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RESUMO 

 

A exigência energética tem crescido devido às pressões provocadas pelo controle da emissão 

de gases do efeito estufa devido à exploração de petróleo e seus derivados como fonte de 

energia. Uma alternativa para redução da emissão de gases causadores do efeito estufa é a 

mistura do etanol na gasolina com agente antidetonante. O incremento mundial gerado pela 

demanda por etanol requer a busca por processos alternativos para implementação da 

produção. Uma alternativa é a fermentação da biomassa lignocelulósica para produção de 

bioetanol. O grau de complexidade envolvido na estrutura e composição da biomassa 

lignocelulósica; e a disponibilização dos açúcares presentes na celulose e hemicelulose 

requerem processos de pré-tratamento na produção de etanol lignocelulósico. As etapas 

envolvidas na conversão dos açúcares em etanol são: pré-tratamento, hidrólise enzimática e 

fermentação do hidrolisado. Nesse trabalho foi verificado a fermentabilidade da biomassa 

Opuntia fícus-indica pré-tratada e hidrolisada visando comparar a eficiência das cepas 

industriais de Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus para produção de etanol. 

Na metodologia empregou-se um planejamento experimental 2
3
 visando obter a melhor 

condição investigada através das variáveis: concentração de ácido (0,5%, 1,0%), tempo do 

pré-tratamento (30min, 60min) e quantidade de massa (1g, 2g). Os melhores resultados foram 

encontrados no pré-tratamento na condição de 1,0% de ácido sulfúrico por 30 minutos com 2g 

de biomassa, sendo a condição escolhida para seguir as etapas de hidrólise enzimática e 

fermentação. A produção de etanol nas fermentações foi de 5,85 g L
-1

 com S. cerevisiae, 5,15 

g L
-1

 com K.marxinus e 5,74 g L
-1

 com processo conduzido com a duas espécies. O consumo 

de açúcares redutores durante a etapa de fermentação foi similar para as três condições de 

fermentação.   

 

Palavras-chave: Opuntia fícus-indica. Fermentação. S. cerevisiae. K. marxianus. Etanol de 

segunda geração.  

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Energy demand has grown due to the pressures caused by the emission control of greenhouse 

gases and due to oil exploration and its derivatives as an energy source. An alternative to 

reduce emissions of gases that cause the greenhouse effect is mix ethanol in gasoline to 

oxygenated. The worldwide increase generated by the demand for ethanol requires the search 

for alternative processes for implementation of ethanol production. An alternative is the 

fermentation of lignocellulosic biomass to bioethanol production. The degree of complexity 

involved in the structure and composition of the lignocellulosic biomass; and the availability 

of sugars present in cellulose and hemicellulose require pre-treatment processes in the 

production of lignocellulosic ethanol. The steps involved in the conversion of sugars to 

ethanol are pre-treatment, enzymatic hydrolysis and fermentation of the hydrolyzate. This 

work shows the results related to fermentability of pre-treated and hydrolyzed biomass 

Opuntia ficus-indica in order to compare the efficiency of industrial strains of Saccharomyces 

cerevisiae and Kluyveromyces marxianus for ethanol production. In the methodology, it was 

employed an experimental design 2³ in order to obtain the best condition by the variables 

investigated concentration of acid (0.5%, 1.0%) pre-treatment time (30 min, 60 min) and the 

amount of mass (1g, 2g). The pre-treatment under the condition of 1.0% of sulfuric acid for 

30 minutes with 2g of biomass was the best result, being the chosen condition to follow the 

enzymatic hydrolysis and fermentation steps. Ethanol production in the fermentation was 5.85 

g L
-1

 with S. cerevisiae, 5.15 g L
-1

 at K.marxinus and 5.74 g L
-1

 with the process conducted 

with the two species. The consumption of reducing sugars during the fermentation stage were 

similar for the three fermentation conditions. 

 

 

 

Key Word: Opuntia ficus-indica. Fermentation. S. cerevisiae. K. marxianus. Ethanol of 

second generation. 
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1 INTRODUÇÃO 

As pressões provocadas pela necessidade em reduzir a emissão de gases responsáveis 

pelo efeito estufa tem crescido a demanda por etanol. A fermentação da biomassa 

lignocelulósica para produção de bioetanol tem demonstrado uma alternativa para suprir a 

demanda mundial do produto.  A utilização e exploração do combustível renovável poderá 

diminuir a competição entre terras agricultáveis produtoras de alimentos e culturas 

energéticas.  

Tradicionalmente as matérias-primas lignocelulósicas investigadas para a produção de 

energia têm sido os resíduos agrícolas como a palha do milho e o bagaço da cana-de-

açúcar. Entretanto, em algumas partes do mundo, devido suas condições climáticas severas 

como das regiões áridas e semiáridas estas culturas energéticas não estão disponíveis, o 

que leva a procura de outras fontes de biomassa que estejam disponíveis na própria região.  

A busca constante por matérias-primas capazes de produzir biocombustíveis em 

regiões críticas despertou o interesse em pesquisar a cactácea conhecida como Opuntia 

fícus-indica. A espécie O. fícus-indica, conhecida com palma forrageira, sobrevive em 

ambientes áridos, desfavorável ao crescimento de outra cultura. A palma forrageira tem 

atraído a atenção pela sua ampla difusão do cultivo em regiões semi-árida, fácil plantio e 

resistência à seca. A cultura é utilizada na alimentação humana, alimentação animal, 

produção de corante, remédios, serve de abrigo para animais nas regiões áridas. Os teores 

médios de celulose (12-23%), hemicelulose (15-24%) e lignina (8-16%) nos cladódios faz 

da O. fícus-indica uma fonte de biomassa para produção de etanol. 

O cultivo da palma no Nordeste é viabilizado pelas condições climáticas favoráveis, o 

que permite altas produtividades da biomassa e facilitando a produção etanol de segunda 

geração em escala industrial. A palma é uma cultura que resiste muito bem a regiões secas, 

onde outras culturas não conseguiria permanecer viável e essa condição traduz mais um 

fator de importância para essa biomassa como proposta de inovação para produção de 

etanol lignocelulósico. 

A motivação para esse estudo surgiu através do interesse despertado na área da energia 

da biomassa e pela percepção de que a cultura O. fícus-indica representa uma alternativa 

para produção de etanol. Nesse sentido, o desenvolvimento deste, foi norteado pela 

seguinte questão: A biomassa O. fícus-indica é uma candidata adequada para a produção 
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de etanol por conter açúcares fermentescíveis passiveis de serem assimilados e convertidos 

em etanol pelas principais leveduras Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces 

marxianus? Neste estudo, foi investigada a produção de E2G utilizando a biomassa 

lignocelulósica. O. fícus-indica Mill após os processos de pré-tratamentos (ácido diluído, 

hidrólise enzimática e fermentação).  

O presente trabalho irá contribuir para apreensão e conhecimento sobre a produção de 

E2G através da biomassa O. fícus-indica, e estimular o desenvolvimento de outras 

pesquisas para corroborar com o desenvolvimento científico e de outras tecnologias no 

campo das energias renováveis.  

 

1.1       OBJETIVOS  

1.1.1  Geral 

Verificar e comparar a fermentabilidade da biomassa O. fícus-indica pré-tratada e 

hidrolisada pelas espécies Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus.  

1.1.2 Específicos 

Realizar a caracterização físico-química da matéria-prima O. fícus-indica; 

Estudar o pré-tratamento ácido verificando a influência das variáveis: concentração de 

ácido sobre o processo, tempo e quantidade de massa;  

Realizar as etapas de hidrólise enzimática e fermentação da melhore condição de pré-

tratamento ácido; 

Avaliar o desempenho da fermentação etanólica da O. fícus-indica oriunda dos pré-

tratamentos empregando as leveduras Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces 

marxiannus. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Combustível fóssil 

No final do século 19 e início do século 20, o desenvolvimento industrial e social 

presenciaram a descoberta e exploração do petróleo e de seus derivados. O petróleo 

representou uma matéria prima economicamente barata para produção de produtos 

químicos e combustíveis de transportes (VAN MARIS et al., 2006). Entretanto, existem 

afirmações de que esse recurso não renovável possa se esgotar e afete diretamente as 

exigências globais de energia nos setores de combustíveis (SÁNCHEZ; CARDONA, 

2008).  

Acredita-se que a combustão de materiais de origem fóssil como o carvão e o petróleo, 

levaram ao aumento considerável dos níveis de emissões de gases do efeito estufa e 

causando mudanças climáticas como o aquecimento global (RAGAUSKAS et al., 2006). 

Por essa razão tem aumentado a busca por alternativas para redução das emissões com a 

utilização de biocombustíveis (FOFANA; CHITIGA; MABUGU, 2009). 

Estudos apontam que os veículos movidos a motor são responsáveis pela emissão de 

70% de monóxido de carbono (CO) e 19% das emissões de dióxido de carbono (CO2) no 

mundo. Existem estimativas de que esses números cresçam, saltando-se de 700 milhões de 

automóveis para 1,3 bilhões no ano de 2030, e aumento de 2 bilhões de veículos para ano 

de 2050.  Por essa razão, se tem questionado sobre a disponibilidade de reserva mundial de 

petróleo (BALAT; BALAT, 2010). 

A dependência dos combustíveis à base de petróleo levou os EUA a buscar 

alternativas para produzir combustível renovável. Dessa forma, introduziram a biomassa 

vegetal através dos grãos de milho para a produção do etanol. Entretanto, foi diagnosticado 

que o etanol produzido a partir dos grãos de milho não seria suficiente para atender a 

demanda do país até 2030, visto que deveria produzir 30% de etanol através de recursos 

renováveis comparada à produção anual de combustível fóssil. Ficando evidente a 

necessidade de incluir novas fontes de biomassa facilmente disponível e tecnicamente 

viáveis (PERLACK; STOKES, 2011).  
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2.2 Etanol 

A viabilidade do uso do etanol como combustível iniciou nos anos 70 com a crise do 

petróleo. O governo brasileiro incentivou a produção de álcool no intuito de substituir a 

gasolina através da criação do PROÁLCOOL – Programa de produção de álcool etílico em 

larga escala, oriundo da fermentação do caldo da cana-de-açúcar, melaço ou ambos. Os 

investidores na época receberam incentivos para produzir exclusivamente etanol. Como 

consequência, nos anos 80, o Brasil apresentou taxa de 85% de seus carros movidos a 

álcool. O álcool que era um subproduto do açúcar passou a ter destaque nas usinas, 

superando as produções de açúcar e aguardente (NETO, 2010). 

O etanol tem se mostrado uma fonte alternativa de energia renovável em comparação 

aos combustíveis fosseis derivados do petróleo. O etanol é um combustível na forma 

líquida que sofreu varias adaptações em diferentes sistemas de abastecimentos até alcançar 

o setor de transporte. O que se sabe, é que a substituição dos combustíveis fósseis pelo 

etanol foi dada ao desenvolvimento de tecnologias acompanhadas do desenvolvimento 

social, além do que, acentuaram-se as preocupações com o meio ambiente e a emissão de 

gases do efeito estufa (RUBIN, 2008; LUBBE, 2012). 

A produção de etanol pode ser suficiente para substituir a gasolina e consecutivamente 

reduzir a dependência de reservas de combustíveis fósseis, além de proteger o meio 

ambiente devido sua combustão mais limpa (GUPTA et al., 2011). Alguns países tem se 

destacado na produção de etanol lignocelulósico, temos como exemplo os Estados Unidos 

que produz etanol a partir da cultura de milho, e o Brasil através da cana-de-açúcar.  

Os países desenvolvidos tem ganhado destaque por alocar recursos financeiros para 

implantar tecnologias modernas e eficientes na conversão de matérias lignocelulósicas em 

bioenergia através de distintos biocombustíveis, que vem ao longo dos tempos se tornando 

competitivos com os combustíveis de origem fósseis (DEMIRBAS; DEMIRBAS, 2007a). 

Os biocombustíveis podem ser utilizados tanto na combustão direta para a produção de 

eletricidade, como combustíveis líquidos no setor de transporte, que é a forma mais 

comum e adotada nos Estados Unidos, Alemanha e França. A adoção do etanol como 

combustível está associada à capacidade de renovação, proporcionar sustentabilidade, ser 

produzido a partir de várias fontes lignocelulósicas, permitir o desenvolvimento regional a 
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partir de empregos industriais e rurais, auxiliar na redução de gazes do efeito estufa e sua 

característica de biodegradabilidade (DEMIRBAS, 2007a; BALAT, 2009). 

O etanol é o produto mais conhecido na família dos álcoois. Em sua estrutura 

molecular está presente um grupo hidroxila ligado a um átomo de carbono, e sua formula é 

conhecida como CH3CH2OH ou C2H6O. A utilização ocorre desde a produção de bebidas 

alcoólicas, solventes, aromatizante e combustível para veículos. É nomeado bioetanol 

quando é produzido através de produtos agrícolas (MOUCO, 2011). O etanol é o 

biocombustível mais utilizado para o transporte alternativo em todo o mundo e 

comercializado como etanol hidratado ou anidro, misturado à gasolina. Na Alemanha e 

França, o comércio desse combustível é registrado desde 1894 sendo consumido 

principalmente pelas indústrias de motores (DEMIRBAS; KARSLIOGLU, 2007b). 

O etanol pode ser produzido a partir da cana-de-açúcar, milho e beterraba açúcareira 

variando nos índices de produtividade. No Brasil, o etanol é produzido por via 

fermentativa a partir da cana-de-açúcar com produtividade de 6,5 mil litros de etanol por 

hectare plantado. Em outros países como Estados Unidos a produtividade é de 4,2 mil 

litros de etanol de milho por hectare plantado e na Europa a produção chega a 5,5 mil litros 

de etanol de beterraba por hectare plantado (BRASKEM, 2015). Na União Europeia e 

China, o etanol é predominantemente produzido através do milho (JAY; GOVINDA, 

2011). 

A produção de etanol a partir da cana-de-açúcar tem expandido ocupando grandes 

proporções de áreas tropicais como o Brasil (ANDRADE e DINIZ, 2007). É importante 

discutir sustentabilidade da produção do sistema. A produção da cana-de-açúcar apresenta 

aspectos a serem questionados como o desmatamento e implantação de monocultura; a 

contaminação de águas superficiais, subterrânea e dos solos, pelo motivo do uso excessivo 

de adubos; a compactação do solo, devido ao tráfego de maquinas pesadas; o assoreamento 

de corpos d’água; a emissão de fuligem e gases do efeito estufa nas etapas de queima das 

palhas; as queimas descontroladas; o consumo excessivo de óleo diesel nas etapas de 

plantio, colheita e transporte (ANDRADE; DINIZ, 2007). Ao considerar os aspectos 

citados é necessário utilizar a biomassa lignocelulósica obtidas de outras culturas para a 

produção de bioetanol que acumulem menos aspectos negativos sobre a sustentabilidade 

do sistema de produção (DERMIBAS, 2011).  
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2.3 Etanol de primeira geração (E1G) 

Culturas a base de sacarose e amido são consideradas matérias primas de primeira 

geração para a produção do etanol, na sequência, temos como exemplo a cana-de-açúcar 

no Brasil, e o milho nos Estados Unidos. Outras matérias primas enquadradas nesse 

cenário são as culturas de beterraba, sorgo doce, trigo, arroz e mandioca (PRASAD, 

SINGH & JOSHI 2007; SÁNCHEZ & CARDONA, 2008). 

No Brasil, a produção de etanol de cana-de-açúcar é exclusivamente em tecnologias de 

primeira geração, uma vez que a sucrose presente no caldo da cana é fermentado para a 

produção de etanol. Essa forma de combustível teve grande aumento na sua produtividade 

nos últimos 29 anos, sendo uma taxa de 3,77% ao ano (CORTEZ, 2010). 

O caldo de cana contém alto teor de açúcares redutores, dos quais não é necessário 

pré-tratamento como a hidrólise enzimática. No entanto, no Brasil o etanol é produzido a 

partir do melaço que é um subproduto da indústria açucareira. O melaço é rico em 

sacarose, mas as altas concentrações de sais minerais provocam o aumento da 

osmolaridade do meio de fermentação, ocasionando a inibição da fermentação 

(WACKETT, 2008). 

As culturas a base de amido, em especial, o milho, carece de hidrolise enzimática para 

conversão do amido em açúcares fermentescíveis e esse recurso por sua vez, implica em 

gastos tornando o processo inviável em determinadas partes do mundo como, por exemplo, 

o Brasil, haja vista a produção de cana-de-açúcar ser significativamente difundida (HAHN-

HAGERDAL et al., 2006). 

Nos sistemas de bioenergia, a presença de um planejamento efetivo torna-se crucial 

em relação às culturas energéticas e principalmente na área agrícola destinada à plantação 

da biomassa, pois, devem-se considerar as espécies mais adequadas àquelas que consigam 

se adaptar e resistir às variações ambientais do local. Visto as novas práticas agrícolas, 

diferentes estudos tem conseguido demonstrar o potencial nos rendimentos de várias 

culturas energéticas (SÁNCHEZ, J. et al., 2012). 

As fontes de biomassa ricas em sacarose ou armazenamento de polissacarídeos como o 

amido tem grande exploração para a produção de bioetanol. A biomassa lignocelulósica é 

uma fonte interessante por conter polissacarídeos estruturais que precisam ser convertidos 

em açúcares fermentescíveis, visto que esses constituintes são essenciais na etapa de 
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fermentação, por serem convertidos em etanol através das leveduras (CARDONA & 

SÁNCHEZ, 2007). 

 

2.4 Etanol de segunda geração (E2G) 

O etanol denominado de segunda geração (E2G) é o biocombustível produzido a partir 

de materiais lignocelulósicos como os resíduos agrícolas (palha do trigo ou milho e bagaço 

da cana-de-açúcar), resíduos florestais (pó e restos de serraria) além de culturas energéticas 

direcionadas a produção do E2G como é o caso do salgueiro e capim-elefante (CORTEZ, 

2010).  

A biomassa lignocelulósica é correspondente a 50% do total de biomassa disponível 

em todo mundo, sendo considerado o recurso renovável mais abundante da biosfera 

(CLAASSEN et al., 1999). A utilização e exploração de materiais lignocelulósicos 

salvaguardará a uso das terras agricultáveis para produção alimentos (CHAMPAGNE, 

2007). 

A produção do etanol através da biomassa lignocelulósica pode ser uma alternativa 

sustentável. A biomassa lignocelulósica aproveita parte dos insumos utilizados que foram 

desviados para a produção e manutenção de partes da planta que não são as matérias prima 

agrícola da cultura. Exemplificando a cultura do milho e da cana-de-açúcar, na qual o uso 

intensivo de fertilizantes e energia é desviado para produção de colmo e folhas (OHGREN 

et al., 2006; CARDONA & SÁNCHEZ, 2007). No processo de obtenção do etanol de 

segunda geração, as estratégias para a produção desse combustível têm como objetivo 

utilizar ambas as frações de celulose e hemicelulose da biomassa (SILVA, 2010). 

O processo de conversão de materiais lignocelulósicos para a produção de E2G é 

complexo e requer etapas de hidrólise da hemicelulose, hidrólise da celulose, fermentação, 

separação da lignina, recuperação e concentração do etanol e tratamento da água residual. 

Os processos de hidrólise enzimática e fermentação são as opções mais promissoras para 

conversão dos carboidratos dos materiais lignocelulósicos em etanol (CORTEZ, 2010). 
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Figura 1 – Fluxograma esquemático da produção de etanol de segunda geração a 

partir de materiais lignocelulósicos. 

 

 

               Vapor       

                       SO2       

 

 

 Fonte: Adaptado de Cortez, 2010. 

 

A produção em escala industrial de etanol de segunda geração (E2G) ainda é limitada 

em consequência do elevado custo no processamento da biomassa lignocelulósica, na 

obtenção de níveis suficientes de rendimento dos açúcares fermentescíveis e estratégia de 

fermentação eficiente. A hemicelulose presente na biomassa precisa ser convertida em 

pentose durante a fermentação para obter uma produção eficiente de etanol (GÍRIO, 2010). É 

necessário à redução de custos durante este processo para viabilizar a produção de E2G em 

escala industrial.  As opções são melhorar o desempenho das enzimas durante o processo de 

hidrólise e o rendimento dos microrganismos durante a fermentação (ZHANG, 2008).  

A produção sustentável de matéria prima em relação às unidades de processamento e 

seus produtos são importantes para viabilização do processo. A matéria-prima deve ser 

acessível e de fácil disponibilidade para que não haja interrupções operacionais pela falta de 

fornecimento de matéria-prima durante o processo, e, por conseguinte, não comprometa a 

questão econômica na fabrica de produção de bioetanol (APPA, 2007; FERNÁNDEZ, 2008). 

O avanço tecnológico para a produção do etanol de segunda geração foi marcado com 

os recentes estudos sobre intercalação entre processos de tratamento da biomassa e 

fermentação. Os processos que após o pré-tratamento da biomassa conduzem a hidrólise da 

celulose separado da fermentação é conhecido como Hidrólise e Fermentação Separada, 

(PEREIRA Jr. et al., 2008); o processo que conduz a hidrólise enzimática e fermentação na 

mesma etapa é conhecida como Sacarificação e Fermentação Simultânea (TAHERZADEH; 
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KARIMI, 2007b). Há processos que conduzem a sacarificação e fermentação das pentoses e 

hexoses no mesmo reator denominados de Sacarificação e Co-fermentação Simultânea 

(TEIXEIRA et al., 2000).  

As tecnologias para produção de etanol de segunda geração ainda estão em 

desenvolvimento, tornando os processos de produção com padronização mínima para alcançar 

um estágio comercial (HORTA, NOGUEIRA 2008). Entretanto, existe uma corrida 

tecnológica industrial para o desenvolvimento de rotas de conversão mais produtivas, 

destacando-se aquelas capazes de utilizar resíduos lignocelulósicos para a produção de etanol 

e as que gerem combustíveis com maior conteúdo energético a partir de matérias-primas 

lignocelulósicas (NYKO et al., 2014).  

A principal meta é a total disponibilização dos açúcares presentes na celulose e 

hemicelulose para os microrganismos da fermentação sendo fundamental para que a produção 

do etanol lignocelulósico se torne economicamente competitivo como o produzido a partir do 

amido e cana-de-açúcar (HAHN-HAGERDAL et al., 2007). 

A otimização dos processos de caracterização química da biomassa, dos pré-

tratamentos e da sacarificação tornou possível produzir biocombustíveis através de várias 

matérias primas como o milho, beterraba e mandioca. No entanto, a produção de bioetanol a 

partir dessas culturas alimentares tem encontrado resistência no uso pelo fato de competir com 

os alimentos, causando a redução na produção e aumento dos preços (EISENTRAUT, 2010). 

A busca por culturas energética sustentáveis é norteada pelos princípios de não ser 

alimentícia, ser todas utilizada no processo, não ser exigente no uso de insumos, não competir 

em área de cultivo com lavouras alimentícias e está adaptada para a limitação de áreas de 

cultivo imposta pelo aquecimento global.  A palma forrageira neste contexto se apresenta 

como uma candidata que preenche os requisitos em sua maioria. A cultura também está 

adaptada ao cultivo não sendo limitante o conhecimento técnico para condução da lavoura.  

 

2.5 Opuntia fícus-indica Mill  

A palma forrageira pertence à Divisão Embryophyta, sub-divisão Angiosperma, da 

Classe: Dicotyledoneae, sub-classe: Archiclamideae, na Ordem das Opuntiales e família das 

cactáceas. Sabe-se da existência de 178 gêneros dessa família, sendo 2.000 espécies 
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conhecidas (SILVA e SANTOS, 2007). Data-se a introdução da Opuntia fícus-indica Mill no 

Brasil no século XIX, sendo incialmente utilizada como abrigo da Cochonilha (Dactylopius 

coccus), oriundo do México, inseto produtor de corante utilizado para o preparo de 

sobremesas, bebidas, roupas, chás, etc. (ARAUJO, 2004). 

A palma forrageira Opuntia fícus-indica Mill é uma cultura de grande importância 

agrícola em regiões áridas ao redor do mundo (SÁNCHEZ, 2012 Apud GRIFFITH, 2004). O 

cultivo do gênero Opuntia em regiões áridas e semiáridas está relacionado à capacidade de 

permanecer com produção de biomassa viável em regiões com o clima semiárido e períodos 

de seca (AYALA, 2008). A Opuntia fícus-indica apresenta caule pouco ramificado com 

cladódio que pode chegar a pesar 1kg e medir 50 cm de comprimento. O cladódio é um caule 

modificado que possui uma forma oval-elíptica, cor verde-fosco e nos quais surgem flores 

amarelo-brilhando e roxa, quando madura (SILVA e SANTOS, 2007). 

No Brasil, a área de cultivo da palma forrageira alcança mais do que 500 mil hectares 

sendo mais predominante na região do Nordeste entre os Estados de Alagoas e Pernambuco 

(LEITE, 2006; MOURA et al., 2011). Fisiologicamente, esta planta apresentou-se adaptada as 

zonas áridas e semiáridas em razão da sua cutícula impermeável, menor número de estômatos 

que reduz a perda de água por evapotranspiração e ao aparelho fotossintético do tipo CAM 

(metabolismo do ácido das crassuláceas). Capaz de captar energia solar durante o dia e fixar o 

CO2 à noite (RAMOS et al., 2011). Sabe-se que a sua eficiência no uso da água é 10 vezes 

maior comparada às outras plantas (LIRA et al., 2005).  

No Brasil, o Estado de Pernambuco foi o primeiro do Nordeste a introduzir e pesquisar a 

palma forrageira com foco para alimentação animal. O interesse em pesquisar a palma 

forrageira do gênero Opuntia vendo sendo motivado devido ao contexto da bioenergia 

(KULOYO, 2012; GINESTRA et al., 2009; SILVA e SANTOS, 2007), haja vista as 

crescentes preocupações com o esgotamento das energias de natureza fóssil, emissões de 

gases, o desenvolvimento rural e a busca por alternativas na matriz energética, visando à 

produção de energia renovável (EU, 2009). Os frutos da palma também representam uma 

promissora matéria-prima para a produção de etanol, dada sua composição (Tabela 1), grande 

quantidade de açúcares solúveis (6-14%) na matéria fresca (DURU & TURKER, 2005) e 

baixa percentagem de lignina < 0,1 na matéria seca (AL-KOSSORI, 1998). Os cladódios são 

descritos com um teor de carboidratos entre os valores de 25% e 50% de sua matéria seca 
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total (VIEIRA et al., 2008; LEAL, 2009; SILVA et al., 2010), 64% a 71% para cada 100g da 

biomassa seca (STINTZING; CARLE, 2005). 

 

Tabela 1 – Composição média dos cladódios da Opuntia ficus-indica Mill demostrando a 

quantidade de seus constituintes na biomassa in natura e seca.  

 

Constituintes Peso fresco (g/100g) Peso seco (g/100g) 

Água 88-95 0 

Carboidratos 3-7 64-71 

Cinzas 1-2 19-23 

Fibra bruta 1-2 18 

Proteínas  0,5-1 4-10 

Lipídeos 0,2 1-4 

Fonte: Adaptado de STINTZING; CARLE, 2005. 

 

2.6 Composição da biomassa lignocelulósica 

A parede celular das plantas consiste principalmente de três polímeros nomeados 

celulose, hemicelulose, lignina e dependendo da biomassa, a pectina também pode está 

presente (VAN MARIS et al., 2006). A composição da biomassa lignocelulósica é variável 

(Tabela 2) entre e dentro do tipo de cada biomassa, o que torna necessário a determinação dos 

constituintes da biomassa em estudo. 

 

Tabela 2 – Porcentagem geral da composição dos polímeros e seus monômeros que 

constituem a biomassa lignocelulósica. 

 

Polímeros Lignocelulose (%) Monômeros 

Celulose 33-51 Glicose 

Hemicelulose 19-34 Xilose, glicose, manose, 

arabinose, ranose, galactose 

Lignina 20-30 Álcoois aromáticos  

Pectina (quando presente) 2-20 Ácido galacturónico e ranose 

 

Fonte: Adaptado de VAN MARIS et al., 2006. 

 

Na avaliação do potencial biomassa lignocelulósica para produção de etanol, há um maior 

interesse dado à celulose que está relacionado com a quantidade presente de glicose em sua 

composição. As etapas de pré-tratamento e hidrólise são essenciais para conversão da celulose 
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em açúcares fermentescíveis e, por conseguinte, torna-los disponíveis para os microrganismos 

fermentativos na etapa de fermentação na produção do bioetanol. A celulose apresenta regiões 

ordenadas com unidades repetitivas de celobiose, e por essa razão (Figura 2), é considerado 

como um homopolissacarídeo (SANTOS et al., 2012).  A estrutura apresenta-se sob a forma 

de uma cadeia linear homopolissacarídica formada entre 2 000 a 15 000 unidades de D-

glicose ligadas por β-(14) – glucosídicas (VAN MARIS et al., 2006; KUMAR; SINGH & 

SINGH, 2008;).  

 

Figura 2 – Regiões ordenadas demonstrando as repetições das unidades de celobiose 

através de ligações β-glicosídicas. 

 

Fonte: TÍMÁR-BALÁZSY; EASTOP, 1998. 

 

A hemicelulose é um polímero formado por monômeros de pentose (xilose, arabinose) e 

hexoses (manose, glicose, galactose) e ácidos urônico (ácido D-glucurônico e ácido 4-O-

metil-glucurônico). As ligações presentes nesses açucares são do tipo β-1,4-glicosídica ou β-

1,3-glicosídica (Figura 3). O polímero de hemicelulose é facilmente hidrolisado em 

monossacarídeos quando comparado à celulose, por ser estruturalmente mais ramificado 

tornando-o mais susceptível à hidrólise ácida por oferecer mais acesso aos ácidos orgânicos 

(PÉREZ et al., 2002; VAN MARIS et al., 2006; CANILHA et al., 2010). A cadeia da 

hemicelulose é contínua (Figura 3), sendo formada por uma unidade de xilana, de duas ou de 

mais unidades como, por exemplo, as glucomanana unidas entre si por ligações de hidrogênio 

(ALVES, 2011).  
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Figura 3 – Estrutura parcial das hemiceluloses demonstrando as Pontes de hidrogênio 

entre as unidades de xilana. 

 

Fonte: ALVES, 2011. 

        

As ligações de hidrogênio presentes na hemicelulose juntamente com a celulose são 

responsáveis pela síntese das microfibrilas, estruturas essas que constituem a espinha dorsal 

da parede celular do vegetal. A composição da hemicelulose pode variar de acordo com cada 

espécie de vegetal (VAN MARIS et al., 2006; KUMAR et al., 2008).  

 

Figura 4 – Estrutura geral da Lignina apresentando os principais tipos de ligações entre 

as unidades fenilpropanóides e seus resíduos fenólicos. 

 

Fonte: CHANG, 2007. 

 

A lignina compõe cerca de 20-30% da biomassa lignocelulósica (Tabela-2) e sua 

composição consiste de resíduos fenólicos (Figura 4; MARIS et al., 2006; KUMAR et al., 
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2008). A lignina presente na parede vegetal possui função estrutural conferindo 

impermeabilidade, resistência microbiana e resistência ao estresse oxidativo (MOSIER et al., 

2005). A lignina é uma macromolécula que aumenta significativamente a resistência 

mecânica das plantas, dada a sua relação com as microfibrilas da celulose (FENGEL; 

WEGENER, 1989). A lignina funciona como uma barreira física impedindo o acesso das 

enzimas utilizadas no ataque da celulose. Reduzindo o aproveitamento na etapa de hidrólise. 

(RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004). 

A pectina é um polissacarídeo de estrutura complexa que quando presente nos vegetais 

fortalece a matriz de celulose da parede celular do vegetal (VAN MARIS et al., 2006). O 

polímero de pectina é constituído por uma cadeia de subunidades de α-D-galacturónico 

ligados por (14) ligações glicosídicas (Figura 5). 

 

Figura 5 – Ilustração esquemática da estrutura química da pectina mostrando resíduos 

de ácido urônico e grupos metilados.  

 
Fonte: BENHURA; CHIDEWE, 2011. 

 

Na pectina os açúcares como D-galactose, L-arabinose e D-xilose podem estar presentes 

através de ligações nas cadeias laterais. Outros açúcares constituintes como D-glicose, D-

manose, L-fucose e ácido D-glucorônico também estão presentes no polímero de pectina, 

porém em menores quantidades (GOYCOOLEAL; CÁRDENAS, 2003). Os polímeros de 

pectina são geralmente encontrados em grandes quantidades nos resíduos agrícolas como nas 

cascas de frutas cítricas (VAN MARIS et al., 2006). 

A existência de compostos orgânicos e inorgânicos presentes nos materiais 

lignocelulósicos como os ácidos graxos, ésteres, álcoois e hidrocarbonetos promovem 
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inúmeras características as plantas e são encontrados em diversas quantidades de acordo com 

a espécie, idade e região (ANNUNCIADO, 2005). Compostos inorgânicos podem variar entre 

1 a 10% nos materiais lignocelulósicos e são conhecidos como cinzas, que são formados por 

sulfatos, oxalatos, carbonatos, silicatos de cálcio, potássio, magnésio e outros sais (BIANCHI, 

1995). 

Os extrativos (materiais solúveis) estão presentes na biomassa, entretanto, não fazem 

parte da estrutura celular, como por exemplo, açúcares não estruturais, materiais nitrogenados, 

clorofila e ceras. Os extrativos podem ser extraídos utilizando-se solventes polares e não 

polares, e são nomeados de acordo com o tipo de solvente utilizado (KUMMAR; WYMAN, 

2009). 

Na produção de etanol de segunda geração (E2G), o processo de conversão do material 

lignocelulósico em álcool requer três etapas: (1) pré-tratamento, cujo objetivo é liberar os 

polímeros de celulose e hemicelulose dos complexos de lignina, (2) despolimerização dos 

carboidratos em açúcares livres através da etapa de hidrólise enzimática (sacarificação), (3) 

fermentação dos açúcares hexoses e pentoses para produção do etanol (CASTRO; PEREIRA, 

2010). 

 

2.7 PRÉ-TRATAMENTOS 

2.7.1 Etapas de pré-tratamento 

A caracterização da composição química da biomassa é fundamental para orientar na 

escolha do pré-tratamento, visto que cada tipo de matéria-prima requer tratamento especifico 

(KULOYO, 2012). O pré-tratamento é um processo de solubilização e separação de um ou 

mais componentes da biomassa, devido a esta natureza, ainda é um grande desafio para a 

produção de etanol de segunda geração (Figura – 6).  Devido ao grau de complexidade 

envolvido na estrutura e composição da parede celular da planta, a liberação dos açúcares 

presentes na celulose e hemicelulose requerem processos que levam ao aumento nos custos na 

produção de etanol lignocelulósico (Figura 7). As etapas envolvidas na conversão dos 

açúcares em etanol são: a) pré-tratamento, b) hidrólise enzimática, c) fermentação do 

hidrolisado seja por bactérias, leveduras ou fungos filamentosos (BALAT; BALAT, 2009).  
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Figura 6 – Ilustração esquemática do processo designado à produção de etanol a partir 

da biomassa lignocelulósica. SHF: hidrólise e fermentação separada; SSF: sacarificação e 

fermentação simultânea.  

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de HAHN-HAGERDAL et al., 2007a. 

 

O processo de fermentação da biomassa lignocelulósica para a produção de etanol requer 

a realização de duas etapas prévias, a hidrólise ácida e a enzimática. Os açúcares liberados 

pela digestão enzimática serão utilizados pelas leveduras. As etapas de hidrólise e 

fermentação quando acontecem de forma separada é nomeada SHF, Sacarificação e 

Fermentação separada. As etapas podem ser conduzidas de forma sinérgica e são 

configuradas como sacarificação e fermentação simultâneas – SSF. (Figura-6). O etanol 

produzido é recuperado pelo processo de destilação do caldo fermentado (OHGREN et al., 

2007; SÁNCHEZ; CARDONA, 2008). 

A almejar a eficiência dos pré-tratamentos é importante por que melhoram na formação e 

disponibilização dos açúcares, evita a degradação e perda de hidratos de carbono, diminuem a 

formação de inibidores no processo de fermentação promovendo um consumo baixo de 

energia e gastos operacionais (TAHERZADEH; KARIME, 2008; KUMAR et al., 2009). 

Estudos têm apontado às etapas de pré-tratamentos da biomassa como as mais onerosas para a 

produção do etanol. No entanto, com a difusão do etanol lignocelulósico, estima-se alcançar 

melhorias na eficiência e redução de custos nos métodos de pré-tratamentos físicos, químicos, 

físico-químicos e biológicos (GALBE; ZACCHI, 2007; KUMAR et al., 2009).  
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O desenvolvimento de um pré-tratamento considerado ideal, ainda é um desafio a ser 

ultrapassado, principalmente se considerarmos a eficiência de hidrólise e fermentação na 

conversão dos carboidratos a etanol, pois, a biomassa possui uma grande diversidade 

(ALVIRA et al., 2010). Os procedimentos de pré-tratamento desenvolvidos abordam 

princípios físicos, químicos e bioquímicos (biológicos). 

 

2.7.2 Pré-tratamento por fragmentação 

Procedimentos como trituração, moagem e quebra em lascas da biomassa levam a 

diminuição do tamanho dos materiais lignocelulósicos e consecutivamente o aumento da área 

superficial específica e redução da cristalinidade da celulose, dessa forma, a hidrólise ocorre 

de maneira eficiente. (SUN; CHENG, 2002). Uma ou mais dessas etapas realizadas 

promovem a redução das limitações de transferência de calor e de massa. A biomassa quando 

quebrada em lascas podem variar de 10 a 30 mm, 0,2 a 2 mm na moagem (KUMMAR; 

WYMAN, 2009).   

 

2.7.3 Pré-tratamento físico  

Os pré-tratamentos físicos envolvem vários métodos mecânicos e não mecânicos 

comumente utilizados na biomassa potencial (Tabela 3). A energia gasta nessa etapa irá 

depender das características finais do tamanho das partículas da biomassa residual (KUMAR 

et al., 2009). Para os métodos não-mecânicos, foi realizado teste de irradiação com raios gama 

na celulose, e observou-se clivagem das ligações β-1,4-glicosídicas. No entanto, esse método 

é inviável para um processo em grande escala por restar dúvidas sobre sua viabilidade 

econômica (GALBE; ZACCHI, 2007; KUMAR et al., 2009).  

 

 

 

 



34 

 

Tabela 3 – Vantagens e desvantagens do método de pré-tratamento físico. 

Método de pré-

tratamento 

Processo de pré-

tratamento 

Vantagens Limitações e 

desvantagens 

 Mecânico: 

Fragmentação 

Reduz a 

cristalinidade da 

celulose e aumenta a 

superfície da 

biomassa 

A energia necessária 

é geralmente superior 

a inerente da 

biomassa 

Pré-tratamento 

físico 

Pirólise Produção de gás e 

produtos líquidos 

Requer altas 

temperaturas; 

formação de cinzas 

 Ozonólise Reduz o teor de 

lignina; não produz 

substâncias tóxicas 

Custo elevado; 

requer grandes 

quantidades de 

ozônio 

Fonte: Adaptado de Kuloyo, 2012. 

 

 

A importância dos pré-tratamentos no processo de produção do Etanol 2G motiva a 

abordagem de tecnologias consecutivas como os pré-tratamentos físicos, ácidos e hidrólise 

enzimática, cuja função é promover a desestruturação dos polímeros de celulose, 

hemicelulose e lignina (Figura-7) (GRAY et al., 2006; GUPTA et al., 2009; ROLLIN et al., 

2011). 

 

Figura 7 – Polímeros de celulose, hemicelulose e Lignina sendo desestruturados com o 

efeito do pré-tratamento sobre a biomassa lignocelulósica.  

 

 

 

Fonte: Adaptado de MOSIER et al., 2005. 
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Os pré-tratamentos são condições necessárias para viabilizar a biomassa lignocelulósica, 

uma vez que esse processo irá aumentar a superfície de substratos para serem assimilados 

através das enzimas, visto a degradação da celulose e consequentemente disponibilização dos 

açúcares fermentescíveis para os microrganismos fermentadores (ALVIRA, P. et al., 2010). 

 

2.7.4 Pré-tratamento químico e formação de substâncias inibidoras. 

Nos processos de pré-tratamentos químicos da biomassa lignocelulósica surgem os 

inibidores microbianos que são limitantes do processo (Tabela 4). A geração de inibidores 

afeta diretamente a economia do rendimento de bioetanol produzido. Várias estratégias de 

destoxicação dos hidrolisados hemicelulósicos foram desenvolvidos para remoção dos 

inibidores e melhorar o desempenho fermentativo (GUPTA, SHARMA & KUHAD, 2009; 

KUHAD, R. C. et al, 2010).  

 

Tabela 4 – Vantagens e desvantagens do método de pré-tratamento químico. 

Método de pré-

tratamento 

Processo de pré-

tratamento 

Vantagens Limitações e 

desvantagens 

 Ácido diluído Hidrolisa 

hemicelulose a xilose 

e outros açúcares; 

altera estrutura da 

lignina 

Alto custo; corrosão 

de equipamentos; 

formação de 

inibidores 

 

 

 

Pré-tratamento 

químico 

Alcalino Remove 

hemicelulose e 

lignina; aumenta a 

área de superfície da 

biomassa 

Longo tempo de 

residência; sais 

formados são 

irrecuperáveis 

 Peróxido de 

hidrogênio 

Solubilização da 

lignina; não produz 

inibidores 

Decompõe-se em 

altas temperaturas; 

 Organosolv Hidrolisa a lignina e 

hemicelulose 

Alto custo; solventes 

precisam ser 

recuperados e 

reciclados 

Fonte: Adaptado de Kuloyo, 2012 
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Os agentes inibidores são gerados nas etapas de degradação dos açúcares.  No processo as 

substâncias tóxicas são geradas a partir de compostos aromáticos derivados de furano, tendo 

mais importância à classe do furfural que surge a partir das pentoses e o hidroximetil furfural 

(HMF) que é gerado a partir das hexoses. Os furanos são formados em altas concentrações 

durante as etapas graves de pré-tratamento ácido, como aquelas sob altas concentrações de 

ácido e maior tempo de pré-tratamento (TAHERZADEH et al., 1997; KLINKE; THOMSEN; 

AHRING, 2004).  

O Furfural e o HMF são passiveis de serem convertidos em álcool furfurílico e álcool 5-

hidroximetil furfurílico sob a ação de leveduras do gênero Saccharomyces. No entanto, esses 

compostos quando presentes são responsivos por maior taxa de retardamento do crescimento 

da levedura quando comparados com a concentração de etanol na fermentação 

(PALMQVIST; HAHNHAGERDAL, 2006b). 

Na hidrólise lignocelulósica a inibição celular causada pela presença de furfural e HMF 

é dependente de NADH desidrogenase alcoólica da levedura (ADH), e que esse processo leva 

ao acúmulo intracelular do acetaldeído e como consequência, latência no crescimento 

microbiano (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000b; MODIG; LIDÉN; 

TAHERZADEH, 2002). A acidificação provocada no citoplasma da levedura compromete a 

integridade da membrana celular e pode apresentar efeitos tóxicos ocasionando a morte dos 

organismos fermentadores (VAN MARIS et al., 2006).  

A desintoxicação do hidrolisado pode ser realizada antes da fermentação com métodos 

físicos, químicos e biológicos (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a). Os 

procedimentos utilizam arrastamento com vapor, carvão ativado, extração com solventes 

orgânicos e peneiras moleculares (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996). 

O procedimento desintoxicante mais utilizado é adição de hidróxido de cálcio no 

hidrolisado para remoção de compostos fenólicos e furaldeídos (SÁNCHEZ; CARDONA, 

2008). Nesse processo, o pH do hidrolisado é alterado até pH 10 com adição de Ca(OH)2 ou 

outro hidróxido. Nessa reação, ocorre a formação de um precipitado desses contaminantes que 

logo em seguida é removido. No final do processo, o pH do hidrolisado é novamente 

reajustado para o pH 5,5 com ácido H2SO4 (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996; 

PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a).  
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A eficácia de cada método de desintoxicação é dependente do pré-tratamento da matéria-

prima.  O tipo de pré-tratamento influencia a qualidade do hidrolisado lignocelulósico através 

dos diferentes níveis de toxicidade (CARVALHO et al., 2006). Os pré-tratamentos químicos 

geram custos devido a corrosão dos reatores. Os custos surgem pela necessidade de construir 

reatores não corrosivos que funcionam em altas pressões. Essas medidas tornam o pré-

tratamento com ácido diluído mais caro em comparação ao de explosão de vapor (KUMAR et 

al., 2009). 

 Outra alternativa para eliminar a presença de inibidores no hidrolisado é o 

desenvolvimento de cepas tolerantes a esses agentes através de modificações genéticas e 

engenharia metabólica. No entanto, as pesquisas ainda são incipiente. Necessitando conhecer 

mais sobre a natureza das resistência dos microrganismos fermentadores aos inibidores (VAN 

MARIS et al., 2006; SÁNCHEZ; CARDONA, 2008).  

 

2.7.5 Pré-tratamento biológico 

Os processos de pré-tratamento biológico geralmente são empregados para a produção de 

E2G, e utilizam para essa etapa, microrganismos capazes de degradar a lignina e hemicelulose 

através da ação de enzimas liberadas sobre os materiais lignocelulósicos, temos como 

exemplo, as enzimas peroxidases e lacase produzidas por fungos da podridão-branca 

(KULOYO, 2014).  

No pré-tratamento biológico acontece à deslignificação fúngica sobre a biomassa, 

fazendo com que a lignina e hemicelulose sejam degradadas com baixo gasto de energia. 

(KULOYO, 2012). Nesta etapa de pré-tratamento não é necessário energia durante o processo 

e nem gastos com produtos químicos para degradação dos polímeros do material 

lignocelulósico, além da vantagem de poder ser realizado em baixas temperaturas. Porém, a 

taxa de degradação ocorre mais lenta, tornando-se necessário incorporá-lo com outros 

métodos de pré-tratamento (HSU, 1996; GALBE; ZACCHI, 2007).  
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2.8 HIDRÓLISE 

2.8.1 Hidrólise Ácida 

A conversão da celulose em glicose através do processo de hidrolise é nomeada 

sacarificação, e essa etapa consiste em quebra de ligações glicosídicas, onde são originados os 

monômeros de glicose que posteriormente serão fermentados a etanol. O processo pode 

ocorrer de duas maneiras, através do método químico utilizando ácido, ou enzimático 

(CARMO, 2013). 

Na etapa de hidrolise química, o que se utiliza é um ácido nos materiais lignocelulósicos 

geralmente em temperatura especifica e tempo controlado, e é a partir deste processo que 

surgem os monômeros de açúcares oriundos da celulose e hemicelulose. Para essa 

metodologia tem-se descrito na literatura a utilização do ácido sulfúrico (H2SO4) sob a forma 

concentrada ou diluída em concentrações menores que 1,0% (TAHERZADEH; KARIMI, 

2007a). Dessa maneira, é possível encontrar boas taxas de hidrólise da celulose (OGEDA; 

PETRI, 2010). Desse método químico, o inconveniente é a formação de inibidores como o 5-

hidroximetilfurural (TAHERZADEH; KARIMI, 2007a). 

 

2.8.2 Hidrólise enzimática 

As etapas de hidrólise enzimática da biomassa ocorrem com o emprego de celulases 

capazes de converter a celulose em açúcares fermentescíveis, por essa razão, são consideradas 

biocatalisadores de alta especificidade. A glicose é nomeadamente o açúcar de maior interesse 

industrial para produção de etanol (CASTRO; PEREIRA, 2010).  

No processo de hidrólise enzimática da celulose ocorre adsorção da celulase em sua 

superfície, por conseguinte, biodegradação da celulose em açúcares fermentescíveis e por 

último, dessorção da enzima celulase (TAHERZADEH; KARIMI, 2007b). 

As enzimas mais convenientes no processo de hidrólise enzimática da biomassa 

lignocelulósica são as celulases, essas por sua vez, podem ser encontradas sob três tipos: 

endoglucanase, exoglucanase e β-glicosidase. Os biocatalisadores no processo de hidrólise 

possuem papel de destaque na conversão da celulose em glicose, uma vez que tornam a 

superfície da celulose mais acessível umas as outras enzimas (QUILHÓ, 2011).  
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As enzimas do tipo endoglucanases (endo-1,4-β-glucanases) iniciam o processo de 

hidrólise do material lignocelulósico, uma vez que hidrolisam ligações internas do tipo β-1,4 

(Figura - 8). O sítio de ação são as regiões amorfas e reduzem a polimerização do substrato 

(CASTRO; PEREIRA, 2010).  A ação das endoglucanases expõem as microfibrilas presentes 

na celulose, tornando-as susceptíveis as outras enzimas, além disso, fazem com que ocorra o 

aumento dos oligossacarídeos que serão mais tarde expostos a ação das exoglucanases (ARO; 

PAKULA. PENTILLA, 2005).  

As exoglucanases (celobioidrolase ou exo-1,4-β-D-glucanases) degradam as cadeias de 

açúcar, visto sua remoção das unidades de celobiose (dímeros de glicose) (TAHERZADEH; 

KARIMI, 2007b). As β-glicosidases (β-glicosídeo, gluco-hidrolase ou celobiase) fazem parte 

do último repertório do complexo enzimático das celulases que hidrolisam a celobiose e os 

oligossacarídeos solúveis em glicose (CASTRO; PEREIRA, 2010).  

 

Figura 8 - Sistema de ação enzimática envolvendo a degradação através do processo de 

despolimerização do polímero de celulose. a) Afrouxamento da rede fibrosa; b) 

Formação de fragmentos de celulose; c) Digestão enzimática da celulose; d) Quebra da 

celulose em celobiose. 

 

Fonte: Arantes e Saddler, 2010. 
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O início do mecanismo de hidrólise da celulose (Figura – 8) ocorre no momento em que 

as celulases são adsorvidas na superfície insolúvel da célula, e como consequência, inicia o 

processo de afrouxamento da rede fibrosa da celulose (Figura – 8, A). O próximo passo é a 

formação de fragmentos de celulose dando origem aos oligossacarídeos solúveis sob 

influência das endoglucanases e exoglucanases (B) e celobiose (C). As β-glicosidade 

finalizam o processo quebrando a celulose em celobiose (Figura – 8, D; ARANTES; 

SADDLER, 2010). 

A hidrólise da hemicelulose deve ser eficiente, uma vez que contribuirá 

significativamente para um bom desempenho da hidrólise da celulose (GARCÍA-APARÍCIO, 

2007).  Há a necessidade de um maior número de enzimas para degradar a hemicelulose 

devido a sua variada composição.  As enzimas que despolimerizam, ou seja, que revertem 

polímeros a monómeros e as que removem os grupos substituintes são as mais importantes 

(DYK; PLETSHEKE, 2012). Outra enzima necessária ao processo é a xilanase (polímeros de 

xilose). A xilanase é capaz de hidrolisar a xilana em xilose, causando a degradação da 

hemicelulose produzindo xilooligômeros e xilose (GARCÍA-APARÍCIO, 2007).  

 

2.9 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE BIOETANOL 

2.9.1 Fungos 

No processo fermentativo, os microrganismos comumente utilizados são as leveduras por 

serem de fácil cultivo e baixa exigência nutricional. As leveduras são seres unicelulares que se 

reproduzem por brotamento ou gemulação, mitose. A reprodução na forma sexuada ocorre 

por meiose formando esporos haploides (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996). Quanto ao 

metabolismo energético podem ser aeróbios, aeróbios facultativos e fermentadores. (LANE; 

MORRISSEY, 2010).  

A Saccharomyces cerevisiae e a Kluyveromyces marxianus apresentam um metabolismo 

aeróbio facultativo. Quando essas leveduras estão em meio anaeróbico, enzimas piruvato-

descarboxilase e álcool desidrogenase são ativadas para produção de etanol e água a partir do 

piruvato (equação de Gay-Lussac, Equação 1). No entanto, quando na presença de oxigênio, o 

ácido pirúvico parcialmente é transferido para o ciclo do ácido tricarboxílico (ciclo de Krebes) 
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(Equação 2), que por conseguinte, será oxidado a dióxido de carbono e água dentro da 

mitocôndria (LANE; MORRISSEY, 2010).  

 

C6H12O6 + 2Pi + 2ADP 2C2H5OH + 2CO2 + 2ATP + 2H2O + 57 kcal                              (1) 

C6H12O6+6O2  6CO2 + 6H2O + 38ATP + 688 kcal                                          (2) 

 

Gay-Lussac propôs uma equação para determinar o rendimento estequiométrico teórico da 

produção de etanol a partir da glicose (Equação 3). 

 

η =   92g de etanol    = 0, 511 g de etanol. g de glicose
-1

         (3) 

       180 g de glicose 

 

Na fermentação ocorre a degradação da glicose e outros nutrientes orgânicos em vários 

produtos que são característicos para os diferentes organismos, para geração de energia sob a 

forma de adenosina trifosfato, ou ATP (LEHNINGER et al., 2006).  

A glicose possui um papel de destaque no metabolismo da maioria dos microrganismos. 

Sua oxidação se dá através da glicólise, processo pelo qual é desencadeado por uma sequência 

de dez reações realizadas por enzimas glicolíticas originando duas moléculas de piruvato.  As 

moléculas de piruvato podem ser utilizadas por microrganismos aeróbicos que as convertem 

por oxidação em CO2, H2O e ATP (ciclo de Krebes). Os microrganismos anaeróbios reduz o 

lactato (via de fermentação do ácido láctico), ou etanol, CO2 e ATP (via de fermentação 

alcoólica) (LEHNINGER et al., 2006). 

 

2.9.2 Saccharomyces cerevisiae 

A levedura S. cerevisiae tem sido historicamente utilizada no processo de fermentação de 

matérias-primas a base de açúcar e amido, e, recentemente se tornou um microrganismo 

preferido na fermentação do hidrolisado da biomassa lignocelulósica para produção de etanol. 

Sua escolha nesses processos tem sido diagnosticada por sua capacidade de produzir bons 

rendimentos de etanol, ser tolerante ao etanol produzido, haja vista ser uma substância tóxica 
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a levedura, amplo espectro contra os inibidores, e elevada pressão osmótica (HAHN-

HAGERDAL et al., 2007a). A adaptação eficiente ao etanol foi resultado de milhares de anos 

de seleção pelo homem para produção de alimentos (OLSSON; HAHN-HAGERDAL et al., 

1996; PISKUR et al., 2006; WACKETT, 2008). 

O emprego da S. cerevisiae na fermentação de biomassa lignocelulósica ainda é passível 

de desafios no campo da engenharia metabólica, visto sua incapacidade de fermentar açúcares 

como a xilose e arabinose (KUYPER et al., 2005b). O fato pelo qual leveduras S. cerevisiae 

não consigam utilizar a xilose mesmo apresentando naturalmente genes para esse feito, é dado 

ao baixo nível de expressão gênica, que termina por ser um mecanismo insuficiente nesse 

processo (TOIVARI et al., 2004).  

Outras candidatas como Pichia stipitis, Candida shehatae e Pachysolen tannophilus 

conseguem utilizar as pentoses. No entanto, ensaios de fermentação para produção de etanol a 

partir de glicose perceberam que essas cepas produzem cinco vezes menos etanol em 

comparação a Saccharomyces cerevisiae, e requerem maior controle de aeração. Além disso, 

apresentam baixa tolerância ao etanol produzido (CLAASEN et al., 1999). 

 

2.9.3 Kluyveromyces marxianus  

A levedura Kluyveromyces marxianus é ideal para produção de etanol a partir de resíduos 

de alimentos e sólidos como o bagaço de cana-de-açúcar, uma vez que esses microrganismos 

de maneira eficiente convertem substratos da biomassa por apresentarem-se tolerantes à alta 

temperatura (COSTA, 2011).  

A espécie Kluyveromyces marxianus é um microrganismo unicelular da classe dos 

hemiascomicetos, que possui núcleo, sem motilidade e homotálico (LANE e MORRISSEY, 

2010). Classificada inicialmente como Saccharomyces marxianus, em homenagem a Marx, 

pesquisador que a isolou pela primeira vez a partir de uvas (FONSECA et al., 2008). 

A levedura Kluyveromyces marxianus é um microrganismo aeróbio facultativo que obtém 

energia através do ciclo do ácido tricarboxílico ou pela fermentação etanólica. Sendo uma 

espécie respiro-fermentativa, essa levedura consegue realizar simultaneamente fermentação e 

respiração. O que acontece no metabolismo da Kluyveromyces marxianus na presença de altas 

concentrações de açúcar é o direcionamento desse carboidrato para o ciclo do ácido 
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tricarboxílico e a geração de energia. Mecanismo esse contrário nas leveduras Saccharomyces 

cerevisiae, que quando presente em altas concentrações de açúcar, é fortemente induzida para 

via de fermentação uma vez que essa espécie utiliza piruvato para produção de etanol (LANE; 

MORRISSEY, 2010). 

As leveduras K. marxianus crescem em numa variedade de substratos, são capazes de 

crescer em até 52° C, assimilam açúcares essenciais com lactose e a inulina, tem taxa de 

crescimento rápido e alta capacidade secretora (FOSENCA et al., 2008; LANE; 

MORRISSEY, 2010). A espécie K. marxianus é utilizada para a produção de enzimas como 

as β-galactosidase, β-glicosidase, poligalacturonases, β-xilosidade e celulase. Enzimas 

utilizadas na industrial alimentícia humana e animal para redução de lactose em alimentos, e 

produção de etanol (FONSECA et al., 2008; COSTA, 2011).  

Outro grupo de enzimas produzidas são pectinases. As pectinases degradam substâncias 

pécticas, polissacaridases encontrados nas plantas superiores, atuando no amadurecimento 

natural de algumas frutas. Três grupos de pectinases são propostos (JAYANI, SAXENA e 

GUPTA, 2005). As enzimas são classificadas como protopectinases - agem degradando a 

protopectina convertendo-a em polímeros solúveis de pectina; pectinametilesterase - 

desesterificante ou desmetoxilante, responsiva pela catalise da desesterificação da pectina pela 

remoção dos grupos metoxila, que, por conseguinte produzem ácido péctico e metanol; e 

despolimerizantes – responsivas pela clivagem das ligações glicosídicas α-1,4 que unem os 

ácidos galacturônicos nas substâncias pécticas (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005). 

A espécie K. marxianus é utilizada na produção de etanol a partir de soro de leite por , 

produzir enzimas capazes de assimilar lactose e converter em etanol. A versatilidade 

metabólica permite emprega-las na produção etanol 2G a partir da biomassa lignocelulósica. 

Uma das justificativas para produção de etanol seria sua capacidade de se manter viável 

diante de altas temperaturas, conferindo a esta estirpe termotolerância (CARMO, 2013). 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

Neste estudo, foi investigada a produção de E2G utilizando a palma forrageira Opuntia 

fícus-indica Mill após pré-tratamento físico, químico, hidrólise enzimática e fermentação 

(Figura - 9). Todas as etapas experimentais foram desenvolvidas no Centro de Tecnologia da 

Universidade Federal de Alagoas e contou com a colaboração da infraestrutura do Laboratório 

de Tecnologia de Bebidas e Alimentos.  
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Figura 9 – Fluxograma das etapas experimentais envolvidas no processamento, análise e 

fermentação da Opuntia fícus-indica Mill. 
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Fonte: Acervo do Autor, 2015.  
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3.1 Matéria prima 

A espécie de palma Opuntia fícus-indica Mill utilizada neste estudo foi cedida pelo Prof. 

Dr. José Teodorico e pertence à coleção de genótipos de palma forrageira situado no Centro 

de Ciências Agrarias – CECA – UFAL. O centro localiza-se nas coordenadas geográficas de 

latitude de 9°27'S, longitude de 35°27'W e uma altitude média de 127 m acima do nível do 

mar, com temperaturas médias: máximas de 29°C e mínima de 21°C, e pluviosidade média 

anual de 1.267,7 mm. 

3.2 Extrato enzimático 

O complexo enzimático utilizado na hidrólise foi o CELLIC
®
 Ctec2 (Novozymes 

Latin America Ltda), cedido pelo departamento de Engenharia Química da Universidade 

Federal de São Carlos - UFSCar. 

 

3.3 Microrganismos utilizados 

Os experimentos de fermentação foram realizados utilizando as leveduras Saccharomyces 

cerevisiae (JAY – 270) e Kluyveromyces marxianus (MM III – 41), pertencentes à coleção de 

Cultura da Universidade de São Paulo – USP. As leveduras foram conservadas em glicerol a 

15% a -80 °C. A reativação das leveduras S. cerevisiae e K. marxianus foi realizada 

suspendendo as células a cerca de 0,1 mL a 100 mL do meio de cultura líquido YEPD (extrato 

de levedura a 1%; peptona de carne a 1% e Dextrose a 2%) e incubados a 28º C por 48 horas e 

sob agitação de 100 rotações por minuto. Posteriormente, o microrganismo foi repicado para 

tubos de ensaio invertido e placas de Petri, ambos contendo meio de cultura YEPD sólido e 

armazenadas sob refrigeração a 4° C até o momento do uso.   

 

3.4 Higienização, secagem e trituração para obtenção da farinha de Opuntia:  

 

Os cladódios frescos de Opuntia fícus-indica foram colhidos na coleção de genótipos do 

Centro de Ciências Agrárias – CECA-UFAL. Após a coleta, o cladódio foi sanitizado com 

100 ppm de hipoclorito durante 15 minutos. Posteriormente, a palma foi lavada em água 

corrente e cortados em tiras. Após essa etapa, o material foi desidratado em estufa a 45°C. 

Após a desidratação, o material foi triturado em liquidificador industrial para obtenção de 
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uma a farinha. A farinha foi utilizada para realizar as análises e base para conversão em 

etanol.  

 

3.5 Extrativos  

A determinação do conteúdo de extrativos da palma iniciou-se com 4,0g da farinha da 

Opuntia (massa seca) depositado em um cartucho e acoplado a um sistema de extração 

(Soxhlet – Diogolab) e a um balão de fundo redondo contendo 190 mL de etanol 95% sob 

uma manta de aquecimento. A manta foi ajustada para fornecer um ciclo mínimo de 6 sifões 

por hora durante 12 horas. Transcorridas às 12 horas, obteve-se um líquido contendo os 

extrativos, que em seguida foi colocado em rotaevaporizador até se apresentar viscoso. O 

líquido viscoso foi removido utilizando um pouco de etanol 95%. Colocou-se em uma placa 

de Petri, previamente tarada e deixou-se em capela ligada até se obter massa constante para 

determinar a massa de extrativos. As amostras da farinha de Opuntia foram caracterizadas in 

natura adaptando-se a metodologia para caracterização química descrita por Gouveia et al. 

(2007). A determinação de proteína foi realizada segundo o método de Kjeldahl (COTTA et 

al., 2007). A fração líquida desta etapa de caracterização foi submetida à análise em 

cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE). 

 

3.5.1 Hidrólise com Ácido Sulfúrico 72% 

Amostras de 1g da farinha da Opuntia foram pesadas e transferidas para béqueres de 

100 mL e tratados com 10 mL de H2SO4 72% v/v, sob agitação a 45°C por 8 min. Em 

seguida, as amostras foram transferidas para frascos erlenmeyers de 500 mL, adicionando-se 

275 mL de água destilada. Os erlenmeyers foram fechados com papel alumínio e 

autoclavados por 30 min a 120°C. Após a descompressão da autoclave, os frascos foram 

retirados e resfriados à temperatura ambiente, sendo a fração sólida separada da fração líquida 

por filtração em papel de filtro qualitativo. A fração líquida foi transferida para balão 

volumétrico de 500 mL, o qual teve o seu volume posteriormente completado com água 

destilada. A solução foi armazenada para quantificação dos ácidos orgânicos, furfural, 

hidroximetilfurfural (HMF) e lignina solúvel. 
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3.5.2 Determinação de Lignina Insolúvel na Fração Sólida 

A lignina foi determinada a partir do material retido do papel de filtro, o mesmo foi 

lavado com 1500 mL de água destilada, transferido para pesa-filtros para secagem em estufa a 

100 °C até massa constante. A percentagem de lignina insolúvel foi calculada em relação à 

massa de amostra seca (Equação 3). 

 

%Lki = MK – MC * 100                                                                                                                (3) 

      MA 

Onde: LKi = Lignina Klason insolúvel; MK = massa de lignina insolúvel seca; MC = massa de 

cinzas; MA = massa da amostra seca. 

 

3.5.3 Determinação de Lignina Solúvel na Fração Líquida 

A quantidade de lignina solúvel foi determinada pela medida de absorbância a 280 nm 

em espectrofotômetro (Equação 4). 

 

Clig = 4,187*10
-2

 (AT– APD) – 3,279*10
-4

                                                                                   (4) 

 

Onde: Clig = concentração de lignina solúvel, em g.L
-1

; AT = absorbância da solução de lignina 

junto com os produtos de degradação, em 280 nm; Apd = (C1 ɛ1 + c2 ɛ2) – absorbância , em 280 

nm, dos produtos de decomposição dos açúcares (furfural e HMF), cujas concentrações c1 e c 

2 foram determinadas previamente por CLAE (cromatografia líquida de alta eficiência) ɛ1 e ɛ2 

são as absortividades e valem, respectivamente, 146,85 e 114,00 L.g
-1

.cm
-1

. 

 

3.5.4 Determinação de Carboidratos, Ácidos orgânicos, Furfural e Hidroximetilfurfural 

A determinação de carboidratos e de ácidos orgânicos foi realizada em cromatógrafo 

líquido de alta eficiência, o hidrolisado foi aplicado em cartuchos de extração em fase sólida 

Sep-Pak C18 (Phenomenex). A construção das curvas de calibração dos carboidratos foi 
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realizada a partir de soluções padrões contendo celobiose, glicose, xilose e arabinose. A 

construção das curvas de calibração dos ácidos orgânicos foi realizada através da injeção de 

soluções contendo ácido acético e ácido fórmico. As condições das análises foram: coluna 

Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad); fase móvel: H2SO4 0,005 mol.L
-1

; vazão de 0,6 

mL.min
-1

; temperatura do forno: 45 °C; em cromatógrafo Shimadzu modelo LC-10AD, 

empregando um detector de índice de refração Shimadzu modelo RID-6A. A determinação 

das concentrações de hidroximetilfurfural (HMF) e furfural no cromatógrafo líquido de alta 

eficiência (CLAE) foi realizado baseado em curvas de calibração de furfural e 

hidroximetilfurfural determinadas por injeções de soluções padrões destes dois compostos. As 

amostras dos hidrolisados foram filtradas em membrana de 0,45 μm e analisadas. Condições 

experimentais: coluna C-18 (Waters, 3,9 x 300 mm), fase móvel solução de acetonitrila e água 

(1:8) com 1% de solução de ácido acético, vazão de 0,8 mL por min, temperatura do forno 

25⁰C e detector UV/VIS (SPD-10A) a 274 nm, em cromatógrafo Shimadzu. 

 

3.5.5 Determinação de Proteínas 

A determinação de proteína na farinha da Opuntia foi avaliada aplicando-se a digestão 

da matéria orgânica que consistiu em pesar 0,5 g de amostra e transferir para um tubo de 

Kjeldahl adicionando-se 2 g de mistura catalítica (sulfato de sódio, sulfato de cobre e dióxido 

de selênio na proporção 100:1:0,8 misturados e triturados em almofariz e pistilo). Na capela 

adicionou-se ao tubo cerca de 10 mL de ácido sulfúrico concentrado. Em seguida, o tubo foi 

acoplado ao digestor de Kjeldahl, ajustando o aquecedor inicialmente numa posição de 

aquecimento baixo para evitar a digestão violenta e consequente perda do material. A cada 15 

min a temperatura foi elevada lentamente (mais 50°C) até que a mesma chegasse a 350°C. A 

amostra foi considerara digerida quando apresentou coloração incolor ou levemente 

esverdeada. Desligou-se o aquecedor e deixou-se por 15 a 30 min para esfriar, colocando na 

boca do tubo um tampão de algodão.  

Na etapa de destilação do nitrogênio foram transferidos 25 mL de ácido bórico a 4% 

para um Erlenmeyer de 250 mL e adicionou-se 2 gotas de indicador vermelho de metila 

(0,25%) e 2 gotas de indicador verde de bromocresol (0,2%). O destilador de Kjeldahl foi 

preparado, mergulhando a saída do condensador no Erlenmeyer, observando se a extremidade 

final do Erlenmeyer estava completamente mergulhada a solução de ácido bórico. Em 

seguida, adicionou-se ao tubo de Kjeldahl contendo a amostra digerida água destilada até um 
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pouco menos da metade do tubo e 3 gotas de fenolftaleína 1%. O tubo foi acoplado ao 

destilador de Buchi. Após o aquecer a solução, desligou-se o aquecimento e adicionou-se, 

lentamente, NaOH 40% até conseguir pH alcalino (mudança para coloração rosa). A 

destilação foi feita até recolher um volume de destilado de aproximadamente 100 mL.  

Na terceira e última etapa do procedimento para determinação de proteína foi realizado 

a titulação do nitrogênio que consistiu em titular a solução do Erlenmeyer utilizando o ácido 

clorídrico 0,1 N padronizado, até que surgisse o aparecimento da coloração avermelhada. O 

teor de proteína foi determinado pela equação 5: 

 

Proteína total (g/100g) = VHCl.fHCl.NHCl.F.1,4           (5) 

           P  

Onde: V = volume gasto na titulação com ácido clorídrico 0,1 N; f = fator de correção da 

solução de ácido clorídrico 0,1 N; F = fator de correspondência nitrogênio – proteína. O valor 

de F para alimentos em geral é 6,25; P = massa tomada de amostra.  

 

3.5.6 Determinação de resíduo mineral fixo (cinzas) 

Na determinação de cinzas, inicialmente colocou-se o cadinho de porcelana em mufla a 

550°C durante 1 hora. Em seguida, o cadinho foi transferido para o dessecador durante 30 

min (ou até temperatura ambiente) e pesado em balança analítica. Pesou-se 2 g da amostra 

neste recipiente previamente tarado. Por conseguinte, a amostra foi incinerada em mufla a 

550°C durante 4 horas até a farinha da palma se apresentar branca ou ligeiramente 

acinzentadas. Em seguida, a amostra foi retirada da mufla, transferida para o dessecador onde 

esperou-se esfriar durante 30 min. Pesou-se a amostra e calculou de acordo com a equação 6. 

 

P

100.N
(%) cinzas                                         (6)  

 

N = massa de cinzas (massa final da amostra menos a tara do cadinho) 

P = massa tomada da amostra 
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3.5.7 Determinação de Fibra  

Na determinação de fibra, foi inicialmente pesado em um becker de 200 mL 1 g da 

farinha de Opuntia e em seguida adicionou-se 50 mL de H2SO4 1,25%. Deixou-se em 

ebulição por 30 min, completando com água destilada o volume do becker perdido por 

evaporação. Posteriormente, foi filtrado em papel de filtro, lavando o material com 25 mL de 

água destilada quente. Transferiu-se o material retido no papel de filtro para um becker de 200 

mL com a ajuda de 50 mL de NaOH 1,25%. Deixou-se em ebulição por 30 min, completando 

com água destilada o volume do bécker perdido por evaporação. O líquido foi filtrado em 

papel de filtro quantitativo previamente tarado, lavou-se com 100 mL de água quente e 

transferiu-se para estufa a 100° C onde se esperou secar por aproximadamente 2 horas. O 

papel filtro contendo o resíduo foi pesado e anotou-se o peso. As amostras foram levadas para 

mufla a 550° em cadinho previamente tarado. A fibra bruta foi determinada utilizando a 

equação 7. 

 

Cálculo:    

Cinzas %  bruta Fibra % real Fibra %

100.
amostra da massa

papel - seco resíduo com papel
 bruta Fibra %













                             (7) 

 

 

3.6 PRÉ-TRATAMENTO 

3.6.1 Pré-Tratamento com Ácido sulfúrico diluído 

Amostras contendo 1 e 2g (farinha) de Opuntia fícus-indica Mill, em triplicata, pesadas 

com precisão de 0,1 mg, foram transferidas para erlenmeyers de 100mL, adicionando-se 

20mL de H2SO4 diluído (0,5% e 1,0%). Os erlenmeyers foram fechados com papel alumínio e 

autoclavados nos intervalos de tempo 30 min 60 min a 120ºC. Após a descompressão da 

autoclave, os frascos foram retirados e resfriados à temperatura ambiente, sendo a fração 

sólida separada da fração líquida por filtração em papel filtro. A fração líquida foi armazenada 

para análises posteriores de AR, ART e Brix.  
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3.6.1.1 Planejamento para o pré-tratamento 

O pré-tratamento com ácido sulfúrico foi realizado através de um planejamento 

experimental com três fatores: concentração de ácido, tempo de pré-tratamento e quantidade 

de massa, com o objetivo de verificar, entre os fatores estudados a melhor condição para 

otimizar a etapa de pré-tratamento e foram realizados em triplicata. O ácido sulfúrico foi 

escolhido pelo baixo custo, com alta taxa de reações em baixas concentrações, principalmente 

em concentrações inferiores a 4% (GALBE; ZACCHI, 2007). A resposta avaliada nesse 

planejamento foi determinada pelos níveis de açúcares redutores totais (ART) na solução. A 

melhor condição de pré-tratamento da biomassa, em termos de ART obtido, foi escolhida para 

seguir às etapas posteriores de hidrólise e fermentação. A visualização dos fatores que 

influenciaram nos valores de açúcares fermentáveis, relatando quem mais significou foi 

determinado pela construção do gráfico de Pareto utilizando o programa STATISTICA
®
.  

 

Tabela 5 – Variáveis do planejamento utilizadas na etapa de pré-tratamento: 

 Nível inferior (-) Nível superior (+) 

Conc. de Ácido sulfúrico (%) 0,5 1 

Tempo (min) 30 60 

Massa (g) 1 2 

 

A realização dos experimentos de pré-tratamento ácido ocorreram em várias etapas, 

sendo que os ensaios com as mesmas condições de tempo de aquecimento e temperatura 

foram realizados juntos na autoclave. O ensaio com ácido procedeu com a massa seca da 

farinha da Opuntia e adicionada em Erlenmeyer com proporções de 1:20 e 2:20 (massa de 

material seco/volume de solução ácida), modificado de SILVA et al., 2010. As soluções de 

ácido sulfúrico foram de 0,5% e 1,0%. Uma vez que os Erlenmeyers receberam a biomassa e 

o ácido, foram levados para a autoclave a 120° C nos tempos descritos (tabela 5). A pós o 

tempo de experimento, as amostras foram retiradas da autoclave e filtradas em papel filtro. O 

licor obtido desse pré-tratamento foi utilizado para determinar os valores de açúcares 

redutores (AR), açúcares redutores totais (ART) e sólidos solúveis (Brix).  
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3.6.1.2 Determinação dos sólidos totais (Brix)  

A determinação dos sólidos totais foi feita utilizando o refratômetro modelo HI 96801, 

com uma gota do líquido com as amostras em temperatura ambiente. 

 

3.6.1.3 Determinação dos Açúcares Redutores Totais (ART). 

A determinação dos açúcares redutores totais (ART) foi realizada pelo método 

espectrofotométrico, proposto por Miller (1959), que utiliza a solução de ácido 3,5-

dinitrosalicílico (DNS) e leitura a 540 nm. Para isto, foi necessário o preparo de uma curva 

padrão de glicose. Na análise de açúcares redutores totais é necessário realizar uma hidrólise 

ácida prévia.  

 

3.6.1.4 Preparo da Solução de Ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS)  

No preparo da solução de DNS utilizou-se 1g de DNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico) 

dissolvido à temperatura ambiente em 20mL de NaOH 2N e 50 mL de água destilada. Em 

seguida, pesou-se 30g de sal de Rochelle (tartarato duplo de sódio e potássio – 

C4H4KNaO6.4H2O) e adicionou-se ao DNS quando estava totalmente dissolvido. Para facilitar 

a dissolução, a solução foi aquecida até no máximo 40°C. Após a adição do sal Rochelle, 

completou-se o volume para 100 mL com água destilada. A solução foi armazenada em frasco 

escuro e na geladeira. 

 

3.6.1.5 Hidrólise dos Açúcares redutores totais  

A hidrólise dos açúcares redutores totais foi realizado com amostras obtidas após o pré-

tratamento ácido. Foram coletadas 1,0 mL da solução e transferidas para tubos de ensaio e em 

seguida foi adicionado 5 mL de H2SO4 1,5M, levando a banho fervente por 20 min e agitando 

ocasionalmente para hidrolisar os polissacarídeos e outros açúcares não-redutores (ao menos a 

cada 5 min). Após esse tempo, a amostra foi resfriada e transferida para béquer. Adicionou-se 

3 gotas de fenolftaleína 1% e, cuidadosamente, com o auxílio de pipeta Pasteur, NaOH 26% 

até a coloração rósea. Em seguida adicionaram-se gotas de H2SO4 1,5 M até voltar à 
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coloração original. A amostra foi homogeneizada e transferida para proveta, completando o 

volume com água destilada até 20 mL. 

 

3.6.1.6 Reação para Determinação dos Açúcares redutores pelo Método do DNS  

A reação foi conduzida com 0,25 mL das amostras do pré-tratamento ácido mantidos em 

tubo de ensaio de 20 mL com tampa e adicionou-se 0,5 mL de água destilada. Quando o 

banho de água estava fervendo, adicionou-se 0,25 mL do reagente de DNS e então a amostra 

foi levada para o banho fervente por 5min, permitindo que a reação entre a amostra e o DNS 

acontecesse. Após o tempo de reação, a amostra foi retirada da água fervente e colocada em 

banho de gelo. Ao atingir a temperatura ambiente, ajustou-se o volume com água destilada 

para 5mL ou seja, adicionou-se 4 mL de água destilada e realizou-se a leitura da amostra em 

espectrofotômetro, a 540 nm, por absorbância. A partir da curva padrão de concentrações 

conhecidas de glicose obteve-se a equação da reta, que permitiu a realização do cálculo da 

concentração de ART em cada amostra.  

 

3.6.1.7 Preparo da Curva Padrão de Glicose  

Uma solução de glicose 1 g L
-1

 foi preparada a partir de 0,05 g de glicose diluída em 30 

mL de água destilada. Em seguida, transferiu-se a solução para um balão volumétrico de 50 

mL, e o volume foi completado com água destilada. Posteriormente, esta solução padrão foi 

diluída em série para obter as diferentes concentrações da curva (Tabela 6). 

 

Tabela 6 – Diluições para o preparo da curva padrão de glicose 

Volume da solução 

de glicose 1g. L
-1

 

(mL) 

Volume H2o 

(mL) 

Volume total  

(mL) 

Concentração de 

glicose (g.L
-1

) 

0,05 0,20 0,25 0,2 

0,10 0,15 0,25 0,4 

0,15 0,10 0,25 0,6 

0,20 0,05 0,25 0,8 

0,25 0,00 0,25 1,0 
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Gráfico 1 – Curva padrão de glicose plotando absorbância x concentração. Através da 

regressão linear, é determinada a equação da curva e o coeficiente de correlação, onde 

y= é o valor da absorbância obtida. 

                                           

 

Fonte: Acervo do Autor, 2015. 

 

Obs: A curva é obtida em espectrofotômetro. A cada troca de reagente uma nova curva deve 

ser realizada.    

Na reação de DNS para uma melhor precisão dos resultados, o coeficiente de correlação (R
2
) 

deve ser maior que 0,97 (Gráfico - 1). A concentração de ART é dada pela equação 8: 

 

ART (g.L
-1

) = diluição de hidrólise × absorbância × fator da curva padrão      (8) 

 

3.7 Hidrólise enzimática 

A atividade da enzima CELLIC Ctec 2 foi determina de acordo com Silva (2012). Os 

experimentos submetidos à hidrólise enzimática foram realizados utilizando apenas com a 

melhor condição de ambos os pré-tratamentos testados. Sabendo-se da atividade enzimática 

(285 FPU), foi utilizado 135 µL da enzima para 1 g de carga de sólidos (1 g da farinha da 

Opuntia pré-tratada: 40 mL de solução). A solução para hidrólise continha 40 mL de tampão 
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citrato, pH 4,8 (50 mM), e 135µL da enzima. A hidrólise enzimática ocorreu em frascos 

Erlenmeyer de 250 mL sob agitação à 50°C e 150 rpm, por 72 horas. Após a hidrólise 

enzimática, o ART e AR foram determinados conforme já descrito nos itens 3.6.1.5 e 3.6.1.6.  

 

3.8 FERMENTAÇÃO DO HIDROLISADO 

3.8.1 Preparo do inóculo e fermentação 

Os microrganismos armazenados foram transferidos para 3 Erlenmeyers de 250 mL 

contendo o meio de cultura YEPD (extrato de levedura 1%, peptona de carne 1% e dextrose 

2%). Após a transferência das leveduras para o meio de cultura, os erlenmeyers foram 

incubados à 28º C, por 48 horas. Após o período de incubação, o inóculo foi utilizado no 

processo de fermentação (Carmo, 2013). Os ensaios ocorreram de acordo com Wolf, 2011, 

onde o líquido contendo glicose resultante da hidrólise enzimática dos materiais 

lignocelulósicos foi utilizado na etapa de fermentação.  

O estudo da produção de etanol foi realizado com três tipos de fermentação. O primeiro: 

meio de fermentação foi preparado com o hidrolisado contendo Saccharomyces cerevisiae, 

com volume final de 38 mL de meio (F - Sc). O segundo meio de fermentação 2 foi preparado 

com o hidrolisado contendo Kluyveromyces marxianus, com volume final de 38 mL de meio 

(F-Km). O terceiro meio de fermentação 3 foi preparado com hidrolisado contendo 

Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus, com volume final de 38 mL de meio 

(F-SK). As fermentações foram realizadas em erlenmeyers de 100 mL, contendo 38 mL do 

meio de cultura descrito no item 3.8, com três repetições para cada fermentação, em 

incubadora regulada à temperatura de 30º C e 35° C, com agitação. Na etapa de fermentação 

foram adicionados em erlenmeyers 30 mL da fração líquida do hidrolisado, 0,6 g de peptona 

bacteriológica e 0,3 g de extrato de levedura. O meio foi esterilizado à 121°C por 15 min. 

Após isso, foi adicionada 6,7 mL da solução de sulfato de magnésio e fosfato de amônio e por 

último, 1 mL de massa das leveduras.  

O estudo cinético do processo fermentativo com base no consumo de açúcares redutores 

totais das fermentações (F – Sc, F-Km e F-SK) foi realizado durante 24 horas, com 

amostragens nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 horas. As fermentações F - Sc e F-SK 

ocorreram em a 30°C, 200 rpm por 24 horas, e a F-Km em 35° C, 150 rpm por 24 horas. Após 
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essa etapa, o AR, teor alcoólico, conversão enzimática, rendimento da fermentação, eficiência 

fermentativa e viabilidade celular foram determinados. A viabilidade das leveduras do 

processo de fermentação foi determinada através de técnicas de contagem em câmara de 

Neubauer onde foram contados quatro retículos centrais de cada um dos 25 campos, nos 2 

quadrados maiores da lâmina, isto para cada amostra de F – Sc, F-Km e F-SK. Após a etapa 

de fermentação, a viabilidade celular foi determinada a partir de uma suspenção do cultivo em 

1mL de solução de azul de metileno e transferido para a câmera de Neubauer, onde as células 

mortas são coradas de azul e as células vivas ( equação 9).  

 

Viabilidade Celular (%) = (N° de células vivas/Nº total de células) x 100                         (9) 

 

A conversão enzimática foi obtida pela relação entre o ART após hidrólise enzimática e 

ART do pré-tratamento x 100 (equação 10). O rendimento da fermentação (Rf) foi calculado 

pela relação entre a quantidade de etanol produzido (gL-1) e a quantidade de ART (gL-1) 

presente inicialmente (Equação 11). A eficiência da fermentação (Ef) foi determinada pela 

relação entre o rendimento real da fermentação (Rf) e o rendimento teórico (Equação 12) de 

0,51 (NOGUEIRA; VENTURINI-FILHO, 2005). 

 

Conversão enzimática =     ART PH * 100                     (10) 
              

ART PTA 

Onde ART PH = ART obtido após hidrólise; ART PTA = ART obtido no pré-tratamento 

ácido.  

 

Rf =           Etanol produzido (
g
)  

                                      
L        

   (11) 

             ART inicial (
g
) 

                                  
L
 

 

 

Ef =             Rendimento real                      (12) 

          Rendimento teórico (0,51) 
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3.9 DESTILAÇÃO  

O teor alcóolico foi determinado a partir do destilado das fermentações utilizando o 

método espectrofotométrico pela técnica do dicromato de potássio (ABUD, 1997). Cada 

amostra foi destilada por 3 minutos, contados a partir do início de fervura que deu origem ao 

escoamento do destilado. Após 3 minutos, o líquido coletado no Erlenmeyer foi transferido 

para um balão e completando o volume para 50 mL com água destilada. Uma alíquota de 2 

mL do destilado foi submetido a uma reação a 60° C por 30 minutos com 2 mL de solução de 

dicromato de potássio e leitura da absorbância das amostras em espectrofotômetro a 600nm. 

A concentração de etanol foi determinada a partir de uma curva de calibração do dicromato de 

potássio, com amostras de etanol conhecidas, submetidas à mesma reação (Gráfico-2). 

 

Gráfico 2 – Curva de Calibração do dicromato de potássio obtida em espectrofotômetro 

demostrando a linearidade pela influência das concentrações de álcool.  

 

 

Obs: A curva é obtida em espectrofotômetro. A cada troca de reagente, nova curva deverá ser 

inserida.   

Fonte: Acervo do autor, 2015. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1 Caracterização da Opuntia ficus-indica In Natura 

O genótipo Opuntia fícus-indica avaliado apresenta 22.90% de carboidratos 

correspondendo à glicose, xilose e arabinose (Tabela - 7). A glicose foi o carboidrato de maior 

teor com 12.57% quando comparados à xilose (7.79%) e arabinose (2.54%). Os resultados 

reportados para glicose, xilose e arabinose foram menores quando comparados com os valores 

descritos por Kuloyo (2012), cujas frações foram correspondentes a 23,1%, 3.9% e 3.8% 

respectivamente. Entretanto, o teor total de açúcares determinado é maior que os descritos por 

Ginestra et al., (2009) que obtiveram 21,2% de carboidratos totais. 

 

Tabela 7 – Quantificação dos monômeros de pentose, hexose e outros compostos 

estruturais presentes na palma forrageira Opuntia ficus-indica in natura investigados 

neste estudo e comparados com outros trabalhos.   

Composição da 

Opuntia (%) 

Caracterização da 

Opuntia deste 

estudo 

Caracterização da 

Opuntia por 

(KULOYO, 2012) 

Caracterização da 

Opuntia por 

(GINESTRA et al., 

2009) 

Glicose 12,57±0,07 23.1 15.3 

Xilose 7,79±0,04 3.9 1.9 

Arabinose 2,54±0,02 3.8 4.0 

Açúcares totais 

determinados 

22,9 30.8 21.2 

Lignina Total 10,69±0,37 7.9 16 

Proteínas 6,8±0,06 7.5 6.42 

Fibras 17,0±0,02 - - 

Extrativos 13,37±0,04 24.3 17.7 

Cinzas 12,58±0,02 16.8 - 

Total 83,34 87,30 61,32 
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O teor de lignina determinada neste estudo foi maior do que a lignina determinada por 

Kuloyo (2012) e menor para determinação de Ginestra et al (2009) (Tabela - 7). Os valores de 

proteínas foram semelhantes nos três estudos. A fração de fibras encontrada na palma in 

natura de 17% é similar ao valor de 18% determinado por Stintzing e Carle (2005). 

Os valores determinados por Kuloyo (2012) para extrativos foram de 24,3% para a 

palma Opuntia fícus-indica. Outros estudos, como os mencionados por Ginestra et al., (2009) 

descreveram 17,7% para a mesma biomassa e o deste estudo foi 13,37%, sendo o menor valor 

entre as comparações. O menor teor de cinzas encontrado para a Opuntia foi determinado 

neste estudo com 12,58% quando comparado com o valor descrito por Kuloyo (2012) que 

encontrou 16,8% de cinzas.  

As cinzas é um elemento constituído por sulfatos, oxalatos, carbonatos, silicato de 

cálcio, potássio e magnésio, e outros sais em menores quantidades (BIANCHI, 1995). Os 

valores podem variar entre 1 a 10%. O percentual de 12,58% de cinzas encontradas neste 

estudo esteve mais próximo da caracterização realizada por Neto (2010) que apesentou 

percentual de 9,16% em um estudo realizado com a pré-hidrólise ácida da palma forrageira. 

Esta diferença pode estar relacionada com a constituição de cada variedade da Opuntia, tratos 

culturais e diferenças relacionadas à idade e partes de planta (MACEDO; ROUSSET; VALE, 

2014).  

Os constituintes da biomassa podem variar e se apresentar em quantidades diferentes 

mesmo se tratando da mesma espécie vegetal. Alguns fatores que implicam nesse mecanismo 

são a disponibilidade de luz, água, nutrição, temperatura, localização geográfica, condição de 

colheita e estocagem como relatam Gobbo-Neto e Lopes (2007).  
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Tabela 8 - Porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina da Opuntia fícus-indica in 

natura e seus monômeros de pentose, hexose e ácidos orgânicos obtidos em 

cromatografia líquida de alta eficiência. (CLAE).  

Palma in natura (%)  

Celulose 

               Glicose 

               HMF 

12,87±0,07 

                  12,57±0,07 

                  0,30±0 

Hemicelulose 

               Arabinose 

               Xilose                

               Ácido Acético 

               Ácido Glucurônico 

               Furfural 

15,09±0,06 

                  2,54±0,02 

                  7,70±0,04                   

                  1,23±0,02 

                  2,52±0 

                  1,10±0 

Lignina Total 

               Klason 

               Solúveis 

10,69±0,37 

                  6,28±0,29 

                  4,41±0,10 

Total  

38,65 

 

Os valores de celulose, hemicelulose e lignina foram 12,87%, 15,09% e 10,69% 

respectivamente. A fração de celulose foi desmembrada em glicose 12,57% e 

Hidroximetilfurfural (HMF) 0,30% (Tabela-8). O HMF é um composto inibidor de 

fermentação formado na etapa de pré-tratado ácido. Neste estudo foi determinado dois 

carboidratos para a hemicelulose, arabinose e xilose com percentuais de 2,54% e 7,70% 

respectivamente. Outros compostos inibidores presentes na hemicelulose foram detectados 

como ácido acético (1,23%) ácido glucurônico (2,52%) e furfural (1,10%). A lignina total foi 

determinada pelas frações de lignina insolúvel (Klason) e lignina solúvel com 

representatividade de 6,28% e 4,41%, respectivamente. 

A determinação de compostos inibidores revela que o pré-tratamento foi severo, uma 

vez que essas substâncias agem no metabolismo das leveduras prejudicando o desempenho da 

fermentação (KUHAD et al, 2010). Levando em consideração o efeito desses inibidores sobre 

a fermentação, podemos sugerir que o teor alcóolico obtido nas três fermentações poderia ter 

alcançado maiores valores se tratados pelo método de destoxicação. Os valores de 0,30% de 

HMF e 1,10% de furfural presentes neste estudo foram similares aos encontrados por 

Nascimento (2011) que obteve 0,3% de HMF e 1,40% de furfural em um inquérito utilizando 

bagaço da cana-de-açúcar in natura.  
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4.2 Matriz de planejamento do Pré-Tratamento Ácido. 

O planejamento experimental com todas as condições do pré-tratamento, e os 

resultados obtidos em triplicata (Tabela 10 e 11). Os resultados descritos foram determinados 

a partir de amostras que apresentaram os melhores teores de açúcares nas etapas de pré-

tratamento. Dessa maneira, esse critério foi considerado para seguir com as etapas de hidrólise 

enzimática e fermentação. 

 

Tabela 9 – Matriz de planejamento fatorial com todas as condições estudadas. 

Ensaio Conc. de ácido (%) Tempo (min) Massa (g) 

1 0,5 30 1 

2 0,5  30 2 

3 0,5  60 1 

4 0,5  60 2 

5 1,0  30 1 

6 1,0  30 2 

7 1,0 60 1 

8 1,0  60 2 

 

A condição que representou maior teor de açúcares considerando os valores de ART e 

AR foi a condição do ensaio 6 (Tabela - 10).  O ensaio determina o tratamento de 2g da 

biomassa pré-tratada com 1,0% de ácido sulfúrico por 30 minutos gerando concentrações de 

ART de 33,84 (g.L
-1

) e AR de 8,46 (g.L
-1

) sendo a condição escolhida para seguir ás etapas de 

hidrólise enzimática e fermentação. 

Tabela 10 – Valores de ART, AR, BRIX e Rendimento mássico obtidos em todas as 

condições do planejamento experimental do pré-tratamento ácido. 

Ensaio ART (g.L
-1

) AR (g.L
-1

) BRIX RENDIMENTO (%) 

1 14,99±0,12 2,76±0,18 4,5±0 47,00±0,03 

2 24,11±0,04 4,51±0,71 7,4±0 56,05±0,2 

3 14,82±0,04 2,95±0 4,7±0 46,4±0,9 

4 26,29±0,24 5,47±0,19 7,3±0,05 52,6±0,1 

5 19,18±0,04 4,38±0,32 5,8±0 45,75±2,25 

6 33,84±0,16 8,46±0,13 8,6±0 52,4±2,1 

7 19,63±0,32 4,25±0,12 5,9±0 45,7±3,1 

8 31,01±2,42 7,62±0,03 7,1±0 51,45±0,55 

Onde os ensaios corresponderam as variáveis: Concentração de ácido (0,5, 1,0%), tempo 

(30, 60min), massa (1, 2g).  
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O tempo do processo de pré-tratamento ácido, resulta em diferença entre os valores de 

AR, ART e BRIX (Tabela 10 e 11). Independente da concentração de ácido utilizada no 

planejamento experimental, mesmo que os valores de AR tenham sido pouco maiores para 60 

minutos do que em 30 minutos. Menores concentrações de ácido sulfúrico apresentam maior 

eficiência no pré-tratamento da palha e do sabugo de milho (SANTOS, 2014). O 

comportamento próximo à linearidade demonstra um ajuste significativo para o planejamento 

experimental conferindo confiabilidade aos experimentos (Gráfico – 3). 

 

Gráfico 3 - Ajuste ao Modelo Linear demonstrando os valores observados versus valores 

previstos de ART em (g .L
-1

). 

 

Fonte: Acervo do Autor, 2015. 

 

A linearidade dos dados experimentais entre os valores previstos e valores observados 

entre as razões estudadas de concentração de ácido, tempo e massa apresenta o limite de 

confiança de 90% (Gráfico 3). A provável explicação para não ter alcançado a confiança de 

95% deve estar relacionada com os baixos intervalos entre as variáveis estudadas. 
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Gráfico 4 – Influência dos fatores no planejamento experimental 2
3
 e o efeito 

significativo do valor absoluto a partir das variáveis: massa, concentração de ácido e 

tempo. 

 

Fonte: Acervo do Autor, 2015. 

A influência da massa é superior às outras duas variáveis (concentração de ácido e 

tempo), de modo que acaba por minimizar as influências destas duas variáveis sobre a 

resposta em estudo (Gráfico 4).  Desse modo, surge-se avaliar em estudos futuro à análise 

dessas variáveis em resposta a qualidade do licor hidrolisado antes da etapa hidrólise 

enzimática.  

A análise estatística mostra que o efeito da massa foi o que se mostrou mais 

significativo entre os fatores estudados. O fator massa aumenta em média 11,64% do ART 

quando se passa do nível inferior para o nível superior desse fator, indicando que para 

trabalhar com maiores valores de ART devem-se utilizar 2 g de biomassa. Já o efeito da 

concentração de ácido indicou que um aumento médio de 5,84% no teor de ART é obtido 

quando eleva-se para 1% a concentração de ácido usada no pré-tratamento. O fator tempo foi 

o que apresentou menor valor do seu efeito no sistema. No entanto, o seu efeito combinado 

com a concentração de ácido e/ou com a massa indica que se deve trabalhar com menores 

valores de tempo para se obter maiores percentuais de ART. 

O aumento de açúcares redutores totais teve maior liberação nas concentrações de 

1,0% (Tabela 11; Gráfico 4) Nas concentrações de 0,5% foi possível verificar uma grande 
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redução desses açúcares. Observa-se ainda que, o aumento na razão de massa de 1g para 2g 

acarreta num aumento do somatório das concentrações de ART no pré-tratamento. A análise 

de superfície de resposta (Gráfico 5) confirma que o aumento da quantidade de massa sob 

maior concentração de ácido (1,0%) no pré-tratamento determina a reposta para maior 

quantidade de açúcares fermentescíveis. 

 

Gráfico 5 – Superfície de resposta da influência da massa sobre concentração de ácido 

em relação ao percentual de ART  

 

Fonte: Acervo do Autor, 2015. 

 

A análise da superfície demonstrara que a concentração de ácido reduz o teor de ART 

quando se passa no nível superior (1,0%) para o nível inferior (0,5%) desse fator. Dessa 

forma, revelou que para se trabalhar com maiores valores de ART neste estudo deve-se 

utilizar H2SO4 nas concentrações de 1,0% combinado com o tempo de 30 minutos (Gráfico 

5). 
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4.3 Hidrólise enzimática 

A especificidade da enzima aos constituintes do substrato está diretamente relacionada 

com a disponibilização de açúcares fermentescíveis. O resultado da atividade enzimática foi 

de 245 FPU.mL
-1

 para as celulases totais. Os valores de ART nas amostras pré-tratadas com 

ácido foram superiores àqueles determinados após hidrólise enzimática (Gráfico 6). Esse 

efeito pode ser resultado da ação dos compostos inibidores (Tabela 10), uma vez que os 

mesmos podem ter influenciado para diminuir a eficiência de hidrólise enzimática das 

celulases.  

 

Gráfico 6 – Comparação dos resultados de ART obtidos em triplicata para o pré-

tratamento ácido da melhor condição com o ART da hidrólise enzimática. 

 

Fonte: Acervo do Autor, 2015. 

 

Os perfis de concentrações para os valores de AR apresentaram comportamentos 

similares comparados ao ensaio 1 e valores próximos para os ensaios 2 e 3 (Gráfico 7). O 

tempo de hidrolise aplicado a biomassa foi aceitável quando consideramos que os valores dos 

três ensaios não foram estatisticamente diferentes. Neste contexto, vale lembrar que a 

concentração de 30 FPU.g
-1

 da enzima realizada na etapa de hidrólise foi adequada (SILVA, 

2012).  
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Gráfico 7 – Comparação dos resultados de AR obtidos em triplicata para o pré-

tratamento ácido da melhor condição com o AR da hidrólise enzimática. 

 

Fonte: Acervo do Autor, 2015. 

 

A biomassa Opuntia fícus-indica é muito rica em pectina, e uma vez hidrolisada, gera 

unidades de pectinase conhecidas como ácido galacturônico (Kuloyo, 2012). A inclusão de 

enzimas pectinase as celulases (coquetel de enzimas) em biomassa rica em pectina é 

necessária para solubilização da pectina e maior produção de açúcares (GROHMANN et al., 

1995). Isso poderia ter melhorado tanto a concentração final de etanol obtido como ter gerado 

mais valor a biomassa Opuntia fícus-indica.  

 

4.4 Fermentação do Hidrolisado 

Os fatores avaliados para o acompanhamento da fermentação foram a AR, a 

viabilidade celular, a conversão enzimática, o teor alcóolico, o rendimento e eficiência de 

fermentação. Durante as fermentações foi avaliado o consumo de AR nos pontos de 0, 3, 6, 9, 

12, 15, 18, 21, 24 horas, das amostras para a construção da cinética do consumo de açúcares 

redutores (Gráfico - 8). 

Na cinética do consumo de açúcares redutores observa-se que durante 24 horas de 

fermentação o AR foi reduzido indicando consumo de açúcares pelas leveduras, tendo em 

vista que os valores de AR iniciais decresceram nas 24 horas de fermentação. A produtividade 

volumétrica de etanol descrita nas fermentações (F-Sc, F-Km e F-SK) justifica o declínio 
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sinérgico do AR para ambas as leveduras. Uma vez que os resultados alcançados foram 

próximos. Transcorridas às 6 horas de fermentação, nota-se que não houve diferença na 

assimilação dos açúcares para as 3 condições de fermentação realizada. 

 

Gráfico 8 – Cinética do consumo de AR determinada a cada 3 horas durante início e 

final da fermentação (24 horas).  

 

 
Fonte: Acervo do Autor, 2015. 

 

As leveduras consumiram a exaustão os açúcares no meio de fermentação. Os 

açúcares residuais (AR) foram de 0,44 g.L
-1

 para F-Sc, 0,58 g.L
-1

 para F-Km e 0,69 g.L
-1

 para 

F-SK. A avaliação da cinética da fermentação através do AR é importante por valorizar a 

maioria dos açúcares fermentescíveis, como é o caso dos monômeros de glicose. No pré-

tratamento ácido são liberados grandes quantidade de ART através de açúcares maiores que 

precisam ser quebrados na etapa de hidrólise enzimática em monômeros menores como 

exemplos as pentoses e hexoses que, por conseguinte, serão assimilados pelos 

microrganismos fermentativos para produção de etanol. Na etapa de fermentação 

acompanhando-se a cinética, foi possível notar o consumo de açúcares redutores similares por 

meio das três condições de fermentação. Assim como se observou também melhor viabilidade 

celular para a Saccharomyces cerevisiae e menor viabilidade celular para a Kluyveromyces 

marxianus. 
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4.5 Viabilidade Celular  

Os valores da viabilidade celular (Gráfico – 9) das leveduras S. cerevisiae 

(fermentações F-Sc e F-SK), K. marxianus (fermentações F-Km e F-SK) foram expressos 

como média ao final da fermentação, após 24 horas.  

 

Gráfico 9 – Viabilidade celular das leveduras S. cerevisiae (F-Sc), K. marxianus (F-Km)e 

F-SK (levedura combinadas) obtidas no final da etapa de cada fermentação (24 horas). 

 

 

Fonte: Acervo do Autor, 2015. 

As médias dos resultados de viabilidade celular foram maiores para as amostras F-Sc e 

F-SK (mistura das leveduras Saccharomyces e Kluyveromyces), visto que para F-Sc obteve-se 

98,04% e para F-SK foi de 96,94%. Analisando o desempenho de viabilidade da K. 

marxianus (F-Km) verifica-se um baixo percentual de viabilidade celular, pois, reportou-se 

para esse ensaio a média de 65,29%. Quando comparamos com o desempenho dos demais 

ensaios (F-Sc e F-SK). A menor viabilidade celular da K. marxianus podem está associado a 

uma maior sensibilidade à presença de inibidores que por sua vez comprometem o 

metabolismo da levedura, fazendo com que essa levedura perca parte do seu desempenho 

durante o processo. A hipótese necessita ser testada. No pré-tratamento ácido formam-se 

compostos tóxicos, denominados inibidores, e essas substância afetam o processo de 

fermentação alterando a fisiologia das leveduras (TAHERZADEH et al., 2000). Uma vez que 

ocorra a interferência no metabolismo dos organismos fermentativos, irá ocasionar a redução 

e eficiência na geração do produto desejado. 
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Tabela 11 – Resultados obtidos após pré-tratamento ácido, hidrólise enzimática e 

fermentação. 

Ensaios ART do 

Pré-tratado 

ácido (g.L
-1

) 

ART da 

hidrólise 

(g.L
-1

) 

Conversão 

enzimática 

(%) 

Etanol 

produzido 

(g.L
-1

) 

Rendimento 

da 

fermentação 

(%) 

Eficiência 

da 

fermentação 

(%) 

F-Sc 33,60±0,24 18,1±0,21 53,86 5,85±0,05 32,32 63,37 

F-Km 33,93±0,37 18,87±0,3 55,61 5,15±0,37 27,29 53,50 

F-SK 36,80±0,61 17,50±0,13 47,55 5,74±0,05 32,8 64,31 

Onde: F-Sc: JAY-270 – Fermentação com Saccharomyces; F-Km: MM III 41 - Fermentação 

com Kluyveromyces; F-SK: Fermentação com Saccharomyces e Kluyveromyces. 

  

 

Os resultados exibidos para o etanol produzido foram muito próximos entre as 

fermentações F-Sc, F-Km e F-SK. No entanto, de acordo com esses resultados a F-Km foi a 

que apresentou menor produtividade volumétrica de etanol que foi 5,15 g.L
-1

. O que justifica 

dessa forma, seu baixo rendimento de fermentação 27,29% quando comparado com os valores 

das F-Sc (32,32%) e F-SK (32,8%). Apesar de a Kluyveromyces apresentar produtividade 

volumétrica menor do que a Saccharomyces, esses achados estão de acordo com a literatura, 

ao mostrarem que Kluyveromyces pode alcançar a produção de etanol sob concentrações 

semelhantes aos da Saccharomyces (FAGA et al., 2010; TOMÁS-PEJO et al., 2009). Estudos 

conduzidos por Wingren et al., (2003) obtiveram 2,6% (w/v) de etanol, onde segundo Kuloyo 

(2012) é um percentual não aceitável no processo econômico. Neste estudo, as concentrações 

de etanol estiveram acima de 5g.L
-1

. 

A representação dos rendimentos de fermentação das amostras F-Sc, F-Km e F-SK, 

F1, F2 e F3 respectivamente, apresentam valores próximos. Entretanto, sabe-se que os 

rendimentos do processo não podem ultrapassar o valor de 51,1%, diante dos resultados deste 

estudo, mesmo sendo considerados aceitáveis, torna necessário ampliar o estudo de pré-

tratamento ácido e hidrólise a fim de se obter maiores rendimentos de fermentação. As 

concentrações de ART foram próximas, dessa forma, os meios de culturas para fermentação 

foram praticamente similares em termos de açúcares para seguirem essa etapa e, por 

conseguinte, serem assimilados pelas leveduras.  
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Estratégias para aumentar a produção de etanol com base nesses experimentos incluem 

realizar um planejamento experimental de hidrólise enzimática e fermentação para se 

conhecer o inicio da inibição após a etapa de pré-tratamento ácido, visto que é a partir desse 

procedimento que surgem à formação dos contaminantes.  

 

5 CONCLUSÃO 

As leveduras Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces cerevisiae apresentam o 

mesmo desempenho fermentativo para produção de álcool utilizando biomassa pré-tratada de 

Opunita fícus-indica.  
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