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RESUMO 

O uso de fontes renováveis de energia, entre as quais se destaca a 

energia de biomassa, é caracterizado por produzir menores impactos 

ambientais do que o uso de combustíveis fósseis. Os rejeitos e os 

resíduos agrícolas, por apresentarem quantidades significativas de 

carboidratos e em função da sua abundância e do seu caráter renovável, 

ocupam lugar de destaque entre as biomassas disponíveis no Brasil para 

aproveitamento energético. Na região nordeste da Santa Catarina, a 

biomassa da bananicultura tem sido avaliada como uma destas fontes, 

tanto para a geração de calor por combustão (briquetes) como para a 

produção de etanol de primeira (1G) e segunda geração (2G). Até o 

momento, para a obtenção de etanol, tem sido empregado o processo 

fermentativo descontínuo simples com uma única cultura microbiana 

(Saccharomyces cerevisiae). Este trabalho teve como objetivo produzir 

etanol de segunda geração a partir do pseudocaule de bananeira 

empregando cocultura microbiana e diferentes formas de condução de 

processo. Inicialmente foram realizados ensaios em batelada com 

monocultura de quatro diferentes espécies de micro-organismos 

mundialmente conhecidos como fermentadores de hexoses 

(Saccharomyces cerevisiae e Zymomonas mobilis) e pentoses 

(Scheffersomyces stipitis e Pachysolen tannophilus). A partir desses 

resultados pode-se concluir que todos são capazes de metabolizar 

aproximadamente 100 g/L de açúcares redutores em até 24 h e produzir 

em torno de 40 g/L de etanol, exceto S. stipitis. Nos ensaios em batelada 

repetida, o emprego da cocultura microbiana na fermentação de caldo de 

pseudocaule de bananeira previamente sacarificado, propiciou 

incremento na produtividade do processo batelada simples em torno de 

23% em comparação ao mesmo tipo de processo empregando cada um 

dos micro-organismos avaliados (S. cerevisiae e P. tannophilus) de 

forma isolada. Não houve diferença significativa (Teste de Tukey para 

p˂0,05) entre os valores de rendimento e produtividade volumétrica em 

etanol obtidos nos ensaios de batelada repetida ao substituir-se 

diferentes volumes de caldo fermentado (40% e 60%) por igual volume 

de meio fresco (cortes). O processo de destoxificação do caldo de 

pseudocaule de bananeira com carvão ativo auxilia diminuindo a 
inibição do crescimento do micro-organismo. Tanto o aumento da 

concentração inicial de inóculo (3,0 g/L para 17 g/L) quanto o processo 

de operação por batelada sequencial, atuaram sinergicamente para o 

aumento da produtividade em etanol em torno de 60% quando 

comparado ao processo de batelada simples. 



 
 

Palavras-chave: bioetanol, regime de operação, pseudocaule de 

bananeira. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

The use of renewable energy sources, including biomass energy, is 

characterized by lower environmental impacts than the use of fossil 

fuels. Rejects and agricultural residues, because they present significant 

amounts of carbohydrates and due to their abundance and their 

renewable character, occupy a prominent place among the biomasses 

available in Brazil for energy use. In the northeast region of Santa 

Catarina, biomass of banana farming has been evaluated as one of these 

sources, both for the generation of heat by combustion (briquettes) and 

for the production of first (1G) and second generation (2G) ethanol. To 

date, the simple discontinuous fermentative process with a single 

microbial culture (Saccharomyces cerevisiae) has been used to obtain 

ethanol. This work aimed to produce second generation ethanol from the 

banana tree pseudostem using microbial co-culture and different forms 

of process conduction. Initially, batch trials with monoculture were 

carried out on four different species of microorganisms known 

worldwide as fermenters of hexoses (Saccharomyces cerevisiae and 

Zymomonas mobilis) and pentoses (Scheffersomyces stipitis and 

Pachysolen tannophilus). From these results it can be concluded that all 

are able to metabolize approximately 100 g/L reducing sugars in up to 

24 h and produce around 40 g/L ethanol, except S. stipitis. In the 

repeated batch tests, the use of microbial co-culture in the fermentation 

of previously saccharized banana tree pseudostem broth, allowed an 

increase in the productivity of the simple batch process around 23% 

compared to the same type of process using each micro- Organisms (S. 
cerevisiae and P. tannophilus) in isolation. There was no significant 

difference (Tukey's test for p<0.05) between the yield and volumetric 

productivity values in ethanol obtained in the repeated batch tests when 

different volumes of fermented broth (40% and 60%) were replaced by 

equal volume of fresh medium (cuts). The detoxification process of 

banana tree pseudostem broth with active charcoal aids in decreasing 

inhibition of microorganism growth. Both the increase in the initial 

inoculum concentration (3.0 g/L to 17 g/L) and the serial tanks 

operation, worked synergistically to increase productivity in ethanol by 

around 60% when compared to the batch. 
 

Key-wkeywords: bioethanol, operating regime, banana tree 

pseudostem. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A utilização intensiva de combustíveis fósseis como fonte de 

energia, considerada uma das principais responsáveis pela emissão de 

Gases de Efeito Estufa (GEE) e consequente aquecimento global, levou 

a uma diminuição considerável das reservas mundiais com prognósticos 

do seu esgotamento no próximo século. Fontes alternativas de energia 

como a solar, eólica, hidráulica e de biomassa têm sido empregadas no 

mundo todo. Dentre estas fontes, a biomassa é a única que possui a 

flexibilidade de ser utilizada na geração de energia elétrica através da 

sua combustão ou como matéria-prima na produção de biocombustíveis 

(biogás, biodiesel ou bioetanol).  

No processo de obtenção do bioetanol, micro-organismos 

fermentadores são capazes de converter os açúcares de materiais 

lignocelulósicos a etanol. No entanto, para a produção de etanol de 

segunda geração (Etanol 2G), a biomassa lignocelulósica necessita, 

primeiramente, ser submetida ao processo de sacarificação antes da 

fermentação alcoólica. Entende-se como sacarificação a quebra dos 

polímeros celulose e hemicelulose nos seus principais monômeros de 

glicose e xilose, respectivamente. A glicose é facilmente metabolizada 

pela maioria dos micro-organismos fermentadores enquanto que a 

oxidação da xilose é realizada por um pequeno grupo de micro-

organismos produtores de etanol (SURIYACHAI et al., 2013; TRAN et 

al., 2013). 

Há desafios técnicos para tornar o etanol 2G economicamente 

viável e competitivo frente a outros combustíveis, principalmente com o 

etanol de primeira geração (Etanol 1G: etanol de caldo de cana-de-

açúcar, milho ou beterraba). O principal desafio é a conversão dos 

resíduos ou rejeitos agroindustriais em açúcares fermentescíveis e em 

etanol com elevados rendimentos e baixos custos. Outro é possibilitar 

que os micro-organismos fermentadores possam converter todos os 

açúcares contidos na matéria-prima, principalmente as hexoses e 

pentoses, em etanol, com produtividade próxima a dos processos etanol 

1G. Dessa maneira, diversos estudos abrangem linhas de pesquisas que 

contribuem para a otimização da geração de etanol 2G a partir de 

biomassa vegetal como a Sacarificação e Fermentação Simultâneas 

(SFS) com micro-organismo modificado geneticamente e aumento da 

eficiência da hidrólise por meio de irradiação ultrassom (KARIMI et al., 

2014), otimização da hidrólise enzimática por meio de metodologia de 

superfície de resposta (RSM) (DAS et al., 2015). Entretanto, muitas 
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vezes, os estudos de otimização da produção de etanol 2G não se tornam 

economicamente viáveis. 

A utilização da biomassa vegetal é favorável pela abundância 

que apresenta no mundo todo. No Brasil, em especial no Estado de 

Santa Catarina, o aproveitamento energético pode ser obtido a partir da 

cultura de banana que, conforme dados do Centro de Socioeconomia e 

Planejamento Agrícola de Santa Catarina (CEPA, 2016), na safra de 

2014/2015, o estado foi responsável por 735,1 mil toneladas, 

destacando-se ainda como o quarto maior produtor de bananas do Brasil. 

Por região, o Litoral Norte do Estado é responsável por 85% dessa 

produção. Considerando a produção anual da região em torno de 552,16 

mil toneladas e tomando como base a quantidade de biomassa produzida 

por tonelada de fruta (SOUZA et al., 2010) pode-se estimar a geração de 

2,2 milhões de toneladas (em massa úmida) de resíduos vegetais 

(cascas, engaços, folhas e pseudocaules). O pseudocaule representa 75% 

de toda essa biomassa. 

Vários estudos realizados pelo grupo de pesquisa 

“Valorização de Resíduos e Biomassa” da Univille (GONÇALVES 

FILHO et al., 2013; JUST et al. 2015; SOUZA et al. 2013, 2014a, 

2014b), demonstraram a potencialidade do uso do pseudocaule da 

bananeira para a produção de etanol 2G. Até o momento foram 

avaliadas: a influência de diferentes técnicas de pré-tratamento da 

biomassa (secagem, cominuição, hidrólise alcalina e hidrólise ácida), 

diferentes condições operacionais de hidrólise enzimática e o uso de 

diferentes espécies de micro-organismos sobre o rendimento e 

produtividade em etanol. Porém, em todos esses estudos onde o 

processo fermentativo usado foi sempre o descontínuo simples (processo 

batelada) onde a concentração máxima de etanol alcançada no caldo 

fermentado foi de 40g/L (JUST et al. 2015).  

Este trabalho buscou uma forma de aumentar a produção de 

etanol sem, contudo, reduzir o rendimento e a produtividade do 

processo. Portanto, o objetivo principal foi produzir etanol de segunda 

geração a partir do pseudocaule de bananeira empregando cocultura 

microbiana e diferentes formas de condução de processo fermentativo 

de forma a obter concentração do produto de até 80 g/L no caldo 

fermentado. Como objetivos específicos teve-se: 

1. Avaliar a produção de etanol específica para 

quatro diferentes micro-organismos 

(Saccharomyces cerevisae ATCC 26603, 

Zymomonas mobilis ATCC 35001, 
Scheffersomyces (Pichia) stipitis ATCC 58376 e 
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Pachysolen tannophilus ATCC 32691) 

empregando mosto sintético (fonte de carbono: 

glicose); 

2. Avaliar a produção de etanol 2G pelos mesmos 

micro-organismos empregando como fonte de 

carbono dois mostos de pseudocaule da bananeira 

sacarificado (não destoxificado e destoxificado) e 

mostos sintéticos (fonte de carbono: glicose); 

3. Selecionar dentre os micro-organismos avaliados 

duas espécies para compor cocultura e verificar a 

influência da concentração de açúcares redutores 

de pseudocaule de bananeira sobre a 

produtividade volumétrica em etanol 

(fermentação batelada simples); 

4. Verificar a influência da concentração de 

açúcares redutores em mosto de pseudocaule 

sobre a produtividade volumétrica em etanol 

empregando a fermentação batelada simples com 

cocultura microbiana; 

5. Estabelecer a influência da concentração inicial 

de inóculo (cocultura microbiana, processo 

batelada simples) sobre a produtividade em 

etanol 2G; 

6. Produzir etanol 2G empregando diferentes 

formas de condução do processo fermentativo 

(batelada repetida e bateladas sequenciais) 

visando aumentar a produtividade do processo 

em comparação à batelada simples.   
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

O aproveitamento de diferentes biomassas vegetais como 

fontes de energia, embora não venha substituir o petróleo em sua 

totalidade, contribuirá para diminuir a utilização de combustíveis fósseis 

com consequente redução dos impactos negativos ao ambiente causados 

pelo seu consumo.  

A baixa eficiência no processo de queima dos combustíveis 

fósseis para geração de energia motora, promove a emissão de grandes 

quantidades de poluentes na atmosfera, incluindo os Gases de Efeito 

Estufa (GEE) e, principalmente, dióxido de carbono (CO2). Como 

resultado do aumento de emissão dos GEE, tem-se observado mudanças 

climáticas, como o aquecimento global, que estão provocando alterações 

significativas nos ecossistemas. Estima-se como suas consequências 

diretas aproximadamente 150 mil mortes adicionais por ano, um risco 

crescente de fome para milhões de pessoas, enchentes e escassez de 

água, além do aumento da incidência de doenças, como por exemplo, a 

malária (TESKE e SCHÄFER, 2007). Preocupações com a 

sustentabilidade e o meio ambiente tornam a obtenção de energia 

renovável uma importante estratégia para as nações de todo mundo. Ao 

mesmo tempo em que se busca ampliar a oferta desta energia deve-se 

pensar em processos de baixo custo.  

Em função do estado de Santa Catarina gerar grandes 

quantidades de resíduos lignocelulósicos na indústria da bananicultura, a 

Universidade da Região de Joinville (UNIVILLE) vem estudando, desde 

2007, formas de converter esses resíduos em etanol 2G.  

Schulz (2010) ao pré-tratar com ácido e, posteriormente, hidrolisar com 

enzimas casca de banana Musa cavendishii na concentração de 250 g/L 

em massa úmida (mu), obteve 5,77 g/L de açúcares redutores (AR) no 

caldo, esse valor representou um rendimento em AR de 2,31%. Em 

seguida, ao fermentar por Saccharomyces cerevisiae meio reacional 

contendo 1210 g/L de casca de banana in natura (19,51 g/L de AR) 

obteve concentração de etanol (Pf), fator de conversão de substrato em 

etano (YP/AR) e produtividade (QP) de 7,88 g/L, 0,34 ± 0,11 g/g e 1,32 

± 0,03 g/L.h respectivamente. Gonçalves Filho (2011), avaliou 
diferentes processos de despolimerização do pseudocaule de bananeira 

Musa cavendishii sobre a fermentação alcoólica. Nesse estudo, o autor 

obteve melhor resultado no rendimento em açúcares redutores com base 

no teor de celulose da biomassa (RAR = 74,1 ± 11,4%) quando 

empregou, sobre o pseudocaule, pré-tratamento alcalino e, 
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posteriormente, lavagem com água e hidrólise enzimática. Na 

fermentação, por Saccharomyces cerevisiae, do caldo hidrolisado de 

pseudocaule, cujo processo hidrolítico ocorreu por ácido com 500 

gmu/L (23,5 gms/L) de pseudocaule pré-tratado em meio alcalino, 

obteve um fermentado com aproximadamente 7 g/L de etanol, e os 

parâmetros fermentativos YP/AR e QP foram de 0,31 ± 0,01 g/g e 0,90 

± 0,09 g/L.h respectivamente. Hopfner (2015) ao avaliar a produção de 

etanol por diferentes espécies de micro-organismos a partir de mostos de 

cascas de banana (frescas ou sacarificadas) com diferentes 

concentrações de açúcares redutores, identificou que o caldo 

concentrado (AR ≅ 100 g/L) de casca in natura de banana fermentado 

por S. cerevisiae ATCC 26603, proporcionou, após 24 h de 

fermentação, um vinho com 32,4 g/L de etanol, resultando em YP/AR 

de 0,44 ± 0,01 g/g e QP de 1,31 ± 0,01 g/L.h.  

Souza (2015) ao realizar simulação, em software Aspen 

Hysys®, do processo de produção de etanol a partir de resíduos da 

bananicultura (Figura 13), indicou que para a produção de etanol em 

escala industrial, com consumo de energia aproximo dos valores 

propostos pela literatura, são necessários 9046 ton/h de pseudocaule 

seco, 52,33 ton/h de casca, e 1,58 ton/h de fruto rejeitado para se obter 

270 ton/h de mosto, com esses valores foi possível obter, pela 

simulação, vazões de etanol hidratado e anidro da ordem de 23,52 ton/h 

e 21,97 ton/h, com frações mássicas de etanol de 93,50 % e 99,50. Até o 

momento foram avaliadas: a influência de diferentes técnicas de pré-

tratamento da biomassa (secagem, cominuição, hidrólise alcalina e 

hidrólise ácida), diferentes condições operacionais de hidrólise 

enzimática e o uso de diferentes espécies de micro-organismos sobre o 

rendimento e produtividade em etanol. Porém, em todos esses estudos 

onde o processo fermentativo usado foi sempre o descontínuo simples 

(processo batelada) onde a concentração máxima de etanol alcançada no 

caldo fermentado foi de 40g/L (JUST et al. 2015). Neste capítulo, estão 

apresentados estudos realizados por outros pesquisadores e grupos de 

pesquisa a fim de fundamentar o tema da tese. 

 

2.1 Fontes de Energia 

 

A matriz energética brasileira está dividida em dois grandes 

grupos: energia proveniente de fontes fósseis, que correspondem a 58% 

da energia consumida no país, e a energia de fontes alternativas, sendo 

que a maioria desta última são renováveis. No Brasil, as fontes 

renováveis de energia representam 41% da matriz energética. Desses, 
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12,5% correspondem à energia hidráulica e 16,1%, à energia de 

biomassa (EPE, 2014), o que torna a matriz energética 

predominantemente de origem renovável (Figura 01). 

 
Figura 01: Matriz energética no Brasil. 

 
Fonte: EPE (2014). 

 

Na Figura 02 é apresentada a matriz energética mundial, onde 

grande parte da energia utilizada é proveniente de recursos não 

renováveis e, apenas, 10% são de fontes renováveis. Quando se faz uma 

comparação entre a matriz energética mundial e a do Brasil, percebe-se 

que a matriz energética brasileira é bastante limpa.  
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Figura 02: Matriz energética mundial. 

 
Fonte: EPE (2014). 

 

As reservas mundiais de petróleo estão distribuídas de 

maneira extremamente irregular. O Oriente Médio concentra cerca de 

65% das reservas mundiais, enquanto a Europa e a Eurásia respondem 

por 11,7%, a África 9,5%, as Américas Central e do Sul 8,6%, a 

América do Norte 5%, e a Ásia e o Pacífico 3,4% (Figura 03) (BP, 

2015). 
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Figura 03: Estado atual e distribuição das reservas de petróleo no mundo. 

 
Fonte: BP – Brithish Petroleum (2015). 

 

 

A utilização intensiva e pouco eficiente dos combustíveis 

fósseis para o suprimento das necessidades energéticas da humanidade, 

levou a uma diminuição considerável de suas reservas mundiais e a 

prognósticos do seu esgotamento nas próximas décadas. Este fenômeno 

conhecido como peak-oil, é caracterizado pela redução na produção 

mundial de petróleo iniciado a partir de 2010. Esta situação teve como 

consequências um aumento de preço dos barris de petróleo, uma maior 

frequência e intensidade dos conflitos bélicos e uma considerável 

preocupação dos governos em garantir a segurança energética dos países 

consumidores. É unânime a opinião de que a era da energia barata já 

está ultrapassada (LORA e VENTURINI, 2012). 

A resposta do Brasil para o declínio da extração de petróleo, 

remonta à época do “Primeiro Choque do Petróleo” em 1973, com o 

lançamento do Programa Nacional do Álcool (Proálcool) pelo governo 

brasileiro em novembro de 1975. O Proálcool tinha por objetivo a 

substituição da gasolina pelo álcool em veículos automotivos, em larga 

escala, o qual foi intensificado com o advento do “Segundo Choque do 

Petróleo” em 79/80, substituindo no segmento de transporte veicular 

leve, a gasolina consumida impactando positivamente a economia 

brasileira (TORRES et al., 2010). 
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Atualmente, o estado de São Paulo é o maior produtor de 

etanol no Brasil e o segundo maior produtor mundial, atrás apenas dos 

EUA, com ¼ da produção mundial de etanol. Desde a safra 2013/14, as 

usinas brasileiras têm destinado mais Açúcares Totais Recuperáveis 

(ATR) para etanol do que para açúcar, revertendo uma tendência 

observada a partir da safra 2009/10. Na safra 2015/16, aproximadamente 

60% do ATR foi destinado ao etanol. Esta tendência ainda é observada 

na safra 2016/2017 onde a produção acumulada de açúcar alcançou 

35,25 milhões de toneladas, enquanto que a fabricação de etanol no 

mesmo período totalizou 25,02 bilhões de litros, com 10,57 bilhões de 

etanol anidro e 14,45 bilhões de hidratado (MAPA, 2016). Aspectos 

como variedades altamente selecionadas, processos industriais 

sofisticados, clima e possibilidade de terras agricultáveis garantem ao 

Brasil uma liderança confortável na tecnologia de produção de etanol. 

Entretanto, para preservar esta posição num cenário competitivo, o 

Brasil precisa manter investimentos compatíveis na geração de novas 

tecnologias e formação de competências. A conversão de material 

lignocelulósico ou biomassa em açúcares fermentáveis para produção de 

etanol vem sendo considerada como uma alternativa promissora para 

aumentar a produção de etanol necessária para atender à demanda 

mundial (BUCKERIDGE, 2013). 

 

2.2 Biomassa 

 
O Brasil possui condições naturais e geográficas favoráveis à 

produção de biomassa, pois recebe uma intensa radiação solar ao longo 

do ano, possui uma grande quantidade de terra agricultável, com boas 

características de solo e condições climáticas favoráveis. Estas 

condições são favoráveis à produção de biomassa, quer seja para 

alimentação ou para fins agroindustriais. Assim, o país pode assumir 

posição de destaque no cenário mundial na produção e no uso da 

biomassa como recurso energético (MMA, 2014). 

Do ponto de vista da geração de energia, o termo biomassa 

abrange os derivados recentes de organismos vivos utilizados como 

combustíveis ou para a sua produção. Do ponto de vista da ecologia, 

biomassa é quantidade total de matéria viva existente num ecossitema 

ou numa população animal ou vegetal. Os dois conceitos estão 

interligados embora sejam diferentes. Na definição de biomassa para 

geração de energia excluem-se os tradicionais combustíveis fósseis, pois 

embora estes também sejam derivados da vida vegetal (carvão mineral) 

ou animal (petróleo e gás natural), são resultado de várias 
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transformações que requerem milhões de anos para acontecerem. Nestes 

termos, pode-se considerar a biomassa um recurso natural renovável, 

enquanto que os combustíveis fósseis não se renovam a curto prazo 

(ANEEL, 2008). 

De acordo com vários autores (BALAT e AYAR, 2005; 

McKENDRY, 2002), a biomassa encontra-se entre 6 a 14% do total de 

energia primária consumida no mundo. Até 2021, os estudos do 

Ministério de Minas Energia (MME) mostram a manutenção da 

participação das fontes renováveis na matriz de Oferta Interna de 

Energia (OIE), acima de 44%, ficando a biomassa com percentuais 

superiores a 30%. Em 2021, especificamente, a biomassa chegará a 

32,4% de participação (ANP, 2016).  

O uso energético da biomassa é baseado na utilização de 

resíduos primários (resíduos agrícolas e florestais), secundários 

(indústrias madeireiras, moveleira, resíduos de processamento de 

alimentos, da produção de carvão vegetal, da criação de animais, etc) e 

terciários (decorrentes do consumo de alimentos e materiais), assim 

como da biomassa gerada diretamente para esta finalidade em 

plantações energéticas (HOOGWIJK et al., 2003).  

Hoogwijk et al. (2003), avaliaram que o potencial de 

bioenergia em 2050 estará compreendido na faixa de 33 até 1130 

EJ/ano. Um estudo realizado por Berndes et al. (2003), que utilizaram 

outros 17 estudos diferentes como base, indicou um potencial 

equivalente a 20% do consumo total de energia no mundo a ser 

fornecido pela biomassa. Segundo Sims et al. (2007) em 2030 serão 

utilizados 61,20 EJ/ano de energia da biomassa. Estudos relatam que no 

futuro o potencial de bioenergia será, no mínimo, maior ou igual ao 

atual consumo de energia primária global. 

De acordo com Yamamoto e Yamaji (2005) a implementação 

de taxas pelo carbono emitido incentivaria o uso energético da 

biomassa. Nas Figuras 04 (a) e (b) é mostrado um prognóstico de 

consumo de energia primária no mundo do ano de 2010 até o ano de 

2050. Os autores simularam dois cenários para o consumo de energia 

em 2050: o primeiro sem nenhum tipo de taxação sobre a emissão de 

carbono e o segundo com uma taxa de US$ 400,00 por tonelada de 

carbono emitido. 
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Figura 04: Prognóstico do consumo de energia para 2050 sem taxação (a) e com 

elevada taxação (b) sobre emissão de carbono. 

 
 

 
Fonte: Yamamoto e Yamaji (2005). 

 

No caso de não haver taxação sobre as emissões de carbono 

(Figura 04a), o fornecimento estimado de bioenergia será de 59 EJ/ano 

em 2050, sendo constituído por 53EJ/ano de resíduos de biomassa e 6 

EJ/ano provenientes de plantações de culturas energéticas. Quando se 

analisa a situação global de produção de energia com taxação sobre a 

emissão de carbono (Figura 04b), a previsão é que a bioenergia 

represente 253 EJ/ano em 2050,  e os resíduos de biomassa para 79 

EJ/ano. Neste caso, as culturas energéticas produzidas através de 

excedentes de solos cultiváveis serão constantes e fornecerão em torno 

de 6 EJ/ano, em ambos os casos. 
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2.3 Biocombustíveis 

 

O termo biocombustíveis é designado aos combustíveis 

líquidos ou gasosos utilizados no setor de transportes que são 

produzidos predominantemente de biomassa. Oferecem muitas 

vantagens, incluindo sustentabilidade, redução da emissão de gases, 

desenvolvimento regional, social e agrária e segurança de suprimento 

(REINJDERS, 2006).  

Os biocombustíveis são renováveis, uma vez que são 

produzidos a partir de resíduos de culturas agrícolas, tais como cana-de-

açúcar, plantas oleaginosas, biomassa florestal e outras fontes de matéria 

orgânica. Como exemplos pode-se citar o biodiesel, etanol, metanol e 

gás metano. Podem ser usados tanto individualmente quanto 

adicionados aos combustíveis convencionais em misturas (LORA, 

2012). 

Para serem classificados como combustível renovável, 

biocombustível avançado ou biocombustível celulósico, devem 

apresentar percentuais mínimos de redução de GEE ao longo de seus 

ciclos de vida em comparação com as emissões da gasolina e do diesel 

(RODRIGUES, 2011). Em fevereiro de 2010, a Environmental 

Protection Agency (EPA) - Agência de Proteção Ambiental dos Estados 

Unidos, designou o etanol de cana-de-açúcar como biocombustível 

avançado, capaz de reduzir as emissões de gases de efeito estufa em 

pelo menos 61% quando comparado com a gasolina. 

Algumas vantagens dos biocombustíveis em comparação aos 

combustíveis fósseis são: fechamento do ciclo do carbono, contribuindo 

para a estabilização deste gás na atmosfera; grandes áreas para cultivo 

de plantas que podem ser usadas como biocombustíveis, no caso do 

Brasil; geração de emprego e renda no campo; maior investimento 

financeiro em pesquisas; o biodiesel substitui bem o óleo diesel sem 

necessidade de ajustes no motor; redução de resíduos no planeta e 

manuseio e armazenamento mais seguros. Entre as desvantagens pode-

se relacionar o consumo de energia e água, assim como os problemas 

relacionados à contaminação do solo e lençóis freáticos devido ao uso 

de fertilizantes (RODRIGUES, 2011). 

Os mais recentes desenvolvimentos no setor de 

biocombustíveis, com base no exemplo da produção do etanol e 

biodiesel, demonstram que o Brasil está em um processo abrangente de 

transformação, conduzindo a enormes consequências econômicas, 

associadas a mudanças na política interna, gerando mudanças sociais, 
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socioculturais e ecológicas (KOHLHEEP, 2010). Na Figura 05 é 

mostrado e evolução dos biocombustíveis no Brasil (ANP, 2014). 

 
Figura 05: Evolução dos biocombustíveis no Brasil. 

 
Fonte: ANP (2014). 

 

2.4 Bioetanol 

 

Os álcoois são substâncias neutras, derivadas de 

hidrocarbonetos, com a substituição de um ou mais átomos de 

hidrogênio por um ou mais grupos hidroxila (OH). Diferentes misturas 

de gasolina e etanol são utilizadas em veículos fabricados para funcionar 

com gasolina, porém são requeridas modificações no motor uma vez que 

as propriedades do álcool combustível são diferentes da gasolina. O 

álcool etílico tem algumas desvantagens em relação à gasolina, entre 

estes está um menor poder calorífico, o que aumenta seu consumo 
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específico. Porém, devido a sua alta octanagem, o álcool pode ser 

utilizado em motores com taxa de compressão elevada, o que se traduz 

em aumento de potência (LORA, 2012). 

O etanol ou álcool etílico (C2H5OH) é produzido desde os 

tempos antigos pela fermentação e, ainda hoje, grande parte do etanol 

industrial é obtido pelo mesmo processo, embora também possa ser 

produzido a partir de eteno, derivado do petróleo (BASTOS, 2007). 

Para a obtenção de etanol por fermentação as principais 

matérias-primas são de origem agrícola. Friedich (1999) as agrupa em 

três grandes grupos: açucaradas, amiláceas e celulósicas (Quadro 01).  

 
Quadro 01: Principais matérias-primas para obtenção de etanol de origem 

agrícola. 

 

Açucaradas 

Mosto de suco de diferentes frutas 

Beterraba e cana-de-açúcar 

Sorgo açucarado 

 

 

 

 

Amiláceos 

 

 

 

Cereais 

Milho 

Cevada 

Malte 

Trigo 

Aveia 

Centeio 

Arroz 

 

Tubérculos 

Batata 

Batata-doce 

Raiz de girassol 

 

 

Celulósicos 

Madeira 

Bagaço e palha de cana-de-açúcar 

Palha de trigo 

Resíduos de milho 

Polpa de beterraba 
Fonte: Friedich (1999). 

 

 

Diferentes tipos de matérias-primas são utilizados em 

diferentes países para a obtenção de etanol, atendendo à disponibilidade 

de cultivos e condições climáticas, que favorecem o crescimento e 

produtividade de culturas agrícolas diversas. Nos principais países 

produtores de etanol utilizam-se como matérias-primas, a cana-de-

açúcar na Índia e no Brasil; o milho nos Estados Unidos, a beterraba 
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açucareira, o sorgo açucareiro e o trigo na União Europeia e a cana-de-

açúcar e milho na China (LORA, 2012). Conforme dados do Ministério 

da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA, 2016), nos últimos 

três anos a produção anual brasileira de etanol foi de, aproximadamente, 

30 milhões de litros. 

De acordo com Finguerut et al. (2008), embora o 

monossacarídeo seja o componente mais importante na composição de 

uma matéria-prima a ser usada no processo industrial de fermentação, 

vários outros parâmetros têm de ser levados em conta, tais como: teor de 

água (que tem influência sobre a concentração de carboidratos); tipos de 

carboidratos que estão presentes e em que proporção; teor de macro e 

micronutrientes, principalmente nitrogênio, fósforo, magnésio, zinco e 

manganês; fatores de crescimento, como vitaminas, que precisam estar 

presentes em concentrações mínimas; pH e poder tamponante do 

substrato a ser utilizado; teor de sólidos insolúveis (indesejável na 

maioria dos casos); presença de compostos tóxicos ou inibidores da 

fermentação alcoólica; entre outros. O teor total de sais (como os de 

potássio, sódio ou cálcio) também tem um limite superior, pois o efeito 

deletério promove um aumento da pressão osmótica.  

Para avaliar o processo de produção de etanol, as indústrias 

brasileiras têm utilizado o conceito de produtividade agroindustrial em 

etanol, a qual engloba a produtividade da cana no campo e a 

produtividade industrial na obtenção do etanol. Alguns autores têm 

demonstrado uma produtividade agroindustrial máxima de 8.000 a 8.500 

litros de etanol por hectare de solo cultivado (GOLDEMBERG, 2010; 

PALÁCIO et al., 2012). 

Enquanto as tecnologias para a produção de etanol de primeira 

geração (etanol 1G) estão baseadas na fermentação alcoólica dos 

carboidratos (principalmente sacarose e amido) presentes na matéria-

prima, para a produção do etanol de segunda geração (etanol 2G) faz-se 

necessário a hidrólise prévia (sacarificação) dos polissacarídeos celulose 

e hemiceluloses presentes na parede celular dos vegetais. Os processos 

de produção do etanol de primeira e de segunda geração estão resumidos 

nas Figuras 06 e 07.  
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Figura 06: Produção de etanol 1G. 

 
Fonte: Cortez et al. (2008). 

 

 
Figura 07: Produção de etanol 2G. 

Pré-tratamentoBiomassa Hidrolise Fermentação Purificação

Etanol H2O

 
Fonte: Hamelink (2005). 

 

Entende-se por etanol de segunda geração o produto obtido da 
hidrólise dos polissacarídeos presentes nos resíduos lignocelulósicos, 

transformando estes em monossacarídeos e a fermentação destes em 

etanol. A fermentação é um processo conhecido e de domínio, porém a 

hidrólise possui uma série de gargalos que necessitam ser avaliados para 

a melhor reprodução em escala industrial (LORA, 2012).  
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A hidrólise pode ser realizada por processos que utilizam 

ácidos, bases, solventes orgânicos ou enzimas. Dentre estes, a rota 

enzimática tem sido amplamente estudada nos últimos anos, visando 

obter o máximo da sua potencialidade em proporcionar maiores 

rendimentos e não formar subprodutos indesejáveis. Porém, fatores 

como o alto custo das enzimas, a baixa produtividade e dificuldade em 

se atingir os rendimentos esperados têm se mostrado importantes 

desafios científicos para o sucesso comercial da técnica (CTBE, 2015).  

Segundo Alfred Szwarc, consultor de emissões e tecnologia 

da União da Indústria de Cana-de-açúcar, nos últimos anos vem se 

observando no mundo, um grande interesse pela utilização de resíduos 

lignocelulósicos na obtenção de etanol. O governo dos EUA e também 

algumas empresas privadas têm investido milhões de dólares em 

pesquisas científicas na produção de etanol 2G. Estima-se uma produção 

de 15 bilhões de litros em 2022. No Brasil, apesar dos investimentos 

serem mais modestos, existem algumas iniciativas em curso fomentadas 

principalmente pelo Ministério de Ciência e Tecnologia (MCT). O 

Brasil apresenta uma grande vantagem competitiva em relação a outros 

países que buscam essa tecnologia: o baixo custo e a disponibilidade de 

grandes quantidades de matéria-prima principalmente com o uso do 

bagaço e da palha da cana-de-açúcar. A expectativa é que os processos 

de hidrólise produzam cerca de 300 litros de etanol por tonelada de 

bagaço seco, dependendo da quantidade de matéria-prima direcionada 

para o processo e da eficiência do mesmo (UNICA, 2012).  

A disposição mundial para o desenvolvimento do processo de 

produção de etanol de 2G aponta para uma alternativa futura da 

estabilização do consumo das matérias-primas atualmente empregadas 

(cana-de-açúcar no Brasil, milho nos EUA e beterraba na Comunidade 

Europeia). Com isto, ameniza-se o clima nos debates sobre a possível 

competição entre combustíveis e alimentos. Segundo Ramos (2008), no 

Brasil existe uma vasta biodiversidade e assim, uma grande variedade de 

resíduos agrícolas e agroindustriais que podem ser bioprocessados para 

trazer benefícios socioeconômicos. Exemplos desses resíduos são os 

derivados de atividades das indústrias de papel e celulose (cavacos de 

eucalipto e pinus), serrarias (serragem), usinas de açúcar e álcool 

(bagaço de cana) e, de um modo geral, unidades de produção agrícola 

(palhas de cereais, sabugo de milho, cascas de arroz, etc.).  

A produção comercial de etanol pela fermentação de materiais 

lignocelulósicos é uma alternativa conhecida desde o final do século 

XIX, mas a busca de menores custos de produção, necessários para a 

competição no mercado de combustíveis, é uma proposta relativamente 
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nova e com uma abordagem maior durante os últimos vinte anos 

(MACEDO, 2007). Até 2012, segundo Palácio et al. (2012), a obtenção 

de etanol a partir de materiais lignocelulósicos não era, ainda, viável 

economicamente em escala industrial. O autor indicou, naquele 

momento, que a solução desse problema nos próximos anos, estaria na 

determinação de uma melhor opção para disponibilizar a glicose a partir 

da hidrólise da celulose em termos de custo global, rendimento 

glicosídico e fermentabilidade do hidrolisado.  

Em seminário apresentado no Rio de Janeiro pelo Banco 

Nacional de Desenvolvimento Social (BNDS), em abril de 2015, 

mostrou-se que há no mundo, atualmente, oito grandes projetos em 

desenvolvimento para produção de etanol 2G em escala industrial, 

totalizando uma produção mundial prevista de 635 milhões de litros por 

ano. Nos Estados Unidos destacam-se os Projetos POET-DSM e 

Abengoa com uma produção individual de 95 milhões de litros e o 

Projeto Dupont com previsão para 115 milhões de litros, todos a partir 

de biomassa residual da cultura do milho. Na China, também a partir de 

resíduos do milho, está em desenvolvimento o Projeto Shandong com 

uma produção anual de 65 milhões de litros. O Projeto M&G, em 

execução na Itália, prevê uma produção de 80 milhões de litros de etanol 

a partir da cana-do-reino (Arundo donax).  

No Brasil, quatro instalações industriais usam os resíduos 

lignocelulósicos da cana-de-açúcar para uma produção nacional de 363 

milhões de litros. Todas essas unidades fazem uso da palha e do bagaço 

de cana-de-açúcar como biomassa: o Projeto Granbio, instalado em São 

Miguel dos Campos, Alagoas, com capacidade para a produção de 88 

milhões de litros, o Projeto Abengoa (mesmo nome do projeto nos 

EUA), com duas plantas, uma em Pirassununga (São Paulo) com 

produção anual de 90 milhões de litros e outra em São João do Boa 

Vista (São Paulo) com produção de 145 milhões de litros por ano. A 

quarta unidade, denominada de Projeto Raízen, está localizada em 

Piracicaba, São Paulo, e produz anualmente 40 milhões de litros de 

etanol 2G. Prevê-se para o ano de 2020 que os custos de produção, por 

litro, de etanol de 2G será de R$ 0,50 enquanto que o etanol 1G será R$ 

0,70. Espera-se para este ano (2020) que a produção de etanol 2G seja 

economicamente viável com um rendimento de 17 mil litros por hectare 

de cana-de-açúcar (2G) contra 69 mil litros por hectare (1G). A maior 

dificuldade está relacionada às etapas mecânicas de produção e 

movimentação de biomassa. 
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2.5 Resíduos Lignocelulósicos 

 

Os materiais lignocelulósicos representam a maior fonte de 

carbono e, portanto, energia renovável da terra. Entretanto, grandes 

quantidades de resíduos lignocelulósicos são acumulados, anualmente, 

decorrentes da produção agrícola e beneficiamento de cereais, dentre 

inúmeras outras transformações operadas com esses recursos naturais 

(MICHEL, 2007). 

Todas essas matérias-primas se caracterizam pelo seu alto 

conteúdo em celulose, um polissacarídeo formado por longas cadeias de 

glicose, muito resistentes, que precisam ser quebradas para 

disponibilizar os açúcares suscetíveis à fermentação (glicose) e à 

transformação em etanol. As tecnologias de produção de etanol a partir 

de biomassa lignocelulósica (denominadas de segunda geração) podem 

triplicar sua produção por hectare e, ao contrário das matérias-primas 

das tecnologias de primeira geração, não competem com a produção de 

alimentos. Além disso, embora a maior parte dos estudos científicos 

concordem que os biocarburantes produzem menores emissões de GEE 

(entre 30-35%), o bioetanol produzido usando tecnologias de segunda 

geração poderia diminuí-la em torno de 70% (LORA, 2012). 

A biomassa lignocelulósica está composta basicamente de 

carboidratos (celulose e hemicelulose), lignina (Figura 08) e uma 

pequena parte constituída por extrativos, ácidos, sais e minerais. A 

celulose e hemicelulose são polissacarídeos que podem ser hidrolisados 

em açúcares e eventualmente ser fermentados para obter bioetanol 

(DEMIRBAS, 2005 e ARIN e DEMIRBAS, 2004). 

1. Celulose (40-60% de biomassa seca): é um polímero linear 

formado por glicoses (também chamada de açúcar C6) unidas 

por ligações glicosídicas do tipo β(1-4) – as orientações das 

ligações do hidrogênio adicional fazem com que o polímero 

seja rígido e difícil de quebrar. Na hidrólise, são quebrados em 

moléculas de glicose livres mediante a adição de água, processo 

chamado de sacarificação.  

2. Hemiceluloses (20-40% de biomassa seca):  pequenas cadeias 

altamente ramificadas de vários monossacarídeos, 

principalmente xilose (C5), arabinose (C5), galactose (C6) e 

glicose. A hemicelulose é relativamente fácil de hidrolisar 

devido a sua natureza amorfa e ramificada.  

3. Lignina (10-15% de biomassa seca): está presente em toda 

biomassa lignocelulósica, mas sua conversão em carboidratos 

não é possível, sendo assim, qualquer processo de produção de 
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bioetanol terá lignina como co-resíduo. Este é um polímero 

complexo de fenilpropano e grupos metoxílicos, uma substância 

polifenólica que cobre as paredes celulares. A lignina é 

degradável somente por alguns micro-organismos, com vistas à 

produção de produtos de alto valor, tais como ácido orgânicos, 

fenóis e vanilina. Mediante processos químicos pode-se 

produzir aditivos valiosos para combustíveis (HAMELINK et 

al., 2005). 

 
Figura 08: Forma de organização da biomassa lignocelulósica. 

 
Fonte: Cardenas (2006). 

 

Dependendo das suas características físicas e propriedades 

físico-químicas, a biomassa pode ser empregada como substrato de 

fermentação mediante uma sequência de operações unitárias específicas 

à sua natureza. De acordo com Balat et al. (2007) pode-se necessitar de 

pré-tratamentos físicos para a redução do teor de umidade (secagem) ou 

tamanho da partícula (trituração e/ou moagem); e pré-tratamento 

químico (ácido ou alcalino) para deslignificação, sacarificação; seguido 

por filtração; concentração de açúcares (evaporação); destoxificação 

(redução ou remoção dos inibidores da fermentação); fermentação; 

extração e purificação do etanol. 

Diversos trabalhos científicos com diferentes objetivos, 

caracterizaram inúmeros tipos de resíduos lignocelulósicos conforme 

apresentados na Tabela 01.  
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Tabela 01: Composição percentual de celulose, hemicelulose e lignina de 

diversos tipos de biomassa. 

Biomassa Celulose 

(%) 

Hemicelulose 

(%) 

Lignina 

(%) 

Fonte 

Bagaço de cana 40 29 23 Oliveira, et al. 

(2013) 

Palha de cana 44 31 19 Santos et al. 

(2014) 

Sabugo de milho 40 27 17 Du et al. (2015) 

Palha de trigo 32 17 21 Wang et al. 

(2014) 

Palha de arroz 39 23 31 Suriyachai et 

al. (2013) 

Casca de arroz 34 24 19 Soltani et al. 

(2015) 

Capim-elefante 60 24 08 Minmunin et al. 

(2015) 

Palha de cevada 39 41 19 Oun e Rhin 

(2016) 

Pseudocaule de 

bananeira 

52 10 11 Romero-Anaya 

et al. (2011) 

Pseudocaule de 

bananeira 

38 29 08 Souza et al. 

(2017) 

Fonte: Primária (2017). 

 

De acordo com Nunes et al. (2013), o Brasil possui diversas 

fontes alternativas para a produção de etanol de segunda geração a partir 

de resíduos lignocelulósicos, dentre os quais destacam-se a palha de 

cana-de-açúcar, bagaço de cana-de-açúcar, palha de trigo, palha de arroz 

e pseudocaule da bananeira. A palha e bagaço da cana, contém um teor 

celulósico, em média, de 39% e 43%, respectivamente, com estimativa 

de um potencial de produção de etanol em torno de 88 e 101 bilhões de 

litros. Já os resíduos da cultura do arroz e trigo apresentam um potencial 

de 1,15 e 2,37 bilhões de litros, e o pseudocaule da bananeira, que 

possui o maior teor de celulose, apresenta um potencial de, 

aproximadamente, 17 bilhões de litros de etanol. A base de cálculo foi 

massa seca. As diferenças nos teores de celulose e hemicelulose para os 

estudos com pseudocaule de bananeira são atribuídas à diferentes 

espécies e estação de colheita. 

Estudos apontam a viabilidade técnica e o sucesso do uso de 

resíduos lignocelulósicos para produção de etanol. Na Tabela 02 estão 
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identificados alguns trabalhos realizados no Brasil com diferentes 

resíduos previamente hidrolisados para a produção de etanol 2G.  
 

Tabela 02: Trabalhos científicos com resíduos lignocelulósicos no Brasil. 

Biomassa Obtenção do açúcar Fonte 

Palha e casca de 

arroz 

Moídas e peneiradas com 

hidrólise ácida e hidrolise 

enzimática 

Furlan (2009) 

Cascas de banana Hidrólise ácida e hidrólise 

enzimática com diferentes 

concentrações de massa úmida 

inicial 

Schulz et al. 

(2010) 

Resíduos de 

algodão 

Moídas, hidrólise alcalina, 

sacarificação, hidrolise 

enzimática 

Guedes 

(2012) 

Resíduos da cana-

de-açúcar e celulose 

Secas, moídas, hidrólise ácida, 

hidrólise alcalina, hidrolise 

enzimática 

Santos (2012) 

Cascas de banana  In natura e secas/moídas, após 

a hidrólise ácida e hidrólise 

enzimática.  

Hopfner 

(2015) 

Cavaco de bambu Hidrólise ácida, hidrólise 

alcalina e hidrólise enzimática 

Jardim e 

Gouvêa 

(2015) 

Resíduos da 

Indústria de Sucos 

Secas, moídas, hidrólise 

alcalina e hidrólise ácida 

Pereira et al. 

(2014) 

Bagaço de malte Explosão à vapor, hidrólise 

ácida e hidrólise enzimática 

Lima et al. 

(2014) 

Resíduos da 

produção de farinha 

de mandioca 

Hidrólise enzimática Costa et al. 

(2016) 
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Polpa residual do 

processamento de 

azeitona 

Hidrólise ácida Pereira et al. 

(2016) 

Pseudocaule de 

bananeira 

Hidrólise ácida e enzimática 

sem concentração e 

destoxificação do mosto 

Gonçalves 

Filho et al. 

(2013) 

Pseudocaule de 

bananeira 

Hidrólise ácida e enzimática 

com concentração e 

destoxificação do mosto 

Souza et al. 

(2017) 

Fonte: Primária (2017). 

 

Embora a biomassa lignocelulósica venha sendo considerada 

como a matéria-prima mais promissora, devido a sua grande 

disponibilidade e baixo custo de aquisição, a produção comercial de 

etanol 2G não é ainda competitiva com a do etanol 1G em função de seu 

alto custo global. Segundo Perdices et al. (2012), o custo de produção do 

etanol lignocelulósico depende grandemente da escala de produção e do 

tipo de hidrólise utilizada, os quais podem representar mais de 40% do 

custo total do processo.  

Buckeridge et al. (2013) reforçam a importância dos custos 

associados principalmente à conversão da biomassa em açúcares 

fermentáveis e destacam que para se obter níveis aceitáveis de 

comercialização do etanol 2G (US$ 0,36/kg) será necessária a redução 

dos mesmos. Segundo os autores, um dos reagentes mais utilizados 

nessa etapa do processo tem sido o ácido sulfúrico, o qual contribui 

significativamente pelo alto custo do produto final (cerca de US$ 

0,80/kg) quando comparado à produção de etanol de amido (US$ 

0,35/kg) e da cana-de-açúcar (US$ 0,27/kg). 

 

2.6 Resíduos da Bananicultura 

 
Depois da Índia, Equador e Filipinas, o Brasil é o maior 

produtor mundial de bananas. A banana é a segunda fruta mais 
consumida no planeta, com 11,4 kg/habitante/ano, perdendo apenas para 

a laranja, com 12,2 kg/habitante/ano. A produção mundial de bananas 

em 2015 foi de aproximadamente 7,0 milhões de toneladas (FAO, 

2015). 
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A bananeira (Musa ssp.) (Figura 09) pertence à família 

botânica Musaceae e é originária do Extremo Oriente. É uma planta 

tropical, ou seja, adapta-se bem em clima quente e úmido, não 

suportando temperaturas inferiores a 15 
ο
C, em que a atividade da planta 

é paralisada, ou superior a 35 
ο
C, em  que seu desenvolvimento é 

inibido. As regiões litorâneas equatoriais são favoráveis para o bom 

desenvolvimento da bananeira, pois apresentam temperaturas médias 

anuais entre 26 e 27 
ο
C, consideradas ótimas para o cultivo da bananeira 

(ABAVAR, 2015 e ITAL, 1985).  

A banana mais produzida no mundo é a do subgrupo 

cavendish, que apresenta 47% da produção mundial de banana, sendo 

também a mais importante para a exportação. A América Latina é a 

região responsável pela maior produção e exportação de Musa 

cavendish. Esta espécie é conhecida no Brasil como banana nanica, mas 

recebe outros nomes como: banana d´água, verde, anã, entre outros, e é 

chamada de dwarf cavendish pelos países de língua inglesa (ITAL, 

1985). 

 
Figura 09: Bananeira Musa ssp. 

 
Fonte: Soffner (2001). 

51



 
 

No Brasil, a banana é cultivada na maioria dos estados 

brasileiros. As condições de clima (temperatura, umidade relativa, 

precipitação e insolação) permitem que a produção seja distribuída 

durante todo o ano, atendendo de forma regular as necessidades de 

consumo. Santa Catarina ocupa no cenário nacional a terceira posição 

como maior produtor de bananas (721,6 mil toneladas/ano). São cerca 

de 3678 produtores que se dedicam a essa atividade. O Litoral Norte do 

Estado concentra 86,7% da produção estadual, onde predominam os 

cultivares Nanica e Nanicão, componentes do tipo Caturra. Já no Litoral 

Sul, que representa cerca de 13,3% da produção estadual, os cultivares 

mais usados são a Enxerto e a Branca, componentes do tipo Prata. Os 

municípios com maior produção na safra de 2016 foram: Luiz Alves 

(24,0%), Corupá (22,9%), Massaranduba (8,9%), Jaraguá do Sul (7,0%) 

e São João do Itaperiú (6,5%). A soma da produção destes municípios 

do nordeste catarinense é responsável por 69,8% da produção estadual, 

ou seja, 503,6 mil toneladas (CEPA, 2016). 

Após a retirada do cacho da bananeira, o pseudocaule adulto é 

cortado e deve ser feito o desbaste, que consiste em eliminar o rebento 

(pseudocaule broto) ruim e deixar os pseudocaules brotos que irão 

substituir os que foram cortados. Normalmente esta biomassa 

lignocelulósica é abandonada na plantação contribuindo para a 

propagação do mal de sigatoca e outros problemas ambientais 

decorrentes da sua degradação.  

Existem diversos usos para as fibras do pseudocaule da 

bananeira, a maioria limitada a trabalhos artesanais (FERIOTTI, 2010). 

Espécies de bananeira como a M. textiles, conhecida como abacá ou 

bananeira-de-corda, são cultivadas especialmente para a produção de 

fibras têxteis a partir de seu pseudocaule. Essas fibras são utilizadas na 

manufatura de tecidos para roupas em geral e produtos artesanais como 

bolsas, sacolas e chapéus (MEDINA, 1959; HIROCE, 1972; JARMAN 

et al. 1997, SOFFNER, 2001).  

De acordo com Jarman et al. (1997), o pseudocaule da 

bananeira é constituído de feixes fibrosos com comprimentos 

relacionados ao comprimento do pseudocaule e representa de 1-1,5% da 

composição. Os outros constituintes são substâncias mucilaginosas (4 a 

8%) e água (90 a 96%).  

O aproveitamento do pseudocaule da bananeira como 

biomassa na produção de etanol 2G tem sido estudado e parece ser uma 

boa alternativa para valorização do resíduo. Segundo Souza et al. 

(2010), para cada tonelada de banana colhida em torno de quatro 

toneladas de massa úmida de resíduos agroindustriais são gerados (fruta 
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integral rejeitada para consumo humano, cascas de banana, engaço, 

folhas e pseudocaule da bananeira); sendo 75% de pseudocaule. 

Considerando apenas a microrregião de Joinville é possível estimar uma 

produção anual de mais de 1,12 milhões de toneladas de pseudocaule 

disponível (280 mil toneladas de massa seca) para produção de 

biocombustível.  

Esse tipo de produção torna-se um processo bastante atraente 

pois, além de permitir a criação de uma fonte alternativa e renovável de 

energia e de contribuir com a redução de resíduos no meio ambiente, a 

geração de energia pode agregar valor à matriz produtiva da fruta 

(SOUZA et al., 2012). 

Em relação à composição química dos resíduos da bananeira 

(Tabela 03), Oliveira et al. (2007) analisaram a composição química do 

engaço e folhas da bananeira M. Dwarf Cavendish. Souza et al. (2012) 

avaliaram as cascas de banana enquanto que Ingale et al. (2014), 

Cordeiro et al. (2004) e Guimarães (2009) analisaram exclusivamente o 

pseudocaule. 

 
Tabela 03: Composição percentual em base seca de celulose, hemicelulose e 

lignina dos resíduos da bananicultura. 

Partes da 

bananeira 

Celulose 

(%) 

Hemicelulose 

(%) 

Lignina 

(%) 

Fonte 

Engaço 28,40 9,50 10,50 Oliveira et 

al. (2007) 

Casca de 

banana 

8,40 5,36 2,05 Souza et al. 

(2012) 

Folhas 20,70 11,40 8,79 Oliveira et 

al. (2007) 

Pseudocaule 

Musa 
cavendischii 

36,10 24,50 4,50 Ingale et al. 

(2014) 

Pseudocaule 

Musa 

acumiunata 

34,50 25,60 12,00 Cordeiro et 

al. (2004) 

Pseudocaule 

Musa 

sapientum 

50,15 0,77 17,74 Guimarães 

(2009) 

Fonte: Primária (2017). 

 

Na Tabela 03 pode-se observar que entre os resíduos oriundos 

da bananicultura, o pseudocaule de bananeira é aquele que apresenta um 

53



 
 

maior teor de celulose e hemicelulose quando comparado ao engaço, 

folhas e cascas. O pseudocaule é o resíduo mais abundante na cultura da 

banana e com teores elevados de celulose e hemicelulose torna-se um 

bom substrato para a produção de etanol 2G. 

 

2.7 Tecnologias de conversão de biomassa lignocelulósica em etanol 

2G 

O processo de produção de bioetanol a partir de materiais 

lignocelulósicos via hidrólise possui ao menos quatro etapas bem 

definidas: pré-tratamento, sacarificação, fermentação e recuperação. 

Dependendo da integração destas etapas, o processo pode ser realizado 

num menor número de etapas. A sacarificação e fermentação podem ser 

realizadas de forma simultânea, ou a recuperação pode ser realizada ao 

mesmo tempo que a fermentação. A escolha do tipo de pré-tratamento é 

fundamental, pois esse processo influencia todas as etapas de 

processamento subsequentes e há eficiência e economia do processo 

global no aproveitamento da biomassa lignocelulósica. Existem diversos 

pré-tratamentos com diferentes efeitos e rendimentos e a escolha do 

mais adequado depende da biomassa empregada (SADDLER e 

KUMAR, 2013). 

 

2.7.1 Pré-tratamento físico 

 

A maioria da biomassa lignocelulósica requer processos 

mecânicos para redução de tamanho. Alguns métodos de pré-tratamento 

incluem fresagem, irradiação (usando raios gama, irradiação de elétrons, 

radiação por microondas, etc) e extrusão, que são comumente usados 

para melhorar a hidrólise enzimática e biodegradabilidade dos materiais 

lignocelulósicos. Os melhores resultados da hidrólise são devido à 

redução da cristalinidade e melhoria na transferência de massa, 

característica da redução do tamanho de partícula. A energia requerida 

para o pré-tratamento físico é dependente do tamanho final da partícula 

e da redução da cristalinidade do material lignocelulósico (YANG e 

WYMAN, 2008). A pirólise também tem sido utilizada para o pré-

tratamento de materias lignocelulósicos. Quando os materiais são 

tratados com temperatura acima de 300 ºC, a celulose se decompõe 

rapidamente produzindo produtos gasosos e carbono fixo residual. A 

baixas temperaturas se formam menos produtos voláteis e a 

decomposição é mais lenta (SUN e CHENG, 2002). 

  

54



 
 

2.7.2 Pré-tratamento físico-químico 

 

A solubilização dos componentes lignocelulósicos depende da 

temperatura, pH e teor de umidade. Nos materiais lignocelulósicos a 

hemicelulose é a fração com menor estabilidade térmica e a mais 

quimicamente sensível (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). O propósito 

do tratamento físico-químico é remover a lignina e a hemicelulose, 

incrementar a porosidade dos materiais e reduzir a cristalinidade da 

celulose para fazê-la mais acessível ao ataque das enzimas, as quais 

convertem os polímeros carboidratos em açúcares fermentáveis. 

Relativamente aos pré-tratamentos físico-químicos, os mais utilizados 

são: explosão de fibras com amoníaco (AFEX, Ammonia Fiber 

Explosion), explosão a vapor e tratamento com água líquida a elevada 

temperatura (LHW, Liquid Hot Water). Um dos tratamentos mais 

empregados é a explosão a vapor que consiste no aquecimento da 

biomassa por um certo tempo, tipicamente alguns minutos, através do 

contato com uma corrente de vapor saturado a alta pressão (0,69 a 4,83 

MPa) e a temperaturas de 160-260 ºC (ZHENG et al., 2014), fazendo 

com que o vapor penetre no material. Este sistema pressurizado sofre 

posteriormente uma descompressão súbita, causando a ruptura da 

estrutura rígida das fibras da biomassa (STELTE, 2013). Os principais 

parâmetros do processo de explosão a vapor são o tamanho da biomassa, 

a temperatura e o tempo de residência. O tratamento por explosão a 

vapor apresenta as seguintes vantagens: não é necessária a utilização de 

reagentes, com exceção da água; permite a obtenção de um elevado 

rendimento em hemicelulose, com baixa formação de produtos de 

degradação; comparativamente com processos de hidrólise ácida, a 

explosão a vapor não necessita de equipamento tão resistente à corrosão 

devido ao pH do meio apresentar valores intermédios. Uma das 

desvantagens deste processo é a ocorrência de uma possível degradação 

dos açúcares provenientes da hemicelulose durante este pré-tratamento, 

resultando numa perda de carbono (HENDRICKS, 2009). 

Nas Figuras 10 e 11 é mostrado o efeito do pré-tratamento do 

material lignocelulósico e as reações que ocorrem durante estes 

tratamentos, respectivamente (MOSIER, et al., 2005, PALMQVIST e 

HAHN-HÄGERDAL, 2000). 
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Figura 10: Efeito do pré-tratamento no material lignocelulósico. 

 
Fonte: Mosier (2005). 

 
Figura 11: Produtos e subprodutos do pré-tratamento do material 

lignocelulósico. 

 
Fonte: Palmqvist e Hahn-Hägerdal (2000). 
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A etapa de pré-tratamento normalmente leva à formação de 

produtos como monômeros de pentoses e hexoses, ácidos orgânicos 

(principalmente ácido acético, ácido fórmico, ácido levulínico) e 

aldeídos furano (5-HidroxiMetilFurfural (HMF) e furfural). Após a 

hidrólise dos polissacarídeos da biomassa, a lignina permanece como 

resíduo sólido, apesar de uma pequena parte ser degradada liberando 

compostos fenólicos entre outros compostos aromáticos (JONSSON et 

al., 2013). Estes compostos podem inibir o processo de fermentação 

interferindo nas funções celulares entre as quais a integridade da 

membrana plasmática, inibindo o crescimento das células, podendo até 

mesmo provocar a morte celular (REGINATTO e ANTONIO, 2015). 

Os processos físico-químicos de pré-tratamento utilizando 

ácido diluído, vapor de alta pressão ou água quente possíbilitam a 

remoção seletiva da hemicelulose, produzindo soluções sacarídicas (pré-

hidrolisados) com elevado teor de pentoses e reduzido teor de lignina. 

Processos alcalinos tendem a promover maior dissolução da lignina e 

menor solubilização/fragmentação da hemicelulose. Basicamente, 

extrações seletivas dos componentes não celulósicos (lignina e 

hemicelulose) utilizando álcalis ou ácidos têm sido realizadas a custos 

relativamente razoáveis. Em particular, pré-tratamentos utilizando vapor 

de água, ácido sulfúrico diluído, amônia e hidróxido de cálcio têm 

resultado as opções mais promissoras (ABRIL et al., 2006).  

 

 2.7.3 Pré-tratamento químico 

 

O pré-tratamento químico emprega diferentes substâncias 

como ácidos, bases, agentes oxidantes ou solventes orgânicos 

(Organosolv). Entre estes métodos, o pré-tratamento utilizando ácido 

diluído é o mais amplamente utilizado. Dependendo da substância 

química utilizada, o pré-tratamento pode ter diferentes efeitos sobre os 

componentes estruturais da lignocelulose. Os pré-tratamentos alcalino, 

ozonólise, peróxidos ou oxidação por via úmida são mais efetivos na 

remoção da lignina enquanto que os ácidos diluídos são mais eficientes 

em solubilizar a hemicelulose (GALBE e ZACCHI, 2002; SÀNCHEZ e 

CARDONA, 2008; TOMAS-PEJO et al, 2008). 

A hidrólise ácida é utilizada no pré-tratamento da biomassa 

tanto diretamente para a quebra da hemicelulose e celulose em seus 

respectivos e principais monômeros xilose e glicose, quanto para 

proporcionar um tratamento inicial para posterior hidrólise enzimática 

desses polímeros. Ácidos concentrados são poderosos agentes 

hidrolisantes para a celulose, porém são corrosivos, tóxicos e 
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prejudiciais ao meio ambiente. Já os ácidos diluídos têm garantido o 

sucesso da hidrólise da biomassa lignocelulósica, principalmente o ácido 

sulfúrico. Altas temperaturas associadas aos ácidos diluídos são 

favoráveis para a hidrólise da celulose (YE e CHENG, 2002). A 

combinação de diferentes concentrações de ácido sulfúrico diluído, 

temperatura e tempo de reação no pré-tratamento de várias biomassas 

lignocelulósicas avaliadas por diferentes autores é apresentada na Tabela 

04.   
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Algumas bases podem ser usadas como pré-tratamento de 

materiais lignocelulósicos e seu efeito é dependente da quantidade de 

lignina do material. Tratamento com hidróxido de sódio diluído causa 

inchaço levando a um aumento da área superficial interna, decréscimo 

no grau de polimerização, decréscimo na cristalinidade, separação das 

ligações estruturais entre lignina e carboidratos e ruptura da estrutura de 

lignina (GÍRIO et al, 2010). O pré-tratamento alcalino pode melhorar 

significativamente a digestibilidade da celulose e degradação dos 

açúcares, porém a sua aplicação é prejudicada pelos altos custos das 

bases. A utilização de hidróxido de cálcio como um agente alcalino 

barato e sua recuperação e regeneração ou amônia que é reciclável 

devido sua volatilidade podem ser uma solução para este problema 

(KIM e HOLTZAPPLE, 2006; WYMAN et al, 2005). 

O processo de ozonólise é usado para solubilizar lignina e 

uma pequena fração de hemicelulose. É realizado à temperatura 

ambiente e pode remover eficientemente a lignina sem produzir resíduos 

tóxicos. A maior desvantagem deste processo é a grande quantidade de 

ozônio utilizada o que encarece os custos do processo (SUN e CHENG, 

2002). Binder et al. (1980) investigaram a deslignificação da palha de 

trigo pelo tratamento com ozonólise e biodegradabilidade do resíduo 

sólido restante. Foi demonstrado uma redução de 50% do conteúdo de 

lignina original otimizando a hidrólise enzimática. Depois do 

tratamento, 75% da celulose foi digerida comparada com 20% da palha 

não tratada. 

Os processos Organosolv recorrem a solventes orgânicos, 

como etanol, metanol, acetona e etilenoglicol, para remoção da lignina e 

hidrólise da hemicelulose (HARMSEN et al., 2010). Os processos se 

baseiam no cozimento da biomassa lignocelulósica com o solvente 

Organosolv, à elevada temperatura e pressão, e posterior recuperação da 

celulose e da lignina. O solvente orgânico é removido e recuperado por 

evaporação e destilação, sendo reciclado no processo. Os processos 

Organosolv se mostram muito eficientes no pré-tratamento que antecede 

à hidrólise. Entende-se que os mesmos têm grande potencial, quando 
seguidos pela etapa de hidrólise (ácida ou enzimática), ou quando a 

hidrólise ácida é realizada simultaneamente (SOARES e ROSSELL, 

2007). 
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2.7.4 Pré-tratamento enzimático 

 

O processo de hidrólise enzimática oferece muitas vantagens 

em comparação com os processos de hidrólise química citados 

anteriormente. Este atinge elevados rendimentos de produção sob 

condições moderadas. Porém, necessita de avanços consideráveis para 

aplicação como tecnologia economicamente viável, principalmente 

devido ao alto custo das enzimas (MENON, 2012). 

Geralmente, o processo de hidrólise enzimática apresenta 

vantagens associadas à obtenção de rendimentos superiores a 0,85 g de 

glicose/g de celulose, sob temperaturas de 40-50 ºC e pressão 

atmosférica. Entretanto, aspectos operacionais relacionados à elevada 

duração do processo (48-72 h), desativação catalítica por inibição da 

atividade enzimática, além do  custo das enzimas, têm acarretado 

incertezas quanto à viabilidade econômica do processo de hidrólise 

enzimática no contexto da produção de bioetanol, a partir de biomassas 

lignocelulósicas (MACEDO, 2008).  

Na Figura 12 apresenta-se o diagrama de fluxo do processo de 

bioconversão da biomassa em etanol utilizando-se dentre várias etapas, a 

hidrólise enzimática. 

 
Figura 12: Diagrama de fluxo de processo de conversão de biomassa em etanol 

utilizando-se dentre várias etapas, a hidrólise enzimática. 

 
Fonte: Hahn-Hägerdal et al. (2007). 

 

 A reação primária, hidrólise da hemicelulose para obter a xilose, 

pode ser representada mediante a equação (1). 
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(C5H8O4)n +      nH2O              nC5H10O5                                    (1) 

 

 A xilose produzida neste processo pode ser fermentada em 

bioetanol por alguns micro-organismos específicos.  

Na etapa de hidrólise da celulose, as enzimas celulase 

catalisam a conversão da mesma para glicose mediante a reação 

indicada na Equação (2). 

 

 

(C6H10O5)n         +         nH2O                              nC6H12O6                    (2) 

 

 Vários micro-organismos, como as leveduras, podem fermentar a 

glicose em bioetanol, conforme mostrado na Equação (3). 

 

 

(C6H12O6)n                           2C2H5OH + 2CO2                                 (3)     

 

Os principais problemas referentes à eficiência de conversão 

dos hidrolisados lignocelulósicos em bioetanol estão relacionados com 

os seguintes aspectos: (1) Após o pré-tratamento, os hidrolisados 

contêm açúcares fermentáveis e outros componentes que podem causar 

a inibição dos micro-organismos usados na fermentação. (2) Os 

hidrolisados da hemicelulose contêm hexoses e pentoses. Os primeiros 

Açúcares Redutores (AR) podem ser fermentadas por Saccharomyces 
cerevisiae empregando processos amplamente conhecidos, enquanto as 

pentoses são mais difíceis de fermentar (OLSSON e HAHN-

HÄGERDAL, 2006).  

 

 2.7.5 Formação de Compostos Inibidores 

 

Um dos grandes problemas da etapa de pré-tratamento é a 

formação de inibidores que interferem na etapa de fermentação. Estes 

inibidores geralmente são ácidos, compostos fenólicos ou produtos de 

degradação dos carboidratos presentes na matéria-prima ou lignina 

(MIKULÁŠOVÁ et al., 1990). Uma das formas de reduzir o impacto 

desses compostos na etapa de fermentação é minimizá-los, ou aplicar 

um método posterior de destoxificação do caldo hidrolisado 

previamente à fermentação. 

Olsson e Hahn-Hagerdal (2006) citam que existem 

hidrolisados contendo mais de 60 componentes, porém os que 

apresentam maiores impactos inibidores no metabolismo microbiano são 

ácido 

celulase 

levedura 
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ácido acético e produtos resultantes da degradação da lignina. 

Taherzadeh e Karimi (2008) comentam que a inibição da etapa de 

fermentação ocorre devido à combinação de diversas substâncias 

presentes no hidrolisado, mesmo em baixas concentrações. Assim, a 

fermentabilidade de um meio sintético preparado com os principais 

componentes inibidores muitas vezes difere bastante da cinética obtida 

para um caldo hidrolisado real. Na Tabela 05 mostra-se os principais 

inibidores, suas origens, faixa de concentração testada e porcentagem de 

inibição no crescimento microbiano ou fermentação. Os furaldeídos 

constituem um grupo importante de inibidores presentes no hidrolisado. 

São representados principalmente pelo 2-furaldeído (furfural) e 5-

hidroximetil-2-furaldeído (HMF), formados a partir da desidratação 

ácida de açúcares, representados pelas pentoses (xilose) e hexoses 

(glicose), respectivamente (ALMEIDA et al., 2009). 
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Pode-se observar na Tabela 05 que, geralmente, os produtos 

de degradação da lignina apresentam maior impacto no crescimento ou 

fermentação por S. cerevisiae ou P. stipitis, mesmo a baixas 

concentrações (0,22 ou 1,0 g/L). A maioria dos métodos de pré-

tratamento na literatura realizam a lavagem da matéria-prima após o 

processo de deslignificação (RABELO, 2010), o que provavelmente 

remove esses componentes, evitando problemas mais graves na 

fermentabilidade. 

Vários métodos de destoxificação, baseados na remoção de 

inibidores dos hidrolisados lignocelulósicos têm sido testados para 

incrementar sua fermentabilidade. Métodos químicos, físicos e 

biológicos são empregados. Entre estes pode-se citar: a adsorção em 

carvão vegetal ativado, extração com solventes orgânicos, troca de íons, 

cromatografia de exclusão de íons, peneiramento molecular e a alteração 

do pH por meio da adição de ácidos ou bases. O primeiro e último 

método citados são os mais empregados (VENANCIO, 2007). O 

primeiro é mais econômico e eficiente e baseia-se na capacidade deste 

material em adsorver sobre sua superfície diferentes tipos de moléculas, 

as quais são retidas por forças de Van Der Waals. Essas forças são 

resultantes de uma atração intermolecular, de tal modo que seu potencial 

é, basicamente, uma função da área superficial do material. Dentre os 

vários materiais comumente usados em processos de adsorção física, o 

carvão vegetal ativo apresenta a maior área superficial. O tratamento 

baseado na alteração do pH com álcalis e ácidos consiste na elevação do 

pH inicial do hidrolisado por meio da adição de um álcali ou um ácido. 

Este método pode ser implementado por diferentes vias, mas a principal 

envolve a precipitação com hidróxido de cálcio e elevação da 

temperatura com posterior remoção do precipitado e adequação do pH 

para a fermentação (HAHN-HÄGERDAL et al., 2007).  

 

2.8 Processo Fermentativo 

 
Os pré-tratamentos e processos de hidrólise são projetados 

para otimizar o processo fermentativo (GAMAGE et al., 2010). Esta via 

biológica natural depende das condições e das matérias-primas usadas e 

exigem a presença de micro-organismos para fermentar açúcar em 

álcool, ácido lático e outros produtos (WHEALS et al., 1999; 

CHANDEL et al., 2007). 
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2.8.1 Micro-organismos 

 

Um importante fator de cautela industrial para a utilização de 

lignocelulose para a produção de bioetanol é a carência de micro-

organismos capazes de fermentar eficientemente (com elevados 

rendimentos e taxas de conversão) todos os açúcares (pentoses e 

hexoses) liberados durante o pré-tratamento e a hidrólise. Em relação à 

produção comercial de etanol, o micro-organismo ideal deve ter ampla 

utilização de substratos, alta produtividade, altas taxas de conversão em 

etanol, tolerância a inibidores presentes no hidrolisado, atividade 

celulolítica e habilidade de fermentar açúcares em altas temperaturas 

(HANH-HAGERDAL et al., 2007). 

Os micro-organismos  mais indicados para a produção de etanol a partir 

de hexoses tem sido  levedura Saccharomyces cerevisiae e a bactéria 

Zymomonas mobilis (CLAASSEN et al., 1999) que oferecem altas taxas 

de conversão em etanol (70-80% teoricamente) e alta tolerância ao 

etanol  (acima de 10% m/v) no meio de fermentação. A maior 

desvantagem de cepas nativas de S. cerevisiae e Z. mobilis é a sua 

inabilidade de utilizar a xilose, o principal açúcar derivado da hidrólise 

da hemicelulose (ROGERS  et al., 2007; TALEBNIA e 

TAHERZADEH, 2006). Conforme Lima et al. (2001), S. cerevisiae é 

um micro-organismo aeróbico facultativo, capaz de converter glicose, 

frutose, galactose, manose e sacarose a etanol e CO2 em condições de 

anaerobiose. As condições ideais de fermentação para esta levedura são 

pH 4,0 a 5,0 (TOSETTO, 2008) e temperatura de 30 ºC a 35 °C (PARK, 

2010) e substratos ricos em hexoses, principalmente glicose.  

Z. mobilis é uma bactéria Gram-negativa e tem despertado 

grande interesse por conta do seu metabolismo peculiar e suas 

características no processo fermentativo para a produção de etanol. É 

um micro-organismo anaeróbico facultativo (FRIGIERI, 2007). Em 

comparação com as leveduras, esta bactéria apresenta via metabólica e 

condições de crescimento mais simples, e os substratos que podem ser 

utilizados por ela restringem-se a glicose, frutose e sacarose 

(MALVESSI, 2008 apud FRIGIERI, 2007). A temperatura de incubação 

de Z. mobilis empregada na produção de etanol tem sido 30 ºC (PATLE 

& LAL, 2008; YANASE et al., 2012) e o pH 6,0 (MAITI et al., 2011; 

PINILLA et al., 2011).   

Alguns micro-organismos são conhecidos por fermentar de 

forma satisfatórios tanto as hexoses quanto as pentoses. Dentre esses 

micro-organismos destacam-se: Scheffersomyces (Pichia) stipitis, 

66



 
 

Candida shehatae e Pachysolen tannophilus (CHANDEL  et al., 2007; 

LIN e TANAKA, 2006).  

Segundo Van Vleet e Jeffries (2009), a levedura S. stipitis 

apresenta um conjunto de características fisiológicas que a torna muito 

interessante para a bionconversão de açúcares em etanol. Além de 

apresentar capacidade de fermentar xilose, esta levedura é capaz de 

fermentar outros açúcares como glicose, manose, galactose e celobiose, 

com fatores de conversão de 0,3 – 0,44 g/g de substrato, fazendo com 

que tenha potencial aplicação em processos de fermentação para a 

produção de etanol (STAMBUCK et al., 2008). Apesar da S. stipitis ser 

considerada a de maior capacidade fermentativa de xilose, em relação a 

outros micro-organismos, esta espécie tem um baixo consumo de açúcar 

comparado ao da S. cerevisiae e requer condições microaerófilas para 

produção de etanol (AGBOGBO & COWARD KELLY, 2008).  As 

condições ideais de fermentação alcoólica para esse micro-organismo, 

onde se obtém a máxima concentração de etanol, são: pH entre 4,5 e 6,0 

e temperatura entre 30 a 32 °C (SLININGER et al., 1990 apud 

OLIVEIRA, 2013).  

P. tannophilus foi a primeira levedura identificada com 

capacidade significativa para converter xilose em etanol, e nesta 

identificação constatou-se que esse micro-organismo pode fermentar 

todos os açúcares comuns, exceto L-arabinose (SLININGER et al., 

1987). P. tannophilus consegue degradar pentoses e hexoses, sendo 

considerada uma das mais eficientes fermentadoras de xilose (pentose) 

(CHANDEL et al., 2007 apud FUGITA, 2010; SLININGER et al., 1985 

apud OLIVEIRA, 2013). Em fermentações utilizando P. tannophilus, a 

oxigenação pode influenciar significativamente a produção e consumo 

de etanol pois podem ocorrer perdas significativas de etanol em 

condições aeróbias, resultado do metabolismo quando o açúcar presente 

é a xilose (KIIPER, 2009). Para P. tannophilus, o pH 6,0 é indicado 

como o ideal para altas produtividades em relação à fermentação 

alcoólica, enquanto que a temperatura ideal é de 30 ºC (CONVERTI et 

al., 2001). 

A fim de superar estas desvantagens, cepas geneticamente 

modificadas de S. cerevisiae e Z. mobilis capazes de fermentar ambos os 

açúcares (pentoses e hexoses) foram desenvolvidas (KARHUMAA et 

al., 2007). Outras bactérias mesofílicas capazes de metabolizar pentoses 

na ausência de oxigênio são Escherichia coli e Klebsiella sp. Estas, 

depois de submetidas à modificações genéticas, estão sendo estudadas 

como alternativas para a fermentação alcoólica do licor da hidrólise de 

biomassa (LORA, 2012).  
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Outra estratégia muito explorada atualmente é a utilização de 

coculturas, também chamadas de culturas mistas ou consórcios. 

Coculturas de duas ou mais leveduras ou de leveduras e bactérias tem 

sido estudadas para verificar a potencial utilização sinérgica das vias 

metabólicas de diferentes micro-organismos (CUNHA-PEREIRA et al., 

2011). A produção de biocombustíveis por sistemas de coculturas 

usualmente é maior do que a produção em monoculturas (LIN et al, 

2011; AELING et al, 2012). Em geral, para a formação da cocultura são 

empregadas basicamente duas estratégias: utilização de dois micro-

organismos, um é responsável pela sacarificação do resíduo e o outro 

pela síntese do produto em si; processo conhecido como SFS - 

Sacarificação e Fermentação Simultânea ou do inglês, SSF - 

Simultaneous Saccharification and Fermentation. Neste último, o micro-

organismo além de ser capaz de produzir bioetanol ou outro produto ou 

subproduto, também é capaz de sintetizar celulases ou enzimas são 

adicionadas durante o cultivo (KUHAD et al, 2011).  

Em estudo realizado por Patle e Lal (2008) com cocultura 

formada por Z. mobilis e Candida tropicalis no hidrolisado do resíduo 

de thippi (resíduo da mandioca com alto teor de amido), onde foi 

observado que, além de produzir maior quantidade de bioetanol em 

relação à monocultura, o tempo de fermentação foi menor. Das et al. 

(2013) utilizaram hidrolisado enzimático de palha de arroz como 

substrato da fermentação por Z. mobilis e S. cerevisiae. A maior 

produção de bioetanol foi de 41,1 mg/mL em pH 6 e temperatura de 30 

ºC. Os autores concluíram que o emprego deste consórcio foi uma 

alternativa apropriada para suprir a demanda de biocombustíveis e 

redução de resíduos descartados no meio ambiente. Hickert et al. (2013) 

utilizaram cocultura de S. cerevisiae e Candida shehatae no hidrolisado 

ácido da casca de arroz. Observaram que com a associação houve maior 

bioconversão em bioetanol. Para o trabalho de Singh, Majumder e 

Ghosh (2014) o controle de oxigênio para o mix com Z. mobilis e S. 

stipitis favoreceu a produção máxima de bioetanol no hidrolisado ácido 

de biomassa de grama. 

 

2.8.2 Fatores que afetam a fermentação 

 

Lima et al. (2001) descreve na Tabela 06 os diversos fatores 

químicos, físicos e microbiológicos que devem afetar um processo 

fermentativo alcoólico. 
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Tabela 06: Fatores químicos, físicos e microbiológicos que afetam a 

fermentação alcoólica. 

Fatores Características 

Agentes de 

fermentação 

Cada linhagem de micro-organismo tem suas 

características próprias, afetadas, pelas 

condições em que o processo fermentativo se 

desenvolve. 

Nutrientes 

minerais e 

orgânicos 

Os micro-organismos exigem uma fonte de 

carbono elaborada – glicose ou outro açúcar- 

que fornece a energia química e o esqueleto 

carbônico de suas estruturas celulares, 

constituídas predominantemente de carbono, 

oxigênio e hidrogênio. Algumas vitaminas, 

como tiamina e ácido pantotênico, também são 

necessárias. O meio deve fornecer, ainda, 

nitrogênio, fosforo, enxofre, potássio, 

magnésio, cálcio, zinco entre outros elementos 

em quantidades diminutivas. 

Temperatura As temperaturas ótimas para a produção 

industrial de etanol situam-se na faixa de 26 a 

35 ºC. 

pH As fermentações se desenvolvem numa ampla 

faixa de valores de pH, sendo a mais utilizada 

de 4 a 5 para o caso do uso de S. cerevisiae. 

Inibidores de 

fermentação 

O processo fermentativo pode ser inibido não 

somente pelo produto, como o etanol e ácidos 

orgânicos, mas também, por diferentes 

substâncias que podem estar presentes nos 

mostos. Minerais como potássio e cálcio, em 

quantidades excessivas podem acarretar efeitos 

negativos às leveduras. 

Concentração de 

açúcares 

Elevados teores de açúcar acarretam estresse 

osmótico da levedura.  Dependendo do 

processo de fermentação uma ampla faixa de 
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concentração pode ser considerada ideal. 

Concentração de 

inoculo 

O elevado teor de micro-organismos exige 

maior energia para manutenção, ou seja, maior 

consumo de açúcar, que tem por consequência 

a maior competitividade pelos nutrientes do 

meio. 

Contaminação 

bacteriana 

Altas temperaturas de fermentação favorecem a 

contaminação bacteriana, a qual compromete a 

fermentação alcoólica. 

Antissépticos O uso de antissépticos são favoráveis ao 

desenvolvimento das leveduras e desfavorável 

a outros micro-organismo. Muitos agem 

inibindo bactérias e fungos. 

Antibióticos Os antibióticos possuem o mesmo efeito dos 

antissépticos, fazendo com que as fermentações 

sejam mais puras e regulares. 

Fonte: Lima et al. (2001). 

 

2.8.3 Formas de condução da fermentação  

 

Diferentes tipos de processos para a fermentação de etanol 

têm sido propostos dentre os quais as mais comuns são: fermentação em 

batelada, contínua, contínua com reciclo de células e batelada 

alimentada (YOSHIDA et al., 2003). O processo de fermentação em 

batelada (descontínuo) é extensivamente usado para converter açúcar em 

etanol para a produção de bebidas e biocombustíveis. A fermentação em 

batelada é um sistema de cultura fechado. A biomassa e o substrato são 

adicionados ao fermentador sem remoção dos meios durante a 

fermentação e os produtos são colhidos no final da fermentação. O 

modo descontínuo tem desvantagens, particularmente quando os 

microorganismos são de crescimento lento ou fortemente afetados pela 

inibição do substrato. Elevadas concentrações de substrato levam a uma 

série de dificuldades, que evitam uma adequada performance do 

processo assim como produção de etanol limitada (BALLESTEROUS et 

al., 2002).  
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Um dos meios mais comuns de produção industrial é a 

batelada alimentada, por causa da adição intermitente de mosto sem 

renovação total do mesmo. As vantagens deste processo incluem: baixa 

pressão osmótica, redução de substrato e produtos finais de fermentação 

que inibem o processo, alta produtividade em etanol e diminuição do 

tempo de fermentação. A batelada alimentada tem sido reportada como 

um bom processo para produção de etanol quando dirigido com 

diferentes matérias-primas, como palha de milho e material derivado de 

papel reciclado (VARGA  et al., 2004; BALLESTEROUS et al., 2002; 

SANCHEZ e CARDONA, 2008). 

Tecnologias alternativas projetadas para remover 

continuamente o etanol do caldo fermentado têm sido investigadas 

desde os anos 90. Contudo, apenas poucos trabalhos têm abordado o 

problema com o controle dos processos do ponto de vista da engenharia, 

considerando o processo como um sistema de produção integrada e 

dinâmica, levando em conta mais do que uma única unidade de 

processamento; por exemplo, considerando as interações entre 

fermentação e reciclo de células (OCHOA et al, 2010). Para acertar no 

processo contínuo, vários processos adicionais são necessários, 

incluindo células de levedura imobilizada utilizando um carreador ou 

fermentador de leito fixo e recirculação de células utilizando um 

dispositivo de separação. Processos contínuos utilizando membranas, 

tanques de separação, centrífugas e leveduras de alta floculação já foram 

estudados (DOMINGUES et al., 2000; KRISHNAN et al., 1999; 

SANCHEZ e CARDONA, 2008; NISHIWAKI e DUNN, 2005).  

A fermentação contínua extrativa tem mostrado algumas 

vantagens como baixa geração de vinhaça devido à possibilidade de 

alimentação de melaços em contrações mais altas, com custos reduzidos 

no tratamento de resíduos e com a potencialidade de eliminar uma 

coluna de destilação do processo (ATALA e FILHO, 2006). Na 

fermentação contínua flash, a performance de todo o processo é 

significantemente influenciada pelas relações entre variáveis do 

processo nas unidades de reação e separação (RIVERA et al., 2010). 

 Na fermentação semicontínua ou batelada repetida, a 

concentração de micro-organismos inicial é maior que em um processo 

em batelada simples e, consequentemente o tempo de fermentação 

menor. O substrato quase sempre está presente em maior quantidade e 

os nutrientes são consumidos mais lentamente. Em contrapartida, o 

produto é de alta qualidade e produzido em maior quantidade. Dentre as 

vantagens apresentadas por este processo pode-se destacar: (1) Uma 

porção da cultura é coletada em intervalos de tempos e o meio fresco é 
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adicionado à dorna; (2) Há uma variação no volume da cultura; (3) Não 

há necessidade de ter uma dorna separada para o inóculo, exceto no 

início; (4) Não é desperdiçado tempo entre os repetidos ciclos de 

fermentação para a limpeza e reesterilização da dorna; (5) Não é 

requerido muito controle de lavagem das dornas, utilização de biocidas; 

(6) Possibilidade de operar o fermentador por longos períodos (às vezes 

alguns meses) sem que seja necessário preparar um novo inóculo e (7) 

Possibilidade de aumentar a produtividade do reator apenas modificando 

a forma de operação. Dentre as desvantagens estão o risco de 

contaminação e mutação devido aos longos períodos de cultivos e as 

operações manuais. Além disso, são necessários reatores de volumes 

maiores e os custos de investimento são levemente mais elevados que a 

batelada simples (SCHMIDELL et al., 2001). 

A técnica de reciclo de células por bateladas alimentadas 

sucessivas tem sido bastante aplicada no Brasil para produção de etanol 

por, aproximadamente, 70 a 80 % das destilarias (BRETHAUER e 

WYMAN, 2010). Dentre as vantagens do reciclo de células estão a 

redução de tempo requerido e custos resultantes do uso de nutrientes 

empregados na etapa de preparação do inóculo (SANDA et al., 2011). 

Brethauer e Wyman (2010) ainda comentam que as bateladas sucessivas 

podem ser realizadas por, aproximadamente 200 vezes, levando à 

redução do consumo de carbono para crescimento celular, e ao mesmo 

tempo, aumentando a produtividade em etanol.  

Outros autores, tais como Basso et al. (2008), comentam que a 

prática de reciclo de células no setor industrial brasileiro leva à menores 

tempos de fermentação, na ordem de 6 a 11 horas, devido à alta 

concentração de células dentro dos fermentadores (em torno de 10-17 % 

em base úmida). Observou-se que em altas densidades celulares, altas 

concentrações de etanol e reciclagem de células ocasionam à redução no 

crescimento microbiano, levando a um aumento do rendimento de 

açúcar em etanol, em torno de 90 – 92 % do valor teórico.  

É importante ressaltar também que a prática de reciclo 

proporciona uma seleção das leveduras selvagens mais resistentes às 

condições estressantes do meio industrial, tais como alta concentração 

de etanol, altas temperaturas, estresse osmótico devido à presença de 

sais e açúcares, contaminações microbianas, acidez e outros 

(MIRANDA JÚNIOR et al., 2009). Slininger et al. (2011) citam que o 

reciclo de células tem como contribuição a possibilidade de adaptação e 

condicionamento do micro-organismo ao processo. Assim, o reciclo de 

células pode servir como uma estratégia imposta ao processo, com 

objetivo de obter altos desempenhos. Porém a maioria das linhagens 
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mais resistentes não possuem características desejáveis para processos 

fermentativos, que seriam consumo total de substrato, não formação de 

espuma e flocos e alta produção de etanol. 

Vale a pena lembrar que nos processos industriais brasileiros, 

os reciclos de células são mantidos por, aproximadamente, oito meses, 

durante toda a safra (BASSO et al., 2008). Uma estratégia usada por 

Pereira et al. (2012) para manutenção de alta viabilidade e produtividade 

foi o monitoramento de viabilidade e quando essa alcançasse valores 

baixos (50%), realizava-se novo inóculo com concentração de 11 a 89 

mg/mL, resultando em recuperação da produtividade. Assim, foram 

realizadas 15 bateladas sucessivas com produtividade em etanol na faixa 

de 3,45 a 4,59 g/(L.h). 

Com o advento da produção de etanol 2G sugestões de novos 

nomes para os processos fermentativos em função da sua adaptação ao 

processo tem sido propostos. Destacam-se os processos: SHF – 

Separated Hidrolysis and Fermentation, SSF – Simultaneous 

Saccharification and Fermentation e S-SSF – Semi-Simultaneous 

Saccharification and Fermentation. No processo de Sacarificação e 

Fermentação Separadas (SHF), o sólido resultante do pré-tratamento 

após ser submetido às etapas posteriores de lavagem para remoção dos 

inibidores, é conduzido à etapa de hidrólise enzimática pela adição de 

enzimas celulolíticas. O hidrolisado resultante é convertido em etanol 

por leveduras de fermentação convencionais ou outros micro-

organismos em potencial. Portanto, este processo possui etapas 

diferentes para a produção das enzimas, hidrólise da celulose e 

fermentação da glicose (Figura 13). A vantagem deste processo é que 

permite operar separadamente cada uma das etapas mencionadas, o que 

minimiza as interações entre as mesmas. Porém as enzimas celulase são 

inibidas pela acumulação dos açúcares, o que impede atingir 

concentrações razoáveis de bioetanol a altas taxas e com produções 

altas, mesmo usando grandes quantidades de enzimas (JOHANSSON et 

al., 1993). O processo em separado apresenta vantagens como 

temperaturas da hidrólise enzimática e da fermentação podem ser 

otimizadas para cada etapa.
 
A hidrólise enzimática é realizada por 

celulases (endoglucanase e exoglucanase), que quebram a celulose em 

celobiose, e esta é, subsequentemente, convertida em duas moléculas de 

glicose pela β-glucosidase (PALMQVIST e HAHN-HÄGERDAL, 

2000). A principal desvantagem é a inibição pela celubiose e a 

contaminação devido ao elevado tempo envolvido na etapa.  
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Figura 13: Diagrama esquemático representativo das etapas do processo SHF. 

 
Fonte: Balat et al. (2008). 

 

O processo SSF, onde a sacarificação e fermentação 

realizadas de forma simultânea proporciona algumas vantagens distintas 

sobre o processo SHF como o uso de um único reator para sacarificação 

e fermentação, mínimas chances de repressão catabólica, pois os 

açúcares liberados durante a hidrólise enzimática são simultaneamente 

fermentados pelos micro-organismos, simplicidade na operação, baixo 

investimento capital e melhoria da economia do processo (pois há 

diminuição do número de reatores). A agitação também é outra variável 

que requer uma condição intermediária. A sacarificação é realizada, 

geralmente, a 150 rpm. Contudo, o processo SSF requer otimização dos 

parâmetros como temperatura, pH e concentração de enzimas pois a 

temperatura ótima e máximo pH para a atividade catalítica da enzima e 

das cepas que fazem a fermentação são, geralmente, diferentes. Outra 

desvantagem é que no processo SSF a levedura não pode ser reutilizada 

devido à dificuldades operacionais de separação da levedura com a 

biomassa hidrolisada. O SSF tem sido experimentado para produção de 

etanol a partir de resíduos de frutas (OBEROI et al., 2011; WILKINS et 

al., 2007), mas não se tem ciência da produção comercial de etanol 

utilizando estes resíduos ou biomassa lignocelulósica. Apesar de 

algumas desvantagens, este tem sido o método preferido tanto em 
estudos de laboratório quanto em escala piloto. Da mesma forma que na 

concepção anterior, os açúcares provenientes da hemicelulose após o 

pré-tratamento podem ser convertidos a etanol em um fermentador 

separado (TAHERZADEH & KARIMI, 2008). Na Figura 14 apresenta-
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se as etapas do processo de SSF com a fermentação de açúcares 

combinados. 

 
Figura 14: Diagrama esquemático representativo das etapas do processo SSF. 

 
Fonte: Balat et al. (2008). 

 

 

RODRIGUES (2014) estudou a produção de etanol a partir de 

processos SHF e SSF do bagaço do pedúnculo do caju pré-tratado com 

ácido-álcali, utilizando Kluyveromyces marxianus ATCC36907. Em 

processo SHF, realizado com enzimas do complexo Celluclast 1.5L a 60 

FPU/gcelulose, hidrólise à 45 °C e fermentação à 40 °C, a autora obteve 

um rendimento de 0,43 g etanol/g glicose. Realizando SSF da mesma 

biomassa lignocelulósica à 40 °C, utilizando celulases NS 22074 a 30 

FPU/gcelulose, foi obtido um rendimento 0,49 getanol/gglicose e uma 

eficiência de processo de 95,6%, demonstrando o potencial do processo 

SSF. DAHNUM et al. (2015) compararam processos SHF e SSF de 

resíduos do fruto da palmeira com Saccharomyces cerevisiae. Os 

autores concluíram que o processo simultâneo (SSF) possui vantagens 

frente ao SHF, pois todo o processo ocorre a uma temperatura menor 

(menor gasto energético), como a produção de etanol ocorre com menor 

tempo, já que os processos de hidrólise e fermentação são simultâneos. 
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No processo SSF com 40 FPU/gcelulose os autores encontraram uma 

produção máxima de etanol de 6,05%Vetanol/Vsolução, equivalendo a um 

rendimento teórico de 97% com 24 horas de processo, contra 4,72% de 

etanol e um rendimento teórico de 76% em processo SHF com 72 horas 

de fermentação, demonstrando a efetividade do processo SSF em 

detrimento do processo SHF. 

O processo S-SSF possui as vantagens de ambos os processos 

SHF e SSF, utiliza uma pré-hidrólise antes da fermentação e não remove 

o substrato obtido depois da hidrólise para induzir o processo SSF. S-

SSF compreende uma fase SSF e uma fase pré-hidrolítica a qual é 

conduzida sob condições ótimas para a pré-hidrólise enzimática. Dado 

que o processo S-SSF é uma combinação dos processos SHF e SSF, é 

esperado que o processo S-SSF apresente altas concentrações de etanol e 

altas taxas de conversão se for selecionado um tempo de pré-hidrólise 

adequado (SHEN e AGBLEVOR, 2010). S-SSF requer um tempo ideal 

para iniciar a fermentação para balancear os fatores inibitórios e de 

controle. A concentração de substrato não é tão alta em um processo S-

SSF. Uma alta concentração de substrato durante a fermentação aumenta 

o aparecimento de substâncias inibitórias que reduz a produtividade em 

etanol (JORGENSEN et al, 2007).  

 

2.8.4 Outros processos 

 

Uma evolução do processo SSF é a inclusão da co-

fermentação de substratos com múltiplos açúcares, permitindo o 

consumo de pentoses e hexoses no mesmo reator. Essa nova proposta 

tem sido denominada de processo SSCF – Simultaneous 

Saccharification and Co-Fermentation e já foi testada em escala piloto. 

Micro-organismos tradicionais como S. cerevisiae e Z. mobilis, usadas 

para a fermentação de etanol, não metabolizam pentoses. Promover a 

descoberta de leveduras fermentadoras de xilose tem atraído interesse na 

produção de combustíveis líquidos de materiais lignocelulósicos que 

possuem os dois açúcares promovendo melhor eficiência na 

fermentação. Portanto, para eficiente conversão de todos os açúcares em 

etanol, a co-fermentação de hexoses e pentoses em etanol é o principal 

alvo das pesquisas (YADAV et al., 2011). 

Para Hamelinck et al. (2005), o final da evolução da 

tecnologia parece ser o estabelecimento do bioprocesso consolidado 

(CBP – Consolided Bio-Process), no qual as quatro transformações 

biológicas envolvidas na produção do etanol (produção de enzimas, 

sacarificação, fermentação de hexoses e fermentação de pentoses) 
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ocorrem em uma única etapa. Neste caso, segundo Wyman (2007), 

micro-organismos termofílicos necessitariam produzir anaerobicamente 

complexos enzimáticos (celulossomos) com melhor atividade 

celulolítica que as típicas enzimas de fungos e fermentariam todos os 

açúcares liberados no mesmo reator. De acordo com Lynd et al. (2005), 

um fenômeno que impacta sobre a performance desta configuração é a 

sinergia entre enzima e micro-organismo, a qual possibilitaria um 

aumento da eficiência da celulase na presença do complexo celulose-

enzima-micro-organismo em comparação com os complexos celulose-

enzima.  

Conforme Seabra (2008), ainda não existem micro-

organismos (ou combinações) capazes de produzir enzimas e etanol com 

os rendimentos requeridos, mas evoluções têm ocorrido. Apesar das 

expectativas, ainda não existe consenso sobre qual seria o melhor 

caminho para a redução dos custos de produção do etanol de 2G. 

Enquanto alguns pesquisadores acreditam que para alcançar o sucesso 

nesse processo a “chave” esteja na redução do número de etapas do 

processo, outros sugerem que o melhor seria buscar otimização dos 

reatores separadamente, por conta da diferença de condições ótimas de 

cada etapa e também por permitir um melhor controle do processo. 

Independente do processo realizado, os produtos finais da 

fermentação são uma mistura de bioetanol, água e massa celular. O 

primeiro passo é a recuperação do bioetanol por meio de uma coluna de 

destilação (método mais utilizado). A recuperação de bioetanol nas 

colunas de destilação é fixado em 99,6% para reduzir as perdas do 

mesmo. Para se atingir concentrações acima do ponto azeotrópico, 

usam-se colunas de destilação extrativa (benzeno), secagem com 

dissecantes, ou a pervaporação (HAMELINCK et al., 2005; BALAT et 

al., 2008). Os sólidos são separados em uma centrífuga e secos em um 

secador rotatório. Uma fração do efluente da centrífuga (geralmente 

25%) é retornado ao fermentador, o restante continua no processo de 

evaporação. O xarope, segundo Balat et al. (2008), tem um peso total de 

sólidos de 15-20%. O principal resíduo sólido é a lignina e sua 

quantidade depende de alguns fatores, como micro-organismo, tipo de 

processo e biomassa utilizada. A principal proposta para seu uso é a 

geração de vapor e eletricidade pela queima direta em caldeiras e 

centrais de cogeração. 
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2.9 Aspectos econômicos da produção de etanol 2G 

 

Embora a biomassa lignocelulósica seja uma boa opção para a 

produção de etanol de segunda geração devido ao baixo custo e fácil 

acesso, a produção comercial de bioetanol em grande escala ainda não 

se implementou. De acordo com um estudo desenvolvido pelo 

departamento de Agricultura do Estados Unidos (ETHANOL 

STATISTIC, 2008), mesmo que os custos dos materiais lignocelulósicos 

sejam quase a metade dos não-lignocelulósicos, o custo global de 

produção do bioetanol celulósico ainda é muito alto quando comparado 

com o processo tradicional.  

Um estudo realizado por Sassner et al. (2007), apresenta a 

avaliação técnico-econômica da produção de etanol 2G a partir de três 

tipos de materiais lignocelulósicos diferentes. Neste estudo foram 

usados dois materiais da indústria madeireira (abeto e salgueiro) e um 

resíduo agrícola do milho, os quais foram comparados em termos de 

custos de produção e demanda de energia usando o processo baseado no 

pré-tratamento com vapor catalisado com SO2, seguido de sacarificação 

e fermentação simultâneas (SSF). A avaliação econômica constituiu na 

estimativa dos custos de capital e os outros custos associados com o 

processo do bioetanol. Os custos dos maiores equipamentos do 

processo, como o reator de pré-tratamento, secador, caldeira a vapor e a 

máquina peletizadora, foram baseados em cotações dos vendedores. Os 

custos dos outros equipamentos (bombas, tanques, colunas, trocadores 

de calor, etc) assim como os equipamentos auxiliares (tubulação, 

material elétrico, instrumentação, etc) foram estimados usando-se o 

Avaliador de Processos Icarus (IPE) da tecnologia ASPEN. O custo 

anual de capital foi determinado multiplicando-se os investimentos de 

capital fixo por um fator de anuidade de 0,110, correspondente a um 

período de depreciação de 15 anos e uma taxa de interesse de 7%. O 

custo de produção por litro de etanol 2G produzido, assim como os 

custos totais e parciais são apresentados no Quadro 02. Aos sistemas de 

pré-tratamento e geração de vapor junto com os fermentadores SSF 

correspondem os maiores custos no valor de investimento total nos 

caso-base sendo, respectivamente, 172,5, 158,4 e 162,7 milhões de 

dólares para salgueiro, resíduos de milho e abeto. 
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Quadro 02: Custos da produção de etanol 2G (por litro). 

 
Fonte: Sassner (2007). 

 

Umas das primeiras barreiras econômicas seria o rendimento 

econômico marginal da produção do etanol, por exemplo, frente ao 

açúcar, que imporia mecanismos de suporte aos investimentos e aos 

mesmos subsídios permanentes aos produtores. Nas condições vigentes 

nos últimos anos, isso não parece ser relevante, pois este biocombustível 

tem se mostrado consistentemente viável frente à gasolina, quando 

remunerado ao nível do custo de oportunidade do açúcar, sendo ainda 
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mais atraente quando utilizados os melaços. Segundo Ramos (2008), no 

Brasil existe uma vasta biodiversidade e assim, uma grande variedade de 

resíduos agrícolas e agroindustriais que podem ser bioprocessados para 

trazer benefícios socioeconômicos.  

Nos últimos anos, o Brasil ocupa o quinto lugar entre os 

maiores produtores de etanol 2G do mundo, utilizando cana-de-açúcar 

como matéria-prima, que é mais eficiente para a produção de bioetanol 

que o milho. Os custos de produção no Brasil estão entre os mais baixos 

do mundo. Para a produção de etanol 2G no Brasil, os custos estão em 

torno de US$ 1,50 por galão. Os fatores que favorecem a 

competitividade incluem as condições climáticas ideais, baixo custo de 

mão-de-obra, e uma infraestrutura bem madura construída durante ao 

menos 30 anos (BALAT et al., 2008). Estudos demonstram que o etanol 

2G na União Europeia torna-se competitivo quando os preços do 

petróleo alcançam US$ 70 por barril, enquanto nos EUA torna-se 

competitivo a US$ 50-60 por barril. Para o Brasil a barreira é mais baixa 

entre US$ 25 e US$ 30 por barril. O custo da geração de etanol 2G, por 

etapas de produção, para o período de 2005 à 2012 analisados pelo DOE 

são mostrados na Figura 15. 

 
Figura 15: Custo de etanol 2G de 2005 à 2012. 

 
Fonte: Ethanol Statistics (2008). 

 

 

 

  

80



 
 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Neste capítulo estão descritas todas as condições 

experimentais bem como as técnicas analíticas utilizadas no 

desenvolvimento deste trabalho. A metodologia utilizada nos cálculos e 

as análises estatísticas também estão apresentadas para o entendimento 

dos valores calculados.  

Os ensaios de fermentação realizados foram diluídos em dois 

grupos: fermentação de mosto sintético contendo glicose como fonte de 

carbono e fermentação de mosto complexo contendo como substrato 

Açúcares Redutores (AR) provenientes da sacarificação de pseudocaule 

de bananeira.  

O fluxograma mostrado na Figura 16 apresenta os ensaios 

realizados com mosto sintético para seleção de micro-organismos 

visando a fermentação com cocultura.  

 
Figura 16: Fluxograma dos ensaios em frascos de Erlenmeyer com mosto 

sintético empregando diferentes monoculturas microbianas (EG) e cocultura 

(ECG) formada por micro-organismos selecionados em EG. 

 
Fonte: Primária (2017). 

 

O fluxograma apresentado na Figura 17 mostra o número de 

ensaios realizados com mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado. 

 

No Quadro 03 é mostrado o resumo dos experimentos 

apresentados neste trabalho com as principais condições operacionais. 
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O fluxograma apresentado na Figura 17 mostra o número de 

ensaios realizados com mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado. 

 
Figura 17: Fluxograma dos ensaios com mosto proveniente de pseudocaule de 

bananeira sacarificado. 

 
Fonte: Primária (2017). 

 
O Quadro 04, apresenta os experimentos apresentados neste 

trabalho com o resumo das principais condições operacionais. 
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3.1 Biomassa 

 

Os teores de celulose, hemicelulose e lignina do pseudocaule 

de bananeira Musa cavendishii determinados em estudo de Souza (2017) 

são mostrados na Tabela 07, juntamente com outros valores obtidos da 

literatura. 

 
Tabela 07: Teores de celulose (cel), hemicelulose (hemi) e lignina (lig) em 

diferentes tipos de biomassa lignocelulósica. 

Fonte: Souza, (2016) 

 

Foi empregado o pseudocaule da bananeira Musa 

cavendischii, popularmente conhecida em Santa Catarina como 

“bananeira nanica”. O resíduo foi coletado na própria Universidade da 

Região de Joinville - Univille.  

Após ser cortado em fatias de 30 cm de comprimento e 

espessura aproximada de 5 cm, o material foi prensado em prensa de 

cilindros (Figura 18) marca Hidro Industrial (modelo HB-350) para 

extração de seu líquido natural. Em seguida, o bagaço foi seco em 

secador de bandejas (Figura 19) marca COEL HW 500 com convecção 

forçada (velocidade do ar na entrada do secador de 2,6 m/s e na câmara 
de secagem igual a 0,22 m/s), a 60 ºC durante 24 h. O teor de umidade 

do bagaço, após prensagem, ficou em torno de 35% (em base seca) e, 

após secagem, reduz para valores menores que 10%, conforme já 

estabelecido por Gonçalves Filho (2011).  

Biomassa cel 

(%) 

hemi 

(%) 

lig 

(%) 

Referência 

Pseudocaule (Musa 

cavendischii) 

38,5 29,4 8,3 Souza (2016) 

Pseudocaule (Musa 
balbisiana) 

37 21,6 8,5 Gogoi et al. 

(2014) 

Pseudocaule (Musa 

acuminata)  

35,2 24,4 3,4 Ingale et al. 

(2014) 

Palha da cana-de-açúcar  38 29 29 Silva (2009) 

Bagaço de cana-de-

açúcar 

36,3 30,6 9,4 Pereira (2006) 

Bagaço de cana-de-

açúcar 

40,5 28,8 10,7 Gomes (2013) 

Bagaço de cana-de-

açúcar 

38,8 29,4 21,7 Wolf (2011) 

85



 
 

A biomassa seca foi triturada em moinho de facas Solab com 

rotação de 1750 rpm até o tamanho máximo das partículas de 30 mesh 

(0,595 mm). O farelo (Figura 20) obtido foi submetido ao pré-

tratamento químico seguido de sacarificação ou, então, armazenado em 

geladeira a 4 ºC para posterior utilização. Após sacarificação, a mistura 

foi filtrada. O filtrado (caldo) foi aquecido para a evaporação com 

consequente aumento da concentração de açúcares redutores e então 

conservado em congeladores, até utilização como substrato da 

fermentação. O aproveitamento energético do resíduo sólido por meio 

da geração de biogás deverá ser avaliado em breve pelos pesquisadores 

da Univille. 

 
Figura 18: Fotografia da prensa de cilindro para massas Hidro Industrial HB-

350. 

 
Fonte: Primária (2017). 

 

 

  

86



 
 

Figura 19: Fotografia do secador de bandejas COEL HW 500. 

 
Fonte: Primária (2017). 

 
Figura 20: Fotografia do farelo de biomassa de pseudocaule de bananeira. 

 
Fonte: Primária (2017). 
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3.1.1 Pré-tratamento químico 

 

Empregou-se 7 g de farelo de pseudocaule contendo 9,7±0,1% 

de umidade (umidade residual após etapa de secagem, determinado por 

gravimetria conforme definido por GONÇALVES FILHO, 2011). A 

concentração de biomassa seca (ms) no frasco de reação (Erlenmeyer de 

500 mL contendo 200 mL de mistura) foi de, aproximadamente, 70 g/L, 

conforme proposto por Souza (2016). 

Para o pré-tratamento, seguindo a metodologia proposta por 

Souza (2015), utilizou-se a hidrólise ácida com H2SO4 concentrado na 

proporção de 2% m/ms (1,4 g/L de H2SO4 na mistura reacional). A 

reação foi realizada em autoclave elétrica (sem agitação) a 121 ºC por 

15 min. Após pré-tratamento, o pH foi ajustado para 5,5 (solução de 

NaOH anidro) e a mistura foi conduzida à hidrólise enzimática 

(sacarificação). 

 

3.1.2 Sacarificação 

 

Para a sacarificação da biomassa pré-tratada foi utilizada uma 

solução aquosa composta das enzimas Celulase NS50013 e 

Hemicelulase NS22002 da Novozymes®. As respectivas concentrações 

das enzimas (6% m/ms e 2% m/ms), pH reacional (pH 5,5; tampão 

acetato de sódio/ácido acético 0,1 M), temperatura (45 °C) e tempo de 

reação (24 h), foram os mesmos utilizados por Gonçalves Filho (2011) 

conforme indicados pelo fabricante das enzimas.  

Durante os experimentos, as enzimas foram conservadas em 

geladeira e apresentaram atividades em torno de 30 μmol/(min.mL) para 

celulase e de 1,5 μmol/(min.mL) para a hemicelulase. Como reator 

empregou-se frascos de Erlenmeyer de 2000 mL com 900 mL da 

mistura pré-tratada quimicamente, adicionada de 100 mL de solução 

enzimática. A reação enzimática foi conduzida sob agitação constante. 

 

3.1.3 Filtração e concentração do caldo sacarificado 

 

Após sacarificação, a mistura foi filtrada à vácuo e o filtrado 

foi submetido à evaporação aberta (pressão ambiente) em banho de 

aquecimento da marca Fisatom modelo 558 a 70 °C, com 

homogeneização constante a 150 rpm através de agitador portátil com 

pás de hélice até obter-se a concentração de açúcares redutores desejada. 

Para os ensaios indicados na Figura 17, as concentrações foram 

definidas de forma que, ao adicionar-se outros nutrientes no meio os 
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valores de AR (S0) fossem da ordem de 100 g/L (ECP, EBR40, EBR60) e 

150 g/L (EBR4050, EBR6050, EBR4090, EBR6090, BS1 E BS2). A 

princípio, uma maior concentração de açúcares redutores 

fermentescíveis possibilita a obtenção de uma maior concentração de 

etanol no caldo fermentado. As Figuras 21 e 22, a seguir, apresentam-se 

fotografias do licor não concentrado e concentrado. 

 
Figura 21: Licor não concentrado de pseudocaule de bananeira. 

 
Fonte: Primária (2017). 
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Figura 22: Licor concentrado de pseudocaule de bananeira. 

 
Fonte: Primária (2017). 

 

3.1.4 Destoxificação 

 

A destoxificação do mosto sacarificado e concentrado foi 

realizada conforme sugerida por Souza (2016). A adsorção dos 

contaminantes (inibidores da fermentação alcoólica) foi feita por 

adsorção em carvão ativo da marca Merck adicionado ao mosto na 

proporção de 1% m/v. Análises químicas realizadas por Souza (2016) 

determinaram as concentrações de ácidos orgânicos, compostos 

fenólicos, furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF) e açúcares redutores 

presentes no licor após destoxificação. Estes resultados demonstraram 

uma remoção de compostos fenólicos (principais contaminantes) de 

aproximadamente 51% para a proporção 1% m/v de carvão ativo. Após 

mistura, os frascos foram incubados em agitador orbital Shaker 

Incubating LOGEN com frequência de agitação de 200 min
-1

, 30 °C, 

durante 60 min, conforme indicado por Mussatto e Roberto (2004) e 

Ferreira (2013). Em seguida, o carvão foi removido por centrifugação 

(2218 g, 3500 rpm, centrífuga Modelo 280R) e o filtrado, congelado até 

fermentação. 

 

3.2 Micro-organismos e manutenção 

 
Foram avaliados, como micro-organismo da fermentação 

alcoólica, culturas puras das leveduras Saccharomyces cerevisiae CCT 
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0293 (ATCC 26603), Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis) CCT 

2617 (ATCC 58376), Pachysolen tannophilus ATCC 32691 e da 

bactéria Zymomonas mobilis ATCC 3500; todas adquiridas junto à 

Fundação André Tosello, São Paulo.  

A manutenção das cepas foi realizada através do cultivo de 

superfície em placas de Petri empregando meio sólido (20 g/L de Agar-

ágar) e incubação a 30 ºC durante 24 h, seguido de armazenagem em 

geladeira a 4 ºC.  No máximo, a cada quinze dias, as culturas foram 

reativadas através da re-inoculação da cultura em novas placas de Petri 

contendo o mesmo tipo de meio de manutenção. 

Para cada um dos micro-organismos foram utilizados os 

nutrientes recomendados pela Fundação André Tosello, conforme 

mostrado na Tabela 08.   

 
Tabela 08: Meios de cultivo sintético para os micro-organismos avaliados. 

Nutrientes Concentração 

(g/L) 

S. cerevisiae 

 

S. 

stipitis 

 

P. 

tannophilus 

 

Z. 

mobilis 

Glicose 20,0 20,0 20,0 20,0 

Extrato de 

Levedura 

3,0 3,0 3,0 5,0 

(NH4)2SO4 0,5 - 5,0 1,0 

K2HPO4 1,0 - 1,0 1,0 

MgSO4.7H2O 0,1 - 0,1 1,0 

CaCl2 0,1 - 0,1 - 

Peptona - 5,0 - - 

Extrato de 

Malte 

- 3,0 - - 

Fonte: Primária (2017). 

3.3 Ensaios de fermentação 

 Foram desenvolvidos no laboratório de Biotecnologia I da 

Universidade da Região de Joinville – UNIVILLE. 

 

3.3.1 Preparo do inóculo 

 

 O inóculo foi produzido conforme sugerido por Schulz 

(2010). Cultura pura do micro-organismo mantida no banco de cepas da 

UNIVILLE, foi previamente cultivada em placa de Petri (30 ºC, 24 h) 
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contendo meio de cultivo específico (Tabela 07) adicionado de 20 g/L 

de Ágar-Ágar. Em seguida, foi adicionado 5 mL de água destilada em 

cada placa e, após raspagem das colônias com auxílio de uma alça de 

platina, a suspensão microbiana foi coletada por pipetagem e utilizada 

como pré-inóculo em mosto de cultivo líquido (2 mL de pré-inóculo/100 

mL de meio) contido em frascos de Erlenmeyer de 250 mL. Os frascos 

foram incubados em agitador orbital (shaker) da BIOTECH modelo 

CERTOMAT U, a 30 ºC com frequência de agitação de 110 min
-1

 

durante 24 h.  

Antes da inoculação dos frascos de fermentação, o inóculo foi 

padronizado a fim de que cada frasco recebesse massa celular suficiente 

para concentração inicial de micro-organismos (X0) conforme planejado 

(3,0 g/L ou 17,0 g/L em massa seca).  

Para a padronização com concentração de inóculo 3,0 g/L, a 

suspensão microbiana foi centrifugada e a massa celular adicionada de 

água destilada estéril em volume suficiente até absorbância suficiente 

para X0.  Para tanto, foi utilizado curva de calibração (Equação 4) obtida 

em Espectrofotômetro Novaspec II LKB Biochrom com comprimento 

de onda de 570 nm, conforme descrito no Apêndice 01.   

 

Abs = 0,823X + 0,043     r
2
 = 0,989                                                       (4) 

 

 Entende-se como X a concentração de células no inóculo após 

centrifugação e ressuspensão em água, suficiente para atingir X0 no 

biorreator (ou frasco de Erlenmeyer). Para a padronização com 

concentração de inóculo 17,0 g/L, a suspensão microbiana foi 

centrifugada e ressuspensa em solução de sacarose 10%. Após foi 

liofilizada em liofilizador de bancada New Química 588 série LT. 

 

3.3.2 Mosto sintético 

 

 O fluxograma apresentado na Figura 16, mostra os ensaios 

conduzidos com mosto sintético composto por glicose 100 g/L 

adicionado de outros nutrientes conforme proposto por Souza et al. 
(2012): 3 g/L extrato de levedura, 0,5 g/L (NH4)2SO4, 0,5 K2HPO4, 0,1 

g/L MgSO4.7H2O e 0,1 g/L CaCl2. Antes da inoculação, os mostos 

foram esterilizados em autoclave a 121 ºC e 1 atm, durante 15 min e 

deixados em câmara de fluxo laminar até atingir temperatura ambiente. 

A glicose foi esterilizada separadamente para evitar a reação de Maillard 

(complexação da glicose com as proteínas presentes no mosto de 

cultivo). Foram avaliadas duas diferentes concentrações de células no 
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início do processo: 1,5 g/L (Ensaios EG1, EG2, EG3 e EG4) e 3,0 g/L 

(Ensaio ECG, cocultura).   

 

 3.3.3 Mosto de pseudocaule da bananeira sacarificado 

 

Mosto de pseudocaule concentrado foi adicionado de 

nutrientes, conforme proposto por Souza et al. (2012): 3 g/L extrato de 

levedura, 0,5 g/L (NH4)2SO4, 0,5 K2HPO4, 0,1 g/L MgSO4.7H2O e 0,1 

g/L CaCl2. Antes da inoculação, os mostos foram esterilizados em 

autoclave a 121 ºC e 1 atm, durante 15 min e deixados em câmara de 

fluxo laminar até atingir temperatura ambiente. Assim como no caso do 

mosto sintético, o mosto de pseudocaule sacarificado foi esterilizado 

separadamente da solução de nutrientes. Para esses ensaios, a 

concentração total de células (cocultura) no início do processo foi de 3,0 

g/L (Ensaios ECP, EBR4050, EBR6050, EBR4090, EBR6090, BS1) e 17,0 

g/L (BS2). 

 

3.3.4 Ensaios em Batelada  

 

3.3.4.1 Mosto sintético 

 

 Inicialmente foram realizados quatro ensaios de fermentação 

empregando como principal fonte de carbono 100 g/L de glicose 

(Ensaios EG1, EG2, EG3 e EG4). Cada um dos algarismos acrescido 

aos nomes dos ensaios correspondeu a uma espécie de micro-organismo 

avaliado (1 = S. cerevisiae, 2 = Z. mobilis, 3 = S. stipitis, 4 = P. 

tannophilus). A temperatura de incubação (30 º C) foi a mesma em 

todos os ensaios e o pH inicial, específico para cada micro-organismo (1 

= 4,5, 2 = 6,0, 3 = 5,0, 4 = 6,0). Dois dos quatro micro-organismos 

utilizados nesses ensaios foram selecionados e compuseram outro ensaio 

(ECG) também empregando glicose 100 g/L como fonte de carbono. 

Neste caso, o pH de 5,5 definido conforme ensaios preliminares 

realizados por Just et al. (2015) apresentados no Apêndice 4. A 

definição dos micro-organismos foi baseada no crescimento, produção 

de etanol e condições semelhantes de cultivo, visando uma futura 

ampliação de escalas.  

 Em todos os mostos de cultivo foram utilizadas as mesmas 

concentrações dos nutrientes utilizados na obtenção do inóculo, com 

esterilização em autoclave a 121 °C durante 15 min. Os experimentos 

foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 250 mL (100 mL de 

volume de trabalho) contendo 80% v/v de mosto (açúcar + nutrientes) e 
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20% v/v de inóculo. Os frascos foram acondicionados em shaker 

rotativo CERTOMAT U com frequência de agitação de 100 min
-1

.  

 

3.3.4.2 Mosto de pseudocaule sacarificado 

 

Os micro-organismos utilizados na cocultura foram avaliados 

no ensaio com mosto de pseudocaule sacarificado (Ensaio ECP). A 

concentração do caldo foi de 100 g/L e foi realizada conforme descrita 

no item 3.1.3. A temperatura de incubação foi de 30 ºC e o pH inicial foi 

de 5,5.  

Assim como nos ensaios com mosto sintético em todos os 

meios de cultivo aqui empregados foram utilizadas as mesmas 

concentrações de com esterilização em autoclave a 121 °C durante 15 

min e os experimentos foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 

250 mL, nas mesmas condições operacionais.  

 

3.3.5 Fermentações em Batelada Repetida 

 

3.3.5.1 Ensaios em frascos de Erlenmeyer 

 

Foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 250 mL 

contendo 100 mL de volume de trabalho. Como inóculo foi utilizado 

20% do volume de trabalho (v/v) com biomassa microbiana (3,0 g/L) 

composta por 50% de S. cerevisiae e 50% de P. tannophilus. Foram 

realizados dois ensaios de fermentação com duplicata empregando 

incubadora shaker CERTOMAT U a 30 ºC, pH inicial de 5,5 (sem 

controle) e com frequência de agitação de 100min
-1

. Foram avaliadas 

duas condições diferentes de condução do processo fermentativo em 

relação ao volume de “corte” (volume retirado de mosto fermentado 

seguido da reposição de mesmo volume de mosto fresco): 40% (EBR40) 

e 60% (EBR60). Como fonte de carbono foi empregado o mosto de 

pseudocaule sacarificado contendo AR suficientemente planejado para 

S0 = 100 g/L. Os ciclos das bateladas de cada um dos dois ensaios 

(número de cortes) foram repetidos três vezes. 

 

3.3.5.2 Ensaios em biorreator de bancada 

 

Foram conduzidos em biorreator Biostat B (B. Braun) com 

dorna de 2000 mL contendo 1500 mL de volume de trabalho (Figura 

23). Como inóculo foi utilizado 20% do volume de trabalho (v/v). A 

temperatura do processo foi de 30 °C e o pH controlado em 5,5 com 

94



 
 

adição de KOH 3 M. A frequência de agitação foi de 150 min
-1

, 

realizada por três turbinas Rushton, de 50 mm de diâmetro, com seis pás 

planas, separadas por uma distância de 20 cm entre si. Os parâmetros de 

pH e temperatura foram monitorados através de sondas instaladas na 

tampa do reator. Foram avaliadas quatro condições diferentes de 

condução do processo fermentativo em relação ao volume de “corte com 

diferentes proporções de concentração de biomassa celular entre os 

micro-organismos do inóculo (cocultura start). Os volumes de corte de 

40 e 60% foram definidos em virtude de estudos anteriores com 

processo em batelada repetida (SILVA, 2007). (1) Ensaio EBR4050: 

corte de 40%, proporção de 50/50; (2) Ensaio EBR6050: corte 60% e 

proporção 50/50; (3) EBR4090: corte 40% e proporção 90/10; (4) 

EBR6090: corte 60% e proporção 90/10. Como fonte de carbono foi 

empregado o mosto de pseudocaule sacarificado contendo 150 g/L de 

AR, destoxificado. Os ciclos das bateladas de cada um dos quatro 

ensaios foram repetidos três vezes.   
 
Figura 23: Conjunto de equipamentos para realização dos experimentos em 

biorreator de bancada 2 L. 

 
Fonte: Primária (2017). 

 

3.3.6 Fermentação com cocultura em batelada sequencial 

 

Foram realizados em dois biorreatores distintos (Figura 24): 

Biostat B da B. Braun (reator 1) e Liflas GP da Biotron (reator 2). No 
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biorreator 1 foi cultivado S. cerevisiae nas mesmas condições 

operacionais empregadas nos experimentos em batelada repetida 

(descritas no ítem 3.3.5.2). Quando a concentração de AR no biorreator 

1 atingia em torno de 15 g/L, 80% do meio (1200 mL) era transferido 

para o biorreator 2 e re-inoculado com diferentes concentrações de P. 

tannophilus. Para o biorreator 2, também foram empregadas as mesmas 

condições descritas em 3.3.5.2, com exceção do sistema de agitação que 

foi realizada empregando uma turbina com seis pás planas (flate-blade) 

posicionadas rente ao fundo do biorreator. O objetivo destes 

experimentos foi avaliar o consumo de AR e produção de etanol quando 

o cultivo era conduzido em separado (primeiro para consumo das 

hexoses com S. cerevisiae e posteriormente para consumo das pentoses 

com P. tannophilus). Foram testadas duas condições de cultivo: (1) 

Ensaio BS1: concentração celular inicial de 3,0 g/L em ambos os 

reatores e (2) Ensaio BS2: concentração celular inicial de 17,0 g/L em 

ambos os reatores. Na Figura 24 é mostrado um ensaio de batelada 

sequencial.  

 
Figura 24: Conjunto de equipamentos utilizados nos experimentos de batelada 

sequencial.  

 
Fonte: Primária (2017). 

 

  

Biorreator 1 

Biorreator 2 
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3.4 Métodos Analíticos 

 

De todos os ensaios de fermentação realizados foram retiradas 

amostras periódicas para as determinações das concentrações de 

açúcares redutores (AR) e etanol (P). Todas as amostras foram 

coletadas, no mínimo, em duplicata, (2 mL/amostra), transferidas para 

tubo Eppendorf e centrifugadas em Centrifuge 5415C com 12.000 min
-1

 

(1774 g) durante 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para 

um novo tubo de Eppendorf e congelado para posterior análise de AR e 

P.  

3.4.1 Determinação de AR 

 

Foi utilizado o método colorimétrico de DNS (3,5 dinitro 

salicilato) proposto por Miller (1959). A leitura de absorbância (Abs) foi 

feita em espectrofotômetro LKB BIOCHROM, Novaspec II, 

empregando comprimento de onda de 540 nm. O valor de AR foi 

determinado a partir da Equação 5, obtida de curva de calibração 

mostrada no Apêndice 1. 

 

Abs = 0,6989AR - 0,0187                   r
2
= 0,9981                           (5) 

 

Excepcionalmente para os casos da fermentação com mosto 

de pseudocaule (ensaios BS1 e BS2), analisou-se as amostras de AR em 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) para especificar as 

concentrações das hexoses (e dímeros) e das pentoses, principalmente 

no tempo inicial (t0) e final (tf) de cada ensaio. O objetivo deste 

procedimento foi diferenciar as concentrações de cada um desses 

carboidratos nas diferentes fases da fermentação. Para tanto, foi 

utilizado o cromatógrafo Merck Hitachi D-7000 IF equipado com 

detector de índice de refração Merck RI-71 e Coluna Ca SugarPak – 

Waters 30 cm. O eluente empregado foi água ultrapura (água Milli-Q) 

com fluxo de 0,5 mL/min. 

 

3.4.2 Determinação de Etanol 

 

As análises para determinar a concentração de etanol, no 

início (t = t0) e no final (t = tf) de cada etapa de fermentação, foram 

realizadas por cromatografia gasosa (CG). Foi empregado cromatógrafo 

da marca Agilent, modelo 6890, acoplado com amostrador automático 

da Agilent, modelo 7683 e coluna da Hewlett-Packard HP-1 de 

comprimento 50 m e diâmetro externo de 0,32 mm, com fase 
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estacionária 100% dimetil poli-siloxano e espessura de filme 1,05 μm. 

Para a análise as amostras já centrifugadas foram diluídas em água 

destilada e filtradas em microfiltros com porosidade de 0,45 μm. A 

concentração de etanol (P) foi calculada a partir de uma curva de 

calibração construída com padrões contendo o produto nas 

concentrações de (em g/L): 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0.  

 

3.4.3 Cálculo dos parâmetros cinéticos de fermentação 

 

Os valores do fator de conversão de substrato em etanol (YP/S) 

e da produtividade volumétrica em etanol (QP) foram obtidos de acordo 

com Schmidel et al. (2001) a partir das Equações 6 e 7, respectivamente: 

 

 
 f

f
SP

SS

PP
Y






0

0
/                                                                      (6) 

 

 

 
f

f
P

t

PP
Q

0
                                                                       (7) 

 

Onde,  

YP/S – fator de conversão de substrato em etanol (g/g);  

QP – produtividade volumétrica em etanol (g/(L.h));  

Po – concentração de etanol no início da fermentação (g/L);  

Pf – concentração de etanol no final da fermentação (g/L);  

S0 – concentração inicial de AR (g/L);  

Sf – concentração final de AR (g/L);  

tf – tempo de fermentação (h). 

 

Para os ensaios de batelada, a grandeza tf foi correspondente 

ao período de tempo necessário para que AR atingisse a menor 

concentração no mosto, coincidente com o início do período em que 

d(AR)/dt = 0. Para os ensaios de batelada repetida tf correspondeu ao 

tempo necessário para reduzir S0 até Sf em cada um dos ciclos realizados 

(retirada de meio fermentado e reposição de igual volume de meio 

fresco). Para os ensaios com batelada sequencial, o valor de tf foi 

semelhante ao considerado nos ensaios em batelada. Para determinar 

este tempo no biorreator 1, de forma a permitir uma rápida re-inoculação 
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do meio com o outro micro-organismo, as determinações de AR foram 

realizadas imediatamente após sua coleta. 

 

3.4.4 Análises estatísticas  

 

Os resultados obtidos nas fermentações foram analisados pelo 

método ANOVA com teste de Tukey para p < 0,05 empregando o 

programa computacional Origin 7.5. O objetivo do teste de Tukey foi 

determinar quais os grupos de amostras apresentaram diferença 

estatisticamente significantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

99



 
 

  



 
 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Neste capítulo estão apresentados os resultados para a avaliação 

dos diferentes modos de condução de processo fermentativo para 

produção de etanol 2G utilizando os mostos de cultivo propostos. Em 

uma primeira etapa foram definidas as cinéticas de consumo de 

substrato e formação de produto pelas diferentes espécies de micro-

organismos avaliadas e estabelecido o melhor consórcio de micro-

organismos para fermentação por cocultura (para realizar 

simultaneamente o metabolismo de hexoses e pentoses). Em uma 

segunda etapa avaliou-se diferentes formas de regime de operação do 

biorreator visando incrementar o rendimento e a produtividade do 

processo.  

 

4.1 Fermentação por monocultura em batelada simples 

 
As cinéticas do consumo de substrato (AR: glicose) e 

formação de produto (P: etanol) relativas às fermentações por 

monocultura empregado como inóculo os micro-organismos S. 
cerevisae, Z. mobilis, S. stipitis e P. tannophilus são apresentadas na 

Figura 25 (Ensaios EG – mosto sintético, S0 = 100 g/L).  
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Figura 25: Cinéticas de consumo de substrato (AR) e acúmulo de etanol (P) 

durante a fermentação descontínua simples (batelada) de mosto sintético 

contendo glicose (100 g/L) e cultivo com monocultura de Saccharomyces 

cerevisae ATCC 26603 (EG1); Zymomonas mobilis ATCC 3500 (EG2); 

Scheffersomyces stipitis ATCC 58376 (EG3); Pachysolen tannophilus ATCC 

32691 (EG4). As barras de erro representam os desvios padrão das duplicatas.  

 

Fonte: Primária (2017). 

 

A partir da análise dos dados experimentais apresentados na 

Figura 25, pode-se observar que apenas para o caso do uso de cultura 

pura de S. stipitis ATCC 58376 (Ensaio EG3) a glicose inicialmente 

presente no meio de fermentação (ART ≈ 100 g/L) não foi totalmente 

consumida até 48 h de fermentação, refletindo-se assim em um menor 

acúmulo de etanol no meio. Para os demais micro-organismos avaliados 

esse comportamento foi bem diferente, visto que, de 24 a 38 h de 

fermentação, o açúcar presente no meio foi totalmente exaurido. Em 

função disto, S. stipitis não foi selecionada para prosseguimento do 
estudo.  

O comportamento cinético de S. cerevisae, Z. mobilis e P. 
tannophilus foram bastante semelhantes e apresentaram condições para 

serem indicados como “ideais” para o prosseguimento dos estudos 

visando a maximização da produção de etanol. No entanto, como 

[Digite uma 
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pretende-se, na continuidade deste estudo, avaliar a produção de etanol 

em diferentes formas de condução do processo fermentativo, a espécie 

S. cerevisae torna-se, num primeiro momento, a mais atrativa que a cepa 

de Z. mobilis, visto que a cepa empregada (S. cerevisae ATCC 26603),  

segundo informações do fornecedor, possui a característica de ser 

floculante e de possuir tolerância a altas concentrações de açúcar e de 

etanol, o que é desejável para processos fermentativos alternativos ao 

descontínuo simples. 

Na Figura 26 é apresentado os valores obtidos do fator de 

conversão de substrato em produto (YP/S) e produtividade em etanol 

(QP) dos experimentos com monocultura em mosto sintético, calculados 

a partir dos respectivos valores de S0, Sf, P0, Pf e tf . 

 
Figura 26: Fator de conversão de substrato em produto (YP/S) e produtividade 

volumétrica em etanol (QP) obtidos na fermentação de mosto sintético por S. 

cerevisiae (EG1), Z. mobilis (EG2), S. stipitis (EG3) e P. tannophilus (EG4). Os 

valores seguidos de mesma letra não diferem significativamente entre si pelo 

teste de Tukey em nível de 5% (p<0,05). As barras de erros representam os 

desvios padrão das duplicatas.  

 
Fonte: Primária (2017).  

 

Para os micro-organismos tipicamente produtores de etanol 

convertendo hexoses, pode-se perceber que com exceção a S. stipitis, 
não houve diferença significativa (p<0,05) entre os parâmetros cinéticos 

YP/S e QP. Em função de apresentar propriedade floculante favorecendo 

o estudo futuro de outros processos fermentativos, além das avaliadas 

neste trabalho, como por exemplo, cultivo com alta densidade celular, 

definiu-se S. cerevisiae como um dos micro-organismos para compor a 
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cocultura desejada. O outro micro-organismo selecionado foi P. 

tannophilus, capaz de metabolizar hexoses, como S. cerevisiae, e 

pentoses. Além disso, realizar o consórcio de duas leveduras faz com 

que as condições operacionais sejam próximas e melhor controladas.  

Uma série de autores vem testando a capacidade de diversos 

micro-organismos em processar altas concentrações de glicose para 

produção de etanol. Morais et al. (1993), estudaram a produção de 

etanol por S. cerevisiae LACI-delta em mosto de cultivo contendo sais e 

glicose (100 g/L), sem agitação e a 30 ºC. A concentração de etanol 

atingida após 24 h de cultivo foi de 2,9 g/L. Najafpour et al (2004), 

obtiveram valores na ordem de 46 g/L de etanol em cultivo de S. 

cerevisiae ATCC 24860 imobilizada. A concentração de glicose foi de 

150 g/L. Rieger et al. (1983), estudando o crescimento e produção em 

etanol de S. cerevisiae, alcançou valores de 20,5 g/L de etanol com 80 h 

de cultivo e concentração inicial de glicose na ordem de 80 g/L.  

A bactéria Z. mobilis já foi exaustivamente estudada em 

relação a sua capacidade de produção de etanol. Ernandes e Garcia-Cruz 

(2009), avaliaram o efeito da concentração inicial de açúcares sobre a 

produção de etanol por várias linhagens de Z. mobilis e encontraram 

valores em torno de 60 g/L de etanol para a linhagem NRRL B 4286 

com concentração inicial de glicose de 150 g/L. Morais et al. (1993) 

também estudaram várias linhagens de Z. mobilis e, após 24 h de cultivo 

com concentração inicial de glicose de 100 g/L, a linhagem que mais 

produziu etanol foi a Z-2-80 com 2,7 g/L. Para Ernandes e 

colaboradores (2007), a maior concentração de etanol foi de 76,6 g/L, a 

temperatura de 40 ºC quando o meio de cultura foi composto de 25% de 

sacarose e com pH inicial de 8,0. Além disso, os resultados indicaram 

que as diferentes concentrações de sais minerais testados influenciaram 

significativamente na produção de etanol. Neste sentido, alguns autores 

(HEBLING, 1995; TANO E BUZATO, 2003; BORSANI, 2004) 

comprovaram que a bactéria Z. mobilis tem habilidade reduzida na 

produção de etanol a partir de melaços e resíduos agroindustriais quando 

comparada com outros substratos (mosto sintético e cana-de-açúcar).  

As leveduras S stipitis e P. tannophilus têm sido exploradas 

pela sua capacidade de metabolizar não só as hexoses como também as 

pentoses. Agbogbo et al. (2006) demonstrou que a levedura S. stipitis 

pode transformar tanto glicose quanto xilose em etanol. Para glicose, os 

valores alcançaram uma concentração final de 22,7 g/L depois de 96 h 

de fermentação (60 g/L de glicose) e com xilose (60 g/L) a concentração 

de etanol foi de 24,3 g/L com o consumo total da fonte de carbono 

depois de 120 h. Para Karagöz e Özkan (2014), a concentração de etanol 

104



 
 

obtida foi de 10,6 g/L para uma concentração inicial de glicose de 20 

g/L.  

P. tannophilus em estudo conduzido por Zhang e 

colaboradores (2008), fermentou glicose a 20 g/L atingindo uma 

concentração de etanol na ordem de 8 g/L em 60 h de processo batelada. 

A concentração de glicose chegou a zero em aproximadamente 12 h de 

fermentação. Para Sathesh-Prabu e Murugesan (2011), a levedura P. 

tannophilus produziu uma concentração de etanol de 40 g/L quando foi 

cultivada em meio com 150 g/L de glicose.  

O comportamento cinético de S. cerevisae e P. tannophilus, 

empregados individualmente, como micro-organismo fermentador foi 

avaliado em mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado não 

concentrado (50 g/L de AR) e concentrado (100 g/L de AR). Nas 

Figuras 27 e 28 é apresentado as cinéticas de consumo de glicose (AR) e 

formação de produto (P) para os micro-organismos S. cerevisiae (1) e P. 

tannophilus (4) para os casos de cultivo com mosto de pseudocaule de 

bananeira sacarificado não concentrado (EP1 e EP4) e concentrado 

(EPc1 e EPc4). 

 

Figura 27: Cinéticas de consumo de glicose (AR) e formação de produto 

(P) para o micro-organismo S. cerevisiae (1) para o cultivo com mosto 

de pseudocaule de bananeira sacarificado não concentrado (AR = 50,0 

g/L). 

 
Fonte: Just (2015). 
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Figura 28: Cinéticas de consumo de glicose (AR) e formação de produto (P) 

para o micro-organismo S. cerevisiae (1) para o cultivo com mosto de 

pseudocaule de bananeira sacarificado concentrado (AR = 100,0 g/L). 

 
Fonte: Just (2015). 

 

De acordo com os resultados obtidos foi possível verificar que 

os comportamentos cinéticos dos dois micro-organismos para o mosto 

não concentrado foram muito semelhantes. No entanto, ao concentrar o 

mosto, P. tannophilus necessitou de mais tempo para metabolizar a 

mesma quantidade de AR consumida por S. cerevisiae, ou seja, 

apresentou menor velocidade do consumo do substrato e, 

consequentemente, menor velocidade de acúmulo de produto. Isto pode 

ter ocorrido em função de uma maior sensibilidade de P. tannophilus ao 

aumento do efeito inibidor de algum composto presente no mosto 

hidrolisado pela operação de evaporação para aumentar AR.  

 

4.2 Fermentação com cocultura em processo batelada simples 
 

Com a composição de micro-organismos da cocultura 

definida, tornou-se importante avaliar o comportamento do consórcio 

com mosto de cultivo sintético (glicose 100 g/L) e com mosto de 

pseudocaule de bananeira sacarificado (AR 100 g/L). Nas Figuras 29 e 

30 são apresentados os resultados da cinética de consumo de açúcares 

(AR) e produção de etanol (P) para os ensaios empregando cocultura 

microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus.  
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Figura 29: Cinética de consumo de substrato (AR  ) e produção de etanol (P  )  

empregando cocultura microbiana formada por S. cerevisiae e P. tannophilus 

(50:50 em massa seca) na fermentação batelada em mosto sintético contendo 

100 g/L de glicose. As barras de erro representam os desvios padrão das 

triplicatas.  

 
Fonte: Primária (2017). 

 

A partir da análise da Figura 29, pode-se perceber que a 

glicose foi totalmente consumida em torno de 98 h após o início do 

cultivo. O acúmulo de etanol neste período foi de 60,83 g/L, resultando 

em uma produtividade de 0,63 g/L.h. Comparando-se este valor com os 

da monocultura (EG1 e EG4) verifica-se que com a monocultura foi 

possível obter QP em torno de 30% maior. No entanto, a cocultura 

proporciona rendimento em etanol (YP/S = 0,48 g/g) 10% maior. 

Observa-se que, para o consumo da fonte de carbono, um tempo maior é 

requerido para a cocultura. Esta divergência nos tempos pode estar 

associada com o antagonismo microbiano entre as duas cepas, visto que 

P. tannophilus também é um consumidor de hexoses. 

 Em estudo semelhante, Karagöz e Özkan (2014) 

empregaram cocultura de S. cerevisiae e S. stipitis para produção de 

etanol. Parte do estudo foi avaliar a performance da cocultura em meio 
sintético contendo 11 g/L de AR. Os autores conseguiram uma produção 

de etanol em torno de 5,5 g/L. Fu e Peiris (2008) avaliaram a influência 

do consórcio de Z. mobilis e P. tannophilus frente a uma solução de 

glicose e xilose. A concentração inicial da mistura foi de 80 g/L e, após 

aproximadamente 150 h de cultivo, a concentração de AR chegou a zero 
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e a concentração de etanol em torno de 25 g/L. Para Cunha-Pereira et al. 

(2011), a mistura de AR era composta de glicose, xilose e arabinose 

com concentração inicial de 50 g/L (20 g/L de glicose, 20 g/L de xilose 

e 10 g/L de arabinose). A cocultura utilizada foi Spathaspora arborarie 

e S. cerevisiae. Os resultados determinaram um fator de conversão de 

substrato em produto de 0,77 g/g e um coeficiente de produtividade de 

0,69 g/(L.h).  

Em estudo recente, Ashoor et al. (2015) apresentaram os 

resultados obtidos do cultivo da cocultura de S. cerevisiae e S. stipitis 

em frascos de Erlenmeyer. Dentre as várias linhagens testadas, a que 

apresentou melhores resultados exibiu uma concentração final em etanol 

de 8,92 g/L com uma produtividade de 0,186 g/(L.h) e fator de 

conversão de substrato em produto de 0,336 g/g. Culturas mistas de 

Kluyveromyces lactis e Saccharomyces cerevisiae foram testadas pela 

capacidade de produção em etanol com mosto sintético composto por 

sais, extrato de levedura e glicose na concentração de 200 g/L. Após 14 

dias de cultivo (336 h), a glicose foi exaurida e a concentração final de 

etanol alcançou o valor de 80 g/L com produtividade de 0,24 g/(L.h) 

(YAMAOKA et al., 2014). 

 
Figura 30: Cinética de consumo de açúcares redutores (AR ) e produção de 

etanol (P ) empregando cocultura microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus 

na fermentação batelada de mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado 

sem destoxificação. As barras de erro representam os desvios padrão das 

triplicatas.  

Fonte: Primária (2017). 
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Na Figura 30 pode-se observar que com 204 h de cultivo os 

açúcares redutores presentes ainda estão sendo, lentamente, consumidos; 

restando em torno de 10 g/L. A concentração máxima obtida em etanol 

foi de 57,4 g/L. O fator de conversão de substrato em produto foi de 

0,57 g/g e a produtividade em etanol foi de 0,28 g/(L.h). A sobra de AR 

no mosto pode ter ocorrido devido à influência de compostos inibitórios 

presentes no hidrolisado não destoxificado de pseudocaule de bananeira 

(SOUZA et al, 2017), somado à conhecida inibição pela concentração de 

etanol.  

Yadav e colaboradores (2011) estudaram o comportamento da 

cocultura composta de S. cerevisiae e S. stipitis cultivados com 

hidrolisado de palha de arroz. Após a hidrólise, o caldo hidrolisado foi 

concentrado e destoxificado. A concentração inicial de AR ficou em 

torno de 30 g/L e a produção máxima em etanol foi de 7,5 g/L em 36 h 

de incubação com um fator de conversão de substrato em produto de 

0,30 g/g e uma produtividade de 0,20 g/(L.h).  

No cultivo conjunto de Spathaspora arborarie e S. cerevisiae 

utilizando como fonte de carbono hidrolisado de casca de arroz, Cunha-

Pereira et al. (2011), alcançaram valores de fator de conversão de 

substrato em etanol de 0,62 g/g e produtividade de 0,25 g/(L.h). Karagöz 

e Özkan (2014) estudaram a produção de etanol empregando cocultura 

de S. cerevisiae e S. stipitis e fonte de carbono proveniente de 

hidrolisado de palha de trigo. A concentração inicial de AR foi de 100 

g/L e a concentração de etanol alcançada foi de 10,42 g/L. Ingale et al. 

(2014) também utilizaram em seus estudos hidrolisado de pseudocaule 

de bananeira e uma cocultura composta de Aspergillus 

fumigatus/Aspergillus ellipticus e S. cerevisiae. A máxima produção em 

etanol atingida foi de 17,1 g/L com uma produtividade de 0,24 g/(L.h).  

 Hickert et al. (2013) avaliaram a capacidade de produção em 

etanol da cultura mista de S. cerevisiae e S. arborariae com hidrolisado 

de cascas de arroz contendo 27 g/L de glicose, 13 g/L de xilose e 5 g/L 

de arabinose. A concentração de etanol ao final do cultivo (240 h) foi de 

6 g/L. Os autores concluíram que S. cerevisiae provou ser um eficiente 

conversor de hexoses em etanol, enquanto que em cocultura com S. 
arborariae, pentoses e hexoses foram convertidos em etanol mostrando 

bons rendimentos.  

Foi observado que a produtividade em etanol e o fator de 

conversão de substrato em etanol para este trabalho com cultivo de 

cocultura de S. cerevisiae e P. tannophilus utilizando hidrolisado de 

pseudocaule de bananeira alcançou valores equivalentes aos melhores 

resultados reportados na literatura conforme pode ser visto na Tabela 09. 

109



 
 

Por vezes, os valores obtidos neste trabalho foram superiores em um dos 

parâmetros analisados (YP/S e QP) ou nos dois.  

 
Tabela 09: Comparativo entre valores de YP/S e QP de diversos autores e fontes 

de biomassa. 

Biomassa Mo´s YP/S QP Fonte 

Pseudocaule 

de bananeira 

S. cerevisiae 

e P. 

tannophilus 

0,57 0,28 Este 

trabalho 

Palha de arroz S. cerevisiae 

e S. stipitis 

0,30 0,20 Yadav et al. 

(2011) 

Casca de 

arroz 

S. arborarie e 

S. cerevisiae 

0,62 0,25 Cunha-

Pereira et al. 

(2011) 

Palha de trigo S. cerevisiae 

e S. stipitis 

0,11 0,15 Karagöz e 

Özkan 

(2014) 

Pseudocaule 

de bananeira 

A. fumigatus 

e A. ellipticus 

0,43 0,24 Ingale et al. 

(2014) 

Cascas de 

arroz 

S. cerevisiae 

e S. arborarie 

0,13 0,10 Hickert et 

al. (2013) 
Fonte: Primária (2017). 

 

4.3 Fermentação alcoólica por cocultura em bateladas repetidas  

 

4.3.1 Ensaios com mosto sacarificado de pseudocaule em frascos de 

Erlenmeyer 

 

 O processo batelada repetida utiliza-se de uma estratégia de 

substituição de 40 ou 60% do caldo no final da fermentação com o 

mesmo volume de meio fresco. Essa técnica é vantajosa pois remove a 

maior parte dos produtos inibitórios e produz células mais adaptadas que 

irão assegurar uma maior velocidade de utilização do substrato e 

produção do etanol (DISHISHA et al., 2015). 

Nas Figuras 31 e 32 é apresentado as cinéticas de consumo de 

substrato e produção de etanol para os ensaios em regime de operação 
batelada repetida utilizando mosto de pseudocaule de bananeira 

sacarificado não destoxificado com concentração de 100 g/L de AR. A 

concentração celular no início dos experimentos foi de 3,0 g/L. Na 

Figura 29, o corte dos experimentos foi de 40% e na Figura 30, de 60%.  
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Figura 31: Cinética de consumo de açúcares redutores (AR) e produção de 

etanol (P) empregando cocultura microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus 

em mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado empregando regime de 

operação batelada repetida com corte de 40% v/v. As barras de erro representam 

os desvios padrão das triplicatas. 

 
Fonte: Primária (2017). 

 
Figura 32: Cinética de consumo de açúcares redutores (AR) e produção de 

etanol (P) empregando cocultura microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus 

em mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado empregando regime de 

operação batelada repetida com corte de 60% v/v. As barras de erro representam 

os desvios padrão das triplicatas. 

 
Fonte: Primária (2017).  

 

 Conforme pode ser observado nas Figuras 31 e 32 (assim 

como ocorreu no processo batelada), que tanto no processo com corte de 

40% (EBR40) quanto no processo com corte de 60% (EBR60) não 

houve o consumo total da fonte de carbono (AR). As concentrações de 

produto (etanol) e o tempo de processo foram diferentes para cada 
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ensaio. As condições de processo bem controladas fornecem um claro 

efeito sobre o tempo de fermentação e a produtividade. 

Para o ensaio EBR40, os tempos de fermentação para o 

consumo dos açúcares redutores (AR), foram diminuindo ao longo dos 

ciclos (24, 18, 16 e 14 h, respectivamente), possivelmente devido ao 

aumento do número de células. A produtividade em etanol (QP) foi 

significativamente maior (p<0,05) no primeiro ciclo (0,69 g/(L.h)), 

diminuiu no segundo ciclo (0,61 g/(L.h)) e, a partir do segundo ciclo, 

passou a aumentar novamente para 0,63 g/(L.h) (terceiro ciclo) e 0,66 

g/(L.h) (quarto ciclo) resultando numa produtividade média de 

0,65±0,03 g/(L.h). Comportamento semelhante foi observado para o 

fator de conversão de substrato em produto (YP/S) resultando num valor 

médio de 0,54±0,04 g/g. 

No ensaio EBR60, foi observado tanto para a produtividade 

quanto para o fator de conversão de substrato em produto valores 

próximos entre os cortes. O resultado final de QP para este ensaio foi de 

0,54±0,06 g/(L.h) e o YP/S foi de 0,60±0,08 g/g. Mesmo com um fator 

de conversão em torno de 11% maior, a produtividade no ensaio EBR60 

foi menor que no ensaio EBR40. O menor valor em QP foi devido a uma 

maior diluição do inóculo que permaneceu na dorna de fermentação 

após o corte. Acredita-se que outro fator que pode ter contribuído para 

essa menor produtividade esteja relacionado com os compostos 

inibitórios presentes no mosto de cultivo. Em EBR60, a concentração 

média de AR após cada corte (80 g/L) foi maior do que aquela 

observada em EBR40 (60 g/L). Concomitantemente, é esperado que a 

quantidade de compostos inibitórios em EBR60 também seja maior. 

Comparando os resultados do processo batelada repetida 

(EBR40 e EBR60) com o processo em batelada (ECP) todos com 

cultivo de cocultura de S.cerevisiae e P. tannophilus com concentração 

celular inicial de 3,0 g/L, verifica-se que tanto o ensaio EBR40 quanto o 

ensaio EBR60 apresentaram valores superiores de QP. Para EBR40 este 

valor foi 132% maior e para EBR60 foi 93% maior que o processo ECP 

em batelada.  

 Ozmihci e Kargi (2007) avaliaram o processo de operação em 

batelada repetida para a produção de etanol empregando o micro-

organismo Kluyveromyces marxianus DSMZ-7239 e mosto de cultivo 

composto por soro de leite em pó. Foram testadas três diferentes 

concentrações de açúcares redutores: 50, 100 e 150 g/L. O tempo total 

de processo foi de 336 h com cinco ciclos de operação. Para a 

concentração de 100 g/L, o residual de açúcares ao final do quinto ciclo 

foi de 12,7 g/L gerando um fator de conversão de substrato em produto 
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de 0,52 g/g e uma concentração final (5º ciclo) de 68,0 g/L de etanol. 

Fan et al. (2013) utilizaram uma cepa tolerante de inibidores de P. 

guilliermondii e mosto de cultivo composto por hidrolisado de resíduos 

da cultura de milho. O modo de operação do processo fermentativo foi o 

de batelada repetida com cinco ciclos. Os valores encontrados para YP/S 

e QP foram de 0,54 g/g e 0,45 g/(L.h), respectivamente. Os autores 

concluíram que a robustez da cepa combinada com a estratégia de 

fermentação otimizada (batelada repetida) sugere uma plataforma de 

produção de bioetanol simples e rentável.  

 Para Liu e colaboradores (2015), comparado com o processo 

de batelada simples a biomassa celular presente no processo de batelada 

repetida é invariante. Para cada batelada no processo de batelada 

repetida uma maior quantidade de células ativas reduz o tempo da 

batelada (ciclo) quando comparado com o processo de batelada simples. 

Como consequência, altas produtividades em etanol são alcançadas. Os 

autores desenvolveram os ensaios de batelada repetida com cinco ciclos 

e uma concentração inicial de glicose de 200 g/L e alcançaram valores 

de concentração de etanol em torno de 90 g/L. Também comentaram 

que o declínio da taxa de absorção de glicose limita a operação 

prolongada do processo em batelada repetida. Uma cepa recombinante 

de S. cerevisiae capaz de metabolizar glicose e xilose foi empregada no 

estudo do processo de fermentação em batelada repetida utilizando 

hidrolisado de resíduo de arroz contendo 12 g/L de glicose, 10 g/L de 

xilose, 4,72 g/L de frutose, 2,60 g/L de arabinose e 0,89 g/L de 

galactose. Depois de cinco ciclos, a concentração de etanol encontrada 

foi de 9,8 g/L. Os autores também relataram um declínio no consumo de 

açúcares após muitas repetições.  

 Kim et al. (2010) estudaram o processo de batelada repetida 

com uma mistura de glicose e xilose na concentração de 40 g/L. A cepa 

engenheirada de S. cerevisiae, capaz de metabolizar glicose e xilose, 

depois de quatro ciclos de processo, resultou numa produtividade de 

0,59 g/(L.h) e um fator de conversão de substrato em produto de 0,35 

g/g.  

 Estudos recentes têm sido desenvolvidos para testar o 

processo de batelada repetida tanto para a produção de etanol quanto 

para de outros produtos, confirmando que este tipo de modo de operação 

apresenta vantagens frente aos processos tradicionalmente empregados. 

Dentre eles pode-se citar El-Dalatony et al. (2016) que empregou o 

micro-organismo Chlamydomonas mexicana e mosto sintético contendo 

20 g/L de glicose. A produção de etanol se deu em reator de leito 

imobilizado e por processo de batelada repetida com sete ciclos. Os 
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autores atribuem o sucesso dos experimentos tanto ao tipo de regime de 

operação empregado quanto à imobilização celular. Os resultados 

determinaram uma produtividade de 0,138 g/(L.h) e um fator de 

conversão em produto de 0,50 g/g. Santos et al. (2016) encontraram 

resultados promissores ao investigar a produção de etanol por S. stipitis 

utilizando como fonte de carbono xarope de cana-de-açúcar. Os 

experimentos foram conduzidos com em regime de operação batelada 

repetida com cinco ciclos e com uma concentração inicial de açúcares 

de aproximadamente 70 g/L. Os autores alcançaram uma produtividade 

em etanol de 0,54 g/(L.h), a mesma produtividade encontrada neste 

trabalho para um corte de 60%.  

 Ainda, Devarapalli et al. (2016) avaliaram o cultivo batelada 

repetida de Clostridium ragsdalei para a produção conjunta de etanol e 

ácido acético. Segundo o estudo, depois de 1662 h de cultivo e 19 

ciclos, a concentração de etanol ficou em torno de 5,7 g/L. Em todos os 

estudos apresentados, os autores obtiveram resultados promissores para 

a produção rentável de etanol com a utilização do modo de operação em 

batelada repetida, tanto para mostos sintéticos quanto para mostos 

complexos  dos mais diversos tipos de resíduos.  

 Não foram encontrados trabalhos associando o regime de 

operação em batelada repetida e cultivo de cocultura microbiana. 

 

4.3.2 Ensaios em biorreator com mosto de pseudocaule 

destoxificado 
 

 Os produtos de degradação formados no pré-tratamento do 

material lignocelulósico depende tanto da biomassa vegetal quanto das 

condições utilizadas no pré-tratamento como temperatura, tempo de 

reação, pressão e pH. Os produtos da degradação dos açúcares – furfural 

e hidroximetilfurfural – são formados em altas concentrações durante 

condições severas de pré-tratamento ácido. A remoção destes e de 

outros compostos inibitórios do metabolismo microbiano pode ser 

realizada por extração em membranas de troca iônica, adsorção com 

carvão ativo ou tratamento com lacase e peroxidase (KLINKE et al., 

2004). 

 Cavka e Jönsson (2013) estudaram o tratamento de 

hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar e lascas de madeira com 

borohidreto de sódio. Os resultados mostraram que a destoxificação 

efetiva ocorre em condições suaves como temperatura ambiente e pH 

6,0 para concentrações maiores que 50 mM de borohidreto. Mateo et al. 

(2013) avaliaram o efeito de diferentes concentrações de carvão ativo na 
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remoção de compostos inibidores de hidrolisado de resíduos de poda de 

oliveira. Os autores encontraram uma taxa de remoção de 45% quando a 

concentração de carvão ativado foi de 8%. 

 Souza et al. (2017) estudaram o efeito da destoxificação 

utilizando carvão ativado sobre o hidrolisado sacarificado de 

pseudocaule de bananeira. Os autores testaram três diferentes 

concentrações de carvão ativado (1% m/v, 2% m/v e 4% m/v) e 

indicaram a utilização da concentração de 1% m/v, com remoção de 

67% de ácido acético, 92% de compostos fenólicos e 78% de furfural; 

porém os autores chamaram atenção para a perda de AR. Durante o 

processo de destoxificação foi observado que juntamente com os 

inibidores houve a remoção de 17% de glicose, 16% de frutose, 17% de 

sacarose e 25% de xilose; valores estes considerados baixos pelos 

autores em comparação à remoção dos compostos inibitórios. Durante 

este estudo não foi detectado HMF (hidroximetilfurfural) na mistura, 

mesmo antes do processo de destoxificação. Isto pode ter ocorrido em 

função da baixa concentração de HMF no meio decorrente das 

condições pouco severas empregadas na hidrólise ácida (H2SO4 à 2%, 

120 ºC e 15 min) ou devido a interferentes que influenciaram nas 

interpretações dos cromatogramas (Apêndice 8). Diante desde cenário, 

os ensaios seguintes passaram pelo processo de destoxificação com 

carvão ativo a 1% m/v.  

 Nas Figuras 33, 34, 35 e 36 são mostrados os gráficos que 

apresentam os valores de consumo de AR e acúmulo de P para os 

ensaios EBR4050, EBR6050, EBR4090 e EBR6090. Em todos os 

experimentos foi utilizado mosto sacarificado de pseudocaule de 

bananeira para concentração inicial de AR (S0) de 150 g/L e 

concentração celular inicial de 3,0 g/L. Os experimentos diferiram na 

proporção de micro-organismos utilizados no inóculo. Para os ensaios 

EBR4050 e EBR6050, a proporção foi 50% de S.cerevisiae e 50% de P. 

tannophilus enquanto para EBR4090 e EBR6090, a proporção foi 90% de 

S.cerevisiae e 10% de P. tannophilus. Os números 40 e 60 em cada 

ensaio corresponderam ao volume de corte (40 e 60% do volume de 

trabalho). 
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Figura 33: Cinética de consumo de açúcares redutores (AR) e produção de 

etanol (P) empregando cocultura microbiana composta por 50% (em base de 

massa seca de células) de S. cerevisiae e 50% de P. tannophilus em mosto de 

pseudocaule de bananeira sacarificado empregando regime de operação batelada 

repetida com três cortes de 40% (C1, C2 e C3) do volume de trabalho. As barras 

de erro representam os desvios padrão das duplicatas. 

 
Fonte: Primária (2017).  

 

Pode-se perceber, pela observação do gráfico, que houve 

comportamento semelhante entre as velocidades de consumo de AR e 

formação de P entre os três cortes realizados. Entretanto, o tempo de 

fermentação necessário para exaurir AR após o terceiro corte (24 h) foi 

6 h maior do que aquele determinado nos dois primeiros cortes. O tempo 

total de fermentação considerando a batelada inicial foi de 84 h. Os 

açúcares redutores foram prontamente metabolizados (96,7%) em todos 

os cortes. O fator de conversão se manteve praticamente constante no 

decorrer dos cortes (YP/S = 0,41 g/g) com produtividade média em etanol 

de 0,70 0,01 g/(L.h). A concentração média de etanol obtida em todo o 

processo foi de 59,13  1,06 g/L. 
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Figura 34: Cinética de consumo de açúcares redutores (AR) e produção de 

etanol (P) empregando cocultura microbiana composta por 50% (em base de 

massa seca de células) de S. cerevisiae e 50% de P. tannophilus em mosto de 

pseudocaule de bananeira sacarificado empregando regime de operação batelada 

repetida com três cortes de 60% (C1, C2, C3) do volume de trabalho. As barras 

de erro representam os desvios padrão das duplicatas. 

 
Fonte: Primária (2017). 

 

Para o processo com cortes de 60% também houve 

comportamento semelhante entre as velocidades de consumo de AR e 

formação de P entre os três cortes realizados. Tanto as curvas de 

consumo de açúcares redutores quanto as de produção de etanol foram 

semelhantes com o ensaio EBR4050. O tempo total de fermentação 

considerando a batelada inicial foi de 84 h. Os açúcares redutores foram 

prontamente metabolizados (96,5%) em todos os cortes. O fator de 

conversão se manteve praticamente constante no decorrer dos cortes 

(YP/S = 0,45 g/g) com produtividade média em etanol de 0,78 0,02 

g/(L.h). A concentração média de etanol obtida em todo o processo foi 

de 66,00  0,89 g/L. 

Comparando-se os resultados de EBR4050 e EBR6050, 

percebe-se um aumento tanto do fator de conversão (10%) quando da 

produtividade em etanol (12%) para o ensaio com corte de 60%. Essa 

maior produtividade do corte de 60% foi observada por Borzani et al. 

(1990). Não foram encontrados na literatura, trabalhos que relacionem a 

influência dos volumes de corte sobre o crescimento celular ou 

produtividade em etanol ou outro produto.  
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Figura 35: Cinética de consumo de açúcares redutores (AR) e produção de 

etanol (P) empregando cocultura microbiana composta por 90% (em base de 

massa seca de células) de S. cerevisiae e 10% de P. tannophilus em mosto de 

pseudocaule de bananeira sacarificado empregando regime de operação batelada 

repetida com três cortes (C1, C2, C3) de 40% do volume de trabalho. As barras 

de erro representam os desvios padrão das duplicatas. 

 
Fonte: Primária (2017). 

 

Nos ensaios onde houve mudança na proporção de células no 

inóculo utilizado como cocultura start, não foi observado mudança do 

padrão de comportamento frente aos ensaios anteriores com proporção 

celular de 50:50. Porém, os tempos relativos à batelada inicial (36 h) e 

os sucessivos cortes (48 h/corte) foram bem superiores aos ensaios 

anteriores, com proporção de 50% entre os dois micro-organismos da 

cocultura perfazendo um total de 180 h de cultivo. Assim como em 

EBR4050 e EBR6050 os açúcares redutores foram prontamente 

metabolizados (98%) em todos os cortes. O fator de conversão (YP/S) se 

manteve praticamente constante no decorrer dos cortes, com valor 

médio de 0,38 0,05 g/g. A produtividade em etanol se manteve 

constante em 0,30 g/(L.h). A concentração média em etanol foi de 

53,47 0,55 g/L. 
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Figura 36: Cinética de consumo de açúcares redutores (AR) e produção de 

etanol (P) empregando cocultura microbiana composta de 90% (em base seca de 

células) de S. cerevisiae e 10% de P. tannophilus em mosto de pseudocaule de 

bananeira sacarificado empregando regime de operação batelada repetida com 

três cortes (C1, C2, C3) de 60% do volume de trabalho. As barras de erro 

representam os desvios padrão das duplicatas. 

 
Fonte: Primária (2017). 

 

Para o corte de 60%, o tempo total depois de 4 fermentações 

também foi de 180 h e, também o mesmo tempo entre os cortes foi 

observado (36, 48, 48 e 48 h). Tanto as curvas de consumo de açúcares 

redutores quanto as de produção de etanol foram semelhantes com o 

ensaio EBR4090. Os açúcares redutores foram prontamente 

metabolizados (97,5%) em todos os cortes. O fator de conversão (YP/S) 

se manteve praticamente constante no decorrer dos cortes, com um valor 

médio de 0,37  0,05 g/g. A produtividade em etanol se manteve 

constante em 0,27 g/(L.h). A concentração média em etanol foi de 

48,03  0,42 g/L. 

Comparando-se os resultados de EBR4090 e EBR6090, 

percebe-se que os valores de fator de conversão e produtividade em 

etanol foram respectivamente cerca de 12% e 11%, maiores para o corte 

de 40%.  

Na Figura 37 é apresentado um gráfico comparativo dos 

valores de YP/S e QP dos ensaios em batelada repetida discutidos 

anteriormente. 
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Figura 37: Comparativo dos valores de YP/S (  ) e QP (  ) dos ensaios EBR4050, 

EBR6050, EBR4090 e EBR6090. Os valores seguidos de mesma letra não diferem 

significativamente entre si pelo teste de Tukey em nível de 5% (p<0,05). As 

barras de erros representam os desvios padrão das triplicatas.  

 
Fonte: Primária (2017). 

 

Estatisticamente, todos os valores de YP/S e QP diferem 

significativamente (p<0,05) entre os ensaios. Percebe-se pela Figura 37 

que os melhores resultados tanto de YP/S quanto de QP foram obtidos em 

EBR6050. Aliado a isso, nota-se que os resultados dos ensaios que 

empregaram uma proporção celular de 50:50 alcançaram melhores 

resultados que aqueles com uma proporção celular de 90:10.  

Corroborando estes resultados, Karagöz e Özkan (2014) 

estudaram a proporção celular de cocultura de S. cerevisiae e S. stipitis 

na produção de etanol a partir de hidrolisado de resíduo de palha de 

trigo. Os autores afirmam que S. cerevisiae possui uma melhor taxa de 

crescimento específico e utilização de substrato. Também não pode 

converter xilose em xilulose porém pode fermentar xilulose que pode 

ser produzida pelo micro-organismo que metaboliza xilose como S. 

stipitis. Por este motivo, os autores avaliaram diferentes proporções de 

cocultura de S. cerevisiae e S. stipitis em regime de operação de 

batelada. Os resultados mais promissores foram encontrados quando a 

cocultura na proporção de 50:50 foi utilizada. A concentração de etanol 

neste caso foi de 11,55 g/L utilizando S0 de 30 g/L. Ashoor et al. (2015) 

empregaram cocultura de S. stipitis e três diferentes cepas de S. 
cerevisiae (EC1118, 2168 e 49) e testaram as proporções mássicas no 

inóculo de 1:1, 5:1 e 10:1. O regime de operação foi de batelada. Os 
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pesquisadores encontraram melhores resultados em todas as 

combinações de cepas quando uma razão de 1:1 (50:50) foi utilizada. As 

concentrações em etanol nestes casos, variou de 7,6 a 8,9 g/L para S0 de 

30 g/L.  

Os valores comparativos de tempo final de fermentação (tf), 

concentração final de produto (Pf), YP/S e QP dos ensaios com mosto 

sacarificado de pseudocaule de bananeira em regime de operação 

batelada (sem destoxificação), batelada repetida 60% (sem 

destoxificação) e batelada repetida 60% (com destoxificação) estão 

apresentados na Tabela 10. 

 
Tabela 10: Valores de tf, Pf, YP/S e QP para os ensaios ECP, EBR60 e EBR6050.  

Ensaios tf (h) Pf (g/L) YP/S (g/g) QP (g/(L.h)) 

ECP 204 57,4 2,26 0,57 0,01 0,28 0,01 

EBR60 88 47,3 5,68 0,60 0,08 0,54 0,06 

EBR6050 84 66,0 0,89 0,45 0,01 0,78 0,02 
Fonte: Primária (2017).  

 

O menor tempo de fermentação foi do ensaio EBR6050, bem 

como o fator de conversão de substrato em produto. Porém a 

concentração final de etanol e a produtividade em produto foram 

maiores para este ensaio. Um menor tempo de processo associado a 

altos valores de concentração final, levam a bons valores de 

produtividade que são requeridos para uma futura ampliação de escala e 

rentabilidade econômica. A produtividade do ensaio EBR6050 foi 44% 

maior que o ensaio EBR60 e 178% maior que o ensaio ECP. A maior 

produtividade do ensaio EBR6050 está associada ao processo de 

destoxificação e ao regime de operação que foi a batelada repetida com 

corte de 60%.  

Vários autores em seus estudos para obtenção de etanol 

compararam o processo batelada simples com outros tipos de regimes de 

operação, porém em nenhum destes estudos foi utilizado cocultura 

microbiana. Lui et al. (2015) comparou os regimes de operação em 

batelada e batelada repetida de levedura floculante com concentração 

inicial de glicose de 200 g/L. Os pesquisadores concluíram que o 

processo de batelada repetida é superior ao processo de batelada simples 

desde que a biomassa seja reutilizada. Sanda et al. (2011) testaram o 

processo de batelada e batelada repetida com S. cerevisiae e fonte de 

carbono resultante de hidrolisado de palha de arroz. Os resultados 

também indicaram a batelada repetida como melhor método para 

obtenção de etanol frente ao processo batelada. 
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Fan e colaboradores (2013), empregaram a cepa Pichia 

guilliermondii e fonte de carbono de resíduos da lavoura do milho. Com 

uma estratégia otimizada de batelada alimentada, a máxima 

concentração em etanol e produtividade foi de 46,3 g/L e 0,47 g/(L.h), 

respectivamente. Para aumentar ainda mais a produtividade em etanol, o 

processo batelada foi repetido três vezes com reciclo de células e a 

concentração máxima em etanol e sua produtividade alcançaram valores 

de 51,2 g/L e 1,11 g/(L.h), respectivamente. Os autores consideraram o 

sistema promissor para a produção comercial.  

Chang et al. (2012), compararam as condições ótimas de 

máxima produtividade em etanol proveniente de hidrolisado celulósico 

para os processos de batelada e batelada alimentada. Para o processo de 

batelada uma concentração final de etanol de 23 g/L foi alcançada. Já 

para o processo de batelada alimentada este valor foi de 32,3 g/L. Os 

resultados indicam que o processo de batelada alimentada é superior ao 

processo de batelada simples. Outros autores, testaram a produção de 

etanol utilizando como fonte de carbono suco de sorgo doce em 

diferentes concentrações e dois diferentes regimes de operação: batelada 

simples e batelada alimentada. O processo em batelada resultou numa 

concentração em etanol de 32 g/L. O processo em batelada alimentada 

apresentou uma concentração similar porém aumentou em 51% a 

produtividade.  

Pode-se perceber que, em todos os estudos, os processos de 

batelada alimentada e batelada repetida foram superiores à batelada em 

relação à produtividade em etanol. Para os cultivos com coculturas, a 

forma de fermentação depende dos micro-organismos no sistema. 

Alguns autores encontraram resultados que mostram uma baixa 

utilização de xilose (6%) nas condições de batelada, enquanto que as 

condições contínuas favorecem a conversão simultânea (LAPLACE et 

al., 1993). 

 

4.4 Fermentação alcoólica por cocultura de leveduras em batelada 

sequencial 

 

Sabe-se que os açúcares que compõe os hidrolisados de 

material lignocelulósico são, em sua maior parte, glicose e xilose. Nos 

últimos anos, micro-organismos recombinantes que podem realizar esta 

conversão em algum grau foram estudados. De qualquer forma, o uso 

destes micro-organismos em escala industrial necessita de aumento da 

confiabilidade de todo o processo e superação das preocupações do 

público com micro-organismos recombinantes. Também, coculturas de 
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leveduras nem sempre garantem a conversão total das pentoses por 

causa do comportamento diauxico das leveduras fermentadoras de 

pentoses e da competição por oxigênio destas leveduras com as 

leveduras fermentadoras de hexoses (FU et al., 2008; BOTHAST et al., 

1999; DE BARI et al., 2004).  

Assim, o regime de operação de batelada sequencial pode ser 

uma opção promissora para aproveitar ao máximo dos micro-

organismos fermentadores de glicose e xilose. Desta forma, foram 

testados os micro-organismos S. cerevisiae e P. tannophilus cutivados 

separadamente em dois tanques ligados em série (batelada sequencial). 

Para este tipo de processo, primeiramente faz-se o cultivo do micro-

organismo S. cerevisiae em um tanque e, quando a concentração de AR 

atinge o valor de 15-20 g/L, o volume do primeiro tanque é transferido 

para um segundo tanque, onde é feita a inoculação do micro-organismo 

P. tannophilus. O ensaio BS1 empregou concentração celular de 3,0 g/L 

em cada tanque e concentração inicial de açúcares redutores de 150 g/L 

no primeiro tanque. Os açúcares redutores foram provenientes do 

hidrolisado sacarificado de pseudocaule de bananeira destoxificado. O 

ensaio BS2 foi conduzido nas mesmas condições porém com 

concentração celular de 17 g/L em cada tanque. Nas Figuras 38 e 39 é 

mostrado as curvas de consumo de açúcares redutores (AR) e produção 

de etanol (P) para os ensaios de batelada sequencial.  
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Figura 38: Cinética de consumo de açúcares redutores (AR  ) e produção de 

etanol (P  ) empregando cocultura microbiana de S. cerevisiae (3,0 g/L) e P. 

tannophilus (3,0 g/L) em mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado 

empregando regime de operação de batelada sequencial. As barras de erro 

representam os desvios padrão das duplicatas. 

 
Fonte: Primária (2017).  

 

De acordo com a Figura 38, os açúcares redutores foram 

totalmente consumidos dentro de 108 h de cultivo. Quando a 

concentração de açúcares redutores foi de aproximadamente 15 g/L, foi 

iniciada a transferência de 80% (1200 mL) do conteúdo do primeiro 

tanque para o segundo tanque e realizado a inoculação de P. 

tannophilus. A partir deste ponto (t = 72 h) o consumo das pentoses 

levou 36 h para chegar a zero. A concentração de etanol ao final dos 

ciclos foi de 73,33, g/L com uma produtividade de 0,80 g/(L.h).  
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Figura 39: Cinética de consumo de açúcares redutores (AR  ) e produção de 

etanol (P  ) empregando cultura microbiana de S. cerevisiae (17,0 g/L) e P. 

tannophilus (17,0 g/L) em mosto de pseudocaule de bananeira sacarificado 

empregando regime de operação de batelada sequencial. As barras de erro 

representam os desvios padrão das duplicatas. 

 
Fonte: Primária (2017).  

 

O ensaio BS2 foi conduzido da mesma forma que o ensaio 

BS1, porém a concentração celular no início do experimento foi cerca de 

400% maior. O consumo total de açúcares redutores se deu em 84 h. 

Tratando-se somente do consumo das pentoses, o tempo foi de 24 h, 12 

h a menos que o ensaio BS1. A concentração de etanol chegou a 78 g/L 

e a produtividade foi de 0,93 g/(L.h) ao final dos ciclos. Estes valores 

foram respectivamente 6 e 16% maiores que o ensaio BS1. Apesar do 

aumento nos valores de concentração e produtividade, esperava-se 

melhores resultados pois a concentração celular recebeu um 

considerável incremento do ensaio BS1 para o ensaio BS2. Apesar da 

maior concentração celular em BS2, pode ter ocorrido a inviabilização 

de parte da biomassa devido ao processo de liofilização utilizado para 

conservação. Na Figura 40 apresenta-se um gráfico comparativo entre os 

dois ensaios em relação ao fator de conversão (YP/S) e à produtividade 

(QP).  
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Figura 40: Comparativo dos valores de YP/S ( ) e QP ( ) dos ensaios BS1 e 

BS2. Os valores seguidos de mesma letra não diferem significativamente entre 

si pelo teste de Tukey em nível de 5% (p<0,05). As barras de erros representam 

os desvios padrão das triplicatas.  

 
Fonte: Primária (2017).  

 

Grootjen et al. (1991), estudaram a influência da inoculação 

tardia de S. cerevisiae em um leito imobilizado de P. stipitis. A 

inoculação foi realizada após 100 e 200 h de cultivo de P. stipitis. O 

tempo total de cultivo em ambos os casos foi de 600 h e os autores 

constataram que a inserção de S. cerevisiae após 200 h de cultivo 

aumentava a concentração de etanol em cerca de 20%. Tantipaibulvut et 

al. (2015) avaliaram o tempo de inoculação de Bacillus subtilis em 

cultura de S. cerevisiae em um tempo total de cultivo de sete dias. Uma 

concentração de etanol de 4,8 g/L foi alcançada quando a inoculação de 

B. subtilis ocorreu um dia antes do cultivo com S. cerevisiae e uma 

concentração de etanol de 1,0 g/L com inoculação de B. subtilis dois 

dias antes.  

Para estabelecer um sistema de produção de etanol eficiente a 

partir de resíduos de casca de arroz, Li e colaboradores (2011) 

empregaram um sistema de cultura sequencial de S. cerevisiae e P. 

stipitis com desativação pelo calor de S. cerevisiae antes da inoculação 
de P. stipitis. Os ensaios apontaram que após o início dos experimentos 

o tempo ideal de inoculação de P. stipitis foi de 26 h, precedido de 6 h 

de desativação da cepa de S. cerevisiae a 50 ºC. A concentração de 

etanol atingida após 110 h de cultivo foi 15 g/L maior para o cultivo 

sequencial e de 10 g/L para o cultivo com monocultura de S. cerevisiae 
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nas mesmas condições. Singh et al. (2014) investigaram uma técnica de 

cocultura sequencial de P. stipitis e Z. mobilis utilizando hidrolisado de 

grama Kans. O consumo total de açúcares redutores totais depois de 80 

h de cultivo foi de 97,2% e a inoculação de Z. mobilis foi realizada 56 h 

depois do início do cultivo. A concentração final de etanol foi de 

57,8g/L, cerca de 7% menor que o ensaio utilizando mosto sintético.  

Os valores comparativos de tempo final de fermentação (tf), 

concentração final de produto (Pf), fator de conversão de substrato em 

produto (YP/S) e produtividade em produto (QP) dos ensaios com mosto 

sacarificado de pseudocaule de bananeira em regime de operação 

batelada (sem destoxificação), batelada repetida 60% (com 

destoxificação) e tanques em série (com destoxificação) estão 

apresentados na Tabela 11. 

 
Tabela 11: Valores de tf, Pf, YP/S e QP para os ensaios ECP, EBR6050 e BS2.  

Ensaios tf (h) Pf (g/L) YP/S (g/g) QP (g/(L.h)) 

ECP 204 57,4 2,26 0,57 0,01 0,28 0,01 

EBR6050 84 66,0 5,68 0,45 0,08 0,78 0,06 

BS2 84 78,0 0,67 0,50 0,01 0,93 0,01 
Fonte: Primária (2017).  

 

Os menores tempos de fermentação foram dos ensaios 

EBR6050 e BS2, bem como o fator de conversão de substrato em 

produto. Porém a concentração final de etanol e a produtividade em 

produto foram maiores para o ensaio BS2 que para o ensaio EBR6050. 

Para que se tenha uma boa produtividade em etanol é importante que o 

processo apresente robustez e qualidade tanto em escala laboratorial 

quanto em escala industrial. A produtividade do ensaio BS2 foi 19% 

maior que o ensaio EBR6050 e 232% maior que o ensaio ECP. O sistema 

de cocultura ideal combina micro-organismos que não afetam as 

atividades metabólicas um do outro como crescimento, e a 

competitividade pelo substrato devem ser mínimas para maximizar a 

produtividade.  

A inibição do metabolismo de absorção de xilose, pelos 

micro-organismos fermentadores de pentoses, por repressão catabólica 

na presença de altas concentrações de glicose e a inibição por etanol 

devido a rápida produção de etanol pelos micro-organismos 

fermentadores de hexoses, são os maiores problemas relatados nos 

sistemas de cocultura existentes onde estes micro-organismos são 

cultivados simultaneamente. As contramedidas utilizadas para contornar 

esses problemas é o uso da adição sequencial das culturas em seus 
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respectivos mostos e carboidratos. Visto que a cocultura simultânea 

pode gerar este tipo de empecilho e prejudicar a produtividade em etanol 

para o cultivo neste trabalho, o regime de operação de batelada 

sequencial, aproveitando o melhor de cada cepa, parece promissor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

128



 
 

CONCLUSÕES 

 Por meio do estudo em batelada, foi possível determinar as 

cinéticas de consumo de substrato e produção de etanol por diferentes 

micro-organismos, primeiramente com ensaios padrões utilizando 

glicose como fonte de carbono e empregando S. cerevisae, Z. mobilis, P. 

stipitis e P. tannophilus, seguida da realização de ensaios com caldo 

hidrolisado de pseudocaule não-concentrado e concentrado empregando 

S. cerevisae e P. tannophilus. Com os resultados dos ensaios padrões 

pode-se concluir que todos são capazes de degradar ≈ 100 g/L de glicose 

em 24 h e produzir ≈ 40 g/L de etanol, exceto P. stipitis, o qual 

degradou pouca glicose em 48h refletindo na baixa concentração de 

etanol. Além disso, os ensaios realizados com pseudocaule não-

concentrado com os dois micro-organismos selecionados também 

obtiverem resultados semelhantes, e nos ensaios com pseudocaule 

concentrado percebeu-se uma diferença entre as cinéticas avaliadas dos 

mesmos, concluindo-se que S. cerevisae e P. tannophilus são capazes de 

fermentar o caldo hidrolisado de pseudocaule, porém com alguma 

interferência ainda desconhecida do caldo concentrado em relação à 

fermentação de P. tannophilus. 

Nos ensaios em batelada depois de selecionada a cocultura 

microbiana, o emprego da mesma na fermentação de caldo de 

pseudocaule de bananeira previamente sacarificado, propiciou 

incremento na produtividade do processo batelada simples em torno de 

10% em comparação ao mesmo tipo de processo empregando 

monocultura de cada um dos micro-organismos avaliados (S. cerevisiae 

e P. tannophilus).  

A destoxificação do caldo sacarificado com carvão ativo 1% 

antes da concentração do mosto proporcionou aumento em QP em torno 

de 20% em comparação ao mesmo tipo de fermentação com caldo não 

destoxificado. Este comportamento corroborou os resultados 

apresentado por Souza et al. (2017) onde os autores demonstraram que 

esse tipo de destoxificação reduziu em, no mínimo, 50% dos inibidores 

presentes no caldo concentrado sem destoxificação. 

Houve diferença significativa (Teste de Tukey para p˂0,05) entre 

os valores de rendimento e produtividade volumétrica em etanol obtidos 
nos ensaios de batelada repetida ao substituir-se diferentes volumes de 

caldo fermentado (40% e 60%) por igual volume de meio fresco 

(cortes). O ensaio com 60% de corte (composição do inóculo com 50% 

de S. cerevisiae e 50% de P. tannophilus) apresentou os melhores 

resultados. A produtividade média alcançada nos três ciclos (cortes) 
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realizados neste processo de batelada repetida (QP = 0,78±0,06 g/(L.h)) 

foi maior do que a observada em um ciclo do processo simples (QP = 

0,28  0,01 g/(L.h)), com mesmo tipo de substrato e mesma cocultura 

microbiana, essa alternativa torna-se bastante atraente pois além da 

maior produtividade ainda pode contribuir para a redução dos “tempos 

mortos” normalmente presentes em maior número na batelada simples. 

Consequentemente, a produtividade global considerando longos 

períodos de produção pode aumentar proporcionalmente mais no 

processo de batelada repetida do que a batelada simples. 

Para os processos de batelada sequencial, um aumento da 

concentração inicial de inóculo (de 3,0 g/L para 17 g/L) aumentou a 

produtividade do processo em 16%. Comparando o processo de batelada 

sequencial com o processo batelada simples com as mesmas condições e 

mesma concentração inicial de inóculo, ocorreu um aumento de 

aproximadamente 185% na produtividade média indicando 

superioridade do processo de batelada sequencial com cultivo isolado de 

cada um dos micro-organismos (bioconversores de hexoses e 

bioconversores de pentoses) frente à batelada com cocultura. 

Frente aos processos e condições avaliados, o sistema de 

cultivo dos micro-organismos separadamente em batelada sequencial foi 

o que apresentou a maior concentração em etanol no final do processo 

(80 g/L) e também o maior valor de produtividade (0,93 (g/L.h)), sendo 

indicado para produção de etanol 2G a partir de caldo sacarificado de 

pseudocaule de bananeira destoxificado. 
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SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 Avaliação do processo de cultivo contínuo para produção de 

etanol 2G a partir de caldo de pseudocaule de bananeira 

sacarificado; 

 Caracterização e destinação final do resíduo líquido originado 

na etapa de prensagem do pseudocaule de bananeira; 

 Caracterização e destinação final do resíduo sólido originado na 

etapa de filtração do caldo de pseudocaule de bananeira 

sacarificado. 
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APÊNDICES 

 

Apêndice 01 

Curva de calibração para a padronização do inóculo 
 

Tabela 12: Valores de massa úmida e massa seca de Saccharomyces cerevisiae, 

utilizando meio de S.c. após inoculação de 48h a 30ºC. 

Amostra Massa úmida (g) Massa seca (g) Massa celular (g/L) 

A 112,8116 1,0099 10,99 

B 112,6971 1,0222 10,22 

C 112,7518 0,9004 9,004 

 
Tabela 13: Dados experimentais obtidos na construção da curva de calibração 

da concentração celular. 
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Figura 41: Curva de calibração da concentração celular utilizando S. cerevisiae, 

obtida das suspenções do inóculo a 600 nm. 

 
 
Tabela 14: Valores de absorbância de suspensões de P. tannophilus, utilizando 

meio de P.t. após inoculação de 48h a 30ºC.  
 

Diluição Peso celular seco (g/L) ABS 

1:1 1,1 0,969 

1:1,2 0,92 0,822 

1:1,5 0,66 0,716 

1:2 0,48 0,530 

1:3 0,36 0,380 

1:5 0,24 0,283 

1:10 0,2 0,140 
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Figura 42: Curva de calibração da concentração celular utilizando P. 

tannophilus, obtida das suspenções do inóculo a 600 nm. 
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Apêndice 02 

 

Curvas padrão para análises de açúcares pelo método DNS 
 
Tabela 15: Valores de absorbância a 540 nm de amostras contenho diferentes 

concentrações de glicose para a confecção da curva de calibração pelo método 

DNS 

Concentração (g/L) Absorbância (nm) Teste de Equação (g/L) 

0 0 0 

0,1 0,041 0,09 

0,25 0,139 0,24 

0,5 0,296 0,49 

0,75 0,456 0,74 

1 0,624 1,01 

 

 
Figura 43: Curva de calibração obtida a partir de diferentes concentrações de 

glicose pelo método DNS. 
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Tabela 16: Valores de absorbância a 540 nm de amostras contenho diferentes 

concentrações de xilose para a confecção da curva de calibração pelo método 

DNS. 

Concentração (g/L) Absorbância (nm) Teste de Equação (g/L) 

0 0 0 

0,1 0,05 0,09 

0,25 0,151 0,24 

0,5 0,321 0,50 

0,75 0,482 0,74 

1 0,665 1,01 

 

 
Figura 43: Curva de calibração obtida a partir de diferentes concentrações de 

xilose pelo método DNS. 
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Tabela 17: Valores de absorbância a 540 nm de amostras contenho diferentes 

concentrações de glicose mais xilose (50:50) para a confecção da curva de 

calibração pelo método DNS. 
 

Concentração (g/L) Absorbância (nm) Teste de Equação (g/L) 

0 0 0 

0,1 0,036 0,08 

0,25 0,154 0,25 

0,5 0,322 0,49 

0,75 0,509 0,76 

1 0,684 1,01 

 

 
Figura 45: Curva de calibração obtida a partir de diferentes concentrações de 

glicose mais xilose pelo método DNS. 
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Apêndice 03 

 

Determinação da concentração celular (gravimetria): A 

medida da massa seca foi realizada tomando-se uma alíquota de 10 mL 

de suspensão microbiana e centrifugada em centrífuga Excelsa 4 

Modelo 280R a 3500 rpm (2122 g) durante 10 min. Depois de 

centrifugado, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 

água destilada. Em seguida, a massa celular foi transferida para um 

conjunto de filtração dotado com membrana de nitrato de celulose da 

marca Sartorius (0,45 nm), previamente tarada.  Procedeu-se a filtração 

e a membrana foi então removida do conjunto, colocada em um vidro de 

relógio e transferida para uma estufa com temperatura controlada de 105 

ºC durante 24 h. Após este tempo, a membrana foi retirada da estufa e 

acondicionada em um dessecador até esfriar. Após, procede-se nova 

pesagem. O resultado foi expresso pela equação 8 a seguir: 

 

X (g/L) = (M2 - M1)/Va                                                                          (8) 

 

Onde: 

X – concentração celular (g/L) 

M1 – massa da membrana (g) 

M2 – massa da membrana + massa do material seco (g) 

Va – volume da amostra (L) 
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Apêndice 04 

 As Figuras 46, 47 e 48 apresentam os resultados obtidos nos 

experimentos para determinação do pH utilizado nos ensaios 

fermentativos com cocultura de S. cerevisiae e P. tannophilus.  

Figura 46: Cinética de consumo de glicose (AR) e formação de etanol (P) por 

cocultura microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus em pH 4,0. 

 

Fonte: Just (2015). 
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Figura 47: Cinética de consumo de glicose (AR) e formação de etanol (P) por 

cocultura microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus em pH 5,0. 

 

Fonte: Just (2015). 

Figura 48: Cinética de consumo de glicose (AR) e formação de etanol (P) por 

cocultura microbiana de S. cerevisiae e P. tannophilus em pH 6,0. 

 

Fonte: Just (2015). 
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Empregando o método ANOVA com teste de Tuckey verificou-

se que não houve diferença significava (p<0,05) entre o comportamento 

cinético (velocidade global de consumo de AR e formação de P) das três 

fermentações conduzidas em diferentes valores de pH. Sendo assim, 

optou-se pelo valor de pH intermediário (pH 5,0) para os ensaios de 

fermentação batelada repetida empregando como substrato mosto de 

pseudocaule sacarificado. 
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Apêndice 05 

Na Figura 49 é mostrado um cromatograma da análise de 

açúcares realizada para confirmação da concentração de xilose nos 

ensaios. 

 

Figura 49: Cromatograma da análise de açúcares. 
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Apêndice 06 

 As Figuras 50, 51 e 52 apresentam os cromatogramas das 

análises em CG da remoção de compostos inibitórios. 

 

Figura 50: Cromatograma dos compostos ácido acético, açúcares e ácido lático. 

 

Fonte: Souza (2016). 
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Figura 51: Cromatograma do composto hidroximetilfurfural (HMF). 

 

Fonte: Souza (2016). 
 

Figura 52: Cromatograma referente ao composto furfural. 

 

Fonte: Souza (2016). 
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