sacarino foram de 39,07; 34,57; 

13,29%, respectivamente. Essa variação da composição química entre os autores e para 

este trabalho pode ser resultado da cultivar analisada, condições geográficas e os fatores 

ambientais onde a planta foi desenvolvida.   

No entanto, esses resultados da composição química da biomassa de sorgo sacarino 

estudada no presente trabalho estão de acordo com os apresentados em outros trabalhos 

em que empregam biomassa lignocelulósica para obtenção de produtos como bioetanol e 

xilitol. Na biomassa de sorgo forrageiro estudada na produção de xilitol foi relatada uma 

porcentagem de celulose entre 39,5 e 44,1%, hemicelulose entre 24,7 e 27,6% e de lignina 
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entre 22,3 e 23,2% (CAMARGO et al., 2015). Em trabalho empregando farelo de girassol 

para produção biotecnológica de etanol de segunda geração, os valores obtidos para 

celulose, hemicelulose e lignina foram, respectivamente, de 32,93; 30,90 e 26,62% 

(CAMARGO; SENE, 2014). Quanto à composição do bagaço de cana-de-açúcar, biomassa 

amplamente explorada em bioprocessos, são relatadas porcentagens entre 38 e 42% de 

celulose, 27,8 a 24% de hemicelulose, e de 22 a 18% de lignina (KIM; DAY, 2011; 

GUILHERME et al., 2015). 

Os resultados apresentados da composição química para as seis variedades de 

bagaço de sorgo demonstram ser essa biomassa uma boa alternativa para utilização em 

bioprocessos. A porcentagem de celulose apresenta-se como boa possibilidade para uso 

como fonte de glicose após a hidrólise desse polissacarídeo. Porém, o uso desses açúcares 

requer uma etapa de deslignificação para remoção do alto teor de lignina para se obter 

melhor rendimento na hidrólise enzimática e, consequentemente, na produção de bioetanol. 

A porcentagem de hemicelulose demonstra uma boa possibilidade no emprego de 

processos que utilizam pentoses.  

 

5.2 Estudo das condições de hidrólise ácida da fração hemicelulósica do bagaço do 
sorgo sacarino 

 

5.2.1 Estudo das condições de hidrólise na liberação de açúcares 

 

Na Tabela 4 estão apresentados os ensaios realizados conforme a matriz do 

planejamento, com as variáveis estudadas nas suas formas codificadas e reais (entre 

parênteses) e os resultados obtidos para pH, concentração de xilose, glicose e arabinose 

obtidos após a hidrólise ácida do bagaço de sorgo sacarino. A partir dos resultados 

demonstrados, pode-se observar que o ensaio 6, com temperatura de 121 °C, tempo de 40 

minutos e concentração de ácido sulfúrico de 1,75% (m/v), resultou na maior quantidade de 

xilose (14,22 g/L) e glicose (2,42 g/L). Além disso, as maiores concentrações desses dois 

açúcares foram observadas na condição em que a concentração do ácido era mais alta, 

demonstrando que este fator foi o que mais interferiu na liberação destes açúcares a partir 

da fibra lignocelulósica. Além dele, a temperatura demonstrou ser um fator importante para 

obtenção de xilose com efeito significativo sobre o mesmo. A xilose foi o açúcar encontrado 

na maior concentração, demonstrando que a hemicelulose é a porção da fibra mais 

suscetível a hidrólise ácida.   

Os resultados dos ensaios 9 a 12, ou seja, a quadruplicata no ponto central para 

ambas as variáveis dependentes estudadas, demonstram pouca variação entre os dados e 

indicam uma boa repetibilidade entre os resultados dos ensaios. 
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Tabela 4 Matriz do planejamento 23 com os valores codificados, reais e os resultados da 
concentração de açúcares 
Ensaio Variável 

 Temp 
(°C) 

Tempo 
(minutos) 

Ácido 
(%) 

pH Ara 
(g/L) 

Xil 
(g/L) 

Gli 
(g/L) 

1 -1 (111) -1 (40) -1 (0,75) 1,15 2,61 2,2 1,08 
2 1 (121) -1 (40) -1 (0,75) 1,11 2,08 5,12 1,31 
3 -1 (111) 1 (60) -1 (0,75) 1,13 1,92 1,75 0,69 
4 1 (121) 1 (60) -1 (0,75) 1,18 1,61 5,24 0,38 
5 -1 (111) -1 (40) 1 (1,75) 0,95 1,22 9,55 1,81 
6 1 (121) -1 (40) 1 (1,75) 1,02 0,95 14,22 2,42 
7 -1 (111) 1 (60) 1 (1,75) 1,08 0,5 8,27 1,78 
8 1 (121) 1 (60) 1 (1,75) 0,94 0,45 12,41 1,96 
9 0 (115) 0 (50) 0 (1,25) 1,02 1,45 7,24 1,35 

10 0 (115) 0 (50) 0 (1,25) 1,00 1,43 7,23 1,41 
11 0 (115) 0 (50) 0 (1,25) 1,03 1,46 7,27 1,38 
12 0 (115) 0 (50) 0 (1,25) 1,03 1,47 7,26 1,39 

Temp: temperatura; Gli: glicose; Xil: xilose; Ara: arabinose. 
 

Os resultados obtidos neste trabalho estão de acordo com Poonsrisawat et al. 

(2013), que afirmam que a temperatura e a concentração do ácido sulfúrico sobre o bagaço 

de sorgo foram as variáveis que tiveram efeito significativo sobre o rendimento de glicose e 

xilose, enquanto o tempo de residência não teve um efeito significativo sobre o rendimento 

desses açúcares. 

A temperatura elevada “amolece” a camada de proteção da lignina em volta das 

fibras da hemicelulose e permite que o ácido sulfúrico hidrolise a hemicelulose em xilose. No 

entanto, o tempo de reação longo e as temperaturas de reação elevadas facilmente causam 

a degradação de xilose em furfural (LIU et al., 2012). 

Os valores de glicose obtidos no presente trabalho não foram superiores a 2,42 g/L, 

o que pode ser explicado pelo fato de quando a temperatura da reação é inferior a 120 °C, a 

glicose é originada principalmente a partir das cadeias laterais da hemicelulose, e a hidrólise 

da celulose nessa temperatura é pouco significativa. No entanto, com o aumento da 

temperatura da reação, começa a ocorrer a hidrólise da celulose e liberar glicose. Nesse 

sentido, o rendimento de glicose aumenta significativamente após 120 minutos a 150 °C 

(LIU et al., 2012). Por outro lado, baixas concentrações de glicose nos hidrolisados têm sido 

relatadas como fonte de açúcares para crescimento microbiano nas primeiras horas de 

fermentação, além de que auxiliam no aumento de rendimento de produtos como etanol e 

xilitol por microrganismos fermentadores de pentoses (CANILHA et al., 2008; AGBOGBO et 

al., 2006). 

Poonsrisawat et al. (2013), ao estudarem a hidrólise do bagaço de sorgo com 

diferentes concentrações de ácido sulfúrico (0-3% v/v), temperaturas (120-190 °C) e tempo 

de hidrólise (10-30 min), obtiveram rendimento máximo de glicose e xilose de 0,234 e 0,208 

g/g de substrato seco, respectivamente, na condição de pré-tratamento: 120 °C, 3% de 

H2SO4, durante 10 min. Swaminathan et al. (2015), ao estudarem o pré-tratamento de talos 
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de sorgo sacarino utilizando diferentes concentrações de ácidos (0,5 a 3% v/v), observaram 

concentração de xilose (13,65 g/L) e arabinose (2,24 g/L) semelhantes ao encontrados 

neste trabalho, porém relatam concentrações superiores de glicose (14,70 g/L) durante 

hidrólise com 1,5% de ácido sulfúrico. Mussatto e Roberto (2004), para hidrolisado 

hemicelulósico de palha de arroz com hidrólise ácida com 1% de ácido sulfúrico a 120 °C 

por 20 min obtiveram 16,4 g/L de xilose, 3,7 g/L de glicose e 2,6 g/L de arabinose 

Neste trabalho, a maior concentração de arabinose foi obtida para os menores níveis 

(-1) em todas as variáveis (111 °C, 40 min, 0,75% de ácido). Diferentemente da xilose e 

glicose, esse açúcar demonstrou ser mais sensível à ação do ácido, com maior efeito sobre 

a porção da arabinoxilana, pois concentrações menores de ácido resultaram nas maiores 

concentrações de arabinose. A arabinose é liberada com facilidade, sendo afetada pela 

temperatura de reação. No entanto, como é uma das pentoses, também é fácil de ser 

degradada a furfural em altas temperaturas, reduzindo o rendimento de arabinose (LIU et 

al., 2012). Uma concentração de 2,96 g/L de arabinose foi obtida a partir de talos de sorgo 

hidrolisados com 1% de ácido sulfúrico a 37 oC por 60 min e essa arabinose foi produzida, 

seja devido à hidrólise de alguns heteropolímeros presentes em frações de hemicelulose, 

seja devido a arabinoxilanos (SWAMINATHAN et al., 2015). 

 

5.2.1.1 Principais efeitos do planejamento experimental de hidrólise ácida na liberação 
de açúcares  
 

A estimativa dos efeitos principais ao nível de 95% de confiança do planejamento 

experimental da hidrólise ácida da fração hemicelulósica com variação da temperatura, 

tempo e concentração de ácido é apresentada através do gráfico de Pareto demonstrado na 

Figura 12 para todas as variáveis dependentes analisadas. No gráfico de Pareto os efeitos 

dos fatores são ordenados de forma decrescente da sua magnitude, conforme as variáveis 

independentes com maior efeito, estimados a partir dos dados experimentais, sendo 

significativas aquelas colunas que ultrapassam a linha tracejada (0,05).   

Pode-se observar, a partir do diagrama de Pareto, que a variável que mais 

influenciou para o aumento da concentração de arabinose, glicose e xilose foi a 

concentração de ácido sulfúrico utilizada, seguido pelo tempo para a glicose e xilose e a 

temperatura para arabinose. O sinal negativo à frente dos valores nas variáveis estudadas 

significa que a houve redução da resposta ao passar do menor nível (-1) para o maior nível 

(+1). Ou seja, o sinal negativo exibido na variável concentração de ácido, tempo e 

temperatura para arabinose demonstra que quando passou de um nível (-1) para um nível 

(+1) diminuiu a resposta na concentração desse açúcar. Nesse caso, ao usar 1,75% na 

concentração ácido sulfúrico ao invés de 0,75% a quantidade de arabinose no hidrolisado 

hemicelulósico é menor. Isso provavelmente ocorreu devido à degradação desses açúcares 

em compostos de menor peso molecular como furfural. Nesse sentido, é ressaltada a 
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importância de verificar a concentração dos compostos inibitórios no hidrolisado 

hemicelulósico, visto que quantidades altas podem ser tóxicas aos microrganismos 

 

Figura 12 Gráfico de Pareto demonstrando o efeito estimado dos fatores investigados e suas 
interações sobre a concentração de arabinose, glicose e xilose ao nível de 95% de 
confiança. 

 

O sinal positivo referente à variável concentração de ácido e temperatura para xilose 

e concentração ácido para glicose, significa que quando esta variável passa de um nível -1 

para o nível +1 a resposta desses açúcares é aumentada. Ou seja, maiores concentrações 

de xilose e glicose são verificadas no hidrolisado hemicelulósico usando a concentração de 

ácido sulfúrico de 1,75%.   

Os resultados demonstraram que o aumento da concentração de ácido promoveu o 

aumento da quantidade de xilose e glicose liberada, enquanto que a mesma condição levou 

à redução da concentração de arabinose. A redução dessa pentose provavelmente se deu 

devido a maior sensibilidade dessa fração às condições de hidrolise, sendo, portanto 

parcialmente reduzido a compostos como furfural.  

Ao observar o gráfico de Pareto é ainda possível verificar que todas as interações 

entre os fatores foram significativas ao nível de 95% de confiança, exceto entre o tempo e a 



40 

 

concentração de ácido sobre a produção de arabinose, que foi a única interação que não 

teve efeito significativo.  

 

5.2.1.2 Análise de variância da liberação de açúcares por planejamento experimental 
de hidrólise ácida  

 

Na Tabela 5 são apresentados os resultados da análise da variância (ANOVA) ao 

nível de confiança de 95% (p<0.05) para as variáveis arabinose, glicose e xilose. É possível 

verificar para arabinose que a temperatura, tempo e a concentração de ácido tiveram efeito 

significativo sobre a resposta desse açúcar, assim como as interações entre a temperatura e 

o tempo e entre a temperatura e a concentração de ácido. Ou seja, a interação entre tempo 

e concentração de ácido não tiveram efeito significativo a 5% de confiança sobre a produção 

de arabinose.  

A quantidade de glicose no hidrolisado hemicelulósico foi significativa tanto para a 

temperatura, tempo e concentração de ácido, como para as interações entre todos os 

fatores. O mesmo aconteceu para xilose, indicando que todas as variáveis estudadas 

assumem papel importante para a degradação da fibra lignocelulósica em seus 

carboidratos.  

Através da análise de variância, pelo teste F (Tabela 5), comparando-se o valor do F 

calculado com o F tabelado, é possível afirmar que o modelo proposto é válido e que os 

parâmetros da equação se ajustam aos dados experimentais em todos os casos (arabinose, 

glicose e xilose); com isso, demonstra-se que o modelo de primeira ordem (linear) foi 

significativo. Com os resultados, pode-se perceber que a falta de ajuste não foi significativa, 

indicando que a reta de regressão se ajusta perfeitamente aos dados experimentais e que 

existe uma pequena variação em torno do ajuste. Constatou-se que a regressão apresentou 

um coeficiente de determinação (R2) de 0,98; 0,99 e 0,97, respectivamente para arabinose, 

glicose e xilose. Ou seja, a regressão linear foi adequada tanto para arabinose, como 

glicose e xilose, indicando que o modelo matemático linear para a produção de açúcares foi 

válido para os três casos.  

Para isso as equações obtidas para predizer as variáveis respostas são 

apresentadas em função dos termos codificados das variáveis independentes, indicando os 

valores estatisticamente significativos em nível de 95% de confiança para arabinose 

(Equação 10), glicose (Equação 11) e xilose (Equação 12). Os parâmetros estatisticamente 

não significativos (interação entre o tempo e concentração de ácido para arabinose) foram 

eliminados do modelo.  
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Tabela 5 Análise de variância (ANOVA) para concentração de arabinose, glicose e xilose ao 
nível de confiança de 95% 
 Fonte  SQ GL MQ F p 

A
ra

b
in

o
se

 (
g

/L
) 

Temp (°C) 0,16820 1 0,16820 630,75 0,000138 
Tempo (min) 0,70805 1 0,70805 2655,19 0,000016 

C.ácido (% m/v) 3,25125 1 3,25125 12192,10 0,000002 
Temp (°C) X Tempo (min) 0,02420 1 0,02420 90,75 0,002453 

Temp (°C) X C. ácido (% m/v) 0,03380 1 0,03380 126,75 0,001503 
Tempo (min) X C. ácido (% m/v) 0,00045 1 0,00045 1,69 0,284757 

Resíduo 0,00361 5 0,00072   
Falta de ajuste 0,00281 2 0,00140 5,28 0,104033 

Erro puro 0,00080 3 0,00026   
Total 4,18950 11    

R2 0,989     
 Fonte  SQ GL MQ F p 

G
lic

o
se

 (
g

/L
) 

Temp (°C) 0,06301 1 0,06301 100,82 0,002103 
Tempo (min) 0,40951 1 0,40951 655,22 0,000131 

C.ácido (% m/v) 2,54251 1 2,54251 4068,02 0,000008 
Temp ( °C X Tempo (min) 0,11761 1 0,11761 188,18 0,000838 

Temp (°C) X C. ácido (% m/v) 0,09461 1 0,09461 151,38 0,001156 
Tempo (min) X C. ácido (% m/v) 0,08611 1 0,08611 137,78 0,001329 

Resíduo 0,00361 5 0,00072   
Falta de ajuste 0,007217 2 0,00360 5,77 0,093656 

Erro puro 0,001875 3 0,00062   
Total 3,322447 11    

R2 0,995     
 Fonte  SQ GL MQ F p 

X
il

o
se

 (
g

/L
) 

Temp (°C) 25,7762 1 25,7762 162797,1 0,000000 
Tempo (min) 0,7081 1 0,7081 4471,9 0,000007 

C.ácido (% m/v) 106,4340 1 106,434 672215,1 0,000000 
Temp (°C) X Tempo (min) 0,1013 1 0,1013 639,5 0,000136 

Temp (°C) X C. ácido (% m/v) 0,1984 1 0,1984 1253,4 0,000050 
Tempo (min) X C. ácido (% m/v) 0,4050 1 0,4050 2557,9 0,000017 

Resíduo 0,0035 5 0,0007   
Falta de ajuste 0,0030 2 0,0015 7,5 0,050175 

Erro puro 0,0005 3 0,0002   
Total 133,6265 11    

R2 0,978     
Temp: temperatura; C. ácido: Concentração de ácido; SQ: Soma Quadrática; GL: Graus de 
Liberdade; MQ: Média Quadrática; F: Teste estatístico de comparação da variância nos 
ensaios, permitindo a avaliação da qualidade de ajuste; p: Teste estatístico para estimativa 
do intervalo de confiança do modelo. 
 

Arabinose (g/L) = 1,43 - 0,29 X1 - 0,59 X2 – 1,27 X3 + 0,11 X1X2 + 0,13 X1X3 Equação 5 

 

Glicose (g/L) = 1,41 + 0,17 X1 - 0,45 X2 + 1,12 X3 – 0,24 X1X2 + 0,21 X1X3 + 0,20 X2X3 

Equação 6 

 

Xilose (g/L) = 7,22 + 3,59 X1 - 0,59 X2 + 7,29 X3 + 0,22 X1X2 + 0,31 X1X3 – 0,45 X2X3 

Equação 7 
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Sendo que: X1 é o valor codificado para temperatura, X2 é valor codificado para o 

tempo e X3 o valor codificado para concentração do ácido.  

 

5.2.1.3 Gráfico de superfície de resposta da liberação de açúcares para planejamento 
de hidrólise ácida  

 

Para uma visualização com maior clareza da influência dos fatores sobre a produção 

de açúcares durante a hidrólise ácida do bagaço de sorgo, as superfícies de resposta foram 

geradas para arabinose (Figura 13), glicose (Figura 14) e xilose (Figura 15) em função dos 

fatores significativos das variáveis independentes analisadas.  

 

 

Figura 13 Superfície de resposta da concentração de arabinose a partir da hidrólise ácida do 
bagaço de sorgo sacarino. 
 

Através da superfície de resposta, é possível verificar que a menor temperatura  

(111 °C), menor tempo (40 minutos) e menor concentração de ácido (0,75%) resultam na 

maior quantidade de arabinose no hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo, 

demonstrando que essa pentose é uma porção do oligossacarídeo mais facilmente 

hidrolisável, sendo mais suscetível a condições menos severas de pré-tratamento. Ao 

intensificar o processo e colocar condições mais drásticas, a quantidade desse açúcar é 

reduzida significativamente, o que provavelmente ocorre pela degradação desse açúcar em 

compostos de menor peso molecular. 
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Figura 14 Superfície de resposta da concentração de glicose a partir da hidrólise ácida do 
bagaço de sorgo sacarino. 
 

Ao analisar a superfície de resposta para glicose, pode-se perceber que a 

concentração do ácido e a temperatura foram os dois principais fatores de interferiram na 

formação de desse monossacarídeo, sendo que para estas duas variáveis independentes, o 

maior nível (+1) resultou em um hidrolisado com maior quantidade de glicose (Figura 14 B). 

A variável independente tempo não apresentou ação tão significativa para a formação de 

glicose, e o seu menor nível (-1) é indicado para esse processo de hidrólise. Ou seja, a 

redução de 60 para 40 minutos resultou em uma concentração maior desse açúcar no 

hidrolisado, o que é interessante, pensando-se no aumento de escala com viabilidade 

econômica (Figura 14 A). 

Como neste estudo a concentração de glicose não foi superior a 2,5 g/L, 

provavelmente este resultado seja proveniente da porção hemicelulósica, ou ainda da região 

amorfa da celulose que foi hidrolisada, visto que esta não necessita de condições mais 

drásticas de ácido, temperatura ou tempo de hidrólise como a região cristalina.  

O gráfico de superfície resposta para xilose demonstra que, assim como para a 

glicose, os fatores concentração de ácido e temperatura foram os que mais exerceram 
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influência para hidrólise da hemicelulose nessa pentose (Figura 15 B). Os melhores 

rendimentos desse açúcar foram obtidos ao utilizar, durante a hidrólise, temperatura de 121 

°C e concentração de ácido de 1,75. O tempo exerceu menor influência para hidrólise da 

hemicelulose em xilose e, neste caso, é indicado o emprego de 40 minutos, o que 

representa economia no processo (Figura 15 C).  

 

 

Figura 15 Superfície de resposta da concentração de xilose a partir da hidrólise ácida do 
bagaço de sorgo sacarino. 
 

Com os resultados obtidos, verifica-se que as condições que devem ser empregadas 

no processo de hidrólise ácida a fim de obter-se um hidrolisado hemicelulósico de bagaço 

de sorgo rico em açúcares para utilização em processos fermentativos é: temperatura de 

121 oC, tempo de 40 minutos e concentração de ácido de 1,75%. Essas condições, embora 

tenham proporcionado uma menor quantidade de arabinose, resultaram na melhor condição 

para obtenção de xilose e glicose, substratos estes que podem ser usados diretamente por 

microrganismos fermentadores de pentoses para a produção de subtâncias de interesse 

comercial, como etanol e xilitol. Porém, ressalta-se a importância da avaliação da 

quantidade de compostos tóxicos formados, e não somente a quantidade de açúcares. 
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Camargo et al. (2015), ao realizarem a hidrólise de sorgo forrageiro com ácido 

sulfúrico (2%) a 121 °C por 70 minutos, encontraram concentrações entre 16,76 – 17,42 g/L 

de xilose no hidrolisado hemicelulósico, conforme as variedades estudas. Para palha de 

sorgo em trabalho realizados por Sene et al. (2011) obtiveram após hidrólise ácida diluída 

com 1% H2SO4, por 10 minutos e 121 °C em reator, teores mais elevados de xilose (17,69 

g/L) e menores de glicose (2,1 g/L) e arabinose (1,81 g/L) que os encontrados nesse 

trabalho. Téllez-Luis; Ramirez e; Vázquez (2002), ao estudarem a hidrólise da palha de 

sorgo com diferentes concentrações de ácido sulfúrico, obtiveram valor de 17,57 g/L de 

xilose, realizando a hidrólise com 2% de ácido sulfúrico por 60 minutos a 100 °C. 

A quantidade obtida de xilose no presente trabalho demonstra ainda a necessidade 

de concentrar o hidrolisado, a fim de aumentar essa concentração até próximo a 50 g/L, 

quantidade relatada como ideal para ser usada com microrganismos fermentadores de 

pentoses com rendimentos mais promissores (SILVA; MUSSATTO; ROBERTO, 2010; 

SARAÇOGLU; ÇAVUSOGLU, 1999).  

 

5.2.2 Condições de hidrólise na formação de compostos inibitórios 

 

Na Tabela 6 estão demonstradas as concentrações dos subprodutos da degradação 

dos compostos lignocelulósicos que podem ser inibitórios para a atividade microbiana em 

processos fermentativos, tais como ácido acético, fenóis, HMF e furfural, obtidos a partir da 

hidrólise ácida do bagaço de sorgo e a matriz do planejamento, conforme as variáveis 

estudadas. Na mesma Tabela estão apresentados também temperatura (111 a 121 °C), 

tempo (40 a 60 minutos) e concentração de ácido sulfúrico (0,75 a 1,75% m/v), conforme os 

ensaios nas suas formas codificadas e reais (entre parênteses). 

De acordo com os dados apresentados, foi possível verificar que a maior 

concentração de ácido acético foi obtida com ensaio 8 (temperatura 121 °C, 60 minutos e 

1,75% de H2SO4). Ainda é possível verificar que esse resultado estava relacionado à maior 

quantidade de ácido adicionada na hidrólise, demonstrando que este fator propicia a 

degradação das pentoses em seus constituintes de menor peso molecular.  

Ainda é possível considerar que o hidrolisado obtido no ensaio 6, na temperatura de 

121 °C, 40 minutos e 1,75% de ácido sulfúrico, resultaram nas maiores concentrações de 

fenóis e HMF. Além disso, as maiores concentrações de fenólicos estavam relacionadas à 

temperatura mais elevada utilizada no processo de hidrólise. Ou seja, a degradação da 

lignina demonstrou-se sensível à ação dessa variável. Da mesma forma, as condições que 

empregaram as temperaturas mais elevadas promoveram a maior degradação da glicose 

em seu subproduto. 
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Tabela 6 Matriz do planejamento 23 com os valores codificados, reais e os resultados da 
concentração de ácido acético, fenóis, HMF e furfural 
Ensaio Variáveis 
 Temp 

(°C) 
Tempo 

(minutos) 
Ácido 

(%) 
A. ácético 

(g/L) 
fenóis 
(g/L) 

HMF(g/L) 
(mg/L) 

Fur 
(mg/L) 

1 -1 (111) -1 (40) -1 (0,75) 0,78 0,58 40,36 403 
2 1 (121) -1 (40) -1 (0,75) 0,85 0,79 91,23 772 
3 -1 (111) 1 (60) -1 (0,75) 0,93 0,42 52,87 481 
4 1 (121) 1 (60) -1 (0,75) 1,04 0,77 91,65 807 
5 -1 (111) -1 (40) 1 (1,75) 1,29 0,65 62,85 571 
6 1 (121) -1 (40) 1 (1,75) 1,34 0,90 124,54 978 
7 -1 (111) 1 (60) 1 (1,75) 1,32 0,59 48,46 638 
8 1 (121) 1 (60) 1 (1,75) 1,47 0,83 81,10 985 
9 0 (115) 0 (50) 0 (1,25) 1,11 0,72 69,90 712 
10 0 (115) 0 (50) 0 (1,25) 1,12 0,71 70,48 707 
11 0 (115) 0 (50) 0 (1,25) 1,15 0,72 68,81 713 
12 0 (115) 0 (50) 0 (1,25) 1,13 0,73 69,36 701 
Temp: temperatura; A. acético: ácido acético; HMF: hidroximetilfurfural; Fur:furfural 

 

Já a maior concentração de furfural foi obtida com os maiores níveis (+1) para todas 

as variáveis independentes estudadas. Portanto, concentrações mais elevadas de ácido 

(1,75%), tempo mais longo (60 minutos) e temperatura mais alta (121 °C) de hidrólise 

promoveram a desidratação das pentoses, uma vez que as concentrações de furfural 

aumentaram. Provavelmente esses valores de furfural estejam relacionados principalmente 

à degradação da arabinose, visto que os valores reduziram conforme a severidade das 

variáveis concentração de ácido e temperatura, conforme demonstrado anteriormente. De 

acordo com Pitarelo et al. (2012), a arabinose é o monossacarídeo mais suscetível a 

hidrólise e desidratação, sendo a fonte mais importante para o acúmulo de furfural no 

extrato aquoso. 

As menores concentrações de ácido acético, HMF e furfural foram obtidas com os 

menores níveis para todas as variáveis (111 °C; 40 minutos e 0,75% H2SO4). Para os fenóis, 

a menor concentração obtida foi na condição com temperatura de 111 °C; 60 minutos e 

0,75% H2SO4. 

Ao realizar estudo da otimização da hidrólise ácida de sabugo de milho Jeevan, 

Nelson e Rena (2011) observaram que as maiores concentrações de furfural (0,25 g/L) e 

HMF (0,15 g/L) no hidrolisado foram obtidas com uma condição de 130 °C, 20 min e 2% de 

H2SO4. Qi et al. (2008) também observaram que a taxa de reação de degradação da xilose é 

mais rápida e mais sensível à severidade dos fatores do que a de glicose, e que a constante 

cinética para degradação da xilose se dá principalmente em função da temperatura de 

reação e da concentração dos íons de hidrogênio. 

Os resultados encontrados nesse trabalho são menores do que os obtidos por Sene 

et al. (2011) liberados durante a hidrólise ácida de palha sorgo, com 121 °C durante 10 

minutos com 1% de H2SO4, os quais obtiveram valores de ácido acético de 1,87 g/L, 

fenólicos de 2,12 g/L, HMF de 1,56 g/L. Os valores obtidos neste estudo são menores, 
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também, quando comparados aos encontrados por Ping et al. (2013), que obtiveram 2,42 

g/L de ácido acético e 0,54 g/L de furfural a partir de hidrolisado hemicelulósico de sabugo 

de milho hidrolisado com ácido sulfúrico diluído (1% m/m) em autoclave a 125 °C com um 

tempo de residência de 1 hora. Valores semelhantes de furfural (0,29 g/L) e HMF (0,06 g/L) 

e superior de ácido acético (2,8 g/L) e inferior de fenólicos (0,22 g/L) foram obtidos em 

trabalho de Martin et al. (2007) em hidrolisado de bagaço de cana hidrolisada com 2% de 

ácido, a 122 °C durante 40 minutos. 

 

5.2.2.1 Formação de compostos tóxicos para planejamento experimental de hidrólise 
ácida  

 

A Figura 16 demonstra, através do gráfico de Pareto, a estimativa dos efeitos para os 

compostos inibitórios ácido acético, fenóis, furfural e HMF ao nível de 95% de confiança 

para o planejamento experimental com variação de temperatura, tempo e concentração de 

ácido sulfúrico. Para o ácido acético, todas as variáveis independentes analisadas 

apresentaram influência sobre o aumento da concentração desse composto, sendo que a 

porcentagem de ácido, seguido do tempo de hidrólise e da temperatura empregada foram as 

variáveis que demonstraram maior capacidade na hidrólise da porção acetil da 

hemicelulose. Com relação às interações entre os diferentes fatores estudados, a interação 

da concentração de ácido com a temperatura não teve efeito significativo sobre a formação 

do ácido acético. 

Com relação aos compostos fenólicos, as condições de temperatura, concentração 

de ácido, tempo e a interação entre temperatura e tempo foram as condições que resultaram 

no efeito significativo deste inibidor. O aumento do nível (-1) para (+1) das variáveis 

temperatura, concentração de ácido e a interação entre esses dois fatores resultam no 

aumento da concentração dos fenólicos. Já o sinal de negativo exibido na variável do tempo 

significa que, quando aumenta o tempo de 40 para 60 minutos, diminui a resposta na 

concentração dos fenólicos. A interação entre temperatura e tempo, e entre a concentração 

de ácido sulfúrico e o tempo estão abaixo do limite de significância p=0,05 e podem ser 

considerados insignificantes no processo para esta variável estudada. 

Comparando-se as barras horizontais para o HMF, pode-se perceber que a 

temperatura foi o parâmetro estudado mais significativo para a formação desse composto. 

Os parâmetros tempo e interação entre tempo e concentração de ácido, e a interação da 

temperatura e a concentração de ácido apresentam efeito negativo, ou seja, diminuem o 

valor de HMF. 
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Figura 16 Gráfico de Pareto demonstrando o efeito estimado dos fatores investigados e suas 
interações sobre a concentração de ácido acético, fenóis, furfural e HMF ao nível de 95% de 
confiança. 
 

Qi et al. (2008) também observaram que a taxa de degradação de glicose é mais 

sensível à temperatura da reação do que a xilose e, ainda, perceberam que a energia de 

ativação é maior para glicose em relação à xilose. Segundo os autores, a razão para esse 

resultado é provavelmente o efeito de meio ácido, porque alguns produtos finais da 

degradação são compostos ácidos, tais como ácido fórmico e acético, e estes compostos 

podem afetar a taxa de degradação constante até certo ponto. 

Conforme o gráfico de Pareto, a formação de furfural foi influenciada positivamente 

para as três variáveis estudadas (tempo, temperatura e ácido), sendo que a temperatura foi 

o fator mais significativo, seguido pela concentração do ácido. O tempo foi o fator que, 

embora tenha sido significativo, demonstrou promover a formação de furfural em menor 

proporção. Com relação às interações para esta variável dependente, a temperatura e o 

tempo foram as mais relevantes para a formação desse composto, seguidas pela interação 

entre temperatura e concentração de ácido. A interação entre o tempo e a concentração de 

ácido não foi significativa a 5%. Nesse sentido, esses foram os fatores que mais 

contribuíram para a degradação das pentoses. Jeevan, Nelson e Rena (2011) observaram 

que os níveis de furfural e HMF aumentaram com o aumento do tempo de reação, e a 
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concentração de ácido sulfúrico durante estudos de otimização da hidrolise ácida de sabugo 

de milho. 

 

5.2.2.2 Análise de variância da formação de açúcares por planejamento experimental 
de hidrólise ácida  

 

A análise de variância (ANOVA) que evidencia a validade do modelo adotado através 

do teste F e o erro experimental pelo resíduo com 95% de confiança são apresentados na 

Tabela 7 para ácido acético, fenóis, HMF, furfural. 

 

Tabela 7 Análise de variância (ANOVA) para concentração de ácido acético, fenóis, HMF e 
furfural ao nível de confiança de 95% 

 Fonte SQ GL MQ Fcal Ftab 
 Regressão 0,4668 6 0,077812 476,40 4,95 

Á
c.

 a
cé

ti
co

 
(g

/L
) 

 

Resíduo 0,0008 5 0,000163   
Falta de ajuste 0,0003 2 0,00015 0,95 9,55 

Erro puro 0,0005 3 0,00017   
Total 0,4676 11    

R2 0,98     
 Fonte SQ GL MQ Fcal Ftab 

F
en

ó
is

 (
g

/L
) Regressão 0,1738 6 0,028979 33,76 4,95 

Resíduo 0,0042 5 0,000858   
Falta de ajuste 0,0040 2 0,002008 21,90 9,55 

Erro puro 0,0002 3 0,000091   
Total 0,1781 11    

R2 0,97     
 Fonte SQ GL MQ Fcal Ftab 

H
M

F
 (

g
/L

) Regressão 5470,441 6 911,740 51,39 4,95 
Resíduo 88,704 5 17,740   

Falta de ajuste 87,130 2 43,564 82,99 9,55 
Erro puro 1,575 3 0,524   

Total 5559,146 11    
R2 0,96     

 Fonte SQ GL MQ Fcal Ftab 

F
u

rf
u

ra
l (

g
/L

) Regressão 331607,7 6 55267,9 1655,50 4,95 
Resíduo 166,9 5 33,3   

Falta de ajuste 76,2 2 38,1 1,26 9,55 
Erro puro 90,7 3 30,2    

Total 331714,7 11    
R2 0,99     

Temp: temperatura; C. ácido: Concentração de ácido; SQ: Soma Quadrática; GL: Graus de 
Liberdade; MQ: Média Quadrática; Fcal: teste F calculado para verificar a significância 
estatística; Ftab: valor F tabelado. 
 

Para análise da qualidade do modelo matemático, é importante avaliar o coeficiente 

de determinação R2, pois fornece uma medida da proporção da variação explicada pela 

equação de regressão em relação à variação total das respostas. Além disso, para que o 

modelo seja considerado estatisticamente significativo e possa ser utilizado para fins 

preditivos, o valor de F calculado deve ser maior que o F tabelado, para verificar a 

significância da regressão. Em contrapartida, o teste F calculado para verificar a falta de 
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ajuste do modelo deve apresentar um valor menor que o valor de F tabelado. Se essas duas 

condições forem satisfeitas, o modelo é considerado bom (RABELO, 2010). 

Nesse sentido, para as variáveis dependentes ácido acético, fenólicos, HMF e 

furfural apresentaram respectivamente o R quadrado (R²) obtido para o modelo de 

regressão linear de 0,98; 0,97; 0,96 e 0,99, o que significa que mais de 96% de cada uma 

das variações das respostas podem ser explicadas pelo modelo.  

Para quantidade de ácido acético e furfural no hidrolisado hemicelulósico, o F 

tabelado na regressão foi menor que o F calculado, e para falta de ajuste o F tabelado (2,3) 

foi maior que F calculado, indicando a validade deste modelo experimental para estas 

variáveis estudadas. Para o teor de fenólicos e HMF, apesar do coeficiente de determinação 

(R2>0,96) ter sido satisfatório, demonstrando que os valores previstos e obtidos são 

equivalentes, o modelo evidencia falta de ajuste, visto que o F calculado foi superior ao valor 

F tabelado; nesse sentido, o modelo necessita ser ajustado ao nível de 95% de confiança.  

Assim, o modelo linear que descreve as quantidades de ácido acético e furfural 

liberadas durante a hidrólise ácida da fração hemicelulósica do bagaço de sorgo sacarino é 

estatisticamente significativo e pode ser descrito pela Equação 13 para o ácido acético, e 

Equação 14 para o furfural. Vale ressaltar que o modelo linear apresentou falta de ajuste 

para fenólicos e HMF. Assim, um modelo quadrático deverá ser utilizado para a otimização 

do pré-tratamento quando se busca concentrações mais baixas ou altas desses compostos. 

No caso, como a prioridade desse estudo é avaliar, sobretudo, a concentração de açúcares 

no hidrolisado e entender se a condição escolhida apresenta compostos em concentrações 

elevadas que possam ser inibitórios aos microrganismos, os resultados analisados 

respondem satisfatoriamente, pois ele consegue prever as melhores condições de hidrólise 

ácida que resulta nas maiores quantidades de açúcares e as condições em que fatores 

podem resultar nos compostos tóxicos em baixas concentrações. 

 

Ácido acético (g/L) = 1,12 + 0,097 X1 + 0,127 X2+ 0,452 X3 + 0,03 X1X2– 0,04 X2X3             

Equação 8 

 

Furfural (mg/L) = 705,66 + 362,25 X1 + 46,75 X2 + 177,25 X3 – 25,75 X1X2 + 14,75 X1X3 

Equação 9 

 

Sendo que: X1 é o valor codificado para temperatura, X2 é o valor codificado para o 

tempo e X3 é o valor codificado para concentração do ácido.  
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5.2.2.3 Gráfico de superfície de resposta da formação de inibidores por hidrólise ácida 

para planejamento experimental 

 

As Figuras 17, 18, 19 e 20 mostram as superfícies de resposta para concentração de 

ácido acético, fenólicos, HMF e furfural, respectivamente, formados durante a hidrólise ácida 

da fração hemicelulósica do bagaço de sorgo, sendo possível observar a influência das 

variáveis (temperatura, tempo e concentração de ácido) sobre as respostas. Os gráficos 

foram construídos considerando apenas os efeitos estatisticamente significativos ao nível de 

confiança de 95%, conforme exposto anteriormente.  

 

 

Figura 17 Superfície de resposta para concentração de ácido acético liberada após a 
hidrólise ácida da fração hemicelulósica do bagaço de sorgo. 
 

 

Figura 18 Superfície de resposta para concentração de compostos fenólicos totais liberada 
após a hidrólise ácida da fração hemicelulósica do bagaço de sorgo. 
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Figura 19 Superfície de resposta para concentração de HMF liberada após a hidrólise ácida 
da fração hemicelulósica do bagaço de sorgo. 
 

 

Figura 20 Superfície de resposta para concentração de furfural liberada após a hidrólise 
ácida da fração hemicelulósica do bagaço de sorgo. 
 

A partir da superfície resposta do ácido acético percebe-se que a concentração de 

ácido, seguido do tempo e da temperatura foram os fatores determinantes para 

desacetilação das heteroxilanas. O aumento dos níveis de (-1) para (+1) em todos os fatores 

independentes estudados propiciaram a formação deste composto. 

Ao analisarmos a superfície de resposta da Figura 18 para formação de compostos 

fenólicos, pode-se perceber que as menores concentrações desse inibidor foram obtidos 

com o maior tempo de hidrólise (60 minutos) e com temperatura mais branda (111 °C), 

sendo que a temperatura foi o fator que se destacou para a degradação da lignina em 

compostos fenólicos. 

Pela superfície de resposta plotada para HMF (Figura 19) pode-se perceber que as 

reações tendem ao melhor resultado para este estudo (menor concentração) aos níveis 
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mínimos do planejamento para temperatura e concentração de ácido, ou seja, quanto menor 

a temperatura e menor a quantidade de catalisador (ácido), menor será a quantidade de 

HMF. Já os menores tempos tendem a aumentar a taxa de conversão de glicose a HMF.  

Os gráficos de superfície resposta que representam a formação de furfural (Figura 

20) evidenciam que à medida que se aumentam os níveis dos fatores temperatura e 

concentração de ácido, consequentemente os valores de furfural também aumentam, 

indicando que para, obtenção de menores concentrações deste composto tóxico, devem ser 

empregados valores mais baixos para estes fatores, ou seja, temperatura mais amena e 

menor concentração do solvente durante os ensaios experimentais de hidrólise ácida. O 

tempo, por sua vez, não demonstrou ter um efeito tão drástico sobre os resultados. Isso 

demonstra a sensibilidade das pentoses a essas condições estudadas.   

Jeevan, Nelson e Rena (2011) observaram que concentração de ácido sulfúrico 

superiores a 2% reduziu ligeiramente a concentração de xilose obtida no hidrolisado 

hemicelulósico de sabugo de milho, fato atribuído como resultado da degradação de xilose a 

furfural.  

Com os resultados apresentados, é possível verificar que o ácido acético foi o 

inibidor que estava em maior concentração no hidrolisado hemicelulósico de bagaço de 

sorgo seguido dos compostos fenólicos. Esses resultados demonstram a sensibilidade da 

celulose, hemicelulose e lignina do bagaço de sorgo aos fatores estudados durante a 

hidrólise. As condições mais severas propiciaram a degradação em seus constituintes de 

menor peso molecular.  

 

5.2.3 Determinação da recuperação das pentoses 

 

Foi avaliada a porcentagem de recuperação de pentoses a partir do hidrolisado 

hemicelulósico dos diferentes ensaios durante o estudo de DCC, sendo que os resultados 

estão demonstrados na Figura 21. Nessa Figura, foram plotados os dados a partir da média 

(ensaio 9), embora os ensaios do ponto central tenham sido realizados em quadruplicata. A 

maior porcentagem de recuperação de pentoses foi observada no ensaio 6 (121 °C, 40 

minutos e 1,75%) com total de recuperação de 77%, demonstrando que este foi o 

tratamento mais eficiente na hidrólise da hemicelulose. Porém, cerca de 23% da 

hemicelulose ainda poderia ser hidrolisada, aumentando o teor de pentoses no hidrolisado. 

Além disso, é possível perceber que a temperatura foi um fator de grande importância 

durante o processo de hidrólise, pois nos ensaios 3 (60 minutos, 111 °C e 0,75%) e 7 (60 

minutos, 121 °C e 0,75%) os valores de recuperação da pentoses estavam abaixo de 25%, 

indicando que 75% da hemicelulose inicial ainda poderia ser hidrolisada.  
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Figura 21 Recuperação de pentoses entre os diferentes tratamentos de hidrólise ácida 
durante DCC do bagaço de sorgo sacarino. 
 

Esses resultados estão de acordo com Reyes et al. (2013), que observaram que 40-

50% da hemicelulose na madeira de pinus foi solubilizada com variação na hidrólise entre 

120 a 170 °C, de 30 a 120 minutos e um pH de 2 a 12. Em trabalho de Boussarsar, Rogê e 

Malthlouthi (2009), o tratamento ácido do bagaço de cana obteve uma concentração máxima 

de açúcares redutores de 15,65 g/L (incluindo 11 g/L de xilose), o que corresponde a um 

rendimento de conversão de 0,22 g de xilose/g bagaço seco e correspondente a 88% da 

fração de hemicelulose massa seca, ao realizar a hidrólise ácida com 1% (m/m) H2SO4,  

150 °C após 20 min de tratamento. 

De acordo com Pitarelo et al. (2012), a eficácia do pré-tratamento depende da 

interação entre alguns fatores primários, como temperatura, tempo de permanência do 

material no reator e teor de umidade da biomassa. Além disso, a escolha da condição de 

pré-tratamento (temperatura, tempo de pré-tratamento) interfere diretamente no rendimento 

de recuperação dos principais componentes da parede celular (celulose, hemicelulose e 

lignina), bem como na eficiência das etapas de sacarificação da celulose e de fermentação 

dos hidrolisados obtidos. Os maiores percentuais de sacarificação da celulose são, 

geralmente, derivados de condições mais drásticas de temperatura e tempo de permanência 

no reator. No entanto, elevados níveis de decomposição dos carboidratos (celulose e 

hemicelulose) e de condensação da lignina são obtidos sob estas condições, diminuindo o 

rendimento de recuperação desses componentes e promovendo o acúmulo de inibidores no 

meio de reação. 

A recuperação máxima de pentoses a partir da biomassa lignocelulósica, com uma 

menor concentração de inibidor e sua subsequente conversão em etanol com rendimentos e 

produtividades desejadas são questões importantes para proporcionar um programa de 

bioetanol bem sucedido em escala industrial (CHANDEL et al., 2011). 
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Pela análise do conjunto dos resultados apresentados, pode-se verificar que o 

bagaço de sorgo se mostrou sensível às condições empregadas durante os ensaios. O 

tratamento de hidrólise da biomassa de sorgo sacarino com 1,75% (m/v) H2SO4 a 121 °C 

durante 40 minutos possibilitou, em grande parte, a solubilização da hemicelulose e a 

recuperação de pentoses, resultando em um hidrolisado rico em açúcares com cerca de 18 

g/L de monossacarideos, contendo xilose, glicose e arabinose. Porém, para a utilização em 

processo fermentativo de produção de etanol com melhores rendimentos por S. stipitis, é 

indicado o aumento da concentração de açúcares totais até próximo a 50 g/L no hidrolisado.  

Além disso, para o aproveitamento da quase totalidade dos componentes presentes 

na matéria-prima e o aumento de produção de etanol, a celulose disponível após a hidrólise 

se mostrou uma boa opção para ser utilizada como fonte de hexoses para produção de 

etanol. Porém, nesse caso é indicado um estudo de deslignificação para a remoção da 

lignina, visto que essa pode ser uma barreira física, impedindo a hidrólise enzimática 

durante a conversão de celulose a glicose. 

Também foi verificada a obtenção de hidrolisado com baixas concentrações de 

produtos potencialmente inibidores do crescimento microbiano, tais como furfural, HMF, 

ácido acético e compostos fenólicos totais. Deste modo, as condições selecionadas 

responderam satisfatoriamente para a produção de hidrolisado a ser utilizado como meio de 

crescimentos para microrganismos fermentadores de pentoses. Porém, um processo de 

destoxificação é indicado, visto que o processo de concentração de açúcares a vácuo 

poderá favorecer a formação desses compostos. Além disso, o efeito sinérgico entre eles 

poderia reduzir os rendimentos de etanol durante a fermentação. 

  

5.2.4 Avaliação da concentração de ácido sulfúrico sobre a produção de açúcares 
e compostos inibitórios da fermentação 
 

O fator que foi considerado mais importante para a produção de açúcares durante a 

realização do estudo através de DCC sobre a hidrólise ácida da fração hemicelulósica do 

bagaço de sorgo sacarino foi a concentração do ácido sulfúrico utilizado. Nesse sentido, a 

fim de confirmar as condições que resultaram nas maiores concentrações de açúcares e se 

o aumento da concentração de ácido resultaria no aumento também das pentoses, foi 

realizada uma nova hidrólise ácida mantendo-se constante a temperatura e o tempo que 

foram determinados como sendo melhores durante o DCC. Esse novo experimento consistiu 

da hidrólise ácida em autoclave, variando a porcentagem de ácido de 1,45, 1,60, 1,75, 2,15 

e 2,30%, e mantendo-se constante a temperatura de 121 °C e o tempo de 40 minutos.  

A Figura 22 demonstra a concentração de arabinose, glicose e xilose após a hidrólise 

ácida com variação na concentração de ácido. Pode-se perceber que o aumento da 

porcentagem de ácido diminuiu a concentração de arabinose (1,27 g/L), sendo que a maior 

concentração obtida foi durante a hidrólise com 1,45%. Esse resultado demonstra a 
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sensibilidade da arabinose ao solvente e que foi degradada a furfural com as condições 

mais drásticas utilizadas.  

 

 

Figura 22 Concentração de arabinose, glicose e xilose obtidas com a variação concentração 
de ácido sulfúrico na hidrólise do bagaço de sorgo sacarino. 
 

Contrariamente à arabinose, a concentração de glicose aumentou com o aumento da 

porcentagem de ácido utilizada durante essa hidrólise, e a maior concentração desse açúcar 

(3,36 g/L) foi obtida com uma porcentagem de ácido de 2,30%. Para a xilose, a 

porcentagem de ácido de 1,75% foi a que resultou na maior concentração dessa pentose 

(13,31 g/L), confirmando que esta condição escolhida é a que promove a maior ação de 

hidrólise sobre a hemicelulose e menor degradação desse composto a furfural. Esses 

resultados demonstram que os dados se confirmam ao modelo obtido para essas variáveis 

dependentes estudadas. 

Um aumento na liberação de glicose a partir de bagaço de sorgo também foi 

observada por Nagaiah et al. (2015) quando a concentração de H2SO4 foi elevada de 0,5% 

(3 g/L) a 1% (6 g/L) e 2% (10 g/L) hidrolisadas a 121 °C por 30 minutos. Além disso, 

observou-se que a concentração de glicose diminuiu para 8,5 g/L quando a concentração do 

ácido aumentou para 5%, pois, ocorreu a degradação dos açúcares liberados para outros 

compostos, tais como cisões de HMF e furfurais.  

Na Figura 23 é apresentada a concentração de ácido acético e fenóis durante a 

hidrólise ácida com variação na concentração ácido sulfúrico entre 1,45 e 2,30%. Pode-se 

perceber com o gráfico apresentado que ocorre aumento da concentração de ácido acético 

e fenólicos conforme o aumento da concentração de ácido sulfúrico empregado. As maiores 

concentrações de ácido acético (1,29 g/L) e fenóis totais (1,04 g/L) foram obtidas com 2,30% 

de H2SO4. Os compostos fenólicos sofreram ainda menor variação em relação às diferenças 
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na concentração do ácido. Esses resultados confirmam uma diferente sensibilidade entre 

hemicelulose e lignina durante a hidrólise ácida empregada.  

 

 

Figura 23 Concentração de ácido acético e compostos fenólicos obtidos com a variação da 
concentração de ácido sulfúrico no hidrolisado do bagaço de sorgo sacarino. 
 

A Figura 24 mostra a concentração de HMF e furfural durante a hidrólise ácida de 

bagaço de sorgo com variação na porcentagem de ácido. Pode-se perceber que esses dois 

inibidores sofreram influência da concentração de ácido empregada, ou seja, o aumento na 

porcentagem do mesmo propiciou a degradação dos açúcares em seus constituintes de 

menor peso molecular. A maior concentração dos compostos obtidos (158,21 mg/L HMF e 

946,82 mg/L furfural) se deu durante a hidrólise com 2,30% de ácido sulfúrico. 

Os resultados observados indicam que a hidrólise ácida do bagaço de sorgo 

utilizando a variável tempo no nível (-1) (40 minutos) e as variáveis temperatura e 

concentração de ácido no nível (+1) (121 °C; 1,75%), como observado no ensaio da Tabela 

4, apresenta-se como a melhor condição para obtenção de um hidrolisado hemicelulósico 

rico em açúcares (principalmente xilose) e com concentrações moderadas de compostos 

inibitórios, e respondem satisfatoriamente ao modelo obtido no estudo de DCC. 
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Figura 24 Concentração de furfural e HMF obtidos com a concentração de ácido sulfúrico no 
hidrolisado do bagaço de sorgo sacarino. 
 

5.3 Avaliação da celulignina  

 

As porções sólidas residuais denominadas de celugnina, provenientes dos diferentes 

tratamentos de hidrólise ácida com variação na concentração de ácido sulfúrico, foram 

avaliadas quanto à porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina. A fim de avaliar a 

remoção da hemicelulose durante o primeiro tratamento (hidrólise ácida) e verificar a 

necessidade de um processo de deslignificação para obtenção da celulose para ser 

empregada no processo de fermentação de C6, as celuligninas foram caracterizadas. Os 

resultados obtidos para celulose, hemicelulose e lignina após a hidrólise ácida do bagaço de 

sorgo com 1,45, 1,60, 1,75, 2,15 e 2,30% de ácido sulfúrico (m/v) em autoclave a 121 °C por 

40 minutos encontram-se dispostos na Figura 25. 

De maneira geral, pode-se perceber que as porcentagens de hemicelulose residual 

na biomassa estava entre 12 e 15%, tendo diminuído em decorrência do aumento da 

concentração do ácido empregada. Quando esses resultados são comparados à biomassa 

original, percebe-se que houve uma redução de aproximadamentede 60%. Porém, essa 

porcentagem hemicelulose residual após pre-tratamento ácido é considerada ainda alta e, 

caso essa porção fosse hidrolisada, valores mais elevados de xilose poderiam estar 

presentes no hidrolisado. Contudo, caso condições mais drásticas fossem empregadas para 

concentração de ácido, temperatura ou tempo, pudessem solubilizar uma maior 

porcentagem de hemicelulose a partir da fibra original. No entanto, a partir de certo limite 

não haveria aumento na concentração de xilose, pois a mesma passaria a ser degradada. 

Quando comparada com sua variedade “in natura”, as amostras de bagaço de sorgo 

hidrolisadas com ácido sulfúrico apresentaram teores de celulose e lignina maiores. Essa 

diferença nos valores percentuais deve-se prioritariamente à remoção da hemicelulose, 
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alterando assim a proporção dos constituintes estruturais. Porém, uma pequena variação no 

aumento da porcentagem de ácido utilizada nesse estudo, por sua vez, reduziu a 

concentração de lignina, provavelmente pela degradação a fenólicos. Já o aumento da 

porcentagem de ácido resultou no aumento de celulose disponível na fibra, o que se deu 

pela maior remoção da hemicelulose e lignina.  

 

 

Figura 25 Porcentagem de celulose, hemicelulose, lignina na biomassa sólida residual de 
bagaço de sorgo após a hidrólise ácida com variação nas concentrações de ácido sulfúrico. 
 

Os resultados obtidos no presente trabalho foram semelhantes aos reportados por 

Castro (2011), que obteve teores de celulose de 54%, hemicelulose de 8% e lignina de 25% 

na biomassa da palha de arroz pré-tratada com 10% de H2SO4, por 30 minutos a 121 °C. Os 

teores de celulose de 37 e 46%; hemicelulose de 5,48 e 1,42% e 37 e 38% de liginina foram 

obtidas na biomassa residual de farelo e torta de girassol após hidrólise ácida com 2% ácido 

sulfúrico por 40 minutos a 121 oC (CAMARGO et al., 2014). 

As porcentagens elevadas de celulose residual presentes após hidrólise ácida 

indicam boas possibilidades do uso do bagaço de sorgo como biomassa celulósica em 

bioprocessos para a produção de etanol de segunda geração. Nesse processo, quantidades 

elevadas de celulose e principalmente menores quantidades de hemicelulose e lignina são 

indicadas para a obtenção de melhores rendimentos de glicose durante a hidrólise 

enzimática, por facilitar o acesso das enzimas à fibra. De acordo com Mussatto et al. (2014), 

quanto menor for o conteúdo de lignina e hemicelulose na amostra, melhor a eficiência da 

hidrólise enzimática da celulose.  
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5.4 Concentração, destoxificação e caracterização do hidrolisado hemicelulósico 

 

No presente trabalho, após o estudo de hidrólise ácida com variação na temperatura, 

tempo e concentração de ácido empregando DCC a condição que melhor favoreceu a 

concentração de açúcares (121 °C, 40 minutos e 1,75% de ácido) foi utilizada para 

realização de uma nova hidrólise ácida do bagaço de sorgo de forma a se obter 

aproximadamente 20 litros de hidrolisado. Esse hidrolisado foi utilizado para as 

fermentações de pentoses e a biomassa celulósica para a SSF. Porém, o hidrolisado 

hemicelulósico foi antes concentrado em evaporador rotativo à vácuo para aumentar a 

concentração de açúcares e destoxificado com alteração de pH e a absorção com carvão 

ativo. As amostras destes hidrolisados foram avaliados quanto aos teores de glicose, xilose, 

arabinose, fenóis, ácido acético, furfural, HMF e os resultados encontram-se na Tabela 8.  

 

Tabela 8 Concentrações de xilose, glicose, arabinose, fenóis, ácido acético, furfural, 
hidroximetilfurfural no hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo sacarino in natura, 
concentrado e destoxificado, obtido por hidrólise ácida empregando 1,75% H2SO4 por 40 
minutos 

 
Hidrolisado 

original 
Hidrolisado 
concentrado 

Hidrolisado 
tratado 

Arabinose (g/L) 0,95 2,47 1,66 

Xilose (g/L) 15,22 54,35 42,05 

Glicose (g/L) 2,42 6,17 2,89 

Ácido ácético (g/L) 1,34 2,45 0,78 

Fenois (g/L) 0,9 1,85 0,65 

HMF (mg/L) 124,54 285,12 88,07 

Fur (mg/L) 950,01 2.043,09 650,12 

 

Foi possível verificar que os hidrolisados, após terem sido concentrados, tiveram os 

valores de arabinose, glicose e xilose aumentados em 2,6; 3,6 e 2,5 vezes, 

respectivamente, em relação ao hidrolisado in natura. Com relação aos compostos 

inibitórios, a proporção de aumento foi 1,8; 2,0; 2,3 e 2,15 vezes para ácido acético, 

fenólicos, HMF e furfural, respectivamente. 

Com esses resultados, pode-se perceber que houve um maior aumento dos 

açúcares do que dos compostos inibitórios em relação às concentrações no hidrolisado 

original. Esse aumento desproporcional pode ser atribuído à volatilização dos compostos 

inibitórios durante a concentração do hidrolisado, visto que foi utilizada uma temperatura de 

60 °C sob vácuo, considerando que o ponto de ebulição do ácido acético é de 63 °C e do 

furfural é de 54-55 °C, empregando pressão de 100 mmHg) (MARTINEZ, 2005).  

Os resultados obtidos nesse trabalho são semelhantes aos encontrados por Antunes 

et al. (2014) em hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana após ser concentrado por 3 
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vezes em evaporador a vácuo, obtendo concentração de 37,43 g/L de xilose, 2,72 g/L de 

arabinose, 1,83 g/L de ácido acético, 1*10-3 g/L de HMF e 2*10-3 g/L de furfural.  

Na Tabela 8 também estão expostos os resultados da concentração de açúcares e 

compostos tóxicos no hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo após processo de 

destoxificação. Pode-se verificar que os compostos tóxicos foram parcialmente removidos 

numa proporção de aproximadamente 70% em relação ao hidrolisado concentrado. No caso 

dos açúcares, foi também verificada uma redução dos referidos teores, de 32; 22 e 53% 

para arabinose, xilose e glicose, respectivamente. O pré-tratamento para remoção dos 

compostos tóxicos representa um custo adicional ao processo, pois para remoção destes 

compostos uma quantidade média de 45 g de CaO foi adicionada para cada litro de 

hidrolisado a ser tratado, além da adição de ácido e gastos com energia e carvão ativo.  

O hidrolisado de bagaço de cana destoxificado revelou remoção de furfural de 81%, 

e HMF de 61% (MILESSI et al., 2013). Uma remoção de 20; 17; 15 e 31% em relação ao 

hidrolisado concentrado foi observada para glicose, xilose, arabinose e ácido acético, 

respectivamente, no hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana após ser destoxificado 

com mesma metodologia utilizada neste trabalho (ANTUNES et al., 2014). 

Concentrações de glicose de 0,67, 1,96 e 1,69 g/L foram observadas no hidrolisado 

“in natura” de bagaço de cana, após concentração sob vácuo e destoxificação, 

respectivamente. As concentrações de xilose encontradas foram de 12,45, 36,02 e 33,03 g/L 

no hidrolisado original, concentrado e destoxificado, respectivamente (MILESSI et al., 2013). 

Nesse mesmo trabalho, a concentração de xilose, glicose e arabinose no hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de cana aumentaram, respectivamente, de 16; 0,99 e 1,15 g/L 

para 81,44; 6,62 e 5,77 g/L após ser concentrado, e reduziu para 52; 3,63 e 3 g/L após 

destoxificação. Já a concentração de ácido acético, furfural e HMF no hidrolisado original 

passou de 1,05; 0,42 e 0,02 g/L para 2,92; 7,89 e 3,53 g/L após concentração a vácuo, 

respectivamente, enquanto que, após destoxificação, o hidrolisado apresentou 1,35; 0,001 e 

0,0001 g/L (MARTINIANO et al., 2013). 

 

5.5 Avaliação da concentração de metais no bagaço de sorgo sacarino e no 
hidrolisado 
 

Além da composição orgânica presente na biomassa na forma de celulose, 

hemicelulose e lignina, também foi avaliada a composição inorgânica para o bagaço in 

natura, bagaço submetido à hidrólise ácida, e nos hidrolisado hemicelulósicos (original, 

concentrado e destoxificado) (Tabela 9). O íon que estava presente em maior quantidade foi 

o cálcio, em todas as condições analisadas, seguido do magnésio. As concentrações mais 

elevadas desses íons é considerada normal, visto que são macronutrientes e são 

necessários em maior quantidade para as plantas.  
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Tabela 9 Composição mineral do bagaço de sorgo antes e após hidrólise ácida e dos 
hidrolisados hemicelulósicos (original, concentrado e destoxificado) 

 
Bagaço 
original 

Bagaço após 
hidrólise 

Hidrolisado 
tratado 

Hidrolisado 
concentrado 

Hidrolisado 
destoxificado 

Cd (ppm) 0,11 0,195 0,165 0,21 0,13 
Cr (ppm) 2,92 3,22 1,82 3,39 2,99 
Pb (ppm) 5,66 7,41 11,12 12,48 8,58 
Ca (ppm) 715,16 566,37 843,05 925,55 823,05 
Cu (ppm) 3,32 2,26 1,865 2,16 2,09 
Fe (ppm) 103,75 52,21 75,13 94,38 56,39 
K (ppm) 20,6 1,11 22,05 27,77 20,08 

Mg (ppm) 318,06 75,63 365,33 449,79 267,63 
Mn (ppm) 24,81 2,79 21,2 28,67 23,39 
Na (ppm) 11,29 11,105 6,94 12,54 9,67 
Zn (ppm) 14,29 10,75 14,25 13,3 11,85 

Cadmio (Cd); Cromo (Cr); Chumbro (Pb); Cálcio (Ca); Cobre (Cu); Ferro (Fe); Potássio (K), 
Magnésio (Mg), Manganês (Mn), Sódio (Na), Zinco (Zn); 

 

Os Íons inorgânicos que estão presentes em hidrolisados lignocelulósicos originam-

se da biomassa lignocelulósica, de produtos químicos adicionados durante pré-tratamento, 

do acondicionamento e hidrólise propriamente dita e, possivelmente, a partir de 

equipamentos do processo. Em concentrações moderadas, existe uma possibilidade de que 

os íons inorgânicos aumentem a produção de etanol (JÖNSSON; ALRIKSSON; 

NILVEBRANT, 2013). 

De uma maneira geral, o bagaço “in natura” apresentou uma maior concentração de 

cálcio, cobre, ferro, potássio, magnésio, sódio e zinco em relação ao bagaço após a 

hidrólise ácida. A principal diferença pode ser notada para o potássio, com uma redução de 

98% do bagaço tratado em relação ao bagaço “in natura”. Já o manganês e o magnésio 

apresentaram uma redução de 88 e 76%, respectivamente, em relação ao hidrolisado após 

hidrólise ácida. Variação na concentração de um mesmo íon foram observadas para caule 

de sorgo (24,8-32,8 ppm de ferro, 1,74-1,91 ppm de cobre, 9,36-11,40 ppm de zinco; 8,9-

14,1 ppm manganês) em função da cultivar e data do plantio (SINGH et al., 2012). 

O cádmio, chumbo e o cromo, ao contrário, aumentaram com o tratamento de 

hidrólise ácida em relação ao bagaço “in natura” em 77; 30 e 10%, respectivamente. O 

cádmio, chumbo, cromo e cobre são denominados metais pesados, pois apresentam peso 

molecular maior que 60 e densidade superior a 4 g/cm3. Os metais pesados como cobre, 

níquel, zinco, cádmio, cromo e chumbo têm sido relatados como inibitórios e sob certas 

condições podem ser tóxicos em reações bioquímicas, dependendo das suas concentrações 

(MUDHOO, KUMAR, 2013). A inibição de biomassa heterotrófica por metais pesados seguiu 

a ordem Cu(+2)>Pb(+2)>Zn(+2 )>Ni(+2), sendo o Cu(+2 o metal mais tóxico, causando alta inibição 

da biomassa heterotrófica, mesmo a baixas concentrações (10 mg/L) (MALAMIS et al., 

2012). Concentrações entre 0,09-6,5; 0,18; 0,07-2,45 e 9,63-34,74 ppm de cobre, cádmio, 

chumbo e zinco, respectivamente, foram encontradas para bagaço de diferentes cultivares 

de cana-de-açúcar (XIE et al., 2014). 
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No presente trabalho, a concentração de metais aumentou para todos os íons 

avaliados no hidrolisado concentrado em relação ao hidrolisado “in natura”. Os principais 

aumentos foram observados para cromo e sódio em 86 e 80%, respectivamente, em relação 

ao hidrolisado “in natura”. Esse aumento provavelmente foi devido à retirada de água 

durante o processo de concentração a vácuo. 

 Já no hidrolisado destoxificado houve redução de todos os íons em relação ao 

hidrolisado concentrado, o que já era esperado, visto que o tratamento com carvão ativo, 

além de adsorver os compostos tóxicos, também deve ter adsorvido os compostos minerais. 

O efeito mais acentuado foi observado para o ferro, magnésio e cádmio, com redução de 

cerca de 40%. Além disso, a alteração de pH pode ter precipitado os íons presentes, pois, a 

concentração de íons metálicos em solução depende do pH, uma vez que este parâmetro 

também controla a dissolução/precipitação de metais na forma de óxidos-hidróxidos, 

carbonatos, fosfatos, etc (PUGAS, 2007).  

Muitos desses íons encontrados neste estudo, quando presentes no hidrolisado 

hemicelulósico, podem influenciar positivamente a produção de etanol, pois a maioria dos 

hidrolisados utilizados em processos fermentativos requerem adição de elementos traços, 

tais como CuSO4, FeCl3, MnSO4, Na2MoO4, ZnSO4 e CoCl2, a fim de não limitarem o 

crescimento, visto que muitos desses nutrientes são essenciais ao metabolismo dos 

microrganismos (NIGAM, 2001; STOUTENBURG et al., 2008).  

Redução nas concentrações de íons metálicos de magnésio (5,78%), cálcio (20%), 

ferro (93,4%) e potássio (99,9%) foram observados no hidrolisado hemicelulósico de casca 

de aveia tratados em relação ao hidrolisado original com a mesma metodologia utilizada 

neste trabalho, enquanto que as concentrações de sódio e níquel foram aumentadas. 

Segundo os autores, isto ocorreu provavelmente devido ao uso de NaOH para ajustar o pH 

dos hidrolisados antes da sua utilização como meio de fermentação. Além disso, o aumento 

da concentração também pode estar relacionado ao equipamento usado para a 

homogeneização do hidrolisado durante o processo de tratamento e o ajustamento do pH 

(CHAUD et al., 2012). 

Quando S. stipitis foi cultivada em baixos níveis de Mg+2(1 mM) e quantidade limitada 

de oxigênio, o fluxo de carbono a partir de xilose foi dirigido para a produção de xilitol, 

diminuindo o rendimento de etanol. Nesse sentido, os autores indicam que alta 

concentração de Mg+2 deve ser empregada para produção de etanol, enquanto que baixos 

níveis de Mg+2 são recomendados para produção de xilitol (MAHLER; GUEBEL, 1994). 

Em trabalho para produção de etanol e arabitol por Debaryomyces nepalensis foi 

verificado que o organismo requer zinco, ferro, cobre e manganês para o crescimento, bem 

como a formação de produto. Segundo os autores, os elementos tais como o zinco, 

manganês, cobre, ferro estão envolvidos no metabolismo de levedura como co-fatores para 
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as enzimas e como componentes das vias respiratórias. Assim, na ausência desses 

elementos o metabolismo é prejudicado (KUMDAM; MURTHY; GUMMADI, 2013).  

Em relação ao hidrolisado de bagaço de cana não destoxificado, o hidrolisado 

hemicelulósico tratado com resina de troca iônica promoveu uma remoção de 82,1% furfural, 

66,5% de HMF, 100% de cromo, 46,1% de zinco, 28,5% de ferro, 14,7% de sódio e 3,5% de 

níquel (CARVALHO et al., 2004).  

As influências de Cu+2, Al+3, Ni+2e Co+2 foram avaliadas no crescimento e na 

produção de etanol por S. stipitis ATCC 58784. Os resultados demonstraram que baixa 

concentração de Cu+2 e Al+3 (<0,24 mM e <0,23 mM, respectivamente) melhoraram o 

crescimento da biomassa em 34 e 13%, respectivamente. No entanto, concentrações mais 

elevadas tiveram efeito oposto (LI et al., 2009).  

 

5.6 Produção de etanol a partir do hidrolisado hemicelulósico destoxificado do 
bagaço de sorgo por S. stipitis 

 

5.6.1 Crescimento celular 

 

Na Figura 26 pode-se observar o crescimento celular da levedura S. stipitis ao longo 

de 76 horas no hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo sacarino, obtido por hidrólise 

ácida com 1,75% de ácido sulfúrico por 40 minutos a 121 °C, concentrado a vácuo e tratado 

com alteração de pH e adsorção com carvão ativo. Conforme apresentado no gráfico, pode 

ser observado que nas primeiras 10 horas não houve um crescimento celular acentuado. 

Isso provavelmente se deu em razão do hidrolisado hemicelulósico apresentar composição 

química diferente do meio sintético utilizado para o cultivo inóculo. Com isso, os 

microrganismos não se reproduzem imediatamente ao serem inoculados, precisando de um 

período de adaptação ao novo meio de cultura. Essa fase de adaptação é conhecida por ser 

muito importante aos microrganismos, pois estes estão com alta atividade metabólica, 

principalmente com síntese de proteínas e enzimas, que são requeridas em fases 

posteriores, como durante a fase de divisão, auxiliando assim no crescimento celular. 

A partir das 8 até as 48 horas, houve intensa divisão celular, alcançando 12 g/L de 

biomassa, ou seja, após o período inicial de adaptação as leveduras começaram a se 

multiplicar de forma mais acelerada, devido à grande disponibilidade de açúcar. A partir das 

48 até 60 horas não houve grande aumento na quantidade de biomassa microbiana. Com 

isso, percebe-se que a velocidade de crescimento diminuiu, entrando no período conhecido 

como fase estacionária. Esse resultado provavelmente se deu em razão da quantidade de 

nutrientes que se tornou limitada, ou ainda pelo acúmulo de produtos da degradação no 

meio de cultura. Esse período é conhecido pelo número de células novas ser próximo à 

quantidade de células mortas, sendo que a população se torna estável. Ainda, nessa fase a 

atividade metabólica de cada célula também decresce.   
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Figura 26 Crescimento celular durante a fermentação com S. stipitis ATCC 58376 em 
hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo sacarino. 
 

Os resultados obtidos neste trabalho para o crescimento celular são superiores aos 

encontrados por Chaud et al. (2012), que utilizaram esta mesma levedura cultivada em 

hidrolisado hemicelulósico de casca de aveia (40 g/L de xilose) e observaram um 

crescimento inferior a 6 g/L com 72 horas de fermentação. Em hidrolisado hemicelulósico de 

sorgo forrageiro, é relatada uma produção de biomassa de Candida guilliermondi entre 8 e 

11 g/L, conforme a variedade de biomassa empregada no processo, ao final da fermentação 

(72 horas) (CAMARGO et al., 2015). Um crescimento celular de 7 g/L foi observado ao final 

de 73 horas de fermentação por C. guilliermondi em hidrolisado hemicelulósico de palha de 

sorgo a partir da concentração inicial de xilose de 43,78 g/L (SENE et al., 2011). Silva et al. 

(2011), ao estudarem a produção de etanol por S. stipitis num biorreator de tanque agitado 

usando meio contendo xilose (90,0 g/L) como a fonte de carbono principal, obtiveram 

concentração final de células entre 11 e 17 g/L, em decorrência da variação de kLa utilizada 

no estudo, que variou entre 0,7 e 12,1 h-1.  

 

5.6.2 Variação de concentração de açúcares e produção de etanol  

 
A Figura 27 exibe o consumo de glicose e xilose no hidrolisado hemicelulósico de 

bagaço de sorgo por S. stipitis. Pode-se observar que a glicose presente no hidrolisado 

hemicelulósico em concentração menor que 5 g/L foi consumida nas primeiras 12 horas de 

fermentação. Outros autores também observaram que a glicose é utilizada por leveduras 

nas primeiras 12 horas durante processos fermentativos, empregando hidrolisados 

hemicelulósicos, sendo que é utilizada para manter o crescimento celular nas primeiras 

horas de fermentação, quando a assimilação da xilose é ainda lenta (SILVA et al., 2011; 

SENE et al., 2011; SILVA et al., 2014). Além disso, estudos ainda sugerem que quando a 
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glicose e a xilose estão presentes no mesmo meio, a xilose só passa a ser consumida por S. 

stipitis após o esgotamento de toda a hexose, ou seja, a glicose exerce repressão catabólica 

no consumo de xilose (LEE et al., 2000; GROOTJEN; VAN DER LAN; LUYBEN, 1991). 

 

 

Figura 27 Consumo de xilose () e glicose () durante a fermentação com 
Scheffersomyces stipitis ATCC 58376 em hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo 
sacarino. 
 

A xilose, por sua vez, foi consumida ao longo do processo fermentativo, inclusive 

concomitantemente à glicose. A partir das 55 horas de fermentação, uma concentração 

dessa pentose menor que 2 g/L estava presente no meio de cultivo. Ao final das 76 horas, 

foi observado que 99% de toda essa pentose havia sido utilizado pela levedura durante a 

fermentação. O consumo de açúcares simultâneo é um aspecto importante a ser 

considerado, uma vez que a inibição do transporte de xilose para a célula pela glicose seria 

uma desvantagem significativa para o processo. 

Com relação à arabinose (dados não mostrados) foi verificado que não houve 

consumo da mesma durante o processo fermentativo estudado, mantendo-se constante (1,6 

g/L) durante todo o período analisado. Este resultado está de acordo com o relatado em 

outros trabalhos, nos quais também não foi observada a assimilação da arabinose durante 

processo fermentativo por S. stipitis (CHAUD et al., 2012; SILVA et al., 2014). A mínima 

presença de glicose ou xilose é conhecida por reprimir totalmente o consumo de arabinose 

por C. guilliermondii, e essa pentose só passa a ser consumida quando é a única fonte de 

carbono presente no meio (MUSSATTO; SILVA; ROBERTO, 2006). 

A produção de biomassa e o consumo de açúcar por S. stipitis são favorecidos em 

meio contendo glicose, pois esse substrato é canalizado para a produção de biomassa, já 

em meios de cultura com maior concentração xilose, o substrato é direcionado para 

produção de etanol, resultando em melhores rendimentos deste. Além disso, as atividades 

específicas de xilose redutase e xilitol desidrogenase são superiores no meio com xilose do 
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que com glicose, sugerindo a sua indução pela xilose (LEE et al., 2000; AGBOGBO et al., 

2006). 

A S. stipitis pode produzir até 41 g de etanol/L e apresentam as principais vantagens 

de necessidade nutricional menos rigorosa, grande resistência à contaminação e paredes 

celulares espessas, fazendo com que seja um organismo viável para aumento de escala. No 

entanto, S. stipitis tem uma taxa de consumo de açúcar mais lento em comparação com 

Saccharomyces cerevisiae e requer condição microaerófila para produção de etanol 

(AGBOGBO; COWARD-KELLY, 2008). 

Segundo estudos de Aloisio et al. (2014), a S. stipitis é capaz de converter a glicose, 

xilose e mistura de glicose/xilose em etanol; porém, em meio com glicose esse 

microrganismo não apresenta fase lag, enquanto que na presença de xilose os autores 

verificaram que a fase lag dura de 4-5 horas. 

Em processo fermentativo para produção de etanol em hidrolisado hemicelulósico de 

farelo de girassol empregando a mesma cepa deste trabalho, foi verificado que o aumento 

da agitação de 100 para 200 rpm acelerou o consumo total de glicose (20 g/L) de 48 para 24 

horas. Nessa mesma pesquisa, também foi verificado que o consumo de xilose total (24,98 

g/L) presente no meio ao final de 72 horas de fermentação foi próximo ao obtido neste 

trabalho (92-96%) (CAMARGO; SENE, 2014).  

Em estudo com o objetivo de avaliar a adaptação das células de S. stipitis em 

hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana não-destoxificado para produção de etanol, 

foi verificado que as células adaptadas consumiram em torno 95% de xilose, enquanto que 

na fermentação empregando inóculo não adaptado o consumo de xilose foi de apenas 

50,78%. Segundo os autores, este tipo de comportamento pode estar relacionado com a 

tolerância das células após adaptação ao hidrolisado e a redução dos efeitos tóxicos devido 

a sua absorção e transformação em compostos menos tóxicos (SILVA et al., 2014).  

Como já descrito, a presença de compostos tóxicos são conhecidos por inibirem o 

consumo de açúcares e afetarem o crescimento dos microrganismos, porém os resultados 

obtidos neste trabalho demonstram que as concentrações de ácido acético, furfural, HMF e 

fenólicos presentes estavam em quantidades que não trouxeram prejuizos ao metabolismo 

microbiano, demonstrando que o pré-tratamento empregado foi efetivo sobre a remoção dos 

compostos inibitórios a nível que não apresentou efeito sobre o cultivo celular.  

A Figura 28 demonstra a produção de etanol ao longo das 76 horas de fermentação 

no hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo sacarino pela levedura S. stipitis. A partir 

dos resultados, é verificado que a produção de etanol começou com 4 horas de 

fermentação, sendo intensificada a partir da 10ª hora. A maior concentração de etanol (22 

g/L) no meio foi observada com 55 horas e, a partir desse período, foi então verificado 

redução da concentração do mesmo, sendo que ao final das 76 horas a concentração final 

de etanol foi de 18 g/L.   
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Figura 28 Produção de etanol durante a fermentação com Schefferosomyces stipitis ATCC 
58376 em hidrolisado de bagaço de sorgo sacarino. 

 

Estes resultados de produção de etanol estão relacionados à presença de açúcares 

no meio, conforme demonstrado na Figura 27. No começo do processo, quando a glicose e 

a xilose estavam amplamente disponíveis, esses carboidratos foram utilizados para geração 

de energia pelo microrganismo estudado e produção de etanol como metabólito. Porém, 

com o esgotamento dos açúcares ao longo do processo fermentativo, as células passaram a 

utilizar o etanol formado a partir do catabolismo da glicose.   

Esses resultados, quando confrontados com a Figura 26, que demonstram o 

crescimento celular, permitem notar a influência do consumo de açúcar sobre formação de 

biomassa e de etanol, pois a partir das 55 horas foi observado que as células diminuíram o 

número de divisões e entraram na fase estacionária. Porém, com o uso do etanol como 

fonte de carbono, as células retomaram o crescimento a partir das 60 h, embora de maneira 

mais branda. O comportamento similar de consumo de etanol também já foi observado por 

outros autores para esta mesma levedura (FERREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2012; 

STOUTENBURG et al., 2008; FU et al., 2009). 

Ferreira et al. (2011), ao avaliarem a capacidade da estirpe de S. stipitis 

recentemente isolada (UFMG-IMH 43.2) na produção de etanol a partir de hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de cana com concentração inicial de 30 g/L de xilose, observaram 

uma produção máxima de etanol de 4 g/L em 48 horas, seguida da redução da 

concentração após este tempo. De acordo com os autores, essa redução é devido ao seu 

consumo pela levedura, como uma consequência do esgotamento rápido de açúcares no 

meio, assim como observado neste trabalho. 

Silva et al. (2012), avaliando o coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio 

na produção de etanol a partir de xilose por S. stipitis, observaram que para um kLa 18,7 h-1 

a produção máxima de etanol (13,5 g/L) ocorreu com 36 h de fermentação e, depois, parte 

do etanol produzido foi assimilada pelas células, embora a xilose estivesse disponível em 
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grande parte (40 g/L) no meio. Segundo os autores, nesse caso, a assimilação do etanol 

pela levedura sugere que o oxigênio foi fornecido em excesso neste meio, devido à 

disponibilidade elevada da taxa de oxigênio. 

Segundo Skoog et al. (1992), durante a reassimilação, o etanol é oxidado primeiro 

para o acetaldeído e depois a acetato. Estes componentes podem ser acumulados de forma 

intracelular, excretados, ou ainda oxidados através do Ciclo dos Ácidos Tricarboxílicos, e 

tanto a reassimilação do etanol quanto a formação do acetato estão ligados ao desequilíbrio 

redox que pode então inibir a descarboxilação no Ciclo dos Ácidos Tricarboxílicos.  

A disponibilidade de oxigênio para o meio é essencial para garantir a elevada 

produção de etanol por S. stipitis, mas esta variável deve ser cuidadosamente controlada, 

uma vez que o excesso de oxigênio afeta o metabolismo de carbono, favorecendo o 

crescimento celular e sendo prejudicial para a formação de etanol. Nesse sentido, o uso de 

transferência de oxigênio adequada durante a fermentação é fundamental para o 

crescimento das células e a produção de etanol de maneira eficiente (SILVA et al., 2012). 

Ou seja, a produção de etanol por S. stipitis é fortemente afetada pelo estado de oxido-

redução intracelular. Portanto, a produção de etanol ocorre sob condição relativamente 

baixa de oxigênio, enquanto que o etanol pode ser reassimilado quando a taxa de oxigênio é 

excessiva (LIU et al., 2012). 

Neste trabalho, como foi empregada uma taxa de oxigênio (kLa 4,9 h-1) já otimizada 

em outro trabalho (SILVA et al., 2011), mantida a condição microaerófila, ou seja, baixo nível 

de oxigênio (0,05 L de ar/minuto) e em nenhum momento foi aumentado o fluxo de ar, a 

produção de etanol se iniciou logo nas primeiras horas de fermentação e o consumo de 

etanol provavelmente ocorreu devido à condição de esgotamento dos açúcares, tendo então 

a reassimilação de etanol ocorrido para suprir a fonte de carbono. 

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho foram relatados por Silva et al. 

(2012) para crescimento celular (15 g/L), produção de etanol (26 g/L) e consumo de 

açúcares (glicose e xilose 96%) pela levedura S. stipitis em meio sintético (90 g/L de xilose e 

15 g/L de glicose) em biorreator com um kLa de 4,9 h-1 em 96 horas de fermentação. 

Ao avaliar a produção de etanol a partir de hidrolisado hemicelulósico da madeira de 

eucalipto usando S. stipitis NRRL Y-7124, Ferrarini et al. (1992) obtiveram concentração 

máxima de etanol 12,6 g/L em 75 horas de fermentação, a partir de 30 g/L de xilose, 2,8 g/L 

de arabinose e 1,5 g/L glicose.  

Em estudo de Dubey et al. (2015), que avaliaram a cepa da levedura de S. stipitis 

NCIM 3499 na utilização de xilose ou glicose para produção de etanol, os autores 

verificaram que a levedura metabolizou xilose (32 h) mais rápido que glicose (40 h) e com 

menor concentração de açúcares residuais (7,43 g/L de glicose e 1,59 g/L de xilose). A 

mesma levedura também produziu teor máximo de etanol de 3,97 g/L e 7,94 g/L após 40 h 

de fermentação a partir da glicose e xilose, respectivamente, em meio de cultura sintético 
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inoculado com concentração celular de 5% (v/v) e fermentação realizada a 30 °C, 150 rpm 

com concentração inicial de 20 g/L de xilose ou glicose. 

Na Tabela 10 estão demonstrados os parâmetros fermentativos obtidos neste 

trabalho durante a fermentação de S. stipitis ATCC 58376 no hidrolisado hemicelulósico de 

bagaço de sorgo sacarino. Também estão apresentados alguns parâmetros fermentativos 

obtidos a partir da literatura.  

 

Tabela 10 Parâmetros fermentativos obtidos durante a fermentação com S. stipitis ATCC 
58376 em hidrolisado de bagaço de sorgo sacarino e valores obtidos da literatura 

Microrganismo Hidrolisado 
Yp/s 

(g/g) 
Yx/s 

(g/g) 
QP 

(g/L.h-1) 
Referencia 

S. stipitis ATCC 
58376 

Bagaço de 
Sorgo sacarino 

0,40 0,28 0,34 Este estudo 

S. stipitis ATCC 
58376 

Farelo de 
girassol 

0,23 0,12 0,12 Camargo, Sene, 2014 

S. stipitis 
DSM 3651 

Bagaço de 
cana 

0,30 0,37 0,16 Canilha et al., 2010 

S. stipitis NRRL 
Y-7124 

Palha de arroz 0,31 0,16 0,32 
Silva, Carneiro, Roberto, 

2014 

S. stipitis NRRL 
7154 

Palha de trigo 0,41 - 0,54 Nigam (2001) 

S. stipitis 
NCIM3499 

Farelo de arroz 0,42 0,21 0,17 Chandel et al. (2009) 

S. stipitis NRRL 
7124 

Bagaço de 
cana 

0,34 0,16 0,20 Cadete et al. (2012) 

S. stipitis CBS 
6054 

Cana-do-reino 0,33 0,11 0,52 Scordia et al. (2012) 

S. stipitis NRRL 
7124 

Palha de arroz 0,37 0,12 0,39 
Silva, Mussatto, Roberto 

(2010) 
S. stipitis NRRL 

Y-7124 
Bagaço de 

cana 
0,22 0,12 0,12 Milessi et al. (2013) 

Yx/s: Fator de conversão de substrato em células (g/g); Yp/s: Fator de conversão de substrato 
em produto (g/g); QP: Produtividade volumétrica do produto (ex: g/L.h-1).  

 

Com os resultados pode-se perceber que foram obtidos alta produtividade e 

rendimento de etanol. Ainda é possível perceber que o rendimento em células também foi 

considerado elevado. Porém, a consequência de ter uma maior quantidade de células é 

importante para a formação de etanol, visto que o mesmo é um produto do metabolismo. 

Esse processo teve uma eficiência de fermentação de 75%, indicando alta quantidade de 

etanol formada durante o processo, visto que o rendimento máximo não pode ser alcançado, 

pois parte do substrato é desviado para o crescimento e a manutenção das células e a para 

formação de subprodutos do metabolismo. 

Os valores de Yp/s e Qp obtidos neste estudo são comparáveis ou mesmo melhores 

do que os parâmetros fermentativos encontrados na bibliografia para produção de etanol a 

partir de hidrolisado hemicelulósico de diferentes matérias-primas. Por exemplo, a produção 
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de etanol pela mesma levedura utilizada neste estudo levou a um rendimento máximo Yp/s de 

0,23 g/g e QP 0,12 g/L.h-1 durante a fermentação de hidrolisado hemicelulósico de farelo de 

girassol (CAMARGO; SENE, 2014). A produção de etanol por fermentação de hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de cana, utilizando S. stipitis DSM 3651, resultou em valores 

inferiores de Yp/s (0,30 g/g) e QP (0,16 g/L.h-1), respectivamente (CANILHA et al., 2010). A 

fermentação do hidrolisado hemicelulósico de palha de trigo por S. stipitis NRRL 7154 

rendeu Yp/s de 0,41 g/g e QP de 0,54 g/L.h-1 (NIGAM, 2001).  

Os resultados obtidos nesse trabalho ainda se assemelham aos obtidos por 

Rouhollah et al. (2007) durante bioconversão em etanol a partir de meio sintético com 60 g/L 

de açúcares (30 g/L de xilose e 30 g/L de glicose) por S. stipitis CCUG18492 no qual 

obtiveram uma quantidade máxima de 30 g/L de etanol com rendimento de etanol e células 

de 0,40 g/g e 0,08 g/g, respectivamente, produtividade de 0,95 g/L-1 e eficiência de 94%. 

Valores próximos aos relatados neste trabalho foram obtidos por Bellido et al. (2013), 

ao estudarem a influência de diferentes taxas de aeração (9,6 h-1: 0,50 L de ar/minuto;  

5,9 h-1: 0,25 L de ar/minuto; 3,3 h-1: 0,10 L de ar/min e 1,1 h-1: 0,03 L de ar/minuto) sobre a 

produção de etanol por S. stipitis DSM 3651. Os autores obtiveram 22,33 g/L de etanol com 

Yp/s de 0,40 g/g e QP de 0,30 g/L.h-1 em 72 horas de fermentação empregando  

um kLa 3,3 h-1. Os experimentos foram realizados em biorreator a 30 °C, 175 rpm, pH 5, 

com meio sintético composto de 35 g/L de glicose e 20 g/L de xilose.   

Dussán et al. (2016), ao avaliarem a influência da aeração, a  taxa de agitação e o 

pH inicial na produção de etanol por S. stipitis NRRL Y-7124 a partir de hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de cana, obtiveram melhores resultados: rendimento de 0,42 g/g, 

produtividade de 0,25 g/L.h-1 e eficiência de 85%, empregando 100 rpm, pH inicial 6,50 e 

sob condições limitadas de oxigênio (0.7 vvm, kLa de 0,1 h-1). Esses experimentos foram 

realizados em biorreator operado a 30 °C por 72 h. 

  

 5.6.3 Variação do pH da concentração de ácido acético e produção de xilitol 

 

Na Figura 29 está demonstrada a variação de ácido acético, pH e a produção de 

xilitol durante a fermentação do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo por S. 

stipitis. Verifica-se que o ácido acético diminuiu ao longo do processo fermentativo, sendo 

que a partir das 30ª hora esse decréscimo foi mais acentuado. Ao final da fermentação, uma 

concentração menor que 0,2 g/L estava presente, indicando uma assimilação de 88% e uma 

possível utilização desse composto orgânico como fonte de carbono para o metabolismo 

microbiano.  

Esse consumo de ácido acético já foi observado em outros trabalhos, como por Sene 

et al. (2011) durante a produção de xilitol com C. guilliermondi em hidrolisado hemicelulósico 

de palha de sorgo com composição de glicose 4.30 g/L; xilose 43,78 g/L; arabinose 4,32 g/L; 
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ácido acético 3,13 g/L; furfural 0,05 g/L; HMF 1,52 g/L e fenólicos 1,36 g/L na qual cerca de 

28% de ácido acético foi assimilado dentro de até 72 horas.  

 

 

Figura 29 Variação de ácido acético (a) e pH (b) e produção de xilitol (c) durante a 
fermentação com S. stipitis ATCC 58376 em hidrolisado de bagaço de sorgo sacarino. 
 

A utilização de ácido acético (mais de 70%) foi também verificada por C. 

guilliermondi FTI 20037 e S. stipitis NRRL Y-7124 em fermentação do hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de cana (pré-tratado a 121 °C, 20 min, 1% H2SO4) com 45.0 g/L 

de xilose, 1.0 g/L de glicose; 3.5 g/L de arabinose, 2.5 g/L de ácido acético, 0.0037 g/L de 

furfural e 0.69 g/L de compostos fenólicos. Segundo os autores, é possível que o ácido 

acético tenha sido usado para o crescimento celular, enquanto a xilose poderia ter sido 

utilizada para a formação de xilitol e etanol em C. guilliermondi e S. stipitis, respectivamente 

(SILVA et al., 2014).  

O efeito da concentração de ácido acético sobre a fermentação de xilose em xilitol 

por C. guilliermondii FTI 20037 foi avaliado em meio semi sintético e os autores verificaram 

que o aumento da concentração de ácido acético até 1,0 g/L favoreceu o rendimento (0,82 

g/g) e a produtividade (0,57 g/L.h-1). De acordo com os autores, o ácido acético foi 

assimilado pela levedura, juntamente com os açúcares, sugerindo que estas células atuam 

como agentes de desintoxicação do meio de cultura (FELIPE et al., 1995). 

Com relação à variação do pH observada neste trabalho, é possível verificar que 

houve uma pequena redução ao longo do processo, provavelmente pela excreção de outros 

metabólitos não avaliados neste trabalho de caráter ácido ou ainda pela formação de 

produtos e subprodutos. É importante ressaltar que existem outros ácidos presentes em 
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hidrolisados hemicelulósicos, a citar o ácido fórmico e furfurílico, os quais não foram 

analisados no presente trabalho e podem ter contribuído para a manutenção do pH 

(DALANHOL, 2014). Uma redução do pH de 5,7 para 5,3 também foi observada em 

hidrolisado hemicelulósico de sorgo forrageiro após 96 horas de fermentação por C. 

guilliermondii FTI 20037 (CAMARGO et al., 2015).  

Uma diminuição da concentração de ácido acético de 50% também foi observada por 

Chaud et al. (2012) quando o hidrolisado hemicelulósico de casca de aveia pré-tratado a 

156 °C, 27 min com 0.35% m/v H2SO4 e destoxificado com mesma metodologia empregada 

neste trabalho foi utilizado como meio de fermentação para S. stipitis NRRL Y-7124, porém 

os autores, diferentemente deste trabalho, observaram o aumento do pH do meio. 

Com relação ao xilitol, é possível observar através do gráfico que a produção se deu 

a partir da 15ª hora, sendo posterior ao consumo total de glicose, e, ao final da fermentação, 

uma concentração de 0,6 g/L havia sido produzida. A formação de xilitol e seu acúmulo 

durante a fermentação são considerados como uma resposta celular às adversidades do 

meio, seja pelo desequilíbrio redox, que pode ser causado sob restrições de oxigênio, 

concentração do substrato elevada, ou a presença de inibidores que podem ser gerados 

durante a fase de pré-tratamento, especialmente se são impostas condições de alta 

severidade (BETANCUR; PEREIRA JR, 2010). 

Lee et al. (2000), ao avaliarem várias concentrações iniciais de xilose (30; 50; 90; 

130 e 170 g/L) no processo fermentativo de S. stipitis Y-7124, observaram o aumento da 

concentração de xilitol conforme o aumento da concentração da pentose no meio de 

fermentação, sendo que a 30 g/L não foi verificada formação desse subproduto. Além disso, 

os autores relataram uma quantidade similar de xilitol (0,81 g/L) ao observado neste trabalho 

quando empregaram concentração inicial de xilose de 50 g/L e realizaram a fermentação a 

30 °C e pH 5. Nesta mesma condição, os autores observaram uma produção de biomassa 

de 7 g/L e 17,7 g/L de etanol  

Concentrações superiores de xilitol (1,48 g/L) foram obtidas durante a fermentação 

do hidrolisado hemicelulósico de farelo de girassol (20,66 g/L glicose, 24,09 g/L xilose, 6,51 

g/L arabinose, 3,04 g/L e 0,58 g/L de ácido acético) na produção de etanol pela mesma 

levedura empregada neste estudo (CAMARGO; SENE, 2014).  

Grande parte da xilose metabolizada é convertida a xilitol, que é o principal co-

produto formado nos cultivos de xilose sob condições limitadas de oxigênio, 

comprometendo, assim, a produção de etanol, sendo que resulta do desequilíbrio redox 

entre os co-fatores das enzimas xilose-redutase e xilitol desidrogenase, o qual ocorre sob 

condições limitadas de oxigênio, necessárias para que o substrato seja convertido em etanol 

e não a biomassa (HICKERT, 2010).   

O metabolismo de xilose em leveduras e fungos filamentosos prossegue através de 

uma reação em dois passos, em que primeiro a xilose é reduzida em xilitol pela xilose 
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redutase dependente de NADPH, seguido por oxidação do xilitol em xilulose por uma 

desidrogenase dependente de NAD+. Sob condições anaeróbicas, haverá um excesso de 

NADH, resultando num desequilíbrio redox, que bloqueia a atividade metabólica, uma vez 

que não pode ser re-oxidado na ausência de oxigênio. No entanto, em leveduras 

fermentadoras de xilose, tais como células de S. stipitis, estas duas primeiras enzimas 

apresentam dupla especificidade pelos cofatores. Assim, os equivalentes de redução 

produzidos na segunda reação podem ser usados para o passo inicial do metabolismo de 

xilose, por conseguinte, reduz o excesso de produção de NADH e, consequentemente, 

aliviando o desequilíbrio redox celular (SILVA et al., 2011). 

 

5.7 Produção de etanol a partir da fração celulósica do bagaço de sorgo 

 
5.7.1 Avaliação do processo de deslignificação da porção sólida do bagaço de sorgo 
sacarino 
 

Para melhorar a eficiência enzimática, a celulignina residual do bagaço de sorgo 

proveniente da melhor condição de hidrólise ácida (1,75% H2SO4, 40 minutos e 121 °C), 

após lavagem e caracterização da porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina, seguiu 

para estudo da avaliação do processo de deslignificação com variação na concentração da 

solução de NaOH (1; 2,5 e 4%) e tempo de deslignificação (20, 40 e 60 min). Os resultados 

da caracterização quanto aos teores de celulose, hemicelulose e lignina da biomassa, após 

o processo de deslignificação com variação no tempo e concentração da base, podem ser 

conferidos na Figura 30.  

Como pode ser verificado, o tratamento que resultou na maior deslignificação foi o 

que empregou tempo de 60 minutos e 4% de NaOH, removendo 70% da lignina presente na 

celulignina. De maneira semelhante, o tratamento com 2,5% de NaOH e 60 minutos 

apresentou uma remoção de 68% da lignina presente na biomassa. Nesse caso, remoção 

semelhante e com porcentagem de reagente menor adicionada representa uma redução de 

custo interessante ao longo do processo. Também pode-se perceber que o tempo foi um 

fator importante para o processo de deslignificação, sendo que o aumento de tempo 

associado à concentração de NaOH adicionada promove a maior remoção de lignina na 

biomassa. 

Durante o processo de deslignificação estudado, não foram percebidas perdas 

acentuadas de celulose. Após o processo de deslignificação para todos os tratamentos, a 

quantidade desse polissacarídeo era superior a 80%, ou seja, a biomassa era composta 

basicamente por celulose. Assim, a mesma se torna uma boa opção para ser utilizada como 

fonte de hexose após a hidrólise enzimática que romperá as ligações dos polissacarídeos e 

liberará os monômeros de glicose.   
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Figura 30 Análise de celulose, hemicelulose e lignina na biomassa sólida residual de bagaço 
após estudo da deslignificação com variação na concentração de NaOH e tempo de 
autoclave. 

 

O processo de deslignificação ainda contribuiu para remoção da porção 

hemicelulósica residual presente na biomassa após hidrólise ácida, removendo cerca de 

30% do conteúdo desse polissacarídeo após o pré-tratamento com NaOH.  

De acordo com a literatura, a lignina é um fator limitante para hidrólise enzimática de 

celulose, e o processo de deslignificação resulta em maior rendimento na produção de 

bioetanol (SANTOS; GOUVEIA, 2009; HAN et al., 2012).  

Durante o pré-tratamento na presença de um agente alcalino, ocorrem as seguintes 

funções: (i) inchamento de celulose; (ii) condução a um aumento da área de superfície 

interna; (III) diminuição do grau de polimerização da celulose e cristalinidade; (iv) levando à 

solvatação parcial de hemicelulose; (v) destruição das ligações estruturais entre lignina e 

carboidratos por saponificação de ligações éster intermoleculares; e (vi) rompimento da 

estrutura da lignina, quebrando a sua ligação glicosídica éter. A lignina deixará de agir como 

escudo de proteção para a celulose, após o passo de solubilização, tornando assim a 

celulose mais suscetível a extração (LEE; HAMID; ZAIN, 2014). 

Assim como o observado neste trabalho para o bagaço de sorgo sacarino, a 

deslignificação de gramíneas apresentou uma remoção maior que 70% quando utilizada 

concentrações superiores a 3% NaOH e tempos de deslignificação maiores que 39 minutos 

realizados a 121 oC (WANG et al., 2010). Após a hidrólise ácida da palha de sorgo (5%; 120 

°C; 30 minutos) seguida da deslignificação (5%; 120 °C; 30 minutos), foi observada grande 

alteração na estrutura morfológica da biomassa, com a remoção da porção externa da 

lignina e exposição da fibra de celulose. Portanto, durante o pré-tratamento ocorre o 

aumento da superfície, tornando as fibras mais vulneráveis ao ataque enzimático 

(CARDOSO et al., 2013). Em estudo realizado por Goshadrou, Karimi e, Taherzadeh (2011), 
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no qual o bagaço de sorgo foi deixado por 3 horas em solução de NaOH (12% m/v) para 

deslignificação. Os autores verificaram que a lignina foi reduzida de 16,47% para 11,50%. 

Han et al. (2012) estudaram a eficácia dos pré-tratamentos de deslignificação com 

variação na concentração de hidróxido de sódio (0,25-1,5% m/v) e tempo (0,5-2,5 horas) a 

121 °C para a conversão enzimática da palha de trigo. Os autores observaram que o pré-

tratamento com 1% hidróxido de sódio e 1,5 h resultou no teor de celulose de palha de trigo 

de 44,52%, enquanto que o teor de hemicelulose e lignina foi reduzido em 44,15% e 

42,52%, respectivamente. 

Para palha de trigo, após o pré-tratamento com 1,0% de NaOH (121 °C) durante  

1,5 h, a percentagem de celulose, hemicelulose e lignina foi de 57,33%, 14,33% e 11,7%, 

respectivamente. O teor de celulose aumentou em 44,52%, enquanto que o teor de 

hemicelulose e lignina foi reduzido em 44,15% e 42,45%, respectivamente (HAN et al., 

2012). Li et al. (2013) observaram uma remoção de 70% de lignina do bagaço de sorgo 

deslignificado com concentração de 3,33 mmol/g de biomassa seca de NaOH a 140 °C.  

Os resultados apresentados para deslignificação do bagaço de sorgo sacarino neste 

trabalho como estratégia para tornar a celulose mais amplamente disponível indicam o 

tratamento com 2,5% de NaOH, o qual removeu grande parte da lignina (44, 55 e 69% com 

20, 40 e 60 minutos, respectivamente) com menor concentração de NaOH utilizado.  

 

5.7.2 Avaliação da hidrólise enzimática 

 

A biomassa de bagaço de sorgo sacarino após ter passado pela hidrólise ácida com 

1,75 m/v H2SO4 a 121 °C por 40 minutos e deslignificada com 2,5% de NaOH por 60 

minutos, foi submetida ao estudo da avaliação da hidrólise enzimática com variação na 

concentração das cargas enzimáticas e na temperatura. As temperaturas avaliadas foram 

38, 41 e 44 °C, e em cada temperatura foram empregados três diferentes níveis da enzima 

celulase NS22086 (15; 20 e 25 FPU de celulase por grama de bagaço), sendo que cada 

nível recebeu a adição de dois subníveis de β-glicosidase NS22118 (CBU/g), na proporção 

de 1:3 ou 2:3 em relação à celulase. Os resultados dos perfis da hidrólise enzimática do 

bagaço de sorgo para as diferentes temperaturas e cargas enzimáticas se encontram 

dispostos na Figura 31. 

Nesse, sentido, considerando que o custo das enzimas para a hidrólise em um 

processo de produção de etanol celulósico é um dos fatores que mais encarece o processo, 

ressalta-se a importância de estudos sobre o efeito da celulase nas diferentes biomassas, a 

fim de que sejam encontradas concentrações de enzimas que promovam a máxima 

conversão enzimática da celulose em glicose e com menores dosagens enzimáticas, de 

forma que esse processo seja mais econômico. 
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Figura 31 Perfis cinéticos da hidrólise enzimática do bagaço de sorgo sacarino nas 
temperaturas 38 °C (a); 41 °C (b) e 44 °C (c) 

 

Ao realizar a hidrólise enzimática com 38 °C, foi possível verificar que indiferente da 

carga enzimática empregada houve a rápida liberação de glicose, pois nas 4 primeiras horas 

a formação de glicose esteve entre 10,02 a 17,80 g/L, exceto para carga enzimática de 15 

FPU/g: 10 CBU/g, que não foi observada a formação dessa hexose. Já para temperatura de 

41 e 44 °C, a formação de glicose nas primeiras 4h foi observada apenas quando a 

concentração mais alta da celulase foi utilizada (25 FPU/g), enquanto que com as outras 

cargas enzimáticas de celulase a sacarificação foi mais lenta, visto que a concentração de 

glicose foi verificada só com 8 horas de hidrólise. Ainda com 4 horas de hidrólise nas 

temperaturas de 41 e 44 °C e utilizando 25 FPU/g, foi observado que o aumento da β-

glicosidase proporcionou uma maior quantidade desse polissacarídeo, ou seja, ao aumentar 

de 1:3 para 2:3 a carga de β-glicosidase, foi verificado aumento de 8,68 para 17,9 g/L de 

glicose na temperatura de 41 °C e de 9,12 para 16,23 g/L de glicose a 44 °C.  

Em todas as temperaturas avaliadas foi observado que a hidrólise enzimática se deu 

mais rapidamente durante as primeiras 12 horas, seguindo da desaceleração do processo 
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devido ao acúmulo do produto formado. Com 12 horas de sacarificação, a concentração de 

glicose observada foi superior a 22,82; 21,16 e 30,24 g/L respectivamente para 38, 41 e 44 

°C, o que representou uma variação em relação a concentração final de glicose de 65 a 80% 

a 38 °C; de 60 a 86% para 41 °C e 67 a 85% para 44 °C. Após essas 12 horas, a 

sacarificação se tornou mais lenta. Isso provavelmente pode ser explicado pelo fato que as 

celulases degradam rapidamente a celulose amorfa que está mais facilmente disponível e, 

com o passar do tempo, passa a consumir a celulose cristalina que está mais recalcitrante, 

dificultando a hidrólise, ou ainda pela inibição das enzimas pelos seus produtos da 

degradação. 

As concentrações mais elevadas de açúcares no início do processo são o resultado 

de um equilíbrio adequado entre as enzimas, uma vez que uma maior quantidade de 

celulase adicionada no processo promove uma rápida hidrólise da celulose em celobiose e a 

suplementação com quantidades apropriadas de β-glicosidase converte celobiose em 

glicose.  

Além disso, o aumento da temperatura de trabalho de sistemas onde ocorrem 

reações enzimáticas tem dois efeitos opostos: de um lado o aumento da temperatura, até 

certo limite, aumenta a atividade da enzima e, portanto, a conversão de substrato em 

produto. Porém, temperaturas acima de certos limites reduzem gradativamente a atividade 

pela distorção do centro ativo da enzima, até inativá-la completamente, devido a sua 

desnaturação térmica (CARVALHO, 2011). 

Ao final do tempo de sacarificação (48 horas) na temperatura de 38 °C, a 

concentração de glicose variou entre 28,20 a 53,12 g/L, conforme a carga enzimática 

empregada, enquanto que com a temperatura de 41 °C a quantidade desse açúcar variou 

entre 33,68 e 47,26 g/L e, quando utilizada a temperatura de 44 °C, essa variação de glicose 

foi de 36,2 a 46,12 g/L.  

Para 38 e 41 °C, o aumento da carga enzimática de β-glicosidase adicionada de 1:3 

para 2:3 proporcionou a maior taxa de hidrólise enzimática devido à conversão de celobiose 

em glicose. Para 38 °C, o aumento de 1:3 para 2:3 promoveu uma elevação da 

concentração de hexose de 3,42; 3,02 e 3,62 g/L quando utilizada a carga enzimática de 15, 

20 e 25 FPU/g, respectivamente. Já um aumento na liberação de glicose de 9,14; 2,44 e 

13,58 g/L quando utilizado 15, 20 e 25 FPU/g, respectivamente, se deu aumentando a dose 

da β-glicosidase de 1:3 para 2:3.  

Esse resultado demonstra a importância de adicionar a β-glicosidase como 

complemento, pois embora as celulases sejam formadas pelo complexo enzimático cujas 

enzimas endoglucanase, exoglucanase e β-glicosidase estejam presentes, estes se 

encontram em níveis considerados baixos, sendo que a atuação das celulases gera 

celobiose mais rapidamente que a conversão da celulose em glicose, e o acúmulo desse 

dissacarídeo normalmente exerce efeito inibitório devido à falta de concentrações 
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adequadas de β-glicosidase. A adição de uma quantidade extra de β-glicosidase ajuda a 

remover esse efeito inibitório, permitindo o aumento da eficiência da atividade enzimática e 

melhorando a conversão de celulose em glicose (CAMARGO et al., 2014). 

Para temperatura de 44 °C o aumento da β-glicosidase de 1:3 para 2:3 reduziu em 

4,00; 5,22 e 3,58 g/L a quantidade de glicose quando utilizado 15, 20 e 25 FPU/g, 

respectivamente. De acordo com Rabelo (2010), grandes concentrações de β-glicosidase 

provavelmente levam à alta adsorção desta enzima pela lignina residual, o que acaba 

ocasionando um recobrimento do material lignocelulósico, diminuindo os sítios ativos e 

impedindo o ataque da enzima à celulose.  

Em trabalho de Srinorakutara et al. (2014), ao avaliar a otimização da hidrólise de 

palha de cana, verificou-se que a biomassa deslignificada com de 2% m/v de NaOH, pré-

tratada com 2% m/v de H2SO4 em autoclave e seguida da hidrólise enzimática com 50 

FPU/g de celulase, com 15% m/v de substrato a 50 °C em pH 5 resultou em 117,16 g/L de 

açúcares em 48 horas. 

Yabefa, Ocholi e, Odubo (2014), ao avaliarem diferentes temperaturas (30; 37; 40; 50 

e 55 °C) na hidrólise enzimática do mesocarpo da laranja, verificaram que a temperatura 

ótima encontrada foi 37 °C e, segundo os autores, a desnaturação da enzima começou num 

tempo de reação de 20 horas à temperatura de 55 °C. 

De maneira geral, pode-se perceber, com os resultados, que o aumento da dosagem 

da celulase adicionada promoveu a maior liberação de glicose no meio, ou seja, ao 

aumentar de 15 para 20 e para 25 FPU/g da celulase, possibilitou a maior hidrólise 

enzimática da celulose, indiferente da temperatura avaliada. A condição que liberou maior 

concentração de glicose (53,12 g/L) foi 25 FPU de celulase por grama de biomassa, na 

proporção de 2:3 da β-glicosidase em relação à celulase e temperatura de 38 °C. Embora as 

temperaturas ótimas indicadas pelo fabricante da celulase NS22086 e β-glicosidase 

NS22118 sejam 45-50 °C e 45-70 °C, respectivamente. Bons resultados foram verificados 

para as temperaturas mais baixas usadas nesse trabalho (38 °C) com maior carga das 

celulase (25 FPU/g). Esse resultado é favorável para a SSF com K. marxianus, levedura 

termoresistente que, apesar de tolerar temperaturas acima de 40 °C, tem um melhor 

desempenho na formação de etanol a 40 °C, conforme demonstrado por Rodrigues et al. 

(2015). Esses autores, ao estudarem a influência da temperatura (30 a 40 °C), observaram 

que esta temperatura (40 °C) apresentou o melhor resultado na produção de etanol por K. 

marxianus ATCC 36907 (QP: 3,96 g/L.h-1 e YE/G: 0,46 g/g) em meio sintético. Enquanto Lark 

et al. (1997), ao avaliarem diferentes temperaturas (30; 34; 38 e 42 °C) na produção de 

etanol por K. marxianus ATCC 36907, verificaram que a 34 °C foi a condição que 

proporcionou a melhor produção de etanol (50 g/L). 



80 

 

O rendimento obtido de glicose a partir da celulose ao final das 48 horas de hidrólise 

enzimática para as diferentes temperaturas estudadas e a concentração da carga 

enzimática se encontra disposto na Tabela 11. 

Tabela 11 Rendimento de glicose obtido com diferentes temperaturas e carga enzimática na 
hidrólise enzimática de bagaço de sorgo sacarino 

 15 FPU/g 20 FPU/g 25 FPU/g 
T (°C) 5 CBU/g 

(%) 
10 CBU/g 

(%) 
6,67 CBU/g 

(%) 
13,35 CBU/g 

(%) 
8,35 CBU/g 

(%) 
16,6 CBU/g 

(%) 
38  47 54 72 77 84 91 
41 58 74 75 78 61 81 
44 81 77 80 79 76 75 

 

Conforme os resultados, é possível verificar que o rendimento esteve entre 47 e 

91%, demonstrando que as diferentes condições avaliadas influenciaram na hidrólise 

enzimática da biomassa, o maior rendimento foi obtido com 38 °C quando se emprega 25 

FPU/g de celulase e 16,6 CBU/g de β-glicosidase. 

Para 38 e 41 °C o aumento de 15 para 25 FPU/g nas maiores concentrações de β-

glicosidase (2:3) proporcionou um incremento no rendimento da hidrólise de 41 e 11%, 

respectivamente, enquanto que para 44 °C essa mesma condição reduziu em 2% o 

rendimento da hidrólise.  

Com os resultados, ainda foi verificado que o aumento de 38 para 41 e para 44 °C 

quando empregada a concentração de celulase de 15 ou 20 FPU/g e, indiferente da 

quantidade de β-glicosidase, resultou na melhora do rendimento da glicose. Já com 25 

FPU/g, para a maior quantidade de β-glicosidase (2:3), foi verificado que o aumento da 

temperatura de 38 para 41 e para 44 °C reduziu o rendimento de hidrólise em 10 e 16%. 

Com isso, foi verificado que a maior quantidade de celulase (25 FPU/g) e a maior 

carga de β-glicosidase (16,6 CBU/g) resultaram na condição que proporcionou os melhores 

resultados para rendimento da hidrólise da celulose em glicose. Cabe ressaltar que a 

temperatura é um fator de grande influência, além da hidrólise enzimática, sobre o próprio 

metabolismo microbiano. Contudo, esse parâmetro é importante ser novamente estudado ao 

empregar o processo de SSF empregando microrganismo termotolerante, a fim de obter 

bons rendimentos para o conjunto do processo.  

Em trabalhos de Vásquez et al. (2007) visando à otimização dos parâmetros pH (5; 

5,5 e 6), quantidade de sólidos (2; 6 e 10%), temperatura (30; 40 e 50 °C) e carga 

enzimática (5; 17,5 e 30 FPU/g) na hidrólise enzimática da fração celulose da celulignina de 

bagaço de cana, verificou-se que a carga enzimática e temperatura são os fatores que tem 

maior influência no aumento do rendimento de glicose. Segundo os autores, a condição 

ótima na obtenção da maior concentração de glicose (58,4 g/L) durante hidrólise enzimática 

foi temperatura de 47 °C, carga enzimática de 25,6 FPU/g, 10% massa sólida e o pH entre 5 

e 6 não apresentou nfluência no comportamento da hidrólise enzimática da celulose em 
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glicose. A biomassa de bagaço de cana utilizada foi deslignificada com NaOH (4% m/v) 121 

°C, por 30 minutos e hidrolisada com GC 220 em shaker a 150 rpm. 

Lu et al. (2012), quando trabalharam com caniço (reed), planta semelhante à cana, 

(2% m/v) pré-tratado com explosão a vapor (180 °C, 20 min), também mostraram que o 

aumento da carga enzimática proporcionou uma maior conversão de celulose. Estes autores 

reportaram um aumento de 55% para 75% na conversão de celulose em glicose quando a 

carga enzimática passou de 5 para 25 FPU/g ao final de 72 horas de hidrólise. Além disso, 

nesse mesmo trabalho os autores verificaram que o aumento da temperatura durante a 

hidrólise de 36 para 50 °C resultou no aumento de 65 para 75% na conversão da celulose. 

Sun e Cheng (2004), ao estudarem o efeito de diferentes cargas enzimáticas de 

celulases (5; 10; 15 FPU/g) suplementadas com diferentes níveis β-glicosidase (0, 25 e 50 

CBU/g), ambas Novozyme 188, na eficiência da bioconversão da palha de centeio (50 °C e 

100 rpm), também verificaram que o aumento de 5 para 15 FPU/g promoveu elevação de 48 

para 73% na taxa de produção de glicose nas duas primeiras horas de hidrólise. Também 

verificaram que a adição concomitante de 15 FPU/g de celulase e 25 CBU/g de β-

glicosidase promoveu melhores taxas de conversão de celulose (38%) em relação à 

ausência de β-glicosidase (36%). Além disso, um rendimento de glicose em 8 horas de 

sacarificação foi igual a 24 horas (60 mg/g de glicose) sem adição da β-glicosidase. 

Segundo os autores, a suplementação com a β-glicosidase hidrolisa completamente a 

celobiose, sendo que esse dissacarídeo não fica acumulado no meio. Com isso, aumenta a 

taxa de produção de glicose durante a fase inicial da reação enzimática e melhora a 

conversão em glicose. 

Castro (2011), quando trabalhou com palha de arroz (8% m/v) pré-tratada com ácido 

diluído (1:10 m/v H2SO4, 30 min, 126 °C), também mostrou que o aumento da carga 

enzimática proporcionou um maior rendimento de hidrólise. Este autor utilizou o extrato 

enzimático Cellubrix e reportou que o aumento de 10 para 25 FPU/g proporcionou um 

aumento de 22% para 36% no rendimento da conversão da celulose em glicose com 24 

horas de hidrólise a 45 °C e 100 rpm. Além disso, verificou que o efeito da suplementação 

com extrato de β-glicosidase Novozyme 188 promoveu um aumento médio de 20% quando 

comparados aos ensaios não suplementados. Os maiores rendimentos de hidrólise (acima 

de 50%) foram obtidos com carga de 25:25 (FPU/g: UI/g). Foi também possível verificar que 

o excesso de atividade de β-glicosidase não proporciona um aumento no rendimento de 

hidrólise, embora o excesso dessa enzima proporcione maior velocidade inicial de hidrólise. 

A diferença entre os resultados obtidos neste trabalho e os relatados na literatura 

pode ser explicada pelas características do substrato utilizado, pela quantidade de 

hemicelulose e lignina residual, bem como pelo tipo da enzima utilizada. Porém, pode-se 

considerar que a hidrólise enzimática foi satisfatória em relação aos dados descritos na 
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literatura, devido à alta quantidade obtida e os bons rendimentos da glicose empregando 

essas enzimas na biomassa de sorgo sacarino. 

 

5.7.3 Sacarificação simultânea à fermentação com K. marxianus 

 

5.7.3.1 Variação da concentração de açúcares e produção de etanol  

 

Na Figura 32 estão demonstrados os perfis de consumo de celobiose, glicose e 

produção de etanol durante a SSF da biomassa de bagaço de sorgo por K. marxianus nas 

temperaturas de 38; 41 e 44 °C empregando 25 FPU/g de celulase e 16,6 CBU/g de β-

glicosidase. Conforme pode ser verificado, para as três condições estudadas ocorreram 

formação de celobiose nas primeiras horas de hidrólise. Vale ressaltar que foi realizada uma 

pré-hidrolise por 4 horas antes de inocular a levedura de K. marxianus, a fim de que, quando 

o inóculo fosse adicionado, o mesmo não sofresse com a falta de substrato, sendo que o 

momento da adição do inóculo foi denominado de tempo 0.  

Esse resultado de formação de celobiose demonstra a atividade eficiente das 

enzimas celulases em hidrolisar a celulose, visto que esta faz a conversão de celulose, 

principalmente nesse dissacarídeo. Para o tempo 0, os maiores valores observados desse 

polissacarídeo foram de 3,44; 2,58 e 0,91 g/L respectivamente para 38, 41 e 44 °C. A partir 

desse tempo ocorreu a redução nas concentrações de celobiose tanto para 41 e 44 °C, 

demonstrando alta atividade da β-glicosidase. Já a 38 °C a concentração se manteve 

próxima a 5 g/L e decresceu apenas a partir das 48 horas.  

Ao final das 72 horas do processo de SSF cerca de 40; 4 e 12% do conteúdo total de 

celobiose formado estavam presentes no meio de cultura respectivamente a 38, 41 e 44 °C. 

Esses resultados indicam que a atividade enzimática estava mais lenta em razão da 

temperatura mais baixa empregada (38 °C), demonstrando novamente a importância desse 

fator no processo.  

Com relação à glicose, a maior concentração para cada temperatura foi obtida no 

momento da adição do inóculo (tempo 0) e, a partir desse momento, ocorreu a redução da 

mesma, devido ao consumo pelo microrganismo. A maior concentração de glicose (49,26 

g/L) foi observada no experimento à 44 °C, reforçando que a atividade enzimática é maior 

com temperaturas mais elevadas. Quando as temperaturas empregadas foram 38 e 41 °C 

os valores estavam próximos entre si (44 g/L) para o tempo inicial. 
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Figura 32 Variação da concentração de celobiose ( ), glicose ( ) e etanol ( ) em 
SSF de biomassa de bagaço de sorgo sacarino com K. marxianus em diferentes 
temperaturas: 38 °C (a); 41 °C (b) e 44 °C (c). 
 

Ainda é possível considerar que, embora a maior quantidade de glicose tenha sido 

observada no início da fermentação com 44 °C, essa mesma condição é que demonstrou ter 

a maior quantidade de glicose residual (24,92 g/L) ao final do processo de fermentação, ou 

seja, apenas 50% dessa hexose foi metabolizada pelo microrganismo. Essa quantidade 

elevada de glicose sugere que as enzimas ainda estariam em atividade ao final da 

fermentação ou que a temperatura foi elevada para o microrganismo, comprometendo seu 

metabolismo e assimilação de glicose.  

A produção de etanol, por sua vez, foi observada em todas as temperaturas estudas, 

e sua formação começou logo nas primeiras horas de fermentação. Além disso, nota-se que 

a máxima concentração de etanol foi alcançada (9,41 g/L) com 72 horas a 41 °C. Para 38 

°C, ainda foi observado que em 24 horas a concentração de etanol era de 8,65 g/L e, até o 

final do processo, apenas um aumento de 0,31 g/L foi obtido, o que indica que a carbono 

tenha sido direcionado para a formação de biomassa ou de subprodutos da fermentação, 

visto que a glicose foi amplamente consumida (Tabela 12). Já a produção de etanol a 41 °C 

aumentou 0,45 g/L em relação a quando empregada a temperatura de 38 °C, chegando a 

uma valor final de 9,41 g/L.  

A menor produção de etanol foi obtida (6,57 g/L) no experimento realizado a 44 °C. 

Esse resultado provavelmente é atribuído à severidade da temperatura, pois, embora as 

temperaturas mais altas sejam conhecidas por melhorar a atividade enzimática, quando 

muito elevadas podem limitar o processo fermentativo. Ainda que o microrganismo utilizado 
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nesse estudo seja termotolerante e consiga sobreviver a temperaturas mais altas, em 

condições extremas, seu metabolismo pode ser afetado, reduzindo a formação de produto. 

Concentrações de etanol (11,5 g/L) próximas às obtidas neste experimento foram 

encontradas em experimento que empregou palha de arroz pré-tratada com 1% (m/v) de 

H2SO4, 120 °C, 30 min e submetidos à SSF com K. marxianus utilizando 8% de sólido, 25 

FPU/g de celulase Cellubrix e 25 UI/g de β-glicosidase de Novozymes 188 com 1 g/L de 

inóculo, conduzidos a 35 °C e 100 rpm. Já a concentração de etanol diminiu para 6,62 g/L 

quando as mesmas condições foram empregadas porém a temperatura reduzida para a 30 

°C (CASTRO; ROBERTO, 2014). 

Na Tabela 12 estão apresentados os resultados deste trabalho para o consumo de 

substrato, o número de células, pH e os parâmetros fermentativos obtidos ao final das 72 

horas de fermentação com K. marxianus – conforme as diferentes temperaturas utilizadas. É 

possível verificar que o aumento da temperatura de 38 para 41 °C promoveu o aumento do 

crescimento celular, demonstrando que o aumento de etanol está diretamente relacionado à 

quantidade de biomassa microbiana, pois o aumento da mesma é necessário para formação 

do produto.  

 

Tabela 12 Consumo de glicose, número de células, pH e parâmetros fermentativos dos 
ensaios com diferentes temperaturas de SSF de bagaço de sorgo sacarino por K. marxianus 
Temperatura 

 °C 
Consumo 

glicose (%) 
Número de 

células*109/ml 
pH YE/C 

(g.g-1) 

Qp 

(g/L.h-1) 
ECC 
(%) 

38 80 1,9 4,33 0,25 0,12 62,87 
41 65 2,3 4,42 0,32 0,13 66,03 
44 50 1,7 4,54 0,26 0,09 46,10 

YE/C: Fator de conversão de substrato em etanol (g/g); ECC: Rendimento da glicose a partir 

da celulose (%); QP: Produtividade volumétrica do produto (ex: g/L.h-1).  

 

A redução no crescimento e atraso na produção de etanol por K. marxianus DMKU3-

1042 também foram observados em trabalhos com o aumento da temperatura de 40 para 45 

°C em meio sintético, contendo 20 g/L de glicose (RODRUSSAMEE et al., 2011). 

Por outro lado, com o aumento da temperatura (44 °C) houve um menor consumo de 

glicose, provavelmente porque o processo de sacarificação da celulose ainda estava 

ocorrendo, o que pode ter comprometido a formação de biomassa microbiana, além do 

efeito da temperatura sobre o crescimento do microrganismo. 

Considerando que o pH inicial era 4,5 e o meio utilizado estava tamponado, ainda 

assim foi verificado, para temperatura de 38 e 41 °C um decréscimo no valor de pH, 

enquanto que a 44 °C não houve uma variação tão significativa. Essa variação de pH 

provavelmente se deu em razão da formação de subprodutos, tais como ácidos fracos, 

durante o processo de fermentação, ou ainda à formação de CO2. 
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Com relação aos parâmetros fermentativos, foi observado que o rendimento (YE/C) 

decresceu de 0,32 para 0,25 g/g quando a temperatura foi diminuída de 41 para 38 °C. 

Nota-se, por sua vez, que o aumento da temperatura de 41 para 44 °C diminuiu o YE/C em 

18,75%, Com relação aos valores de produtividade volumétrica (QP) em etanol obtidos na 

temperatura de 41 °C, foi maior que as obtidas com 38 e 44 °C. Observa-se ainda que a 41 

°C a eficiência de fermentação em SSF foi maior em 5 e 20% respectivamente, em relação à 

temperatura de 38 e 44 °C. Esses resultados indicam que temperaturas baixas ou elevadas 

afetam a conversão de glicose em álcool pela levedura. Esses resultados provavelmente 

estejam também relacionados à menor biomassa celular obtida nessas condições. 

Rendimento de etanol (0,31 g/g) foi obtido com K. marxianus CECT 10875 para 

bagaço de sorgo sacarino pré-tratado com explosão a vapor em experimento de SSF a  

42 °C, utilizando 15 FPU/g de celulase comercial Celluclast com média 56 g/L de glicose 

hidrolisada da biomassa após o pré-tratamento com explosão a vapor (BALLESTEROS et 

al., 2004). 

Camargo et al. (2014), quando avaliaram a concentração de enzimas celulases e β-

glicosidase (10, 15 and 20 FPU g-1 de celulase NS22086 e 1/3; 1,5/3 e 2/3 de β - glicosidase 

NS22118 em relação à celulase) na produção de etanol em SSF empregando a mesma 

levedura deste estudo e biomassa de farelo de girassol pré tratada com 6% H2SO4 (m/v), 

121 oC, 20 minutos e deslignificada com 1% NaOH, obtiveram as melhores condições para 

produção de etanol com 20 FPU/g de celulase e 15 CBU β-glicosidase, resultando em 27,88 

g.L-1 de etanol, rendimento de 0,35 g/g e produtividade de 0,38 g.L-1.h. Nessa mesma 

condição, foi verificada a melhor porcentagem na eficiência de conversão enzimática – ECC 

(21,95%). 

Wanderley, Soares e Gouveia (2014), quando estudaram a sacarificação simultânea 

à fermentação de bagaço de cana-de-açúcar tratado com explosão a vapor, (200 °C, 7 

minutos) e deslignificado (1% de NaOH, 30 min a 100 °C) e empregando 0,4 g/L de inóculo 

de S. cerevisiae UFPEDA 1238 com uma concentração inicial de 100 g/L de glicose, 

reportaram um favorecimento no processo de produção de etanol pelo microrganismo com 

aumento de inóculo de 0,5 para 4 e 8 g/L (Yp/s 0,25; 0,35 e 0,43 g/g e concentração de 

11,3; 22,08 e 37,16 g/L de etanol respectivamente para 0,5; 4 e 8 g/L de inóculo). Nesse 

caso, o processo de SSF foi realizado empregando 8% de sólidos, 10 FPU/g de Celluclast e 

5% v/v de β-glicosidase em relação à celulase, a 37 °C a 80 rpm. Nesse sentido, é verificada 

a importância da concentração celular inicial para um processo mais eficiente, e a partir 

desses resultados é indicado o aumento nas concentrações iniciais em trabalhos futuros que 

empreguem a SSF com esta levedura, a fim de obter melhores rendimentos e produtividade. 
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5.7.3.2 Formação de subprodutos 

 

Além da produção de etanol para as diferentes temperaturas também foi monitorada 

a produção de xilitol, ácido acético e glicerol por K. marxianus durante à SSF e os resultados 

estão demonstrados na Figura 33. Na temperatura de 38 °C, foi observado que a partir das 

36 horas houve a formação de xilitol e, ao final da fermentação, uma concentração de 3,12 

g/L estava presente. Além da formação de xilitol para essa mesma temperatura, ao final do 

processo uma concentração de 1,23 e 0,5 g/L de ácido acético e glicerol foram também 

obtidas, respectivamente. 

Já para a temperatura de 41 °C o dobro de xilitol (6,44 g/L) foi verificado após 72 

horas, enquanto que o ácido acético (0,65 g/L) e o glicerol (0,35 g/L) encontravam-se em 

menores concentrações em relação à temperatura inferior estudada (38 °C). Na temperatura 

mais elevada (44 °C) apenas foi verificada formação de glicerol.  

A redução de pH, como demonstrado anteriormente (Tabela 12), parece ter sido 

influenciada diretamente pela formação de ácido acético, no qual o menor valor de pH 

coincide com a maior concentração de ácido acético no meio (38 °C). 

 

 

Figura 33 Variação da concentração de xilitol ( ), ácido acético ( ) e glicerol ( ) 
para temperatura de 38 °C (a), 41 °C (b) e 44 °C (c) nos experimentos de SSF com K. 
marxianus ATCC 36907 e biomassa de bagaço de sorgo sacarino. 

 

Em K. marxianus ATCC 36907 o etanol é o principal produto derivado do 

metabolismo da glicose pela levedura, enquanto em meio contendo xilose, o xilitol é 

produzido como o produto principal e etanol como um subproduto (SILVA et al., 2014). A 
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presença de xilitol neste trabalho, portanto, indica que parte da hemicelulose residual, 

presente mesmo após o pré-tratamento, foi hidrolisada à xilose e esta utilizada como 

substrato pela levedura. A presença de ácido acético encontrada tanto na temperatura de 38 

e 41 °C também pode ter sido consequência da degradação da porção acetil da 

hemicelulose. 

O glicerol é um produto secundário da fermentação e está acoplado à manutenção 

do equilíbrio oxi-redutor da célula, que é alterado pela presença de ácidos orgânicos, 

estresse osmótico e excesso de biomassa (SAITO; CABELLO, 2006). Além disso, a maioria 

das leveduras produzem glicerol como resultado do estresse pela presença de etanol como 

meio alternativo de regeneração de NAD+ (VRIESEKOOP; HAASS; PAMMENT, 2009). Ou 

seja, o glicerol é produzido e acumula-se na célula como resposta à pressão osmótica e tem 

um papel no equilíbrio redox da célula dos microrganismos e, em condições anaeróbicas, é 

formado para re-oxidar o NADH formado no anabolismo e na síntese de ácidos orgânicos 

(PINHEIRO et al., 2008).   

Camargo, Gomes e Sene (2014) também verificaram a formação de glicerol (0,96-

2,62 g/L) e de xilitol (0,11-0,46 g/L) como subprodutos durante a SSF para produção de 

etanol pela mesma levedura utilizada neste estudo. Os experimentos ocorreram a partir da 

variação da carga enzimática em 10, 15 and 20 FPU/g Celulase NS22086 e 1.5:1; 2:1 e 3:1 

de β-Glucosidase NS22118, empregando biomassa de farelo de girassol (8%) pré tratada 

com 6% H2SO4 (m/v), 121 °C, por 20 min. 
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6 CONCLUSÕES  

 

Ao avaliar o bagaço do sorgo sacarino como matéria prima para produção de etanol 

de segunda geração, concluiu-se que: 

 As diferentes cultivares de sorgo sacarino apresentaram-se semelhantes entre si, 

com porcentagens de celulose variando entre 32,9 e 37,0%, hemicelulose 30,69 e 32,01% e 

lignina 22,13 e 26,48%. A semelhança na composição com outras biomassas indicam boas 

possibilidades para sua utilização em bioprocessos, como a produção de etanol; 

 A hidrólise ácida com 1,75% de ácido sulfúrico, a 121 oC e 40 minutos, proporcionou 

uma remoção de hemicelulose de 60%, resultando num hidrolisado hemicelulósico com teor 

de 14,22 g/L de xilose, 2,42 g/L de glicose e 0,95 g/L de arabinose. A necessidade de 

concentrar o hidrolisado até concentração próxima a 50 g/L de xilose promoveu também a 

elevação da concentração dos compostos inibitórios, como ácido acético, furfural, HMF e 

fenólicos, fazendo necessária uma etapa de destoxificação;  

 S. stipitis foi capaz de crescer no hidrolisado hemicelulósico, consumindo de maneira 

eficiente os açúcares (99% de xilose) e produzindo 22 g/L de etanol, com rendimento de 

0,40 g/g e produtividade 0,34 g/L.h-1. Esses resultados são satisfatórios e semelhantes aos 

encontrados na literatura, o que demonstra que o bagaço de sorgo sacarino é uma 

biomassa alternativa e promissora para a produção de etanol a partir de pentoses; 

 O tratamento da celulignina residual com 2,5% de NaOH por 60 minutos removeu 

grande parte da lignina (68%) com baixa concentração de base, resultando em quantidade 

de celulose superior a 80%;  

 A sacarificação da celulose a 38 oC com 25 FPU/g de celulase suplementada com 

16,6 CBU/g de β-glicosidase levou a maior concentração final de glicose;  

 Durante a SSF da porção celulósica por K. marxianus a produção de etanol foi 

afetada pela temperatura, com máxima concentração de etanol de 9,41 g/L a 41 oC em 72 

horas de fermentação. Esses resultados são satisfatórios e também semelhantes aos 

relatados na literatura, evidenciando a possibilidade do emprego de sorgo sacarino na 

produção de etanol de segunda geração;  

  O bagaço demonstra-se uma boa fonte de açúcares, o que o torna promissor em 

processos fermentativos que empregam pentoses e hexoses como meio de cultura. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos neste trabalho a partir da fermentação do hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de sorgo e da SSF demonstram que o bagaço de sorgo tem um 

grande potencial para o uso como meio de fermentação para a produção de etanol a partir 

de pentoses e hexoses, aparecendo como uma biomassa viável para o uso integral de suas 

frações no campo da biorrefinaria, o que contribui para consolidação do setor na produção 

de etanol de segunda geração.  

Embora os objetivos tenham sido alcançados e bons resultados tenham sido obtidos, 

cabe ressaltar que novas propostas de trabalho devem ser realizadas a fim de que sejam 

melhorados os rendimentos. Entre esses, pode-se citar a realização de estudos a partir de 

fatores que interferem no metabolismo dos microrganismos, tanto para S. stiptis como para 

K. marxianus, tais como pH, temperatura, concentração do substrato, sensibilidade da 

levedura ao produto formado, como tolerância a etanol, necessidades nutricionais, 

oxigenação, carga de sólidos, entre outros, para maior entendimento de sua interferência no 

processo fermentativo e melhoria dos resultados a partir da otimização desses parâmetros. 

Além disso, outros estudos podem ser realizados empregando esta matéria-prima em 

processos biotecnológicos para formação de outros produtos de interesse comercial, como 

xilitol.  

Ressalta-se ainda a importância de avaliar pré-tratamentos diferenciados do bagaço 

de sorgo que possibilitem aumentar a acessibilidade da celulose às enzimas, visando 

aumentar o rendimento da hidrólise e promovendo a maior liberação de xilose a partir da 

porção hemicelulósica. Além disso, estudos que utilizam outros microrganismos 

termotolerantes como S. cerevisiae geneticamente modificado em SSF da biomassa de 

bagaço de sorgo sacarino podem contribuir para aumento da produção de etanol. Também 

estudos que empreguem enzimas como as xilanases devem ser estudadas para melhorar a 

conversão da porção hemicelulósica em pentoses, o que poderia auxiliar no aumento da 

conversão das pentoses. 

Contudo, esse trabalho ajudou no conhecimento, na discussão e no aprendizado 

sobre processos biológicos e principalmente sobre as questões abrangentes e 

metodológicas em relação à produção de bioetanol e ao emprego de tecnologia inovadora e 

resultados promissores à utilização da biomassa lignocelulósica na área de energia 

sustentável. Além disso, esse trabalho contribuiu para diversificação de matéria prima como 

bagaço de sorgo nos processos fermentativos, produção intelectual e contribuições para 

consolidação da área de pesquisa junto ao programa de Mestrado e Doutorado em 

Engenharia Agrícola. 
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9 APÊNDICE I 

 

9.1 Determinação do teor de cinzas Totais 

 

Para a quantificação das cinzas totais, os cadinhos de porcelana foram padronizados 

em forno mufla a 575 oC durante quatro horas. Após esse tempo os mesmos foram 

resfriados em dessecador por uma hora, seguido de pesagem. Nos cadinhos foram 

acondicionados 2 g de amostra seca e em seguida voltaram para a mufla a 575 °C por 

aproximadamente 3 horas. Após esse tempo, os cadinhos foram retirados, resfriados à 

temperatura ambiente em dessecador e posteriormente pesados para determinação da 

massa de cinzas através da Equação 15: 

 

% Cinzas= (
MC+C- MC

Ma
) *100       Equação 15 

 

onde:  

MC+C - Massa do cadinho com cinzas (g); 

Mc  - Massa do cadinho vazio (g);  

Ma - Massa da amostra seca (g). 

 

9.2 Determinação do teor de umidade 

 

A quantidade de umidade presente na biomassa do sorgo sacarino foi determinada 

através da metodologia “Determination of Total Solids in Biomass” do NREL (SLUITER et 

al., 2008a), na qual 6 g da amostra de bagaço do sorgo foram adicionados em béqueres de 

100 mL e secos em estufa a 105 oC até peso constante. Foram obtidas as massas dos 

béqueres vazios previamente secos e da amostra antes e após a secagem. Os resultados 

das pesagens foram utilizados conforme a Equação 16 para obtenção do teor de umidade:  

 

% umidade= ⌈1- (
M3- M1

M2-M1
)⌉ *100       Equação 16 

 

Onde: 

M1 - Massa do béquer vazio (g); 

M2 - Massa do béquer com amostra úmida (g); 

M3 - Massa do béquer com amostra seca (g). 
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9.3 Determinação de extrativos na biomassa 

 

Para a quantificação de extrativos na biomassa foi utilizado o procedimento 

“Determination of Extractives in Biomass” (SLUITER et al., 2005b) do NREL. Para isso, 4 g 

da amostra em base seca foram acondicionados em envelopes de papel de filtro e extraídos 

em aparelho de Soxhlet com éter de petróleo, seguida da evaporação do solvente em estufa 

a 105 °C até obtenção de massa constante. Para obtenção do teor de extrativo do bagaço 

foi utilizada a Equação 17:  

 

% extrativos: (
Ma- Mb

Ma
) *100        Equação 17 

 

Onde:  

Ma - Massa do bagaço em base seca (g); 

Mb - Massa do bagaço livre de extrativos (g). 

 

9.4 Determinação de celulose, hemicelulose e lignina 

 

Para determinação da composição química quanto ao teor de celulose, hemicelulose 

e lignina, foi emprege a metodologia “Determination of Structural Carbohydrates and Lignin 

in Biomass” (SLUITER et al., 2008c) do NREL. 

Após a pesagem de 0,30 g de bagaço de sorgo em base seca, a amostra foi 

transferida para tubo de ensaio, no qual foram acrescentados 3 mL de ácido sulfúrico a 72% 

m/v. Em seguida, a mistura foi homogenizada durante 1 minuto e incubada em banho 

termostático a 30 °C por 60 minutos, sendo que a cada 10 minutos foi feita a agitação com 

bastão de vidro, a fim uniformizar o meio.  

Ao concluir os 60 minutos, os tubos foram removidos do banho termostático e o 

conteúdo transferido para frascos Erlenmeyer de 250 mL e adicionados 84 mL de água 

destilada. Os frascos Erlenmeyer, após fechamento com papel alumínio, foram autoclavados 

a 121 °C por 60 minutos. Após a descompressão e retirada da autoclave, os frascos 

Erlenmeyer foram resfriados à temperatura ambiente e em seguida o conteúdo foi filtrado 

utilizando papel filtro.  

Após a filtragem, cerca de 50 mL do hidrolisado foram armazenados em freezer para 

determinação da lignina solúvel, açúcares (celobiose, glicose, xilose e arabinose), ácido 

acético, fenóis, furfural e hidroximetilfurfural.   
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9.4.1 Lignina insolúvel 

 

Os sólidos que ficaram retidos no papel filtro, provenientes da fase de hidrólise ácida 

da caracterização química, passaram por lavagem com aproximadamente 1,5 L de água 

destilada para remoção de ácido residual e foram submetidos à secagem em estufa a  

105 °C até peso constante, para determinação da sua massa. 

Após a determinação do teor de lignina insolúvel, os resíduos foram transferidos para 

cadinhos de porcelana para determinação da massa de cinzas, conforme metodologia 

descrita para determinação de cinzas totais. Os resultados obtidos de cinzas foram 

utilizados para descontar o teor de lignina, descrito no item lignina insolúvel, obtendo-se 

então o valor real de lignina insolúvel.  

 Para determinação da porcentagem de lignina foi utilizada a Equação 18. 

 

Lki= 
( Mp+a - Mp) - (MC+C - MC)

Ma
*100       Equação 18 

 

Onde:  

Lki - Lignina Klason insolúvel (%);  

Mp+ a - Peso papel filtro com amostra seca (g);  

Mp - Peso papel filtro (g); 

MC+C - Massa do cadinho com cinzas da lignina (g); 

Mc - Massa do cadinho vazio (g);  

Ma - Massa da amostra seca (g). 

 

9.4.2 Lignina solúvel 

 

Para a quantificação da lignina solúvel, alíquotas de 1 mL dos hidrolisados foram 

transferidas para um balão volumétrico de 100 mL, que tiveram seus volumes aferidos com 

água destilada. A leitura foi realizada a 280 nm em espectrofotômetro. A concentração de 

lignina solúvel foi obtida a partir das Equações 20 e 21. 

 

Lig
sol

= (41,87* (AT- Apd)- 0,3279)*10
-3      Equação 20 

 

%Lig
sol

= [
Clignina solúvel * Vfiltrado  * FD 

M1
] *100      Equação 21 

 

Onde:  

AT - Absorvância da solução de lignina junto com os produtos de degradação a 280 

nm;  
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Apd: = c1 ε1 + c2 ε2  - absorbância a 280 nm, dos produtos de decomposição dos 

açúcares (furfural e HMF), cujas concentrações c1 e c2 foram determinadas 

antecipadamente por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) e ε1 e ε2 são as 

absortividades, as quais valem respectivamente, 146,85 e 114,00 L g-1 cm-1; 

Clignina solúvel - Concentração da lignina solúvel obtido através da Equação, em g.L-1; 

Vfiltrado - Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L; 

FD - Fator de diluição para leitura da absorbância, 100;  

M1 - Massa do bagaço utilizando na hidrólise descontado o teor de umidade (g).  

 

9.4.3 Lignina total: 

 

O resultado da lignina insolúvel e solúvel foi utilizada para deteminar a quantidade de 

lignina total.  

 

% Lignina total=% Lignina insolúvel+% lignina solúvel  

 

9.4.4 Celulose e hemicelulose 

 

Para determinação do teor celulose e hemicelulose, 20 mL do licor obtido a partir da 

hidrólise foi transferido para um Erlenmeyer de 50 mL. Em seguida foi adicionado, 

lentamente, carbonato de cálcio até pH 5. Após decantação, uma alíquota do sobrenadante 

foi retirada, filtrada em “Sep Pak” C18 e analisada em HPLC e determinada a concentração 

de açúcares, conforme as condições descritas no métodos para determinação de açúcar.  

A porcentagem de hemicelulose e celulose foram obtidas a partir da concentração de 

açúcares monoméricos conforme Equação 22. 

 

% de açúcares= [
CCLAE *CA*Vfiltrado

M1
] *100      Equação 22 

 

Onde: 

CCLAE - Concentração do açúcar quantificado por CLAE, em g.L-1; 

CA - Anidro correção para calcular a concentração polimérica dos açúcares dada a 

concentração monomérica dos açúcares. Para a glicose, celobiose, xilose e arabinose 

temos: 0,90; 0,95; 0,88 e 0,88, respectivamente; 

Vfiltrado - Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L; 

M1 - Massa do bagaço utilizado na hidrólise. 


