
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO 

Escola de Química 

Programa de Pós-Graduação em Tecnologia de 

 Processos Químicos e Bioquímicos 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

                            
Carolina Araújo Barcelos 

 
Orientador: Prof. Nei Pereira Jr., PhD 

 

Rio de Janeiro 

Abril, 2012 

APROVEITAMENTO DAS FRAÇÕES 

SACARÍNEA, AMILÁCEA E 

LIGNOCELULÓSICA DO SORGO 

SACARINO [Sorghum bicolor (L.) 

Moench] PARA A PRODUÇÃO DE 

BIOETANOL 



ii 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO 

Escola de Química 

Programa de Pós-Graduação em Tecnologia de 

 Processos Químicos e Bioquímicos 

 

 

 

CAROLINA ARAÚJO BARCELOS 

 

 

 

APROVEITAMENTO DAS FRAÇÕES SACARÍNEA, AMILÁCEA E 

LIGNOCELULÓSICA DO SORGO SACARINO [Sorghum bicolor (L.) 

Moench] PARA A PRODUÇÃO DE BIOETANOL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientador 

Professor Nei Pereira Jr., PhD 

 

 

Rio de Janeiro 

2012 

Tese de Doutorado apresentada ao Programa 

de Pós Graduação em Tecnologia de Processos 

Químicos e Bioquímicos da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro, como parte dos 

requisitos necessários para a obtenção do 

título de Doutor em Ciências (DSc). 



iii 

 

APROVEITAMENTO DAS FRAÇÕES SACARÍNEA, AMILÁCEA E 

LIGNOCELULÓSICA DO SORGO SACARINO [Sorghum bicolor (L.) 

Moench] PARA A PRODUÇÃO DE BIOETANOL 

 

Carolina Araújo Barcelos 

 

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pós-graduação em Tecnologia de 

Processos Químicos e Bioquímicos da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como 

parte dos requisitos necessários para a obtenção do título de Doutor em Ciências 

(DSc). 

 

Aprovada por: 

 

________________________________________________________________________ 

    Nei Pereira Jr., PhD (DEB/UFRJ) - Orientador/Presidente  

 

________________________________________________________________________ 

Rafael Augusto da Costa Parrella, DSc (EMBRAPA MILHO E SORGO) 

 

________________________________________________________________________ 

Lídia Maria Pepe de Moraes, PhD (DBioMol/UnB)     

 

________________________________________________________________________ 

Lídia Maria Melo Santa Anna, DSc (CENPES/PETROBRAS) 

 

________________________________________________________________________ 

Antônio Carlos Augusto da Costa, DSc (IQ/UERJ)     

 

________________________________________________________________________ 

Eliana Mossé Alhadeff, DSc (DEB/UFRJ)  

    

________________________________________________________________________ 

Maria Antonieta Peixoto Gimenes Couto, DSc (DEB/UFRJ)  



iv 

 

Ficha Catalográfica 

 

 

 

 

 

B242a Barcelos, Carolina Araújo. 

 

Aproveitamento das frações sacarínea, amilácea e lignocelulósica do 

sorgo sacarino [Sorghum bicolor (L.) Moench] para a produção de bioetanol 

/ Carolina Araújo Barcelos. - 2012. 

334 f.: il. 

 

Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos) – 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Escola de Química, Rio de Janeiro, 

2012. 

 

Orientador: Nei Pereira Jr. 

 

1. Sorgo Sacarino. 2. Etanol. 3. Pré-Tratamento. 4. Hidrólise Enzimática. 

5. Aproveitamento das frações sacarínea, amilácea e lignocelulósica – Teses. 

I. Pereira Jr., Nei (Orient.). II. Universidade Federal do Rio de Janeiro, 

Programa em Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos, Escola de 

Química. III. Título 

                                                                                                   CDD: 660.634 

 

 



v 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao meu querido orientador, Professor Nei Pereira Jr., 

que foi capaz de me fazer trilhar por um crescimento 

profissional que julgava impossível em tão pouco 

tempo. O seu brilhantismo acadêmico e abnegação à 

pesquisa compuseram uma somatória fundamental 

não só para a construção do pensamento que se 

traduz nas páginas deste longo texto, mas como para 

a maturidade de toda uma vida a seguir: antes de 

tudo, este momento se dedica a este grande mestre 

com carinho. 

 

 

“A gratidão tem três formas: um sentimento no 

coração, uma expressão em palavras e uma 

dádiva em retorno.”  

 

George Herbert 

 

 

 



vi 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

A mente que se abre a uma nova ideia 

jamais volta a seu tamanho original. 

Albert Einstein 



vii 

 

Agradecimentos 

 
Uma tese não é fruto do trabalho solitário, pelo contrário, ela é resultado da 

dedicação de várias pessoas. Por isto, aqui vão alguns agradecimentos àqueles que 

deram sua contribuição, de uma forma ou de outra, para que este objetivo fosse 

atingido.  

 

Primeiramente agradeço a Deus, pela vida e a possibilidade de empreender esse 

caminho evolutivo, por propiciar tantas oportunidades de estudos e por colocar em 

meu caminho pessoas amigas e preciosas; 

 

À minha mãe, Cibele Rodrigues, a pessoa mais importante da minha vida, modelo de 

perseverança diante dos imprevistos da vida e a quem devo tudo o que sou. 

Agradeço o amor incondicional, a amizade, e por me apoiar, incentivar e estar 

sempre ao meu lado me ensinando a ter força, a lutar e a transformar as dificuldades 

em amadurecimento; 

 

Ao meu pai, Ayres Roberto, (in memoriam), minha referência de integridade e 

honestidade e que sempre se faz presente em lembranças; 

 

 Aos meus irmãos, Cecília e Ayres Roberto Barcelos, por estarem sempre presentes 

mesmo que de longe. Obrigada por torcerem tanto pela minha felicidade e, 

principalmente, por fazerem parte dela;  

 

À minha querida família, meu porto seguro, pela estrutura familiar proporcionada ao 

longo da minha vida e por me ajudarem, com compreensão, carinho e amor, em cada 

desafio e conquista da minha vida. A todos, meus mais sinceros agradecimentos;  

 

Agradeço, de forma muito carinhosa, ao Cláudio Antônio Arantes, pela consideração, 

generosidade e imensurável apoio desde o momento em que nos conhecemos; 

 

Ao amigo Roberto Nobuyuki Maeda devo um agradecimento especial. Obrigada por 

ter me acompanhado do início ao fim do doutorado, enriquecendo a minha 

formação profissional como pesquisadora e pela amizade despretensiosa. Sem ele 

esse trabalho não seria o mesmo; 

 



viii 

 

À Vanessa Rocha, pela parceira e por todos os momentos de descontração; tenho 

certeza que ganhei uma grande amiga;  

 

Ao Felipe Oliveira, meu irmão de coração, pela constante presença em minha vida, 

fazer meus dias mais felizes e suportar as dificuldades encontradas;  

 

Ao Paulo Iiboshi, pela colaboração, amizade e momentos de descontração; 

 

Ao amigo Gabriel Vargas Betancur, por toda atenção e paciência dispensada, e pelas 

preciosas sugestões e discussões;  

 

À aluna Mariana Mello, pela excelente relação pessoal que criamos e que espero não 

se perca;  

 

Aos amigos Élcio Borges e Danielle Silveira, pela atenção, apoio e carinho; 

 

À Cristina Amatucci, por ter me acolhido com carinho e pela incansável torcida pelo 

meu sucesso; 

 

A todos os meus amigos do Laboratório de Desenvolvimento de Bioprocessos, do 

qual tive orgulho de fazer parte, juntamente com Luiz André, Camylle, Bruna, 

Fernando, Mônica, Liliana, Bia, Lys e Rafaela. Obrigada pela amizade e momentos 

agradáveis; 

 

Ao Luiz Cláudio, pela amizade e por estar sempre disposto a ajudar; 

 

Aos funcionários Jorge e Vilma, pela amizade e presteza; 

 

À Alcina Fonseca Xavier, pela amizade e enriquecimento a minha vida pessoal e 

profissional, sempre me incentivando na busca do crescimento, um exemplo de 

competência, garra, determinação e disciplina: a minha admiração; 

 

À Lídia Maria Melo Santa Anna, pelas valiosas contribuições e sugestões durante o 

exame de qualificação; 

 

Agradeço também ao Urubatan Palhares Klink, que providenciou de forma eficiente e 

rápida, a matéria-prima para realização deste trabalho; 

 



ix 

 

Ao Laboratório de Permeação de Membranas (PEQ - COPPE/UFRJ) pela 

disponibilização e suporte nas análises de microscopia eletrônica de varredura (MEV); 

 

À Universidade Federal do Rio de Janeiro, todos os professores e funcionários, por 

tornar possível a realização deste trabalho; 

 

 À PETROBRAS pelo apoio e financiamento concedidos. 

 

 

 



x 

 

Resumo 

 
BARCELOS, Carolina Araújo. Aproveitamento das Frações Sacarínea, Amilácea e 

Lignocelulósica do Sorgo Sacarino [Sorghum bicolor (L.) Moench] para a 

Produção de Bioetanol. Tese de Doutorado. Escola de Química, Universidade 

Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012. 

 

Orientador: Nei Pereira Jr., PhD 

 

Dentre as diversas matérias-primas renováveis disponíveis para a produção de etanol, 

o sorgo sacarino apresenta-se como uma das opções mais promissoras devido à sua 

ampla adaptabilidade em diferentes tipos de clima e solo. Além disso, é a única 

cultura que fornece colmos e grãos que podem ser usados para a produção de etanol 

por via enzimática, e a biomassa excedente pode ser utilizada tanto na co-geração de 

energia, como para a produção de etanol denominado de segunda geração. Sendo 

assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a produção de bioetanol a partir das 

frações sacarínea, amilácea e lignocelulósica do sorgo sacarino. Inicialmente, a 

hidrólise enzimática dos grãos de sorgo foi otimizada, através de técnicas de planejamento 

experimental e o hidrolisado, na condição ótima, foi utilizado para a obtenção de etanol, 

empregando uma linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae, resultando em uma 

concentração de etanol de 106,0 g.L-1. Da fração sacarínea (caldo do sorgo) foram 

produzidos 72,0 g.L-1 de etanol. O bagaço do sorgo sacarino foi submetido a um pré-

tratamento ácido para a remoção e hidrólise da hemicelulose e uma linhagem floculante de 

Scheffersomyces stipitis foi empregada para a avaliação da fermentabilidade do hidrolisado 

hemicelulósico, tendo o processo resultado em uma concentração de etanol de 30 g.L-1 em 

23 h de fermentação. O sólido resultante do pré-tratamento ácido foi submetido a uma 

etapa de extração alcalina para a remoção da lignina. Este material parcialmente 

deslignificado, denominado de celulignina parcialmente deslignificada (CPD), foi fortificado 

com nutrientes numa relação sólido/líquido de 1/3,33 g/mL e submetido ao processo de 

hidrólise enzimática e fermentação alcoólica simultâneas, resultando em uma concentração 

de etanol de 84,4 g.L-1 em 36 h de processo. Desta forma, a partir da conversão das frações 

amilácea, sacarina e lignocelulósica do sorgo sacarino foi possível atingir a relação de 

aproximadamente 160 L de etanol/ton de sorgo sacarino, o que corresponde a 13.610 L de 

etanol/ha. Estes resultados indicam o uso desta cultura excepcional, a qual pode ser usada 

como principal matéria-prima para a produção de etanol em regiões com condições de solo 

e clima não favoráveis para o cultivo de cana-de-açúcar e como cultura complementar na 

entressafra do cultivo de cana.  

 

Palavras-chave: Sorgo sacarino, Etanol, Pré-tratamento, Hidrólise enzimática, Aproveitamento 

das frações sacarínea, amilácea e lignocelulósica. 
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Abstract 

 

BARCELOS, Carolina Araújo Aproveitamento das Frações Sacarínea, Amilácea e 

Lignocelulósica do Sorgo Sacarino [Sorghum bicolor (L.) Moench] para a 

Produção de Bioetanol. Tese de Doutorado. Escola de Química, Universidade 

Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012. 

 

Advisor: Nei Pereira Jr., PhD 

 

Among the various renewable feedstocks available for ethanol production, the sweet 

sorghum stands out as one of the most promising due to its wide adaptability to different 

types of climate and soil. Furthermore, it is the only crop that provides stalks and grains 

which can be used to produce ethanol by enzymatic way, and the exceedance biomass can 

be used both for power cogeneration, such as second generation ethanol. Therefore, the 

purpose of this research was to evaluate the bioethanol production from the sugary, starchy 

and lignocellulosic fractions. Initially, the enzymatic hydrolysis of sorghum grains was 

optimized by means of experimental design techniques and the hydrolysate in its best 

conditions was used for ethanol production with an industrial strain of Saccharomyces 

cerevisiae, resulting in an ethanol concentration of 106 g.L-1. From the sugary fraction (sweet 

sorghum juice) it was possible to produce 72 g.L-1 of ethanol. The sweet sorghum bagasse 

was submitted to acid pretreatment for hemicellulose removal and hydrolysis and a 

flocculant strain of Scheffersomyces stipitis was used to evaluate the fermentability of 

hemicellulosic hydrolysate and the process yielded an ethanol concentration of 30 g.L-1 at   

23 h of fermentation. After acid pretreatment, the remaining solid was underwent to an 

alkaline extraction as for lignin removal. This partially delignified material, called partially 

delignified lignin (PDC) was enriched with nutrients in a solid/liquid ratio of 1/3,33 g/mL and 

subjected to a simultaneous saccharification and fermentation (SSF) process, resulting in an 

ethanol concentration of 84.4 g.L-1 at 36 h. Thus, from the conversion of starchy, the sugary 

and lignocellulosic fractions it was obtained approximately 160 L ethanol/ton sorghum, which 

corresponds to 13,610 L ethanol/ha. These results point out for the utilization of this 

extraordinary crop, which should be used as the main feedstock for ethanol production in 

regions where sugar cane has not been adapted due to non-favorable soil and climate 

conditions, as well as an off season complementary feedstock of sugar cane. 

 

Keywords: Sweet sorghum; Ethanol; Pre-treatment; Enzymatic hydrolysis; Lignocellulosic, 

saccharine and starchy fraction.  
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Capítulo 1 

 

Apresentação do Tema da Tese 
 

Por motivos econômicos, geopolíticos e ambientais, as atenções do mundo se 

voltam para fontes alternativas de energia, em especial para o etanol. 
Atualmente, sabe-se que as reservas de combustíveis fósseis, contrariando as 

primeiras previsões, poderão abastecer as necessidades de energia ainda por longo 

período. No entanto, as reservas de petróleo, comercialmente exploráveis, crescem a 

taxas menores que o consumo, indicando, por conseguinte, um descolamento entre 

essas duas curvas (reservas e consumo). Além disso, os custos cada vez mais elevados 

pelas constantes crises políticas e sociais dos países do Oriente Médio, detentores da 

maioria das reservas, o aumento da dificuldade de extração e o crescente uso destes 

recursos como matéria-prima para a produção de bens de consumo serão o principal 

fator para a sua completa substituição (OLIVEIRA, 2009). 
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Além das considerações econômicas, outros fatores como a segurança 

energética, a emissão de gases poluentes e a mudança climática global estão 

ajudando a guiar a revolução bioenergética (NASS et al., 2007).  

Sinônimo de combustível renovável, que polui menos em comparação com os 

derivados de petróleo, o etanol voltou a ocupar um lugar de destaque no cenário 

energético do país e também começou a ser desejado por vários países. Um reflexo 

da sua importância é o aumento da produção mundial, que praticamente 

quadruplicou nos últimos 10 anos (JANK, 2009). 

Uma visão realista projeta que mais de 10% de toda a gasolina usada no 

mundo possa ser substituída por biocombustíveis nos próximos 15 - 20 anos e a 

demanda de energia está projetada para crescer mais de 50% até 2025, em grande 

parte decorrente do crescimento de países em rápido desenvolvimento, levando 

assim à necessidade de um aumento significativo da produção de etanol (ALPER E 

STEPHENOPOULOS, 2009; GOLDEMBERG, 2008). 

Atualmente o Brasil defronta-se com a perspectiva de um aumento significativo 

da demanda de etanol. Esta previsão sustenta-se em três realidades de mercado: 

aumento interno do consumo de á lcool hidratado pelo sucesso da introdução da 

alternativa flex fuel no mercado de veículos automotivos leves; expansão das 

exportações brasileiras de etanol em função do crescente interesse mundial pela 

mistura do álcool a gasolina; opção brasileira pela produção do biodiesel utilizando 

etanol na transesterificação dos óleos vegetais.  

Apesar do aumento nas vendas de etanol nos últimos anos e do custo 

competitivo de produção do combustível, com baixa emissão de CO2, o Brasil 

necessita de uma política de expansão para a produção de etanol, não apenas para 

abastecer o mercado interno como também para suprir a demanda de outros países 

frente às novas exigências ambientais, estimulando cada vez mais a pesquisa e o 

desenvolvimento de novas matérias-primas para a produção de etanol. 
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Lipinski e Kresovich (1992), que fizeram uma apreciação sobre culturas de 

grande potencial energético como fontes renováveis de energia, afirmaram que as 

três culturas de maior destaque são a cana-de-açúcar, a beterraba açucareira e o 

sorgo sacarino. 

A cana-de-açúcar se desenvolve bem no trópico úmido, apresentando 

rendimentos altos em açúcares por área cultivada enquanto a beterraba açucareira se 

desenvolve em climas temperados (LIPINSKI e KRESOVICH, 1992). O sorgo sacarino 

se assemelha à cana-de-açúcar, uma vez que o armazenamento de açúcares se 

localiza nos colmos, além de fornecer grande quantidade de massa verde (bagaço). 

Entretanto, ele difere de maneira acentuada da cana-de-açúcar pelo fato de ser 

cultivado a partir de sementes e apresentar um ciclo vegetativo bem mais curto, de 

90 a 130 dias. Pode ser cultivado tanto em zonas temperadas como tropicais, 

necessita de 33 a 50% menos água que a cana, sendo eficiente no uso de água. 

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

utilizados para alimentação animal e/ou produção de etanol em processo similar ao 

praticado na produção do etanol de milho. 

Além das diferentes matérias-primas, os materiais lignocelulósicos também 

vêm sendo estudados como fonte de açúcares fermentáveis para a produção de 

etanol devido à sua grande disponibilidade e baixo custo, e para a construção de 

biorrefinarias integradas, um conceito análogo ao das refinarias de petróleo (BASTOS, 

2007; MARTÍN et al., 2007).  

Atualmente, a cana se distingue na produção de etanol como a matéria-prima 

que estabelece melhores condições de produtividade, porém tal produtividade está 

restrita ao uso de determinados solos e condições especiais de clima. Então, uma vez 

estabelecido o mercado para o etanol e levando em consideração as características 

citadas acima, o sorgo se insere como uma matéria-prima bastante promissora para a 

produção de etanol, principalmente em regiões com condições de clima não 

favoráveis para o cultivo de cana-de-açúcar e naquelas onde a cana tem adaptação, 
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seria uma cultura complementar na entressafra utilizando a mesma estrutura de 

colheita e processamento da cana, estendendo o período de colheita por mais quatro 

meses, evitando a ociosidade das destilarias.  

Diante do exposto, o presente trabalho objetiva o desenvolvimento de um 

processo para o aproveitamento integral do sorgo sacarino para a produção de 

bioetanol através da otimização das diferentes etapas empregadas para a conversão 

das frações (sacarínea, amilácea e lignocelulósica), em substrato, para a subsequente 

fermentação.   

A fim de proporcionar uma exposição mais ordenada, o presente trabalho foi 

dividido em seis capítulos, além desta Apresentação do tema da tese.  

O Capítulo 2 apresenta um breve histórico da produção de etanol no Brasil, 

destacando os principais acontecimentos que marcaram o setor sucroalcooleiro no 

País nos últimos 30 anos, bem como a caracterização atual deste setor. Apresenta-se 

também um levantamento bibliográfico das principais características e aplicações da 

matéria-prima empregada neste trabalho: o sorgo sacarino. Apresentam-se também, 

neste capítulo, os principais conceitos relacionados à pré-tratamentos, hidrólise 

enzimática, enzimas amilolíticas e celulolíticas, processos de fermentação, agentes 

fermentativos e otimização de processos. 

 O Capítulo 3 apresenta a justificativa e os objetivos deste trabalho, enquanto 

que no Capítulo 4 são descritos os materiais e as metodologias empregadas neste 

trabalho.  

No Capítulo 5 estão expostos os dados obtidos experimentalmente, bem como, 

as discussões referentes a estes. Foram realizadas também comparações entre os 

resultados obtidos neste trabalho e os apresentados na literatura. 

Por fim, no Capítulo 6, estão apresentadas as principais conclusões, além de um 

conjunto de sugestões para trabalhos futuros. 
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Capítulo 2 

 

Revisão Bibliográfica 

Este capítulo apresenta um breve histórico da produção de etanol no Brasil, 

bem como um panorama e perspectivas relacionadas a este setor. Apresenta-se um 

levantamento bibliográfico das principais características e aplicações da matéria 

prima empregada neste trabalho: o sorgo sacarino, bem como o cenário mundial e 

brasileiro da produção e área plantada deste cereal, suscitando que é necessária a 

busca por fontes alternativas para produção de etanol, visando à sustentabilidade e a 

consolidação do conceito de energia renovável.  

Abordou-se o processo de conversão da biomassa em substrato para 

produção de etanol, bem como os assuntos relacionados, tais como: pré-

tratamentos, enzimas amilolíticas e celulolíticas, agente fermentativo e a tecnologia 

de sacarificação e fermentação simultâneas (SSF).  
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2.1. Panorama e Perspectivas da Produção de Etanol no Brasil 

 

Recentemente, a demanda mundial por etanol combustível tem se expandido 

de forma muito rápida, e esta deverá aumentar ainda mais no futuro próximo, 

principalmente nos países mais desenvolvidos e nos de maior consumo de 

combustíveis automotivos. Isto se deve a combinação dos seguintes fatores: 

substituição do MTBE (Éter Metil Térc-Butílico) como aditivo da gasolina (para 

aumento da octanagem do combustível e como aditivo oxigenado) devido ao 

impacto ambiental associado ao uso deste éter; adoção de estratégias para a 

redução/limitação das emissões dos gases precursores do efeito estufa, conforme 

demandado para alguns países pelo Protocolo de Kyoto; redução da dependência de 

derivados de petróleo na matriz energética; incentivos à agricultura e às indústrias 

locais (PIACENTE, 2006).  

O Brasil e os Estados Unidos se destacam como produtores mundiais de 

etanol; juntos são responsáveis por mais de 70% da produção global. O custo real da 

produção de etanol é difícil de ser avaliado devido à variedade de fatores específicos 

envolvidos na sua produção. Os custos variam com o valor das diferentes culturas 

usadas e escala de produção, com a localização e tipo de tecnologia empregada, com 

os custos para a fermentação e destilação do produto final e ainda com o modo de 

operação utilizado na alocação e destino dos resíduos. O Brasil é considerado o país 

que possui os menores custos para a produção de etanol no mundo (OLIVEIRA, 

2009). 

O Brasil é o segundo maior produtor de etanol, o maior exportador mundial, e 

é considerado o líder internacional em matéria de biocombustíveis e a primeira 

economia em ter atingido um uso sustentável dos biocombustíveis. Na safra 2010/11 

foram produzidos no Brasil 27,6 bilhões de litros de álcool (8 bilhões de litros de 

anidro e 19,6 de hidratado), aumento de 7% em relação a safra 2009/2010 na qual 

foram produzidos 25,8 bilhões de litros. Os Estados Unidos lideram a produção com 
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quase 50 bilhões de litros (FASa, 2011; JANK, 2009). A figura 2.1 apresenta o ranking 

dos principais países produtores de etanol e projeções até 2012, baseadas na 

capacidade de produção e metas de consumo nos principais países. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1. Ranking dos países produtores de etanol 

Fonte: UNICA (2009) 

 

Na safra 2010/2011 foram produzidas no Brasil 624 milhões de toneladas de 

cana-de-açúcar. O setor sucroalcooleiro brasileiro tem 437 unidades produtoras, 

sendo 168 produtoras de álcool, 16 de açúcar e 253 de açúcar e álcool (MDIC, 2012). 

O etanol é utilizado em mistura com gasolina no Brasil, EUA, UE, México, Índia, 

Argentina, Colômbia e, mais recentemente, no Japão. O uso exclusivo de álcool como 

combustível está concentrado no Brasil 

No Brasil, aproximadamente 79% do etanol combustível é produzido a partir 

do caldo de cana de açúcar e o restante a partir de melaço gerado da fabricação do 

açúcar (WILKIE et al., 2000). 
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Com a crise do petróleo, em 1975, foi criado o Pró-álcool (através do decreto 

nº 76.593), com a implantação de diversas destilarias de etanol em todo o Brasil, 

visando o uso alternativo deste combustível em substituição ao petróleo e seus 

derivados. O governo brasileiro passou a investir grandes quantias no cultivo da cana 

de açúcar a fim de se obter o etanol a partir da fermentação da sacarose (LORA e 

ANDRADE, 2009).  

De 1975 a 2000, foram produzidos cerca de 5,6 milhões de veículos a álcool 

hidratado. Acrescido a isso, o Programa substituiu por uma fração de álcool anidro 

(entre 1,1% a 25%) um volume de gasolina pura consumida por uma frota superior a 

10 milhões de veículos a gasolina, evitando, assim, nesse período, emissões de gás 

carbônico da ordem de 110 milhões de toneladas de carbono (contido no CO2), a 

importação de aproximadamente 550 milhões de barris de petróleo e, ainda, 

proporcionando uma economia de divisas da ordem de 11,5 bilhões de dólares 

(SCANDIFFIO, 2005). 

No programa Brasileiro do Álcool (Pró-álcool), destacam-se cinco fases 

distintas, as quais estão apresentadas na figura 2.2.  

 

1a: 1975 a 1979 - Fase Inicial 

Segundo Costa et al. (2010), a primeira fase foi caracterizada por um grande 

esforço para aumentar a produção de álcool anidro, usando melaço, a fim de ser 

usado como aditivo a gasolina. 

 

2ª: 1980 a 1986 - Fase de Afirmação 

A segunda fase foi caracterizada pelo segundo choque do petróleo onde o 

preço do petróleo atingiu US$36/barril. Em 1980, as importações representaram 46%. 

A produção de etanol chegou, ao final do período, a 12 bilhões de litros, 15% maior 
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do que a meta estabelecida. Durante esta fase, a proporção de veículos  a álcool 

aumentou de 0,46% em 1979 para 76,1% em 1986 (COSTA et al., 2010). 

 

 

 

 

Figura 2.2. Evolução do programa nacional do álcool no Brasil 

Fonte: 70-00: UDOP (2009a); 00-08: UNICA (2009); 09-11: MDIC (2012) 

 

3ª: 1986 a 1995 - Fase de Estagnação 

A partir de 1986, o cenário internacional do mercado petrolífero é alterado. Os 

preços do barril de óleo bruto caíram de um patamar de US$ 30 a 40 para um nível 

de US$ 12 a 20. Esse novo período, denominado “contra choque do petróleo”, 

colocou em xeque os programas de substituição de hidrocarbonetos fósseis e de uso 

eficiente da energia em todo o mundo. Na política energética brasileira, seus efeitos 

foram sentidos a partir de 1988, coincidindo com um período de escassez de 

recursos públicos para subsidiar os programas de estímulo aos energéticos 

alternativos, resultando num sensível decréscimo no volume de investimentos nos 

1 - Fase Inicial          2 - Fase de Afirmação         3 - Fase de Estagnação 

4 - Fase de Redefinição         5 - Fase Atual 
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projetos de produção interna de energia. A oferta de álcool não pôde acompanhar o 

crescimento descompassado da demanda, com as vendas de carro a álcool atingindo 

níveis superiores a 95,8% das vendas totais de veículos de ciclo Otto para o mercado 

interno em 1985 (ZANCANER, 2008).  

Segundo Zancaner (2008), os baixos preços pagos aos produtores de álcool a 

partir da abrupta queda dos preços internacionais do petróleo (que se iniciou ao final 

de 1985) impediram a elevação da produção interna do produto. Por outro lado, a 

demanda pelo etanol, por parte dos consumidores, continuou sendo estimulada por 

meio da manutenção de preço relativamente atrativo ao da gasolina e da 

manutenção de menores impostos nos veículos a álcool comparados aos à gasolina. 

Essa combinação de desestímulo à produção de álcool e de estímulo à sua demanda, 

pelos fatores de mercado e intervenção governamental assinalados, gerou a crise de 

abastecimento da entressafra 1989-90. Vale ressaltar que, no período anterior à crise 

de abastecimento houve desestímulo tanto à produção de álcool, conforme citado, 

quanto à produção e exportação de açúcar, que àquela época tinham seus preços 

fixados pelo governo. 

Apesar de seu caráter efêmero, a crise de abastecimento de álcool do fim dos 

anos 1980 afetou a credibilidade do Pró-álcool, que, juntamente com a redução de 

estímulos ao seu uso, provocou, nos anos seguintes, um significativo decréscimo da 

demanda e, consequentemente, das vendas de automóveis movidos por esse 

combustível.  

 

4ª: 1995 a 2000 - Fase de Redefinição 

Os mercados de álcool combustível, tanto anidro quanto hidratado, 

encontram-se liberados em todas as suas fases de produção, distribuição e revenda 

sendo os seus preços determinados pelas condições de oferta e procura. De cerca de 
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1,1 milhão de toneladas de açúcar que o país exportava em 1990 passou-se à 

exportação de até 10 milhões de toneladas por ano (dominando o mercado 

internacional e barateando o preço do produto) (ZANCANER, 2008). 

Segundo os dados da Associação Nacional de Fabricantes de Veículos 

Automotores – ANFAVEA, de 1998 a 2000, a produção de veículos a álcool manteve-

se em níveis de cerca de 1%. A constituição da chamada “frota verde”, ou seja, o 

estímulo e a determinação do uso do álcool hidratado em determinadas classes de 

veículos leves, como os carros oficiais e táxis, tem provocado um debate entre 

especialistas da área econômica, contrários aos incentivos, e os especialistas da área 

ambiental, favoráveis aos incentivos ao etanol. Em 28 de maio de 1998, a medida 

provisória nº 1.662 dispôs que o Poder Executivo elevará o percentual de adição de 

álcool etílico anidro combustível à gasolina obrigatório em 22% em todo o território 

nacional até o limite de 24%.  

Com o advento do veículo a álcool hidratado, a partir de 1979, adotaram-se 

políticas de preços relativos entre o álcool hidratado combustível e a gasolina, nos 

postos de revenda, de forma a estimular o uso do combustível renovável. 

 

5ª: Fase Atual 

Após ascensão e declínio, quando o Pró-álcool parecia fadado ao fracasso, o 

programa ganha novo fôlego, derivado em parte de novo aumento do preço do 

petróleo no mercado internacional, da conscientização do Protocolo de Kyoto e do 

surgimento dos veículos bicombustíveis (flex fuel). 

Segundo Michellon et al. (2008), a nova alta do petróleo trouxe a tona 

novamente a discussão da dependência do combustível fóssil, estimulando o debate 

e a busca de fontes alternativas renováveis de energia. Houve também, a maior 

conscientização do Protocolo de Kyoto (1997), tratado internacional, cujo objetivo 

principal é conseguir que os países desenvolvidos reduzam em 5% a emissão de 
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gases causadores do efeito estufa em relação ao nível de emissão de 1990, entre 

2008 e 2012, e reativou os projetos de substituição de combustíveis fósseis pelos 

renováveis, que são menos poluentes. Em março de 2003, foi lançado no mercado 

brasileiro o veículo bicombustível, movido tanto a álcool como a gasolina, tecnologia 

conhecida como “flex fuel”, a demanda interna por álcool aumentou e continua 

aumentando. Assim, o Brasil tem um dos seus maiores desafios que é atender as 

crescentes demandas externa e interna. 

 

Cenário Atual e Perspectivas do Etanol 

A indústria sucroalcooleira vive um momento de otimismo, decorrente de uma 

conjunção de fatores favoráveis. Ao mesmo tempo em que a economia nacional 

inicia processo de recuperação, que se reflete no aumento do consumo de açúcar e 

combustíveis, inclusive o álcool, o mercado externo também está cada vez mais 

atraente e promissor. No entanto, o Brasil encontra-se em uma posição 

desconfortável por ser um grande produtor global de etanol sem conseguir ter o 

bastante para atender a própria demanda.  

O advento dos veículos flex fuel gerou um aumento significativo no consumo 

de álcool hidratado no Brasil (4,3 bilhões de litros em 2003 para 15 bilhões de litros 

em 2010). Cabe destacar que nos EUA, a frota deste tipo de veículo é superior a 7 

milhões de unidades que podem ser abastecidas com qualquer mistura de E-85 (85% 

de etanol e 15% de gasolina) e gasolina. Outros países como Suécia, Espanha, 

Alemanha, França, Holanda, Inglaterra e Canadá estão incentivando o uso de 

veículos flex fuel (MDIC, 2012). 

 Enquanto as vendas de veículos bicombustíveis cresceram 21,7% entre 2008 e 

2010, a produção de etanol no Brasil entre a safra 2008/2009 e a atual (2011/2012) 

deverá cair mais de 12%, com a recente revisão da safra no Centro-Sul brasileiro, 

devido a problemas climáticos e baixos investimentos na renovação dos canaviais. A 
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estimativa de produção de etanol do Centro-Sul nesta safra é de 22,5 bilhões de 

litros. A região representa 90% da safra de cana do Brasil. O impacto do gargalo 

criado por uma frota de veículos bicombustível que crescerá em perto de 3 milhões 

de unidades apenas este ano também deve colocar mais pressão no governo para 

conter a inflação, que está próxima do teto definido pelo Banco Central. O 

descompasso entre oferta e demanda de etanol deve persistir até pelo menos 2015. 

Para a próxima safra, praticamente não tem nenhuma usina a ser aberta. E quando a 

usina começa a produzir, ela não entra com capacidade total no primeiro ano. 

Mesmo se as vendas de carros não crescessem, ainda assim ficaria abaixo da 

demanda (COGO, 2012).  

O número de licenciamento de veículos leves em novembro de 2011 foi de 

305,2 mil, apresentando uma  redução de 2,0% em relação a novembro de 2010. 

Desse total, os carros flex fuel representaram 83%. Em novembro, o setor automotivo 

alcançou a marca de 15,1 milhões de veículos bicombustíveis licenciados desde 2003 

e a participação estimada na frota total de veículos leves é de 46%. Com isso, o 

consumo potencial total de etanol por esses carros seria de 21 bilhões de litros 

anuais, considerando a média de consumo por veículo entre 2005 a 2010, de 1.756 

litros. Incluindo mais 2,76 milhões de automóveis que serão adicionados à frota este 

ano, de acordo com previsão da Fenabrave, o total seria de 25,8 bilhões de litros. 

Exalta-se o aumento da participação dos veículos à gasolina, devido a um aumento 

significativo, nos últimos meses, do licenciamento de veículos importados. 

A demanda de etanol para veículos em 2011 foi de 23 bilhões de litros, 

considerando 14 bilhões de litros de hidratado e 9 bilhões de litros de anidro, queda 

de 11,5%, se mantida a proporção de 25% de mistura na gasolina. O problema da 

oferta apertada de etanol não tem saída no curto prazo, diante da necessidade de 

investimentos para se duplicar a produção de cana do país de modo a atender uma 

venda anual de 6 milhões de veículos estimada para 2020. Em 2020 será preciso ter 

dobrado a produção, para 1,2 bilhão de toneladas de cana. Para isso, tem que ter 
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investimento em mais 130 a 140 novas unidades produtoras. São necessários R$ 170 

bilhões em investimentos para abastecer 60% do consumo de combustível do veículo 

leve, numa repetição do ciclo de investimentos de 2005-2009 (COGO, 2012). 

As projeções do etanol, referentes à produção, consumo e exportação no 

Brasil refletem grande dinamismo desse produto devido especialmente ao 

crescimento do consumo interno e as exportações de etanol. Somado a isto, as 

projeções indicam que o preço do barril do petróleo em 2020 alcançará o valor de 

110 dólares (USDA, 2011). A produção de etanol no Brasil projetada para 2017 é de 

38,6 bilhões de litros, mais que o dobro da produção de 2006. O consumo interno 

para 2017 está projetado em 28,4 bilhões de litros e as exportações em 10,3 bilhões 

(MAPA, 2006).  

De todo modo, ainda que de maneira muito otimista, estima-se a necessidade 

de incremento da produção em mais de 200 milhões de toneladas de cana nos 

próximos 8 anos. Significa um incremento superior a 50%, que exige não apenas a 

elaboração de um plano de expansão da produção, como também o 

equacionamento dos gargalos ligados à infra-estrutura de transporte e escoamento 

(BIODIESELBR, 2011). 

Hoje, os americanos são donos de 40% da frota de veículos do planeta, mas o 

etanol responde por apenas 2,5% do mercado local de combustíveis, e pelos planos 

do Departamento de Energia dos Estados Unidaos, até 2030 essa participação subirá 

para 30%, o que representa o consumo de impressionantes 230 bilhões de litros. Os 

Estados Unidos tem a previsão  de aplicar 1 bilhão de dólares em pesquisas para 

duplicar a produção de etanol. Muitos países estão começando a investir em 

pesquisas para a produção de etanol, mas ainda não é nada que ameace a 

hegemonia do Brasil frente a essa opção de combustível renovável (TNSUSTENTÁVEL, 

2012). 

O estabelecimento de metas extremamente ambiciosas para aumento do 

consumo do etanol nos próximos anos, principalmente nos países desenvolvidos, 
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requer um aumento substancial da produção de etanol e, nesse sentido, estimula a 

pesquisa e o desenvolvimento de novas matérias-primas para o etanol, como a 

biomassa lignocelulósica, e a construção de biorrefinarias integradas, um conceito 

análogo ao das refinarias de petróleo (BASTOS, 2007). 

Os materiais lignocelulósicos vêm sendo estudados como fonte de açúcares 

fermentáveis para a produção de etanol, denominado de etanol de segunda geração, 

devido a sua grande disponibilidade e baixo custo (MARTÍN et al., 2007), sendo que 

dentre estas fontes podem-se destacar os resíduos agroindustriais como casca e 

palha de arroz, palha de cevada, palha de trigo, sabugo e forragem de milho, e 

principalmente o bagaço e a palha de cana-de-açúcar. 

Um dos grandes desafios para a obtenção do etanol a partir de materiais 

lignocelulósicos é o fracionamento dos componentes químicos (celulose, 

hemicelulose e lignina) que compõem a estrutura da biomassa vegetal para que os 

polissacarídeos, os quais serão utilizados no processo fermentativo, não sejam 

degradados durante este fracionamento. 

Muitas pesquisas estão sendo realizadas para melhorar a digestibilidade 

química e enzimática da biomassa lignocelulósica para a eficiente conversão da 

celulose e hemicelulose em etanol. Dentre estas tecnologias pode-se destacar o 

baixo custo de pré-tratamentos, o desenvolvimento de enzimas mais eficientes na 

hidrólise dos polissacarídeos e a busca por micro-organismos capazes de fermentar 

pentoses e hexoses com maior eficiência (GRAY et al., 2006). Entretanto, ainda não 

estão claras quais características da biomassa são importantes para um pré-

tratamento eficiente (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). 

 

2.2. Matérias-Primas para Produção de Etanol 

As matérias primas de bioconversão provenientes da agroindústria são as mais 

variadas possíveis e, segundo a sua composição química estão distribuídas nas 
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seguintes categorias: (1) substratos solúveis tais como sacarose, glicose, frutose e 

lactose que podem ser facilmente extraídos e convertidos em produtos e são 

provenientes da cana-de-açúcar, beterraba, melaço, soro de leite, etc.; (2) 

polissacarídeos insolúveis, em geral, material amiláceo, onde há a necessidade de 

pré-tratamento para solubilização e hidrólise, advindos estes do milho, mandioca, 

trigo, cevada, batata e outros; e (3) polissacarídeos insolúveis, materiais de natureza 

celulósica, hemicelulósica e lignocelulósica, oriundos de vegetais, que necessitam de 

pré-tratamento físico e químico vigorosos (PEREIRA JR. et al., 2008a). A figura 2.3 

apresenta as matérias primas para produção de etanol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3. Matérias-primas para produção de etanol 

Fonte: Adaptado de Pereira Jr. (1991) 
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2.2.1. Matérias –Primas Açucaradas 

Dentre as matérias-primas açucaradas costuma-se distinguir as diretamente 

fermentáveis e as não diretamente fermentáveis. As primeiras são as que contêm 

monossacarídeos e dissacarídeos e se limitam aos sucos de frutas. Sua importância 

reside na produção de álcool em bebidas como o vinho e a cidra. Já as não 

diretamente fermentáveis são as que contêm dissacarídeos, que fermentam após 

uma hidrólise, a qual se dá o nome de inversão, e que se realiza naturalmente por 

ação da invertase, enzima produzida pelo agente de fermentação. O dissacarídeo 

sacarose é o representante mais importante dos componentes da cana de açúcar e 

dos melaços (LIMA et al., 2001). 

As plantas denominadas como sacarinas são as que encerram alto teor de 

sacarose em sua composição centesimal, como palmáceas e várias gramíneas, tais 

como, sorgo sacarino, de curto ciclo vegetativo, e a cana-de-açúcar, planta sacarina 

por excelência, anual, de ciclo mais longo que as precedentes. 

Entre os cultivos que produzem açúcares diretamente fermentáveis, além da 

cana-de-açúcar, de onde se obtém o principal componente da matriz brasileira de 

biocombustíveis, destaca-se ainda a beterraba açucareira ou sacarina, que também 

tem sido utilizada para a produção de etanol a partir do mel residual de beterraba 

(melaço) sempre disponível como subproduto da sacarose (CARDONA e SÁNCHEZ, 

2007). A tabela 2.1 apresenta a composição de algumas matérias-primas sacaríneas 

empregadas para a produção de etanol. 

A sacarose, dissacarídeo não-redutor, é formada por D-glicose e D-frutose 

unidas através de seus carbonos anoméricos, mediante ligação glicosídica, podendo 

ser hidrolisada, extracelularmente, pela invertase (β-D-fructosidase) secretada, 

originando uma mistura equimolar de glicose e frutose, ou ser transportada 

diretamente para o citoplasma e, posteriormente, hidrolisada pela invertase 

intracelular (VITOLO, 2004).  O transporte de açúcar em Saccharomyces cerevisiae, 
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através do plasmalema, pode ser por transporte ativo ou difusão facilitada 

(ROMANO, 1986). O peso molecular e a atividade específica da enzima interna são 

semelhantes ao da enzima externa, mas a composição de aminoácidos é diferente 

(GASCÓN et al., 1968; NEUMANN e LAMPEN, 1967). 

 

Tabela 2.1. Composição percentual média de matérias-primas sacaríneas 

 Caldo de Cana-

de-Açúcar 

Melaço de 

Cana-de-Açúcar 

Caldo de Sorgo 

Sacarino 

Beterraba 

Sacarina 

Água 75 - 88 17 - 25 84 82 

Sacarose 10 - 21 30 - 40 8,5 - 12,4 12,4 

Frutose 0,3 – 2,5 5 – 12 1,2 ___ 

Glicose 0,3 – 2,5 4 - 9 2,1 ___ 

Amido 0,001 – 0,05 ___ 0,5 0,3 

Proteínas 0,5 – 0,6 ___ ___ ___ 

Fonte: Teclu et al. (2009), Laopaiboon et al. (2009), Srichuwong et al. (2010), Rossell (2011) 

 

A atividade invertásica de células de leveduras intactas é oscilante. Vitolo et al. 

(1987) estudaram a atividade de invertase de células de S. cerevisiae, em melaço de 

cana, em testes em cultura contínua constante e não-constante e concluíram que, 

durante o cultivo contínuo de leveduras, a parede celular e o espaço periplasmático 

são submetidos a mudanças morfológicas contínuas, as quais afetam a interação 

entre a invertase e moléculas de sacarose, conduzindo à oscilação da atividade 

invertásica. 

A atividade de invertase das células, assim como a ótima temperatura para 

crescimento e a velocidade de formação do etanol são dependentes da composição 

do meio e da linhagem de levedura utilizada (LALUCE et al., 1991). Vitolo e Yassuda 

(apud SAID e PIETRO, 2004), estudando o efeito da concentração de sacarose na 

atividade invertásica de células intactas de S. cerevisiae, verificaram que esta 
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atividade, para ambas as formas (solúvel e ligada à parede celular) variou ao redor de 

10%, para concentrações de sacarose entre 80 e 200 g.L-1, já que a atividade de 

transferase aumentou consideravelmente com o aumento da concentração de 

sacarose. 

 

2.2.2. Matérias-Primas Amiláceas 

Segundo Saxena et al. (2009), dentre as matérias primas amiláceas, o milho e a 

mandioca são as mais empregadas até agora para a produção de etanol à base de 

amido. Os Estados Unidos são os maiores produtores de etanol a partir do milho e a 

Tailândia a partir de mandioca. 

A produção de etanol de matérias-primas amiláceas envolve o uso de enzimas 

amilolíticas para liquefação e sacarificação do amido, transformando-o em açúcares 

fermentáveis. O processo de fermentação é semelhante ao empregado à cana e 

melaço (SAXENA et al., 2009). A tabela 2.2 apresenta a composição de algumas 

matérias-primas amiláceas. 

Tabela 2.2. Composição percentual média de matérias-primas amiláceas 

Componente Sorgo Milho Mandioca Batata Doce 

Amido 70,1 65 - 72 30 27 

Proteínas 11,2 7 - 14 0,7 1,3 

Umidade 11,6 9 - 12 67 68 - 70 

Fibras 1,82 1 - 2 n.i. 0,2 

Lipídeos 3,54 3 - 6 n.i. 0,4 

Cinzas 1,8 1 - 2 0,7 1 

n.i. - não informado 

Fonte: Wu et al. (2007), Banzato (1969), Wayman e Parekh (1990) 

 

 



Capítulo 2.  Revisão Bibliográfica 
 

46 

 

2.2.2.1. Amido 

O amido é o polissacarídeo de reserva mais importante em plantas superiores 

e o mais abundante na natureza, só competindo em quantidade com a celulose. É 

originado nas células de plantas como raízes tuberosas, folhas, rizomas, sementes, 

frutas. Apresenta-se na forma de grânulos com formato e tamanho dependentes da 

sua fonte botânica, as formas dos grânulos variam desde 0,5 até 175 μm. (SINGH et 

al., 2003). 

O amido é formado nos plastídios das plantas superiores, é sintetizado nas 

folhas, onde serve como carboidrato de reserva temporário, acumulando-se nos 

cloroplastos durante o dia e servindo como fonte principal para a síntese de sacarose 

citosólica durante a noite. Essa sacarose é então transportada para os órgãos de 

armazenamento das plantas, como sementes, frutas, tubérculos e raízes 

(VANDEPUTTE e DELCOUR, 2004; TESTER et al., 2004). 

O amido fornece de 70 a 80% das calorias consumidas pelo homem (CEREDA, 

2001). Trata-se de um substrato renovável, biodegradável e não tóxico (VAN DER 

BURGT et al., 2000). É amplamente utilizado nas indústrias alimentícias, têxtil, na 

elaboração de compostos farmacêuticos, na produção de resinas naturais e na 

produção de materiais termoplásticos biodegradáveis. Pode também ser empregado 

na produção de álcoois finos para preparo de bebidas e produção de álcool 

carburante. A exploração deste potencial depende do conhecimento de suas 

propriedades quanto à estrutura, forma, cor, absorção de água, solubilidade, 

inchamento e viscosidade (CEREDA, 2001). 

Pesquisas atuais não só tem referendado e aprofundado estes conhecimentos, 

como permitiram a descoberta de novas propriedades, tais como: condutibilidade 

térmica e elétrica, cristalinidade, polaridade, que tem possibilitado a melhor utilização 

do amido. 
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 O amido nativo possui quatro níveis de estrutura: química, conformacional, 

cristalina e microscópica. Cada nível de estrutura está condicionado pelo precedente. 

O tamanho e a forma dos grânulos de amido são característicos da planta de origem 

(CEREDA, 2001). 

 Este polissacarídeo que consiste de resíduos de -D-glicose pode ser 

considerado uma homoglucana (ou homopolissacarídeo). Entretanto, estruturas 

hierarquicamente complexas devem ser consideradas no grânulo do amido (BULÉON 

et al., 1998). Na figura 2.4 observa-se a estrutura química e helicoidal do amido. 

O amido é composto basicamente por dois tipos de macromoléculas: a 

amilose e amilopectina, mas alguns estudos tem mostrado a existência de um 

terceiro componente denominado material intermediário (MI) (WANG et al., 1993; 

KASEMSUWAN et al., 1995). 

 

 

Figura 2.4. Estrutura química (A) e helicoidal (B) da molécula de amido 

Fonte: (A) http://www.geocities.com/CapeCanaveral/Launchpad/9071/amido1_4.gif.           

(B) http://ftp.unb.br/pub/UNB/cbsp/Download/Imagens/300_dpis/Biomoleculas-

300/carboidratos/amido-estrutura_helicoidal.JPG. 

 

A B 

http://www.geocities.com/CapeCanaveral/Launchpad/9071/amido1_4.gif
http://ftp.unb.br/pub/UNB/cbsp/Download/Imagens/300_dpis/Biomoleculas-300/carboidratos/amido-estrutura_helicoidal.JPG
http://ftp.unb.br/pub/UNB/cbsp/Download/Imagens/300_dpis/Biomoleculas-300/carboidratos/amido-estrutura_helicoidal.JPG
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Esse componente pode também apresentar papel importante na determinação 

das propriedades funcionais do amido. A presença de um grande número de cadeias 

ramificadas curtas nesse componente pode contribuir para a menor cristalinidade 

granular, a temperatura de gelatinização, a mudança na entalpia, a viscosidade e o 

grau de retrogradação e o maior grau de digestibilidade pelas enzimas que 

promovem a hidrólise enzimática. Por outro lado, moléculas ramificadas que 

apresentam longos comprimentos de cadeias e menores graus de ramificação podem 

contribuir para a maior cristalinidade, a temperatura de gelatinização, o grau de 

retrogradação, a viscosidade e a firmeza de gel (VANDEPUTTE et al., 2003). Com base 

em estudos de afinidades por iodo, esses pesquisadores sugeriram que 5% a 7% do 

amido de milho normal consiste de material intermediário entre as frações 

estritamente lineares e altamente ramificadas (ELIASSON, 2004). 

No entanto, o conceito de material intermediário ainda é obscuro devido a 

dificuldades no seu isolamento e na purificação, sendo que o principal critério para 

classificação ainda é o grau de ramificação e o peso molecular (ELIASSON, 1996). 

Alguns pesquisadores consideram as amiloses ramificadas, com 20 ou mais pontos 

de ramificação em média, como sendo intermediárias (WANG e WHITE, 1994; 

ELIASSON, 1996; ELIASSON, 2004). Contudo, existem aqueles que não reconhecem 

essa amilose ramificada como intermediário, uma vez que suas propriedades são 

muito semelhantes àquelas da amilose tradicional (ASAOKA et al., 1986; BULÉON et 

al., 1998). Essa controvérsia ocorre devido às dificuldades ainda enfrentadas na 

caracterização precisa das cadeias da amilose e da amilopectina, uma vez que os 

limites de suas propriedades ainda são muito vagos e confusos. 

A amilose é uma molécula essencialmente linear formadas por unidades de D-

glicose ligadas em (1→4) com um pequeno número de ramificações (HANSEN et al., 

2008). Seu grau de polimerização (GP) é controverso e parece depender do vegetal 

de origem e do estágio de crescimento (FRENCH, 1984). Buléon et al. (1998) 
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destacam que existem nos grânulos de amido moléculas de amilose estritamente 

lineares e outras que apresentam ramificações, sendo ambas insolúveis em água. 

A massa molecular deste polímero é variável com a fonte e as condições de 

processamento empregadas na extração do amido, podendo conter de 200 a 2000 

unidades de glicose. Em uma das extremidades da cadeia polimérica a unidade 

terminal de glicose apresenta uma hidroxila primária e duas secundárias, assim como 

um grupamento aldeído redutor, na forma de um hemiacetal interno, sendo 

denominado de terminal redutor da molécula. A extremidade oposta ou terminal 

não-redutor apresenta uma unidade de glicose contendo uma hidroxila primária e 

três secundárias, sendo que as outras unidades de glicose do polímero apresentam 

uma hidroxila primária e duas secundárias (WURZBURG, 1986). A amilose forma um 

complexo com o iodo, dando coloração azul e é instável em soluções aquosas 

diluídas, formando um retículo pela propriedade de retrogradação (BILIADERIS, 

1991). 

A amilopectina é uma molécula altamente ramificada formada por unidades de 

D-glicose ligadas em (1→4) e com 5 a 6% de ligações (1→6) nos pontos de 

ramificação (BULÉON et al., 1998). A grande maioria dos amidos contém de 20 a 30% 

de amilose e de 70 a 80% de amilopectina e essa razão varia com a fonte botânica. É 

composta por centenas de cadeias curtas de (1→4)- -D-glucanas que são 

interligadas pelas ligações (1→6) e é solúvel em água. O comprimento das ligações é 

variável, mas é comum apresentarem entre 20 e 30 unidades de glicose (WURZBURG, 

1986). Em presença de iodo a amilopectina apresenta coloração avermelhada e é 

estável em soluções aquosas diluídas (BILIADERIS, 1991). Na figura 2.5 podemos 

observar a estrutura química da amilose e amilopectina. 
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Figura 2.5. Estrutura química da amilose (A) e amilopectina (B) 

Fonte: http://www.enteryka.net/eng/almidon_archivos/image005.gif. 

 

2.2.2.2. Hidrólise Enzimática do Amido 

 Os amidos apresentam ampla utilização industrial na sua forma nativa, porém 

cada vez mais, vem sendo utilizado após modificações na sua estrutura. Tais 

modificações podem ser feitas por dois processos: biológico ou químico, sendo o 

primeiro a escolha de preferência por diversas razões: menor consumo de energia, 

pequena produção de compostos secundários, simplificação na linha de produção 

com reatores unitários de liquefação e sacarificação e principalmente a 

disponibilidade cada vez maior de enzimas amilolíticas (SURMELY, 1997). 

O aquecimento de suspensões de amido causa uma transição irreversível 

denominada gelatinização, que torna a molécula de amido mais acessível ao ataque 

das enzimas possibilitando uma reação mais eficiente (HANSEN et al., 2008). O 

inchamento irreversível dos grânulos e a concomitante solubilização da amilose e 

amilopectina induzem a gradual perda da integridade granular. Caso os grânulos 

continuem a se expandir a amilose é lixiviada para a fase aquosa entre os grânulos. 

A B 

http://www.enteryka.net/eng/almidon_archivos/image005.gif
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Este processo resulta em um aumento substancial da viscosidade (CEREDA, 2001). A 

faixa de temperatura de gelatinização do amido é uma característica do genótipo da 

planta na qual o amido é sintetizado e é afetada pelas condições do meio, 

especialmente a temperatura durante o desenvolvimento do grânulo (ELLIS et al., 

1998).  

A etapa subsequente à gelatinização é denominada liquefação, que consiste 

na quebra limitada das ligações glicosídicas produzindo entre 15 e 30% de açúcares 

de pequena massa molecular, chamados de dextrinas. A liquefação enzimática é 

realizada por endoamilases, como -amilase (KENNEDY et al., 1988). 

Em uma terceira etapa do processo de hidrólise enzimática do amido, ocorre a 

sacarificação, que é a hidrólise total das moléculas menores provenientes da 

liquefação em unidades de glicose. Esta reação é catalizada por uma exo-amilase, 

como a glucoamilase, que irá retirar os resíduos de glicose a partir das extremidades 

da cadeia. O período de tratamento enzimático e a concentração de enzimas para a 

sacarificação do amido vão depender do tipo de hidrolisado que se pretende obter 

(CRABB e MITCHINSON, 1997).  

As enzimas amilolíticas são proteínas que constituem uma classe de hidrolases, 

responsáveis pela degradação do amido e seus derivados. Estas enzimas são a α-

amilase, considerada uma endoamilase, a β-amilase, uma exoamilase, e as 

glucoamilases, ou amiloglicosidase. As duas últimas produzem glicose a partir do 

amido, a β-amilase produz maltose e a α-amilase dá origem à formação de dextrinas. 

Também dentro destas enzimas encontram-se as enzimas desramificadoras, as quais 

atacam as ligações α-(1,6) do pululano conhecidas como pululanases e as isoamilases 

atuando na amilopectina e glicogênio. Este grupo de enzimas tem grande 

importância biotecnológica com aplicações em alimentos, fermentação, indústria 

têxtil e de papel (GUPTA et al., 2003; PANDEY et al., 2005). 
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Existem cinco grupos de enzimas envolvendo a hidrólise enzimática do amido: 

as endo e exo-amilases, as desramificadoras, as isomerases e as ciclodextrinas 

glicosiltransferases (MALDONADO e LOPEZ, 1995). As principais enzimas envolvidas 

na hidrólise do amido e as respectivas características estão apresentadas na tabela 

2.3. 

Tabela 2.3. Característica das enzimas envolvidas na hidrólise do amido 

Tipo Nome comum 
Micro-organismos 

produtores 
Substrato 

Ótimo 

pH T (°C) 

Endo-amilase Amilase bacteriana 

(E.C 3.2.1.1) 

B. subtilis 

B. licheniformis 

A. oryzae 

-1,4-glicosil 

-1,4-glicosil 

-1,4-glicosil 

6.0 

5.0-7.0 

4.5 

65-70 

90 

50-60 

Exo-amilase 

Amilase fúngica    

(E.C 3.2.1.1) 

Amiloglucosidade 

(E.C 3.2.1.3) 

-amilase bacteriana 

(E.C 3.2.1.1) 

A. Níger 

 

 

Bacillus sp 

Clostridium sp. 

-1,4-glicosil 

-1,6-glicosil 

-1,4-glicosil 

-1,4-glicosil 

4.0-5.0 

 

 

5.0 

5.5-6.0 

60 

 

 

55-60 

75-85 

-1,6-amilase 

Pululanase            

(E.C 3.2.1.41) 

Isoamilase             

(E.C 3.2.1.68) 

K. aerogenes 

 

 

Pseudomonas sp. 

-1,6-Maltotriosil 

 

-1,6-Heptasac 

5.0 

4.0 

60 

50-55 

Isomerase 
Glicose isomerase 

(E.C 5.3.1.5) 
A. circulans 

Aldo/ceto pentose 

Aldo/ceto hexose 

8.2 65 

   Fonte: Maldonado e Lopez (1995) 

 

Segundo López et al. (2006) -amilase e glucoamilase, tem sido utilizadas 

como catalisadores para a hidrólise enzimática de materiais com elevado teor de 

amido. 
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A -amilase (E.C 3.2.1.1) ataca a amilose a amilopectina nas ligações (1→4) 

ao acaso, iniciando o ataque pelas extremidades não-redutoras. Os produtos de 

hidrólise gerados após a reação enzimática compreendem dextrinas de baixa massa 

molecular, maltotriose, maltose e glicose, dependendo da fonte da enzima. É uma 

enzima liquidificante porque reduz drasticamente a viscosidade da solução de amido 

(NAKAFI e DEOBAGKAR, 2005; UHLIG, 1998; BAYSAL et al., 2008). A figura 2.6 

apresenta o mecanismo de degradação prolongada dos componentes do amido pela 

ação da -amilase. 

 

 

Figura 2.6. Mecanismo de ação da  -amilase sobre os componentes do amido.    

(A) Amilose; (B) Amilopectina 

Fonte: Mousdale (2008) 
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A glucoamilase (E.C 3.2.1.3) é uma enzima liquidificante e sacarificante, que 

ataca as ligações (1→4) a partir das extremidades não redutoras liberando 

moléculas de D-glicose. A hidrólise ocorre também nas ligações (1→6), mas em 

proporção menor da que ocorre nas ligações (1→4) (GANGADHARAN et al., 2008; 

LIU, 2002; WANG et al., 2008). A figura 2.7 apresenta o mecanismo de degradação da 

amilose e amilopectina pela ação da glucoamilase. 

 

 

Figura 2.7. Mecanismo de ação da glucoamilase sobre os componentes do amido. 

(A) Amilose; (B) Amilopectina 

Fonte: Gangadharan et al. (2008); Liu (2002); Wang et al. (2008) 
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A ação de enzimas amilolíticas sobre grânulos de amido tem sido estudada e 

os amidos classificados em função da susceptibilidade. Em ordem crescente de 

susceptibilidade são citados os amidos de milho ceroso, mandioca, sorgo ceroso, 

sorgo, milho, arroz, sagu, araruta e batata (LEACH e SCHOCH, 1961). 

Após a hidrólise enzimática do amido, dá-se início ao resfriamento e então a 

levedura e outros nutrientes são adicionados para o início do processo fermentativo. 

O mosto fermentado é enviado à unidade de destilação onde se separa no 

topo da coluna a mistura álcool/água de uma fração aquosa contendo sólidos 

solúveis e insolúveis, denominada de vinhaça, que se retira pelo fundo. A eliminação 

da água e das impurezas do álcool efetua-se mediante um processo de retificação, 

onde se obtém um álcool concentrado que, finalmente, é desidratado até alcançar 

valores superiores a 99,75%. 

As vinhaças são enviadas a máquinas centrífugas chamadas decantadores, que 

separam a maioria dos sólidos em suspensão (fibra, celulose, etc.) dos sólidos 

dissolvidos (açúcares residuais e proteínas solúveis). Desse modo, se obtém uma 

torta de sólido úmido que é enviada, junto com o xarope obtido da evaporação, à 

unidade de secagem. O produto seco (DDGS – “Dried Distiller’s Grains with Solubles” 

– torta residual de grãos secos de destilaria) é enviado para peletizar, onde se obtém 

o DDGS em pelets, que, de acordo com o seu nome, é um composto protéico 

utilizado como alimento animal. 

Com a finalidade de tornar a tecnologia mais competitiva com a gasolina e 

ainda mais sustentável do ponto de vista ambiental, estão sendo impulsionadas 

diversas iniciativas, entre as quais, devem-se destacar os trabalhos realizados para: 

 

 Incrementar o conteúdo de proteína em DDGS; 

  Fermentar o amido residual e aumentar consequentemente o 

rendimento global do processo; 
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 Desenvolver uma tecnologia de fracionamento em seco do cereal uma 

vez moído; 

 Desenvolvimento de conceitos híbridos que combinam as instalações 

de cereal com outras de gaseificação ou de hidrólise enzimática 

(ABENGOA, 2008). 

 

2.2.3. Matérias-Primas Lignocelulósicas 

Muitos materiais lignocelulósicos têm sido avaliados para produção de 

bioetanol (SANCHEZ e CARDONA, 2008). Em geral, os materiais lignocelulósicos para 

produção de bioetanol podem ser divididos em seis grupos principais: resíduos de 

agricultura (bagaço de cana, palha de milho, palha de trigo, palha e casca de arroz, 

palha de cevada, bagaço de sorgo, caroços de azeitona e celulose), coníferas e 

folhosas, resíduos de celulose (papel de jornal, papel de escritório), biomassa 

herbácea (feno, gramíneas) e resíduos municipais sólidos. A tabela 2.4 mostra a 

composição de alguns materiais lignocelulósicos. 

Uma das dificuldades de conversão deste tipo de biomassa em 

biocombustíveis ou outros produtos de interesse vem do fato de que estes materiais 

apresentam uma complexa estrutura morfológica.  

Os materiais lignocelulósicos são compostos principalmente de três polímeros: 

celulose, hemicelulose e lignina, estruturas estas responsáveis por criar uma barreira 

natural contra a ação de micro-organismos e/ou enzimas, tornando esses materiais 

estruturalmente rígidos e pouco reativos (FENGEL e WEGENER, 1989). O estudo de 

cada um destes componentes presentes na estrutura do bagaço de sorgo, por 

exemplo, nos leva a compreender melhor sua complexidade. A figura 2.8 apresenta a 

estrutura dos materiais lignocelulósicos. 
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Tabela 2.4. Composição química de alguns materiais lignocelulósicos (% base seca)  

Matéria-Prima Celulose Hemicelulose Lignina 

Coníferas (softwoods)    

Douglas 50 2,4 – 3,4 28,3 

Pinheiro 44,6 5,3 27,7 

Espruce 45 8,8 27,9 

Folhosas (hardwoods)    

Black locust 41,6 17,7 26,7 

Hybrid poplar 44,7 18,6 26,4 

Eucalipto 49,5 13,1 27,7 

Populus tristis 40 – 49,9 13 – 17,4 18,1 - 20 

Resíduos Industriais    

Sabugo de milho 45 35 15 

Silagem de milho 14,3 16,8 - 35 8,4 

Palha de milho 36,8 - 39 14,8 - 25 15,1 – 23,1 

Resíduo algodão 20 4,6 17,6 

Gramíneas (bagaço de sorgo, 

bagaço de cana-de-açúcar, etc) 
25 - 50 25 - 50 10 – 30 

Palha de arroz 35 - 41 14,8 - 25 9,9 - 12 

Casca de arroz 36,1 14 19,4 

Palha de trigo 30 - 38 21 - 50 20 - 23,4 

Herbáceas    

Grama bermuda 25 35,7 6,4 

Switchgrass 31 - 32 20,4 – 25,2 14,5 – 18,1 

Resíduos Celulósicos    

Jornal 40 – 64,4 4,6 - 40 18,3 - 21 

Papel 85 - 99 0,0 0 - 15 

 Fonte: Aita e Kim (2010) 
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Conforme observado na tabela 2.4, a composição destes materiais é muito 

variável. A proporção destes componentes varia na composição dependendo da 

espécie da planta, idade, tempo de colheita e condição ou estágio de crescimento 

(JEFFRIES e JIN, 2000). O maior componente é a celulose e é comum apresentar entre 

35 e 50%, seguido de hemicelulose (20 – 35%) e lignina (10 – 25%) (SAHA, 2003). 

Cinzas, compostos fenólicos, ácidos graxos e outros constituintes, denominados 

extrativos, compõem a fração remanescente destas biomassas vegetais (OLIVEIRA, 

2007).  

 

Figura 2.8. Estrutura da parede celular dos vegetais 

Fonte: Adaptado de Wolf (2011) 
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2.2.3.1. Celulose 

A celulose é um polímero linear de anidroglicopiranose associada por ligações 

β(1→4) glicosídicas (ZHANG, 2008), sendo a celobiose, que consiste em duas unidades 

de glicose, a unidade repetitiva do polímero. Em uma molécula de celulose pode 

haver mais de 15.000 unidades de glicose e as cadeias de celulose se encontram 

agregadas paralelamente para formar as fibrilas elementares (figura 2.9), que são 

insolúveis em água e apresentam regiões cristalinas e amorfas (MOHAN et al, 2006; 

FENGEL e WEGENER, 1989).  

 

 

 

Figura 2.9. Estrutura molecular da celulose 

Fonte: Klemm et al. (2005) 

 

 

As ligações de hidrogênio inter e intramoleculares são responsáveis pela 

manutenção das regiões cristalinas e tornam a celulose altamente resistente à 

hidrólise ácida, alcalina ou enzimática (WOOD e SADDLER, 1988; CONVERSE e WARE, 

1994). 
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2.2.3.2. Hemicelulose 

A hemicelulose por sua vez é um heteropolímero menor, com grau de 

polimerização entre 100 e 200 e possui muitas ramificações contendo diferentes 

carboidratos como a xilose, arabinose, manose, galactose, glicose, assim como ácidos 

urônicos. Dependendo da predominância do tipo de açúcar as hemiceluloses podem 

ser chamadas de arabino-xilanas, mananas, glucanas ou galactanas. Esses açúcares 

contêm cinco (pentoses) ou seis (hexoses) carbonos em sua estrutura e são unidos 

por ligações glicosídicas do tipo -1-3, -1-4 e -1-6, quase sempre acetiladas, 

formando uma estrutura fraca e hidrofílica que serve como uma conexão entre a 

lignina e as fibras de celulose, além de conferir rigidez ao complexo celulose-

hemicelulose-lignina (STAMBUK et al., 2008). 

Em plantas anuais e perenes, as principais hemiceluloses são representadas 

por xilanas (Figura 2.10), que são mais heterogêneas do que as xilanas de tecidos de 

madeira (ASPINALL, 1980). Estas plantas contêm ambos ácidos glicurônico e/ou 4-o-

metil-éter e arabinose ligadas aos carbonos C-2 e C-3 das unidades de xilose. Ambas 

xilana e glicomananas podem estar parcialmente acetiladas (WILKIE, 1979). 

 

Figura 2.10. Estrutura de xilana de plantas anuais e perenes 

Fonte: Spiridon e Popa (2008) 
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As hemiceluloses diferem da celulose principalmente por sua constituição em 

diferentes unidades de açúcares formando cadeias moleculares curtas e bastante 

modificadas. A tabela 2.5 apresenta algumas diferenças entre a celulose e a 

hemicelulose . 

 

Tabela 2.5. Diferenças entre celulose e hemicelulose 

Celulose Hemicelulose 

Unidades de glicose ligadas entre si Unidades variadas de açúcares 

Grau de polimerização elevado Grau de polimerização baixo 

Forma arranjo fibroso Não forma arranjo fibroso 

Forma regiões amorfas e cristalinas Forma somente regiões amorfas 

Atacada lentamente por ácido mineral Atacada rapidamente por ácido mineral 

Diluído a quente Diluído a quente 

Insolúvel em álcali Solúvel em álcali 

Fonte: Bianchi (1995) 

 

2.2.3.3. Lignina 

Outro constituinte importante dos materiais lignocelulósicos é a lignina, cuja 

função principal é de dar sustentação a toda esta estrutura.  É uma macromolécula 

amorfa, altamente complexa e ramificada tridimensionalmente, gerada a partir da 

polimerização desidrogenativa dos álcoois hidroxicinamílicos: p-cumarílico (I), 

coniferílico (II) e sinapílico (III). A lignina é constituída principalmente de unidades de 

fenilproprano que se processa por via radicalar a partir da reação de três diferentes 

álcoois cinamílicos precursores (guaiacil, siringil e p-hidroxifenil), que são 

diferenciados entre si pelas substituições que apresentam no anel aromático (Figura 

2.11). Na parede celular, a lignina está associada às polioses através de interações 

físicas e ligações covalentes. O fato de a lignina envolver as células funcionando 
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como uma “cola” dificulta a biodegradação, protege a planta contra o ataque de 

micro-organismos e confere coesão à estrutura interna além de resistência ao esforço 

mecânico (FENGEL e WEGENER, 1989; HOFRICHTER, 2002; READING et al., 2003). 

 

 

Figura 2.11. Unidades precursoras da lignina: álcoois cumarílico (I), coniferílico (II) e 

sinapílico (III) e principais núcleos aromáticos encontrados na lignina: p-hidroxifenila 

(H), guaiacila (G) e siringila (S) 

Fonte: Fengel e Wegener (1989) 

 

Esta macromolécula é formada de uma complexa estrutura de polímeros 

amorfos e possui característica hidrofóbica. Além disso, ela auxilia no transporte de 

agua na planta e no sequestro de carbono (Figura 2.12). 
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Figura 2.12. Estrutura da lignina 

Fonte: Fengel e Wegener (1979) 

 

 

2.2.3.4. Outros Compostos 

 Os materiais lignocelulósicos podem conter também uma extensa variedade 

de extrativos orgânicos, os quais podem ser extraídos por solventes polares ou 

apolares. São exemplos de extrativos: ácidos graxos, ceras, alcalóides, proteínas, 

fenólicos, açúcares simples, pectinas, mucilagens, gomas, resinas, terpenos, amido, 

glicosídeos, saponinas e óleos essenciais. 
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Os extrativos são compostos intermediários do metabolismo do vegetal; 

proporcionam reserva energética e proteção ao vegetal contra o ataque de micro-

organismos e insetos, porém têm um efeito inibitório nos processos de conversão de 

biomassa (FENGEL e WEGENER, 1989), sendo um “gargalo” na indústria processadora 

dessa biomassa (OCTAVE e THOMAS, 2009). 

A biomassa vegetal também contém uma pequena quantidade de espécies 

inorgânicas, tais como, potássio, sódio, cálcio, etc., como resultado dos nutrientes 

adquiridos durante o seu crescimento (YU et al., 2008). 

 

2.2.4. Panorama da Produção de Etanol de Segunda Geração e o Conceito de 

Biorrefinaria 

Uma visão da tendência internacional no desenvolvimento de biocombustíveis, 

partilhada por muitos especialistas, é a de que os biocombustíveis de primeira 

geração (etanol de sacarose e amido; biodiesel produzidos pela transesterificação de 

gorduras e óleos com etanol ou metanol) atualmente disponíveis, serão seguidos 

pelos chamados “biocombustíveis de segunda geração”, que incluem o diesel 

produzido a partir de gás de síntese em processos termoquímicos e o etanol a partir 

de mateirais lignocelulósicos por processos químicos e enzimáticos.  

O processo de produção de segunda geração exibe várias alternativas 

tecnológicas devido à elevada complexidade e variedade de matérias-primas. O 

desenvolvimento e inovação dessas possibilidades, é atualmente agenda 

governamental, industrial e acadêmica refletida na quantidade de pesquisas em 

escala de laboratório, piloto e em plantas demonstrativas (BANERJEE et al., 2010; 

CARDONA et al., 2010). 

Mesmo com tantas vantagens para a utilização de materiais lignocelulósicos 

visando à obtenção de etanol, ainda não é facilitada a obtenção deste 

biocombustível. Para realizar o  processo de hidrólise são necessárias tecnologias 
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complexas e multifásicas, com a utilização de rotas ácidas e/ou enzimáticas para a 

separação dos açúcares e remoção da lignina. 

Atualmente muitos pesquisadores estão concentrando esforços no 

desenvolvimento de pré-tratamentos eficientes, capazes de disponibilizar a maior 

quantidade de açúcar possível (pentoses e hexoses), no desenvolvimento de micro-

organismos geneticamente modificados que possam fermentar tanto pentoses 

quanto hexoses, na produção de plantas geneticamente modificadas com maior 

quantidade de carboidratos ou plantas modificadas estruturalmente para facilitar a 

etapa de pré-tratamento em condições amenas e na utilização de processos 

integrados para reduzir o número de etapas do processo e consequentemente 

reduzir a demanda energética. (DIEN et al., 2003; JEFFRIES, 2006; HAHN-HÄGERDAL 

et al., 2006). Com o êxito desta tecnologia, o etanol celulósico poderá ser 

reproduzido em quase todas as regiões do mundo, podendo aproveitar grande 

quantidade de resíduos orgânicos de diversas fontes (BNDES e CGEE, 2008). 

Nos panoramas que se abrem, dois aspectos centrais devem ser considerados: 

por um lado, o desenvolvimento de novas tecnologias de produção com base na 

biomassa e, por outro, o desenvolvimento de biorrefinarias. Esses desenvolvimentos 

representam a chave para uma produção integrada de alimentos, substâncias 

químicas, diferentes materiais e combustíveis para o futuro, pois combinam 

biotecnologia e conversões químicas de substâncias para processamento de 

biomassa em produtos intermediários e finais. Este desenvolvimento é 

absolutamente necessário para que se utilize de forma otimizada o menor volume de 

biomassa, disponível de forma geograficamente dispersada, com maior eficiência e o 

menor impacto ambiental possível. 

O conceito essencial de uma biorrefinaria é o de um processamento 

sustentável em uma planta industrial que integra os processos de conversão de 

biomassa para produzir combustíveis, produtos químicos de valor agregado e 

energia (REE e ANNEVELINK, 2007). 
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Um exemplo de biorrefinaria é uma usina de cana-de-açúcar com a produção 

combinada e integrada de açúcar, bioetanol e alguns outros produtos químicos, 

assim como potência e calor com base na biomassa residual (MACEDO e NOGUEIRA, 

2005). 

Especialistas acreditam que as biorrefinarias possam vir a constituir uma 

indústria-chave do século XXI, responsável até mesmo por uma nova revolução 

industrial, em virtude da importância das tecnologias que empregam e dos efeitos 

sobre o paradigma industrial para produções integradas. Essas tecnologias são 

baseadas na utilização de toda a planta (todo o complexo de biomassa) e na 

integração de processos tradicionais e modernos (KAMM et al., 2006). Muitos 

consideram a conversão desses materiais um dos maiores desafios dos próximos 

cinquenta anos, em que os líderes serão os que conseguirem desenvolver tecnologias 

alternativas à economia do petróleo (CHEMICAL ENGINEERING, 2006). O foco 

principal é dirigido aos chamados precursores: carboidratos, lignina, óleos, e 

proteínas, e à combinação entre conversões biotecnológicas e químicas das 

substâncias para a obtenção de produtos intermediários e finais. 

Em curto prazo os materiais lignocelulósicos serão provavelmente utilizados 

para a produção de combustível, calor e eletricidade; entretanto, em longo prazo, a 

biorrefinaria de lignocelulósicos servirá de base para a produção sustentável de 

commodities, tais como diversos químicos e materiais, em futuras biorrefinarias, 

como representado na figura 2.13 (WYMAN, 2003; KAMM e KAMM, 2004; REDDY e 

YANG, 2005; ZHANG et al., 2007).  
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Figura 2.13. Blocos de construção a partir da biomassa 

Fonte: Adaptado de Kamm e Kamm (2007) 
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As pesquisas e desenvolvimento de tecnologias em biorrefinarias são 

necessárias para aumentar a compreensão científica acerca dos recursos provenientes 

da biomassa, além de melhorar a utilização desses recursos, otimizar a eficiência e 

desempenho em conversão de sistemas sustentáveis para o desenvolvimento de 

produtos a partir de biomassas renováveis, criar um ambiente de mercado receptivo 

ao emprego desses produtos, além da oportunidade de estimular o desenvolvimento 

econômico de áreas rurais com grandes potenciais de produção de biomassas. 

Apesar das reconhecidas vantagens do etanol celulósico sobre os 

biocombustíveis de primeira geração, os custos de produção da hidrólise enzimática 

ainda não atingiram níveis competitivos com o etanol comparáveis com o etanol 

sacarídeo e a gasolina, devido à complexidade da matéria-prima e do processo de 

produção. No entanto, diferentes frentes de pesquisas nacionais  e internacionais 

continuam trabalhando exaustivamente para sua viabilidade, sendo que as primeiras 

plantas em escala comercial começaram a ser construídas com a efetiva produção 

prevista para os próximos cinco anos (SEABRA et al., 2010; GNANSOUNOU e 

DAURIAT, 2010).  

Apesar do significativo progresso científico na viabilização do etanol 

celulósico, ainda existem desafios técnicos e econômicos a serem superados antes da 

concretização de investimentos em escala comercial.  

As maiores iniciativas neste sentido foram registradas pelo Programa do 

Departamento de Energia do governos dos EUA, que em 2007 financiaram a 

construção de doze plantas de etanol celulósico e biorrefinarias em escala de 

demonstração, além da instalação de três centros de pesquisa especializados com 

investimentos de mais de USD 1 bilhão (WALTZ, 2008). O governo do Canadá por sua 

vez, vem apostando no apoio de empresas privadas com mais de USD 500 milhões 

visando a construção de plantas de etanol e biodiesel. 

Hoje o custo de instalação de uma planta comercial de etanol celulósico é 

calculado em torno de USD 100 milhões. No entanto, todas as iniciativas de 
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investimento em larga escala estão na fase projetiva (GNANSOUNOU e DUARIAT, 

2010). Segundo Sims et al. (2010) uma planta comercial em larga escala deve produzir 

entre 150 - 200 milhões de litros de etanol por ano em 7.000 h de operação efetiva 

com o processamento de 0,35 - 0,6 milhões de toneladas de biomassa 

lignocelulósica. 

Em 2020 são esperadas produções no montante de 61 bilhões de litros de 

etanol celulósico, se forem alcançadas as metas propostas pelos EUA, China, Europa, 

Japão e Brasil (OPENPR, 2010). 

No Brasil, três são as iniciativas privadas frequentemente mencionadas. Uma 

delas é a Dedini Indústrias de Base S. A., que realiza pesquisa e desenvolvimento em 

processos e equipamentos de hidrólise. Desde 2003, a Dedini vem testando em uma 

unidade piloto com capacidade para 5 mil litros diários de bioetanol, o processo de 

produção de bioetanol a partir do bagaço e palha de cana-de-açúcar. Neste 

processo, patenteado como Dedini Hidrólise Rápida (DHR), um solvente hidro-

alcoólico desestrutura a matriz celulose-hemicelulose-lignina, dissolvendo a lignina, 

hidrolisando a hemicelulose e expondo a celulose para a ação de ácido sulfúrico 

diluído, que promove rapidamente (10 a 15 minutos), a hidrólise dessa fração, sob 

temperaturas de 170 - 190 °C e pressões da ordem de 2,5 Mpa. Como nesse processo 

a fração das pentoses não é aproveitada, os rendimentos são relativamente baixos, da 

ordem de 218 L de etanol por tonelada de bagaço seco (OLIVÉRIO E SOARES, 2007). 

Além disso, as condições operacionais são severas gerando efluentes perigosos e de 

elevada toxidade. 

Por outro lado, a Petrobrás inaugurou o projeto Complexo Bioenergético 

(CBio) para a produção de etanol com a parceria da empresa japonesa Mitsui e da 

brasileira Itarumã Participações. Esta unidade produzirá anualmente 200 milhões de 

litros de etanol convencional voltado para o mercado japonês. Paralelamente, criada 

em 29 de julho, a Petrobras Biocombustível (PBio), subsidiária integral da Petrobrás, 

iniciou suas atividades com a missão de fortalecer a atuação da companhia no 



Capítulo 2.  Revisão Bibliográfica 
 

70 

 

segmento. A empresa é responsável pelos projetos de produção de biodiesel e etanol 

para os quais estão previstos investimentos de US$ 1,5 bilhão no período de 2008 a 

2012. Com a criação da empresa, a companhia se prepara para atender parte da 

demanda mundial crescente por biocombustíveis, além de reforçar seu compromisso 

com o meio ambiente e com o desenvolvimento social de forma sustentável. A 

produção de etanol de 2ª geração através da hidrólise enzimática vem sendo testada 

em escala piloto em uma unidade experimental instalada no Centro de Pesquisa e 

Desenvolvimento da Petrobrás (Cenpes) no Rio de Janeiro, com capacidade para 

produzir 220 L de etanol por tonelada de bagaço seco com potencial para atingir 280 

L de etanol/ton bagaço. A rota tecnológica utilizada pelo Cenpes para o bioetanol 

utiliza enzimas no processo de obtenção de açúcares a partir da celulose existente 

nos resíduos como o do bagaço de cana-de-açúcar. A companhia desenvolve essa 

pesquisa em parceria com a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), com a 

Universidade de Brasília (UnB) e com a Universidade Federal do Amazonas (Ufam) 

(CAMPELLO, 2010; FACTO ABIFINA, 2008). Além dessas empresas, a Oxiteno S. A., do 

grupo Ultra, com o financiamento do Banco Nacional de Desenvolvimento 

Econômico e Social (BNDES), iniciou a constução de uma biorrefinaria piloto para 

viabilizar comercialmente o processo de obtenção de etanol pela hidrólise enzimática 

de celulose e hemicelulose; e de etilenoglicol e propilenoglicol, por hidrogenólise, a 

partir desses açúcares. 

No âmbito estatal cabe destacar a iniciativa do Ministério da Ciência e 

Tecnologia, com a construção de uma plataforma para a hidrólise enzimática de 

bagaço de cana em escala piloto junto ao Centro de Ciência e Biotecnologia do 

Bioetanol (CTBE - Campinas, SP). Paralelamente, se integram nessa missão nacional 

energética, iniciativas das instituições de pesquisa e desenvolvimento acadêmicas 

com parcerias com entidades governamentais e privadas. 

No contexto do Plano Nacional de Agroenergia (PNA 2006-2011), a EMBRAPA 

tem a missão de coordenar ações institucionais e um programa de PD&I que otimize 
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processos e matérias-primas atuais e potenciais, no Brasil, nas plataformas de etanol, 

biodiesel, florestas energéticas e resíduos, para a obtenção de biocombustíveis e co-

produtos. A criação da EMBRAPA Agroenergia visa a coordenação das iniciativas nas 

diferentes unidades em relação ao desenvolvimento de processos para o 

aproveitamento da energia de biomassa, com foco na busca e melhoramento de 

matérias-primas para fins energéticos e os processos de conversão e tecnologias de 

2ª geração. 

Como pode ser observado, esta área de pesquisa vem ganhando impulso, e o 

número de pesquisas tende a crescer. No entanto, ainda existem ações a serem 

executadas para a viabilização comercial no Brasil. 

 

2.2.5. Tipos de Pré-Tratamentos 

Diversas estratégias para a conversão de materiais lignocelulósicos em 

açúcares fermentáveis têm sido demonstradas em escala laboratorial e piloto. O 

conceito geral envolve pré-tratar a matéria-bruta para, então, submetê-la a uma 

eficiente hidrólise enzimática. 

O pré-tratamento tem como objetivo remover a lignina e a hemicelulose, 

solubilizando e/ou degradando-os, reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a 

porosidade do material lignocelulósico (MOISER, 2005), sem grande formação de 

compostos inibidores de fermentação (LASER, 2001), assim aumentar a exposição da 

celulose aos processos de hidrólise. 

O pré-tratamento, para ser considerado adequado e eficiente, deve estar de 

acordo com os seguintes itens (SUN e CHENG, 2002): 

  resultar em alta recuperação de todos os carboidratos; 

  gerar alta digestibilidade da celulose, que pode ser notada após a hidrólise 

enzimática; 
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  ocasionar pouca ou nenhuma formação de produtos de degradação de 

açúcares e lignina; 

  demandar pouca energia ou permitir que a energia empregada possa ser 

reutilizada em outras etapas na forma de calor; 

  resultar em elevada concentração de sólidos, bem como em altas 

concentrações de açúcares liberados na fração líquida; 

  ser realizado a baixos custos operacionais; 

  permitir a transposição para escala industrial. 

 

Todos os pré-tratamentos aumentam a digestibilidade e a bioconversão da 

biomassa, mas a deslignificação varia conforme o pré-tratamento escolhido. A seguir, 

têm-se alguns tipos, suas operações e o efeito que geram sobre o material que se 

deseja trabalhar (Tabela 2.6). A figura 2.14 mostra como o pré-tratamento atua sobre 

os materiais lignocelulósicos    

 

 

Figura 2.14. Esquema da atuação do pré-tratamento em materiais lignocelulósicos 

Fonte: Moiser et al. (2005) 
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Tabela 2.6. Métodos de pré-tratamentos de materiais lignocelulósicos 

 Método Vantagens Desvantagens 

Físico 

Pulverizado mecânico 

(moagem e trituração); 

Pirólise; Vapor; Radiação; 

Umidificação 

 Reduz o tamanho da 

partícula 

 Reduz a cristalinidade 

 Alto gasto energético 

 Não retira a lignina 

Físico-

químico 

Explosão a vapor;  

Hidrotérmico;  

AFEX – explosão das 

fibras com amônia; 

Explosão com CO2; SO2 

com vapor; NO2 e 

irradiação 

 Ruptura das ligações de 

lignina e hemicelulose  

 Altos rendimentos de 

glicose e xilose 

 Redução da partícula da 

biomassa 

 Perdas de hemicelulose 

no slurry 

 Uma etapa adicional é 

necessária para remover 

a lignina 

 

Biológico 

Bolor branco (Pleurorus, 

Pycnoporus, Ischnoderma, 

Phlebia, etc); 

Biorganosolv (tratado 

com Ceriporiopsis 

subvermispora seguido 

de etanólise) 

 Baixa energia requerida, 

condições brandas 

 Remove quantidade 

considerável de lignina 

 Maior tempo de 

residência 

 Menor rendimento pelo 

consumo de carboidrato 

pelos fungos 

Químico 

Ozonólise; Processo 

organosolv; 

Deslignificação oxidativa; 

Hidrólise alcalina; 

Hidrólise com ácido 

diluído; Hidrólise com 

ácido concentrado;  

SO2; Ácido acético 

 Bom rendimento de 

glicose e xilose (hidrólise 

de 80 a 95% da fração 

hemicelulósica) 

 Elevada reatividade da 

fibra 

 Formação de produtos 

de degradação 

 Concentração baixa de 

açúcar na corrente de 

saída 

 Necessidade de 

equipamentos especiais 

 Necessidade da 

neutralização do 

hidrolisado para 

subsequente 

fermentação 

Fonte: Adaptado de Ogeda et al. (2010), adaptado de Saddler et al. (1996), Sanchez e 

Cardona (2008) 
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2.2.5.1. Pré-Tratamento com Ácido Diluído 

Dentre os diferentes métodos de pré-tratamento, a hidrólise dos açúcares 

presentes na fração hemicelulósica de materiais lignocelulósicos com ácido diluído 

(sulfúrico, nítrico ou clorídrico) tem se mostrado bastante eficiente, sendo também 

rápida e simples e tem sido citado como o melhor tipo de pré-tratamento para 

resíduos industriais (SILVERSTEIN et al., 2007; RAMOS, 2003; PARAJÓ et al., 1998). 

Esta técnica apresenta vantagens como minimização da formação de produtos de 

degradação e aumento da susceptibilidade da celulose à hidrólise enzimática 

subsequente, desde que as condições de hidrólise sejam otimizadas (SILVA et al., 

2005). Trata-se de uma tecnologia amplamente reportada na literatura, testada em 

escala piloto e com potencial de aplicação em escala industrial (JORGENSEN et al., 

2007). 

Existem, basicamente, dois tipos de tratamento ácido diluído: elevadas 

temperaturas (superiores a 160 °C) em processo de fluxo contínuo para baixa 

concentração de sólidos (5 - 10 % peso de substrato/peso de mistura de reação) e 

baixa temperatura (inferior a 160 °C) em processo por batelada e alto teor de sólidos 

(10 – 40%).  A hidrólise ácida diluída em condições menos severas pode atingir altas 

taxas de conversão de xilanas em xilose; já quando altas temperaturas são 

empregadas, a hidrólise da celulose é favorecida (MCMILLAN, 1994). O emprego de 

hidrólise ácida diluída apresenta várias vantagens quando comparada à utilização 

dos ácidos concentrados (SUN e CHENG, 2002).   Ácidos concentrados são tóxicos, 

perigosos, corrosivos, requerendo reatores resistentes à corrosão. Além disso, os 

ácidos concentrados devem ser recuperados após a hidrólise a fim de tornar o 

processo economicamente viável (SIVERS e ZACCHI, 1995). 

Um fator importante a ser considerado é que durante a hidrólise ácida diluída, 

dependendo das condições empregadas, compostos secundários dos açúcares e 

da lignina podem ser gerados, inibindo o crescimento de micro-organismos 
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fermentadores que serão utilizados posteriormente a esta etapa (MUSSATO e 

ROBERTO, 2004). Segundo Palmqvist e Hahn-Hägerdal (2000), quando altas 

temperaturas e pressões são utilizadas no pré-tratamento, xilose e glicose podem 

ser degradadas em furfural e hidroximetilfurfural, respectivamente, os quais podem 

ser posteriormente degradados em ácido fórmico e ácido fórmico e levulínico, 

respectivamente. Além desses compostos outras substâncias tóxicas para os micro-

organismos podem ser formadas durante a hidrólise com compostos fenólicos que 

são gerados a partir da quebra parcial da lignina, ácidos siríngico, vanílico, 

palmítico, entre outros. 

As concentrações desses inibidores no meio de fermentação merecem 

atenção, pois podem prejudicar o bioprocesso. Delgenes et al. (1996) mostraram 

que concentrações de furfural de 0,5; 1,0 e 2,0 g .L - 1  reduziram o crescimento de 

Scheffersomyces stipitis em 25%, 47% e 99%, respectivamente. Este mesmo estudo 

com concentrações de hidroximetilfurfural de 0,5; 0,75 e 1,5 g.L-1 mostrou uma 

redução de 43%, 70% e 100% no crescimento de P. stipitis, respectivamente. Além 

desses dois compostos, ainda existem outros compostos, como o ácido acético, 

formado pela desacetilação da hemicelulose, que configura como tóxico ao micro-

organismo em concentrações superiores a 3 g.L-1, enquanto os produtos de 

degradação da lignina (compostos fenólicos) são tóxicos aos micro-organismos 

mesmo quando em baixas concentrações (FELIPE et al., 1995; PARAJÓ et al., 1998; 

ROBERTO et al., 1991). Dependendo das concentrações de compostos tóxicos, o 

hidrolisado pode necessitar de algum tipo de tratamento de destoxificação, como 

por exemplo, o emprego de resinas de troca iônica, carvão ativado, enzimas 

ligninolíticas, pré-fermentação com fungos filamentosos, tratamentos com álcalis ou 

sulfitos, entre outros (MUSSATO e ROBERTO, 2004). 

O pH do hidrolisado hemicelulósico obtido do processo de pré-tratamento 

com ácido diluído necessita ser corrigido para a sua utilização nos processos 
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fermentativos, sem que haja inibição dos micro-organismos por um pH desfavorável 

à sua eficiente bioconversão (SAHA, 2003). 

  

2.2.5.2. Pré-Tratamento com Hidróxido de Sódio 

O pré-tratamento alcalino também tem despertado bastante atenção por ser 

relativamente mais econômico para muitos materiais lignocelulósicos (BELKACEMI et 

al., 1998). 

Além disso, tratamentos alcalinos utilizam valores baixos de pressão e 

temperatura se comparado com outras tecnologias de pré-tratamentos. Pode 

também ser processado em condições ambientes, porem exigindo um período muito 

grande (horas ou dias ao invés de minutos ou segundos). A aplicação de soluções 

alcalinas remove grande parte da lignina, por meio do rompimento das ligações 

estruturais, melhorando a reatividade dos polissacarídeos remanescentes (MOSIER et 

al., 2005). 

Hidróxido de sódio é um dos mais efetivos agentes alcalinos e tem sido 

utilizado para tratar diversos tipos de materiais lignocelulósicos (SOTO et al., 1994). 

Este tipo de pré-tratamento não hidrolisa a hemicelulose tão efetivamente 

quanto pré-tratamentos que utilizam ácidos, porém, é efetivo na remoção de lignina, 

o que traz um aumento na digestibilidade enzimática do material (HIMMEL, 2008). A 

característica do pré-tratamento alcalino com NaOH é que este pode remover a 

lignina sem afetar muito outros componentes (BALAT, 2008). 

Considerando aspectos econômicos e ambientais, o tratamento com NaOH 

diluído pode ser melhor do que com NaOH concentrado. Silverstein et al. (2007) 

investigaram o pré-tratamento químico de caule de algodão e reportaram que dentre 

os quatro pré-tratamentos avaliados (NaOH, H2SO4, H2O2 e ozônio), o que empregou 

NaOH resultou no mais alto nível de deslignificação (65,6% com 2% de NaOH, 90 

min, 121 °C) e conversão de celulose (60,8%). MacDonald et al. (1983) reportou que 
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quase toda a lignina na palha do milho foi dissolvida apos pré-tratamento utilizando 

2% de NaOH a 50 °C por 15 minutos. 

Nascimento (2010) obteve no pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar 

(NaOH 7% por 30 minutos a 120 °C) deslignificação do material, resultando em 5% 

de lignina na biomassa, teor de celulose em torno de 38%, garantindo assim um alto 

conteúdo acessível de celulose para a degradação enzimática, com uma conversão 

em torno de 75,5% (hidrólise) com rendimento em etanol de 90%. 

A grande maioria dos estudos realizados com pré-tratamento empregando 

NaOH utilizaram temperaturas acima de 100 °C. Entretanto, reagentes alcalinos como 

amônia, tem demonstrado serem mais promissores trabalhando com temperaturas 

mais baixas (55 °C), porém um maior tempo de processamento é requerido (KIM et 

al., 2005). 

 

2.2.6. Hidrólise Enzimática 

Após a etapa de pré-tratamento e a remoção da lignina remanescente deste 

processo é necessária uma etapa de hidrólise da celulose para obtenção de açúcares 

fermentáveis.  

No processo enzimático a hidrólise da celulose é catalisada por enzimas 

específicas denominadas de enzimas celulolíticas ou celulases. 

Diante da heterogeneidade da estrutura da cadeia celulósica, a qual apresenta 

regiões altamente ordenadas, estabilizadas por numerosas ligações de hidrogênio 

intra e intermoleculares, e áreas menos ordenadas ou amorfas, a sacarificação 

enzimática da biomassa depende de uma multiplicidade de atividades específicas 

complementares cujo sinergismo é essencial para que todo carboidrato nela 

disponível seja hidrolisado (PITARELO, 2007). 
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As celulases são usualmente uma mistura de diversas enzimas. Pelo menos três 

grupos principais de celulases estão envolvidos no processo de hidrólise da celulose 

(figura 2.13): 

 

 Endoglucanase (endo-1,4-D-glucanohidrolase, ou EC 3.2.1.4), a qual ataca 

regiões de baixa cristalinidade na fibra celulósica, criando cadeias com 

extremidades livres; 

 Exoglucanase ou celobiohidrolase (1,4-β-D-glucano celobiohidrolase ou EC 

3.2.1.91.) a qual se liga nas extremidades das cadeias e gera principalmente 

glicose e celobiose; 

 β-glucosidase (EC 3.2.1.21), responsável por clivar a celobiose produzindo duas 

moléculas de glicose. 

 

A hidrólise enzimática é dependente de muitos fatores: tipo de substrato pré-

tratado, inibição da atividade enzimática por produtos finais da biodegradação, 

termoestabilidade das enzimas, suas concentrações e adsorção no substrato, duração 

da hidrolise, pH do meio, concentração de substrato no meio e taxa de agitação 

deste (HAHN-HAGERDAL et al., 2006). As condições de temperaturas e pH ótimos de 

diferentes celulases são usualmente reportadas na faixa de 40 a 50 °C e pH de 4 a 5 

(OLSSON et al, 1996). A figura 2.15 mostra o sistema de ação das enzimas do 

complexo celulolítico. 

Considerando as características estruturais da celulose, verifica-se que o modo 

de ação das enzimas influencia a taxa de reação. A susceptibilidade da celulose ao 

ataque enzimático é determinada pela acessibilidade dos sítios de ligação da celulase, 

o que determina a subsequente adsorção da enzima no substrato sólido. A 

adsorção das celulases e a concepção do complexo enzima/substrato são 

apreciadas como os passos cruciais na hidrólise enzimática de celulose. A adsorção 
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de celulase na celulose insolúvel já foi descrita como reversível, irreversível e semi-

reversível, não se tendo chegado a um acordo quanto à questão (GAN et al., 2003). 

 

Figura 2.15. Modo de ação das celulases e um sistema enzimático cooperativo na 

degradação da celulose 

Fonte: adaptado de Pitarelo (2007) 

 

Tem-se conhecimento da inibição das enzimas celulases por celobiose e 

g licose e o padrão desta inibição tem sido motivo de muitas pesquisas. Com 

isso, muitos autores se alternam com os conceitos de padrão de 

competitividade, alguns opinam que a inibição competitiva é dominante, 

enquanto, outros reportam que a inibição não-competitiva é observada (GAN et al., 

2003). 
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Na hidrólise enzimática existe uma resistência de transferência de massa, 

entre as moléculas de enzima e uma da camada estagnada de filme líquido, que 

cerca as partículas sólidas de celulose, sendo que esta resistência determina a 

reação global. Considerando uma reação em reator em batelada com agitação, no 

início da hidrolise, a taxa de reação é determinada pelos três eventos em sequência 

(GAN et al., 2003): 

 

 A taxa de transferência de massa da enzima; 

 A taxa de adsorção da enzima na superfície do substrato; 

 A taxa de catálise da celulose. 

 

Depois da primeira fase da hidrólise, a taxa de reação começa a depender da 

penetração da enzima no interior do substrato sólido e em consequência desta 

dependência a catálise se torna mais lenta. 

Ainda que este processo seja vastamente estudado, as enzimas utilizadas na 

hidrólise apresentam custo elevado, o que torna a hidrólise enzimática ainda 

economicamente inviável. Pesquisas têm sido realizadas com o intuito de minimizar 

estes custos através de estudos focados na produção de enzimas. Uma vez 

conseguido o objetivo de produzir enzimas a custos mais acessíveis, será difícil 

desenvolver outro processo mais competitivo. 

 

2.3. Sorgo 

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] é uma planta que pertence à família 

Poaceae (MAGALHÃES et al., 2000), originária da África e situa-se em quinto lugar 

entre os cereais mais plantados no mundo, depois do milho, trigo, arroz e cevada 

(FAS, 2011b). É utilizado como principal fonte de alimento em grande parte dos 

países da África, Sul da Ásia e América Central e é importante componente da 
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alimentação animal nos Estados Unidos, Austrália e América do Sul (EMBRAPA 

MILHO E SORGO, 2008a). Segundo Rooney e Waniska (2000), mais de 40% da 

produção mundial é usada para o consumo humano. 

A capacidade da planta do sorgo de adaptar-se a uma ampla gama de 

ambientes, principalmente, sob condições de deficiência hídrica, desfavoráveis à 

maioria de outros cereais, tornou a sua cultura popular em muitas partes do mundo 

(WILLIAMS et al., 1999). Pode ser cultivada tanto em zonas temperadas como em 

tropicais; possui alta produção de massa verde (28,6 a 137,7 ton/ha) e massa seca (8,9 

a 39,5 ton/ha), quando comparada com a do milho (29,4 a 59,4 ton/ha de massa 

verde e 11,4 a 23 ton/ha de massa seca); é uma das plantas mais eficientes 

fotossinteticamente (usa o ciclo C4, a forma mais eficiente de fotossíntese, 

encontrados somente nas culturas de cana e milho); possui ciclo vegetativo curto 

(alguns híbridos atingem a maturidade em menos de 75 dias e podem fornecer três 

colheitas por ano), sendo adequado para rotação de culturas, além de ser resistente à 

seca, alagamento, toxicidade, salinidade e acidez do solo (PAZIANI e DUARTE, 2006; 

SANTOS, 2007; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996).  

Além disso, seu cultivo tem mostrado bom desempenho como alternativa para 

produção de biomassa, proporcionando maior proteção do solo contra a erosão, 

maior quantidade de matéria orgânica disponível e melhor capacidade de retenção 

de água no solo, além de propiciar condições para uso do plantio direto [O Plantio 

Direto (SPD) é a técnica de semeadura na qual a semente é colocada no solo não 

revolvido (sem prévia aração ou gradagem leve niveladora) usando semeadeiras 

especiais. Um pequeno sulco ou cova é aberto com profundidades e larguras 

suficientes para garantir a adequada cobertura e contato da semente com o solo] 

(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996). 

O sorgo é, talvez, a cultura mais versátil do mundo. Os grãos são cozidos 

como arroz, usado em flocos ou farelo como mingau de aveia, “maltados” como a 

cevada para fabricação de cerveja, cozidos como trigo para produção de pães, 
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“estourados” como pipoca. Alguns híbridos possuem grãos açucarados e quando 

verdes, são cozidos como o milho doce. A planta também pode ser usada como 

forragem ou silagem. Os colmos são utilizados para construção, tecelagem, vassoura 

e lenha. Também pode ser utilizada para produção de açúcar, xarope e combustíveis 

líquidos. Os grãos são usadas para alimentar aves, suínos e bovinos. No topo disso 

tudo, o sorgo promete ser uma “fábrica viva”. Álcool industrial, óleo vegetal, colas, 

ceras, corantes e óleos lubrificantes, são apenas alguns dos produtos que podem ser 

obtidos deste interessante vegetal (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996). 

O sorgo é uma cultura 100% mecanizável e em sua exploração podem ser 

utilizados os mesmos equipamentos de plantio, cultivo e colheita utilizados para 

outras culturas de grãos como a soja, o arroz, o trigo e o milho. Por outro lado, a 

cultura pode ser também, conduzida manualmente com boa adaptação a sistemas 

utilizados por pequenos produtores (EMBRAPA MILHO E SORGO, 2008b). 

A produção mundial de sorgo granífero em 2010/2011 foi estimada em cerca 

de 65 milhões de toneladas, em uma área plantada de aproximadamente 41 milhões 

de hectares. Desse total, o Brasil foi responsável por 2,6% da produção total, 

ocupando a nona posição no ranking mundial (USDA, 2011). 

No Brasil, o sorgo granífero é cultivado principalmente em duas épocas e 

regiões. No Rio Grande do Sul o sorgo forrageiro é plantado no verão, onde 

condições de clima favorecem a sua competitividade frente a outras culturas. Em 

outros estados da Região Sudeste também ocorre uma pequena produção nesta 

época. Todavia, em virtude da maior competitividade econômica de outras culturas, 

como o milho e a soja, o plantio nesta época vem perdendo espaço na região 

Sudeste. Entretanto, a cultura vem se solidificando como opção para plantio na 

"safrinha" (plantios de sucessão a culturas de verão), nos estados da região Centro-

Oeste e em regiões do Estado de São Paulo e Minas Gerais. 

Agronomicamente, os sorgos são classificados em quatro grupos: granífero; 

forrageiro para silagem e/ou sacarino; forrageiro para pastejo, corte verde, fenação e 
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cobertura morta; vassoura. A tabela 2.7 apresenta as principais variedades e 

aplicações do sorgo.  

 

Tabela 2.7. Diferentes tipos de sorgo quanto à forma de utilização 

Tipos de sorgo Produto Utilização 

Granífero Grão 

Substituto do milho na ração animal (bovinos, suínos e 

aves), utilização do restolho. 

Alimentação humana (farinha). 

Industrialização de produtos: amido, cera, cerveja, óleo, 

etc. 

Forrageiro Biomassa Corte, silagem e feno.  

Vassoura Panícula Vassouras, escovas e ornamentação (tem uso restrito). 

Sacarino 
Colmo e 

Grão 

Frutose, sacarose e álcool. 

Alimentação animal. 

Fonte: Olivetti e Camargo (1997) 

 

A figura 2.16 apresenta híbridos de sorgo forrageiro, sacarino, granífero e 

vassoura, cultivados no Brasil. 

Dos quatro grupos, o sorgo granífero é o que tem maior expressão 

econômica no Brasil. É um tipo de sorgo de porte baixo, com altura entre 0,8 e 1,2 m, 

que produz na extremidade superior, uma panícula (cacho) compacta de grãos. Nesse 

tipo de sorgo o produto principal é o grão. Todavia, após a colheita, como o resto da 

planta ainda se encontra verde, pode ser usada também como feno ou pastejo. O 

rendimento médio no Brasil na safra 2010/2011 foi de 2,5 t/ha, entretanto, o 

potencial de rendimento em grãos, normalmente, pode ultrapassar 10 t /ha e 7 t /ha,  
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Figura 2.16. Cultivares de sorgo no Brasil. (A) Sorgo forrageiro; (B) Sorgo sacarino; 

(C) Sorgo granífero; (D) Sorgo vassoura 

Fonte: (A) http://facholi.com.br/produtos_detalhes.php?cod=55&c=9; (B) 

http://farm4.static.flickr.com/3549/3349951117_0871de53f9.jpg?v=0; (C) 

http://www.actualidadavipecuaria.com/noticias/destacan-al-sorgo-para-la-alimentacion-de-

aves.html; (Dhttp://pt.wikipedia.org/wiki/Sorgo 

 

A B 

C D 

http://facholi.com.br/produtos_detalhes.php?cod=55&c=9
http://farm4.static.flickr.com/3549/3349951117_0871de53f9.jpg?v=0
http://www.actualidadavipecuaria.com/noticias/destacan-al-sorgo-para-la-alimentacion-de-aves.html
http://www.actualidadavipecuaria.com/noticias/destacan-al-sorgo-para-la-alimentacion-de-aves.html
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sorgo
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em condições favoráveis no verão e em plantios de sucessão, respectivamente. 

Entretanto, as condições em que predominantemente o sorgo granífero é cultivado, 

não possibilitam a expressão de todo seu potencial (SILVA et al., 2010; EMBRAPA 

MILHO E SORGO, 2008c). É utilizado como ração para suínos, aves e bovinos. Além 

disso, é possível produzir farinha a partir do cereal. Mesmo com a produção do 

etanol, após retirado o líquido, o grão restante do processo fermentativo ainda pode 

ser reaproveitado para a produção de ração animal. 

O que é denominado de sorgo forrageiro compreende um tipo de sorgo de 

porte alto, com altura de planta superior a dois metros, muitas folhas, elevada 

produção de forragem. Poderá ser chamado também de silageiro pelo fato da sua 

aptidão ser principalmente para silagem (DIPAP, 2010). No que diz respeito ao 

consumo deste tipo de sorgo, este é quase que completamente feito na propriedade. 

Tanto os percentuais de consumo e estocagem relacionados ao número de 

estabelecimentos quanto esses percentuais relacionados à produção e à área colhida 

com esse tipo de sorgo indicam que mais de 97% do consumo é realizado na 

propriedade. Observa-se que a prática de comercialização de forragem e/ou silagem 

ainda não é difundida entre os produtores de sorgo forrageiro, e que há uma 

integração entre as atividades do produtor pecuarista com a produção vegetal. Outra 

indicação está relacionada ao custo de transporte, a partir da produção de sorgo 

forrageiro, que não deve ser compensador para quem compra e quem vende esse 

produto. Neste caso, observa-se que a produção de forragem de sorgo é mais 

eficiente quando realizada por quem irá usá-la, com produtividade de 16.053 kg/há 

(massa seca), do que quando essa produção é realizada com intenções de ser 

comercializada.  

O segmento de produção de forragem de sorgo tem apelos fortes no setor 

agropecuário, dadas as qualidades nutricionais do sorgo quando comparada a outros 

volumosos menos nobres, pois, em termos nutricionais, o sorgo é semelhante ao 

milho, sendo menos eficiente apenas na oferta de energia para os animais. Por outro 
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lado, o controle de perdas causadas por roubo de produto, como é o caso do milho, 

é muito mais fácil de ser feito em propriedades localizadas perto de conglomerados 

urbanos, uma vez que não há o hábito de consumir sorgo como alimento humano no 

Brasil (DUARTE, 2003). 

Já o sorgo vassoura, é um tipo de sorgo que apresenta como característica 

principal à panícula na forma de vassoura. Tem importância regionalizada, 

principalmente no Sul do Brasil e no interior de São Paulo onde é usado na 

fabricação de vassouras e também como produto artesanal (DIPAP, 2010).  

Com relação ao sorgo sacarino, este tipo vem recebendo especial destaque 

dentre as diversas matérias-primas renováveis disponíveis para produção de etanol.  

O sorgo sacarino, originário do Sudão, é uma cultura rústica com aptidão para cultivo 

em áreas tropicais, subtropicais e temperadas. Apresenta ampla adaptabilidade, 

tolerância a estresses abióticos e pode ser cultivado em diferentes tipos de solos 

(EMYDIO, 2010). O sorgo sacarino é a única cultura que fornece grãos (ricos em 

amido) e colmos que podem chegar a 5 m de altura e podem ser utilizados como 

substrato para a produção de álcool, xarope, forragem e combustível. Com o uso de 

sementes, o sorgo pode ser plantado em rotação com outros cultivos anuais, 

complementando a produção de matéria-prima e potencialmente semeados em 

áreas não cultivadas, assim como em terras onde a cana não se adapta bem (CERES, 

2010). 

As facilidades de mecanização da cultura, o alto teor de açúcares diretamente 

fermentáveis contidos no colmo, a elevada produção de biomassa e a antecipação da 

colheita com relação à cana-de-açúcar, colocam o sorgo sacarino como uma 

excelente matéria-prima para produção de etanol. Outra vantagem do sorgo sacarino 

em relação à cana-de-açúcar é o fato de apresentar ciclo curto (120 – 130 dias), 

permitindo que a cultura seja estabelecida e colhida durante a entressafra da cana-

de-açúcar, beneficiando a indústria alcooleira, que não ficaria sem matéria-prima 

para a produção de etanol nesse período (EMYDIO, 2010).  
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Além do etanol a partir do caldo do sorgo, os grãos também podem ser 

utilizados para a produção desse biocombustível, por via enzimática e a biomassa 

excedente pode ser utilizada tanto na co-geração de energia, como na produção de 

combustíveis de segunda geração. 

Pouco conhecido no Brasil, o sorgo sacarino começou a ser estudado já entre 

os anos de 1940 e 1950 em Campinas. Sua difusão deu-se a partir da década de 

1970, principalmente como substituto do milho durante a entressafra. Com o choque 

do petróleo nas décadas de 1970 e 1980 se iniciou o estudo para a obtenção de 

etanol em complemento à cana-de-açúcar. O sorgo sacarino foi estudado por 

diversos centros e foi no Instituto de Zootecnia, Nova Odessa – SP, onde 

pesquisadores da Embrapa realizaram, com sementes do BR505 cedidas pelo Centro 

Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, de Sete Lagoas - MG, cultivares cujo objetivo 

era de compará-los aos da cana-de-açúcar cultivados em condições idênticas de solo 

e clima (TEIXEIRA et al., 1997). Os resultados obtidos demonstraram a possibilidade 

de utilização do sorgo sacarino como fonte de matéria-prima para  a produção de 

etanol. 

Além de ser usada como complemento na produção de etanol a partir da cana 

sem aumento da área plantada, esta gramínea também apresenta características 

interessantes para as propriedades médias e pequenas, as quais possibilitam uma 

maior rotação de culturas e produção do próprio combustível, ou ainda pode ser a 

principal matéria-prima desde que seja feito um planejamento industrial, 

principalmente em regiões onde a cana não apresenta boa adaptação devido aos 

baixos regimes pluviométricos. Aém disso, pode ser usada como matéria-prima 

adicional em áreas em expansão. 

Atualmente, o sorgo sacarino já é fonte de produção de etanol em países 

como Índia, China, Austrália e África do Sul. Considerado a “cana-de-açúcar” do meio 

oeste americano, o sorgo sacarino é hoje umas das apostas americanas para 

substituir o milho na produção de etanol. A Europa realiza projetos para a produção 
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do etanol a partir do sorgo em diversos países tais como: Grécia, Espanha, Reino 

Unido, Portugal, Itália, Alemanha visando o cumprimento da diretriz da comunidade 

européia de redução na utilização de combustíveis fósseis (LAMNET, 2002). A figura 

2.17 mostra o amplo potencial da adaptação e crescimento do sorgo no mundo. 

De acordo com a MyBeloJardim (2011), já existem mais de 12.000 hectares 

plantados com sorgo sacarino no Brasil, onde estão sendo realizados testes com um 

híbrido comercial. Este híbrido tem produtividade esperada entre 60 e 80 t/ha, 12% 

de teor de açúcar, entre 11% e 15% de fibra, além de produzir grãos. Já a cana-de-

açúcar tem produtividade média de 90 t/ha, entre 13% e 14% de açúcar e até 12% de 

fibras. O rendimento médio em t/ha da produção de um híbrido de sorgo sacarino 

produzido no estado de São Paulo na safra de 2010 foi de 85 t/ha de biomassa, 30 

t/ha de bagaço, 45 t/ha de caldo, 5 t/ha de folhas e palhas e 4-5 t/ha de grãos 

(KLINK, 2010a).  

 

 

Figura 2.17. Potencial de adaptação do sorgo 

Fonte: Klink (2010b) 
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A usina Cerradinho, alocada em Catanduva (SP), foi a primeira usina a produzir 

o etanol em escala industrial vindo do sorgo. A empresa cultivou 1,2 mil hectares 

com o experimento e conseguiu produzir 1,4 milhão de litros de etanol no final de 

março de 2011 (DIRETO DA USINA, 2012) empregando as colheitadeiras  de cana e o 

mesmo processo de produção de etanol. 

A tabela 2.8 apresenta a composição média do caldo, bagaço e grãos de sorgo 

sacarino. Os grãos de sorgo tem composição química muito semelhante a do milho. 

No entanto, tem maiores variações provavelmente devido a diversidade dos meios 

em que é produzido. Os híbridos de sorgo atualmente tem maior teor de proteínas 

do que o milho e que este é mais rico em substâncias graxas. 

 

Tabela 2.8. Composição percentual média dos grãos, caldo e bagaço de sorgo 

Grãos (% base úmida) Caldo (% base úmida) Bagaço (% base seca) 

Amido 70,1 Sólidos Solúveis 18 Celulose 38,5 

Proteínas 11,2 Sacarose  8,5 – 12,4 Hemicelulose 21,4 

Umidade 11,6 Glicose  2,1 Lignina 17,6 

Fibras 1,82 Frutose  1,2 Proteína 1,1 

Lipídeos 3,54 Amido 0,5 Extrativos 13,7 

Cinzas 1,8 Água 84 Cinzas 3,7 

   Fonte: Wu et al. (2007), Rossell (2011), Panagiotopoulos et al. (2010) 

 

Os grãos de sorgo diferem em tamanho, estrutura, textura, dureza, 

pigmentação e características bioquímicas (NOVELLIE, 1962; ROONEY, 1969; PALMER, 

1989; SWATSON et al., 1994). A pigmentação do grão varia de branco a tons de 

amarelo, marrom, vermelho e misturas destas cores (ROONEY, 1969; OWUAMA e 

OKAFOR, 1987). Algumas variedades apresentam maior resistência à trituração 

(SWATSON et al., 1994).  
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A cor do amido dos grãos de sorgo está relacionada com a intensidade dos 

pigmentos no pericarpo e nas folhas (WATSON e HIRATA, 1955; FREEMAN e 

WATSON, 1971). Subramanian et al. (1994) relataram que cultivares com sementes 

brancas ou amareladas são mais adequadas à produção de amido. A figura 2.18 

mostra as diferentes cores de grãos de sorgo. Normalmente, o amido dos grãos de 

sorgo é composto principalmente por amilopectina (75%), mas existem híbridos 

compostos por 100% de amilopectina (waxy – ceroso) e híbridos com altas taxas de 

amilose (BOYER e LIU, 1983). 

Toda planta de sorgo possui aproximadamente os mesmos níveis de proteína, 

amido, lipídios, etc. nos grãos, porém vários compostos fenólicos podem ocorrer ou 

não, e entre esses compostos destaca-se o tanino condensado, que tem ação 

antinutricional principalmente para os animais monogástricos (MAGALHÃES e 

DURÃES, apud PINEDO, 2009). 

 

 

Figura 2.18. Diferentes cores de grãos de sorgo 

Fonte: http://www.flickr.com/photos/51845610@N02/galleries/72157625368510317 

 

 

http://www.flickr.com/photos/51845610@N02/galleries/72157625368510317
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A composição do bagaço e do caldo do sorgo sacarino é semelhante ao 

bagaço e caldo de cana-de-açúcar, assim como a eficiência energética do bagaço 

para a cogeração (2.150 Kcal.Kg-1 para o bagaço de cana e 2.200 Kcal.Kg-1 para o 

bagaço de sorgo). Além disso, o sorgo sacarino é uma cultura neutra em emissão de 

gases (CO2 neutral), pois são emitidos 1,5 toneladas de CO2.ha-1 durante o ciclo 

vegetativo, 8,5 toneladas de CO2.ha-1 para conversão e 35 toneladas de CO2.ha-1 para 

combustão, mas são absorvidos 45 toneladas de CO2.ha-1 durante o ciclo vegetativo. 

Adicionalmente, o bagaço do sorgo sacarino apresenta melhor qualidade biológica 

para o uso na alimentação animal quando comparado ao bagaço da cana-de-açúcar 

(ALMODARES e HADI, 2009). A tabela 2.9 apresenta algumas vantagens comparativas 

entre as culturas de sorgo sacarino e cana-de-açúcar para a produção de etanol.  

Outra vantagem da produção de etanol a partir do sorgo sacarino, é que a 

planta pode ser processada pelos mesmos equipamentos que processam a cana, com 

isso aumentando a capacidade de produção sem nenhum investimento adicional. Os 

grãos podem ser aproveitados na obtenção do etanol em processo similar ao 

praticado na produção do etanol de milho (BARCELOS et al., 2011). A perspectiva de 

utilização dos dois processos, grãos e caule, semelhantes aos utilizados pelo milho e 

a cana, provocou uma corrida para a implantação de novos projetos pelos estados 

mais propícios a esta cultura (RFA, 2006). 

Na China, vinte províncias com condições inadequadas para o cultivo da cana-

de-açúcar, em terras de baixa produtividade, alta salinidade e já degradadas, veem 

no sorgo a chance de deixar de importar dois milhões de toneladas de açúcar por 

ano e diminuir a dependência energética em relação aos combustíveis fosseis. 

Estudos, que iniciaram na década de 1980, concluíram que o consumo de água por 

parte da cultura do sorgo é um terço da necessária para a cana e que são necessários 

somente 4,5 Kg de sementes para um hectare contra 4,5 a 6,0 toneladas de mudas de 

cana para a mesma área. A massa verde obtida varia de 50 a 60 t.ha-1. O volume de 
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etanol processado com o sorgo (colmos + grãos) propiciou uma produção anual de 

6.000 a 7.000 L.ha-1.ano-1, em duas colheitas (FAO, 2002). 

 

Tabela 2.9. Vantagens comparativas entre as culturas de sorgo sacarino e cana-de-

açúcar para a produção de etanol 

Parâmetros Sorgo sacarino Cana-de-açúcar 

Tipo de plantio Propagação por sementes Propagação vegetativa 

Requerimento de matéria-prima 50% água, 60% nitrogênio 
Limitada pela água, 

nitrogênio 

Tempo de ampliação de escala 
Propagação por semente - 

menor 

Propagação vegetativa 

- maior 

Áreas marginais Cultivo em áreas marginais 
Limitada em áreas 

marginais 

Rebrota/flexibilidade 2 – 3 cortes por ano 12 – 18 meses 

Absorção de minerais Baixo Alto 

Colheita manual/sem queimada Campos mais limpos Queimada necessária 

Deterioração por colheita 

mecanizada 
Não há problemas Sim 

Custos de Cultivo (R$/ha) 630 1.742 

Ciclo de crescimento (meses) 3 - 4,5 9 -18 

Fonte: CERES (2010), Reddy et al. (2005) 

 

Na Índia o programa de produção de sorgo sacarino visa à desconcentração 

dos grandes centros e proporcionar a geração de fontes energéticas sustentáveis e 

acessíveis à população. Em projetos piloto do NARI (Nimbkar Agricultural Research 

Institute), são obtidos anualmente por hectare, duas colheitas gerando de 2.500 a 

3.000 litros de etanol a 95% (v/v), 2 a 3 toneladas de grãos para farinha e 15 a 20 

toneladas de bagaço para ração ou como combustível para gaseificação. Um projeto 

semelhante encontra-se em desenvolvimento na Zâmbia com o apoio do NARI. 
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A Europa realiza projetos para a produção do etanol a partir do sorgo em 

diversos paises tais como: Grécia, Espanha, Reino Unido, Portugal, Itália, Alemanha 

visando o cumprimento da diretriz da comunidade européia de redução na utilização 

de combustíveis fósseis (LAMNET, 2002). 

No Brasil, várias usinas em construção já preveem a utilização do sorgo 

sacarino na obtenção do etanol e muitas empresas produtoras de sementes e usinas 

estão testando híbridos do sorgo sacarino para a produção de etanol, sendo que 

uma dessas empresas está produzindo sementes suficientes para plantar entre 50 e 

60 mil hectares de sorgo sacarino. Segundo Coutinho (2011), o plantio só não foi 

maior por falta de sementes disponíveis no mercado. Os híbridos estão sendo 

testados em diferentes regiões, como Rio Grande do Sul, para avaliar a adaptação 

dessas variedades em diferentes condições de solo e clima. 

Segundo Emydio (2010), pesquisadora da Embrapa Clima Temperado que 

gerencia o trabalho no estado, afirma que os resultados foram excelentes, atingindo 

uma média de 90 t.ha-1 de massa verde e o rendimento em etanol de 

aproximadamente 42 L.t-1 de massa verde, o que corresponde a 3 - 4 mil litros de 

etanol por hectare. Só para efeito de comparação, o rendimento médio do mesmo 

hectare de cana-de-açúcar na indústria hoje é de 6.000 litros de etanol por hectare e 

a produtividade média brasileira de biomassa verde da cana de açúcar é de 76 t/ha 

(CONAB, 2011).  

É importante ressaltar que a cana é colhida com um ano ou um ano e meio e o 

ciclo do sorgo sacarino é de no máximo 120 dias. Desta forma, pode-se obter duas 

ou três safras por ano de sorgo sacarino e considerando a produtividade média dos 

ensaios de 90 t.ha-1, pode-se concluir que o sorgo sacarino é uma cultura bastante 

eficiente e competitiva quando comparada à cana de açúcar. Com relação aos valores 

de sólidos solúveis totais no caldo do sorgo sacarino, constatou-se que os mesmos 

são equivalentes aos encontrados na cana de açúcar (RIBEIRO FILHO et al. 2008). 

Além disso, os teores de açúcares, segundo Teixeira  et al. (1998), se elevam até a 
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planta atingir a maturidade fisiológica, época ideal para o corte, o que possibilita 

perfeitamente a conciliação da colheita dos colmos e dos grãos. 

Souza et al. (2010) avaliaram o desempenho de 25 cultivares de sorgo sacarino 

desenvolvidos pelo programa de melhoramento do Centro Nacional de Pesquisa 

Milho e Sorgo (CNPMS) da Embrapa em Sete Lagoas/MG em duas épocas de cultivo, 

na seca (outono) e nas águas (verão). Os experimentos foram conduzidos na fazenda  

experimental do CNPMS em Janaúba, MG.  A produção de massa verde foi em média 

42,7 t.ha-1 no outono e 59,8 t.ha-1 no verão, sendo que a produtividade máxima foi 75 

t.ha-1. Em relação ao teor de sólidos solúveis totais, foram obtidos uma média de 18 

°Brix no outono e 14 °Brix no verão, com um máximo de 21,7 °Brix.  

A produtividade média de grãos foi avaliada somente em Sete Lagoas devido 

ao ataque de pássaros nos demais ensaios. O valor obtido foi de 2,5 t.ha-1 e com 

cultivares produzindo de 0,6 a 5,5 t.ha-1, mesmo com ataque moderado de pássaros. 

Nas grandes usinas, o sorgo sacarino está sendo colhido com os grãos e após a 

moagem obtém-se um bagaço misturado com grãos, que pode ser utilizado para 

confecção de silagens para alimentação de bovinos.   

Estas qualidades fazem do sorgo uma matéria-prima bastante promissora para 

a produção de etanol, principalmente em regiões com condições de clima não 

favoráveis para o cultivo de cana-de-açúcar e naquelas onde a cana tem adaptação, 

seria uma cultura complementar na entressafra estendendo o período de colheita por 

mais quatro meses, evitando a ociosidade das destilarias. Além do mais, a produção 

de etanol a partir de amido é um processo dominado e não necessita de grandes 

adaptações nas plantas industriais. 

 

2.4. Fermentação Alcoólica 

A fermentação alcoólica é uma transformação bioquímica de glicídeos a etanol 

e CO2 levada a cabo pela célula viva, em particular por células de leveduras, fungo 
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amplamente distribuído na natureza e com capacidade de sobrevivência tanto em 

condições aeróbias ou anaeróbias (PEREIRA JR., 2009). 

A importância deste processo está diretamente relacionada com diversos 

setores da agroindústria, com destaque para o sucroalcooleiro (BELLUCO, 2001).  

A produção de álcool etílico no Brasil ultrapassa 27 bilhões de litros, e 

levando-se em consideração que a principal via de obtenção deste produto é 

derivada de processo fermentativo, tem-se uma grande preocupação com o agente 

responsável pela fermentação. 

Segundo Pereira Jr. et al. (2008), o agente biológico deve ser selecionado, 

quando se tenciona transferir o bioprocesso para a escala industrial, em função das 

seguintes propriedades: elevada atividade, ou seja, ser capaz de converter 

rapidamente o substrato em produto com altos rendimentos, conduzindo a altos 

valores de produtividade; estabilidade sob condições ambientais extremas (elevada 

pressão osmótica do meio, elevada temperatura, elevada força iônica), devendo, 

ainda, ser tolerante e resistente a substâncias tóxicas, que podem ser geradas no 

processo de tratamento da matéria-prima ou encontradas em resíduos e efluentes. 

De acordo com Jones et al. (1981), os micro-organismos mais indicados para 

produção de etanol a partir de hexoses são as leveduras dos gêneros Saccharomyces 

e Kluyveromyces e a bactéria Zymomonas mobilis. No gênero Saccharomyces 

destacam-se as espécies Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces uvarum (S. 

carlsbergensis). 

A fermentação da glicose é um processo completamente estabelecido. Não 

existe micro-organismo mais apropriado que a levedura Saccharomyces cerevisiae, 

que através de seu emprego intensivo em fermentação industrial, já passou por um 

processo de seleção natural, apresentando os melhores desempenhos em conversão 

de glicose a etanol, produtividade, tolerância alcoólica, resistência e robustez a 

inibidores, além de não exibir muitas limitações fermentativas presentes nas 

bactérias. Desde que os impactos negativos dos inibidores sejam controlados, a 
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fermentação acontece sem maiores problemas (KIRALLY et al., 2003; BETTIGA et al., 

2008; MATSUSHIKA et al., 2009). 

Como o etanol só é formado pelas leveduras a partir de monossacarídeos, 

em processos contendo meios ricos em sacarose, faz-se necessária a decomposição 

deste açúcar em D-glicose e D-frutose. Na fermentação alcoólica, estes micro-

organismos fornecem a enzima invertase, que hidrolisa a sacarose. A reação da 

inversão é demonstrada abaixo: 

 

C12H22011 + H2O   invertase        C6H1206   +    C6H1206 

               D-glicose      D-frutose 

 

A sacarose pode ser hidrolisada, extracelularmente, pela invertase (β-D-

fructosidase) secretada ou ser transportada diretamente para o citoplasma e, 

posteriormente, hidrolisada pela invertase intracelular. O transporte de açúcar em 

Saccharomyces cerevisiae, através do plasmalema, pode ser por transporte ativo ou 

difusão facilitada (ROMANO, 1986). O peso molecular e a atividade específica da 

enzima interna são semelhantes ao da secretada externa, mas a composição de 

aminoácidos é diferente (GASCÓN et al., 1968; NEUMANN e LAMPEN, 1967).  

A atividade de invertase das células, assim como a ótima temperatura para  

crescimento e a velocidade de formação do etanol são dependentes da composição 

do meio e da linhagem de levedura utilizada (LALUCE et al., 1991).  

Dois ciclos distintos definem o processo de transformação de açúcares 

solúveis em moléculas menores pela ação da levedura. O primeiro é a glicólise 

(ocorre no citoplasma) que possui a função de “quebrar” a molécula de glicose até 

ácido pirúvico, através de uma série de reações catalisadas por enzimas específicas, 

que se situam na parede celular e no interior da célula. Na ausência de oxigênio há 

uma tendência à atuação das enzimas piruvato descarboxilase e álcool 

desidrogenase, produzindo etanol e água a partir de ácido pirúvico (ocorre no 
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citoplasma). A equação de Gay-Lussac faz um balanço desta etapa. Porém, na 

presença de oxigênio há um deslocamento de parte do ácido pirúvico para o Ciclo de 

Krebs, onde este será oxidado enzimaticamente a dióxido de carbono e água. Os 

balanços globais dos dois ciclos estão nas seguintes equações: 

 

Em anaerobiose (Equação de Gay-Lussac) 

 

C6H12O6 + 2 Pi + 2 ADP     →   2 C2H50H + 2 CO2 + 2 ATP + 2 H2O + 57 kcal 

 

Em aerobiose 

C6H12O6 + 6 O2      →    6CO2 + 6H2O + 38 ATP + 688 kcal 

 

O rendimento teórico (coeficiente de Gay-Lussac) para a produção de 

etanol é de 0,511 g etanol/g glicose. Na prática, este valor não é observado 

devido a utilização de parte da glicose para a produção de glicerol e álcoois 

superiores, substâncias necessárias para síntese de material celular e manutenção 

da levedura. Nesta condição, a produção de células é sempre pequena quando 

comparada com a quantidade de açúcares convertidos em etanol e gás carbônico 

(BARRE et al., 2000). 

Como foi dito anteriormente, na ausência de oxigênio, esses micro-

organismos apresentam um desvio da via glicolítica (Embden-Meyerhof-Parnas) ao 

nível do piruvato, descarboxilando-o para formação de acetaldeído que 

posteriormente é reduzido a etanol. Chama-se a atenção para um importante 

fenômeno, denominado de efeito Crabtree, que está relacionado à ocorrência de 

fermentação alcoólica em aerobiose. Este fenômeno leva a um alto fluxo glicolítico 

quando as células crescem no modo batelada a altas concentrações de substrato ou 

em quimiostato a altas taxas de diluição (PEREIRA JR., 2009). 
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É importante observar que as condições de cultivo que proporcionem o 

máximo de crescimento celular podem não ser necessariamente aquelas que 

proporcionem o máximo de rendimento de algum produto do metabolismo (AIBA et 

al., 1973). Sabe-se que metabolicamente as leveduras são predominantemente 

anaeróbias facultativas, sendo capazes de crescer tanto na ausência de oxigênio 

(fermentação) como na sua presença (respiração ou metabolismo oxidativo). A 

presença do oxigênio molecular induz a mudança no metabolismo energético de 

fermentação para respiração (REED e PEPPLER, 1973). 

A célula de levedura possui compartimentos para adequação da atividade 

metabólica. A fermentação alcoólica (glicólise anaeróbia) ocorre no citoplasma, 

enquanto que a oxidação total do açúcar (respiração) se dá na mitocôndria (BASSO et 

al., 1996). Em condições de parcial anaerobiose (quantidade de oxigênio disponível 

no meio, no início da fermentação, inferior a 10 mg.L-1), o metabolismo da 

Saccharomyces cerevisiae é estritamente fermentativo. Os açúcares consumidos pelas 

leveduras durante a fermentação são exclusivamente a D-glicose e D-frutose. O 

transporte destas hexoses até o interior da célula é feito por meio de sistemas 

caracterizados por uma alta afinidade pela D-glicose (KM = 10 a 20 mM) e D-frutose 

(KM = 50 a 70 mM) (SERRANO e DELAFUENTE, 1974). Esta atividade de transporte 

está regulada pela disponibilidade de nitrogênio assimilável no meio externo e pela 

atividade de síntese protéica das células. No momento em que a síntese protéica 

diminui ou cessa, é observada uma diminuição do sistema de transporte. Este 

fenômeno é denominado de inibição de captação, sendo especialmente acelerado 

quando existe carência em nitrogênio assimilável no meio. A adição de nitrogênio 

assimilável durante esta fase, se não for realizada de forma tardia, permite restaurar 

parcialmente uma atividade de síntese protéica e, consequentemente, uma reativação 

dos sistemas transportadores das hexoses, restaurando em parte a atividade 

fermentativa (BELY et al., 1994). 
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A primeira etapa da fermentação alcoólica, uma vez efetuada a entrada de D-

glicose ou de D-frutose na célula, é a fosforilação do açúcar. As enzimas hexoquinase 

PI e PII são capazes de fosforilar estes açúcares, porém com rendimentos diferentes 

(razão de 3:1 em favor da D-glicose) enquanto que a glucoquinase fosforila 

exclusivamente a D-glicose. Estas diferenças explicam por que a D-glucose é 

consumida a uma velocidade maior que a D-frutose no decorrer da fermentação, e 

como consequência, ao final da fermentação, a concentração relativa da D-frutose é 

mais elevada que a da D-glicose (D’AMORE et al., 1989). 

O mecanismo metabólico dos açúcares fosforilados é baseado na sua transformação 

em piruvato através da via clássica da glicólise, como é mostrada na figura 2.19. Em 

anaerobiose, o piruvato está principalmente orientado à produção de etanol para 

regenerar o cofator NAD+ (nicotinamida adenina dinucleotídeo) consumido ao nível 

de gliceraldeído-3-fosfato. O piruvato é então descarboxilado a acetaldeído pela 

enzima piruvato descarboxilase, depois este é reduzido a etanol pela enzima álcool 

desidrogenase. O balanço global da fermentação alcoólica é dado pela seguinte 

equação: 

 

1 Hexose + 2ADP + 2 Fosfatos  →  2 Etanol + 2 CO2 + 2 ATP 

 

De acordo com Barre et al. (2000), a fase de crescimento e a estacionária são 

muito distintas. As leveduras durante a fase de crescimento somente se multiplicam 

durante seis ou sete gerações, gerando assim uma população máxima ao redor de 

120 a 130 x106 células.mL-1 para uma inoculação inicial próxima de 106 células.mL-1. A 

fase estacionária representa uma etapa muito importante no processo fermentativo, 

pois é neste momento em que ocorre grande parte da fermentação alcoólica. 
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Figura 2.19. Via glicolítica, síntese de glicerol e conversão do piruvato a etanol 

Fonte: Barre et al. (2000) 

1-Fosfoglucose Isomerase; 2-Fosfofrutoquinase; 3-Aldolase; 4-Triose Fosfato Isomerase;              

5-Gliceraldeído-3-Fosfato Desidrogenase; 6-Fosfoglicerato Quinase; 7-Fosfoglicerase 

Mutase; 8-Enolase; 9-Quinase Pirúvica; 10-Piruvato Descarboxilase;                                   

11-Desidrogenase Alcoólica; 12-Glicerol-3-fosfato Desidrogenase; 13- -glicerofosfatase 
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O etanol representa o produto principal da fermentação alcoólica e pode 

alcançar concentrações extracelulares de até 12 a 14% de volume em fermentação 

normal. Segundo Dombek e Ingram (1986), a levedura Saccharomyces cerevisiae não 

acumula etanol no interior de seu citoplasma durante a fermentação.  

Quando o meio é inoculado com uma levedura, a produção de etanol não é 

imediata. Certas enzimas essenciais na fermentação alcoólica (piruvato descarboxilase 

e álcool desidrogenase I) são induzidas pela D-glicose e não estão em seus níveis 

máximos no princípio da fermentação alcoólica. Em consequência, alguns compostos 

além do etanol são formados no começo da fermentação: glicerol, piruvato, succinato 

e outros ácidos orgânicos. A síntese dos elementos carbonados (aminoácidos e 

açúcares) necessários na formação de biomassa se dá a partir do metabolismo das 

hexoses e não conduz à formação de etanol (BARRE et al., 2000). 

O gás carbônico, segundo produto da fermentação alcoólica, tem um 

rendimento médio de 0,4 a 0,5 gramas de CO2 por grama de açúcar degradado. 

Valores de pressão parcial de CO2 entre 0,15 a 0,2 atmosferas não afetam o 

crescimento e a atividade da levedura, mas ao contrário têm efeito estimulante, 

entretanto, se a pressão for superior aos valores mencionados tanto o crescimento 

quanto à atividade metabólica são reduzidos (BARRE et al., 2000). 

Na biossíntese de glicerol o NADH é oxidado pela redução da dihidroxicetona-

fosfato em glicerol-fosfato, que por sua vez é convertido em glicerol, como 

representado na figura 2.19. 

O glicerol, depois de produzido, é excretado da célula por difusão passiva, 

sendo que sua concentração varia entre cinco e 11 g.L-1, dependendo da levedura 

utilizada, (LUYTEN et al., 1995). A sua formação está ligada a produção de succinato e 

de acetato, compostos cuja síntese está acompanhada de uma produção de NADH 

(BARRE et al., 2000). 

Segundo Oura (1977), em condições anaeróbias, a S. cerevisiae produz glicerol 

para manter o balanço redox e, consequentemente, sustentar o processo de glicólise 
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e de acordo com Walker (1998), o glicerol é o mais efetivo osmorregulador presente 

em S. cerevisiae e ocorre aumento de síntese em situações de estresse osmótico, 

quando também ocorre aumento da síntese de trealose; esta por sua vez é o mais 

eficiente sacarídeo na estabilização da membrana plasmática quando a levedura é 

submetida a um estresse osmótico, reduzindo possíveis danos em sua estrutura 

(MANSURE et al., 1997). 

Durante a fermentação alcoólica são formadas mais de uma dezena de ácidos 

orgânicos, sendo que sua origem depende principalmente de três vias do 

metabolismo da levedura. Um determinado número de compostos como acetato, 

succinato, -cetoglutarato, malato e citrato derivam diretamente do piruvato pelo 

funcionamento limitado do ciclo dos ácidos tricarboxílicos. Outros ácidos orgânicos 

(ácidos isovalérico e isobutírico) derivam das vias de síntese dos aminoácidos e dos 

alcoóis superiores. A maioria dos ácidos orgânicos restante é produzida durante a via 

de síntese dos ácidos graxos, a partir de Malonil-CoA. 

A conversão do piruvato a etanol e CO2 ocorre em dois passos. No primeiro 

passo, o piruvato sofre a descarboxilação em uma reação irreversível catalisada pela 

piruvato descarboxilase. Esta reação não envolve a oxidação do piruvato. A piruvato 

descarboxilase requer Mg2+ e tem uma coenzima firmemente ligada, a tiamina 

pirofosfato. No segundo passo, através da ação da enzima álcool desidrogenase, o 

acetaldeído é reduzido a etanol, com o NADH, derivado da atividade da 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, fornecendo o poder redutor. A figura 2.19 

apresenta o processo de conversão do piruvato a etanol.  

No que concerne à fermentação de pentoses, inúmeros micro-organismos são 

capazes de metabolizar estes açúcares (HAHN-HÄGERDAL e PAMMENT, 2004). 

Dentre as principais espécies que fermentam xilose, pode-se citar: Pachysolen 

tannophilus, Kluyveromyces marxianus, Scheffersomyces stipitis, Candida 

guilliermondii, Candida shehatae, Candida blankii, Candida tenuis, Brettanomyces 

naardenensis, Pichia segobiensis, Kluyveromyces cellobivorus, Debaryomyces 
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nepalensis, Debaryomyces polimorpha e Schizosaccharomyces pombe. Leveduras do 

gênero Rhodotorula são relatadas como metabolizadoras de xilose, mas não 

produtoras de etanol (GONG et al., 1981; McMILAN, 1993; CHENG et al., 2008; 

MARGARITIS e BAJPAI, 1982; AGBOBBO et al., 2006; CANILHA et al., 2010; FELIPE et 

al., 1995; ALVES et al., 1998; ARRUDA e FELIPE, 2009; CHANDEL et al., 2007; WALKER, 

1998). 

Porém as espécies de leveduras reconhecidas como melhores fermentadoras 

de xilose a etanol são Scheffersomyces stipitis, P. tannophilus e Candida shehatae. 

Dentre as leveduras que fermentam xilose, P. stipitis configura como a mais 

promissora para aplicação industrial, uma vez que é capaz de converter xilose e 

quase todos os açúcares presentes em hidrolisados lignocelulósicos a etanol, com 

fatores de conversão de 0,3 - 0,44 g.g-1, além disso, possui um melhor 

balanceamento na dupla especificidade das enzimas XR (xilose redutase) e XDH 

(xilitol desidrogenase). Adicionalmente, sua característica floculante apresenta-se 

altamente vantajosa para sua aplicação para processos em escala industrial (PEREIRA 

JR., 1991; BETANCUR, 2005; STAMBUCK et al., 2008). 

Embora vários micro-organismos utilizem xilose como fonte de carbono (LIN e 

TANAKA, 2006), S. cerevisiae é incapaz de fermentar a xilose (HAMACHER et al., 2002; 

MATSUSHIKA et al., 2009). Esta característica é surpreendente uma vez que o genoma 

desta levedura possui todos os genes necessários para a metabolização dessa 

pentose (TOIVARI et al., 2004) e já foi demonstrado que é possível selecionar 

linhagens de S. cerevisiae capazes de utilizar esta fonte de carbono (BATT et al., 1985; 

ATTFIELD e BELL, 2006). A incapacidade de S. cerevisiae em fermentar xilose foi 

atribuída à impossibilidade dessa levedura converter eficientemente esse substrato 

em xilulose, apesar de apresentar baixas atividades de XR e XDH (MATSUSHIKA et al., 

2009). 

Além disso, S. cerevisiae não reconhece xilose como uma fonte de carbono 

estritamente fermentável. Ao contrário, xilose é capaz de reprimir alguns genes que 



Capítulo 2.  Revisão Bibliográfica 
 

104 

 

são reprimidos de forma catabólica, enquanto outros que são geralmente reprimidos 

na presença de glicose mostram altos níveis de expressão na presença de xilose 

(HECTOR et al., 2008). Durante a evolução, S. cerevisiae não foi exposta à diferentes 

açúcares, à componentes aromáticos e às condições adversas tipicamente presentes 

em meios resultantes da hidrólise de substratos lignocelulósicos (ALPER et al., 2009). 

Segundo WALKER (1998), existe alguns contrastes na fermentação industrial de 

pentoses a etanol, tais como a baixa tolerância ao etanol por leveduras 

fermentadoras de pentose. Também, a presença de glicose nos hidrolisados 

hemicelulósicos pode atuar como repressora dos genes responsáveis pela utilização 

da xilose.  

Entre bactérias e fungos, as análises das vias metabólicas envolvidas no 

processo de fermentação de pentoses revelaram duas formas distintas de utilização 

destes açúcares (Figura 2.20).  

Em bactérias fermentadoras de pentoses, a conversão de D-xilose em D-

xilulose é catalizada pela enzima xilose isomerase (XI) (MARGEOT et al., 2009). Em 

seguida, a D-xilulose é convertida a D-xilulose-5-fosfato pela enzima xilulose 

quinase.  Então, a D-xilulose-5P é metabolizada pela via das pentoses-fosfato (HAHN-

HÄGERDAL e PALMENT, 2004). 

Em leveduras e demais organismos eucariotos, a conversão de D-xilose a D-

xilulose ocorre em duas etapas: inicialmente D-xilose é reduzida a D-xilitol, pela 

enzima xilose redutase (XR); em seguida, D-xilitol é oxidado a D-xilulose, pela enzima 

xilitol desidrogenase (XDH). D-xilulose é fosforilada pela enzima xilulose quinase 

(XK), a D- xilulose 5-P, que em bactérias e fungos é metabolizada na via das 

pentoses-fosfato (WEEB e LEE, 1990). Os metabólitos resultantes da via das 

pentoses-fosfato, frutose-6P e gliceraldeídos-3P, são metabolizados na glicólise (via 

Embden Meyerhof Parnas – EMP) sendo levados à piruvato, o qual pode ser oxidado 

pelo Ciclo dos Ácidos Tricarboxilicos, recuperando as coenzimas através da cadeia 

respiratória, ou ser fermentado a etanol, pela ação das enzimas piruvato 
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descarboxilase e etanol desidrogenase, sendo neste processo, reoxidado o NADH 

resultante da oxidação de gliceraldeído 3P. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.20. Rotas de conversão de D-xilose a D-xilulose-5-fosfato em bactérias e 

fungos 

Fonte: Adaptado de Betancur (2010) 

1 - Xilose Redutase (XR)                         2 - Xilitol Desidrogenase (XDH) 

3 - Xilulose Quinase (XK)                        4 - Xilose Isomerase (XI) 
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As duas primeiras enzimas dessa rota (XR e XDH) possuem cofatores distintos 

(redutases com preferência por NADPH e desidrogenases que utilizam apenas NAD+) 

(JEPPSON et al., 2002; SALEH et al., 2006) provocando, assim, um desequilíbrio 

redox e impedindo a utilização anaeróbica destes açúcares além de ser uma das 

principais causas de excreção de xilitol (PETSCHACHER e NIDETZKY, 2008). Por 

essa razão, em leveduras, normalmente o metabolismo de pentoses ocorre por 

respiração ou a fermentação deve ocorrer em condições micro-aeróbicas com baixo 

rendimento, de difícil implantação em escala industrial (DAHN et al., 1996). 

Scheffersomyces stipitis, Candida shehatae e Pachysole tannophilus são três 

leveduras reconhecidas como as melhores naturalmente fermentadoras de xilose. 

Entretanto, requerem níveis de oxigênio muito baixos e muito bem controlados para 

a produção máxima de etanol (DAHN et al., 1996). Também são muito sensíveis a 

inibidores metabólicos presentes em hidrolisados ricos em xilose, quando cultivadas 

nas condições ótimas de fermentação (SEDLAK e HO, 2001).  Muitos micro-

organismos selvagens possuem rotas bioquímicas diferentes para a utilização de 

biomassa e conversão em produtos semelhantes aos biocombustíveis. Entretanto, tais 

seres vivos são muitas vezes distintos dos utilizados tradicionalmente e são 

ineficientes para utilização industrial (ALPER et al., 2009). 

 

2.4.1. Fatores que Afetam a Fermentação Alcoólica 

As células de leveduras são submetidas a vários tipos de estresses à medida 

que as condições do meio mudam, tanto em ambientes naturais como durante os 

processos industriais. Tanto os danos provocados pelo estresse quanto a resposta da 

levedura, dependem do tipo e grau do estresse, e da posição da levedura em seu 

ciclo de divisão celular no momento em que ocorre o estímulo. Em geral, as 

condições adversas, que estes micro-organismos enfrentam, afetam principalmente 

as estruturas celulares (ex. as membranas) e as diferentes macromoléculas, 
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especialmente os lipídios, proteínas e ácidos nucléicos, as quais sofrem modificações 

estruturais que danificam suas funções (FOLCH-MALLOL et al., 2004). Para se 

defender destas situações desfavoráveis, a levedura responde rapidamente 

sintetizando moléculas que permitem aumentar o grau de reparo dos danos 

causados pelo estresse. Entre as moléculas bem caracterizadas estão as  “proteínas de 

estresses”. Estas respostas a nível transcricional são importantes para a sobrevivência 

celular e possui várias vias de transdução de sinais (RUIS e SCHÜLLER, 1995). 

Durante os ciclos sucessivos de fermentação em processos descontínuos 

alimentados, as células da levedura Saccharomyces cerevisiae são expostas aos 

estresses oxidativos, hiperosmóticos, iônicos, elevações de temperaturas e limitações 

por nutrição (QUEROL et al., 2003). O estresse nutricional ocorre nas células em fase 

estacionária o qual resulta em interrupção do crescimento. Os fatores que mais 

afetam a produção de etanol e que estão descritos abaixo são: temperatura, 

concentração de etanol e substrato, pH, oxigênio, viabilidade e contaminação 

bacteriana que dependendo da concentração podem causar estresse ácido às células 

e consumir nutrientes podendo levar a sérios prejuízos. 

Em geral, as leveduras são capazes de executar a fermentação alcoólica entre 

28 e 35 °C eficientemente. Apesar da taxa inicial de formação de etanol ser maior a 

temperaturas elevadas (40 °C), a produtividade geral do processo fermentativo 

diminui devido a inibição pelo produto (ROEHR, 2001). 

O pH ótimo para a produção de etanol por leveduras de S. cerevisiae situa-se, 

geralmente, na faixa de 4 a 5. Aumentando-se o pH até 7, observa-se uma 

diminuição do rendimento em etanol, com aumento da produção de ácido acético 

(MAIA, 1989). 

A fermentação alcoólica é inibida na presença de grandes concentrações de 

oxigênio, fenômeno este denominado “Efeito Pasteur”. Este efeito está intimamente 

associado ao estado fisiológico da célula, sendo que se manifesta principalmente nas 

leveduras que não estão na fase de crescimento (fase estacionária) nas quais ocorre 
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nítida diminuição do consumo específico de glicose. Por outro lado, em células na 

fase de crescimento (fase exponencial), não se observa diferença significativa quanto 

à velocidade de consumo da glicose entre uma célula aeróbia e outra anaeróbia. 

O uso de condições microaeróbicas (0,5% de saturação) permite aumentar a 

utilização do substrato, aumentando a tolerância da levedura ao etanol, sem haver 

um decréscimo significativo no rendimento em etanol por unidade de substrato 

consumido. Tal fato está relacionado à síntese de ácidos insaturados constituintes da 

membrana celular, que depende da disponibilidade de oxigênio. Além de 

indispensáveis à viabilidade celular, os ácidos graxos insaturados e esteróis 

aumentam a permeabilidade da membrana ao etanol (MAIA, 1989). 

Embora pareça contraditório, sabe-se hoje que a completa falta de oxigênio 

não é benéfica ao processo de produção de etanol (ALFENORE et al., 2004). Níveis 

mais altos de rendimentos alcoólicos e menos glicerol formado foram obtidos em 

culturas nas quais havia certa quantidade de oxigênio disponível. 

O uso de altas densidades de células reduz o período de fermentação. As 

destilarias brasileiras operam com altas concentrações de açúcar (10-20% de açúcar) 

redutor total, m/v) e altas densidades de células (10-12% de massa de células úmidas, 

v/v). Altas densidades de células minimizam os efeitos do substrato e a inibição pelo 

produto (RIESENBERG e GUTHKE, 1999), tornando possível realizar fermentações em 

curtos períodos de tempo. Se a formação de biomassa for significativa, ocorrerá a 

diminuição na produção de etanol. Em destilarias brasileiras, o excesso de biomassa 

obtido no final de cada ciclo de fermentação é descartado antes de iniciar um novo 

ciclo e usado na preparação de ração para animais (LALUCE, 1991). 

O etanol também apresenta efeito inibitório na taxa de crescimento celular a 

concentrações acima de 10% p/v. Além do produto (etanol), a levedura também sofre 

inibição pelo substrato, que ocorre em concentrações maiores que 150 g/L (PORTO, 

2005). 
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Durante o pré-tratamento do material lignocelulósico ou nos processos de 

hidrólise catalisada por ácidos, não somente se obtém os açúcares provenientes da 

hidrólise e dissolução da celulose e hemicelulose. Por causa das altas temperaturas e 

condições ácidas nas que se desenvolvem estes pré-tratamentos, se originam uma 

série de compostos que podem atuar como inibidores potenciais da fermentação. A 

natureza e concentração destes compostos dependem do tipo de matéria-prima 

(conteúdo percentual de celulose, hemicelulose e lignina), do pré-tratamento 

utilizado, das condições do processo (temperatura e tempo de reação) e do emprego 

ou não de catalisadores ácidos. Os produtos de degradação, que são potenciais 

inibidores da fermentação, se agrupam em três categorias (PEREIRA JR. et al., 2008b): 

 

 Derivados do furano; 

 Ácidos alifáticos de baixa massa molecular; 

 Derivados fenólicos. 

 

Em consequência das altas temperaturas empregadas nos pré-tratamentos, os 

açúcares originados na hidrólise, principalmente da hemicelulose, se degradam 

originando os compostos derivados do furano: o furfural, formado a partir da 

degradação das pentoses (xilose e arabinose) e o 5-hidroximetilfurfural (HMF), 

formado como consequência da degradação das hexoses (glicose, manose e 

galactose). Por sua vez, estes dois compostos podem-se degradar a outros produtos. 

O furfural pode se degradar a ácido fórmico ou se polimerizar. O HMF origina 

quantidades equimoleculares de ácidos fórmico e levulínico. Ademais destes dois 

ácidos alifáticos (fórmico e levulínico), forma-se ácido acético procedente da hidrólise 

dos radicais acetila da hemicelulose. O teor destes inibidores no licor, após o pré-

tratamento depende da natureza do material lignocelulósico empregado.  
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2.5. Processos para a Produção de Etanol 

O etanol pode ser produzido por quatro principais tipos de operações 

industriais: processo descontínuo (batelada), descontínuo alimentado (batelada 

alimentada), semicontínuo e contínuo (KEIM, 1983). 

Existem, basicamente, dois tipos de processos fermentativos sendo usados, 

industrialmente, no Brasil, sendo eles o sistema em batelada alimentada e o sistema 

contínuo multi-estágio. Ambos os processos praticam o reciclo do fermento. A 

fermentação contínua apresenta custos de instalação menor, maior facilidade de 

automação e requer menos mão de obra em comparação com a batelada. Apesar 

destas vantagens, atualmente cerca de 80% do etanol é produzido por fermentação 

em batelada (CGEE, 2009). 

No processo operado em batelada alimentada, um ou mais nutrientes são 

adicionados ao fermentador durante o cultivo e os produtos permanecem no 

fermentador até o final da fermentação (KEIM, 1983). Em alguns casos, todos os 

nutrientes são gradualmente alimentados ao reator. A vazão de alimentação pode ser 

constante ou variar com o tempo, assim como a adição de mosto pode ocorrer de 

forma contínua ou intermitente, sendo que uma escolha adequada da vazão de 

alimentação leva a melhores resultados de produtividade e rendimento do processo 

(CHENG, et al. 2009; ANDRIETTA et al., 2010) . A mudança de volume pode ou não 

ocorrer, dependendo da concentração do substrato e da taxa de evaporação do 

sistema. Devido à flexibilidade de utilização de diferentes vazões de enchimento de 

biorreatores com meio nutriente, é possível controlar a concentração de substrato no 

fermentador, de modo que, por exemplo, o metabolismo seja deslocado para uma 

determinada via metabólica, levando ao acúmulo de um produto específico. Tal 

processo é largamente utilizado para a produção de biomassa microbiológica, etanol, 

ácidos orgânicos, antibióticos, vitaminas, enzimas entre outros. O processo de 

batelada alimentada, em comparação ao processo de batelada simples possui 
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vantagens como baixa concentração de açúcar residual, diminuição no tempo de 

fermentação e maior produtividade. Quando uma porção do caldo de fermentação é 

retirada em intervalos de tempo e parte desta cultura é utilizada como inóculo para a 

próxima fermentação, então o sistema é operado como fermentação em batelada 

alimentada com reciclo de células. Este processo, por sua vez, tem a vantagem de 

não necessitar de propagação do inóculo evitando contaminações e perda de tempo 

com a propagação do inóculo (ROUKAS, 1996). 

No processo contínuo, o material nutriente (o qual contém a fonte de carbono 

e outros nutrientes) é bombeado continuamente dentro de um biorreator, onde os 

micro-organismos estão ativos e ao mesmo tempo, o produto é retirado do sistema. 

O produto final contém etanol, células e açúcar residual (CAYLAK e SUKAN, 1996). A 

manutenção de um volume constante de líquido no reator é de primordial 

importância para que o sistema atinja a condição de estado estacionário, condição 

nas quais as variáveis de estado (concentração de células, de substrato limitante e de 

produto) permanecem constantes ao longo do tempo de operação do sistema. 

Na indústria, este processo é do tipo múltiplo estágio, com 4 ou 5 reatores 

cônicos de tamanhos variados. O meio de fermentação é alimentado no topo do 

primeiro fermentador conjuntamente com as leveduras. Este meio fermentado é 

continuamente retirado do fundo de cada biorreator e adicionado a uma meia altura 

do próximo estágio e assim, sucessivamente. Este processo geralmente resulta em 

produtividades em torno de 8 g.L-1.h-1 (ZANIN et al., 2000). 

Na produção de combustíveis a partir da biomassa lignocelulósica, várias 

etapas estão envolvidas, como preparação de matérias-primas, pré-tratamento, 

fracionamento, hidrólises enzimáticas (sacarificação), fermentação etc. Dentre os 

sistemas destacam-se os processos combinados. Nestes processos, a hidrólise 

enzimática é integrada a diferentes rotas. O pré-tratamento da biomassa também 

se faz necessário para tornar a celulose mais acessível às enzimas, para posterior 
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hidrólise da hemicelulose. A seguir as principais combinações em desenvolvimento 

dos processos de hidrólise (HAMELINCK, et al.,2005). 

 

SHF – Hidrólise e Fermentação Separados: a hidrólise da celulose e hemicelulose e 

a subsequente fermentação da glicose e pentoses, respectivamente, são realizadas 

em reatores diferentes. Nesse processo as etapas de hidrólise e fermentação são 

conduzidas em suas condições ótimas, porém, apresenta a desvantagem do 

acúmulo de açúcares intermediários da hidrólise, causando inibição às enzimas, e 

redução na conversão final de glicose, devido à adsorção de parte do açúcar no 

sólido residual da hidrólise (Figura 2.21) (CASTRO e PEREIRA JR., 2010). 

 

 

Figura 2.21. Esquema simplificado do SHF 

Fonte: Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008b) 

 

SSF – Sacarificação e Fermentação Simultânea: como o nome indica, a hidrólise da 

celulose e a fermentação da glicose são realizadas no mesmo reator, no entanto, a 

fermentação das pentoses continua se processando em reator separado. O 

processo SSF contribui com menor custo de investimento a planta (projeto), visto 

que nele são agrupadas duas etapas em um mesmo recipiente reacional. Nessa 

forma de condução, as enzimas são menos passíveis de inibição pelos produtos de 
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hidrólise, pois a glicose liberada é concomitantemente fermentada. A manutenção de 

uma baixa concentração de glicose no meio também favorece o equilíbrio das 

demais reações de hidrólise, no sentido de formação de mais produto, além de 

reduzir riscos de contaminação no sistema (Figura 2.22) (CASTRO e PEREIRA JR., 2010). 

 

 

Figura 2.22. Esquema simplificado do SSF 

Fonte: Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008b) 

 

SSCF – Sacarificação e Cofermentação Simultânea: representa um aumento da 

integração em relação à SSF, já que a fermentação das pentoses e da glicose ocorre 

no mesmo reator. Este processo consolida a hidrólise da celulose e xilana, 

produzindo glicose e xilose, respectivamente, com a fermentação direta. Isto reduz o 

número de reatores envolvido e evita problemas de inibição do produto associado 

com as enzimas: a presença de glicose e xilose inibem a hidrólise, figura 2.23 

(HAMELINCK et al., 2005). 
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Figura 2.23. Esquema simplificado do SSCF 

Fonte: Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008b) 

 

CBP – Bio Processamento Consolidado: o máximo de integração é atingido com 

essa rota, na qual todas as operações de caráter biológico, inclusive a produção de 

enzimas são realizados simultaneamente. No bioprocessamento consolidado, todas 

as enzimas requeridas são produzidas por um único reator. A aplicação do CBP 

não implica nenhum capital ou custo operacional na produção de enzimas, figura 

2.24 (HAMELINK et al., 2005). 

 

 

Figura 2.24. Esquema simplificado do CBP 

Fonte: Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008b) 

 

 

 

 



Capítulo 2.  Revisão Bibliográfica 
 

115 

 

2.6. Otimização de Processos - Planejamento Experimental 

O planejamento experimental, também denominado delineamento 

experimental, representa um conjunto de ensaios estabelecido com critérios 

científicos e estatísticos, com o objetivo de determinar a influência de diversas 

variáveis nos resultados de um dado sistema ou processo. 

Esse objetivo maior pode ser dividido em outros objetivos de acordo com o 

propósito dos ensaios:  

 

 determinar quais variáveis são mais influentes nos resultados; 

 atribuir valores às variáveis influentes de modo a otimizar os resultados; 

 atribuir valores às variáveis influentes de modo a minimizar a 

variabilidade dos resultados e, 

 atribuir valores às variáveis influentes de modo a minimizar a influência 

de variáveis incontroláveis. 

 

A seguir, destacam-se alguns benefícios da utilização das técnicas estatísticas  

de planejamento experimental: 

 

 redução do número de ensaios sem prejuízo da qualidade da 

informação; 

 estudo simultâneo de diversas variáveis, separando seus efeitos; 

 determinação da confiabilidade dos resultados; 

 realização da pesquisa em etapas, num processo iterativo de acréscimo 

de novos ensaios; 

 seleção das variáveis que influem num processo com número reduzido 

de ensaios; 
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 representação do processo estudado através de expressões 

matemáticas; 

 elaboração de conclusões a partir de resultados qualitativos. 

 

Combinado com a metodologia de superfície de resposta, as restrições em 

relação ao uso do planejamento com várias variáveis podem ser superadas (DE 

FAVERI et al., 2004). A metodologia de superfície de resposta (MSR) é uma coleção de 

técnicas para delinear experimentos, construções de modelos, avaliando os efeitos 

dos fatores ou parâmetros e encontrando condições ótimas de fatores para as 

respostas desejáveis (WANG e LU, 2005). A MSR tem sido extensivamente aplicada 

em muitas áreas da biotecnologia para otimização da produção de sorbitol (CAZETTA 

et al., 2005), xilitol (DE FAVERI et al., 2004), ácido lático (KOTZAMANIDIS et al., 2002), 

ácido cítrico (LI et al., 2002) e etanol (SREEKUMAR et al., 1999). Esta metodologia é 

composta de duas etapas distintas: modelagem e deslocamento. Estas etapas são 

repetidas quantas vezes forem necessárias com o objetivo de atingir uma região 

ótima (máxima ou mínima) da superfície investigada. A modelagem normalmente é 

feita ajustando-se modelos lineares ou quadráticos a resultados experimentais 

obtidos no planejamento experimental. O deslocamento ocorre sempre ao longo do 

caminho de ascensão máxima de um determinado modelo, que é a trajetória na qual 

a resposta varia de forma mais pronunciada (SOARES, 2000). 

 

2.7. Considerações Finais 

A produção de bioenergia é uma medida de extrema importância para 

enfrentarmos os sérios desafios ambientais relacionados com os efeitos das 

mudanças climáticas globais. Ainda que a bioenergia não seja a única solução para 

este problema, ela certamente contribuirá para mitigar as emissões de combustíveis 

fósseis.  
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Com a configuração da nova matriz energética brasileira, o etanol, produzido a 

partir da cana-de-açúcar, passa a ocupar posição de destaque. No entanto, diversos 

estados brasileiros não produzem etanol e/ou não produzem quantidade suficiente 

para suprir a demanda interna, dependendo da importação do produto de outros 

estados. A cana-de-açúcar é vista como uma das culturas capazes de suprir parte 

dessa demanda. No entanto, considerando sua magnitude, apostar no monocultivo 

da cana-de-açúcar e na centralização da produção em alguns estados, não parece 

uma estratégia adequada, pois a cana-de-açúcar apresenta exigências 

edafoclimáticas que restringem seu cultivo em diversas regiões do país. No atual 

cenário da agricultura brasileira, a produção de bioenergia, numa perspectiva de 

sustentabilidade, passa, obrigatoriamente pela diversificação de matérias-primas. O 

Brasil, além de concentrar grande número de pequenos, médios e grandes 

produtores, apresenta uma diversidade de condições ambientais que permitem, ao 

explorar o potencial de matérias-primas renováveis e com aptidão regional, 

promover a descentralização da produção de etanol. 

O sorgo sacarino, por se tratar de uma cultura de ciclo vegetativo curto, de 90 

a 130 dias, apresenta-se ideal para o complemento na produção de etanol durante o 

período de entressafra da cana-de-açúcar, cujo ciclo é de ano e meio ou anual, nas 

grandes usinas de etanol, permitindo ampliar o período de uso em três meses. 

Também apresenta características interessantes para as propriedades médias e 

pequenas, as quais possibilitam uma maior rotação de culturas e produção do 

próprio combustível. Além disso, devido as grandes variações climáticas existentes no 

Brasil não é possível o cultivo da cana-de-açúcar em todas as regiões com o mesmo 

índice de produtividade encontrado nas regiões centro-sul e nordeste. Como 

alternativa encontra-se o sorgo sacarino [Sorghum bicolor (L.) Moench], que 

apresenta destaque tendo em vista suas características diferenciais quanto ao clima e 

solo. Podemos citar como outras vantagens do sorgo: resistente à fadiga hídrica, 

necessita de 33% a 50% a menos da água utilizada para a produção de cana, que 



Capítulo 2.  Revisão Bibliográfica 
 

118 

 

poderá ser implantada junto a pequenos e médios produtores na rotação de culturas, 

uma vez que seu plantio é semelhante ao do milho, podendo ser manual ou 

mecanizado. Seu cultivo permite a utilização de sementes para o provimento de 

ração animal e seu caule a produção de etanol e geração de energia elétrica a partir 

do bagaço, semelhante ao que ocorre com a cana. O aproveitamento da fração 

amilácea e lignocelulósica podem incrementar a oferta de álcool sem a necessidade 

de aumentar a área de plantio. O bagaço oferece outra grande vantagem por ter 

custo mínimo, vir processado das moendas, e estar pronto para uso no local 

(SHLITTLER, 2006). Além disso, a produção de etanol a partir do bagaço pode 

compartilhar operações unitárias do processo de produção convencional de etanol, 

tais como fermentação e destilação, o que promove uma diminuição nos custos. A 

utilização do bagaço como fonte alternativa de carboidratos para a produção de 

etanol vem sendo estudada por vários pesquisadores (NEUREITER et al, 2002; 

BANERJEE e PANDEY, 2002). 

O fato do ciclo de produção do sorgo sacarino ser curto possibilita a entrada 

de um maior número de novos produtores descentralizados, viabilizando o 

fornecimento para pequenas comunidades com menor custo e com geração de 

empregos na localidade, bem como a formação de cooperativas de produção. 

Enquanto as perspectivas brasileiras desde as décadas de 1970 e 1980, 

chegando ao século XXI, demonstram potencial, mas com pouco interesse e 

divulgação, observa-se que outros países já vêem no sorgo sacarino uma alternativa 

real para o domínio completo da produção e uso do etanol. China, Índia, UE, EUA, e 

vários países da África. 

O Brasil domina o processo de produção de etanol e atualmente está entre os 

maiores produtores. Porém, a história nos mostra que o mesmo aconteceu com a 

borracha, com o café e até mesmo com a cana-de-açúcar, que após o domínio 

produtivo foi ultrapassado por questões tecnológicas e logísticas ficando com o seu 

parque defasado em relação às demais nações. O contínuo desenvolvimento de 
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novos métodos e ampliação do uso de matérias-primas, como o sorgo, trará ao Brasil 

uma maior segurança e distribuição na riqueza gerada. Caso contrário acontecerá a 

exploração por partes de grandes empresas internacionais do potencial brasileiro até 

o seu sucateamento e esgotamento. Não se pode permitir que os dividendos da 

produção se distanciem das fronteiras brasileiras. 

A popularização da produção em pequenas comunidades ou cooperativas a 

partir das mais variadas fontes orgânicas é uma chance de termos uma melhor 

distribuição de renda, geração de trabalho na área agrícola, permitir a criação de 

novos pólos agroindústrias e fixar o homem ao campo desafogando os grandes 

centros. Plantas menores com maiores eficiência devem ser produzidas em larga 

escala provocando uma diminuição de custos para aquisição. 

O projeto energético para o futuro deve prever e estimular a descentralização 

na geração e consumo energético, possibilitando uma administração mais justa e 

humana e interação com outras fontes energéticas a fim de permitir uma maior 

oferta de condições de vida a população brasileira. 
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Justificativa e Objetivos 

Sabendo-se da demanda por energias renováveis, o etanol é visto como uma 

das mais promissoras alternativas. Dessa forma, muito vem sendo investido em 

pesquisa para tornar sua produção mais sustentável. 

A demanda mundial por combustíveis renováveis tem se expandido 

rapidamente nos últimos anos. Menor custo, autossuficiência em relação aos países 

exportadores de petróleo, redução do volume de emissões de gases do efeito estufa, 

incertezas a respeito da disponibilidade futura de recursos não renováveis e tensões 

geopolíticas em regiões produtoras do combustível fóssil são alguns dos fatores que 

têm despertado grande interesse pelos biocombustíveis. 

A produção de etanol combustível está começando a ser implementada em 

diversos países pelos enormes benefícios estratégicos e ambientais que esta fonte 

renovável de energia representa. Além do apelo ambiental, o desenvolvimento de 

motores bicombustíveis, no Brasil, aumentou ainda mais a demanda por este 

biocombustível. 
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Embora no Brasil a cana-de-açúcar se destaque como a matéria-prima que 

estabelece as melhores condições de produtividade, a expectativa de um mercado 

mundial crescente de etanol leva à procura por novas fontes de matérias-primas. 

Além do mais, no atual cenário da agricultura brasileira, a produção de bioenergia, 

numa perspectiva de sustentabilidade, passa, obrigatoriamente pela diversificação de 

matérias-primas. O Brasil, além de concentrar grande número de pequenos, médios e 

grandes produtores, apresenta uma diversidade de condições ambientais que 

permitem, ao explorar o potencial de matérias-primas renováveis e com aptidão 

regional, promover a descentralização da produção de etanol. 

Dentre as diversas matérias-primas renováveis disponíveis para a produção de 

etanol, o sorgo sacarino surge como uma das alternativas mais promissoras, 

podendo ser utilizado para o cultivo em regiões em que a cana não se adapta bem, 

plantado em rotação com outros cultivos anuais e potencialmente semeado em áreas 

não cultivadas. Naquelas em que a cana tem adaptação, seria uma cultura 

complementar na entressafra, estendendo o período de colheita por mais quatro 

meses, evitando a ociosidade das destilarias. Essa flexibilidade é resultado, em parte, 

de o sorgo ser uma planta de características naturais fortes e de rápido crescimento, 

atingindo maturidade entre 90 e 140 dias.  

O sorgo sacarino ainda apresenta a vantagem de ser propagado por sementes 

e de ser mais eficiente no uso de insumos e de água que a cana-de-açúcar. Ademais, 

é a única cultura que fornece grãos, colmos e bagaço, sendo que todas estas frações 

podem ser convertidas em etanol, aumentando dessa forma, o rendimento final em 

etanol. 

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivos: 
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Geral 

Desenvolver um processo para o aproveitamento do sorgo sacarino [Sorghum 

bicolor (L.) Moench] para a produção de bioetanol através da conversão das frações 

sacarínea, amilácea e lignocelulósica.   

 

Específicos 

Grãos de Sorgo Sacarino 

 Caracterizar os grãos de sorgo sacarino quanto ao teor de amido e umidade; 

 Otimizar a hidrólise enzimática do amido dos grãos de sorgo sacarino 

empregando a menor carga enzimática que resulte na maior concentração de 

glicose e avaliar o efeito das variáveis utilizadas no processo de otimização, 

tais como diâmetro de partícula; relação sólido/líquido; temperatura de 

hidrólise com glucoamilase; carga de celulase, -amilase e glucoamilase na 

concentração final de glicose na hidrólise enzimática do amido dos grãos de 

sorgo ; 

 Levantar os perfis cinéticos de produção de etanol e consumo de substrato 

utilizando os hidrolisados enzimáticos dos grãos de sorgo sacarino com 

diferentes concentrações iniciais de açúcares; 

 Levantar o perfil cinético de produção de etanol e consumo de substrato 

empregando o hidrolisado enzimático de grãos de sorgo sacarino após 

processo de filtragem para a avaliação do crescimento celular no processo 

fermentativo; 

 Avaliar os processos fermentativos em termos de rendimento em produto 

(YP/S) e produtividade (QP) e comparar o desempenho dos mesmos; 
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 Comparar o desempenho da linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae 

(JP1) e da levedura de panificação (Fleishmann) no processo fermentativo. 

 

Caldo de Sorgo Sacarino 

 Avaliar a fermentabilidade do caldo de sorgo sacarino com e sem o uso de 

suplementação, empregando uma linhagem industrial de Saccharomyces 

cerevisiae (JP1); 

 Avaliar o efeito da adição de amilases na concentração final de açúcares no 

caldo de sorgo sacarino. 

 

Bagaço de Sorgo Sacarino 

 Caracterizar o bagaço de sorgo sacarino quanto ao teor de celulose, 

hemicelulose, lignina, cinzas, umidade e extrativos;  

 Otimizar o pré-tratamento ácido do bagaço de sorgo sacarino quanto à 

relação sólido/líquido, concentração de ácido e tempo de hidrólise; 

 Avaliar a fermentabilidade do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo 

sacarino empregando a linhagem de Scheffersomyces stipitis CBS5774; 

 Otimizar o pré-tratamento alcalino do bagaço de sorgo sacarino quanto à 

concentração de base; 

 Otimizar a pré-hidrólise enzimática do bagaço de sorgo sacarino quanto à 

relação sólido/líquido, carga enzimática e tempo de hidrólise; 

 Levantar o perfil cinético de produção de etanol e consumo de substrato em 

biorreator, empregando a sacarificação e fermentação simultâneas (SSF); 
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E por fim: 

 Avaliar o balanço de massa material preliminar para a produção de etanol com 

a utilização das frações amiláceas, sacarina e lignocelulósica de sorgo sacarino. 
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Capítulo 4  

 

Materiais e Métodos 

 Neste capítulo são apresentados os materiais utilizados para o 

desenvolvimento desta pesquisa, assim como as metodologias aplicadas nos 

experimentos realizados. A primeira etapa deste trabalho teve início com o processo 

de otimização da hidrólise enzimática do amido de grãos de sorgo, tendo a 

concentração de açúcares como variável de resposta, seguida da avaliação da 

fermentabilidade do hidrolisado enzimático. Numa segunda etapa foi avaliada a 

fermentabilidade do caldo de sorgo pelo levantamento do perfil cinético do processo 

fermentativo. Por último, o bagaço de sorgo foi submetido à pré-tratamentos 

químico e enzimático para facilitar a conversão desta fração em etanol. Foi realizada a 

caracterização do bagaço de sorgo nas diferentes etapas do processo, assim como, a 

avaliação da fermentabilidade do hidrolisado hemicelulósico empregando uma 

linhagem floculante de Scheffersomyces stipitis e a sacarificação e fermentação 

simultâneas do bagaço do sorgo com uma linhagem industrial de Saccharomyces 

cerevisiae.   
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 4.1. Matéria-Prima, Enzimas e Micro-organismos 

O sorgo utilizado neste estudo foi gentilmente fornecido pela Monsanto do 

Brasil Ltda (Uberlândia – MG). Os grãos e o caldo foram estocados a -5 °C e o bagaço 

foi submetido à secagem a 65 °C para evitar a contaminação por fungos durante o 

período de estocagem a temperatura ambiente. As enzimas comerciais usadas foram 

-amilase (Termamyl 120L) de Bacillus licheniformis e glucoamilase (AMG 300L) de 

Aspergillus niger, ambas doadas pela LNF Latino Americana (Bento Gonçalves – RS), e 

celulase (Multifect) de Trichoderma reesei obtida da Genencor Internacional do Brasil. 

Os agentes fermentativos empregados foram uma linhagem industrial de 

Saccharomyces cerevisiae (JP1) isolada da destilaria Japungu Agroindustrial (Santa 

Rita – PB) e a linhagem floculante de Scheffersomyces stipitis CBS5774, proveniente 

do banco de linhagens holandês “Central Bureau voor Schimmelcultures - CBS”. Esta 

levedura foi previamente selecionada como o micro-organismo mais adequado para 

a conversão de D-xilose a etanol (PEREIRA JR., 1991). 

 

4.2. Meios Empregados para Manutenção, Ativação e Propagação dos Micro-

organismos 

 

4.2.1. Saccharomyces cerevisiae (JP1) 

A levedura Saccharomyces cerevisiae (JP1) foi mantida a 5 °C em meio YED 

contendo: 20 g.L-1 glicose, 10 g.L-1 extrato de levedura e 15 g.L-1 ágar-ágar. As células 

foram ativadas em meio descrito por Pereira Jr. (1991), contendo 20 g.L-1 glicose, 1,25 

g.L-1 uréia, 1,1 g.L-1 KH2PO4, 2 g.L-1 extrato de levedura e 40 mL.L-1 de uma solução 

mineral, em frascos agitados (New Brunswick Scientific – Edison N. J., U.S.A.) a 200 

rpm, a 37 °C e pH 4,5. A composição da solução mineral é descrita na tabela 4.1 e na 

figura 4.1 observa-se o aspecto microscópico da levedura Saccharomyces cerevisiae 

(JP1) durante o cultivo de ativação.  
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Tabela 4.1. Composição da solução mineral 

Componente Concentração (g.L-1) Componente Concentração (g.L-1) 

MgSO4.7H2O 12,5 CuSO4.5H2O 0,025 

CaCl2.2H2O 1,25 CaCl2.6H2O 0,025 

Ácido Cítrico 12,5 NaMoO4.2H2O 0,035 

FeSO4.7H2O 0,9 H3BO3 0,050 

MnSO4 0,19 KI 0,009 

ZnSO4.7H2O 0,30 Al2(SO4)3 0,0125 

 Fonte: Pereira Jr. (1991) 

 

A propagação de células foi feita empregando-se frascos agitados e biorreator 

(Biostat B, B. Braun Biotech International – Germany), para obtenção do inóculo para 

os ensaios de fermentação. Ambos os experimentos foram inoculados com 5% (v/v) 

do cultivo de ativação.  

 

 

Figura 4.1. Microscopia ótica (aumento de 400X) da linhagem de S. cerevisiae (JP1) 
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No ensaio realizado em frascos agitados a 200 rpm, a temperatura foi mantida 

a 37 °C e o pH ajustado para 4,5. No experimento realizado em biorreator, a 

concentração de oxigênio dissolvido foi mantido a 60% da saturação e a temperatura 

e o pH foram controlados a 37 °C e 4,5, respectivamente.  

Na tabela 4.2 está apresentada a composição dos meios de cultura utilizados 

para a propagação de células em frascos agitados e biorreator. 

 

Tabela 4.2. Composição dos meios de cultura empregados para a propagação de 

células em frasco agitado e biorreator 

 Frascos Agitados Biorreator (BAP) 

Glicose (g.L-1) 20,0 40,0 

Uréia (g.L-1) 1,25 1,25 

KH2PO4 (g.L-1) 1,1 1,1 

Extrato de Levedura (g.L-1) 2,0 2,0 

Sol. Sais Minerais (mL.L-1) 40,0 40,0 

  BAP: Batelada Alimentada por Pulsos (a alimentação é feita quando a glicose é totalmente 

consumida) 

 

A propagação de células realizada em biorreator foi alimentada na forma de 

pulso com uma solução de glicose (700 g.L-1) e uma solução de uréia (100 g.L-1). 

Para comparação do desempenho dos experimentos realizados em frascos 

agitados e biorreator, foram utilizados os seguintes parâmetros: 
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onde, 

QX: produtividade volumétrica em células (g.L-1.h-1); 

S: concentração final de glicose (g.L-1). 

S0: concentração inicial de glicose (g.L-1); 

t: tempo (h); 

X: concentração final de células (g.L-1); 

X (em ): concentração celular no tempo t (g.L-1); 

X0: concentração inicial de células (g.L-1); 

YX/S: fator de rendimento de produção de células (g.g-1); 

: taxa específica de crescimento celular (h-1). 

 

A figura 4.2 apresenta o biorreator utilizado para a propagação das células 

alimentado na forma de pulso. 

 

Figura 4.2. Biorreator Biostat B utilizado para propagação de células de 

Saccharomyces cerevisiae (JP1) com alimentação na forma de pulso 
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4.2.2. Scheffersomyces stipitis CBS5774 

A levedura Scheffersomyces stipitis CBS5774 foi mantida a 5 °C em meio 

descrito por Pereira Jr. (1991) contendo: 5 g.L-1 xilose, 5 g.L-1, 2 g.L-1 extrato de 

levedura e 3 g.L-1 ágar-ágar. A ativação das células foi realizada no mesmo meio 

descrito no item 4.2.1 para a levedura Saccharomyces cerevisiae, no entanto, o açúcar 

utilizado foi xilose. O pH foi ajustado para 6,0, utilizando HCl 2 M ou NaOH 2 M; a 

temperatura foi mantida a 30 °C e a velocidade de agitação em 200 rpm. Na figura 

4.3, observa-se o aspecto microscópico da levedura Scheffersomyces stipitis CBS5774. 

 

 

Figura 4.3. Microscopia óptica (aumento de 1000X) da linhagem floculante de 

Scheffersomyces stipitis CBS5774 

Fonte: Betancur (2010) 

 

 

A etapa de propagação celular foi realizada em duas etapas, como descrita por 

Betancur (2010). Em ambas as etapas a proporção dos oligoelementos e nutrientes 

foi a mesma empregada no meio para ativação das células, no entanto, a xilose foi 
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substituída pelo hidrolisado hemicelulósico. Na primeira etapa, a proporção de 

hidrolisado utilizado foi de 25% e 50% na segunda etapa. Além da propagação 

celular, esta etapa teve como objetivo a aclimatação da levedura aos inibidores 

presentes no hidrolisado hemicelulósico, os quais estavam presentes no processo 

fermentativo. A figura 4.4 apresenta o aspecto da linhagem de Scheffersomyces stipitis 

após a etapa de propagação celular. 

 

 

Figura 4.4. Linhagem de Scheffersomyces stipitis CBS5774 após a propagação celular 

 

Os meios para manutenção, ativação e propagação utilizados para ambas as 

linhagens foram esterilizados a 0,5 atm durante 20 min. A glicose e a xilose foram 

esterilizadas separadamente dos outros componentes do meio para evitar reação 

indesejada entre estes.  

 

4.3. Determinações Analíticas 

A quantificação dos açúcares redutores (AR) na etapa de hidrólise enzimática 

dos grãos de sorgo e na propagação de células foi realizada de acordo com a técnica 
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de Somogyi-Nelson descrita por Southgate (1991). O método consiste na 

transformação dos glicídeos redutores aquecidos em meio alcalino em enedióis que 

reduzem o íon cúprico a cuproso. O óxido formado reduz a reação arsenomolibdico a 

óxido de molibdênio de coloração azul cuja intensidade de cor é proporcional à 

quantidade de açúcares redutores existentes na amostra. O teor de açúcar foi 

calculado por espectrofotometria a 510 nm utilizando-se uma curva padrão 

construída a partir de uma solução de glicose com intervalo de 0 a 500 mg.L-1. 

A concentração dos açúcares (glicose, xilose, celobiose, maltose, frutose, 

arabinose e sacarose), etanol, glicerol e xilitol nos processos fermentativos e pré-

tratamentos do bagaço de sorgo, foram determinadas por cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE) (Waters, Milford, MA, U.S.A.) equipado com detector de índice 

de refração (Waters 2414, Milford, MA, U.S.A.). Para a separação foi utilizada a coluna 

de troca iônica HPX-87P Aminex 300. Água milliQ foi usada como fase móvel a uma 

vazão de 0,6 mL.min-1 e pressão máxima de 1.500 psi.  A temperatura do detector foi 

de 40 °C e a temperatura externa (forno) de 80 °C. 

Para a determinação da concentração de furfural, ácido acético e 

hidroximetilfurfural (HMF) foi utilizada a coluna C18 acoplada a um detector UV 

utilizando metanol (25% v/v) como fase móvel a uma vazão de 0,6 mL.min-1, 

comprimento de onda 285 nm. 

As concentrações das substâncias analisadas nas amostras foram calculadas 

por comparação com padrões externos com concentrações conhecidas. A figura 4.5 

apresenta um cromatograma típico para um padrão externo de maltose, glicose, 

etanol e glicerol. 
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Figura 4.5. Cromatogramas padrão para a determinação de maltose, glicose, etanol e 

glicerol 

 

4.4. Determinação da Concentração Celular  

A determinação da concentração celular de ambas as linhagens foi feita por 

turbidimetria que correlaciona absorvância com massa seca. Para elaboração desta 

curva, foram preparadas várias diluições a partir de uma dada suspensão de células e 

as absorvâncias (densidade ótica) foram lidas em espectrofotômetro (Spectrumlab 

22PC spectrophotometer) a 600 nm para Saccharomyces cerevisiae e 570 nm para 

Scheffersomyces stipitis, utilizando-se água destilada como branco. A massa seca foi 

determinada a partir da mesma suspensão usada para leitura das absorvâncias. Esta 

suspensão foi filtrada a vácuo com uma membrana de 0,22 m, seguido pela 

secagem dos filtros a 105 °C utilizando um analisador de umidade equipado com 

infravermelho (IV2000 GEHAKA – SP, Brasil). 

 

4.5. Quantificação das Atividades Enzimáticas 

 As atividades enzimáticas das enzimas -amilase e glucoamilase foram 

determinadas pelo método descrito por Carvalho (1998). Uma solução de amido 

solúvel a 1% (m/v) foi empregada como substrato. Foram determinadas as atividades 

enzimáticas para as seguintes temperaturas: 37 °C e 90 °C para -amilase e 55 °C e 
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60 °C para glucoamilase. Os açúcares redutores liberados foram quantificados pelo 

método Somogyi-Nelson para a -amilase e GOD (glicose oxidase) para a 

glucoamilase. Uma unidade de atividade -amilásica foi definida como a quantidade 

de enzima capaz de liberar 1 mol de açúcares redutores por min, e uma unidade de 

atividade de glucoamilase foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 

1 mol de glicose por min.    

A atividade enzimática do preparado celulásico foi realizada com papel filtro 

como substrato. Em tubos de ensaio, foi inserida uma tira de papel filtro de 1 x 6 cm, 

enroscada. Em seguida, foi adicionada 1 mL de tampão citrato pH 5,0 e 0,5 mL da 

enzima diluída no mesmo tampão. Os tubos foram incubados imediatamente a 50 °C 

por 1 h. Decorrido o tempo reacional, foi agitado em vórtex e adicionados 3 mL de 

reagente DNS (dinitrosalicílico) (MILLER, 1959), seguido de incubação a 100 °C por 5 

min. Após este período, foram adicionados 20 mL de água destilada, seguido de 

homogeneização. A intensidade da cor formada foi lida em espectrofotômetro a 540 

nm, após a calibração do equipamento com branco reacional (GHOSE, 1987). A 

atividade FPásica foi expressa em unidades internacionais (UI), definida como a 

quantidade de enzima capaz de liberar 1 mol de açúcares redutores por min. 

 

4.6. Análise Granulométrica 

Para determinação do diâmetro das partículas, os grãos de sorgo foram 

triturados em moinho de martelos (IKA MF10 basic – IKA Works Inc., U.S.A.) em 

diferentes tamanhos, enquanto que o bagaço de sorgo foi cominuído em moinho de 

facas (IKA MF10 basic – IKA Works Inc., U.S.A.). A análise granulométrica foi realizada 

em Shaker mecânico (Bertel – SP, Brazil) contendo diferentes peneiras com aberturas 

entre 1,7 e 0,038 mm (10 - 400 Mesh Tyler) para os grãos de sorgo e 2,36 e 0,038 mm 

(8 - 400 Mesh Tyler) para o bagaço de sorgo. O tamanho das partículas foi 

classificado pelo Diâmetro Médio de Sauter (ZHOU e KRESTA, 1998). 
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Onde, 

Smd: Diâmetro Médio de Sauter;  

wj: fração mássica retida na peneira j;  

dp,j: abertura da peneira j (mm); 

N: número de peneiras. 

 

 A figura 4.6 apresenta os diferentes tamanhos de partícula de grãos de sorgo 

utilizados na avaliação da hidrólise enzimática dos grãos de sorgo.   

 

Figura 4.6. Grãos de sorgo com diferentes tamanhos de partícula. (A) inteiros; (B) 

0,7 mm; (C) 0,5 mm; (D) 0,3 mm 

A B 

C D 



Capítulo 4.  Materiais e Métodos 

 

136 

 

A figura 4.7 apresenta o bagaço de sorgo in natura e após o processo de 

cominuição e lavagem. 

 

 

Figura 4.7. Bagaço de sorgo in natura (A) e após lavagem e cominuição (B) 

 

4.7. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A microscopia eletrônica de varredura dos grãos de sorgo in natura, após a 

hidrólise enzimática e após o processo fermentativo, e também, do bagaço de sorgo 

in natura, após o pré-tratamento ácido e alcalino foram realizados no Laboratório de 

Permeação Através de Membranas (PEQ - COPPE/UFRJ).  

Antes de serem levadas a MEV, todas as amostras foram secas em estufa 

durante 24 h a uma temperatura de 70 °C. Os ensaios de microscopia eletrônica de 

varredura foram realizados mediante o uso de um microscópio eletrônico EDS 

(Oxford Instruments, INCA PentaFET – x3) com potência do feixe de elétrons de 20 

kV. Como os materiais a serem analisados (bagaço de sorgo e grãos de sorgo) não 

são condutores, uma ultrafina camada de ouro (300 Å) foi depositada por evaporação 

a alto vácuo, em um metalizador de amostras JEOL Quick Auto Coater, modelo JFC-

1500. Após a estabilização do vácuo, as amostras permaneceram por 5 min no 

metalizador.  Isto foi feito para prevenir a acumulação de campos elétricos estáticos 

no material devido a irradiação elétrica durante a produção da imagem e para o 

A B 
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aumento do contraste. A figura abaixo (Figura 4.8) apresenta o esquema com as 

diferentes etapas e processos empregados neste trabalho 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.8. Esquema da produção de etanol a partir do caldo, grãos e bagaço do 

sorgo sacarino 
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4.8. Grãos de Sorgo 

 

4.8.1. Caracterização dos Grãos de Sorgo 

Para a quantificação do teor de umidade nos grãos de sorgo empregados 

neste estudo, placas de Petri contendo 10 g de grãos com 0,5 mm de diâmetro foram 

incubadas a 90 °C até peso constante (peso seco). Os ensaios foram realizados em 

duplicata e os resultados foram expressos em gramas de água por 100 g de amostra 

(%). 

O teor de amido nos grãos de sorgo foi determinado através da quantificação 

de glicose liberada na hidrólise enzimática, utilizando -amilase, glucoamilase e 

celulase comerciais. Para esta análise, foi adaptada uma metodologia utilizando o 

método descrito pela AOAC (1994). Os grãos de sorgo foram previamente secos e 

cominuídos a um diâmetro de 0,3 mm. Em seguida os grãos foram suspendidos em 

água a fim de se obter uma concentração de 2,0% (m/v). O pH da mistura foi 

ajustado para 5,0 com  H2SO4 7,5% (v/v) e a mistura foi aquecida até atingir 50 °C. 

Atingida a temperatura de 50 °C, uma carga de celulase de 1 mL.g-1 de grão com 

atividade de 250 U.mL-1 foi adicionada à mistura com o objetivo de liberar o amido 

ligado à casca dos grãos de sorgo. A reação com celulases foi realizada durante 72 h 

antes da hidrólise do amido. O pH da suspensão foi ajustado para 6,0 com adição de 

NaOH 2 M e uma carga de -amilase de 1 mL.g-1 grão foi adicionada. A hidrólise foi 

realizada a 90 °C durante 2 h. Decorrido o tempo reacional, a temperatura da mistura 

foi reduzida para 55 °C e o pH foi ajustado para 4,5 com H2SO4 7,5% (v/v). Uma carga 

de glucoamilase de 1 mL.g-1 grão foi adicionada e a hidrólise foi realizada durante 24 

h. Os açúcares redutores liberados foram quantificados pelo método Somogyi-

Nelson. Foram realizados paralelamente três determinações nas mesmas condições 

descritas acima a fim de se quantificar os açúcares redutores livres presentes na 

mistura água-grãos sem adição de enzimas (branco), os açúcares presentes nos 
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preparados enzimáticos (controle 1) e os açúcares provenientes da celulose presente 

na casca dos grãos (controle 2). As concentrações de açúcares redutores tanto no 

branco como nos controles foram subtraídos da amostra hidrolisada para que estes 

não interferissem nos cálculos para quantificação do teor de amido presente nos 

grãos de sorgo. O teor de amido foi calculado como descrito abaixo: 

 

1,1

100)(
(%)

sec MSG

GRGT V
Amido

T

opeso
 

 

 

onde, 

GT: concentração de glicose total (g.L-1);  

GR: concentração de glicose residual (branco e controles) (g.L-1);  

VT: volume total (L);  

MSG: massa seca do grão (g). 

 

O fator de conversão 1,1 está relacionado à adição de uma molécula de água             

(18 g.mol-1) para liberação de uma molécula de glicose (180 g.mol-1), para cada 

ligação covalente rompida durante a hidrólise do amido. 

O teor de proteínas, lipídeos, fibra bruta e cinzas dos grãos in natura, após a 

hidrólise enzimática e após o processo fermentativo foi determinado pelo 

Laboratório de Cereais da Faculdade de Engenharia de Alimentos – UNICAMP 

(ANEXO 1).    

 

4.8.2. Hidrólise Enzimática dos Grãos de Sorgo 

Na etapa de hidrólise enzimática do amido de grãos de sorgo, foram avaliados 

os efeitos das seguintes variáveis: diâmetro de partícula (0,7; 0,5 e 0,3 mm), relação 
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sólido/líquido (1/7; 1/5; 1/4 e 1/3 g de grão.mL-1), temperatura de hidrólise com 

glucoamilase (55 °C e 60 °C), , carga enzimática de -amilase e glucoamilase (0; 20; 

40; 60; 80 e 100 L.g-1 de grão) e tempo de hidrólise com -amilase e glucoamilase, 

tendo como variável de resposta a maior concentração de açúcares redutores que 

empregue a menor carga enzimática. A temperatura de hidrólise com -amilase foi 

mantida a 90 °C em todos os ensaios. O pH usado para hidrólise foi 6,0 para -

amilase e 4,5 para glucoamilase.  

Uma mistura contendo água e -amilase em diferentes concentrações foi 

adicionada em tubos de ensaio contendo 1 g de grão de sorgo previamente 

cominuído. Esta mistura foi aquecida a 90 °C e agitada periodicamente em vórtex por 

30 min. O pH e a temperatura foram ajustados para 4,5 e 55 °C ou 60 °C, 

respectivamente. Glucoamilase foi adicionada em diferentes concentrações e a 

temperatura foi mantida constante por 30 min para sacarificação do amido. 

Decorrido o tempo reacional, as amostras hidrolisadas foram centrifugadas (Sigma 

Laborzentrifugen 2K15) e os açúcares redutores presentes no sobrenadante foram 

determinados pelo método Somogyi-Nelson. Um fluxograma do processo de 

otimização da hidrólise enzimática pode ser observado na figura 4.9.  

Foram feitos ensaios prévios para determinação da quantidade de açúcares 

presente nos preparados enzimáticos utilizados neste estudo pelo método Somogyi-

Nelson, para posterior subtração da concentração final de açúcares liberados na 

hidrólise. Para o cálculo da eficiência de hidrólise foi utilizada a seguinte equação: 

 

100
1,1

.(%).
TACS

ART
HE  

 

onde, 

E.H.: Eficiência da hidrólise enzimática dos grãos de sorgo (%); 
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ART: concentração de açúcares redutores totais liberados após hidrólise enzimática 

dos grãos de sorgo (g.L-1); 

CS: concentração de sólidos (g.L-1); 

TA: teor de amido nos grãos de sorgo (g.L-1). 

 

       O fator de conversão 1,1 está relacionado à adição de uma molécula da água (18 

g.mol-1) para a liberação de uma molécula de glicose (180 g.mol-1), após o 

rompimento de cada ligação covalente durante a hidrólise do amido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.9. Esquema representativo do processo de hidrólise enzimática do amido de 

grãos de sorgo 

 

Perfis cinéticos da hidrólise enzimática dos grãos de sorgo foram construídos 
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hidrólise com glucoamilase e hidrólise enzimática com glucoamilase sem tratamento 

prévio com -amilase e para estimar o tempo mínimo para hidrólise do amido com 

cada enzima. Os experimentos foram realizados em tubos de ensaio contendo 1 g de 

grãos de sorgo, diâmetro de partícula de 0,5 mm, relação sólido/líquido de 1/4 e 

temperatura de hidrólise com -amilase de 90 °C. 

No ensaio realizado para avaliar o tempo necessário para liquefação, foram 

utilizadas cargas de -amilase de 20, 40, 60, 80 e 100 L.g-1 grão, e o processo foi 

conduzido durante 120 min. Para avaliar o efeito da ação da glucoamilase no amido 

dos grãos de sorgo, uma carga de glucoamilase de 40 L.g-1 grão foi adicionada e a 

reação foi conduzida por 120 min e a temperatura foi mantida a 55 °C, sem 

liquefação prévia. A quantificação dos açúcares redutores em todos os ensaios foi 

feita pelo método Somogyi-Nelson.  

Um experimento foi realizado em Béquer (1 L) com volume reacional de         

400 mL a fim de se avaliar a existência de limitações difusionais à transferência de 

massa e calor durante a hidrólise enzimática, utilizando uma relação sólido/líquido de 

1/4; diâmetro de partícula de 0,5 mm; carga de -amilase de 20 L.g-1 grão; carga de 

glucoamilase de 40 L.g-1 grão e temperatura de hidrólise com glucoamilase de 55 

°C. Também foram construídos os perfis cinéticos da hidrólise enzimática na condição 

otimizada para obtenção de hidrolisado para os ensaios de fermentação, utilizando 

um vaso de 4 L com volume reacional de 2,5 L.  

Nos experimentos realizados em béquer e para obtenção do hidrolisado para 

os ensaios de fermentação, -amilase foi adicionada a temperatura ambiente até 

atingir a temperatura de 90 °C e o processo de liquefação do amido presente nos 

grãos de sorgo foi conduzido durante 30 min. A temperatura e o pH foram então 

ajustados para 55 °C e 4,5 e a carga otimizada de glucoamilase foi adicionada e a 

sacarificação do amido seguiu durante 30 min. Para a quantificação dos açúcares 

redutores foi empregado o método Somogyi-Nelson. Contudo, uma quantificação 
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empregando CLAE foi realizada, a fim de se avaliar a presença de outros açúcares 

além da glicose. 

 

4.8.3. Avaliação da Fermentabilidade do Hidrolisado de Grãos de Sorgo 

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes concentrações iniciais de 

glicose no desempenho da fermentação, foram efetuados três ensaios utilizando a 

linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae (JP1), sendo um deles (Ensaio 

Fermentativo 4) sem a presença de grãos no hidrolisado enzimático para a 

construção do perfil cinético para a avaliação do crescimento celular durante o 

processo fermentativo. Foi realizado também, um ensaio empregando uma levedura 

de panificação (Fleischmann) como objetivo de se comparar o desempenho no 

processo fermentativo de ambas as linhagens (Ensaio Fermentativo 3). O hidrolisado 

enzimático empregado nos ensaios de fermentação foi obtido com as condições 

selecionadas no item 4.8.2. A concentração inicial de glicose, bem como a linhagem 

empregada em cada ensaio estão apresentados na tabela 4.3. 

 

Tabela 4.3. Condições empregadas nos processos fermentativos de grãos de sorgo.  

X0: concentração inicial de células, S0: concentração inicial de glicose 

 Ensaio 

Fermentativo 1 

Ensaio 

Fermentativo 2 

Ensaio 

Fermentativo 3 

Ensaio 

Fermentativo 4 

Grãos Sim Sim Sim Não 

Linhagem JP1 JP1 Fleischmann JP1 

X0 (g.L-1) 8 8 8 6,3 

S0 (g.L-1) 250 170 240 206 

 

Os processos foram operados no modo batelada em biorreator Biostat B (B. 

Braun Biotech International – Germany) com capacidade nominal de 4 L e com 

volume reacional de 2 L de hidrolisado de grãos de sorgo (com e sem grãos), 
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esterilizado a 0,5 atm durante 20 min. Nenhum nutriente foi adicionado ao meio. 

Após resfriamento, foram inoculados aproximadamente 8 g.L-1 de células (massa 

seca). O pH foi controlado a 4,5 com adição de NaOH 2 M e/ou HCl 2 M, a 

temperatura foi mantida em 37 °C e a velocidade de agitação de 300 rpm nos ensaios 

contendo grãos de sorgo e 200 rpm no ensaio com o hidrolisado filtrado de grãos de 

sorgo. Os bioprocessos foram monitorados e os perfis cinéticos de consumo de 

substrato e produção de etanol foram construídos por aproximadamente 32 h. Foram 

coletadas amostras em intervalos regulares de 2 h e centrifugadas a 10.000 rpm por 

10 min a 10 °C (Sigma Laborzentrifugen 2K15). O sobrenadante foi filtrado em 

membrana de PVDF [poli(fluoreto de vinilideno)] com porosidade de 0,22 m e 

diâmetro de 13 mm (Millex-HV - Millipore) e diluído para determinação dos açúcares, 

produtos e subprodutos do processo fermentativo por CLAE. A figura 4.10 apresenta 

o processo de fermentação a partir do hidrolisado de grãos de sorgo operado em 

Biorreator Biostat B com grãos e sem grãos.  

 

 

Figura 4.10. Ensaio de fermentação alcóolica a partir do hidrolisado de grãos de 

sorgo em Biorreator Biostat B com grãos (A) e sem grãos (B) 

A B 
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  Para os cálculos de produtividade volumétrica em etanol (QP), eficiência de 

fermentação (E.F.), fator de rendimento de produção de etanol (YP/S) e redução 

percentual de substrato (RPS), foram utilizadas as seguintes equações: 
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onde, 

0,511: fator de conversão máximo teórico de substrato em etanol; 

E.F.: eficiência de fermentação (%); 

P: concentração final de etanol (g.L-1); 

P0: concentração inicial de etanol (g.L-1); 

QP: produtividade volumétrica em etanol (g.L-1.h-1); 

RPS: redução percentual de substrato (%); 

S: concentração final de glicose (g.L-1). 

S0: concentração inicial de glicose (g.L-1); 

tf: tempo de fermentação (h); 

YP/S: fator de rendimento de produção de etanol (g.g-1). 

 

A figura 4.11 apresenta o processo geral para a produção de etano a partir de 

grãos de sorgo: 
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Figura 4.11. Processo geral para a produção de etanol a partir de grãos de sorgo 

 

4.8.4. Avaliação do Efeito do Uso de um Preparado Celulásico na Hidrólise 

Enzimática dos Grãos de Sorgo 

Um ensaio para avaliação da hidrólise enzimática dos grãos de sorgo com 

preparado celulásico foi realizado com objetivo de avaliar um possível aumento na 

concentração de açúcares no hidrolisado final, decorrente da hidrólise da celulose 

e/ou da liberação do amido ligado à casca dos grãos. 

No processo de otimização da hidrólise enzimática empregando o preparado 

celulásico, adicionou-se diferentes concentrações deste antes da hidrólise enzimática 

do amido a temperatura ambiente e pH 5,0. A mistura foi aquecida a 50 °C e agitada 

periodicamente durante 30 min. O pH e a temperatura foram ajustados para 6,0 e 90 

°C, respectivamente, e a carga otimizada de -amilase foi adicionada. O processo de 

liquefação do amido presente nos grãos de sorgo foi conduzido durante 30 min. A 

temperatura e o pH foram então ajustados para 55 °C e 4,5 e a carga otimizada de 

glucoamilase foi adicionada e a hidrólise com glucoamilase seguiu durante 30 min. 

Para a quantificação dos açúcares redutores ao final da hidrólise foi utilizado o 
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método descrito por Somogyi-Nelson e a quantificação dos açúcares no perfil 

cinético da hidrólise na condição selecionada foi realizada por CLAE. 

 

4.8.5. Otimização da Etapa de Hidrólise Enzimática dos Grãos de Sorgo 

Com o objetivo de encontrar a menor carga enzimática que forneça a maior 

concentração de açúcares redutores ao final da etapa de hidrólise enzimática, foi 

realizado um planejamento de experimentos do tipo delineamento composto central 

rotacional (DCCR) baseado na metodologia de superfície de reposta. A carga 

enzimática do preparado celulásico, -amilase e glucoamilase foram empregadas 

como variáveis independentes, nos níveis apresentados na tabela 4.4.  

 

Tabela 4.4. Valores codificados e reais para as variáveis do planejamento 

experimental 

Variável 
  Níveis   

- 1,68 - 1 0 + 1 + 1,68 

Preparado Celulásico ( L.g-1 grão) 0 12,1 30 47,9 60 

-amilase ( L.g-1 grão) 0 12,1 30 47,9 60 

Glucoamilase ( L.g-1 grão) 0 12,1 30 47,9 60 

 

 

O diâmetro de partícula, a relação sólido/líquido, as temperaturas de hidrólise 

com cada enzima, o tempo de hidrólise e pH empregado para cada enzima, foram 

mantidos constantes conforme pré-estabelecidos nos ensaios anteriores. Como 

resposta foi utilizada a concentração de açúcares redutores, as quais foram 

quantificadas pelo método descrito por Somogyi-Nelson. O levantamento do perfil 

cinético da hidrólise enzimática de grãos de sorgo na condição ótima foi realizado.  

O planejamento totalizou 17 ensaios com triplicata no ponto central, os quais 

foram executados em sequência aleatória, conforme a matriz de planejamento 
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apresentada na tabela 4.5. Este tipo de planejamento permite a obtenção de modelos 

matemáticos com parâmetros lineares e quadráticos (múltipla regressão) das 

variáveis estudadas. São calculados os efeitos principais e de interação das variáveis, 

os seus respectivos coeficientes para o modelo matemático, bem como a análise de 

variância (ANOVA) para determinar a validade do modelo. 

 

Tabela 4.5. Matriz do planejamento experimental DCCR para 3 variáveis com 

triplicata do ponto central 

Ensaio 

Variáveis Independentes 

P. Celulásico        

( L.g-1 grão) 

-amilase            

( L.g-1 grão) 

Glucoamilase      

( L.g-1 grão) 

1 (C) 0 0 0 

2 1 1 -1 

3 -1,68 0 0 

4 (C) 0 0 0 

5 1 -1 1 

6 0 0 1,68 

7 1 1 1 

8 -1 -1 1 

9 0 1,68 0 

10 -1 -1 -1 

11 1 -1 -1 

12 (C) 0 0 0 

13 -1 1 -1 

14 1,68 0 0 

15 0 0 -1,68 

16 -1 1 1 

17 0 -1,68 0 

(C) Ponto Central 

 

Os efeitos das variáveis são descritos como a diferença entre a resposta média 

no nível superior e a resposta média no nível inferior. Para se determinar a influência 

de um efeito no sistema, compara-se a magnitude do valor desse efeito ao erro 

experimental por meio da estatística “t” de Student, no intervalo de confiança de 
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95%. No tipo de planejamento usado (DCCR com 3 variáveis), os oito primeiros 

ensaios referem-se  ao planejamento fatorial completo 23, com níveis +1 e -1, cuja 

função é fornecer os parâmetros lineares (L) do modelo de regressão. Os seis 

próximos ensaios apresentam os pontos axiais (níveis +1,68; 0 e -1,68), cuja função é 

fornecer os parâmetros quadráticos (Q) do modelo de regressão. Os últimos três 

ensaios (nível 0) são uma triplicata do ponto central, cujo objetivo é avaliar o erro 

experimental (padrão) do planejamento. 

Através da combinação dos diferentes níveis apresentados no planejamento 

experimental foi possível analisar o efeito independente de cada variável na resposta, 

assim como a interação entre as mesmas. Por meio da análise da metodologia de 

superfície de resposta, foi possível determinar a condição em que se obteve a maior 

concentração de açúcares redutores empregando a menor carga enzimática nos 

intervalos de condições experimentais utilizados. Para todas as análises estatísticas foi 

empregado o software Design Expert 7.1.6 (Stat-Ease® Software). 

 

4.8.6. Avaliação da Concentração de Açúcares Retidos nos Grãos de Sorgo após 

Hidrólise Enzimática 

Com o objetivo de determinar a quantidade de açúcares retidos nos grãos 

após a hidrólise enzimática, 250 g de grãos, obtidos após a hidrólise enzimática com 

o uso do preparado celulásico, foram prensados e a fração sólida foi resuspendida 

em água destilada em uma relação sólido/líquido de 1/5 g.mL-1. A mistura foi 

aquecida a 55 °C e durante 160 min foram retiradas amostras em intervalos regulares 

para a quantificação de glicose por CLAE. 
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4.9. Caldo de Sorgo  

 

4.9.1 Avaliação da Fermentabilidade do Caldo de Sorgo 

O caldo de sorgo utilizado neste trabalho foi enviado pela Monsanto do Brasil 

(Uberlândia - MG) a uma temperatura de -5 °C após a moagem sem sofrer nenhum 

tipo de tratamento.  

Antes de ser empregado no processo de fermentação, o caldo, comumente, 

passa por alguns pré-tratamentos. Neste trabalho, antes de ser empregado nos 

ensaios fermentativos, o caldo de sorgo foi centrifugado (4.000 rpm/15 min) para a 

separação de sólidos de diferentes dimensões presentes no caldo após a moagem 

(palhiço, terra) e esterilizado a 0,5 atm por 20 min para a eliminação de possíveis 

contaminantes. 

Primeiramente, foram realizados dois ensaios para a avaliação da 

fermentabilidade com caldo de sorgo com e sem suplementação (Uréia 1 g.L-1 e 

KH2PO4 1 g.L-1). Em ambos os ensaios a concentração celular foi de aproximadamente 

8 g.L-1 (massa seca). Após a avaliação da melhor condição, foi realizado um terceiro 

ensaio com uma maior concentração celular (12 g.L-1), com o objetivo de aumentar o 

rendimento em etanol pela diminuição do crescimento celular. Todos os ensaios 

fermentativos foram realizados em biorreator Biostat B. 

Em todos os três processos o volume reacional foi de 0,8 L, a temperatura e 

velocidade de agitação foram mantidas a 37 °C e 200 rpm, respectivamente, e o pH 

foi controlado a 4,5 com adição de NaOH 2 M e/ou HCl 2 M. O agente fermentativo 

empregado foi a linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae JP1 e a propagação 

celular para os três ensaios foi realizado em frascos agitados.  

Amostras do processo foram coletadas em intervalos regulares e centrifugadas a 

10.000 rpm por 10 min a 10 °C. O sobrenadante foi separado para a quantificação de 

sacarose, frutose, glicose, etanol e glicerol, enquanto o precipitado foi resuspendido 
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em água destilada para a determinação da concentração celular. Foram avaliados o 

fator de rendimento de produção de etanol (YP/S), eficiência de fermentação (E.F.) e 

produtividade volumétrica (QP).  

 

4.9.2. Avaliação do Efeito da Adição de Amilases no Caldo de Sorgo 

Sabe-se que o caldo de sorgo sacarino contém uma pequena concentração de 

amido (~0,5%) porque esta planta produz grãos. Portanto, um ensaio com a adição 

de amilases foi realizado, com o objetivo de avaliar o aumento na concentração de 

glicose proveniente do amido presente no caldo de sorgo. 

Em um erlenmeyer de 500 mL, foram adicionados 100 mL de caldo de sorgo 

previamente centrifugados, 10 L de -amilase e 10 L de glucoamilase. Essa mistura 

foi aquecida a 60 °C em banho durante 30 min. Foram coletadas amostras no início e 

no final do processo para a quantificação dos açúcares presentes no caldo de sorgo 

(glicose, frutose e sacarose) por CLAE. 

 

4.10. Bagaço de Sorgo 

 

4.10.1. Caracterização Química 

A caracterização do bagaço de sorgo quanto ao teor de celulose, 

hemicelulose, lignina e extrativos em todas as etapas do processo da produção de 

etanol de segunda geração foi feita de acordo com a metodologia descrita por 

Sluiter et al. (2008) e Ververis et al. (2007). 

Primeiramente, o bagaço de sorgo sacarino foi cominuído em moinho (MF10 

Basic, marca IKA®) e as partículas padronizadas com uso de peneira de abertura 0,5 

mm. Posteriormente, foi realizado um processo de extração aquosa e alcoólica, 

ambas realizadas no Centro de Pesquisas Leopoldo Américo Miguez de Mello 

(CENPES). A extração foi realizada pelo uso do sistema Soxhlet, utilizando um refluxo 
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de água, seguido de refluxo de etanol, durante 24 h cada, com seis ciclos por h. Os 

extrativos foram determinados por gravimetria.  

Após a remoção dos extrativos (taninos, pigmentos, alcaloides, óleos 

essenciais, resinas, graxas e açúcares), 300 mg do bagaço foram submetidas a 

hidrólise química, utilizando 3 mL de ácido sulfúrico 72 % (m/m) em tubos de ensaio 

por 1 h a 30 C. Após este período, a concentração final de ácido foi ajustada para 4 

% com água deionizada e então, o bagaço com solução ácida foi levado a autoclave 

a 1 atm durante 1 h. O hidrolisado foi filtrado em cadinhos de vidro tipo Gooch nº 3, 

previamente calcinados (575 °C/24 h) e pesados. O resíduo sólido foi lavado com 

água destilada para a remoção de todo o hidrolisado.  

Os cadinhos contendo a fração sólida foram secos em estufa a 105 °C até peso 

constante. Estes foram pesados e calcinados em mufla a 575 °C durante 4 h, 

resfriados e pesados para quantificação do teor de cinzas e lignina (Klason). 

O pH da fração líquida foi ajustado entre 5,5 e 6,0  com hidróxido de cálcio e 

posteriormente filtrado. A partir do filtrado, foram determinadas as concentrações de 

açúcares redutores totais pelo método do ácido dinitrosalicílico (DNS), e glicose por 

CLAE. O teor de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas foram determinados 

conforme as equações abaixo:  
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onde, 

0,88: coeficiente que resulta da relação entre a massa molecular do polímero e do 

monômero de glicose; 

0,93: rendimento de sacarificação da xilana a xilose; 

0,90: coeficiente que resulta da relação entre a massa molecular do polímero e do 

monômero de glicose; 

0,96: rendimento de sacarificação da celulose a glicose; 

ART: açúcares redutores totais (g.L-1); 

G: glicose (g.L-1); 

M: massa seca inicial (g); 

V: volume total da solução de açúcar (L); 

W1: massa seca após filtragem e secagem (g); 

W2: massa seca após calcinação (g); 

: fator de diluição. 

 

4.10.2. Pré-Tratamento Ácido 

O pré-tratamento ácido foi realizado com objetivo de separar e solubilizar a 

fração hemicelulósica do bagaço de sorgo, e consequentemente aumentar a 

susceptibilidade da celulase para outros processos de hidrólise sem afetar sua 

estrutura.  

Inicialmente, o bagaço de sorgo previamente seco e cominuído foi submetido 

a três lavagens consecutivas com água destilada para a remoção do excesso de 

açúcares provenientes do caldo, determinados no processo de extração. Estes 

açúcares poderiam interferir no processo de otimização do pré-tratamento ácido, 

além de se transformarem em inibidores para processo de fermentação do 
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hidrolisado hemicelulósico.  A presença do elevado grau de açúcares no bagaço é 

justificada pela inexistência da etapa de lavagem deste após o processo de moagem.  

Após a lavagem, o material foi filtrado e submetido à secagem a 65 °C durante 

24 h para evitar a contaminação por fungos durante a estocagem.  

Para a otimização do pré-tratamento ácido do bagaço de sorgo, a técnica de 

planejamento de experimentos do tipo delineamento composto central rotacional 

(DCCR) empregando o método de superfície de resposta (MSR) foi utilizada para 

encontrar a região ótima de operação. As variáveis dependentes avaliadas foram: 

relação sólido/líquido (1/6 – 1/3 g.mL-1), concentração de ácido sulfúrico (0,3 – 1,5% 

v/v) e tempo de exposição (20 – 60 min). Foram realizados quatro ensaios no ponto 

central, totalizando 18 ensaios e as concentrações de xilose, furfural e ácido acético 

presentes no hidrolisado hemicelulósico foram utilizadas como variáveis de resposta. 

A temperatura foi mantida a 120°C e a massa inicial de bagaço foi fixada em 50 g. 

Os valores reais dos parâmetros avaliados neste processo estão descritos na 

tabela 4.6. 

 

Tabela 4.6. Valores reais das variáveis avaliadas no processo otimização do pré-

tratamento ácido de bagaço de sorgo 

 

Variáveis 
Níveis 

- 1,68 - 1 0 + 1 + 1,68 

Relação Sólido/Líquido (g/mL) 0,17 0,2 0,25 0,3 0,33 

Conc. Ácido Sulfúrico (% v/v) 0,3 0,54 0,9 1,26 1,5 

Tempo de Exposição (min) 20 28 40 52 60 

 

Como foram utilizadas mais de uma variável de resposta e se teve interesse em 

encontrar os valores operacionais ótimos das variáveis independentes (relação 

sólido/líquido, concentração de ácido sulfúrico e tempo de exposição), que 

satisfaçam simultaneamente todos os requisitos necessários às variáveis 
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dependentes, usou-se a função Desirability (desejabilidade). Com este artifício, a 

otimização simultânea das variáveis de respostas maximiza-se num único valor, a 

desejabilidade global. A vantagem do uso dessa definição é que a desejabilidade 

global sempre é anulada quando uma resposta apresenta um valor inaceitável, 

mesmo que outras respostas apresentem valores aceitáveis (BARROS NETO et al., 

2007).  Neste trabalho, esta função foi utilizada para maximizar a concentração de 

xilose, já que esta está diretamente relacionada à concentração final de etanol, e 

minimizar a concentração de ácido acético e furfural, já que estes compostos são 

inibidores no processo fermentativo. O software Statistica 6.0 (STATSOFT Inc.) foi 

empregado para a análise estatística dos resultados e para otimização das condições 

utilizadas para o pré-tratamento.  

Após o tratamento térmico, a separação das frações líquida e sólida foi feita 

por aplicação de pressão hidráulica de duas toneladas em um reator com capacidade 

de 3,5L, projetado para este propósito (Figura 4.12).  

 

 

Figura 4.12. Reator para separação das frações líquida e sólida após o pré-

tratamento ácido (Patente PI 0505299-8A) 
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A matriz para o planejamento experimental para o pré-tratamento ácido estão 

apresentada na tabela 4.7.  

 

Tabela 4.7. Matriz do planejamento experimental DCCR para 3 variáveis com 

triplicata do ponto central 

Ensaio 
Variáveis Independentes 

Relação Sólido/Líquido Conc. Ácido Tempo de Exposição 

1 -1 -1 -1 

2 -1 -1 1 

3 -1 1 -1 

4 -1 1 1 

5 1 -1 -1 

6 1 -1 1 

7 1 1 -1 

8 1 1 1 

9 -1,68 0 0 

10 1,68 0 0 

11 0 -1,68 0 

12 0 1,68 0 

13 0 0 -1,68 

14 0 0 1,68 

15 (C) 0 0 0 

16 (C) 0 0 0 

17 (C) 0 0 0 

18 (C) 0 0 0 

 (C) Ponto Central 

 

O pH da fração líquida foi ajustado para 6,0 com o uso de hidróxido de cálcio 

[Ca(OH)2], filtrada a vácuo para a remoção do precipitado formado e analisada 

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

componentes (furfural, ácido acético, hidroximetilfurfural e xilitol).  

A fração sólida, também conhecida por celulignina ácida (CA), foi lavada três 

vezes com água destilada para a remoção do excesso de ácido e na última lavagem, 

procedeu-se ao ajuste do pH para 6,0 com hidróxido de sódio. Posteriormente, foi 
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filtrada e submetida à secagem a 65 °C. A perda de massa decorrente deste processo 

e a caracterização da celulignina ácida foram feitas apenas para a condição ótima. 

 

4.10.3. Avaliação da Fermentabilidade do Hidrolisado Hemicelulósico 

O processo para a avaliação da fermentabilidade do hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de sorgo foi realizado em biorreator Biostat B (B. Braun 

Biotech International – Germany) no modo batelada, com capacidade nominal de 1,5 

L e com volume reacional de 0,8 L. O hidrolisado foi esterilizado a 0,5 atm por 20 min 

e suplementado com oligoelementos e fontes de nitrogênio nas mesmas proporções 

em que foram empregados no meio para ativação da levedura Scheffersomyces 

stipitis. Estes nutrientes foram esterilizados por filtração em membrana com 

porosidade 0,22 m. 

Após resfriamento, foram inoculados aproximadamente 13 g.L-1 de células 

(massa seca). O pH foi controlado a 6,0 com adição de NaOH 2 M e/ou HCl 2 M, a 

temperatura e a velocidade de agitação foram mantidas a 30 °C e 250 rpm, 

respectivamente. A taxa específica de aeração foi de 0,02 vvm, controlada por um 

medidor de vazão volumétrica acoplado ao biorreator (BETANCUR, 2010). O 

bioprocesso foi monitorado e os perfis cinéticos de consumo de substrato, produção 

de etanol e concentração celular foram construídos com amostragens durante 40 h. 

Foram coletadas amostras em intervalos regulares de 2 h e centrifugadas a 10.000 

rpm por 10 min a 10 °C (Sigma Laborzentrifugen 2K15). O sobrenadante foi filtrado 

em membrana de PVDF com porosidade de 0,22 m e diâmetro de 13 mm (Millex-

HV - Millipore) e diluído para determinação dos açúcares, produtos e subprodutos do 

processo fermentativo. O precipitado foi lavado, centrifugado novamente e 

resuspendido em água destilada para a quantificação da concentração celular. A 

figura 4.13 apresenta o processo de fermentação a partir do hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de sorgo sacarino operado em Biorreator Biostat B.  
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Figura 4.13. Ensaio de fermentação alcóolica a partir do hidrolisado hemicelulósico 

de bagaço de sorgo com a linhagem Scheffersomyces stipitis CBS5774. Temp.: 30 °C; 

pH: 6,0; velocidade de agitação: 250 rpm; taxa específica de aeração: 0,02 vvm 

 

 

O fator de rendimento em etanol (YP/S), eficiência de fermentação (E.F.) e 

produtividade volumétrica em produto (QP) foram utilizados para avaliar o 

desempenho do processo fermentativo. 

 

4.10.4. Pré-Tratamento Alcalino 

Para o processo de deslignificação do material lignocelulósico foi empregada a 

técnica de extração alcalina. A celulignina ácida, produto do pré-tratamento ácido, foi 

submetida a um pré-tratamento alcalino com diferentes concentrações de hidróxido 

de sódio (0,0125; 0,062; 0,125; 0,25; 0,5 e 1 M) para a remoção da lignina.  

A relação sólido/líquido, a temperatura e o tempo de exposição foram fixados 

em 1/21 g.mL-1, 120 °C e 30 min, respectivamente e a massa de celulignina ácida 
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utilizada em cada condição foi de 50 g. Estas condições foram usadas por Vasquez 

(2007), para o pré-tratamento alcalino de bagaço de cana-de-açúcar.  

Para uma avaliação qualitativa da etapa de deslignificação, uma varredura de 

espectros na faixa de 190 a 400 nm (Shimadzu UV-1800 Spectrophotometer - 

Columbia, MD) foi realizada a partir da fração líquida. 

Em relação à fração sólida, esta foi lavada três vezes com água destilada, 

sendo que na última lavagem o pH foi ajustado para 5,0 com ácido sulfúrico. 

Posteriormente, foi realizada a filtragem do material sólido pré-tratado com 

diferentes concentrações de NaOH e este submetido a secagem a 60°C por 24 h para 

quantificação da perda de massa e caracterização quanto ao teor de celulose, 

hemicelulose, lignina e cinzas.  

A condição ótima para o pré-tratamento alcalino, foi selecionada em relação a 

perda de massa e o teor de celulose presente na fração sólida, denominada de 

celulignina parcialmente desliginificada (CPD). 

O rendimento mássico após cada pré-tratamento e a perda (remoção) do 

componente macromolecular (celulose, hemicelulose e lignina) foram calculados 

pelas seguintes equações: 
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onde, 

R : rendimento mássico da etapa de pré-tratamento (%); 

Mi : massa inicial de material lignocelulósico (g); 
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Mf : massa final do material lignocelulósico (g); 

P : perda (remoção) do componente macromolecular (%); 

Yf : teor do componente macromolecular no material lignocelulósico pré-tratado; 

Yi : teor do componente macromolecular no material lignocelulósico in natura. 

 

4.10.5. Hidrólise Enzimática  

Como o próprio nome diz, no processo SSF a fermentação e a sacarificação da 

fração celulósica ocorrem em uma única etapa, no entanto, como as condições 

ótimas para a sacarificação e fermentação são diferentes e a taxa de sacarificação é 

menor que a taxa de produção de etanol, optou-se por realizar uma pré-hidrólise 

enzimática da celulignina parcialmente deslignificada. Para definir as melhores 

condições a serem empregadas nesta etapa de pré-hidrólise, foi utilizado um 

planejamento do tipo delineamento central composto rotacional (DCCR) 

empregando o método de superfície de reposta (MSR) para encontrar a região ótima 

de operação. As variáveis dependentes avaliadas foram: relação sólido/líquido (1/33,3 

– 1/3,3 g.mL-1) e carga enzimática (10 – 70 FPU.g-1 sólido). O software Design Expert 

7.1.6 (Stat-Ease® Software) foi empregado para a análise estatística dos resultados e 

para otimização das condições utilizadas para a pré-hidrólise enzimática. Os valores 

reais e codificados dos parâmetros avaliados neste processo estão descritos na tabela 

4.8. Foram realizados três ensaios no ponto central, totalizando 11 ensaios. A matriz 

para o planejamento experimental para a pré-hidrólise enzimática está apresentada 

na tabela 4.9.  

O perfil cinético da hidrólise em todas as condições foi construído durante 35 

h para determinar o tempo ideal de pré-hidrólise. Os ensaios foram realizados em 

frascos cônicos de 250 mL com volume reacional de 100 mL empregando tampão 

citrato de sódio 50 mM pH 5,0. A temperatura e a velocidade de agitação foram 
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mantidas a 50 °C e 200 rpm, respectivamente. A concentração de glicose 

(quantificada por CLAE) no tempo definido foi utilizada como variável de resposta.  

 

Tabela 4.8. Valores reais e codificados das variáveis avaliadas no processo 

otimização da pré-hidrólise enzimática 

 

Variáveis 
Níveis 

- 1,41 - 1 0 + 1 + 1,41 

Relação Sólido/Líquido (g.mL-1) 1/33,3 1/14,5 1/6,1 1/3,97 1/3,33 

Carga Enzimática (FPU.g-1 sólido) 10 18,7 40 61,3 70 

 

 

Com o objetivo de comprovar a imprescindibilidade dos pré-tratamentos 

empregados no bagaço de sorgo para o processo de produção de etanol de segunda 

geração, foi realizada a hidrólise do bagaço de sorgo in natura e da celulignina ácida, 

nas condições ótimas definidas através da otimização da pré-hidrólise enzimática. 

 

 Tabela 4.9. Matriz do planejamento experimental DCCR para 2 variáveis com 

triplicata do ponto central 

Ensaio 
Variáveis Independentes 

Relação Sólido/Líquido Carga Enzimática 

1 -1 -1 

2 1 -1 

3 -1 1 

4 1 1 

5 -1,41 -1 

6 1,41 -1 

7 0 -1,41 

8 0 1,41 

9 (C) 0 0 

10 (C) 0 0 

11 (C) 0 0 
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4.10.6. Produção de Etanol de Segunda Geração a Partir de Bagaço de Sorgo 

Sacarino por Processo de Sacarificação e Fermentação Simultâneas (SSF) 

Com o propósito de avaliar o potencial do bagaço de sorgo para a produção 

de etanol de segunda geração, o processo de sacarificação e fermentação 

simultâneas foi realizado empregando uma linhagem industrial de Saccharomyces 

cerevisiae (JP1).  

Como a condição definida na etapa de otimização da pré-hidrólise enzimática 

resultava em um sistema bastante impactado em sólidos, optou-se por operar esta 

etapa no modo em batelada alimentada.  

O bioprocesso foi conduzido em biorreator Biostat B (B. Braun Biotech 

International – Germany) com capacidade nominal de 1,5 L e com volume reacional 

de 0,8 L. Iniciou-se o processo de pré-hidrólise com 100 g de celulignina 

parcialmente deslignificada em meio tamponado com tampão citrato de sódio (pH 

5,0, 50 mM),  suplementado com os mesmos nutrientes e concentrações do meio 

empregado para a propagação celular.  A celulignina parcialmente deslignificada e o 

tampão contendo os nutrientes para a suplementação foram esterilizados a 0,5 atm 

durante 20 min. A enzima foi adicionada na quantidade definida na etapa de 

otimização da pré-hidrólise enzimática. A temperatura e a velocidade de agitação do 

processo foram mantidas a 50 °C e 400 rpm, respectivamente, durante o  tempo de 

pré-hidrólise enzimática. À medida que o meio se tornava liquefeito, foram feitas 

alimentações de 25 g cada até atingir a relação sólido/líquida definida na etapa de 

otimização da pré-hidrólise enzimática. A figura 4.14 apresenta o processo de 

sacarificação e fermentação simultâneas conduzido em biorreator instrumentado. 

Decorrido o tempo definido para a pré-hidrólise enzimática, a temperatura foi 

ajustada para 37 °C, seguido da adição do inóculo (8 g.L-1 massa seca) para o início 

do processo de sacarificação e fermentação simultâneas. 
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Figura 4.14. Processo de sacarificação e fermentação simultâneas (SSF) da 

celulignina parcialmente deslignificada de bagaço de sorgo em biorreator 

 

O perfil cinético do consumo de substrato e produção de etanol foi construído 

durante 150 h e a quantificação dos açúcares e do etanol foi realizada por CLAE. A 

eficiência de conversão de celulose a etanol foi calculada pela equação abaixo: 

 

100
511,01,1

(%)
CC

P
ECC  

 

onde, 

ECC: eficiência de conversão de celulose a etanol (%); 

P: concentração final de etanol (g.L-1); 

CC: concentração de celulose na CPD (g.L-1); 

0,511: fator de conversão máximo teórico de substrato em etanol; 

1,1: fator de conversão relacionado à adição de uma molécula da água (18 g.mol-1) 

para a liberação de uma molécula de glicose (180 g.mol-1), após o rompimento de 

cada ligação covalente durante a hidrólise do amido. 
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A figura abaixo (Figura 4.15) apresenta o esquema com as diferentes etapas e 

processos empregados neste trabalho 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.15. Esquema da produção de etanol a partir do caldo, grãos e bagaço do 

sorgo sacarino 
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Capítulo 5 

 

Resultados e Discussão 

 Neste capítulo estão apresentados os resultados da caracterização da matéria-

prima empregada neste estudo (sorgo sacarino), bem como otimização da hidrólise 

enzimática do amido dos grãos de sorgo e os efeitos de cada uma das variáveis 

empregadas para este estudo nos ensaios. Em seguida, serão apresentados os 

resultados da avaliação da fermentabilidade dos hidrolisados enzimáticos e do caldo 

de sorgo. Posteriormente, serão mostrados os resultados dos pré-tratamentos ácido, 

alcalino e enzimático, os quais foram empregados para a separação das frações do 

bagaço do sorgo. Na sequência, serão apresentados os perfis cinéticos do consumo 

de substrato e produção de etanol do hidrolisado hemicelulósico empregando a 

linhagem Scheffersomyces stipitis CBS5774 e do processo de sacarificação e 

fermentação simultâneas (SSF) empregando uma linhagem industrial de 

Saccharomyces cerevisiae. Complementando, foi realizado um balanço de massa para 

a produção de etanol a partir do híbrido de sorgo sacarino utilizado neste estudo. 
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5.1. GRÃOS DE SORGO 

 

5.1.1. Caracterização dos Grãos de Sorgo 

O desenvolvimento de qualquer bioprocesso requer prévio conhecimento da 

composição da matéria-prima. Isto porque quando se avalia o emprego das mesmas, 

torna-se óbvio que existem aspectos particulares que devem ser levados em 

consideração, por estarem relacionados à viabilidade técnica, aos balanços 

energéticos e à economicidade do bioprocesso em desenvolvimento (PEREIRA JR., 

2008a). 

As particularidades de cada matéria-prima devem ser atentamente observadas, 

pois influenciam de forma direta ou indireta na qualidade do produto, na 

exequibilidade do bioprocesso e até mesmo nos custos de produção.  

Dentre as características relevantes, chama-se a atenção para o teor de amido 

presente nos grãos de sorgo, pois este fornece os açúcares utilizados como substrato 

para produção de etanol. No entanto, ainda se faz necessário avaliar a sua 

fermentabilidade, ou seja, a capacidade e a eficiência da levedura em metabolizar os 

açúcares liberados após a hidrólise enzimática do amido presente nestes grãos. 

Na tabela 5.1, está apresentada a composição dos grãos de sorgo, a qual está 

de acordo com os valores encontrados por Rooney e Pflugfelder (1986), em que o 

teor de amido variou de 70 a 80% em massa seca, e também com os valores obtidos 

por Antunes et al. (2007), que realizou um estudo com 33 genótipos de grãos de 

sorgo, resultando nas seguintes faixas: teores de proteínas, fibra bruta e proteínas 

variaram entre 9,8 e 18,3%, 0,35 e 6,6% e 1,03 e 2,24%, respectivamente. A umidade 

absoluta dos grãos de sorgo foi de 14%. 
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Tabela 5.1. Composição química dos grãos de sorgo 

Componente % - massa seca 

Amido 79,05 ± 0,62 

Umidade 14,03 ± 0,11 

Lipídeos 3,37 ± 0,04 

Cinzas 1,15 ± 0,04 

Fibra Bruta 1,40 ± 0,03 

Proteínas 10,06 ± 0,07 

 

 

5.1.2. Atividade Enzimática e Quantificação dos Açúcares nos Preparados 

Enzimáticos Comerciais 

Na tabela 5.2 estão apresentados os resultados das atividades dos preparados 

enzimáticos em diferentes condições. 

Tabela 5.2. Atividades enzimáticas de -amilase, glucoamilase e celulases 

Enzimas (E.C. – Fabricante) 
Temperatura         

(°C) 

Atividade enzimática     

(U.mL-1) 

-amilase (E.C.3.2.1.1. – Novozymes) 
37 438 ± 0,04 

90 494 ± 0,07 

Glucoamilase (E.C.3.2.1.3. – Novozymes) 
55 465 ± 0,03 

60 425 ± 0,04 

Celulases (E.C.3.2.1.4. – Genencor) 50 250 (FPásica) 

 

Observou-se que os valores para a atividade de -amilase a temperatura 

ambiente e a 90 °C foram próximos, portanto, a enzima apresentava atividade 

quando adicionada à temperatura ambiente para o estudo da otimização da hidrólise 

enzimática. No entanto, o processo de liquefação foi conduzido a 90 °C, pois é 

necessário atingir a temperatura de gelatinização, a fim de hidratar, entumecer e 
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romper os grânulos de amido para liberar a amilose e a amilopectina, facilitando o 

acesso das enzimas ao interior do grânulo de amido. Segundo Bermudez (1997), esta 

temperatura é de 86,6 °C para o amido presente nos grãos de sorgo. Observou-se 

também que o valor da atividade de glucoamilase a 55 °C foi ligeiramente maior que 

a 60 °C, o que influenciou na concentração final de açúcares redutores na hidrólise 

enzimática, como será discutido posteriormente. 

No processo de otimização da hidrólise enzimática dos grãos de sorgo, a 

concentração de açúcares redutores foi adotada como variável de resposta na 

escolha da condição ótima de obtenção do hidrolisado para produção de etanol. 

Como é conhecido, alguns preparados comerciais de enzimas contém açúcares em 

sua composição. Portanto, foram feitas as quantificações dos açúcares presentes nos 

preparados utilizados, para se eliminar a influência destes no cálculo da concentração 

final de açúcares resultantes do processo hidrolítico. 

Na tabela 5.3 estão apresentadas as concentrações de açúcares redutores 

presentes nos preparados comerciais de -amilase, glucoamilase e celulases, 

quantificados pelo método Somogyi-Nelson. 

 

Tabela 5.3. Concentração de açúcares redutores presentes nos preparados 

comerciais de -amilase, glucoamilase e celulases 

Enzimas AR (g.L-1) 

-amilase 4,76 ± 0,01 

Glucoamilase 71,18 ± 0,02 

Celulases 19,45 ± 0,02 

 

Considerando que a menor e a maior relação sólido/líquido empregadas para 

otimização da hidrólise enzimática foram 1/10 e 1/3, a concentração de açúcares 

redutores provenientes dos preparados enzimáticos, utilizando a máxima carga 

enzimática (100 L.g-1 grão), foram (g.L-1): 0,048 e 0,16 para -amilase, e 0,71 e 2,38 
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para glucoamilase, respectivamente. No estudo com o preparado celulásico, a 

máxima carga utilizada para um relação sólido/líquido de 1/3, foi de 220 L.g-1 grão, 

correspondendo a uma concentração de açúcares de 1,43 g.L-1. Estes valores foram 

descontados da concentração final de açúcares na hidrólise enzimática. 

 

5.1.3. Análise Granulométrica 

A fim de se avaliar o efeito do tamanho de partícula na hidrólise enzimática do 

amido de grãos de sorgo, foram utilizados três diferentes tamanhos de partícula 

determinados através do método de peneiramento. Observa-se que a maior fração 

em massa retida nos ensaios A, B e C foram nas peneiras com aberturas entre 0,425 e 

1,19; 0,425 e 1,19 e 0,3 e 0,425 mm, respectivamente. O Diâmetro Médio de Sauter foi 

utilizado para determinação da distribuição granulométrica, sendo obtidos os 

seguintes valores: 0,7; 0,5 e 0,3 mm. A figura 5.1 apresenta a distribuição 

granulométrica para os diferentes diâmetros empregados neste estudo.  

 

 

Figura 5.1. Distribuição granulométrica dos grãos de sorgo 

(A) 0,7 mm; (B) 0,5 mm; (C) 0,3 mm 

 

 

 

A B C 
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5.1.4. Cinética da Ação de –Amilase e Glucoamilase na Hidrólise Enzimática dos 

Grãos de Sorgo 

Com o objetivo de se avaliar o tempo necessário para que ocorresse a 

completa liquefação do amido presente nos grãos de sorgo, foi construído um perfil 

cinético com diferentes cargas de -amilase (Figura 5.2). A liquefação foi percebida 

imediatamente após o início do aquecimento pela diminuição drástica da viscosidade 

aparente em todas as amostras. Observou-se que a hidrólise foi rápida nos primeiros 

10 minutos, atingindo concentrações de açúcares redutores de 15,2; 15,6; 33,3; 34,9 e 

35,4 g.L-1 para cargas de -amilase de 20; 40; 60; 80 e 100 L.g-1 grão, 

respectivamente. Com 30 minutos de hidrólise foram atingidas eficiências de 

hidrólise de 9,6; 11,0; 20,2; 21,7 e 21,4%, não havendo mudanças significativas após 

este tempo. Desta forma, o tempo máximo de 30 minutos foi definido para 

liquefação do amido dos grãos de sorgo. Pontoh e Low (1995) também usaram um 

tempo de liquefação de 30 minutos para o amido de mandioca e de milho, valor mais 

baixo em relação aos utilizados industrialmente que segundo estes autores, podem 

variar entre 60 e 90 minutos. 

A maior concentração de açúcares redutores para o processo de liquefação foi 

obtida com uma carga de -amilase de 60 L.g-1 grão, não havendo aumentos 

significativos com cargas enzimáticas superiores. 
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Figura 5.2. Perfil cinético (tubo de ensaio) da hidrólise enzimática de grãos de sorgo 

com -amilase. Relação sólido/líquido: 1/4; diâmetro de partícula: 0,5 mm; 

temperatura de hidrólise com -amilase: 90°C. (AR): açúcares redutores; mcL: 

microlitros 

 

Um perfil da hidrólise enzimática de grãos de sorgo foi construído durante               

120 minutos, a fim de avaliar o efeito da ação da glucoamilase sem processo de 

liquefação prévia do amido (Figura 5.3). Uma carga de 40 L.g-1 grão foi adicionada a 

mistura água-grãos e a hidrólise foi conduzida à temperatura de 55°C, relação 

sólido/líquido de 1/4 e diâmetro de partícula de 0,5 mm. A concentração de açúcares 

redutores obtidos ao final de 120 minutos de hidrólise foi de 13,3 g.L-1, o que 

correspondeu à uma eficiência de hidrólise de apenas 7,1%. A diminuição da 

viscosidade foi menor comparada com os ensaios realizados com -amilase, 

evidenciando que o pré-tratamento com -amilase é indispensável para uma 

eficiente hidrólise do amido dos grãos de sorgo. 
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Figura 5.3. Perfil cinético (tubo de ensaio) da hidrólise de grãos de sorgo com 

glucoamilase sem processo de liquefação com -amilase. Relação sólido/líquido: 

1/4; diâmetro de partícula: 0,5 mm; temperatura de hidrólise com glucoamilase: 55 °C 

e carga de glucoamilase: 40 L.g-1 grão. (AR): açúcares redutores 

 

Segundo Zheng et al. (2009), altas concentrações de sólidos podem ocasionar 

limitações difusionais à transferência de massa e calor em relação às enzimas e aos 

produtos finais da hidrólise, causando sérios impedimentos à ação enzimática. Para 

eliminar tais problemas, Manonmani e Sreekantiah (1987) propuseram o aumento da 

carga enzimática para obtenção de máxima conversão. No entanto, o uso de altas 

cargas enzimáticas não é uma solução interessante economicamente para se obter 

altas conversões e concentrações de açúcares, já que o custo destas enzimas 

representa uma grande parcela no custo total do processo. Uma efetiva solução para 

este problema seria a melhoria no sistema de agitação. Com o objetivo de se avaliar a 

existência destas limitações difusionais no processo de hidrólise enzimática do amido 

de grãos de sorgo, foi realizado um ensaio em béquer com volume reacional de 400 
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mL e com sistema de agitação constante. Os resultados da hidrólise enzimática estão 

apresentados na figura 5.4. Observou-se que a concentração de açúcares redutores 

aumentou significativamente nos primeiros 10 minutos de liquefação, atingindo uma 

concentração de 26,6 g.L-1 e 37,4 g.L-1 com 30 minutos de reação, permanecendo-se 

neste valor até 120 minutos de processo. 
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Figura 5.4. Perfil cinético (béquer) da hidrólise de grãos de sorgo com -amilase e 

glucoamilase. Relação sólido/líquido: 1/4; diâmetro de partícula: 0,5 mm; carga de -

amilase: 20 L.g-1 grão; carga de glucoamilase: 40 L.g-1 grão; temperatura de 

hidrólise com -amilase: 90 °C e temperatura de hidrólise com glucoamilase: 55 °C. 

(AR): açúcares redutores 

 

O processo de hidrólise com glucoamilase apresentou o mesmo 

comportamento do processo de liquefação, atingindo a concentração de açúcares 

redutores de 131,3 g.L-1 em 10 minutos e 153,5 g.L-1 em 30 minutos de hidrólise. A 

concentração máxima de açúcares foi de 164,2 g.L-1 em 90 minutos de processo com 

glucoamilase, um aumento de  7,7% em relação a concentração em 30 min.  
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No ensaio realizado em tubo de ensaio, descrito anteriromente (Figura 5.2), 

foram liberados 17,5 g.L-1 de açúcares redutores em 30 minutos de hidrólise, 

utilizando a mesma carga enzimática (20 L.g-1 grão) empregada neste ensaio. Esta 

diminuição na concentração de açúcares redutores foi possivelmente devido a 

limitações difusionais de transferência de massa, dificultando o acesso da enzima ao 

interior dos grânulos devido ao pequeno volume de trabalho, e também por 

limitações mecânicas, já que os experimentos realizados em béquer foram agitados 

constantemente e os experimentos realizados em tubos de ensaio foram agitados 

periodicamente. Levando em consideração os resultados obtidos nos experimentos 

realizados em tubos de ensaio e em béquer, o tempo de 30 minutos de hidrólise com 

-amilase e 30 minutos com glucoamilase foram definidos para realização dos 

ensaios seguintes. 

 

5.1.5. Avaliação da Hidrólise Enzimática do Amido de Grãos de Sorgo  

Segundo Surmely (2003), um dos fatores que limitam o uso das enzimas é seu 

alto custo, representando uma grande parcela no custo global do processo. Por esta 

razão, foram realizados ensaios de hidrólise enzimática dos grãos de sorgo, a fim de 

se obter a maior concentração de açúcares redutores, empregando a menor carga 

enzimática. As variáveis utilizadas para esta etapa foram: relação sólido/líquido, 

diâmetro de partícula, temperatura de hidrólise com glucoamilase, carga de -

amilase e glucoamilase. Foi realizado também um ensaio de hidrólise na condição 

ótima, empregando diferentes cargas de celulases para avaliar o efeito deste 

preparado enzimático na concentração final de açúcares. Na figura 5.5, estão 

apresentados os resultados obtidos na hidrólise enzimática do amido de grãos de 

sorgo em diferentes condições. Em todos os ensaios, a temperatura de hidrólise com 
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-amilase foi mantida a 90 °C e os tempos de hidrólise com -amilase e glucoamilase 

foram fixados em 30 minutos para cada enzima.  

A figura 5.5A representa o experimento onde foi utilizada uma relação 

sólido/líquido de 1/10, diâmetro de partícula de 0,7 mm, temperatura de hidrólise 

com glucoamilase de 55°C e diferentes cargas enzimáticas de -amilase e de 

glucoamilase. As máximas concentrações de açúcares redutores com cargas de -

amilase de 0; 20; 40; 60; 80 e 100 L.g-1 grão foram (g.L-1): 47,0; 61,6; 60,3; 58,8; 63,0 e 

67,4 (Figura 5.6A). Observa-se que independentemente da carga de glucoamilase, 

não houve aumento significativo na concentração de açúcares redutores utilizando-

se cargas de -amilase maiores que 20 L.g-1 grão.  A eficiência máxima de hidrólise 

foi de 90,1%, obtida para uma carga de -amilase de 100 L.g-1 grão e de 

glucoamilase de 80 L.g-1 grão. 

Na figura 5.5B, foram empregadas as mesmas condições reacionais descritas 

para a figura 5.5A, contudo, foi utilizada uma relação sólido/líquido de 1/7. As 

máximas concentrações de açúcares redutores obtidos foram (g.L-1): 43,6; 80,1; 85,1; 

84,9; 85,4 e 86,2, para cargas de -amilase de 0; 20; 40; 60; 80 e 100 L.g-1 grão, 

respectivamente (Figura 5.6B). Nota-se que a concentração de açúcares liberados 

sem adição de -amilase e com uma carga de 100 L.g-1 grão de glucoamilase foi de 

43,6 g.L-1, atingindo eficiência de hidrólise de apenas 40,4%, demonstrando 

novamente a imprescindibilidade da -amilase para a hidrólise do amido. 
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Figura 5.5. Hidrólise enzimática do amido de grãos de sorgo (tubo de ensaio). (A) Φ: 

0,7 mm; relação S/L: 1/10;  THg: 55 °C. (B) Φ: 0,7 mm; relação S/L: 1/7; THg: 55 °C. (C) 

Φ: 0,5 mm; relação S/L: 1/7; THg: 55 °C. (D) Φ: 0,3 mm; relação S/L: 1/7; THg: 55 °C. 

(E) Φ: 0,5 mm; relação S/L: 1/7; THg: 60 °C.  (F) Φ: 0,5 mm; relação S/L: 1/5; THg: 55 

°C. (G) Φ: 0,5 mm; relação S/L: 1/4; THg: 55 °C. (H) Φ: 0,5 mm; relação S/L:  1/3; THg: 

55 °C. S/L: sólido/líquido; Φ: diâmetro de partícula; THg: temperatura de hidrólise 

com glucoamilase. (A): -amilase. (G): glucoamilase. (AR): açúcares redutores 

 

E F 

G H 
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Os resultados obtidos da hidrólise enzimática do amido dos grãos de sorgo 

utilizando uma relação sólido/líquido de 1/7, temperatura de hidrólise com 

glucoamilase de 55 °C e diâmetro de partícula de 0,5 e 0,3 mm estão apresentados 

nas figuras 5.5C e 5.5D, respectivamente. Para cargas de -amilase de 0; 20; 40; 60; 80 

e 100  L.g-1 grão, as máximas concentrações de açúcares redutores foram (g.L-1): 

67,1; 92,3; 94,1; 93,0; 94,4 e 96,8 para o diâmetro de partícula de 0,5 mm (Figura 

5.6C), e 77,4; 102,4; 100,8; 105,7; 105,1 e 106,7, para o diâmetro de partícula de 0,3 

mm (Figura 5.6D). Observa-se que não houve aumento significativo na concentração 

final de açúcares redutores quando a carga enzimática de -amilase foi aumentada 

de 20 L.g-1 grão para 100  L.g-1 grão em ambos os ensaios. Além disso, o aumento 

da eficiência da hidrólise foi de apenas 4,9% e 4,2% da menor para a maior carga de 

-amilase empregada nos ensaios C e D.  

A figura 5.5E apresenta os resultados da hidrólise enzimática empregando as 

mesmas condições reacionais descritas para a figura 5.5C, porém a temperatura de 

hidrólise com glucoamilase foi de 60 °C. As máximas concentrações de açúcares 

redutores obtidos com cargas de -amilase de 0; 20; 40; 60; 80 e 100 L.g-1 grão, 

foram (g.L-1): 55,2; 86,0; 92,4; 89,4; 86,1 e 93,8, respectivamente (Figura 5.6E). 

Observou-se que estas concentrações de açúcares redutores foram menores quando 

comparadas a hidrólise enzimática nas mesmas condições empregando uma 

temperatura de hidrólise com glucoamilase de 55 °C, o que será discutido 

posteriormente. Para estas condições, o aumento na concentração de açúcares 

redutores foi de 9,0% quando a carga de -amilase foi aumentada de 20 para 100 

L.g-1 grão, o que não justifica um aumento de cinco vezes na carga de -amilase. 

Os resultados da hidrólise enzimática do amido dos grãos de sorgo 

empregando um diâmetro de partícula de 0,5 mm, relação sólido:líquido de 1/5 e 

temperatura de hidrólise com glucoamilase de 55 °C estão apresentados na figura 

5.5F.  
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Figura 5.6. Concentração máxima de AR na hidrólise enzimática do amido de grãos de sorgo 

(tubo de ensaio). A) Φ: 0,7 mm; relação S/L:  1/10;  THg: 55 °C. B) Φ: 0,7 mm; relação S/L: 1/7; 

THg: 55 °C. C) Φ: 0,5 mm; relação S/L: 1/7; THg: 55 °C. D) Φ: 0,3 mm; relação S/L: 1/7; THg: 55 

°C. E) Φ: 0,5 mm; relação S/L: 1/7; THg: 60 °C.  F) Φ: 0,5 mm; relação S/L: 1/5; THg: 55 °C. G) 

Φ: 0,5 mm; relação S/L: 1/4; THg: 55 °C. H) Φ: 0,5 mm; relação S/L:  1/3; THg: 55 °C. S/L: 

sólido/líquido; Φ: diâmetro de partícula; THg: temperatura de hidrólise com glucoamilase. (A): 

-amilase. (G): glucoamilase. (AR): açúcares redutores 

A B 

C D 

E F 

G H 
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As máximas concentrações de açúcares redutores obtidos com diferentes 

cargas enzimáticas de -amilase foram (g.L-1): 38,9; 117,4; 115,9; 127,8; 119,3 e 138,1 

(Figura 5.6F). O aumento da eficiência de hidrólise foi de apenas 10,5% quando a 

carga de -amilase foi aumentada de 20 para 100 L.g-1 grão. 

Nas figuras 5.5G e 5.5H foram empregadas as mesmas condições reacionais 

descritas para a figura 5.5F, no entanto, a relação sólido:líquido utilizada foi 1/4 e 1/3, 

respectivamente. Para cargas de -amilase de 0; 20; 40; 60; 80 e 100 L.g-1 grão 

foram obtidas as seguintes concentrações de açúcares redutores (g.L-1): 86,2; 135,1; 

132,6; 146,9; 145,9 e 162,8 (Figura 5.6G), e 92,9; 176,1; 185,1; 193,4; 184,0 e 190,8, 

respectivamente (Figura 5.6H). A máxima eficiência alcançada para a relação 

sólido/líquido de 1/7 foi de 86,3% enquanto para a relação sólido/líquido de 1/3 foi 

de 76,9%. Esta diminuição na conversão do amido ocorreu possivelmente devido a 

limitações difusionais à transferência de massa, como discutido anteriormente, 

podendo ser solucionada com o uso de agitação eficiente, o que será discutido 

posteriormente. 

A figura 5.3 mostrou o perfil cinético da hidrólise do amido dos grãos de sorgo 

empregando uma relação sólido/líquido de 1/4, utilizando somente glucoamilase (40 

L.g-1 grão), onde foram liberados 13,3 g.L-1 de açúcares redutores em 120 minutos 

de hidrólise, o que corresponde a uma eficiência de hidrólise de 7,1%. Já no ensaio 

apresentado na figura 5.5G, foram liberados 64 g.L-1 de açúcares redutores, sem a 

adição de -amilase e uma carga de 40 L.g-1 grão de glucoamilase, atingindo uma 

eficiência de hidrólise de 29,2%. O valor obtido no ensaio apresentado na figura 5.3 

foi menor, pois os grãos não foram submetidos à temperatura de 90 °C durante 30 

minutos como feito no ensaio apresentado na figura 5.5G. Isto possivelmente não 

possibilitou a completa gelatinização dos grânulos de amido, que segundo Bermudez 

(1997) ocorre na temperatura de 86,6 °C. Segundo Shewale e Pandit (2009), a taxa do 

processo de gelatinização aumenta quando os grãos são submetidos a temperaturas 

maiores.  



Capítulo 5.  Resultados e Discussão 

 

181 

 

Os ensaios apresentados na figura 5.5 ratificam a imprescindibilidade da -

amilase no processo de liquefação do amido contido nos grãos de sorgo, sem a qual 

a eficiência de hidrólise atinge aproximadamente a metade do valor alcançado com o 

uso desta.  

Finalmente, reuniram-se os máximos valores de concentração de açúcares 

redutores obtidos para diferentes cargas de -amilase e glucoamilase (Figura 5.6), 

com o intuito de se confirmar que aumentos na carga da enzima liquidificante não 

resultavam em ganhos significativos na concentração dos produtos de hidrólise. 

Observa-se que independentemente da carga de glucoamilase, as concentrações 

máximas de açúcares redutores são similares para valores de cargas da enzima 

liquidificante maiores do que 20 L.g-1 grão. A mesma tendência é verificada para as 

demais condições ensaiadas (Figuras 5.6B - 5.6H).  

Diante do exposto, a carga de -amilase de 20 L.g-1 grão foi estabelecida 

para liquefação do amido e fixada para avaliação do efeito das demais variáveis 

estudadas. 

 

5.1.5.1. Influência do Diâmetro da Partícula 

A figura 5.7 apresenta o efeito do tamanho de partícula na hidrólise enzimática 

de grãos de sorgo nas seguintes condições reacionais: relação sólido/líquido de 1/7; 

carga enzimática de -amilase de 20 L.g-1 grão e temperatura de hidrólise com 

glucoamilase de 55 °C. A máxima concentração de açúcares redutores obtidas para 

um diâmetro de partícula de 0,7; 0,5 e 0,3 mm foram: 80,1; 92,3 e 102,4 g.L-1, 

respectivamente, o que corresponde a eficiências de hidrólise de 75,0; 85,6 e 95,0%.  

Observou-se que a concentração de açúcares redutores para a granulometria 

de 0,7 mm foi a mais baixa, devido à menor superfície de contato, o que pode ser 

confirmado quando o diâmetro da partícula foi diminuído, atingindo maiores 

eficiências de hidrólise enzimática.  
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Segundo Blasel et al. (2006), o efeito da granulometria sobre a hidrólise 

enzimática do amido está relacionado com a superfície disponível para o ataque das 

amilases. De acordo com estes autores, para cada 100 m de aumento no tamanho 

da partícula em amido de milho, o grau de acesso da -amilase diminuiu de 26,8 

g.Kg-1 de amido. Adicionalmente, Holm e Bjorck (1988) e Ring et al. (1988) relataram 

que a susceptibilidade do amido ao ataque das enzimas é influenciado por diversos 

fatores, dentre eles o diâmetro da partícula, pois a presença de barreiras na parede 

celular no endosperma dificulta a difusão das enzimas. 

 

 

Figura 5.7. Influência do diâmetro de partícula na hidrólise enzimática de grãos de 

sorgo (tubo de ensaio). Relação sólido/líquido: 1/7; temperatura de hidrólise com 

glucoamilase: 55 °C e carga de -amilase: 20 L.g-1 grão. (G): glucoamilase. (AR): 

açúcares redutores 

 

Acredita-se que a diminuição do tamanho da partícula, diminuiu o efeito das 

limitações difusionais, permitindo um maior acesso das enzimas aos grânulos de 

amido. De acordo com Wang et al. (2008), grãos empregados como matéria-prima 
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para produção de etanol devem ser cominuídos o mais fino possível, compensando o 

aumento dos custos no processo de moagem pela diminuição deste no processo de 

recuperação do produto (downstream). No entanto, para obter uma granulometria de 

0,3 mm, os grãos necessitaram de secagem prévia, sem a qual ocorreria entupimento 

das peneiras. Isto resultaria em maior consumo energético e, consequentemente, um 

aumento no custo final do processo. Com base nestas observações, o diâmetro de 

partícula de 0,5 mm foi definido para hidrólise do amido de grãos de sorgo para 

prosseguimento dos estudos. 

 

5.1.5.2. Influência da Temperatura de Hidrólise com Glucoamilase na Hidrólise 

Enzimática dos Grãos de Sorgo 

 

Como apresentado anteriormente, a atividade enzimática da glucoamilase a 60 

°C foi menor do que à temperatura de 55 °C. A fim de se verificar se esta diferença 

afetava significativamente a concentração final de açúcares redutores após a hidrólise 

enzimática, um estudo comparativo do efeito da temperatura foi realizado sob as 

mesmas condições reacionais. Na figura 5.8 estão apresentados os resultados obtidos 

na hidrólise enzimática de grãos de sorgo, utilizando uma relação sólido/líquido de 

1/7, diâmetro de partícula de 0,5 mm e a carga otimizada de -amilase (20 L.g-1 

grão). O tempo de liquefação e sacarificação foi de 30 min cada. Observou-se que a 

concentração de açúcares redutores empregando a temperatura de 55 °C foi maior 

em relação à temperatura de 60 °C, atingindo máxima eficiência de hidrólise de 

85,6%, enquanto que a 60 °C esta foi de 79,8%. Considerando os desvios padrão dos 

experimentos, os valores para as duas temperaturas avaliadas foram similares. No 

entanto, a temperatura de 55 °C acarreta menores custos energético. Por este motivo, 

a temperatura de hidrólise com glucoamilase a 55 °C foi selecionada para os estudos 

subsequentes. 
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Figura 5.8. Efeito da temperatura de hidrólise com glucoamilase na hidrólise 

enzimática de grãos de sorgo (tubo de ensaio). Relação sólido/líquido: 1/7; diâmetro 

de partícula: 0,5 mm e carga de -amilase: 20 L.g-1 grão. (G): glucoamilase. (AR): 

açúcares redutores 

 

5.1.5.3. Influência da Relação Sólido/Líquido na Hidrólise Enzimática dos Grãos 

de Sorgo 

 

Como comentado anteriormente, altas concentrações de sólidos implicam em 

limitações difusionais à transferência de massa e calor, reduzindo a conversão do 

amido. Com a finalidade de se avaliar a influência do aumento da concentração de 

sólidos na hidrólise enzimática do amido de grãos de sorgo, foi realizado um estudo 

comparativo nas seguintes condições reacionais: diâmetro de partícula de 0,5 mm; 

carga de -amilase de 20 L.g-1 grão e temperatura de hidrólise com glucoamilase de 

55 °C (Figura 5.9).   

As máximas concentrações de açúcares redutores para as relações 

sólido/líquido de 1/10; 1/7; 1/5; 1/4 e 1/3 foram (g.L-1): 61,6; 92,3; 117,7; 135,0 e 
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165,1, respectivamente, com cargas de glucoamilase de 100; 100; 100; 100 e 80 L.g-1 

grão. 

 

Figura 5.9. Influência da relação sólido/líquido na hidrólise enzimática de grãos de 

sorgo (tubo de ensaio). Diâmetro de partícula: 0,5 mm; temperatura de hidrólise com 

glucoamilase: 55 °C e carga de -amilase: 20 L.g-1 grão. (*) Diâmetro de partícula: 

0,7 mm; (G): glucoamilase; (AR): açúcares redutores 

 

É notório que maiores relações sólido/líquido (sistema mais impactado em 

sólidos) resultam em maiores concentrações de açúcares redutores. Por outro lado, a 

resistência à transferência de massa torna-se mais importante à medida em que se 

aumenta esta relação, obstaculizando a ação das enzimas do complexo amilásico e 

reduzindo a eficiência da hidrólise (Figura 5.10). Portanto, um compromisso deve 

existir entre estas duas variáveis de resposta do processo de hidrólise, quando se visa 

à produção de uma substância de interesse comercial. No caso específico da 

produção de etanol, altas concentrações de substrato são desejáveis para assegurar 

altas concentrações de produto, já que os principais custos energéticos estão 

relacionados à etapa de destilação do meio fermentado.  
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Figura 5.10. Máxima concentração de açúcares redutores (AR) e eficiência de 

hidrólise (EH) do amido de grãos de sorgo nas diferentes relações sólido/líquido 

(tubo de ensaio) com carga de -amilase de 20 L.g-1 grão 

 

Neste sentido, optou-se por trabalhar com elevadas cargas de sólidos a fim de 

se lograrem altas concentrações de açúcares em detrimento da eficiência de 

hidrólise. Para a faixa de relação sólido/líquido avaliada, a concentração máxima de 

açúcares redutores variou de 61,6 a 176,1 g.L-1 e a eficiência variou de 70,6 a 82,3% 

para o diâmetro de partícula de 0,5 mm. Os problemas associados a limitações 

difusionais não são tão preocupantes, na medida em que podem ser contornados 

com um sistema eficiente de agitação mecânica, que se pretende avaliar futuramente. 

A relação sólido/líquido de 1/3 foi, portanto, selecionada para os experimentos 

seguintes. 
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5.1.5.4. Influência da Carga Enzimática de Glucoamilase na Hidrólise Enzimática 

dos Grãos de Sorgo 

 

Como o objetivo principal da otimização da hidrólise enzimática do amido de 

grãos de sorgo foi selecionar a condição em que se obtinha a maior concentração de 

açúcares empregando a menor carga enzimática, foi investigado a influência da carga 

de glucoamilase na concentração de açúcares obtidos no processo hidrolítico. As 

condições reacionais avaliadas correspondem às selecionadas nos ensaios anteriores 

(relação sólido/líquido: 1/3; diâmetro de partícula: 0,5 mm; temperatura de hidrólise 

de 55 °C; carga de -amilase: 20 L.g-1 grão; temperatura de hidrólise com -amilase: 

90 °C, tempo de hidrólise de 30 minutos para cada enzima).   

Na figura 5.11 observa-se que as concentrações de açúcares redutores para 

cargas de glucoamilase de 0; 20; 40; 60; 80 e 100 L.g-1 grão foram (g.L-1): 23,3; 

139,5; 165,1; 165,0; 176,1 e 164,0, respectivamente, que correspondem a eficiências 

de hidrólise de 9,2; 55,4; 65,6; 65,5; 70,0 e 65,2%. Fica claro que as cargas da enzima 

sacarificante acima de 40 L.g-1 não proporcionam aumentos significativos na 

concentração de açúcares redutores. Além disso, os desvios padrão dos experimentos 

mostraram que a resposta foi similar para cargas de glucoamilase acima de 40 L.g-1 

grão. A figura 5.12 apresenta o cromatograma da amostra hidrolisada com uma carga 

de -amilase e glucoamilase de 20 e 20 L.g-1, demonstrando que apesar de se 

produzirem altas concentrações de açúcares, a razão entre glicose e maltose foi de 

15/1, enquanto que para 40 L.g-1 grão de glucoamilase foi de 42/1 (Figura 5.13). Por 

esta razão, a carga de glucoamilase de 40 L.g-1 grão, foi definida para obtenção de 

hidrolisado de grãos de sorgo para os ensaios de fermentação, por ser a menor carga 

enzimática em que se obteve a maior concentração de açúcares, e também a maior 

concentração de glicose. 
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Figura 5.11. Influência da carga enzimática de glucoamilase na hidrólise enzimática 

de grãos de sorgo (tubo de ensaio). Relação sólido/líquido: 1/3; diâmetro de 

partícula: 0,5 mm; carga de -amilase: 20 L.g-1 grão e temperatura de hidrólise com 

glucoamilase: 55 °C. (AR): açúcares redutores 
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Figura 5.12. Cromatograma referente à amostra hidrolisada com 20 L.g-1 grão de -

amilase e 20 L.g-1 grão de glucoamilase 
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Figura 5.13. Cromatograma referente à amostra hidrolisada com 20 L.g-1 grão de -

amilase e 40 L.g-1 grão de glucoamilase 

 

 Levando em consideração a maior concentração de glicose empregando a 

menor carga enzimática nos ensaios de hidrólise, as seguintes condições reacionais 

foram selecionadas: 

 Relação sólido/líquido: 1/3; 

 Diâmetro de partícula: 0,5 mm; 

 Temperatura de hidrólise com glucoamilase: 55 °C; 

 Carga de -amilase: 20 L.g-1 grão; 

 Carga de glucoamilase: 40 L.g-1 grão. 

 

5.1.6. Avaliação da Fermentabilidade dos Hidrolisados Enzimáticos de Grãos de 

Sorgo  

Com o intuito de se avaliar a fermentabilidade dos hidrolisados enzimáticos de 

grãos de sorgo com diferentes concentrações iniciais de substrato, e diferentes 

formas de preparo do inóculo e, comparar o desempenho de uma linhagem 

industrial de S. cerevisiae (JP1) com uma linhagem industrial de panificação 

(Fleishcman), foram realizados quatro ensaios de fermentação sem adição de 
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nenhum nutriente. Foi feito também um ensaio fermentativo com o hidrolisado 

enzimático sem a presença dos grãos para a avaliação do crescimento celular neste 

processo.  

 

Ensaio Fermentativo 1 

O perfil cinético da hidrólise enzimática do amido de grãos de sorgo nas 

condições otimizadas para obtenção do hidrolisado empregado neste ensaio foi 

construído e está apresentado na figura 5.14. 
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Figura 5.14. Perfil cinético da hidrólise do amido de grãos de sorgo, utilizando -

amilase e glucoamilase nas condições otimizadas para obtenção do hidrolisado 

empregado no ensaio fermentativo 1 com a linhagem industrial JP1 

 

O tempo necessário para se atingir a temperatura de 90 °C foi de 30 minutos, 

alcançando 42,3 g.L-1 de açúcares redutores.  Após 10 minutos nesta temperatura 
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foram liberados mais 24,4 g.L-1. Atingiu-se ao final do processo de liquefação (60 

minutos) a concentração de açúcares redutores de 74,3 g.L-1. 

Após 10 minutos de hidrólise com glucoamilase, a concentração de açúcares 

redutores aumentou para 241,1 g.L-1, atingindo 250 g.L-1 ao final do processo (30 min 

de sacarificação), o que corresponde a 100% de eficiência de hidrólise. Nos 

experimentos realizados em tubos de ensaio, a concentração de açúcares redutores 

obtidos nas mesmas condições reacionais foi de 165,1 g.L-1, o que corresponde a 

66,2% de eficiência de hidrólise, denotando que os problemas difusionais, apontados 

anteriormente foram eliminados, por intermédio de uma agitação mecânica eficiente. 

Adicionalmente, apesar do tempo utilizado neste processo ter sido maior ao utilizado 

nos ensaios em tubos de ensaio, devido ao tempo gasto para se atingir a 

temperatura de 90 °C fica evidente a existência de limitações difusionais à 

transferência de massa, quando se trabalha com escalas muito reduzidas.  

Shewale e Pandit (2009) realizaram a hidrólise enzimática de grãos de sorgo 

contendo aproximadamente 70% de amido, com diâmetro de partícula de 302 m, 

concentração de 30% (m/v), carga de -amilase de 602 L.g-1 grão, tempo de 

hidrólise com -amilase de 1,5 horas, carga de glucoamilase de 364 L.g-1 grão com 

36,3 AGU.mL-1 de atividade e tempo de hidrólise com glucoamilase de 24 horas. 

Adicionalmente, o diâmetro de partícula empregado por estes autores foi 

aproximadamente duas vezes menor do que o usado neste trabalho. A concentração 

de açúcares redutores ao final da hidrólise foi de 235 g.L-1, similar ao obtido na 

hidrólise enzimática para obtenção do hidrolisado neste trabalho (250 g.L-1). No 

entanto, o tempo de liquefação e a carga de -amilase utilizada por estes autores 

foram três e 30 vezes maior, respectivamente, quando comparada ao tempo 

empregado neste estudo nesta mesma etapa do processo. Adicionalmente, o tempo 

de hidrólise com glucoamilase foi 48 vezes maior, mesmo com uma atividade 

glucosidásica menor.  
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O preparo do inóculo para este ensaio foi realizado em frascos agitados com 

uma concentração inicial de 20 g.L-1 de glicose, empregando a linhagem JP1 de 

Saccharomyces cerevisiae. O perfil do crescimento microbiano está apresentado na 

figura 5.15, no qual se observa que a concentração de células a final de 8 horas de 

processo foi de 4,24 g.L-1, correspondendo a um fator de conversão de substrato em 

células de 0,19 g.g-1, uma produtividade volumétrica em células de 0,49 g.L-1.h-1, 

consumo total de substrato e taxa específica de crescimento de 0,32 h-1. Estas células 

foram centrifugadas e inoculadas no meio hidrolisado para ensaios de fermentação, a 

fim de se totalizar a concentração inicial de 8 g.L-1. 
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Figura 5.15. Perfil cinético do crescimento microbiano da linhagem industrial de 

Saccharomyces cerevisiae (JP1) em frasco agitado, velocidade de agitação de 200 rpm 

e temperatura de 37 °C 

 

A figura 5.16 apresenta o perfil de produção de etanol e consumo de substrato 

referentes ao presente ensaio, com uma concentração inicial de glicose de 250 g.L-1. 

Desta figura, verifica-se que a concentração de etanol em 24 horas de fermentação 

foi de 105,8 g.L-1 (13,4% v/v), o que corresponde a uma produtividade volumétrica 
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em etanol de 4,41 g.L-1.h-1, contudo, a redução percentual de glicose foi de 84,7%. 

Segundo Gibson et al. (2007), processos fermentativos com alta concentração de 

sólidos dissolvidos são particularmente suscetíveis à fermentação incompleta (“stuck 

fermentation”), pois as células estão sujeitas a vários mecanismos de estresse, dentre 

eles, a elevada concentração de sólidos dissolvidos presentes no meio, que 

promovem o aumento da pressão osmótica externa. Adicionalmente, a concentração 

de etanol é levada a níveis tóxicos para as células de leveduras. O estresse osmótico e 

as altas concentrações de etanol podem resultar em perda da viabilidade e atividade 

fermentativa, afetando o desempenho da levedura. Segundo Bai et al. (2008), altas 

temperaturas, deficiência de nutrientes e contaminação também afetam o 

desempenho de leveduras nos processos fermentativos, especialmente naqueles com 

altas concentrações de sólidos dissolvidos.  
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Figura 5.16. Perfil cinético de produção de etanol e consumo de substrato em 

biorreator do ensaio fermentativo 1, com 250 g.L-1 de glicose inicial, empregando a 

linhagem JP1 
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A capacidade da levedura para alcançar concentrações elevados de etanol 

depende fortemente das condições nutricionais e protetoras que alguns nutrientes 

podem proporcionar. Nitrogênio assimilável é o componente mais importante no 

meio e tem sido relatado como nutriente limitante nos processos que empregam 

altas concentrações de sólidos dissolvidos (BAI et al., 2008). A suplementação do 

meio com 16 mM de uréia ou 1% de extrato de levedura foi relatada em pesquisas 

para fermentação de meio hidrolisado de trigo, na qual foram obtidos 21% (v/v) de 

etanol em quatro dias de processo (THOMAS e INGLEDEW, 1992). Além de 

nitrogênio, magnésio, ergosterol, ácido oléico e quantidades adequadas de oxigênio, 

também desempenham papéis essenciais nas funções metabólicas, crescimento 

celular e tolerância da levedura ao etanol (DOMBEK e INGRAM, 1986; BLATEYRON e 

SABLAYROLLES, 2001; MISHRA e KAUR, 1991; OHTA e HAYASHIDA, 1983). 

Sabe-se que as leveduras necessitam de uma pequena quantidade de oxigênio 

para sintetizar ácidos graxos insaturados, indispensáveis para garantir sua viabilidade, 

nos processos fermentativos anaeróbios. Sanchez-Peres et al. (2000) investigaram o 

efeito da adição de pequenas quantidades de oxigênio nestes processos, o qual é 

aplicado pelas indústrias de etanol durante um longo tempo, e predisseram que na 

fermentação com altas concentrações de sólidos dissolvidos, o papel desse “micro-

aeração” seria muito mais significativo, promovendo uma melhoria da tolerância ao 

etanol pelas leveduras. 

Thomas e Ingledew (1992) conduziram uma fermentação com meio 

hidrolisado de trigo contendo 350 g.L-1 de sólidos solúveis, alcançando 17,1% (v/v) de 

etanol em 8 dias. Esta concentração foi atingida em três dias de processo, quando 

este mesmo meio foi suplementado com 0,9% de extrato de levedura. Considerando 

o alto custo deste nutriente para o processo industrial, Jones e Ingledew (1994a) 

investigaram a possibilidade da substituição deste por outra fonte menos onerosa e 

constataram que uréia proporcionou resultados similares. 
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Bvochora et al. (2000) realizaram ensaios de fermentação empregando altas 

concentrações de sólidos solúveis, utilizando caldo de sorgo e sacarose (250 g.L-1) 

para se obter uma concentração final de 340 g.L-1 de sólidos solúveis. Grãos de sorgo 

maltados e não maltados foram adicionados aos meios para se investigar a 

possibilidade do uso destes como fonte de nitrogênio, atingindo 16,8 e 11% (v/v) de 

etanol, respectivamente, em 96 horas de fermentação.  

Baseado nestas observações, o estresse osmótico ocasionado pela alta 

concentração de sólidos, a ausência de fontes nutricionais e protetoras, somado à 

ausência de oxigênio no processo, possivelmente acarretaram a fermentação 

incompleta neste ensaio, evidenciado pela presença de 38,2 g.L-1 de glicose residual 

ao final de 24 horas, não havendo diminuição significativa após este tempo. 

 Observou-se também a produção de 7,3 g.L-1 de glicerol. Segundo Ingledew 

(1999), a formação deste subproduto é comum durante os processos para produção 

de etanol em concentrações de até 10 g.L-1. O glicerol é o mais efetivo 

osmorregulador presente em S. cerevisiae e ocorre aumento de síntese em situações 

de estresse osmótico, quando também ocorre aumento da síntese de trealose; esta 

por sua vez é o mais eficiente sacarídeo na estabilização da membrana plasmática 

quando a levedura é submetida a um estresse osmótico, reduzindo possíveis danos 

em sua estrutura (WALKER, 1998; MANSURE et al., 1997). Segundo Gutierrez (1991) a 

produção de glicerol durante a fermentação alcoólica sofre influência das linhagens 

presentes no processo, do pH, temperatura e concentração de sacarose no mosto e, 

de modo geral, quanto maiores os valores destes parâmetros, maior a produção de 

glicerol. Erasmus et al. (2003), atribuem a síntese de glicerol como agente de 

equilíbrio osmótico e, complementarmente, o ciclo “fútil” de glicerol, glicogênio e 

trealose como “válvula” de segurança, que disponibiliza rapidamente carboidratos à 

levedura em condições adversas. Outros subprodutos, tais como ácidos orgânicos e 

álcoois superiores são produzido em níveis inferiores. 
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É conhecido que leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae convertem 

maltose em etanol (SÁNCHEZ e CARDONA, 2008); no entanto, observou-se na figura 

5.16 que a maltose presente no meio permaneceu constante durante todo o curso do 

processo. Isto ocorreu, pois se sabe que a glicose é metabolizada preferencialmente, 

portanto a maltose só seria consumida após o esgotamento da glicose no meio. 

Na indústria, o fator de rendimento em produto é calculado com base no 

açúcar total alimentado no sistema de fermentação sem a dedução do açúcar 

residual, atingindo 90 - 93% do valor teórico de conversão de glicose a etanol. Por 

este motivo, a concentração do açúcar residual deve ser controlada entre 2 e 5 g.L-1 

(INGLEDEW, 1999). O fator de rendimento de etanol (YP/S) alcançado neste ensaio foi 

de 0,499 g.g-1, que corresponde a 97,8% de eficiência de fermentação; contudo, 

levou-se em consideração a concentração residual de glicose referente ao tempo em 

questão. O fator de rendimento correspondente ao cálculo utilizado industrialmente 

seria de 0,42 g.g-1, que corresponde a 82,8% do valor teórico. Portanto, faz-se 

necessária a busca por um método para aproveitar e/ou minimizar a glicose residual, 

bem como a maltose proveniente da hidrólise enzimática.  

 

Ensaio Fermentativo 2 

A figura 5.17 apresenta o perfil cinético da hidrólise do amido de grãos de 

sorgo para a obtenção do hidrolisado empregado no ensaio de fermentação 2 

utilizando a linhagem JP1. Na etapa envolvendo a adição de -amilase, o tempo 

necessário para se atingir 90 °C foi de 30 minutos, alcançando 64,6 g.L-1 de açúcares 

redutores.  Após 30 minutos nesta temperatura a concentração de açúcares redutores 

elevou-se para 87,2 g.L-1, quando a temperatura foi reduzida para 55 °C e o sistema 

reacional foi adicionado de glucoamilase e mantido a esta temperatura por 30 

minutos. Verifica-se a ação efetiva da glucoamilase, pois após 10 minutos de reação 

enzimática a concentração de açúcares redutores atingiu seu valor máximo de, 
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aproximadamente, 245 g.L-1, o que corresponde a 98,3% de eficiência de hidrólise. 

Estes resultados foram similares aos obtidos na hidrólise enzimática do ensaio 

anterior (Figura 5.14).  
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Figura 5.17. Perfil cinético da hidrólise enzimática do amido de grãos de sorgo, 

utilizando -amilase e glucoamilase na condição otimizada para obtenção do 

hidrolisado empregado no ensaio de fermentação 2 com a linhagem JP1 

 

Com o objetivo de se obter altas concentrações celulares, foi realizada, neste 

ensaio, a propagação de células em biorreator alimentado por pulsos com uma 

solução de glicose e uréia, cuja composição foi descrita no capítulo de Materiais e 

Métodos, com intervalos regulares de 2 horas (Figura 5.18). Iniciou-se a alimentação 

quando a glicose presente no meio havia sido esgotada e o processo foi conduzido 

até se atingir a concentração de células definida (8 g.L-1) para este ensaio. Em 16 

horas de processo, a concentração de células foi de 18,4 g.L-1, correspondendo a uma 

produtividade volumétrica em células de 1,14 g.L-1.h-1. O fator de rendimento de 
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células em relação à glicose consumida foi de 0,17 g.g-1, aproximadamente o mesmo 

resultado obtido no ensaio em frascos agitados. No entanto, a produtividade 

volumétrica em células foi 2,3 vezes maior quando comparada ao ensaio em frascos 

agitados.   
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Figura 5.18. Perfil cinético de consumo de substrato e crescimento microbiano da 

linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae (JP1) em biorreator com alimentação 

de solução de glicose e uréia na forma de pulso, velocidade de agitação de 200 rpm, 

temperatura de 37 °C e concentração de oxigênio dissolvido mantido a 60% da 

saturação 

 

Embora o rendimento em células do ensaio realizado em frascos agitados 

tenha sido satisfatório, não é possível atingir altas concentrações celulares, porque a 

concentração de glicose disponível no meio é baixa e um aumento desta poderia 

incorrer em um efeito inibitório sobre o crescimento celular, denominado efeito 

Crabtree, em que o metabolismo passa a ser fundamentalmente fermentativo, 

mesmo que haja abundância de oxigênio. Este fenômeno conduz à uma diminuição 

no rendimento da biomassa, uma vez que a formação de ATP na fermentação 

alcoólica é muito menor que aquela da via respiratória. 
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Em relação à taxa específica de crescimento, o valor obtido neste experimento 

foi o mesmo do experimento em frascos agitados (0,32 h-1). 

Como apresentada na figura 5.17, a concentração de açúcares redutores ao 

final do processo de hidrólise enzimática foi de 244,6 g.L-1. A fim de se obterem 

concentrações de açúcares similares às utilizadas industrialmente para a produção de 

etanol, foi feita uma diluição no meio hidrolisado, obtendo-se uma concentração de 

sólidos dissolvidos de 170 g.L-1. Segundo Zanin et al. (2000), atualmente são 

utilizados meios contendo, aproximadamente, 180 g.L-1 de açúcares totais, atingindo-

se 92% de eficiência de fermentação e produzindo-se até 87 g.L-1 de etanol. 

A figura 5.19 apresenta o perfil de produção de etanol e consumo de substrato 

referente ao ensaio de fermentação 2 com a linhagem industrial de Saccharomyces 

cerevisiae (JP1).  
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Figura 5.19. Perfil cinético de produção de etanol e consumo de substrato em biorreator 

com concentração inicial de glicose de 170 g.L-1, empregando a linhagem JP1 
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A glicose presente no meio foi totalmente consumida em 16 horas de 

operação, atingindo uma concentração de etanol de 86,7 g.L-1, que corresponde a 

11% (v/v) de etanol. Comparando com o ensaio anterior, os valores de fator de 

rendimento em etanol por substrato consumido (0,510 g.g-1) e produtividade 

volumétrica em etanol (5,42 g.L-1.h-1) foram superiores, com uma eficiência de 

fermentação próxima à estequiométrica  (99,8%). No entanto, o gasto de energia nas 

etapas para separação e purificação do produto seria maior em relação ao processo 

com altas concentrações de sólidos dissolvidos, que resulta em concentrações 

maiores de etanol.  Adicionalmente, a quantidade de vinhoto gerada nos processos 

com baixa concentração de sólidos dissolvidos também seria maior, com os 

consequentes impactos ambientais resultantes da maior geração deste resíduo de 

fundo das colunas de destilação.  

A maltose permaneceu constante ao longo do processo, pois se sabe que a 

glicose é metabolizada preferencialmente, portanto a maltose só seria consumida 

após o esgotamento da glicose no meio. 

 

Ensaio Fermentativo 3 

O perfil cinético da hidrólise do amido de grãos de sorgo para a obtenção do 

hidrolisado empregado no ensaio de fermentação 3 utilizando a linhagem JP1 está 

apresentado na figura 5.20. O tempo necessário para se atingir 90 °C na etapa de 

liquefação foi de 30 minutos, apresentando uma concentração de 60,6 g.L-1 de 

açúcares redutores neste tempo.  Após 30 minutos nesta temperatura a concentração 

de açúcares redutores elevou-se para 85,2 g.L-1, quando a temperatura foi reduzida 

para 55 °C e glucoamilase foi adicionada ao processo. Após 10 minutos de reação 

enzimática a concentração de açúcares redutores atingiu seu valor máximo de, 

aproximadamente, 235 g.L-1, o que corresponde a 94,2% de eficiência de hidrólise. 
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Estes resultados foram similares aos obtidos na hidrólise enzimática dos ensaios 

anteriores (Figura 5.14 e 5.17).  
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Figura 5.20. Perfil cinético (bequer) da hidrólise enzimática do amido de grãos de 

sorgo para obtenção do hidrolisado empregado no ensaio de fermentação utilizando 

a levedura de panificação (Fleischmann) 

 

A figura 5.21 apresenta o perfil de produção de etanol e consumo de substrato 

referente à fermentação deste hidrolisado, empregando a levedura de panificação 

(Fleischmann) como agente fermentativo. A concentração inicial de glicose neste 

ensaio foi de 239,4 g.L-1 e o processo foi conduzido durante 28 horas. 

Observou-se que as concentrações de glicose e maltose, no início deste ensaio 

de fermentação, foram maiores em relação às concentrações ao final da hidrólise 

enzimática. Este aumento pode ser atribuído ao período em que o hidrolisado era 

preparado para o processo de esterilização, tendo em vista que, após o término da 

hidrólise enzimática, as enzimas não foram inativadas e, portanto, continuaram 

agindo.  
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Figura 5.21. Perfil cinético de produção de etanol e consumo de substrato em 

biorreator com concentração inicial de glicose de 239,4 g.L-1, empregando levedura 

de panificação (Fleischmann) 

 

 

 A concentração de etanol em 21 horas de fermentação foi de 87,4 g.L-1 [11% 

(v/v)], correspondendo a um valor de produtividade volumétrica de 4,19 g.L-1.h-1, a 

menor em relação aos demais ensaios.  

A redução percentual de glicose foi de apenas 82,5%, o que resultou em uma 

concentração residual de glicose de 41,8 g.L-1. Como foi discutida anteriormente, a 

fermentação incompleta é ocasionada quando as células são submetidas a condições 

de estresse, dentre eles, a elevada concentração de sólidos presentes no meio, a alta 

concentração de etanol, altas temperaturas, deficiência de nutrientes e contaminação. 

Comparando-se esta fermentação com aquela realizada com a linhagem industrial, 

partindo-se de concentrações iniciais de glicose semelhantes, de imediato, verifica-se 

a superioridade da linhagem industrial, que produziu etanol em concentração 21% 

maior. Adicionalmente, o fator de rendimento de etanol por glicose consumida foi de 
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apenas 0,442 g.g-1, enquanto que o obtido com a linhagem industrial foi de 0,499 

g.g-1, o que denota não apenas uma maior tolerância ao etanol produzido, mas uma 

maior eficiência de conversão de substrato em produto. Registra-se novamente o 

aparecimento de glicerol em concentração de 5,6 g.L-1, permanecendo abaixo de 1% 

(m/v), que, como citado anteriormente, é comum nos processos para produção de 

etanol. 

 

Ensaio Fermentativo 4 

A figura 5.22, apresenta o perfil cinético da hidrólise enzimática do amido de 

grãos de sorgo para obtenção do hidrolisado empregado no presente ensaio. Foram 

utilizadas as enzimas -amilase e glucoamilase na condição otimizada: 20 L.g-1 grão 

de -amilase, 40 L.g-1 grão de glucoamilase, temperatura de hidrólise com 

glucoamilase de 55 °C, diâmetro de partícula de 0,5 mm e relação sólido/líquido de 

1/3. Ressalta-se que o acompanhamento do aparecimento dos produtos de hidrólise 

foi realizado por cromatografia líquida de alta resolução, o que permitiu quantificar 

não somente a glicose como também a maltose. 

O tempo necessário para atingir a temperatura para o processo de liquefação 

do amido foi de 60 minutos. Isto porque a hidrólise foi conduzida em biorreator, 

enquanto que os ensaios anteriores foram conduzidos em béquer com banho de 

aquecimento.  

Analisando os resultados obtidos, observou-se que a concentração de glicose 

e maltose após se atingir a temperatura de 90 °C foi de 33,5 e 58,4 g.L-1 

respectivamente. Ao final da etapa de liquefação foram liberados 40,8 g.L-1 de glicose 

e 63,1 g.L-1 de maltose. A maltose reduziu drasticamente após 10 minutos de 

hidrólise com glucoamilase, atingindo 6,4 g.L-1, já que a glucoamilase atua sobre a 

maltose, produzindo glicose e atua também sobre os glucanos maiores como amido 

e amilopectina, degradando tanto as ligações α-(1,4) como α-(1,6) (MCKNIGHT e 
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MAZZIEIRO, 2000). Ao final do processo foram liberados 214,5 g.L-1 de glicose e 7,0 

g.L-1 de maltose, que corresponde a 86,0% de eficiência de hidrólise, calculada em 

relação à glicose. 
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Figura 5.22. Perfil cinético da hidrólise enzimática do amido de grãos de sorgo para 

obtenção do hidrolisado empregado no ensaio de fermentação 4, utilizando a 

linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae (JP1) 

 

 Observa-se que as concentrações de glicose e maltose (ambos apresentando 

poder redutor), após a etapa de liquefação, foram similares àquelas obtidas nos 

ensaios anteriores. Por outro lado, a concentração final de glicose foi menor do que 

aquelas alcançadas nos dois últimos ensaios. Esta diminuição na concentração final 

de glicose e, consequentemente, na eficiência da hidrólise, foi identificada na etapa 

de sacarificação do amido (com glucoamilase). Uma explicação plausível para esta 

diferença, estaria  na falha dos controladores de temperatura e pH durante a etapa 

de hidrólise, o que pode ter levado a esta diminuição da eficiência hidrolítica.   
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O preparo do inóculo para este ensaio foi realizado em frascos agitados com a 

linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae (JP1), nas mesmas condições 

empregadas para o ensaio fermentativo 1. Ao final da etapa de propagação celular, 

as células foram centrifugadas e inoculadas no meio hidrolisado, totalizando uma 

concentração inicial de 6,3 g.L-1. 

A figura 5.23 apresenta o perfil de produção de etanol e consumo de substrato 

referente ao presente ensaio, com o hidrolisado enzimático sem a presença dos 

grãos.  
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Figura 5.23. Perfil cinético da produção de etanol e consumo de substrato em 

biorreator referentes ao ensaio fermentativo 4, com concentração inicial de glicose 

de 206 g.L-1, empregando a linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae (JP1) 

 

 

A glicose presente no meio foi totalmente consumida em 28 horas de 

operação, atingindo uma concentração de etanol de 97 g.L-1, que corresponde a 

12,3% (v/v) de etanol. Comparando com os ensaios anteriores, o valor de fator de 
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rendimento em etanol por substrato consumido (0,470 g.g-1) foi inferior, exceto 

quando comparado à linhagem de panificação (0,442 g.g-1), já que a tolerância a 

etanol desta linhagem é inferior a linhagem industrial. Em relação à produtividade 

volumétrica em etanol (3,46 g.L-1.h-1), este ensaio apresentou o menor valor, 

provavelmente devido às menores concentrações de fontes de nitrogênio e outros 

nutrientes presentes nos grãos de sorgo e a menor concentração celular empregada 

neste ensaio.  

Este ensaio teve como principal objetivo a avaliação do crescimento celular 

durante o processo fermentativo. A partir do perfil apresentado na figura 5.23, 

observa-se que o crescimento celular ocorreu nas primeiras 16 h de processo, 

atingindo uma concentração de 12 g.L-1 e permanecendo estável até o final do 

processo. Esta concentração representa o dobro da concentração no início do 

processo. Holzberg et al. (1967) demonstraram que o crescimento celular não é 

inibido em concentrações de etanol inferiores a 26 g.L-1, mas é inibido totalmente 

quando a concentração de etanol atinge 68,5 g.L-1 no meio da fermentação. Daugulis 

e Swaine (1987) relataram que as células não cresciam mais em concentrações de 

etanol entre 87,5 a 140 g.L-1, para sistemas utilizando diversas linhagens de leveduras. 

No entanto, a análise desses valores deve ser cuidadosa, uma vez que eles dependem 

do tipo de microrganismo, do seu estado fisiológico, do meio de cultura e da 

temperatura. 

 A tabela 5.4 resume as variáveis medidas calculadas do processo de produção 

de etanol de hidrolisado enzimático de sorgo para todos os ensaios fermentativos, 

bem como registra os principais resultados da literatura.   
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Tabela 5.4. Linhagem; concentração inicial de glicose (S0); tempo de fermentação (tF); 

etanol produzido (P); Produtividade (QP) e rendimento em etanol (Y P/S) 

Linhagem 
S0 

(g.L
-1

) 

tF 

(h) 

P 

(g.L
-1

) 

QP 

(g.L
-1

.h
-1

) 

Y P/S 

(g.g
-1

) 
Referência 

_____ 140 7 59,9 0,832 0,428 Chuck-Hernández et al. (2012) 

_____ 192,5 122 84,7 0,484 0,440 Horn et al. (1992) 

_____ 219,1 200 98,6 0,493 0,450 Horn et al. (1992) 

_____ 340,0 96 86,8 _____ _____ Bvochora et al.  (2000) 

JP1 250,0 24 105,8 4,41 0,499 Este trabalho 

JP1 170,0 16 86,7 5,42 0,510 Este trabalho 

Fleischmann 239,4 21 87,4 4,19 0,442 Este trabalho 

JP1 206 28 97 3,46 0,470 Este trabalho 

 

5.1.7.  Avaliação da Hidrólise Enzimática de Grãos de Sorgo com Preparado 

Celulásico 

Sabe-se que a casca dos grãos de sorgo é composta por material 

lignocelulósico. Por este motivo, um experimento em tubos de ensaio, utilizando um 

preparado celulásico comercial foi realizado com objetivo de avaliar um possível 

aumento na concentração de açúcares no hidrolisado final, decorrente da hidrólise da 

celulose e/ou da liberação do amido ligado à casca dos grãos.  Cargas do preparado 

celulásico entre 0 e 220 L.g-1 grão foram empregadas durante 30 minutos, e a 

hidrólise enzimática do amido com -amilase e glucoamilase foi realizada 

posteriormente nas condições otimizadas: carga de -amilase de 20 L.g-1 grão; 

carga de glucoamilase de 40 L.g-1 grão, temperatura de hidrólise com glucoamilase 

de 55 °C, diâmetro de partícula de 0,5 mm e relação sólido/líquido de 1/3.   
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A concentração de açúcares redutores obtidos na condição em que não foi 

adicionado o preparado celulásico (branco da reação) foi de 190,1 g.L-1, 

correspondendo à uma eficiência de hidrólise de 76,2%. Esta concentração de 

açúcares foi maior quando comparada à concentração de 165,2 g.L-1 obtida nas 

mesmas condições, como foi apresentado na figura 5.5H, possivelmente, devido ao 

tempo adicional de 30 minutos em que a mistura água-grãos foi mantida sem adição 

de celulase neste experimento.  

Na sequência, com a adição das enzimas amilolíticas, após variação na carga 

de celulases de 20 L.g-1 grão a 220 L.g-1 grão, verificou-se que a adição da menor 

carga de celulases levou a um aumento na concentração de açúcares redutores de 

33,7%. 

A concentração de açúcares redutores obtidos com uma carga de 20 L.g-1 

grão foi de 254,2 g.L-1, enquanto que com uma carga de 120 L.g-1 grão foram 

liberados 287 g.L-1 de açúcares (Figura 5.24). Estes valores correspondem a eficiências 

de hidrólise maiores que 100%, seguramente devido à hidrólise da celulose presente 

na casca dos grãos. Portanto, a carga de celulases de 20 L.g-1 grão foi selecionada 

para se levantar o perfil cinético da hidrólise enzimática dos grãos de sorgo para 

obtenção do hidrolisado, visto que um aumento de apenas 13% na concentração de 

açúcares quando se aumentou em seis vezes a carga do preparado celulásico não 

nos parece justificável sob o ponto de vista econômico. 

A figura 5.25 apresenta o perfil cinético da hidrólise enzimática com os três 

preparados comerciais (celulase, -amilase e glucoamilase), realizada nas seguintes 

condições reacionais: carga de celulase de 20 L.g-1 grão (50 °C), carga de -amilase 

de 20 L.g-1 grão (90 °C), carga de glucoamilase de 40 L.g-1 grão (55 °C), diâmetro 

de partícula de 0,5 mm e relação sólido/líquido de 1/3.  
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Figura 5.24. Efeito do pré tratamento dos grãos de sorgo com celulase seguida de 

hidrólise enzimática na condição otimizada (tubo de ensaio). (AR): açúcares redutores 
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Figura 5.25. Perfil cinético da hidrólise enzimática do amido de grãos de sorgo, 

utilizando celulase, -amilase e glucoamilase na condição otimizada 
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Analisando os resultados obtidos, observou-se que após 30 minutos de 

hidrólise com o preparado celulásico, a concentração de glicose liberada foi de 

apenas 6,3 g.L-1. A liquefação do amido com -amilase foi conduzida durante 30 

minutos, atingindo-se concentrações de glicose e maltose de 43,8 e 46,2 g.L-1, 

respectivamente, não apresentando mudanças significativas na concentração de 

maltose e glicose após 10 minutos de hidrólise com -amilase. Após 30 minutos de 

processo de sacarificação do amido, atingiu-se uma concentração de glicose de 275,4 

g.L-1 e 6,5 g.L-1 de maltose, o que corresponde a eficiência de hidrólise de 110,4%, 

calculada em relação à glicose. Novamente, verificou-se  concentração de açúcares 

ao final do processo de hidrólise maior que o valor teórico, seguramente devido à 

ação da celulase sobre a celulose presente nas casca dos grão, como anteriomente 

comentado. 

Baseado nestes resultados optou-se por realizar um planejamento 

experimental do tipo delineamento composto central rotacional (DCCR) baseado na 

metodologia de superfície de resposta, empregando as cargas enzimáticas de -

amilase, glucoamilase e do preparado celulásico como variáveis independentes e a 

concentração de açúcares redutores como resposta. Na tabela 5.5 gerada pelo 

programa estatístico, encontra-se a análise de variância (ANOVA), para um intervalo 

de confiança de 95%, empregando açúcares redutores como resposta. Este método 

de análise é o mais utilizado para se avaliar numericamente a qualidade de ajuste de 

um modelo, fazendo um exame de resíduos do modelo.  Observa-se que o modelo 

de regressão gerado foi significativo (p≤0,05), porém a falta de ajuste também foi 

significativa. Entretanto, como as médias nos pontos centrais foram muito próximas e 

o erro puro muito baixo (razões para o F da falta de ajuste alto), o modelo foi 

considerado válido para fins preditivos (BARROS NETO et al., 1995; BARROS NETO et 

al., 2001). 
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Tabela 5.5. Análise de variância (ANOVA) para superfície de resposta do modelo 

quadrático 

                       

Efeitos 

Soma 

Quadrática 

(SQ) 

Graus de 

Liberdade 

(GL) 

Média 

Quadrática 

(QM) 

     

Valor F 

           

p* 

Celulase (A) 711,82 1 711,82 0,66 0,4228 

-amilase (B) 8951,26 1 8951,26 8,33 0,0076 

Glucoamilase (C) 32687,08 1 32687,08 30,42 <0,0001 

A2 1600,04 1 1600,04 1,49 0,2329 

B2 16946,99 1 16946,99 15,77 0,0005 

C2 7487,38 1 7487,38 6,97 0,0136 

Regressão (R) 71070,15 6 11845,02 11,02 <0,0001 

Resíduos (r) 29013,95 27 1074,59   

Falta de Ajuste (FA) 28204,86 8 3525,61 82,79 <0,0001 

Erro Puro (EP) 809,09 19 42,58   

Total 1,001E+005     

R2 0,710     

(*) estatisticamente significativo no nível de confiança de 95% 

 

De acordo com Waszczynsky e Nelsen (1996), quando o quadrado médio para 

o erro experimental tomar valor extremamente baixo, os testes de significância para a 

falta de ajuste devem ser considerados irrelevantes, o que corrobora com os 

resultados encontrados neste trabalho. 

Para o modelo em estudo, o valor do coeficiente de determinação (R2) foi igual 

a 0,710, o que significa que 71% das variações na concentração de açúcares 

redutores são explicados pelo modelo ajustado, pode-se dizer que a regressão é 

significativa e pode ser utilizada para fins preditivos, como observado na figura 5.26. 

A comparação das respostas experimentais com os valores preditos pelo 

modelo é outra forma de analisarmos a qualidade do ajuste do modelo estudado. 
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Pelo gráfico, os valores preditos versus valores experimentais revelam que os 

mesmos estão próximos da reta e, além disso, os desvios entre eles estão distribuídos 

normalmente, ou seja, os desvios positivos e negativos estão na mesma proporção, 

indicando que este é um bom modelo. 

Através da soma dos quadrados é possível observar qual parâmetro apresenta 

maior efeito dos fatores avaliados. A carga de glucoamilase foi o fator mais 

significativo, seguido da interação quadrática de -amilase (B2) e carga de -amilase. 

A carga do preparado celulásico e a interação quadrática desta não foram 

significativas, portanto, esta variável foi retirada do modelo.  

 

 

Figura 5.26. Valores preditos pelo modelo e valores experimentais para a 

concentração de açúcares redutores no hidrolisado enzimático de grãos de sorgo 

 

Como as variáveis estudadas que apresentaram influência no processo de 

hidrólise enzimática dos grãos de sorgo foram a carga de -amilase e glucoamilase, 

plotou-se a superfície de resposta da concentração de açúcares redutores em função 
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destas duas variáveis para observação das melhores faixas de respostas, conforme 

ilustrado na figura 5.27. A inclinação da curva permite a avaliação do efeito da 

variável sobre a concentração final de açúcares redutores. 

  Através da análise da superfície de resposta gerada, verifica-se que os valores 

máximos de concentração de açúcares redutores estão nos níveis próximos aos 

pontos centrais das cargas de -amilase e glucoamilase.  

 

Figura 5.27. Superfície de resposta para a concentração final de açúcares redutores 

na hidrólise enzimática de grãos de sorgo 

 

A região de máximo encontra-se em valores próximos aos pontos centrais. Em 

relação à glucoamilase, observa-se que não houve aumento na concentração de 

açúcares redutores nos níveis acima do ponto central, enquanto que um aumento do 

nível de -amilase acarretaria em uma queda na concentração final de açúcares. 

Com objetivo de se obter a menor carga enzimática que resultasse na maior 

concentração de açúcares redutores empregou-se a função desirability 

(desejabilidade), para encontrar os valores operacionais ótimos que satisfaçam 
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simultaneamente todos os requisitos necessários. Com este artifício, a otimização 

simultânea das variáveis de resposta, maximiza-se num único valor, a desejabilidade 

global.  A vantagem do uso dessa definição, é que a desejabilidade global é anulada 

quando uma resposta apresenta um valor inaceitável, mesmo que outras respostas 

apresentem valores aceitáveis (BARROS NETO et al., 2007).  

O valor da função desirability para se atingir a maior concentração de açúcares 

empregando a menor carga enzimática foi 0,747, o que significa que a otimização 

por esta função atende em 74,7% o máximo obtenível. Os valores ótimos das 

variáveis independentes para atingir esta desejabilidade global foram: carga do 

preparado celulásico igual a zero, carga de -amilase de 21,2 L.g-1 grão e carga de 

glucoamilase de 23,4 L.g-1 grão. Nestas condições a concentração de açúcares 

redutores deve ser igual a 211,2 g.L-1. 

Após a determinação das condições otimizadas, foi realizado um ensaio para a 

validação dos valores preditos pelo modelo. Observa-se na tabela 5.6 que a 

concentração de açúcares redutores ao final da hidrólise enzimática dos grãos de 

sorgo empregando as condições preditas pelo software está dentro da faixa predita 

na otimização. 

 

Tabela 5.6. Valor predito e experimental de acordo com a função desirability 

 Limites 
Valor Predito Valor Experimental 

 -0,95% +0,95% 

AR 200,6 221,7 211,2 200,8 ± 1,5 

 

Posteriormente a validação da otimização da hidrólise enzimática dos grãos de 

sorgo, o perfil cinético nestas condições foi construído. Como a carga de -amilase 

otimizada pela função desirability e a empregada anteriormente ao uso desta 

ferramenta estatística são similares (21,2 e 20 L.g-1 grão, respectivamente), após o 
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processo de sacarificação adicionou-se três cargas de glucoamilase, totalizando ao 

final uma carga de 40 L.g-1 grão (quantidade utilizada anteriormente ao uso do 

planejamento experimental), como pode ser observado na figura 5.28. Esta adição de 

glucoamilase ao final do processo teve como objetivo comparar a concentração de 

açúcares redutores empregando a carga enzimática otimizada pela função desirability 

e a carga enzimática empregada anteriormente sem o uso desta ferramenta 

estatística.  
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Figura 5.28. Perfil cinético da hidrólise enzimática dos grãos de sorgo na condição 

otimizada 

 

Ao final da etapa de liquefação observa-se uma alta concentração de maltose 

que é um dos produtos da ação da -amilase, no entanto, após 10 min da adição de 

glucoamilase toda maltose presente no meio foi hidrolisada, exibindo a rápida ação 

desta enzima. Após 30 min do processo de sacarificação, a concentração de glicose 

atingiu 200,8 g.L-1, o que corresponde a uma conversão de 80,5%. Posteriormente a 
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adição de glucoamilase, totalizando uma concentração de 40 L.g-1 grão, a 

concentração de glicose foi igual a 242 g.L-1, o que corresponde a uma conversão de 

97%, corroborando com todos os valores obtidos anteriormente na hidrólise 

enzimática dos grãos de sorgo para obtenção do hidrolisado enzimático para os 

processos fermentativos empregando as condições selecionadas sem o uso do 

software estatístico.  

Apesar da análise dos efeitos dos fatores apontarem que a carga do preparado 

celulásico não foi significativa no modelo, foi construído um perfil cinético da 

hidrólise dos grãos de sorgo nas condições preditas pela otimização, no entanto, foi 

adicionada uma carga de 20 L.g-1 grão do preparado celulásico no início do 

processo, já que houve a sinalização do aumento da concentração de açúcares pela 

hidrólise da celulose em um ensaio anterior. Este perfil pode ser observado na figura 

5.29. O preparado celulásico foi adicionado à temperatura ambiente e após atingir 50 

°C agiu por 30 min. Nota-se que após o processo de sacarificação com a carga 

otimizada de glucoamilase (23,4 L.g-1 grão) foram realizadas três alimentações desta 

mesma enzima, totalizando 40 L.g-1 grão, o que corresponde a carga de 

glucoamilase utilizada anteriormente, sem o uso das ferramentas estatísticas.  

Ao final da etapa de sacarificação com a carga de glucoamilase na condição 

otimizada, a concentração de glicose atingiu 250 g.L-1, o que corresponde a uma 

conversão de 100% e após a alimentação de glucoamilase, totalizando um carga de 

40 L.g-1 grão, a concentração de glicose aumentou para 275 g.L-1. Apesar da 

concentração de glicose ao final da etapa de hidrólise com o preparado celulásico ter 

atingido apenas 20 g.L-1, o aumento de 25 g.L-1 na concentração final de açúcares 

redutores revelou que a adição deste preparado contribuiu para a liberação do 

amido preso a casca dos grãos.     

 

 



Capítulo 5.  Resultados e Discussão 

 

217 

 

0 30 60 90 120 150 180

0

50

100

150

200

250

300

 Tempo (h)

G
lic

o
s
e

 (
g

/L
)

0

50

100

150

200

250

300

M
a

lt
o

s
e

 (
g

/L
)

2,77 mL

2,77 mL

2,77 mL

celulases

-amilase

glucoamilase

 

Figura 5.29. Perfil cinético da hidrólise enzimática de grãos de sorgo nas condições 

otimizadas e com o uso do preparado celulásico 

 

Analisando a tabela 5.7 onde estão sumarizados os principais resultados do 

processo de hidrólise enzimática dos grãos de sorgo realizados em volume maior 

(Béquer), observa-se que para se obter uma concentração de açúcares redutores 

próxima de 250 g.L-1, existem três condições diferentes: carga de celulase de 0 L.g-1 

grãos, carga de -amilse de 20 L.g-1 grão e carga de glucoamilase de 40 L.g-1 grão 

(1,2 e 3) ou carga de celulase de 0 L.g-1 grãos, carga de -amilse de 21,2 L.g-1 grão 

e carga de glucoamilase de 40 L.g-1 grão (6) ou carga de celulase de 20 L.g-1 grãos, 

carga de -amilase de 21,2 L.g-1 grão e carga de glucoamilase de 23,4 L.g-1 grão 

(7). Portanto, se o preparado celulásico for adicionado nesta etapa, a carga de 

glucoamilase empregada pode ser reduzida a metade. Portanto, há a necessidade de 

se fazer uma análise econômica para escolher a melhor condição para a hidrólise 

enzimática dos grãos de sorgo. 
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Tabela 5.7. Concentração final de açúcares redutores empregando diferentes cargas 

enzimáticas na hidrólise dos grãos de sorgo 

Condição Figura 
Celulase 

( L.g-1 grão) 

-amilase 

( L.g-1 grão) 

Glucoamilase 

( L.g-1 grão) 

AR           

(g.L-1) 

1 Figura 5.14 0 20 40 250 

2 Figura 5.17 0 20 40 245 

3 Figura 5.20 0 20 40 235 

4 Figura 5.25 20 20 40 275,4 

5 Figura 5.28 0 21,2 23,4 200,8 

6 Figura 5.28 0 21,2 40 242 

7 Figura 5.29 20 21,2 23,4 250 

8 Figura 5.29 20 21,2 40 275 

 

 

5.1.8. Microscopia Eletrônica de Varredura dos Grãos de Sorgo (MEV) 

Com o propósito de avaliar as alterações na morfologia dos grânulos de amido 

dos grãos de sorgo in natura e após a hidrólise enzimática e fermentação, foram 

feitas análises de microscopia eletrônica de varredura (Figura 5.30). 

Na figura 5.30A se observam os grânulos de amido os quais se encontram 

distribuídos em diversos tamanhos e formatos, com predominância do formato oval. 

Os grânulos se apresentam inteiros e com uma superfície lisa sem mostrar ataque 

enzimático aparente. A partir da figura 5.30B, foi possível verificar uma mudança 

significativa da estrutura morfológica dos grãos, após estes terem sido submetidos à 

ação das enzimas amilolíticas. O material apresentou-se altamente poroso, com 

inúmeros e irregulares orifícios, consequências do ataque enzimático. Na figura 5.30C 

constatou-se um maior grau de hidrólise quando comparado à figura 5.30B, já que 

este material permaneceu mais tempo sob a ação das enzimas amilolíticas. 
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Figura 5.30. Fotomicroscopia dos grãos de sorgo in natura (A), após a hidrólise 

enzimática (B) e após a fermentação (C) 

 

 

5.1.9. Considerações Gerais sobre os Grãos de Sorgo  

Se o destino do hidrolisado enzimático for a produção de etanol, não  é 

conveniente trabalharmos com altas concentrações de sólidos solúveis como foi visto 

no ensaio fermentativo 1, visto que provavelmente devido à tolerância da levedura 

A B 

C 
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ao etanol, verificou-se a presença de açúcares residuais, interferindo negativamente 

na eficiência global do processo. Portanto, pode-se optar pela condição 5, sem o uso 

do preparado celulásico e as menores cargas de -amilase e glucoamilase ou 

qualquer uma das outras opções, seguida de uma etapa de diluição. Por outro lado, 

se o objetivo do processo for a produção de glicose, que poderá ser usada como 

substrato para outros processos fermentativos, dentro do contexto de biorrefinaria, a 

condição 8 apresenta-se como a mais promissora, pois resulta numa maior 

concentração de produto. Além disso, após o processo fermentativo, o teor de 

proteínas presente no DGGS foi de 26% (ANEXO 1); este valor corresponde a um 

aumento de quase três vezes do valor inicial, podendo ser aproveitado para a 

produção de ração animal. 

 

5.2. CALDO DE SORGO 

 

5.2.1. Avaliação da Fermentabilidade do Caldo de Sorgo Sacarino 

Como o sorgo sacarino vem sendo proposto como uma opção promissora 

para a produção de etanol na entressafra da cana-de-açúcar e um possível líder para 

a produção de etanol nas áreas que não apresentam condições edafoclimáticas para 

o cultivo de cana-de-açúcar, três ensaios fermentativos em diferentes condições 

reacionais empregando caldo de sorgo sacarino foram realizados com a finalidade de 

avaliar a fermentabilidade e o potencial do caldo de sorgo sacarino como matéria-

prima para a produção de etanol.   

Todos os ensaios foram realizados em biorreator operado no modo batelada e 

o preparo do inóculo foi realizado em frascos agitados empregando a linhagem 

industrial de Saccharomyces cerevisiae JP1 como agente fermentativo. 
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Ensaio Fermentativo 1 

O perfil cinético de consumo de substrato e produção de etanol para este 

ensaio está apresentado na figura 5.31. Nenhum nutriente foi adicionado ao meio e a 

concentração inicial de células foi de 8 g.L-1 (massa seca).  
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Figura 5.31.  Perfil cinético da produção de etanol e consumo de substrato em 

biorreator, empregando caldo de sorgo sacarino. X: concentração celular; 

Temperatura: 37 °C; velocidade de agitação: 200 rpm; pH: 4,5; X0: 8 g.L-1 

 

 

A concentração inicial de sacarose, glicose e frutose neste ensaio foi de 127,1; 

22,6 e 12,3 g.L-1, respectivamente. Desta figura, observa-se que a redução percentual 

de açúcares foi 100% e que a concentração de etanol após 11 horas de fermentação 

foi de 71,7 g.L-1, o que corresponde à uma produtividade volumétrica em etanol de 

6,52 g.L-1.h-1. 

A concentração final de glicerol foi de 6,1 g.L-1, que segundo Ingledew (1999), 

a formação deste subproduto é comum em até 1% (m/v). Observa-se que a 
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concentração celular ao final do processo foi de 17,1 g.L-1, o que consequentemente 

afetou negativamente o fator de rendimento em etanol (0,443 g.g-1, que corresponde 

a 86,7% do valor teórico), devido ao crescimento celular. 

 

Ensaio Fermentativo 2 

Neste ensaio foi utilizada a mesma concentração inicial de células, no entanto, 

uréia (1 g.L-1) e KH2PO4 (1 g.L-1) foram adicionados ao meio. A figura 5.32 apresenta o 

perfil cinético de consumo de substrato e produção de etanol, bem como o perfil do 

crescimento celular. 
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Figura 5.32.  Perfil cinético do consumo de substrato, produção de etanol e 

crescimento celular em biorreator, empregando caldo de sorgo sacarino 

suplementado com uréia (1 g.L-1) e KH2PO4 (1 g.L-1). X: concentração celular; 

Temperatura: 37 °C; velocidade de agitação: 200 rpm; pH: 4,5; X0: 8 g.L-1 
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A concentração inicial de sacarose, glicose e frutose foi de 132,0; 26,9 e 16,5 

g.L-1, respectivamente. A redução percentual de substrato foi de 100% e a 

concentração de etanol após 12 h de fermentação foi de 70,7 g.L-1, o que 

corresponde a uma produtividade vollumétrica em etanol de 5,89 g.L-1.h-1. 

A concentração final de glicerol foi menor que 1% (m/v) (7,0 g.L-1) e o alto 

crescimento celular (X: 17 g.L-1), novamente afetou negativamente o fator de 

rendimento em etanol (0,403 g.g-1), que corresponde a 78,97% do valor teórico.   

 

Ensaio Fermentativo 3 

Ghose e Tyagi (1979) estudando o crescimento de Saccharomyces cerevisiae 

NRRL-T 132 em fermentação alcoólica em hidrolisado de bagaço de cana em 

processo descontínuo, verificaram que o crescimento celular diminui com o aumento 

da concentração inicial de células, sendo que para concentrações celulares iniciais 

iguais ou superiores a 21 g.L-1 (massa seca) não havia crescimento celular. Estes 

autores explicaram tal comportamento através do conceito de energia de 

manutenção, pois com o aumento da massa celular inicial no fermentador crescem as 

necessidades relativas a manutenção e os nutrientes disponíveis são consumidos 

para atender esta finalidade. 

Baseado nestas informações, neste ensaio foi utilizada um concentração inicial 

de células de 12 g.L-1, com a finalidade de se obter um fator de rendimento em 

etanol maior do que o obtido nos ensaios anteriores, em razão de um menor 

crescimento celular. Como a concentração final de etanol dos ensaios anteriores foi 

similar e o fator de rendimento em etanol do ensaio fermentativo 2, em que houve a 

suplementação do meio com uréia e KH2PO4 foi menor, optou-se pela não adição de 

nenhum nutriente ao caldo de sorgo para realizar este ensaio. Na figura 5.33 estão 

apresentados os perfis cinéticos de consumo de substrato, produção de etanol e 

crescimento celular referentes ao ensaio fermentativo 3. 



Capítulo 5.  Resultados e Discussão 

 

224 

 

-2 0 2 4 6 8 10 12 14

0

20

40

60

80

100

120

140

S
a

c
a

ro
s
e

 (
g

/L
)

Tempo (h)

0

15

30

45

60

75

90

 E
ta

n
o

l 
(g

/L
)

0

15

30

45

60

75

90

 G
lic

e
ro

l 
(g

/)

0

15

30

45

60

75

90

 X
 (

g
/L

)

0

20

40

60

80

100

120

140

G
lic

o
s
e

 (
g

/L
)

0

20

40

60

80

100

120

140
F

ru
to

s
e

 (
g

/L
)

 

 

Figura 5.33.  Perfil cinético do consumo de substrato, produção de etanol e 

crescimento celular em biorreator, empregando caldo de sorgo sacarino. X: 

concentração celular; Temperatura: 37 °C; velocidade de agitação: 200 rpm; pH: 4,5; 

X0: 12 g.L-1 

 

 

A concentração inicial de sacarose, glicose e frutose foi de 121,0; 30,8 e 29,4 

g.L-1, respectivamente. A redução percentual de substrato foi de 100% e a 

concentração de etanol após 8 h de fermentação foi de 72 g.L-1, o que corresponde a 

uma produtividade volumétrica em etanol de 9 g.L-1.h-1. 

A concentração final de glicerol foi de 4,4 g.L-1, abaixo da concentração 

máxima para este tipo de processo. Novamente, o crescimento celular foi alto, 

resultando em uma concentração final de células de 26,2 g.L-1, não implicando em 

um aumento no fator de rendimento em etanol, que neste ensaio foi de 0,407 g.g-1, o 

que corresponde a 79,6% do valor teórico. Portanto, este aumento na concentração 

inicial de células não foi suficiente para diminuir significativamente o crescimento 

celular durante  o processso fermentativo. 
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A tabela 5.8 resume as variáveis medidas e calculadas nos três processos de 

produção de etanol a partir de caldo de sorgo sacarino, sendo que o ensaio 

fermentativo 1, em que não foram adicionados nenhum nutriente ao meio, logrou a 

maior eficiência de fermentação. 

 

Tabela 5.8. Quadro comparativo da avaliação da fermentabilidade do caldo de sorgo 

em relação a concentração inicial de açúcares e células (X0), suplementação, tempo 

de fermentação (h), concentração final de etanol e células (X), rendimento em 

produto (YP/S), eficiência de fermentação (E.F.) e produtiviade volumétrica em produto 

(QP) 

 

Ensaio 

Fermentativo 1 

Ensaio 

Fermentativo 2 

Ensaio 

Fermentativo 3 

Sacarose Inicial (g/L) 127,10 132,04 120,98 

Glicose Inicial (g/L) 22,57 26,87 30,77 

Frutose Inicial (g/L) 12,30 16,46 29,43 

X0 (g/L) 8 8 12 

Suplementação ____ 
Uréia: 1 g/L 

KH2PO4: 1 g/L 
___ 

Tempo Fermentação (h) 11,25 12 8 

Etanol (g/L) 71,74 70,68 72,00 

X (g/L) 17,09 17,00 26,19 

YP/S (g/g) 0,443 0,403 0,407 

E.F. (%) 86,37 78,87 79,59 

QP (g/L.h) 6,52 5,89 9,00 

 

 

Nota-se que apesar da diferença na concentração inicial de açúcares no caldo 

de sorgo nos ensaios fermentativos 1, 2 e 3, o teor total de sólidos solúveis foi similar 

em todos os experimentos. 
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De acordo com Zanin et al. (2000), em meios contendo aproximadamente 180 

g.L-1 de açúcares utilizados para fermentação alcoólica, a eficiência de fermentação é 

de, aproximadamente, 92%, produzindo até 87 g.L-1 de etanol. Neste trabalho, a 

eficiência máxima foi de 87%, provavelmente devido ao elevado crescimento celular e 

também à falta de pré-tratamentos antes do início do processo fermentativo, pois 

cabe ressaltar que antes de ser empregado no processo de fermentação, o caldo, 

comumente, passa por alguns pré-tratamentos. O tratamento físico consiste na 

remoção das impurezas grosseiras (peneiramento), o tratamento físico-químico, 

como ajuste de pH, propicia a aglomeração das partículas pequenas em partículas de 

dimensões maiores, enquanto o tratamento térmico tem como objetivo acelerar as 

reações de coagulação e floculação dos colóides e não açúcares proteicos, eliminar 

microrganismos que podem infectar as leveduras no processo de fermentação, além 

de possibilitar a remoção do ar e dos gases dissolvidos. Após o tratamento térmico, o 

caldo passa pelo processo de decantação (clarificação), que é a etapa de purificação 

do caldo pela remoção das impurezas floculadas nos tratamentos anteriores 

(OLIVEIRA, 2010). No entanto, neste trabalho, o caldo de sorgo passou apenas por 

uma etapa de centrifugação para a separação de sólidos (palhiço, terra) contidos no 

caldo após o processo de moagem e esterilização.  

A tabela 5.9 apresenta uma comparação entre o rendimento em biomassa e 

etanol a partir de caldo de cana-de-açúcar e caldo de sorgo sacarino. Observa-se que 

o rendimento em etanol de caldo de sorgo sacarino é de aproximadamente 3.500 

L/ton. No entanto, Anderson (1997) aponta que o rendimento em etanol a partir do 

caldo de sorgo sacarino pode ultrapassar 8.000 L/ha, em condições apropriadas de 

cultivo, o que corresponde a duas vezes o rendimento de etanol a partir do milho e 

ainda, 30% maior que o etanol produzido a partir da cana-de-açúcar (6.000 L/ha) 

(LUHNOW e SAMOR, 2006).  
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Tabela 5.9. Rendimento em colmos, caldo e etanol de caldo de cana-de-açúcar e 

caldo de sorgo sacarino 

Parâmetros 
Colmos 

(t/ha) 

Caldo  

(L/t) 

Etanol  

(L/ha) 

Cana-de-açúcar 75 – 90a 600a 5.600 - 6.500 

Sorgo Sacarino 35 – 75a 700b 3.500 – 5.600c 

Fonte: a - Emydio (2010); b - Souza  et al. (2005), c – Yu et al.(2010) 

 

Segundo o ISSAAS (2007), o processo de produção de etanol a partir do caldo 

sorgo sacarino é similar ao processo fermentativo de caldo de cana-de-açúcar. No 

entanto, algumas modificações são necessárias. Primeiramente, devem ser feitos 

alguns ajustes no sistema de extração do caldo, visto que o colmo do sorgo sacarino 

tem um diâmetro menor, além de ser mais macio que o colmo da cana-de-açúcar. Os 

colmos precisam passar por apenas duas moendas em séries, o que torna o processo 

mais econômico. Por outro lado, se for utilizado o mesmo equipamento para a 

extração do caldo de cana, a velocidade de rolamento da moenda deve ser maior 

para se obter a mesma quantidade de caldo por dia do que a obtida a partir de cana-

de-açúcar. Por último, é recomendada a adição de enzimas amilolíticas ao caldo de 

sorgo sacarino, para aumentar a concentração final de etanol, já que o caldo de 

sorgo sacarino contém amido, pois esta planta produz grãos. O rendimento adicional 

a partir deste processo é determinado pelo teor de amido no caldo, que por sua vez 

é influenciado pela maturidade da planta na época da colheita dos colmos. O 

downstream do processo é o mesmo. O processo geral para a produção de etanol a 

partir de caldo de sorgo sacarino está apresentado na figura 5.34. 
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Figura 5.34. Processo geral para produção de etanol a partir de caldo de sorgo 

sacarino 

 

 

5.2.2. Avaliação do Aumento da Concentração de Glicose no Caldo de Sorgo 

pela Adição de Amilases 

É conhecido que o caldo de sorgo contém amido devido ao processo de 

produção de grãos. Por este motivo, um ensaio com a adição de amilases ao caldo de 

sorgo foi avaliado com o objetivo de confirmar a presença de amido, assim como 

quantificar o teor deste material presente no caldo de sorgo. A tabela 5.10 apresenta 

os resultados decorrentes desta avaliação.  

Observa-se que houve um aumento de 40% na concentração de glicose após a 

adição de amilases. Este aumento corresponde à uma concentração de 1% de amido 

no caldo de sorgo, corroborando com os valores descritos na literatura (Rossell, 

2011). 
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Apesar da concentração de sacarose no caldo de sorgo ser inferior a da cana-

de-açúcar, este apresenta um valor de frutose e glicose superior ao da cana. 

Portanto, a concentração total de açúcares no caldo das duas culturas é praticamente 

a mesma. 

 

Tabela 5.10. Comparação da concentração de açúcares no caldo de sorgo antes e 

após a adição de amilases 

 Sacarose (g/L) Glicose (g/L) Frutose (g/L) 

Caldo de sorgo 123,56 ± 5,1 27,50 ± 1,4 25,00 ± 3,1 

Caldo de sorgo após uso enzimas 127,30 ± 2,9 38,49 ±2,1 23,43 ± 2,6 

 

 

Diante do exposto, se considerarmos o uso de uma maior concentração 

celular, de modo que a eficiência global do processo fermentativo seja igual a 92% 

(valor obtido nas indústrias sucroalcooleiras brasileiras), a concentração final de 

etanol no meio fermentado seria aproximadamente 84 g.L-1. Se o caldo de sorgo foi 

submetido a um pré-tratamento com amilases, esta concentração aumentaria para 89 

g.L-1 de etanol. Estes valores são similares aos obtidos nas usinas brasileiras, em que 

o teor alcoólico no meio fermentado está entre 5,7 e 11,3% (v/v), o que corresponde 

a 45 e 89 g.L-1 (ELIA NETO e NAKAHODO, 1995).  

 

5.2.3. Considerações Gerais Sobre o Caldo de Sorgo Sacarino 

Do início do Pró-álcool até o presente momento, obtiveram-se avanços 

significativos no rendimento do processo de transformação dos açúcares em etanol 

(82% do máximo estequiométrico, 0,511 gramas de etanol por grama de açúcares 

redutores totais como glicose, em 1970 para 92% em 1999, estável até hoje). 

Aconteceram ganhos no teor alcoólico no meio fermentado, de em torno de 6% 
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(m/v) para em torno de 8,5% (m/v) e ganhos de produtividade (redução do tempo de 

fermentação de em torno de 16 horas para 8 horas). O resultado deste avanço 

redundou na produção de álcool etílico com um dos menores custos de produção no 

mundo (preço em torno de R$ 0,70 por litro) (OLIVEIRA, 2009). 

Apesar de o Brasil já fazer hoje o etanol mais barato e sustentável do mundo, 

existem perdas e ineficiências inerentes ao nosso modo de produção. Uma vez que a 

cana não é armazenável e só é colhida em média sete meses por ano, as usinas ficam 

paradas os cinco meses restantes por ano. Esta situação agrava alguns problemas de 

alto custo de investimento uma vez que os equipamentos são subutilizados. Desta 

forma, o cultivo de sorgo sacarino no período de entressafra da cana, abasteceria as 

usinas neste período, estendendo o período de produção de etanol aos doze meses 

do ano e nas áreas em que as condições de clima e solo não sejam favoráveis ao 

cultivo da cana-de-açúcar, o sorgo sacarino é uma opção promissora como matéria-

prima para a produção de etanol, possibilitando um total de três safras por ano 

(WORKSHOP PRODUÇÃO DE ETANOL, 2006). 

Além disso, apesar do custo de produção ainda representar uma parcela 

considerável dos gastos totais do processo, boa parte do custo do etanol deve-se à 

matéria-prima. Deste modo, o processo de produção de etanol a partir de sorgo 

sacarino implica em um valor menor quando comparado a cana, em decorrência dos 

menores gastos relacionados ao cultivo e requerimento de insumos (água e 

fertilizantes). 

Segundo Mafra (2004), a composição química do caldo de cana-de-açúcar é 

de 8 a 20% de sacarose e 0,3 a 2,5% de açúcares redutores. Portanto, se 

considerarmos a eficiência média global praticada no Brasil de 92%, a máxima 

concentração de etanol que pode ser obtida a partir do caldo de cana-de-açúcar é de 

106 g.L-1. Levando em consideração que as pesquisas com o sorgo sacarino foram 

retomadas recentemente com o Plano Nacional de Agroenergia (PNA 2006/2011), os 

resultados obtidos neste trabalho ratificam o potencial do sorgo sacarino como uma 
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fonte energética complementar e/ou alternativa à cana-de-açúcar não só no Brasil 

como em países sem vocação para o cultivo desta gramínea, com possibilidades de 

superar o potencial em etanol da cana-de-açúcar num futuro próximo. 

 

5.3. BAGAÇO DE SORGO 

 

5.3.1. Análise Granulométrica e Composição Química do Bagaço de Sorgo 

Sacarino 

Antes de iniciar a avaliação do uso do bagaço de sorgo sacarino como 

matéria-prima para a produção de etanol, foi feita a cominuição e posterior análise 

granulométrica do material empregado neste estudo, empregando o método de 

peneiramento. O Diâmetro Médio de Sauter foi utilizado para determinação da 

distribuição granulométrica, e o valor determinado foi de 0,635 mm. A figura 5.35 

apresenta a distribuição granulométrica para o bagaço de sorgo empregado neste 

estudo. Observa-se que a maior concentração de sólidos ficou retida na peneira de 

0,425 mm.  

 

Figura 5.35.  Distribuição granulométrica do bagaço de sorgo sacarino in natura 
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Utilizando a metodologia descrita na seção de materiais e métodos, foi 

determinada a composição química do bagaço de sorgo sacarino (Tabela 5.11). 

 

Tabela 5.11. Composição química do bagaço de sorgo sacarino 

Componentes % base seca (m/m) 

Celulose 21,26 ± 0,53 

Hemicelulose 11,62 ± 0,50 

Lignina 10,31 ± 0,46 

Cinzas 0,55 ± 0,27 

Extrativos 42,04 ± 0,44 

Σ 85,78 

 

 

Como pode ser visto na tabela 5.11, o teor de extrativos foi bastante alto 

(42,04%), que corresponde à quantidade de taninos, pigmentos, alcalóides, óleos 

essenciais, resinas, graxas e também dos açúcares constituintes do caldo do sorgo, 

uma vez que após a colheita desta gramínea, os colmos passaram por um simples 

processo de moagem. O teor de cinzas foi de 0,55% que corresponde à quantidade 

de silicatos e sulfatos. Os teores de celulose, hemicelulose e lignina foram pequenos 

devido ao alto teor de extrativos contidos no material. Os 14,22% restantes 

correspondem a outros componentes, tais como, lipídeos e pectina, que de acordo 

com Dogaris et al. (2009), correspondem a aproximadamente 14% da composição 

total. 

 

5.3.2. Pré-Tratamento Ácido 

Como o objetivo deste trabalho foi o aproveitamento integral das diferentes 

frações do sorgo para a produção de etanol, isto inclui a conversão da fração 

hemicelulósica em açúcares fermentáveis. Dentre todos os tipos de pré-tratamento 
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ácido, o com ácido diluído é um dos mais utilizados e amplamente estudados. Além 

da solubilização da hemicelulose esta etapa promove a desorganização do complexo 

lignocelulósico tornando-o mais acessível às enzimas na etapa de hidrólise 

enzimática. Entretanto, existe o risco da formação de compostos inibidores para o 

processo de fermentação, como ácidos orgânicos e furfurais.  

Como o bagaço de sorgo sacarino empregado neste estudo passou apenas 

por um processo simples de moagem após a colheita, sem posterior lavagem ou o 

emprego de difusores, este apresentava um alto teor de extrativos, como pode ser 

observado na tabela 5.11.  Por este motivo, o material foi lavado repetidas vezes para 

a retirada do excesso de açúcares livres, para evitar a formação de inibidores para o 

processo fermentativo pela degradação de carboidratos. A composição do bagaço de 

sorgo após o processo de lavagem está apresentado na tabela 5.12. Observa-se que 

o teor de extrativos diminuiu  significativamente de 42,04% para 4,49%, e os teores 

de celulose, hemicelulose e lignina consequentemente aumentaram de 21,26; 11,62 e 

10,31 para 40,42; 20,05 e 19,79%, respectivamente. 

 

Tabela 5.12. Composição do bagaço de sorgo sacarino após lavagem 

Componente % base seca (m/m) 

Celulose 40,42 ± 2,62 

Hemicelulose 20,05 ± 2,48 

Lignina 19,79 ± 0,31 

Cinzas 0,49 ± 0,06 

Extrativos 4,49 ± 0,08 

Σ 85,24 
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Como em qualquer processo industrial, entre os principais objetivos 

requeridos são um elevado rendimento e uma alta produtividade em produto. Por 

este motivo, um planejamento experimental do pré-tratamento ácido foi delineado 

para a obtenção de um hidrolisado com condições apropriadas para a subsequente 

fermentação, ou seja, uma alta concentração de açúcares e baixa concentração de 

inibidores. Foi utilizado um delineamento do tipo composto central rotacional com 

quatro repetições no ponto central, totalizando 18 ensaios, empregando três 

variáveis do processo: relação sólido/líquido, tempo de exposição e concentração de 

ácido sulfúrico. Os resultados experimentais deste planejamento estão apresentados 

na tabela 5.13.  

Como a concentração de glicose se mostrou diretamente proporcional à 

concentração de xilose (açúcar majoritário) e a concentração de HMF não apresentou 

dependência com nenhuma das variáveis independentes, estas foram excluídas como 

variáveis de resposta. Além disso, o efeito inibitório causado pelo HMF é menor 

quando comparado ao furfural e ácido acético (PERES, 2010). Portanto, as 

concentrações de xilose, furfural e ácido acético foram empregados como variáveis 

de resposta para a etapa de otimização do pré-tratamento ácido. 
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Tabela 5.13. Resultados experimentais para o planejamento experimental para a 

otimização do pré-tratamento ácido 

Ensaio 
Glicose            

(g.L-1) 

Xilose               

(g.L-1) 

Ácido Acético            

(g.L-1) 

HMF                 

(g.L-1) 

Furfural           

(g.L-1) 

E.H. 

(%) 

1 3,555 9,069 15,400 0,254 0,046 12,94 

2 6,945 24,801 15,998 0,459 0,017 35,89 

3 14,386 26,274 14,283 0,323 0,000 40,13 

4 19,398 42,193 12,276 0,350 0,170 63,61 

5 2,095 5,567 15,869 0,578 0,065 4,37 

6 4,711 19,069 12,452 1,049 0,132 14,74 

7 17,907 37,452 22,557 0,754 0,091 28,44 

8 16,719 37,690 10,739 0,473 0,070 28,15 

9 12,028 27,886 12,042 0,056 0,070 54,62 

10 18,789 46,351 21,185 0,124 0,549 30,75 

11 3,827 11,474 14,910 0,096 0,484 12,50 

12 21,324 56,218 12,919 0,144 0,173 65,24 

13 2,578 7,391 20,359 0,409 0,099 8,24 

14 15,992 34,348 16,565 0,473 0,122 39,87 

15 (C) 14,911 54,483 16,622 0,219 0,108 61,63 

16 (C) 14,115 38,672 17,534 0,194 0,148 43,72 

17 (C) 17,484 43,459 16,105 0,187 0,084 49,15 

18 (C) 17,477 46,970 14,517 0,122 0,215 53,81 

(C) Ponto Central 
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A figura 5.36 apresenta o diagrama de Pareto, que indica a influência de cada 

variável independente na resposta.  

 

 

 

Figura 5.36. Diagramas de Pareto para a concentração de xilose (A), concentração 

de furfural (B) e concentração de ácido acético (C) 

A 

B 
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A análise estatística permitiu verificar o acentuado efeito da concentração de 

ácido e tempo de exposição sobre a concentração final de xilose, sendo a magnitude 

do efeito linear da concentração de ácido quase duas vezes maior ao correspondente 

para o tempo de exposição.  O efeito quadrático contrário do tempo de exposição 

sobre a concentração de xilose é decorrente do aumento na degradação dos 

açúcares monoméricos, para a formação do respectivo furano, quando superado um 

determinado tempo de exposição. 

No que se refere à relação sólido/líquido, esta apresentou uma relação direta e 

praticamente com a mesma ordem de importância na concentração de furfural e 

ácido acético. Por outro lado, esta variável não apresentou significância estatística na 

concentração de xilose. Na análise da concentração de furfural no hidrolisado 

hemicelulósico após o pré-tratamento ácido, o diagrama de Pareto permitiu 

confirmar uma dependência praticamente única desta variável de resposta com a 

relação sólido/líquido, apesar de esperar alguma influência das outras variáveis, visto 

que este composto é formado a partir da degradação de carboidratos. Sendo assim, 

podemos dizer que as faixas empregadas neste estudo não foram drásticas o 

suficiente para a formação deste composto. 

O valor negativo do efeito linear do tempo na concentração de ácido acético 

significa que o aumento no tempo de exposição resultou em menor concentração de 

ácido acético no hidrolisado hemicelulósico, provavelmente devido a sua 

degradação. Cabe ressaltar que o ácido acético faz parte da estrutura do material 

lignocelulósico, diferentemente dos compostos furânicos que são derivados da 

desidratação dos carboidratos. Foi possível concluir também pelo diagrama de 

Pareto, a independência desta resposta com a concentração de ácido avaliada para o 

pré-tratamento ácido. 

A influência da interação concentração de ácido x tempo de exposição, assim 

como do efeito quadrático da concentração de ácido foram marginais na 

concentração de ácido acético, enquanto a interação relação sólido/líquido x tempo 
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de exposição apresentou valor negativo na concentração de ácido acético. Isto 

significa que o aumento nesta relação com maior proporção da relação 

sólido/líquido em relação ao tempo de exposição, ocasionaria uma diminuição desta 

variável de resposta.  

Por meio da análise de variância (ANOVA) para a concentração de xilose após 

o pré-tratamento ácido, para o modelo em estudo, o valor do coeficiente de 

determinação (R2) foi igual a 0,91533, o que significa que 91,5% das variações na 

concentração de xilose são explicados pelo modelo ajustado. Em relação ao lack of fit 

ou a falta de ajuste do modelo, verificou-se que não foi significativo (p<0,05), ou seja, 

o modelo se ajustou adequadamente aos pontos experimentais, representando com 

confiabilidade os resultados.  

A figura 5.37 apresenta a superfície de resposta para a concentração de xilose 

em função da concentração de ácido e tempo de exposição, que foram as duas 

variáveis independentes que apresentaram influência com significância estatística na 

concentração final desta resposta. Através desta figura, podemos notar que foi 

atingido um ponto de máximo dentro da faixa estudada. 

A partir desta figura podemos notar que para valores de tempo de exposição 

acima de 50 min, houve um decréscimo na concentração de xilose, como foi 

mostrado no efeito quadrático do diagrama de Pareto, decorrente do aumento da 

desidratação deste açúcar para a formação de furfural. Em relação à concentração de 

ácido, nota-se que as maiores concentrações de xilose foram atingidas para os níveis 

mais altos desta variável e que um aumento na concentração deste não acarretaria 

em um aumento significativo na concentração de xilose. Esta afirmação pode ser 

confirmada pelos ensaios 12 e 15C apresentados na tabela 5.13, nos quais foram 

empregados a mesma relação sólido/líquido e tempo de exposição, no entanto, a 

concentração de ácido sulfúrico foi de 1,5 e 0,9% v/v, respectivamente, resultando em 

uma concentração de xilose de 56,22 e 54,48 g.L-1. 
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Figura 5.37. Superfície de resposta para a concentração de xilose em função da 

concentração de ácido e tempo de exposição 

 

 Como a concentração final de etanol tem relação direta com a concentração 

de substrato, procurou-se escolher uma condição que priorizasse a maior 

concentração de xilose e ao mesmo tempo minimizasse a concentração dos 

compostos inibidores ao processo fermentativo (furfural e ácido acético). Para 

encontrar os valores operacionais ótimos das variáveis independentes e ao mesmo 

tempo satisfazer simultaneamente todos os requisitos necessários às variáveis 

dependentes, o programa estatístico utiliza a abordagem da função desirability 

(desejabilidade). Com este artifício, a otimização simultânea das variáveis de 

respostas maximiza-se num único valor, a desejabilidade global. A vantagem do uso 

dessa definição é que a desejabilidade global sempre é anulada quando uma 

resposta apresenta um valor inaceitável, mesmo que outras respostas apresentem 

valores aceitáveis (BARROS NETO et al., 2007). A figura 5.38 apresenta a superfície de 

resposta da função desirability e a tabela 5.14 apresenta os valores preditos para as 
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variáveis independentes e os valores experimentais obtidos após a otimização das 

condições. 

 

 

 

Figura 5.38. Desirability para o modelo quadrático do pré-tratamento ácido 

 

O valor da função desirability para atingir o ótimo foi de 0,851, ou seja, a 

otimização do pré-tratamento ácido atendeu em 85,1% do máximo obtenível. Como 

pode ser observado na tabela 5.14, o conjunto de condições que maximiza a 

desejabilidade global (0,851) são: relação sólido/líquido igual a 1/4,52 g/mL, 
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concentração de ácido de 1,39% (v/v) e tempo de exposição igual a 46,7 min. Nessas 

condições, as três variáveis de resposta, concentração de xilose, concentração de 

ácido acético e concentração de furfural, devem apresentar valores iguais a 48,23; 

10,74 e 0,15 g.L-1, respectivamente. 

Os valores experimentais apresentados na tabela 5.14 são referentes aos 

resultados obtidos no ensaio quando empregadas as condições otimizadas pelo 

software. Este ensaio foi realizado com a finalidade de validar os valores preditos pelo 

modelo. De acordo com os resultados reportados na tabela 5.14, todas as variáveis 

de resposta apresentaram valores dentro da faixa de predição. 

 

Tabela 5.14. Valores codificados, reais e experimentais para as variáveis do pré-

tratamento ácido após a otimização 

 
Valores 

codificados 

Valores     

Preditos 

Valores 

Experimentais 

Rel. Sólido/Líquido (g/mL) -0,60 0,22 (1/4,52)  

Conc. Ácido (% v/v) 1,36 1,39  

Tempo de Exposição (min) 0,56 46,7  

Xilose (g/L)  48,23 ± 15,12 47,19 ± 2,20 

Ácido Acético (g/L)  10,74 ± 2,73 8,65 ±1,92 

Furfural (g/L)  0,15 ± 0,13 0,17 ± 0,03 

 

Após definidas as condições que forneciam a maior concentração de xilose 

com a menor concentração de inibidores, foi feita a determinação da composição 

química do bagaço de sorgo após o pré-tratamento ácido, denominado de 

celulignina ácida (CA). O resultado desta caracterização está apresentado na tabela 

5.15.  

Os resultados apresentados na tabela 5.15 mostraram que após o pré-

tratamento ácido quase toda a hemicelulose foi removida, representando apenas 
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2,53% da composição final na celulignina ácida. Já a celulose e a lignina, aumentaram 

de 40,42 e 19,79% na composição inicial, para 45,78 e 27,79%, respectivamente, após 

este pré-tratamento, indicando um aumento proporcional destas frações devido à 

grande solubilização da fração hemicelulósica.  

 

Tabela 5.15. Composição química da celulignina ácida (CA) 

Componente % base seca (m/m) 

Celulose 45,78 ± 3,13 

Hemicelulose 2,53 ± 1,15 

Lignina 27,79 ± 0,36 

Cinzas 1,03 ± 0,05 

Σ 76,10 

 

 

Para se analisar o efeito causado pelo pré-tratamento ácido (perda de 

celulose, hemicelulose e lignina), é conveniente corrigir as composições obtidas ao 

final desta etapa com o rendimento mássico (R) obtido na correspondente, que neste 

caso foi de 66,2%.  

A figura 5.39 apresenta os valores percentuais do teor de celulose, 

hemicelulose e lignina no bagaço de sorgo in natura e na celulignina ácida, bem 

como, a remoção mássica de cada componente macromolecular resultante do pré-

tratamento ácido. 

Observa-se que 91,6% da hemicelulose contida no bagaço de sorgo in natura 

foram extraídas, comprovando a eficácia do pré-tratamento ácido. Devido à 

hemicelulose apresentar caráter relativamente amorfo, grande polidispersidade e 

grau de polimerização bastante inferior ao da celulose nativa (geralmente não 

ultrapassando o valor médio de 200 unidades de açúcar anidro), faz com que esta 
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fração se torne muito mais susceptível à hidrólise no pré-tratamento ácido do que a 

fração celulósica (FENGEL e WEGENER, 1989; PITARELO, 2007). 
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Figura 5.39. Composição química do bagaço in natura e da celulignina ácida e a 

remoção mássica da celulose, hemicelulose e lignina após o pré-tratamento ácido 

 

 

Além disso, o pré-tratamento com ácido diluído tem a vantagem de não 

apenas solubilizar a hemicelulose, mas também de convertê-la em açúcares 

fermentáveis de baixa massa molecular (monômeros de xilose), o que elimina ou 

reduz a necessidade de se utilizar hemicelulases nos complexos enzimáticos durante 

a etapa de hidrólise enzimática (SAHA e BOTHAST, 1999; SAHA et al. 2005). 

No que concerne à celulose, houve uma solubilização de 25,1% desta fração, 

mostrando que além da extensa hidrólise da fração hemicelulósica, o pré-tratamento 

com ácido diluído também hidrolisa uma parte da celulose, sendo provavelmente 

grande parte de celulose amorfa ou de baixa cristalinidade, fazendo com que a fração 
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celulósica remanescente, ou seja, a fração cristalina seja menos susceptível à ação das 

celulases (MAEDA et al., 2011). Apesar deste pré-tratamento não ser seletivo para a 

hemicelulose, esta remoção não indica necessariamente uma diminuição do 

rendimento global do processo de conversão de biomassa a etanol, já que a maior 

parte da celulose, hidrolisada à glicose, pode ser transformada em etanol pela 

linhagem de Scheffersomyces stipitis empregada no processo de fermentação do 

hidrolisado hemicelulósico. 

Observa-se também que após o pré-tratamento ácido houve a remoção de 

7,1% da lignina presente no bagaço in natura. 

A eficiência de recuperação desta etapa foi de 64,3%, considerando o volume 

recuperado após o pré-tratamento ácido, o qual pode ser aumentado com um 

eficiente processo de separação da fração líquida e sólida após o pré-tratamento 

ácido. Já se considerarmos a eficiência de pré-tratamento, a qual se considera a 

concentração de xilose no hidrolisado hemicelulósico e a concentração obtenível, 

calculada a partir do teor de hemicelulose no bagaço in natura, este valor aumenta 

para 97,8%. 

 

5.3.3. Avaliação da Fermentabilidade do Hidrolisado Hemicelulósico de Bagaço 

de Sorgo Empregando a Linhagem Scheffersomyces stipitis CBS5774 

Para avaliar o potencial do sorgo sacarino como matéria-prima para a 

produção de etanol, um ensaio fermentativo da fração hemicelulósica do bagaço de 

sorgo sacarino, obtido após o pré-tratamento ácido na condição otimizada, foi 

realizado, empregando a linhagem Scheffersomyces stipitis CBS5774 como agente 

fermentativo. A tabela 5.16 apresenta a composição inicial do hidrolisado 

hemicelulósico empregado neste ensaio. 
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Tabela 5.16. Composição inicial do hidrolisado hemicelulósico utilizado para a 

produção de etanol 

Componente  Concentração (g.L-1) 

Xilose 47,71 

Glicose 15,30 

Arabinose 8,96 

Ácido Acético 8,18 

Furfural 0,19 

HMF 0,11 

 

 

O perfil cinético da produção de etanol e consumo de substrato em biorreator 

instrumentado está apresentado na figura 5.40. A temperatura, pH e velocidade de 

agitação do processo foram mantidos a 30 °C, pH 6,0 e 250 rpm, respectivamente. A 

taxa específica de aeração utilizada foi de 0,02 vvm, como definido por Betancur 

(2010), e a concentração inicial de células foi de 13,5 g.L-1.  

A concentração máxima de etanol foi de aproximadamente 30,0 g.L-1 em 23 h 

de processo. Estes valores correspondem a uma produtividade volumétrica de 1,30 

g.L-1.h-1 e um fator de rendimento de substrato em produto de 0,476 g.g-1, o que 

representa uma eficiência de fermentação de 93,2%.  

Antunes (1997) relatou que o sistema de transporte para glicose é constitutivo 

e indutivo para xilose, podendo acarretar repressão do consumo de xilose na 

presença de glicose, como observado também por Betancur (2010). No entanto, 

apesar da glicose ter sido totalmente consumida nas primeiras 3 h de processo, não 

houve repressão no consumo de xilose, visto que, o consumo desta pentose ocorreu 

concomitantemente com o de glicose. 
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Figura 5.40. Perfil cinético do consumo de substrato e produção de etanol em 

biorreator, a partir do hidrolisado hemicelulósico empregando a linhagem CBS5774 

de Scheffersomyces stipitis 

 

 

Apesar de a xilose e a glicose terem sido totalmente consumidas, a arabinose 

se manteve constante durante todo o processo, já que esta linhagem não é capaz de 

produzir etanol a partir desta pentose, como reportado por Betancur (2005). 

Constatou-se o acúmulo de xilitol, intermediário do metabolismo da xilose 

para esta linhagem, que atingiu 4,87 g.L-1 em 23 h de processo. 

Com relação à concentração celular, esta permaneceu constante durante a 

fermentação, em consequência da baixa disponibilidade de oxigênio, direcionando o 

metabolismo deste microrganismo para a produção de etanol (JEFFRIES et al., 2007). 

Silva (2007), trabalhando com hidrolisado hemicelulósico de palha de arroz, com 

concentração de 60 g.L-1, suplementado com 3 g.L-1 de extrato de levedura, atingiu 

produção média de 15,5 g.L-1 de etanol, após 120 h de cultivo. 
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Betancur (2010) realizou ensaios fermentativos com a mesma linhagem de 

Scheffersomyces stipitis empregada neste trabalho, porém, bagaço de cana-de-açúcar 

foi usado como matéria-prima para a obtenção do hidrolisado hemicelulósico. A 

concentração de ácido sulfúrico utilizada no pré-tratamento ácido foi de 1% (v/v), 

atingindo 50,1 g.L-1 de xilose. A concentração inicial de células na etapa de 

fermentação foi de 10 g.L-1 e a máxima concentração de etanol, obtida após 40 h de 

fermentação, foi de 19 g.L-1, o que corresponde a uma produtividade volumétrica de 

0,48 g.L-1.h-1, valor este quase três vezes menor ao obtido neste trabalho. 

Portanto, o resultado obtido neste trabalho quando comparado aos resultados 

reportados na literatura é bastante atrativo. Além disso, o custo de processamento do 

bagaço será muito menor aproveitando as pentoses.  

Apesar das barreiras tecnológicas serem grandes e de haver alternativas para a 

conversão de pentoses em etanol, esta continua sendo a opção preferencial, já que o 

mercado de etanol combustível não tem expectativas de saturação. 

 

 5.3.4. Pré-Tratamento Alcalino 

O processo de produção de etanol a partir do bagaço demanda a 

transformação da celulose em monômeros de glicose e sua subsequente conversão, 

por microrganismos, em etanol. Entretanto, a celulose nativa encontra-se muito 

protegida pela matriz lignina-carboidrato, de modo que a celulose torna-se muito 

recalcitrante à ação hidrolítica, resultando em processos lentos de conversão. 

Portanto, torna-se necessário realizar um pré-tratamento do bagaço, de modo a 

aumentar a exposição das fibras de celulose, tornando-as mais acessíveis aos agentes 

hidrolíticos enzimáticos ou ácidos. 

O pré-tratamento ácido resultou na remoção da fração hemicelulósica, no 

entanto, a lignina ainda presente na celulignina ácida impõe restrições estruturais 

sobre a celulase, já que possibilita ligações improdutivas que retardam o ataque 
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enzimático. Portanto, como a estrutura da lignina é modificada pela presença de 

substâncias alcalinas, um pré-tratamento com hidróxido de sódio foi realizado, com o 

objetivo de remover a lignina presente na celulignina ácida, sem causar danos a 

cadeia celulósica para posterior utilização. 

Antes desse pré-tratamento, a fração sólida resultante do pré-tratamento 

ácido, também conhecida por celulignina ácida (CA), foi lavada três vezes com água 

destilada para a remoção do excesso de ácido e na última lavagem, procedeu-se o 

ajuste do pH para 6,0 com hidróxido de sódio. Posteriormente, foi filtrada e 

submetida à secagem a 65 °C. O rendimento mássico após esta etapa foi de 66,2%, 

como reportado anteriormente.  

A influência da concentração da solução de hidróxido de sódio foi analisada 

quanto à remoção de lignina, visando aumentar o teor de celulose na amostra. 

As condições reacionais empregadas nesta etapa foram: relação sólido/líquido 

de 1/21 g/mL, temperatura de 120 °C e tempo de 30 min. Foram avaliadas 

concentrações de NaOH entre 0,0125 e 1 M. 

A tabela 5.17 apresenta a composição média das amostras tratadas com as 

diferentes concentrações de solução de hidróxido de sódio e o Teste de Tukey para o 

teor de lignina a 95% de confiança. 

A tabela 5.18 apresenta a análise de variância (ANOVA) para o teor de lignina 

nas amostras após o pré-tratamento alcalino. Observa-se que após a deslignificação 

do material pré-tratado, a hemicelulose remanescente do pré-tratamento ácido foi 

totalmente removida, assim como o teor de cinzas, que é praticamente nulo em 

todas as amostras. Em relação à celulose, houve um aumento no teor desta com o 

aumento da concentração da solução de hidróxido de sódio, decorrente da remoção 

da lignina. 

 

 

 



Capítulo 5.  Resultados e Discussão 

 

249 

 

Tabela 5.17. Composição da celulignina parcialmente deslignificada (CPD) e teste de Tukey 

 Componente (%) 

NaOH (M) Celulose Hemicelulose Lignina* Cinzas 

1 76,52 ± 6,92 0 4,79 ± 0,47 d 0 ± 0,05 

0,5 75,86 ± 3,34  0 4,55 ± 0,33 d 0,33 ± 0,05 

0,25 78,91 ± 0,13 0 5,14 ± 0,37 d 0,0 ± 0,05 

0,125 68,29 ± 0,22 0 10,69 ± 0,08 c 0,0 ± 0,0 

0,062 65,51 ± 1,39 0 17,69 ± 0,0 b 0,0 ± 0,05 

0,0125 56,39 ± 4,90 0 23,18 ± 0,06 a 0,2 ± 0,14 

* Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de 

probabilidade (DMS Tukey 0,832) 

 

Com a finalidade de determinar quais as condições diferem entre si 

estatisticamente, foi realizado o Teste de Tukey, que permite estabelecer a diferença 

mínima significante, ou seja, a menor diferença de médias de amostras que deve ser 

tomada como estatisticamente significante, em determinado nível. A partir dos 

resultados obtidos pela aplicação do Teste de Tukey utilizando o teor de lignina nas 

diferentes condições, verificou-se uma redução estatisticamente significante no teor 

deste componente com o aumento da concentração da solução de hidróxido de 

sódio. No entanto, para valores de concentração de hidróxido de sódio acima de 0,25 

M não houve aumento significativo na remoção da lignina.  

 

Tabela 5.18. Análise de variância (ANOVA) para o teor de celulose após o pré-

tratamento alcalino 

 GL SQ QM F calculado F tabelado (5%) 

Tratamentos 5 615,68 123,14 3231,93 5,0505 

Resíduo 5 0,1905 0,0381   

Total 10 615,87    

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados ; QM: quadrado médio 
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A análise estatística (ANOVA) mostrou que houve diferença estatisticamente 

significante entre as médias do teor de lignina nas diferentes amostras, visto que o 

valor do F calculado foi maior que do F tabelado a 95% de confiança. 

Para se analisar o efeito específico causado pelas diferentes concentrações de 

hidróxido de sódio na remoção da lignina, a partir da massa final nas diferentes 

condições avaliadas nesta etapa, o percentual de remoção mássico deste 

componente foi calculado e está representado na figura 5.41. Corroborando com o 

perfil apresentado na tabela 5.17, não houve aumento significativo na remoção de 

lignina para concentrações de hidróxido de sódio acima de 0,25 M, que para esta 

condição foi de 89,5%. Por esta razão, uma solução de hidróxido de sódio 0,25 M foi 

empregada para o processo de deslignificação. Nesta condição, o teor de celulose e 

lignina após este pré-tratamento foi de 78,9% e 5,14%, respectivamente, o 

rendimento mássico desta etapa foi de 56,7%. e o teor de celulose removido após 

este pré-tratamento foi de apenas 2,4%. 

 

Figura 5.41. Remoção mássica da lignina após o pré-tratamento alcalino 

empregando diferentes concentrações de hidróxido de sódio 
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A figura 5.42 mostra o aspecto da Celulignina Parcialmente Deslignificada 

(CPD) após o pré-tratamento alcalino com diferentes concentrações de hidróxido de 

sódio. À medida que a concentração de hidróxido de sódio aumenta, observa-se um 

clareamento na cor do material, que está associado à remoção da lignina na etapa de 

deslignificação (MUSSATO et al., 2006), que neste caso alcançou aproximadamente 

90%. 

 

 

Figura 5.42. Aspecto da Celulignina Parcialmente Deslignificada (CPD) com 

diferentes concentrações de hidróxido de sódio 

 

Juntos, os pré-tratamentos ácido e alcalino contribuiram para se obter um 

material com alto teor de celulose (78,9%) e baixos teores de lignina (5,1%) e 

hemicelulose (0%), contribuindo significativamente para a etapa de sacarificação 

enzimática da celulose, já que tanto a hemicelulose quanto a lignina formam uma 
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camada protetora ao redor da celulose, reduzindo a eficiência do ataque enzimático 

(ÖHGREN et al., 2007). 

O rendimento mássico global para celulose, após os pré-tratamentos ácido e 

alcalino, foi de 73,2%. Se considerarmos que toda a glicose presente no hidrolisado 

hemicelulósico é proveniente da fração celulósica, temos que 50% da celulose 

removida nos dois pré-tratamentos foi liberada na forma de glicose durante o pré-

tratamento ácido. Portanto, a perda total deste componente ao final do pré-

tratamento foi de 13,5%. Esta perda se deve a falhas nos processos de preparação e 

recuperação da fração sólida após os pré-tratamentos, e também indica que os 

processos de pré-tratamento e deslignificação ainda foram muito drásticos, 

acarretando numa perda substancial de celulose por degradação, o que contribuirá 

para a diminuição do rendimento global do processo de conversão de biomassa a 

etanol. Da mesma forma que o pré-tratamento ácido diluído não é seletivo para a 

hemicelulose, sendo que há degradação de celulose, o processo de deslignificação 

alcalina também não é seletivo para a lignina, sendo que os carboidratos, incluindo a 

celulose, podem ser degradados neste processo (FENGEL e WEGENER, 1989). 

Nestas condições a celulose pode sofrer hidrólise alcalina e com isso ocorrer 

as reações de peeling, as quais são indesejáveis pelas seguintes razões: a hidrólise 

alcalina promove a cisão da cadeia polimérica, decrescendo drasticamente o 

comprimento médio da cadeia; nas reações de peeling, as unidades de açúcar com 

extremidades redutoras das cadeias de polissacarídeos são removidas e, além da 

perda de açúcares, os carboidratos removidos são convertidos em diversos ácidos 

orgânicos hidroxilados (BERGGREN et al., 2003; KNILL e KENNEDY, 2003). 

Para ilustrar a eficiência dos pré-tratamentos ácido e alcalino do bagaço de 

sorgo, correlacionaram-se as razões das principais frações do bagaço 

(celulose/hemicelulose, celulose/lignina) nos diferentes estágios. A partir da tabela 

5.19 observa-se que a variação da razão celulose/lignina após o pré-tratamento ácido 

foi pequena, indicando que a proporção entre estas duas frações manteve-se quase 
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inalterada, contudo, o aumento da razão celulose/hemicelulose foi bastante 

significativa, indicando a degradação da hemicelulose. Após o pré-tratamento 

alcalino houve um aumento de quase 10 vezes na razão celulose/lignina, com 

remoção de grande parte da lignina, e a extração total da hemicelulose restante após 

o pré-tratamento ácido. Sendo assim, conclui-se que a etapa de pré-tratamento do 

bagaço de sorgo sacarino é necessária para o aproveitamento da fração 

hemicelulósica e para o aumento da digestibilidade e da reatividade da fibra 

celulósica, o que possibilita uma maior produtividade em bioetanol. 

 

Tabela 5.19. Razão entre Celulose/Lignina e Celulose/Hemicelulose no bagaço de 

sorgo in natura, celulignina ácida (CA) e celulignina parcialmente deslignificada (CPD) 

 Celulose/Lignina Celulose/Hemicelulose 

Bagaço in natura 2,0 2,0 

CA 1,6 18,1 

CPD 15,3 ____ 

 

 

5.3.5. Pré-Hidrólise Enzimática 

No processo de sacarificação e fermentação simultâneas, diferentemente do 

processo em separado, a hidrólise e a fermentação ocorrem simultaneamente. 

Entretanto, antes de inocular a levedura e iniciar a fermentação, a biomassa deve ser 

submetida a uma etapa de pré-hidrólise. A função da pré-hidrólise enzimática é 

fornecer uma fonte de carbono inicial para a levedura, uma vez que a biomassa está 

na forma macromolecular, que não é uma fonte de carbono diretamente fermentável. 

Outro aspecto é que a levedura necessita ser inoculada em uma condição com alta 

concentração de glicose a fim de se aumentar o fluxo glicolítico. 

A celulignina parcialmente deslignificada (CPD) proveniente do pré-tratamento 

alcalino foi empregada como matéria-prima e um planejamento experimental do tipo 
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Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi utilizado como ferramenta 

para a determinação da condição ótima para a realização desta etapa. Foram 

realizados três repetições no ponto central, totalizando onze experimentos. As 

variáveis independentes foram a relação sólido/líquido e a carga enzimática, e a 

concentração final de glicose foi utilizada com variável de resposta. 

Os ensaios de hidrólise enzimática foram realizados em frascos agitados a 200 

rpm, e a temperatura e o pH foram mantidos a 50 °C e 5,0, respectivamente, com 

tampão citrato de sódio 50 mM. A atividade FPásica foi determinada e utilizada como 

referência para os cálculos de carga enzimática. 

Primeiramente, o perfil cinético da hidrólise nas condições empregadas no 

planejamento experimental foi construído para determinar o melhor tempo para 

inocular a levedura e iniciar a fermentação. Este perfil está apresentado na figura 

5.43, que permite fixar o tempo de pré-hidrólise em 15 h, pois a taxa de hidrólise 

após esse tempo se reduz na maioria dos ensaios. Portanto, a concentração de 

glicose no tempo de 15 h, foi utilizada como resposta para o planejamento 

experimental. 

A concentração de glicose no tempo de 15 h está apresentado na tabela 5.20. 

A concentração de glicose variou de 12,88 a 86,0 g.L-1, que correspondem aos 

ensaios com a menor e maior carga de sólidos, respectivamente. A partir destes 

resultados nota-se a dependência da resposta com a relação sólido/líquido. 

 



Capítulo 5.  Resultados e Discussão 

 

255 

 

0 10 20 30 40

0

20

40

60

80

100

120
 69 g/L; 18,7 FPU/g

 69 g/L; 61,3 FPU/g

 252 g/L; 18,7 FPU/g

 252 g/L; 61,3 FPU/g

 165 g/L; 10 FPU/g

 165 g/L; 70 FPU/g

 30 g/L; 40 FPU/g

 300 g/L; 40 FPU/g

 165 g/L; 40 FPU/g

G
li
c
o

s
e

 (
g

/L
)

Tempo (h)
 

Figura 5.43. Perfil cinético da hidrólise enzimática da celulignina parcialmente 

deslignificada com diferentes concentrações de sólido e cargas enzimáticas 

 

A análise de variância (ANOVA) para o modelo quadrático, gerada pelo 

software Design Expert 7.1.5, está apresentado na tabela 5.21. O uso deste software 

em detrimento ao STATISTICA, foi devido à possibilidade apresentada por este do 

uso das variáveis independentes como critério na otimização.  

O ajuste do modelo foi expresso pelo coeficiente de determinação (R2) que foi 

igual a 0,989, o que significa que 98,9% das variações da concentração de glicose 

podem ser explicadas pelo modelo ajustado. O teste F para a regressão foi altamente 

significativo, para 95% de confiança, sendo o modelo quadrático adequado para 

descrever os resultados através da superfície de resposta.  
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Tabela 5.20. Resultados experimentais do DCCR para a otimização da hidrólise 

enzimática 

Ensaio Glicose (g.L-1) 

1 18,14 

2 22,47 

3 59,02 

4 72,00 

5 22,71 

6 46,63 

7 12,88 

8 86 

9 (C) 44,00 

10 (C) 45,51 

11 (C) 44,11 

 

 

De acordo com a tabela 5.21, o modelo obtido para a concentração de glicose 

apresentou regressão significativa ao nível de 95% de confiança. A análise estatística 

permitiu verificar o acentuado efeito da relação sólido/líquido e da carga enzimática 

na concentração de glicose, sendo a magnitude do efeito da relação sólido/líquido 

aproximadamente dez vezes maior que a carga enzimática. A interação entre a carga 

enzimática e a relação sólido/líquido, bem como a interação quadrática da relação 

sólido/líquido, não apresentaram efeito significativo num intervalo de confiança de 

95%. A falta de ajuste do modelo (Lack of Fit) não foi significativa, portanto, pode-se 

afirmar que a quantidade de variação devido ao modelo é significativamente maior 

que a variação não explicada, atestando assim a validade do modelo. 

 

 



Capítulo 5.  Resultados e Discussão 

 

257 

 

Tabela 5.21. Análise de variância (ANOVA) para a concentração de glicose em 15 h 

de pré-hidrólise enzimática 

 SQ GL MQ F calculado p-valor 

Regressão 5268,07 5 1053,61 73,10 0,0005 

A - Carga Enzimática 326,89 1 326,89 22,68 0,0089 

B - Relação Sólido/Líquido 4695,64 1 4695,64 325,77 <0,0001 

AB 18,71 1 18,71 1,30 0,3182 

A2 107,84 1 107,84 7,48 0,0522 

B2 29,22 1 29,22 2,03 0,2276 

Resíduos 57,66 4 14,41   

Lack of Fit 56,68 3 18,89 19,28 0,1655 

Erro Puro 0,98 1 0,98   

Total 5325,72 9    

 

 

A figura 5.44 apresenta a superfície de resposta para o processo de otimização 

da hidrólise enzimática de bagaço de sorgo sacarino, pode-se confirmar a grande 

influência da relação sólido/líquido na concentração de glicose. Conforme a 

tendência apresentada nesta figura, para se atingir o ponto de máximo seria 

necessário o aumento na relação sólido/líquido. Já em relação à carga enzimática, 

pode-se notar que um aumento desta não acarretaria um aumento na concentração 

de glicose.  

Sabe-se que sistemas impactados em sólidos resultam em baixos valores de 

eficiência de hidrólise. Somado a isto, tem-se a inibição das celulases por seus 

produtos. Os resultados experimentais indicaram que uma alta relação sólido/líquido 

favoreceu a obtenção de hidrolisados com alto teor de glicose em detrimento da 

eficiência de hidrólise. Nos ensaios 7 e 8, por exemplo, empregou-se a mesma carga 

enzimática e relação sólido/líquido de 1/33,3 e 1/3,3 g.mL-1, respectivamente.  A 

eficiência de hidrólise correspondente aos dois ensaio foi de 59% e 33%, 



Capítulo 5.  Resultados e Discussão 

 

258 

 

respectivamente. Esta tendência foi confirmada ao compararmos todos os outros 

experimentos.  

 

Figura 5.44. Superfície de resposta para a otimização da hidrólise enzimática 

 

 

Nesse sentido, sendo ambos parâmetros relevantes no processo e necessários 

para a viabilidade do mesmo, optou-se pela escolha de uma condição dentro da faixa 

estudada. Em virtude da inibição das celulases por seus produtos e por tratar-se 

apenas de uma pré-hidrólise, a eficiência de hidrólise não foi utilizada como resposta. 

Por esta razão, a maior concentração de glicose com a menor carga enzimática foram 

usadas como critério no processo de otimização. A figura 5.45 apresenta a superfície 

de resposta para a função desirability.   
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Figura 5.45. Desirability para o modelo quadrático da pré-hidrólise enzimática 

 

 

Para atingir o valor máximo da função desirability (1,0), seria necessário 

satisfazer as duas condições. No entanto, a maior concentração de glicose não foi 

obtida com a menor carga enzimática. Neste caso, o valor da função desirability para 

atingir o ótimo foi de 0,834, ou seja, a otimização do processo de hidrólise enzimática 

atendeu em 83,4% do máximo obtenível. Como pode ser observado na tabela 5.21, o 

conjunto de condições que maximiza a desejabilidade global (0,834) são: relação 

sólido/líquido igual a 1/3,33 g/mL e carga enzimática de 32,8 FPU/g sólido. Nessas 

condições, a concentração de glicose deve ser igual a 80,17 g.L-1.  

O valor experimental apresentado na tabela 5.22 é referente ao resultado 

obtido no ensaio quando empregadas as condições otimizadas pelo software. Este 

ensaio foi realizado com a finalidade de validar o valor predito pelo modelo, e de 

acordo com o resultado, a concentração de glicose apresenta-se dentro da faixa de 

predição. 
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Tabela 5.22. Valores codificados, reais e experimentais para as variáveis do pré-

tratamento ácido após a otimização 

 
Valores 

codificados 

Valores     

Preditos 

Valores 

Experimentais 

Relação Sólido/Líquido (g/mL) 1,41 1/3,33  

Carga Enzimática (FPU/g) -0,34 32,8  

Glicose (g/L)  80,17 ± 8,7 86,23 ± 2,3 

 

Com a finalidade de comparar o efeito do pré-tratamento ácido e alcalino na 

hidrólise enzimática do bagaço de sorgo, foi realizado um ensaio nas condições 

otimizadas, empregando bagaço de sorgo in natura e celulignina ácida. Estes 

experimentos foram realizados juntamente com o ensaio para a validação da 

otimização da pré-hidrólise enzimática. Com a impossibilidade de se quantificar a 

concentração de glicose nos ensaios com o bagaço de sorgo in natura e com a 

celulignina ácida, devido à ausência de água livre, o resultados destes ensaios estão 

apresentados na forma de figuras (Figura 5.46). 

Nota-se uma diferença na coloração do material in natura com o material pré-

tratado com ácido. Curreli et al. (2002) relataram um escurecimento da palha de 

trigo pré-tratada com ácido sulfúrico, o que provavelmente pode estar associado à 

catálise ácida das ligações do complexo lignina-carboidrato, bem como pela 

formação de produtos da degradação de carboidratos.  
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Figura 5.46. Hidrólise enzimática do bagaço de sorgo in natura (A), celulignina ácida 

(B) e celulignina parcialmente deslignificada (C) 

 

 

A partir desta figura, fica evidente a imprescindibilidade tanto do pré-

tratamento ácido quanto do alcalino, visto que, no ensaio com o bagaço de sorgo in 

natura, em que a fibra de celulose está protegida pela hemicelulose e lignina, e  no 

ensaio com a celulignina ácida, em que a celulose estava praticamente envolvida 

somente pela lignina, não houve quebra da cadeia de celulose, uma vez que, o 

material nos dois experimentos não apresentou alterações no aspecto ao final do 

experimento.  

 

5.3.6. Produção de Etanol a Partir da Celulignina Parcialmente Deslignificada de 

Sorgo Sacarino Empregando o Processo de Sacarificação e Fermentação 

Simultâneas (SSF) 

A fim de se analisar a produção de etanol pelo processo de sacarificação e 

fermentação simultâneas (SSF), foi realizado um ensaio empregando celulignina 

parcialmente deslignificada nas condições definidas anteriormente  e a linhagem 

industrial de Saccharomyces cerevisiae JP1 como agente fermentativo (Figura 5.45). 

A B C 
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Este ensaio foi realizado em biorreator, com uma relação sólido/líquido de 

1/3,33 g/mL e uma carga enzimática de 32,8 FPU/g sólido. O meio reacional foi 

suplementado com uréia, KH2PO4, extrato de levedura e solução de sais minerais e 

ácido cítrico na mesma concentraçao empregada no meio utilizado para o 

crescimento celular. 

Devido à imcompatibilidade da temperatura ótima para sacarificação e 

fermentação, a CPD foi submetida a uma pré-hidrólise enzimática por 15 h a 50 °C. 

Sabe-se que a agitação é um problema significativo em processos impactados 

em sólidos, devido à alta viscosidade, o que resulta em limitações difusionais à 

transferência de massa e calor (PIMENOVA e HANLEY, 2003). Para reduzir este 

problema, a pré-hidrólise enzimática foi operada em batelada alimentada, 

proporcionando uma hidrólise gradual das fibras de celulose (BALLESTEROS et al., 

2002; RUDOLF et al., 2005). A carga inicial de sólidos foi de 42% (volume de 560 mL 

de meio reacional) e a enzima foi alimentada no início da etapa de pré-hidrólise. À 

medida em que o meio se tornava liquefeito, foram realizadas alimentações de 25 g 

(massa seca) de CPD.  A primeira alimentação ocorreu após 3 h do início do processo. 

Durante a pré-hidrólise foram feitas cinco alimentações, totalizando 1/3,49 g/mL. O 

restante do sólido foi alimentado em 33 h de processo (18 h após a adição da 

levedura), completando a relação sólido/líquido definida na etapa de otimização 

(1/3,33 g/mL). 

Decorridos as 15 h de pré-hidrólise, a termperatura foi ajustada para 37 °C e 

uma concentração de 8 g.L-1 da linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae foi 

adicionada ao processo.  

Na figura 5.47 estão apresentados os perfis de produção de etanol e consumo 

de glicose e celobiose durante o processo SSF em batelada alimentada. A faixa 

vertical indica a fase de pré-hidrólise enzimática (15 h) e após esta teve início a fase 

de sacarificação e fermentação simultâneas. As setas indicam o ponto de perturbação 

do sistema com alimentação de CPD (massa seca). 
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Ao final da pré-hidrólise, a concentração de glicose foi de 101,9 g.L-1, o que 

corresponde a uma eficiência de hidrólise de aproximadamente 41%, enquanto no 

ensaio em frascos agitados, a eficiência de hidrólise foi de 33,1%. Este aumento, 

deve-se a redução na limitação difusional à transferência de massa no experimento 

em que a pré-hidrólise enzimática foi conduzida no modo batelada alimentada, 

possibilitando uma maior conversão. 
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Figura 5.47. Processo de sacarificação e fermentação simultâneas (SSF) da 

celulignina parcialmente deslignificada de bagaço de sorgo. PHE: Pré-Hidrólise 

Enzimática; SSF: Sacarificação e Fermentação Simultâneas;             alimentação de 25 

g de sólidos;         alimentaçao de 10 FPU.g-1 celulases 

 

 

Esta concentração de glicose foi superior à encontrada por Silva (2010), Maeda 

(2011) e Vásquez (2007) ao final da pré-hidrólise enzimática, que correspondem a: 74 

g.L-1, 64 g.L-1 e 58,4 g.L-1, respectivamente (Tabela 5.23). 



Capítulo 5.  Resultados e Discussão 

 

264 

 

Em relação à etapa de sacarificação e fermentação simultâneas (SSF), uma 

produção de 84,4 g.L-1 de etanol em 36 h de processo (21 h de SSF) foi atingida. Esta 

concentração corresponde à uma produtividade volumétrica de 4,02 g.L-1.h-1 e uma 

eficiência de conversão de celulose em etanol de 63,4%. 

Com relação ao perfil de celobiose durante o SSF, a concentração deste 

dissacarídeo permaneceu constante e na ordem de 2 g.L-1. 

Ao longo do processo fermentativo, pode ser observada a redução da 

produtividade volumétrica em etanol (QP). Se observarmos a produtividade nas 

primeiras 12 h de fermentação, fase em que a glicose está prontamente disponível, o 

valor deste parâmetro variou de 6 a 8 g.L-1.h-1, ou seja, os mesmos verificados em 

fermentações industriais de etanol a partir do caldo de cana no Brasil, que variam 

entre 5 e 8 g.L-1.h-1. A partir de 12 h de fermentação, a taxa de formação de etanol 

diminuiu consideravelmente, sendo limitada pela taxa de hidrólise enzimática, já que 

a concentração de glicose foi mantida em níveis baixos. 

 

Tabela 5.23. Comparação dos  resultados obtidos neste trabalho com a literatura 

referentes ao processo de pré-hidrólise enzimática 

 Tempo Pré-

Hidrólise (h) 

Teor 

Sólidos (%) 

Carga Enzimática 

(FPU/g sólidos) 

Glicose    

(g.L-1) 

Referência 

Bibliográfica 

Bagaço de 

Sorgo Sacarino 
15 33,3 32,8 101,9 Este trabalho 

Bagaço de 

Cana-de-Açúcar 
12 33 12,5 64 Maeda (2011) 

Resíduo Ind. 

Celulose 
16 20 17,5 74 Silva (2010) 

Bagaço de 

Cana-de-Açúcar 
12 20 25,9 58,4 

Vásquez 

(2007) 

 



Capítulo 5.  Resultados e Discussão 

 

265 

 

Este comportamento reflete a redução progressiva da taxa de formação de 

produto, pois a hidrólise enzimática é a etapa limitante do processo SSF, 

particularmente quando o meio a ser fermentado é inoculado com altas 

concentrações celulares, levando a levedura a consumir a glicose em elevadas taxas. 

De acordo com Rudolf et al. (2005), Sassner et al. (2006) e Sassner et al. (2007) 

a taxa de hidrólise enzimática em muitos casos reportados sobre processos SSF, é a 

taxa que governa um processo SSF, então, a concentração de células pode ser 

reduzida. Olofsson et al. (2008) reportaram que não há uma correlação positiva entre 

o tamanho do inóculo e a produção de etanol, em processos com concentrações 

celulares acima de 1 a 2 g/L para condições típicas de SSF (10 % de sólidos e 30 

FPU/g). Sendo assim, o tamanho do inóculo poderia ser reduzido neste processo. 

Portanto, um esforço no sentido de equilibrar as taxas de hidrólise e 

fermentação durante o processo SSF deve ser feito. 

A partir de 54 h de processo (29 h de SSF), não houve aumento significativo na 

concentração de etanol, sendo que, a maior concentração de etanol foi atingida em 

70 h processo (55 h de SSF), no valor de 94 g.L-1, que corresponde à uma 

produtividade volumétrica de 1,71 g.L-1.h-1 e uma conversão de celulose a etanol de 

70,6%. Estes resultados apresentam um acréscimo de apenas 11% na concentração 

de etanol, quando comparado com o resultado obtido em 21 h de SSF. 

 Como as velocidades das reações enzimáticas são influenciadas pela 

concentração de substrato, é natural que a velocidade da hidrólise diminua 

consideravelmente na medida em que a CPD é consumida. Em decorrência do 

consumo de substrato, tem-se o aumento do teor de lignina no meio reacional, 

provocando ligações improdutivas entre este composto polifenólico e as enzimas do 

complexo celulásico (MAEDA, 2010). Para investigar este fato, foi realizada uma 

perturbação no sistema, com a adição de uma carga enzimática de 10 FPU.g-1 sólidos 

(calculado em relação a carga total de CPD alimentada no processo) em 77 h de 

processo (62 h de SSF). O aumento na concentração de glicose, demonstra que a taxa 
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de hidrólise anterior a alimentação de enzima, provavelmente estava baixa devido às 

ligações improdutivas lignina-enzima.  

Também foi possível observar, que mesmo com o aumento da disponibilidade 

de glicose no meio reacional, resultante da hidrólise da celulose, a concentração de 

etanol permaneceu estacionária até o final do ensaio. Este fato, deve-se 

provavelmente à falta de nutrientes essenciais à levedura, já que nos ensaios 

discutidos anteriormente com esta mesma linhagem, foi possível constatar uma 

maior tolerância desta levedura em relação à concentração de etanol.  

Com base nestes resultados, uma melhoria no processo pode ser alcançada, 

com a alimentação de uma carga extra de enzima quando observada uma redução na 

taxa de fermentação (consequência da redução da taxa de hidrólise). Outra 

alternativa seria a incorporação ao meio reacional de compostos adsorventes à 

lignina, os quais se ligariam a esta, reduzindo os locais nos quais as enzimas se 

ligariam a lignina, como por exemplo, substâncias bioativas (biosurfactantes). 

Cabe ressaltar, que no âmbito da produção de etanol a partir de materiais 

lignocelulósicos, as celulases são insumos que impactam significativamente o 

processo, podendo representar até 18% do custo operacional de uma planta 

(ELIASSON et al., 2000; KILIAN e UDEN, 1988). Dessa forma, torna-se necessário o 

estudo de operações unitárias que permitam o aproveitamento e reciclo desses 

biocatalisadores ao reator de hidrólise, tais como processos de separação por 

membranas. Mores et al. (2001) estudaram o uso de módulos de microfiltração e 

ultrafiltração, respectivamente, para a separação da biomassa residual da hidrólise e a 

recuperação de celulases de Trichoderma reesei. Os autores apresentaram um estudo 

preliminar de impactos econômicos no uso de membranas para o reciclo de 

celulases, em processo para produção de etanol, e verificaram que com um fluxo de 

50 L.m-2.h-1, a redução no custo de produção do produto final foi de 0,048         

USD.L-1. Entende-se, portanto, que o reciclo de celulases é uma estratégia que deve 
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ser investigada mais profundamente, por ser uma provável alternativa para a 

viabilidade econômica de processos de segunda geração para produção de etanol.  

Cálculos de avaliação técnico-econômica indicam que uma redução de 50% na 

carga enzimática é benéfica se o rendimento diminuir menos que 6 – 7% e o tempo 

de residência não sofrer aumento maior que 30% (SASSNER et al., 2007). 

Levando tudo isso em consideração, podemos concluir que melhorias 

precisam ser feitas, na direção da diminuição da carga enzimática, como também no 

aumento da conversão de celulose a etanol. No entanto, os resultados obtidos neste 

estudo, utilizando processo SSF alimentado, são bastante promissores e indicam o 

grande potencial do bagaço de sorgo sacarino. Além disso, como pode ser 

observado na tabela 5.24, uma alta concentração de etanol foi obtida 

concomitantemente à uma alta produtividade volumétrica, requisitos estes, 

imprescindíveis para a viabilidade econômica em processos que envolvam produtos 

de baixo valor agregado. 

 

Tabela 5.24. Comparação dos resultados obtidos neste trabalho com a literatura, 

referentes ao processo SSF  

 Tempo SSF    

(h) 

Etanol     

(g.L-1) 

QP             

(g.L-1.h-1) 

Referência 

Bibliográfica 

Bagaço Sorgo Sacarino 21 84,4 4,02 Este trabalho 

Bagaço Cana-de-Açúcar 106 97,5 0,92 Maeda (2011) 

Resíduo Ind. Celulose 48 74,6 1,55 Silva (2010) 

Bagaço Cana-de-Açúcar 30 52,8 1,76 Vásquez (2007) 

Bagaço Cana-de-Açúcar 24 7,2 0,3 Santos et al. (2010) 
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5.3.7. Microscopia Eletrônica de Varredura do Bagaço de Sorgo (MEV) 

Com o propósito de se avaliarem as modificações superficiais nas fibras dos 

materiais lignocelulósicos, após as etapas de pré-tratamento ácido e alcalino, foram 

feitas análises de microscopia eletrônica de varredura. 

Fazendo uma análise comparativa das fotomicrografias do bagaço in natura, 

da celulignina ácida e da celulignina parcialmente deslignificada (Figura 5.48), 

observa-se uma mudança significativa da estrutura morfológica do bagaço de sorgo 

sacarino quando submetido aos pré-tratamentos ácido e alcalino, com uma visível 

desorganização das fibras. 

Através da análise microscópica foi possível observar que enquanto as fibras 

do bagaço de sorgo in natura encontram-se inteiras (Figura 5.46A), as do bagaço 

pré-tratado estão rompidas (Figura 5.46B e 5.46C), proporcionando uma melhor 

disponibilidade das fibras celulósicas para os processos subsequentes, tais como para 

a conversão enzimática da celulose em glicose, no processo de obtenção de etanol 

celulósico.  

As fotomicrografias corroboram com as análises químicas, as quais evidenciam 

uma grande solubilização dos componentes, tornando as fibras mais expostas a cada 

etapa de processamento da biomassa e com isso aumentando sua área superficial 

(OHGREN et al., 2007). 
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Figura 5.48. Fotomicrografias do bagaço de sorgo in natura (A); celulignina ácida 

(B) e celulignina parcialmente deslignificada (C) 

 

 

5.3.8. Considerações Gerais sobre o Bagaço de Sorgo Sacarino 

O etanol celulósico é uma promissora fonte de combustível sustentável e 

eficiente capaz de atender à demanda universal por combustíveis líquidos, tanto para 

propelir veículos quanto para alimentar as iminentes células de combustível. Diversos 

métodos para obtenção de etanol estão em experimentação e é imprescindível que o 

A B 

C 
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Brasil mantenha sua liderança natural neste campo para que o valor tecnológico 

agregado dos biocombustíveis possa ser revertido em nosso favor enquanto o 

produto avança para se tornar uma comoditie.  

Outro desafio igualmente importante é a preservação da biodiversidade. O 

aumento de produtividade esperado nos próximos 10 a 15 anos deve ser usado para 

diminuir a necessidade de expansão da área plantada para produzir combustível. Ao 

mesmo tempo, deve ser incentivado o aproveitamento dos resíduos industriais 

gerados. 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o bagaço de sorgo é 

um material bastante promissor para a produção de etanol de segunda geração, o 

qual poderá contribuir para o aumento da produtividade em etanol para atender à 

crescente demanda mundial, e como consequência produzir energia de forma limpa 

e eficiente.  

Estes resultados são de grande valor prático, uma vez que o custo de 

produção de etanol é essencialmente proveniente das matérias-primas e dos custos 

energéticos, portanto, o aproveitamento do bagaço, subproduto da produção de 

etanol de primeira geração, contribuirá para a diminuição no custo total do processo.  

Além disso, o custo da produção de etanol a partir de materiais lignocelulósicos está 

se tornando cada vez mais viável com o avanço das pesquisas nesta direção, 

podendo-se assim aumentar a produção deste combustível sem um aumento na área 

de plantio, e assim tornar o etanol brasileiro ainda mais competitivo. Somando-se a 

isto, a produção de etanol a partir do bagaço pode compartilhar as operações 

unitárias do processo de produção convencional do caldo, tais como, fermentação e 

destilação, podendo ser acoplado à produção de etanol de primeira geração.  

Portanto, a tecnologia de produção de biocombustíveis de segunda geração, 

embora esteja em fase de desenvolvimento, estará disponível no curto prazo, o que 

fará necessário a existência de uma infraestrutura para atender à nova demanda 

energética. 
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5.4. Balanço Material: Potencial do Sorgo Sacarino para a Produção de Bioetanol 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho em todas as etapas, foi feito um 

balanço material para a avaliação do potencial do sorgo sacarino para a produção de 

etanol e para a determinação do rendimento em etanol a partir das frações sacarínea, 

amilácea e lignocelulósica do sorgo sacarino. 

Para o cálculo do potencial teórico do sorgo sacarino para a produção de 

etanol, foi considerada uma eficiência de 100% em todas as etapas (sem perdas). 

Portanto, foi desconsiderada, a conversão de parte dos açúcares para o crescimento e 

manutenção celular. 

Os seguintes dados foram utilizados para a o cálculo do balanço de massa e 

para a avaliação do potencial das frações do sorgo sacarino para a produção de 

etanol:  

 

Grãos de Sorgo Sacarino 

 Massa inicial de grãos de sorgo: 1 ton; 

 Teor de amido (massa úmida): 68%; 

 Eficiência de hidrólise: 98,3% 

 Eficiência de fermentação: 99,8%; 

 Densidade do etanol: 0,789 g.(cm3)-1; 

 1,1: fator de conversão relacionado à adição de uma molécula de água (18 

g.mol-1) para liberação de uma molécula de glicose (180 g.mol-1), para cada 

ligação covalente rompida durante a hidrólise do amido; 

 0,511: fator de conversão máximo teórico de substrato em etanol. 

 

O ensaio fermentativo utilizado para este cálculo, foi o ensaio que apresentou a 

maior eficiência de fermentação (Ensaio Fermentativo 2). Portanto, a partir do 

balanço de massa para a produção de etanol a partir dos grãos de sorgo, podemos 
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concluir que partindo-se de 1 ton de grãos (massa úmida), foi possível produzir 475 L 

de etanol (Figura 5.49). 

Em relação ao potencial dos grãos de sorgo para a produção de etanol, 

podemos concluir que, a partir de 1 ton de grãos, com teor de amido de 68% (massa 

úmida), é possível produzir 480 L de etanol. Portanto, a partir das condições 

empregadas neste estudo para a produção de etanol a partir dos grãos de sorgo, foi 

possível obter uma eficiência global de 99%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.49. Balanço material da produção de etanol a partir dos grãos de sorgo 

1 TON GRÃOS DE SORGO 
68% amido (base úmida) 

HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 
 

HIDROLISADO ENZIMÁTICO 
E.H.: 98,3% 

Glicose: 170 g.L-1 (diluído) 
 

FERMENTAÇÃO 
E.F.: 99,8% 

Etanol: 86,7 g.L-1
 

ETANOL 
475 L/ton Grãos 
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Caldo de Sorgo Sacarino 

 Massa inicial de caldo de sorgo: 1 ton; 

 Eficiência de fermentação: 86,4%; 

 Densidade do etanol: 0,789 g.(cm3)-1; 

 Concentração total de açúcares no caldo de sorgo: 162 g.L-1; 

 Concentração total de açúcares após adição de enzimas amilolíticas: 189 g.L-1; 

 Densidade volumétrica do caldo de sorgo (16,2° Brix): 1,066 g.(cm3)-1; 

 Densidade volumétrica do caldo de sorgo (18,9° Brix): 1,08 g.(cm3)-1 

 0,511: fator de conversão máximo teórico de substrato em etanol. 

  

A densidade volumétrica do caldo de sorgo foi obtida através da tabela de 

Stammer, que correlaciona ° Brix com a densidade de soluções de açúcares a 17,5 °C. 

Os dados utilizados para este cálculo foram referentes ao ensaio fermentativo 

com a maior eficiência de fermentação (Ensaio Fermentativo 1). Portanto, a partir do 

balanço material para a produção de etanol a partir do caldo de sorgo sacarino, 

podemos concluir que partindo-se de 1 ton de caldo, foi possível produzir 85 L de 

etanol (Figura 5.50). 

Em relação ao potencial do caldo de sorgo para a produção de etanol, 

podemos concluir que, a partir de 1 ton de caldo, com uma concentração total de 

açúcares de 162 g.L-1, é possível produzir 98 L de etanol. No entanto, se enzimas 

amilolíticas forem adicionadas ao caldo de sorgo, a concentração de açúcares 

aumentaria para 189 g.L-1, portanto, o potencial para a produção de etanol seria de 

113 L de etanol.ton-1 caldo de sorgo. Desta forma,  as condições aplicadas neste 

trabalho, resultaram em 87,5% do máximo obtenível. 
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Figura 5.50. Balanço material para a produção de etanol a partir de caldo de sorgo 

sacarino 

 

Bagaço de Sorgo Sacarino 

 Massa inicial de bagaço: 1 ton; 

 Relação sólido/líquido no pré-tratamento ácido: 1/4,52 g/mL; 

 Volume de hidrolisado recuperado após o pré-tratamento ácido: 2.980 L; 

 Eficiência de recuperação no pré-tratamento ácido: 64,4%; 

 Eficiência de pré-tratamento ácido: 97,8%; 

 Concentração de xilose no hidrolisado hemicelulósico: 47,7 g.L-1; 

 Concentração de glicose no hidrolisado hemicelulósico: 15,3 g.L-1; 

 Eficiência de fermentação (hidrolisado hemicelulósico): 93,2%; 

 Rendimento mássico do pré-tratamento ácido: 66,2%; 

 Rendimento mássico do pré-tratamento alcalino: 56,7%; 

 Eficiência de conversão de celulose a etanol no SSF: 63,4%; 

 Densidade do etanol: 0,789 g.(cm3)-1; 

 Teor de celulose no bagaço in natura: 40,42%; 

 Teor de hemicelulose no bagaço in natura: 20,05%; 

1 TON CALDO DE SORGO 
162 g.L-1 açúcares 

FERMENTAÇÃO 
E.F.: 86,4% 

Etanol: 71,7 g.L-1 

ETANOL 
85 L/ton Caldo 
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 0,511: fator de conversão máximo teórico de substrato em etanol; 

 1,1: fator de conversão relacionado à adição de uma molécula de água (18 

g.mol-1) para liberação de uma molécula de glicose ou xilose (180 g.mol-1), 

para cada ligação covalente rompida durante a hidrólise da celulose ou 

hemicelulose. 

  

Portanto, considerando a eficiência de recuperação do pré-tratamento ácido 

(64,4%), a partir de 1 ton de bagaço, foram produzidos 113 L de etanol a partir do 

hidrolisado hemicelulósico. No entanto, se considerarmos a eficiência de pré-

tratamento (97,8%), este valor aumenta para 130 L etanol/ton de bagaço. A partir da 

fração celulósica do bagaço de sorgo 134 L etanol/ton de bagaço. 

Em relação ao potencial do bagaço de sorgo para a produção de etanol, temos 

que a partir de 1 ton de bagaço, é possível obter 288 L de etanol a partir da fração 

celulósica e 142 L de etanol a partir da fração hemicelulósica.  A figura 5.51 apresenta 

o balanço material para a produção de etanol de segunda geração a partir do bagaço 

de sorgo sacarino. 

A tabela 5.25 apresenta o rendimento em etanol obtido a partir deste trabalho, 

o potencial do sorgo sacarino para a produção deste produto e o rendimento das 

diferentes frações do sorgo sacarino do híbrido utilizado neste trabalho (KLINK, 

2010).  
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Figura 5.51. Balanço material para a produção de etanol de segunda geração a partir 

de bagaço de sorgo sacarino. CPD: Celulignina Parcialmente Deslignificada; SSF: 

Sacarificação e Fermentação Simultâneas 

 

1 TON BAGAÇO DE SORGO 
Celulose: 40,42% 

Hemicelulose: 20,05% 
Lignina: 19,79% 

 

SSF 
ECC: 63,4% 

Etanol: 84,4 g.L-1
 

ETANOL 2G 
247 L/ton 

PRÉ-TRATAMENTO ÁCIDO 
E.H: 64,4% 
R.M: 66,2% 

HIDROLISADO 
HEMICELULÓSICO 

Xilose:47,7 g.L-1  
Glicose: 15,3 g.L-1 

 

FERMENTAÇÃO 
E.F: 93,2% 

Etanol: 30 g.L-1
 

ETANOL HEMICELULÓSICO 
113 L/ton 

PRÉ-TRATAMENTO 
ALCALINO 
R.M: 56,7% 

CELLULIGNINA ÁCIDA 
662 Kg 

Celulose: 45,78% 
Hemicelulose: 2,53% 

Lignina: 27,79% 
 

CPD 
375 Kg 

Celulose: 78,91% 
Hemicelulose: 0 
Lignina: 5,14% 

ETANOL CELULÓSICO 
134 L/ton 

LICOR ALCALINO 
Concentrado em lignina 
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Observa-se a partir da tabela 5.25 que o rendimento em etanol obtido neste 

trabalho foi de 160 L/ton de sorgo sacarino, totalizando 13.600 L de etanol/ha/safra. 

Este valor correpsonde a 79,1% do potencial teórico.  

 

Tabela 5.25. Balanço material da produção de etanol a partir das frações sacarínea, 

amilácea e lignocelulósica do sorgo sacarino; rendimento de biomassa e etanol 

  Biomassa* 

(ton/ha) 

Etanol (L/ton) 
Etanol                         

(L/ton sorgo sacarino) 
Etanol 

(L/ha) 
  Teórico Este Trabalho Teórico Este Trabalho 

Grãos  5 480 475 28,8 28,5 2.375 

Caldo  45 98 85 51,9 45 3.825 

Bagaço 

Fração 

Celulósica 
30 

288 134 

150,5 86,4 7.410 
Fração 

Hemicelulósica 
142 113 

Palha e 

Folhas 
 5 ____ ____ ____ ____ ____ 

Total  85   231,2 160 13.600 

a – com o uso de enzimas amilolíticas 

* Klink (2010a) 

 

A tabela 5.26 apresenta a produtividade e o rendimento em etanol de 

diferentes culturas. Comparando os dados reportados na tabela 5.26 com os 

resultados obtidos neste trabalho, observa-se que o rendimento em etanol do sorgo 

sacarino e da cana-de-açúcar é próximo, sendo, portanto, uma alternativa bastante 

promissora para o cultivo em regiões em que a cana não tem adaptação. Além disso, 

se for feito o aproveitamento das frações sacarínea, amilácea e lignocelulósica do 

sorgo (caldo, bagaço e grãos), a concentração de etanol por hectare em uma safra é 

praticamente o dobro da concentração obtida com a conversão do caldo de cana. 

O sorgo, por se tratar de uma cultura de ciclo vegetativo curto, de 90 a 130 

dias, também se apresenta ideal para o complemento na produção de etanol durante 
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o período de entressafra da cana-de-açúcar, cujo ciclo é de ano e meio ou anual, nas 

grandes usinas de etanol, permitindo ampliar o período de uso em três meses. 

 

Tabela 5.26. Rendimento em biomassa e etanol de diferentes culturas 

 
Biomassa 

(ton/ha) 

Etanol 

(L/ton) 

Etanol 

(L/ha) 

Cana de açúcar (colmos) 77 80 6200 

Cana-de-açúcar (bagaço) 25 254 - 272 6.300 - 6.800 

Sorgo (grão) 2,5 – 5,0 450 - 480 775-1850 

Sorgo (caldo) 35 - 75 76 - 80 4.070 - 7.620 

Sorgo (bagaço) 30 304 - 430 9.120 - 12.900 

Milho (grão) 4,4 388 3.460 - 4020 

Milho (palha) ___ ___ 1.050 - 1.400 

Mandioca ___ ___ 3.310 

Beterraba sacarina 50 - 70 94 - 102 5.010 - 6.680 

Trigo 7 376 2.590 

Swichgrass 38 280 10.760 

Cevada ___ 325 - 358 ___ 

Fonte: Cruz et al. (2007), UDOP (2009b), BNDES (2003), Santos (2007), Emydio (2010), Souza  

et al. (2005), Yu et al.(2010); Duailibi, Tabak, Cheryl, Brown (apud Mussato et al., 2010); DSD 

(2005); Solvi et al. (2010); Szulczyk et al. (2010); Vasilakoglou et al. (2011) 

 

Também apresenta características interessantes para as propriedades médias e 

pequenas, as quais possibilitam uma maior rotação de culturas e produção do 

próprio combustível. 
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5.5. Considerações Finais 

Não há dúvidas que a produção de etanol a partir de cana trata-se de um 

complexo produtivo impressionante, porém com a matriz energética centrada apenas 

em uma cultura. Portanto, faz-se necessária a busca por outras fontes de matérias-

primas para produção de etanol, visando à sustentabilidade e à consolidação do 

conceito de energia renovável. O Brasil, além de concentrar grande número de 

pequenos, médios e grandes produtores, apresenta uma diversidade de condições 

ambientais que permitem, ao explorar o potencial de matérias-primas renováveis e 

com aptidão regional, promover a descentralização da produção de etanol. 

Altas concentrações de açúcares foram obtidas no processo de hidrólise 

enzimática do amido dos grãos de sorgo, empregando baixas cargas enzimáticas e 

tempos de hidrólise menores do que aqueles reportados na literatura. Além disso, a 

produção de bioetanol de material amiláceo (milho) também é um processo maduro 

e dominado na indústria de produção de etanol em outros países. Sua similaridade 

com o processo de produção de etanol de sorgo pode ser implantado nas usinas 

brasileiras sem necessidade de grandes adaptações nas plantas industriais, 

particularmente em períodos de entressafra. O mesmo se aplica ao caldo de sorgo, 

visto que a concentração deste é bastante similar ao caldo de cana-de-açúcar. 

As concentrações de etanol atingidas na fermentação das frações 

hemicelulósicas e celulósicas sinalizam para uma possível utilização deste material 

para produção de etanol de segunda geração em escala produtiva. No entanto, 

melhorias devem ser perseguidas para o aumento do rendimento final, que pode ser 

contornadas com o uso de um eficiente processo de separação da fração líquida e 

sólida após os pré-tratamentos. 

Diante do exposto, o sorgo sacarino possui alto potencial, do ponto de vista 

agronômico e industrial, como produtor de energia renovável, devido a sua alta 

produtividade de biomassa por hectare, somado com a habilidade de crescimento 
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em regiões com diferentes condições climáticas. Além disso, as culturas de milho e 

cana-de-açúcar causam mais erosões ao solo (PIMENTEL, 2003).  

O sorgo também é conhecido como uma das culturas mais variáveis em 

termos de recursos genéticos e de germoplasma, que permite a criação e 

desenvolvimento de novos cultivares adaptados às diferentes regiões ao redor do 

mundo (ZHANG et al., 2010), além de causar menos erosão ao solo do que as 

culturas de milho e cana-de-açúcar. Somado a isto, Almodares e Hadi (2009) 

relataram que o sorgo sacarino tem uma razão energia produzida/energia fóssil 

consumida maior quando comparado à cana, beterraba, milho e trigo. 

Estas qualidades fazem do sorgo uma importante matéria-prima para a 

produção de etanol, principalmente em regiões com condições de clima não 

favoráveis para o cultivo de cana-de-açúcar e naquelas onde a cana tem adaptação, 

seria uma cultura complementar na entressafra estendendo o período de colheita por 

mais quatro meses, evitando a ociosidade das destilarias.  

A produção de etanol celulósico com alta eficiência e sustentabilidade não 

será tarefa de poucos, mas resultará da integração entre diversos grupos de pesquisa 

especializados em diferentes áreas da fisiologia, ecologia, bioquímica, genética, 

enzimologia, física e engenharia, entre outras.  

O Brasil está diante de mudança no modo de produção rara ou talvez inédita 

na história. Podemos desenvolver uma tecnologia de alto valor agregado e ao 

mesmo tempo usá-la também para recuperar a biodiversidade, integrando 

sustentabilidade e desenvolvimento tecnológico.  
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Capítulo 6 

 

Conclusões e Sugestões para Trabalhos Futuros 

Neste capítulo estão apresentadas as conclusões consideradas mais 

importantes do trabalho realizado. Faz-se uma avaliação se os resultados obtidos 

foram satisfatórios, apontando os novos conhecimentos adquiridos pela aplicação 

prática dos conceitos empregados.  
Apresentam-se algumas sugestões para futuros trabalhos e pesquisas a serem 

desenvolvidas, provenientes dos resultados obtidos neste trabalho. 
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6.1. Conclusões e Considerações Finais 

 

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que: 

 

Grãos de Sorgo Sacarino 

 

 Corroborando com os dados da literatura, ficou evidente a imprescindibilidade 

da enzima liquidificante antes da atuação da enzima sacarificante na hidrólise 

do amido dos grãos de sorgo, demonstrando o sinergismo existente entre 

ambas as atividades enzimáticas. As condições ótimas para a hidrólise 

enzimática, as quais resultaram na maior concentração de açúcares, 

empregando as menores cargas enzimáticas foram: diâmetro de partícula de 

0,5 mm; relação sólido/líquido de 1/3 mL.g-1; carga de -amilase de 20 L.g-1 

grão; carga de glucoamilase de 40 L.g-1 grão, temperatura de hidrólise com 

glucoamilase de 55°C, atingindo eficiência de hidrólise de aproximadamente 

100%; 

 

 O acompanhamento cinético dos processos de fermentação do hidrolisado 

enzimático dos grãos de sorgo empregando a linhagem industrial de 

Saccharomyces cerevisiae JP1 resultou nos seguintes valores: fator de 

rendimento de etanol por substrato consumido (YP/S) de 0,499; 0,510 e 0,470 

g.g-1; produtividade em etanol (QP) de 4,41; 5,42 e 3,46 g.L-1.h-1 e concentração 

final de etanol (P) de 105,8; 86,7 e 97 g.L-1, respectivamente. Estes valores 

colocam o processo em tela como complemento ao etanol de caldo de cana, 

sinalizando para desdobramentos tecnológicos futuros; 
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 Ficou evidente a superioridade da linhagem industrial de Saccharomyces 

cerevisiae empregada neste trabalho quando comparada a levedura de 

panificação; valores máximos de concentração de etanol obtidos a partir da 

fermentação do hidrolisado enzimático dos grãos de sorgo foram de 105,8 e 

87,4 g.L-1, respectivamente; 

 

 O processo de hidrólise dos grãos de sorgo com o preparado celulásico 

atingiu concentrações de açúcares redutores maiores do que as obtidas sem o 

emprego desta, devido aos açúcares provenientes da celulose presente na 

casca dos grãos e/ou do amido que se encontrava ligado a casca dos grãos de 

sorgo. Verificou-se um aumento de 33,7% na concentração de açúcares 

redutores, quando se empregou uma carga enzimática de celulases de apenas 

20 L.g-1 atingindo 275 g.L-1 de açúcares redutores, os quais podem ser usados 

como substrato para outros processos fermentativos, dentro do contexto de 

biorrefinarias; 

 

 A concentração de açúcares redutores obtidos no processo de hidrólise 

enzimática do amido dos grãos de sorgo, empregando as enzimas celulase, -

amilase e glucoamilase foi de 275,4 g.L-1, correspondendo a eficiência de 

hidrólise de 109,5%; 

 

 As análises de microscopia eletrônica de varredura mostraram que a estrutura 

dos grãos de sorgo foi sendo decomposta após a hidrólise enzimática e o 

processo fermentativo. 
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Caldo de Sorgo Sacarino 

 

 A partir da fermentação do caldo de sorgo sacarino empregando a linhagem 

industrial de Saccharomyces cerevisiae JP1 e sem a adição de nutrientes ao 

meio, foi possível obter uma concentração de etanol de 71,7 g.L-1, com um 

fator de rendimento em produto de 0,443 g.g-1 e produtividade volumétrica 

de 6,52 g.L-1.h-1, valor este semelhante aos obtidos nos processos industriais 

empregando caldo de cana-de-açúcar. Estes valores resultaram em um 

rendimento em etanol de 85 L/ton caldo de sorgo sacarino, o que 

corresponde a 45 L etanol/ton sorgo sacarino; 

 

 A adição de amilases ao caldo de sorgo sacarino resultou em um aumento de 

40% na concentração final de glicose, devido à hidrólise do amido presente no 

caldo do sorgo. 

 

Bagaço de Sorgo Sacarino 

 

 A partir do uso de técnicas de planejamento experimental foi possível otimizar 

o pré-tratamento ácido do bagaço de sorgo sacarino, permitindo a obtenção 

de um hidrolisado com alta concentração de xilose e baixas concentrações de 

furfural e ácido acético.  As condições ótimas para este processo foram: 

relação sólido/líquido de 1/4,52 g.mL-1; concentração de ácido sulfúrico de 

1,39% (v/v) e tempo de exposição de 46,7 min, as quais resultaram em um 

hidrolisado com 47,2 g.L-1 de xilose; 8,65 g.L-1 de ácido acético e 0,17 g.L-1 de 

furfural; 
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 O pré-tratamento ácido foi eficiente na remoção da fração hemicelulósica, 

resultando na extração de 91,6% da hemicelulose presente inicialmente no 

bagaço de sorgo sacarino in natura. No entanto, a remoção de lignina após 

esta etapa foi somente de 7,1%, sendo imprescindível uma etapa subsequente 

para a remoção desta; 

 

 A fermentação do hidrolisado hemicelulósico, obtido a partir do pré-

tratamento ácido nas condições otimizadas, resultou em uma concentração de 

etanol de 30 g.L-1, eficiência de fermentação de 93,2% e produtividade 

volumétrica em produto de 1,30 g.L-1.h-1; 

 

 A remoção de 89,5% no teor de lignina após o pré-tratamento alcalino foi 

satisfatória, empregando uma concentração de 0,25 M de hidróxido de sódio; 

 

 O uso do pré-tratamento alcalino após o pré-tratamento ácido resultou em 

um material com alto teor de celulose (78,9%), baixo teor de lignina (5,14%) e 

na remoção total da hemicelulose; 

 

 Na etapa de pré-hidrólise enzimática da celulignina parcialmente 

deslignificada, as condições que resultaram na maior concentração de glicose 

empregando a menor carga enzimática foram: tempo de pré-hidrólise de 15 h, 

relação sólido/líquido de 1/3,33 g.mL-1 e carga de celulase de 32,8 FPU.g-1 

sólido. A concentração de glicose obtida nestas condições foi de 86,23 g.L-1; 

 

 O desempenho da hidrólise enzimática melhorou significativamente quando o 

bagaço de sorgo pré-tratado com ácido sulfúrico foi deslignificado com 

hidróxido de sódio; 
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 Em relação a etapa de sacarificação e fermentação simultâneas (SSF) 

conduzida em biorreator, uma produção de 84,4 g.L-1 de etanol em 36 h de 

processo (21 h de SSF) foi atingida. Esta concentração corresponde a uma 

produtividade volumétrica de 4,02 g.L-1.h-1 e uma eficiência de conversão de 

celulose em etanol de 63,4%. Entretanto, o processo sinaliza a possibilidade de 

se obter valores maiores; 

 

 A partir do balanço material do processo de produção de etanol foi possível 

obter 45, 28,5 e 86,4 L etanol/ton a partir das frações sacarínea, amilácea e 

lignocelulósica, respectivamente, totalizando 160 L etanol/ton de sorgo 

sacarino, o que corresponde a 13.600 L etanol/ha; 

 

 A análise dos materiais lignocelulósicos por microscopia eletrônica de 

varredura comprova a grande alteração na estrutura morfológica destas 

biomassas após a ação do pré-tratamento ácido e da deslignificação alcalina, 

deixando as fibras celulósicas mais acessíveis à sacarificação enzimática. 

 

A agroindústria apresenta grandes possibilidades de diversificação de produtos e 

incremento das disponibilidades energéticas, caminhando em direção às 

biorrefinarias, complexos produtivos capazes de fornecer bioenergia e biomateriais 

diversos. Há, certamente, muito que fazer e desafios por superar para a expansão dos 

sistemas bioenergéticos, mas os benefícios serão proporcionais, na medida em que 

um desenvolvimento energético saudável e consistente é determinante para 

consolidar uma nova relação entre a natureza e a sociedade. É com base nesse ponto 

de vista que a produção e o uso de bioetanol oferecem a perspectiva concreta de 

uma realidade energética mais sustentável e fazem dessa agroindústria a alavanca de 

desejáveis transformações sociais e econômicas. 
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O modelo brasileiro, aperfeiçoado por décadas e com possibilidades de expandir-

se com produtividade e eficiência, está à disposição dos países que buscam reduzir 

competitivamente suas emissões de gases de efeito estufa e diversificar suas fontes 

de suprimento energético ou que, por seu clima, seu solo e sua gente, poderão 

replicar com sucesso a produção eficiente de biocombustíveis, para uso e benefício 

de todos.   

 

6.2. Sugestões para Trabalhos Futuros 

 

 Avaliar a produção de etanol a partir de grãos de sorgo em processo contínuo 

com células livres e imobilizadas, com diferentes configurações de biorreatores 

(CSTR e leito fixo); 

 

 Comparar o desempenho do processo batelada e contínuo utilizando 

diferentes variáveis de resposta tais como, concentração final de etanol, 

produtividade e fatores de rendimento; 

 

 Avaliar a adição das enzimas amilolíticas e das células simultaneamente, 

realizando desta forma as etapas de liquefação, sacarificação e fermentação 

do material amiláceo concomitantemente, a temperatura de 37 °C; 

 

 Otimizar a carga de amilases a ser adicionada ao caldo de sorgo sacarino para 

o aumento da concentração de glicose e avaliar a fermentação após o uso 

destas enzimas; 

 

 Avaliar o efeito do aumento da concentração celular na fermentação do caldo 

de sorgo sacarino no rendimento em etanol;  
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 Avaliar outros processos para a remoção da hemicelulose e lignina do bagaço 

do sorgo sacarino; 

 

 Investimentos na etapa de filtração para a recuperação do material retido na 

matriz sólida após o pré-tratamento ácido, o que aumentaria o rendimento 

final de etanol; 

 

 Em relação ao processo de sacarificação e fermentação simultâneas (SSF), 

avaliar a alimentação extra de enzima após o início da fermentação, com a 

finalidade de reduzir o tempo de processo e aumentar a concentração final de 

etanol; 

 

 Diminuir a concentração celular no processo de sacarificação e fermentação 

simultâneas (SSF), já que a taxa de hidrólise enzimática é a taxa que governa 

este processo, logo, o tamanho do inóculo pode ser reduzido;  

 

 Avaliar a diminuição da carga enzimática no processo de sacarificação e 

fermentação simultâneas (SSF) seja pela alimentação desta ou dos sólidos no 

decorrer do processo; 

 

 Avaliar o efeito da suplementação do processo de sacarificação e fermentação 

simultâneas (SSF), já que em alguns ensaios realizados neste trabalho foi 

possível constatar uma maior tolerância da levedura empregada em relação à 

concentração de etanol; 
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 Realizar estudos para aplicação da lignina para a produção de metabólitos de 

maior valor agregado dentro do conceito de biorrefinaria; 

 

 Realizar uma modelagem matemática para gerar um layout da planta de 

produção de etanol empregando as frações sacarínea, amilácea e 

lignocelulósica.  
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ANEXO 1 

 
 

 
 

UNICAMP 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 

FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS 
DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS 

 

 
 

Campinas, 17 de junho de 2011. 
 

 
 

Estamos encaminhando os resultados das análises de lipídeos, cinzas, fibra bruta e proteínas 

nas amostras 1, 2 e 3. 

 
Amostras Lipídeos (%) Cinzas (%) F. Bruta (%) Proteínas (%) 

1 3,37 ± 0,04 1,15 ± 0,04 1,40 ± 0,03 10,06 ± 0,07 

2 3,41 ± 0,10 1,44 ± 0,02 2,34 ± 0,02 13,00 ± 0,10 

3 4,45 ± 0,22 3,25 ± 0,01 4,02 ± 0,17 23,36 ± 0,33 

 
Onde: 1 - Grãos de sorgo in natura 

           2 - Grãos de sorgo após hidrólise enzimática 

           3 - Grãos de sorgo após fermentação 

 

* Os valores que seguem depois símbolo ± , do lado das médias, indicam o desvio padrão 

das triplicatas de cada análise realizada nas três amostras. 

As análises realizadas seguiram as metodologias citadas abaixo: 

Lipídeos – Método da AACC 30-25 

Cinzas – Método da AACC 08-12 
Fibra Bruta – Método do Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz 533p. 

Proteínas – Método da AACC 46-13 

 
Referências Bibliográficas: 

 
• American Association of Cereal Chemists, Approved Methods, 30-25, Minnesota, 1995, 

vol 1. 

• American Association of Cereal Chemists, Approved Methods, 08-12, Minnesota, 1995, 

vol 1. 

• Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz, Métodos Químicos e Físicos para análise de 

alimentos, 1985, vol 1. 

• American Association of Cereal Chemists, Approved Methods, 46-13, Minnesota, 1995, 

vol 1. 

 
Qualquer dúvida, estamos à disposição. 

 

Alessandra Silva Coelho 

Técnica Responsável pelo Laboratório de Cereais 

Fone: 19-35214004  e-mail: ascoelho@fea.unicamp.br 

mailto:ascoelho@fea.unicamp.br


Referências Bibliográficas 

 

291 

 

Referências Bibliográficas 
 

ABENGOA BIOENERGY. (2008). Tecnologias: Etanol de cereal. Disponível em: 

http://www.abengoabioenergy.com/sites/bioenergy/pt/acerca_de/informacion_tecnic

a/preguntas/dosier_bioetanol/tecnologias/index.html. Acesso em: 17 jun. 2009. 

 

AGBOGBO, F.K.; COWARD-KELLY, G.; TORRY-SMITH, M. WENGER, K.S. Fermentation 

of glucose/xylose mixtures using Pichia stipitis. Process Biochemistry, v.41, p.2333-

2336, 2006. 

 

AIBA, S.; HUMPHREY, A. E.; MILLIS, N. Biochemical Engineering. 2nd edition. 

Academic Press, Inc., 1973, 434 p. 

 

AITA, G. A.; KIM, M. Pretreatment Technologies for the Conversion of Lignocellulosic 

Materials to Bioethanol Sustainability of the Sugar and Sugar Ethanol Industries. 

American Chemical Society, p.117-145, 2010. 

 

ALCOPAR. Associação de Produtores de Álcool e Açúcar do Estado do Paraná. 

Disponível em: http://www.alcopar.org.br. Acesso em: 28 Jun. 2009.  

 

ALFENORE, S.; CAMELEYRE, X.; BEUBADIS, L.; BIDEAUX, C.; URIBELARREA, J. L.; GOMA, 

G.; MOLINA-JOUVE, C.; GUILLOUET, S. E. Aeration strategy: a need for very high 

ethanol performance in Saccharomyces cerevisiae fed-batch process. Applied 

Microbiology and Biotechnology, v.63, n.5, p.537-542, 2004. 

 

ALMODARES, A.; HADI, M. R. Production of bioethanol from sweet sorghum: A review. 

African Journal of Agricultural Research, v.4, n.9, p.772 - 780, 2009. 

 

ALPER, H.; STEPAHNOPOULOS, G. Engineering for biofuels: exploiting innate 

microbial capacity or importing biosynthetic potential? Nature Reviews, v.7, p.715-

723, 2009. 

 

ALVES, L. A.; FELIPE, M. G. A.; ALMEIDA e SILVA, J. B.; SILVA, S. S.; PRATA, A. M. R. 

Pretreatment of sugarcane bagasse hemicellulose hydrolysate for xylitol production 

by Candida guilliermondii. Applied Biochemistry and Biotecnology, v. 70-72, p.89-

98, 1998. 

 

ANDERSEN, O. Internationalization and Market entry mode: A review of theories and 

conceptual frameworks. Management International Review, v.37, n.2, 1997. 

 

http://www.abengoabioenergy.com/sites/bioenergy/pt/acerca_de/informacion_tecnica/preguntas/dosier_bioetanol/tecnologias/index.html
http://www.abengoabioenergy.com/sites/bioenergy/pt/acerca_de/informacion_tecnica/preguntas/dosier_bioetanol/tecnologias/index.html


Referências Bibliográficas 

 

292 

 

ANDERSSON, Y.; HEDLUND, B. Extruded wheat flour: correlation between processing 

and product quality parameters. Food Quality and Preference, v.2, n.4, p.201, 1990. 

 

ANDRIETTA, S. R.; FERREIRA, E.; ANDRIETTA, M. G. S. Avaliação da influência da 

velocidade de alimentação sobre o rendimento e produtividade dos processos 

de produção de etanol operando em batelada alimentada. 7 p. Campinas. 

Disponível em: 

<http://www.enq.ufc.br/eventos/sinaferm/trabalhos_complestos/t043.doc>. Acesso 

em: 20 jan. 2010. 

 

ANTUNES, R. C.; RODRIGUEZ, N. M.; GONÇALVES, L. C.; RODRIGUES, J. A. S.; BORGES, 

I.; BORGES, A. L. C. C.;  SALIBA, E. O. S. Composição bromatológica e parâmetros 

físicos de grãos de sorgo com diferentes texturas do endosperma. Arq. Bras. Med. 

Vet. Zootec., v.59, n.5, p.1351-1354, 2007. 

 

ANTUNES, J. C. Bioconversão de D-xilose a etanol por células de Pichia stipitis. 

1997. Dissertação (Mestrado em Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos) - 

Escola de Química, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 1997. 

 

AOAC - ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of 

analysis of the Association of Official Analytical Chemists. 12. ed. Washington, 

1975. p. 1994.  

 

APPS - Associação Paulista dos Produtores de Sementes e Mudas. (2006). Sorgo: 

ótima opção para safrinha. Disponível em: 

<http://www.apps.agr.br/upload/ax2_2402200649695300_sorgo-

seednewsjan2006.pdf>. Acesso em: 13 Jun. 2009. 

 

ARRUDA P. V.; FELIPE M. G. A. Role of glycerol addition on xylose-to-xylitol 

bioconversion by Candida guilliermondii. Current Microbiology, v.58, p.274-278, 

2009. 

 

ASAOKA, M.; OKUNO, K.; SUGINOTO, Y.; YANO, M.; OMURA, T.; FUWA, H. 

Characterization of endosperm starch from high-amylose mutants of rice (Oryzae 

sativa L.) Starch/Stärke, v.38, p.114-121, 1986. 

 

ASPINALL, G. O. Chemistry of cell wall polysaccharides. In: STUMPF, P. K.; CONN, E. E. 

(Eds.) The biochemistry of plants. London: Academic Press, 1980, v.3, p.473-500.  

 

http://www.apps.agr.br/upload/ax2_2402200649695300_sorgo-seednewsjan2006.pdf
http://www.apps.agr.br/upload/ax2_2402200649695300_sorgo-seednewsjan2006.pdf


Referências Bibliográficas 

 

293 

 

ANFAVEA - Associação Nacional dos Fabricantes de Veículos Automotores. 2009. 

Anuário estatístico. Disponível em: <http://www.anfavea.com.br>. Acesso em: 21 

abr. 2011. 

 

ATTFIELD, P. V.; BELL, P. J. Use of population genetics to derive non-recombinant 

Saccharomyces cerevisiae strains that grow using xylose as a sole carbon source. 

FEMS Yeast Research, v.6, p.862–868, 2006. 

 

AZZINI, A.; TEIXEIRA, J. P.; MORAES, R. M.; CAMARGO, A. J. F. P. Correlação com o teor 

de sólidos solúveis do caldo e a densidade básica do colmo de cana. Revista 

Científica do Instituto Agronômico, Campinas, v.39, n.5, p.181-183, 1980. 

 

BAFRNCOVÁ, P.; ŠMOGROVI COVÁ, D.; SLÁVIKOVÁ, I.; PÁTKOÁ, J.; DÖMÉNY, Z. 

Improvement of very high gravity ethanol fermentation by media supplementation 

using Saccharomyces cerevisiae. Biotechnology Letters, v.21, p.337-341, 1999. 

 

BAI, F. W.; ANDERSON, W. A.; MOO-YOUNG, M. Ethanol fermentation technologies 

from sugar and starch feedstocks. Biotechnology Advances, v.26, p.89-105, 2008. 

 

BAI, F. W.; CHEN, L. J.; ANDERSON, W. A.; MOO-YOUNG, M. Parameter oscillations in 

very high gravity medium continuous ethanol fermentation and their attenuation on 

multi-stage packed column bioreactor system. Biotechnology and Bioengineering, 

v.88, p.558-66, 2004a. 

 

BAI, F. W.; CHEN, L. J.; ZHANG, Z.; ANDERSON, W. A.; MOO-YOUNG, M. Continuous 

ethanol production and evaluation of yeast cell lysis and viability loss under very high 

gravity medium conditions. Journal of Biotechnology, v.110, p.287-93, 2004b. 

 

BALAT, M.; BALAT, H.; CAHIDE, O. Progress in bioethanol processing. Progress in 

Energy and Combustion Science, v.34, p.551- 573, 2008. 

 

BALLESTEROS, M.; OLIVA, J. M.; MANZANARES, P.; NEGRO, M. J.; BALLESTEROS, I. 

Ethanol production from paper material using a simultaneous saccharification and 

fermentation system in a fed-batch basis. World Journal of Microbiology and 

Biotechnology, v.18, p.559–561, 2002. 

 

BANERJEE, R.; PANDEY, A. Bio-industrial applications of sugarcane bagasse: a 

technological perspective. International Sugar Journal, Glamorgan, v.104, p.1238, 

2002. 

 



Referências Bibliográficas 

 

294 

 

BANERJEE, S.; MUDLIAR, S.; SEN, R.; GIRI, B.; SATPUTE, D.; CHAKRABARTI, T.; PANDEY, 

P. R. Commercializing lignocellulosic bioethanol: technology bottlenecks and possible 

remedies. Biofuels, Bioproducts and Biorefinering, v.4, p.77-93, 2010. 

 

BANZATTO, N. V. Instruções para a cultura do sorgo. Campinas, Instituto 

Agronômico, 1969. 20p. (Boletim 190) 

 

BARCELOS, C. A.; MAEDA, R. N.; BETANCUR, G. J. V.; PEREIRA JR., N. Ethanol 

production from sorghum grains [Sorghum bicolor (L.) Moench]: evaluation of the 

enzymatic hydrolysis and the hydrolysate fermentability. Brazilian Journal of 

Chemical Engineering, v.28, n.04, p.597 - 604, 2011. 

 

BARRE, P.; BLONDIN, B.; DEQUIN, S.; FEUILLAT, M.; SABLAYROLLES, J.M.; SALMON, 

J.M. La levadura de fermnetación alcohólica. In: FLANZY, C. Enología: fundamentos 

científicos e tecnológicos. Madrid: Mundi-Prensa e AMV, p. 274-315, 2000. 

 

BARROS NETO, B.; SCARMINIO, I. S.; BRUNS, R. E.  Como fazer experimentos: 

pesquisa e desenvolvimento na ciência e na indústria. Campinas: Editora da 

Unicamp, v.3, 2007. 480 p. 

 

BARROS NETO, B.; SCARMINIO, I. S.; BRUNS, R. E. Planejamento e otimização de 

experimentos. 2 ed. Campinas: Ed. UNICAMP, 1995. 299 p. 

 

BASSO, L. C.; ALVES, D. M. G.; AMORIM, H. V. (1996). Processos de produção de 

álcool – Controle e Monitoramento, 2a
 

ed. FERMENTEC/FEALQ/ESALQ – USP. 

Piracicaba, 1996. 

 

BASTOS, L. I. B. Utilização de farinha compostas de trigo e sorgo para a 

fabricação de pão. 1980. 114 f. Dissertação (Mestrado em Engenharia de Alimentos). 

Faculdade de Engenharia de Alimentos e Agrícola, Universidade Estadual de 

Campinas,1980. 

 

BASTOS, V. D. Etanol, alcoolquímica e biorrefinarias. Banco Nacional de 

Desenvolvimento Econômico e Social Setorial, Rio de Janeiro, n. 25, p. 5-38, mar. 

2007. 

 

BATISTA, F. EUA devem superar Brasil nas exportações de etanol. 28 agosto, 2011. 

Valor Econômico. Disponível em: <http://www.valor.com.br/empresas/988838/eua-

devem-superar-brasil-nas-exportacoes-de-etanol>. Acesso em: 09 fev. 2012. 

 

http://www.valor.com.br/empresas/988838/eua-devem-superar-brasil-nas-exportacoes-de-etanol
http://www.valor.com.br/empresas/988838/eua-devem-superar-brasil-nas-exportacoes-de-etanol


Referências Bibliográficas 

 

295 

 

BATT, C. A.; CARVALLO, S.; EASSON-JR, D. D.; AKEDO, M.; SINSKEY, A. J. Evidence for a 

xylose metabolic pathway in Saccharomyces cerevisiae. Biotechnology 

Bioengineering, v.28, p.549-553, 1985. 

 

BAYROCK, D. P., INGLEDEW, W. M. Application of multistage continuous fermentation 

for production of fuel alcohol by very-high-gravity fermentation technology. Journal 

of Industrial Microbial Technology, v.27, p.87-93, 2001. 

 

BAYSAL, Z.; UYAR, F.; DOĞRU, M.; ALKAN, H. Production of extracellular alkaline α-

amylase by solid state fermentation with a newly isolated Bacillus sp. Preparative 

Biochemistry and Biotechnology, v.38, n.2, p.184-190, 2008. 

 

BELKACEMI, K.; TURKOTE, G.; SAVOIE, P.; CHORNET, E. Ethanol production form AFEX-

treated forages and agricultural residues. Applied Biochemistry Biotechnology, 

v.72, p.441-462, 1998. 

 

BELL, A. A., OUGH, C. S., KLIEWER, W. M. Effects on must and wine composition, rates 

fermentation, and wine quality of nitrogen fertilization of Vitis vinifera var. Thompson 

seedles grapevine. American Journal of Enology and Viticulture, v. 30, n. 2, p. 124-

129, 1979. 

 

BELLUCO, A. E. S. Alterações fisiológicas e de composição em Saccharomyces 

cerevisiae sob condições não proliferantes. 2001. 84p. Dissertação (Mestrado em 

Ciência e Tecnologia de Alimentos) - Escola Superior de Agriculura Luiz de Queiroz, 

Universidade de São Paulo, 2001. 

 

BELY, M.; SALMON, J.M.; BARRE, P. Assimilable nitrogen addition and hexose 

transport activity during enological fermentations. Journal of the Institute Brewing, 

v.100, p 279-282, 1994. 

 

BERGGREN, R.; MOLIN, U.; BERTHOLD, F.; LENNHOLM, H.; LINDSTRÖN, M. Alkaline 

degradation of birch and spruce: Influence of degradation conditions on molecular 

mass distributions and fibre strength. Carbohydrate Polymers, v.51, p.255–264, 

2003. 

 

BERMUDEZ, J. J. H. (1997). Valorización de las amiláceas “no-cereales”cultivadas 

em los países andinos. Estudio de las propriedades fisicoquímicas y funcionales 

de sus amidones y de la resistência a diferentes tratamientos estresantes. 

Dissertação (Mestrado). Facultad de Ingeniería de Alimentos, Universidad de Bogotá, 

Colômbia. 150p. 

 



Referências Bibliográficas 

 

296 

 

BERNARDES, D.; QUADROS, V. J.; SILVA, J. A. G.; BURATTI, J. V.; ABREU, F. B.; KERPEL, L. 

A. (2008). Rendimento de Cana de Açúcar (Sacharum oficinarum L.) em três 

cultivares e quatro densidades. Departamento de Estudos Agrários – DEAg/UNIJUI.  

X Encontro de Pós Graduação, 2008.  

 

BETANCUR, G. J. V. Avanços em biotecnologia de hemicelulose para produção de 

etanol por Pichia stipitis. 2005. Dissertação (Mestrado em Tecnologia de Processos 

Químicos e Bioquímicos) - Escola de Química, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2005. 

 

BETANCUR, G. J. V. Otimização do pré-tratamento ácido de bagaço de cana-de-

açúcar e avaliação da fermentabilidade do hidrolisado hemicelulósico para a 

produção de etanol de segunda geração. 2010. 174p. Tese (Doutorado em 

Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos) - Escola de Química, Universidade 

Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010. 

 

BETTIGA, M.; HAHN-HÄGERDAL, B.; GORWA-GRAUSLUND, M. F. Comparing the xilose 

reductase/xylitol dehydrogenase and xylose Isomerase pathways in arabinose and 

xylose fermenting Saccharomyces cerevisiae strains. Biotechnology for Biofuels, v.1, 

n.1, p.16, 2008. 

 

BIANCHI, M. L. Polpação de palha de milho utilizando-se diferentes processos 

organosolv. 1995. 87 p. Dissertação (Mestrado em Química) – Instituto de Química, 

Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 1995. 

 

BILIADERIS, C. G. The structure and interactions of starch with food. Canadian 

Journal of Phsyiology and Pharmacology, v.69, p.60-78, 1991. 

 

BIODIESELBR. Perspectivas do Álcool/Etanol - Cenário atual e perspectivas do 

álcool. Biodieselbr.com. 2011.  Disponível em: 

<http://www.biodieselbr.com/energia/alcool/cenario-perspectiva-etanol.htm>. 

Acesso em: 06 fev. 2012.  
 

BNDES e CGEE - Banco Nacional do Desenvolvimento Econômico e Social; Centro de 

Gestão e Estudos Estratégicos. Bioetanol de Cana de Açúcar: energia para o 

desenvolvimento sustentável. Rio de Janeiro: BNDES, Nov. 2008. 316 p. Disponível 

em: <http://www.bioetanoldecana.org>. Acesso em: 20 jan. 2011. 

 

BLASEL, H. M.; HOFFMAN, P. C.; SHAVER, R. D. Degree of starch access: An enzymatic 

method to determine starch degradation potential of corn grain and corn silage. 

Animal Feed Science and Technology, v.128, p.96-107, 2006. 

http://www.biodieselbr.com/energia/alcool/cenario-perspectiva-etanol.htm


Referências Bibliográficas 

 

297 

 

BLATEYRON, L.; SABLAYROLLES, J. M. Stuck and slow fermentations in ecology: 

statistical study of causes and effectiveness of combined additions of oxygen and 

diammonium phosphate. Journal of Bioscience and Bioengineering, v.91, p.184-9, 

2001. 

 

BNDES – Banco Nacional de Desenvolvimento Econômico e Social. Ampliação da 

Produção de Etanol e Cogeração de Energia Elétrica. 2003. Disponível em: 

<http://www.bndes.gov.br/conhecimento/seminario/alcool_discussao.pdf>. Acesso 

em: 25 jun. 2009. 

 

BOX, G. E. P.; DRAPER, N. R. Empirical model-building and response surfaces. New 

York: J. Willey & Sons, 1987. 669 p. 

 

BOYER, C. D.; LIU, K. C. Starch and watersoluble polysaccharides from sugary 

endosperm of sorghum. Phytochemistry, v. 22, p.2513-2515, 1983. 

 

BROWN, L. R. Beyond the oil peak. In: Brown LR, editor. Plan B 2.0 rescuing a planet 

under stress and a civilization in trouble. New York: W.W. Norton & Co.; 2006. p. 

21-40. 

 

BULÉON, A.; COLONNA, P.; PLANCHOT, V.; BALL, S. Starch granules: structure and 

biosynthesis. Int. J. Biol. Macromol., v.23, p.85-112, 1998. 

 

BVOCHORA, J. M.; READ, J. S.; ZYAUYA, R. Application of very high gravity technology 

to the cofermentation of sweet stem sorghum juice and sorghum grain. Industrial 

Crops and Products, v.11, p.11-17, 2000. 

 

CAMPELLO, T. Programa Bioetanol. 2010. Relatório de Acompanhamento de 

Execução da Agenda de Ação. Disponível em: 

<http://www.pdp.gov.br/Relatorios%20de%20Programas/Bioetanol_com2.pdf>. 

Acesso em: 23 fev. 2012. 

 

CANILHA, L.; MILAGRES, A. M. F.; SILVA, S. S.; SILVA, J. B. A.; FELIPE, M. G. A.; ROCHA, 

G. J. M.; FERRAZ, A.; CARVALHO, W. Sacarificação da biomassa lignocelulósica através 

de pré-hidrólise ácida seguida por hidrólise enzimática: uma estratégia de 

“desconstrução” da fibra vegetal. Revista Analytica, n.44, p.48-54, dez.2009/jan.2010. 

 

CAO, W.; SUN, C.; LIU, R.; YIN, R.; WU, X. Comparison of the effects of five 

pretreatment methods on enhancing the enzymatic digestibility and ethanol 

production from sweet sorghum bagasse. Bioresource Technology, 2012. doi: 

10.1016/j.biortech.2012.02.034. 

http://www.bndes.gov.br/conhecimento/seminario/alcool_discussao.pdf
http://www.pdp.gov.br/Relatorios%20de%20Programas/Bioetanol_com2.pdf


Referências Bibliográficas 

 

298 

 

CARDONA, C. A.; QUINTERO, J. A.; PAZ, I. C. Production of bioetanol for, sugarcane 

bagasse: status and perspectives. Bioresource Technology, v.101, p.4754-4766, 

2010. 

 

CARDONA, C. A.; SÁNCHES, Ó. J. Fuel ethanol production: Process design trends and 

integration opportunities. Bioresource Technology, v.98, p.2415–2457, 2007. 

 

CARVALHO, R. V. Formulações de snacks de terceira geração por extrusão: 

caracterização texturométrica e microestrutural. 2000. 89 f. Dissertação (Mestrado 

em Ciência de Alimentos), Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2000. 

 

CARVALHO, S. M. S. Análise das enzimas amilolíticas produzidas por 

microrganismos isolados de Tarubá. 1998. 125p. Dissertação (Mestrado em 

Ciências dos Alimentos) - Curso de Farmácia, Universidade Federal do Amazonas, 

Manaus, 1998.  

 

CASEY, G. P.; INGLEDEW, W. M. Ethanol tolerance in yeasts. Critical Reviews in 

Microbiology, v.13, p.219-80, 1986. 

 

CASEY, G. P.; MAGNUS, C. A.; INGLEDEW, W. M. High gravity brewing: Effect of 

nutrition on yeast composition, fermentative ability and alcohol production. Applied 

Environmental Microbial, v.48, p. 639-46, 1984. 

 

CASTRO, A. M., PEREIRA, N. J. Produção, propriedades e aplicação de celulases na 

hidrólise de resíduos agroindustriais. Química Nova, v.33, p.181-188, 2010. 

 

ÇAYLAK, B.; SUKAN, V. Comparison of different production processes for bioethanol. 

Turkish Journal of Chemistry, v.22, n. 4, p.351-359, 1996. 

 

CAZETTA, M. L.; CELLIGOI, M. A. P. C.; BUZATO, J. B.; SCARMINO, I. S.; SILVA, R. S. F. 

Optimization study for sorbitol production by Zymomonas mobilis in sugar cane 

molasses. Process Biochemistry, v.40, n.2, p.747-751, 2005. 

 

CEREDA, M. P. Série: Cultura de Tuberosas Amiláceas Latino Americanas. 

Fundação Cargill, 2001, São Paulo. 1773p. 

 

CERES. Sementes de sorgo. 2010. Disponível em: 

<http://www.ceres.net/ceressementes/Produtos/Produtos-Sorgo-Sacarino.html> 

Acesso em: 20 nov. 2011. 

 

http://www.ceres.net/ceressementes/Produtos/Produtos-Sorgo-Sacarino.html


Referências Bibliográficas 

 

299 

 

CGEE – CENTRO DE GESTÃO E ESTUDOS ESTRATÉGICOS. Bioetanol combustível: 

uma oportunidade para o Brasil. Brasília, 2009. 536 p. Disponível em: 

<http://www.cogen.com.br/paper/2010/Livro_Bioetanol_Cana_Acucar_2009.pdf>. 

Acesso em: 18 de dezembro de 2010. 

 

CHANDEL, A.; KAPOOR, R.; RAMESH, A.; KUHAD, C. Detoxification of sugarcane 

bagasse hydrolysate improves ethanol production by Candida shehatae NCIM 3501. 

Bioresource Technology, v.98, p.1947–1950, 2007. 

 

CHEMICAL ENGINEERING. The path to biorefineries. Chemical Engineering (New 

York), v.113, n.4, p.27-30, 2006. 

 

CHEN, H.; LIU, L.; YANG, X.; LI, Z. New process of maize stalk amination treatment by 

steam Explosion. Biomass and Bioenergy, v.28, n.411, 2005. 

 

CHENG, K. K.; CAI, B. Y.; ZHANG, J. A.; LING, H. Z.; ZHOU, Y.; GEB, J. P.; XU, J. Sugarcane 

bagasse hemicellulose hydrolysate for ethanol production by acid recovery process. 

Biochemical Engineering Journal, v.38, p.105–109, 2008. 

 

CHENG, N. G.; HASAN, M.; KUMORO, A. C.; LING, C. F.; THAM, M. Production of 

ethanol by fed-batch fermentation. Journal of Science and Technology, v.17, n.2, 

p.399-408, 2009.  

 

CHERYL, B. Algae becoming the new biofuel of choice. 2008. Disponível em: 

http://duelingfuels.com/biofuels/non-food-biofuels/algae-biofuel.php#more-115N. 

Acesso em: Jan. 2012. 

 

CHUCK-HERNÁNDEZ, C.; GARCÍA-LARA, S.; SERNA-SALDÍVAR, S. O. Conversion into 

bioethanol of insect (Sitophilus zeamais Motschulsky), mold (Aspergillus flavus Link) 

and sprout-damaged maize (Zea mays L.) and sorghum (Sorghum bicolor L. Moench). 

Journal of Cereal Science, 2012. doi:10.1016/j.jcs.2011.12.007. 

 

COGO, C. Consultoria Agroeconômica. Especial: Perspectivas para 2011/2012. 

Deere & Company, 2012. Disponível em: 

<http://www.deere.com.br/pt_BR/ag/veja_mais/info_mercado/sugar_cane.html>. 

Acesso em: 06 fev. 2012. 

 

CONAB – Companhia Nacional de Abastecimento. 2009. Acompanhamento da Safra 

Brasileira – Levantamento Jun. 2009. Disponível em:  

http://www.conab.gov.br/conabweb/download/safra/9graos_08.09.pdf. Acesso em: 

12 jun. 2009. 

http://duelingfuels.com/biofuels/non-food-biofuels/algae-biofuel.php#more-115N
http://www.deere.com.br/pt_BR/ag/veja_mais/info_mercado/sugar_cane.html
http://www.conab.gov.br/conabweb/download/safra/9graos_08.09.pdf


Referências Bibliográficas 

 

300 

 

CONAB – Companhia Nacional de Abastecimento. 2011. Levantamento de Safra. 

Disponível em: <http://www.conab.gov.br/conteudos.php?a=1253&t=2>. Acesso em: 

05 de fevereiro de 2011. 

 

CONVERSE, A. O.; WARE, W. On the reactivity of cellulosic substrates in enzymatic 

hydrolysis. In: IEA/BIOFOR - Workshop on Applications of Biotechnology in 

Bioenergy Systems, Ottawa. Canadá, 1994.  

 

COSTA, A. C. A.; PEREIRA JR., N.; ARANDA, D. A. G. The situation of biofuels in Brazil: 

New generation Technologies. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v.14, 

p.3041-3049, 2010. 

 

COUTINHO, F. A produção do sorgo sacarino pode reforçar produção de etanol no 

Brasil. Nação Ruralista. Disponível em: 

<http://www.nacaoruralista.com/noticia?id=12352>. Acesso em: 05 dez. 2011.  
 

CRABB, W. D.; MITCHINSON, C. Enzymes involved in the processing of starch to 

sugars. Tibtech, v.15, p.349-352, 1997. 

 

CRABTREE, H. G. Observation of the carbohydrate methabolism in tumors. 

Biochemistry Journal, v.23, p.53-545, 1929. 

 

CRUZ, J. C.; PEREIRA FILHO, I. A.; PEREIRA, F. T. F.; ALVARENGA, R. C.; KONZENL, E. A. 

Produção Orgânica de Grãos e Silagem de Milho. Revista Brasileira de 

Agroecologia, v.2, n.1, 2007. 

 

CURRELI, N.; AGELLI, M.; PISU, B.; RESCIGNO, A.; SANJUST, E.; RINALDI, A. Complete 

and efficient enzymic hydrolysis of pretreated wheat straw. Process Biochemistry, 

v.37, p.937-941, 2002. 

 

D’AMORE, T.; PANCHAL, J. C.; RUSSELL, I.; STEWART, G. G. Osmotic pressure effects 

and intracellular accumulation of ethanol in yeast during fermentation. Journal of 

Industrial Microbiology, v.2, p.365-72, 1988. 

 

D’AMORE, T.; RUSSELL, I.; STEWART, G.G. Sugar utilization by yeast during 

fermentation. Journal of Industrial Microbiology, v. 4, p.315-324, 1989. 

 

DAHN, K. M.; DAVIS, B. P.; PITTMAN, P. E.; KENEALY, W. R.; JEFFRIES, W. Increased 

xylose reductase activity in the xylose-fermenting yeast Pichia stipitis by over 

expression of XYL1. Applied Biochemistry Biotechnology, v.57/58, p.267-276, 1996. 

 

http://www.nacaoruralista.com/noticia?id=12352


Referências Bibliográficas 

 

301 

 

DAUGULIS, A. J.; SWAINE, D. E. Examination of substrate and product inhibition 

kinetics on the production of ethanol by suspended and immobilized cell reactor. 

Bioetechnology Bioengineering, v.29, p.639-645, 1987. 

 

DE FAVERI, D.; TORRE, P.; PEREGO, P.; CONVERT, A. Statistical investigation on the 

effects of starting xylose concentration and oxygen mass flowrate on xylitol 

production from rice straw hydrolyzate by response surface methodology. Journal of 

Food Engineering, v.65, n.3, p.383-389, 2004. 

 

DELGENES, J. P.; MOLETTA, R.; NAVARRO, J. M. Effects of lignocellulose degradation 

Products on ethanol fermentations of Glucose and Xylose by Saccharomyces 

cerevisiae. Enzyme Microbiology Technology, v.19, p.220-225, 1996. 

 

DEVANTIE, R.; SCHEITHAUER, B.; VILLAS-BOAS, S. G.; PEDERSEN, S.; OLSSON, L. 

Metabolite profiling for analysis of yeast stress response during very high gravity 

ethanol fermentation. Biotechnology and Bioengineering, v.90, p.703-14, 2005. 

 

DIEN, B. S.; COTTA, M. A.; JEFFRIES, T. W. Bacteria engineered for fuel ethanol 

production: current status. Applied Microbiology and Biotechnology, v.63, p.258–

266, 2003. 

 

DIPAP - Diretoria de Pesquisa e Desenvolvimento Rural. Aspectos gerais do cultivo 

do sorgo para o semiárido alagoano. 2010. 5p. Disponível em: 

<http://www.agricultura.al.gov.br/informativo/SORGO%20DIPAP-2010.pdf/view>. 

Acesso em: 18 dez. 2011. 

 

DIRETO DA USINA. Sorgo Sacarino pode aumentar a produção de etanol no país. 

Direto da Usina. 17 jan. 2012. Acesso em 05/02/2012. Disponível em: 

<http://www.diretodausina.com.br/conteudo/sorgo-sacarino-pode-aumentar-

producao-de-etanol-no-pais-112203>. Acesso em: 05 fev. 2012. 

 

DOGARIS, I.; VAKONTIOS, G.; KALOGERIS, E.; MAMMA, D.; KEKOS, D. Induction of 

cellulases and hemicellulases from Neurospora crassa under solid-state cultivation for 

bioconversion of sorghum bagasse into ethanol. Industrial Crops and Products, 

v.29, p.404-411, 2009. 

 

DOMBEK, K. M.; INGRAM, L. O. Magnesium limitation and its role in apparent toxicity 

of ethanol during yeast fermentation. Applied Environmental and Microbiology, 

v.52, p.975-81, 1986. 

 

http://www.agricultura.al.gov.br/informativo/SORGO%20DIPAP-2010.pdf/view
http://www.diretodausina.com.br/conteudo/sorgo-sacarino-pode-aumentar-producao-de-etanol-no-pais-112203
http://www.diretodausina.com.br/conteudo/sorgo-sacarino-pode-aumentar-producao-de-etanol-no-pais-112203


Referências Bibliográficas 

 

302 

 

DSD - Dutch Sustainable Development Group. Feasibility study on an effective and 

sustainable bio-ethanol production program by least developed countries as 

alternative to cane sugar export. Ministry of Agriculture, Nature and Food Quality 

(LNV), The Hague, The Netherlands, May 20, 2005. Disponível em: 

<library.wur.nl/WebQuery/catalog/lang/1845441>. Acesso em: Jan. 2012. 

 

DUAILIBI, J. Ele é o falso vilão. Revista Veja. (2008). Disponível em: 

http://veja.abril.com.br/300408/p_058.shtmlN. Acesso em: Jan. 2012. 

 

DUARTE, J. O. Sorgo – Aspectos econômicos. Sete Lagoas: Embrapa Milho e Sorgo, 

65p. 2003. (Documentos). Disponível em: 

http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/publica/2003/documento/Doc_27.pdf>. 

Acesso em: 23 dez. 2011. 

 

EL-DASH, A. A. Termoplastic extrusion of food, theory and techniques. Campinas: 

UNICAMP, 1982. 81p. 

 

ELIA NETO, A.; NAKAHODO, T. Caracterização físico-química da vinhaça. Projeto nº 

9500278. Relatório Técnico da Seção de Tecnologia de Tratamento de Águas do 

Centro de Tecnologia Copersucar, Piracicaba, 1995. 26p.  

 

ELIASSON, A. C. Carbohydrates in food. New York: Marcel Dekker, 1996. 664p. 

 

ELIASSON, A. C. Starch in food - Structure, function and applications. New York: 

Boca Raton, CRC, 2004. 605p. 

 

ELIASSON, A.; CHRISTENSSON, C.; WAHLBOM, C. F.; HAHN-HÄGERDAL, B. Anaerobic 

xylose fermentation by recombinant Saccharomyces cerevisiae carrying XYL1, XYL2, 

and XKS1 in mineral medium chemostat cultures. Applied Environment and 

Microbiology, v.66, p.3381-3386, 2000.  

 

ELLIS, R. P.; CHOCHRANE, M. P.; DALE, M. F. B.; DUFFUS, C. M.; LYNN, A.; MORRISON, 

R. M.; PRENTICE, R. D. M.; SWANSTON, J. S.; TILLER, S. A. Starch production and 

industrial use. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 77, p.289-311, 

1998. 

 

EMBRAPA MILHO E SORGO.  (2008a). Sistemas de Produção, 2. Cultivo do sorgo – 

Plantio. ISSN 1679-012X. Versão Eletrônica - 4° edição. Set. 2008. Disponível em: 

<http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/sorgo/plantio.htm>. Acesso em: 11 jun. 

2009. 

 

http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/publica/2003/documento/Doc_27.pdf
http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/sorgo/plantio.htm


Referências Bibliográficas 

 

303 

 

EMBRAPA MILHO E SORGO.  (2008b). Sistemas de Produção, 2. Cultivo do sorgo – 

Apresentação. ISSN 1679-012X. Versão Eletrônica - 4° edição. Set. 2008. Disponível 

em: <http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/sorgo/index.htm>. Acesso em: 11 

jun. 2009. 

 

EMBRAPA MILHO E SORGO. (2008c). Sistemas de Produção, 2. Cultivares do Sorgo - 

Cultivares. ISSN 1679-012X. Versão Eletrônica - 4° edição. Set. 2008. Disponível em: 

<http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/sorgo/cultivares.htm>. Acesso em: 11 

jun. 2009. 

 

EMBRAPA MILHO E SORGO. (2008d). Sistemas de Produção, 2. Cultivares do Sorgo - 

Importância econômica. ISSN 1679-012X. Versão Eletrônica - 4° edição. Set. 2008. 

Disponível em: 

<http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/sorgo/importancia.htm>. Acesso em: 11 

jun. 2009. 

 

EMBRAPA MILHO E SORGO. (2008e). Sistemas de Produção, 2. Cultivares do Sorgo - 

Coeficientes Técnicos. ISSN 1679-012X. Versão Eletrônica - 4° edição. Set. 2008. 

Disponível em: 

<http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/sorgo/coeficientestecnicos.htm>. 

Acesso em: 11 jun. 2009. 

 

EMYDGIO, B.M. Produção de etanol a partir de sorgo sacarino. 2010. Artigo em 

Hypertexto. Disponível em: 

<http://www.infobibos.com/Artigos/2010_4/sorgo/index.htm>. Acesso em: 23 mar. 

2012. 

 

ERASMUS, D. J.; VAN DER MERWE, G. K.; VAN VUUREN, H. J. J.  (2003) Genome-wide 

expression analyses: metabolic adaptation of Saccharomyces cerevisiae to high sugar 

stress. FEMS Yeast Research 3, 2003. 

 

ESTEVEZ, A. M.; ESCOBAR, B.; VASQUEZ, E. Cereal and nut bars, nutritional quality and 

storage stability. Plant food for human nutrition, v.47, n.4, p.309-317, 1995. 

 

FACTO ABIFINA. Especial: Produção brasileira de bioetanol. 2008. Disponível em: 

<http://www.abifina.org.br/factoNoticia.asp?cod=271>. Acesso em: 23 mar. 2012. 

 

FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations. 2007. Production 

and Crops. Disponível em: <http://faostat.fao.org>. Acesso em: 11 de mar. 2009. 

 

http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/sorgo/index.htm
http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/sorgo/cultivares.htm
http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/sorgo/coeficientestecnicos.htm
http://www.infobibos.com/Artigos/2010_4/sorgo/index.htm
http://www.abifina.org.br/factoNoticia.asp?cod=271


Referências Bibliográficas 

 

304 

 

FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations. Sweet Sorghum in 

China. Spotlight/2002, Rome, 2002. 

 

FARKAS, I.; HARDY, T. A.; GOEBL, M. G.; ROACH, P. J. Two glycogen synthase isoforms 

in Saccharomyces cerevisiae coded by distinct genes are differentially controlled. J. 

Biol. Chem., v.266, n.24, p.15602-15607, 1991. 

 

FAS - Foreign Agricultural Service. International Agricultural Trade Report. 20 jul. 

2011a. United State Department of Agriculture. Disponível em: 

<http://www.fas.usda.gov/info/iatr/072011_Ethanol_IATR.pdf>. Acesso em: 07 fev. 

2012. 

 

FAS - Foreign Agricultural Service. United State Department of Agriculture. Jan. 

2011b.  World Agricultural Production. Disponível em: 

<http://www.fas.usda.gov/wap/circular/2011/11-01/productionfull01-11.pdf>. Acesso 

em: 05 fev. 2012. 

 

FELIPE, M.G.A.; VIEIRA, D.C.; VITOLO, M.; SILVA, S.S.; ROBERTO, I.C.; MANCILHA, I.M. 

Effect of acetic acid on xylose fermentation by Candida guilliermondii. Journal of 

Basic Microbiology, Berlin, v.35, n.3, p.171-177, 1995. 

 

FENGEL, D.; WEGENER, G. Wood: Chemistry, Ultrastructure and Reactions. Berlin, 

Walter de Gruyter, 1989. 613 p. 

 

FOLCH-MALLOL, J. L.; GARAY-ARROYO, A.; LLEDÍAS, F.; ROBLES, A. A. C. La respuesta 

a estrés en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Revista Latinoamericana 

Microbiology, v.46, p.24-46, 2004. 

 

FRACARO, J. Análise histórica do Proálcool e atuais perspectivas do setor 

alcooleiro no Brasil. 2005. 67p. Dissertação de Monografia apresentada no Curso de 

Graduação em Ciências Econômicas, Universidade Estadual de Maringá, Maringá, 

2005. 

 

FREEMAN, J. E.; WATSON, S. A. Influence of sorghum endosperm pigments on starch 

quality. Cereal Sci., v.16, p.378, 1971. 

 

FRENCH, D. Organization of starch granules. (1984). In: Whistler, R. L.; Bemiller, J. N.; 

Paschal, E. F. Starch: chemistry and technology. 2 ed., London. Academic Press, 

1984. p.183-247. 

 

http://www.fas.usda.gov/info/iatr/072011_Ethanol_IATR.pdf


Referências Bibliográficas 

 

305 

 

FUJII, M.; KAWAMURA, Y. Synergistic action of a-amylase and glucoamylase on 

hydrolysis of starch. Biotechnology and Bioengineering, v.27, n.3, p.260-265, 1984. 

 

GAN, Q.; ALLEN, S. J.; TAYLOR, G. Kinetic dynamics in heterogeneous enzymatic 

hydrolysis of cellulose: an overview, an experimental study and mathematical 

modeling. Bioprocess Biotechnology, v.38, p.1003-1018, 2003. 

 

GANCEDO, J.M. Yeast carbon catabolite repression. Microbiology and Molecular 

Biology Reviews, v. 62, n. 2, p. 334-361, 1988. 

 

GANGADHARAN, D.; SIVARAMAKRISHNAN, S.; NAMPOOTHIRI, K. M.; SUKUMARAN, 

R. K.; PANDEY, A. Response surface methodology for the optimization of alpha 

amylase production by Bacillus amyloliquefaciens. Bioresource Technology, v.99, 

n.11, p.4597–4602, 2008. 

 

GASCÓN, S.; NEUMANN, N. P.; LAMPEN, J. O. Comparative study of the properties of 

the purified internal and external invertases from yeast. The Journal of Biological 

Chemistry, v.243, p.1573-1577, 1968. 

 

GHOSE, T. K. Measurement of cellulose activities. Pure and Applied Chemistry, v.59, 

p.257-268, 1987. 

 

GHOSE, T. K.; TYAGI, R. D. Rapid ethanol fermentation of cellulose hydrolysate II: 

product and substrate inhibition and optimization of fermentor design. 

Biotechnology and Bioengineering, v.21, n.8, p.1401-20, 1979. 

 

GIBSON, B. R.; LAWRENCE, S. J.; LECLAIRE, J. P. R.; POWELL, C. D.; SMART, K. A. Yeast 

responses to stresses associated with industrial brewery handling. Microbiology 

Reviews, v.31, p.535-69, 2007. 

 

GNANSOUNOU, E.; DAURIAT, A. Techno-economic analysis of lignocellulosic ethanol: 

A review. Bioresource Technology, v.101, n. 13, p.4980-4991, 2010. 

 

GOLDEMBERG, J. The challenge of biofuels. Energy and Environmental Science, v.1, 

p.523-525, 2008. 

 

GONG, Z.; YAN, S.; ZHANG, P.; HUANG, Y.; WANG, LUWEN. Effects of S-

adenosylmethionine on liver methionine metabolism and steatosis with ethanol-

induced liver injury in rats. Hepatology Institute, v.2, p.346-352, 2008. 

 



Referências Bibliográficas 

 

306 

 

GRAY, K. A.; ZHAO, L.; EMPTAGE, M. Bioethanol. Current Opinion in Chemical 

Biology, v.10, p.141-146, 2006. 

 

GROSSMANN, M. V. E. Efeito da extrusão termoplástica na gelatinização do 

amido de mandioca visando a produção de álcool. 1986. 124 f. Tese (Doutorado 

em Tecnologia de Alimentos), Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade 

Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, 1986. 

 

GRUPO PRÓ SORGO. (2008). Área plantada e Produção - Safra 2007/2008. 

Disponível em: <http://www.apps.agr.br/upload/de_2006200899023500_area-

produtividade-sorgo-07-08.pdf>. Acesso em: 13 Jun. 2009. 

 

GUPTA, R.; MOHAPATRA, H.; GOSWANI, V. K.; CHAUHAN, B. Microbial  α-Amylases: 

Biotechnological Perspective. Process Biochemistry, jan. 2003, p.1. 

 

GUTIERREZ, L. E. ; AMORIM, H. V.; BASSO, L. C. Inibidores da fermentação alcoólica. 

STAB, Açúcar, álcool e subprodutos, v. 9, n. 6, p.24-30, 1991. 

 

GUTIERREZ, L. E. Produção de glicerol por linhagens de Saccharomyces durante 

fermentação alcoólica. Anais da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, 

Piracicaba, n.48, p.55-69, 1991. 

 

GUZMAN, L. B.; LEE, T. C.; CHICHESTER, C. O. Lipid binding during extrusion cooking. 

In: KOKINI, J. L..; HO, C. T.; MUKUND, V. K. (eds). Food extrusion science and 

technology. New York: Marcel Dekker Inc., 1992. cap. 7, p. 427- 436. 

 

HAHN, R. R. Sorghum as a brewing adjunct. Brewers Digest., v.41, p.70-76, 1966. 

 

HAHN-HÄGERDAL, B.; GALBE, M.; GORWA-GRAUSLUND, M. F.; LIDÉN, G.; ZACCHI, G. 

Bio-ethanol – the fuel of tomorrow from the residues of today. Trends in 

Biotechnology, v.24, 2006. 

 

HAHN-HÄGERDAL, B.; PAMMENT, N. Microbial pentose metabolism. Applied 

Biochemistry Biotechnology, v.113–116, p.1207–1209, 2004. 

 

HAMACHER, T.; BECKER, J.; GARDONYI, M.; HAHN-HADERGAL, B.; BOLES, E. 

Characterization of the xylose-transporting properties of yeast hexose transporters 

and their influence on xylose utilization. Microbiology, v.148, p.2783–2788, 2002. 

 

http://www.apps.agr.br/upload/de_2006200899023500_area-produtividade-sorgo-07-08.pdf
http://www.apps.agr.br/upload/de_2006200899023500_area-produtividade-sorgo-07-08.pdf


Referências Bibliográficas 

 

307 

 

HAMELINCK, C. N.; HOOIJDONK, G. V.; FAAIJ, A. P. C. Ethanol from lignocellulosic 

biomass: techno-economic performance in short, middle and long-term. Biomass 

and Bioenergy, v.28, p.384-410, 2005. 

 

HANSEN, M. R., BLENNOW, A., PEDERSEN, S., NORGAARD, L.; ENGELSEN, S. B. Gel 

texture and chain structure of amylomaltase-modified starches compared to gelatin. 

Food Hydrocolloids, v.22, n.8, p.1551-1566, 2008. 

 

HECTOR, R.; QURESHI, N.; HUGHES, S. R.; COTTA, M. A. Expression of a heterologous 

xylose transporter in a Saccharomyces cerevisiae strain engineered to utilize xylose 

improves aerobic xylose consumption. Applied Microbiology Cell Physiology, v.80, 

p.675-684, 2008. 

 

HENDRICKS, A.T.; ZEEMAN, G. Pretreatments to enhance the digestibility of 

lignocellulosic biomass. Bioresource Technology, v. 100, p. 10-18, 2009. 

 

HIMMEL, M. E.; FOUST, T. D.; IBSEN, K. N.; DAYTON, D. C.; HESS, J.; KENNEY, K. E. The 

biorefinery. In: Biomass Recalcitrance: Deconstructing the Plant Cell Wall for 

Bioenergy. Edited by Himmel ME. London: Blackwell; 2008.  

 

HOFRICHTER, M. Review: Lignin conversion by manganese peroxidase (MnP). Enzyme 

and Microbial Technology, v. 30, p. 454-466, 2002. 

 

HOLM, J.; BJORCK, I. Effect of thermal processing of wheat on starch II. Enzymic 

availability. Journal of Cereal Science, v.8, p.261-268, 1988. 

 

HOLZBERG, I.; FINN, R. K.; STEINKRAUS, K. H. A kinetic study of the alcoholic 

fermentation of grape juice. Biotechnology Bioengineering, v.9, p.413-427, 1967. 

 

HORN, C. H.; DU PREEZ, J. C.; KILIAN, S. G. Fermentation of Grain Sorghum Starch by 

Co-cultivation of Schwanniomyces occidentalis and Saccharomyces cerevisiae. 

Bioresource Technology, v.42, p.27-31, 1992. 

 

INGLEDEW, W. M. Alcohol production by Saccharomyces cerevisiae: a yeast 

primer, in the alcohol textbook. 3rd ed. UK: Nottingham University Press; 1999. 

 

ISSAAS - International Society for Southeast Asian Agricultural Sciences, Inc. 

Feasibility Study for an Integrated Anhydrous Alcohol Production Plant Using 

Sweet Sorghum as Feedstock. Final Report - March, 2007. Disponível em: 

<http://www.bar.gov.ph/biofuelsinfo/downloads/FS%20of%20Sweet%20Sorghum.pdf

>. Acesso em: Dez. 2010. 

http://www.biotechnologyforbiofuels.com/sfx_links?ui=1754-6834-1-1&bibl=B5
http://www.bar.gov.ph/biofuelsinfo/downloads/FS%20of%20Sweet%20Sorghum.pdf
http://www.bar.gov.ph/biofuelsinfo/downloads/FS%20of%20Sweet%20Sorghum.pdf


Referências Bibliográficas 

 

308 

 

JANK, M. S. A competitividade do etanol brasileiro. UNICA - União da Indústria de 

Cana-de-Açúcar. 31 ago. 2009. Disponível em: 

<http://www.senado.gov.br/sf/comissoes/ci/ap/AP20090831_Comissao_Infraestrutura

_Marcos%20_Jank_(res).pdf>. Acesso em: 07 fev. 2012.  

 

JEFFRIES, T. W. Engineering yeasts for xylose metabolism. Current Opinion in 

Biotechnology, v.17, p.1–7, 2006. 

 

JEFFRIES, T. W.; GRIGORIEV, I. V.; GRIMWOOD, J.; LAPLAZA, J. M.; AERTS, A.; 

SALAMOV, A.; SCHMUTZ, J.; LINDQUIST, E.; DEHAL, P.; SHAPIRO, H.; JIN, Y. S.; 

PASSOTH, V.; RICHARDSON, P. M. Genome sequence of the lignocellulose-

bioconverting and xylosefermenting yeast Pichia stipitis. Nature Biotechnology, v.25, 

n.3, p.319–326, 2007. 

 

JEFFRIES, T. W.; JIM, Y. S. Metabolic engineering for improved fermentation of 

pentoses by yeasts. Applied Microbiology and Biotechnology, v.3, n.5, p.495-509, 

2000. 

 

JEPPSON, M.; JOHANSSON, B.; HAHN-HÄGERDAL, B.; GORWA-GRAUSLUND, M. F. 

Reduced oxidative pentose phosphate pathway flux in recombinant xylose-utilizing 

Saccharomyces cerevisiae strains improves the ethanol yield from xylose. Applied 

Environmental Microbiology, v.68, p.1604-1609, 2002. 

 

JONES, A. M.; INGLEDEW, W. M. Fuel alcohol production: appraisal of nitrogenous 

yeast foods for very high gravity wheat mash fermentation. Process Biochemistry, 

v.29, p.483-8, 1994a. 

 

JONES, A. M.; INGLEDEW, W. M. Fuel alcohol production: assessment of selected 

commercial proteases for very high gravity wheat mash fermentation. Enzyme and 

Microbial Technology, v.16, p.683-687, 1994b. 

 

JONES, R. P.; PAMMENT, N.; GREENFIELD, P. F. Alcohol fermentation by yeasts: the 

effect of environmental and other variables. Process in Biochemistry, v.15, n.4, p.42-

49, 1981. 

 

JORGENSEN, H.; KRISTENSEN, J.B.; FELBY, C. Enzymatic conversion of lignocellulose 

into fermentable sugars: Challenges and opportunities. Biofuels, Bioproducts and 

Biorefining, v.1, p.119-134, 2007. 

 

http://www.senado.gov.br/sf/comissoes/ci/ap/AP20090831_Comissao_Infraestrutura_Marcos%20_Jank_(res).pdf
http://www.senado.gov.br/sf/comissoes/ci/ap/AP20090831_Comissao_Infraestrutura_Marcos%20_Jank_(res).pdf


Referências Bibliográficas 

 

309 

 

JOWETT, R. Response surface methodology in the control of thermoplastic extrusion 

of starch. In: ____ (ed.). Extrusion cooking technology. London: Elsevier, 1984. p.51-

74. 

 

KAM, B.; GRUBER, P. R.; KAM, M. (Eds.). Biorefineries Industrial Processes and 

Products: Status Quo and Future Directions, vols. 1-2. Wiley- VCH, 2006. 

 

KAMM, B.; KAMM, M. Biorefineries - multiproduct process. Advances in Biochemical 

Engineering and Biotechnology, v.105, p.175-204, 2007. 

 

KAMM, B.; KAMM, M. Principles of biorefineries. Applied Microbiology and 

Biotechnology, v. 64, p.137–145, 2004. 

 

KASEMSUWAN, T.; JANE, J.; SHNABLE, P.; STINARD, P.; ROBERTSON, P. 

Characterization of the dominant mutant amylase-extender (Ac1-5180) maize starch. 

Cereal Chemistry, v.72, p.457-463, 1995. 

 

KEIM, C. R. Technology and economics of fermentation alcohol - an update. Enzyme 

and Microbial Technology, v. 5, n. 2, p. 103-114, 1983. 

 

KENNEDY, J. F.; CABALDA, V. M.; WHITE, C. A. Enzymatic starch utilization and genetic 

engineering. Trends in Biotechnology, v.6, p.184-189, 1988. 

 

KHURI, A. I.; CORNELL, J. A. Response surface: design and analyses. 2 ed. New York: 

Marcel Dekker Inc., 1996. 

 

KILIAN, S. G.; UDEN, N. Transport of xylose and glucose in the xylose-fermenting 

yeast Pichia stipitis. Applied Microbiology and Biotechnology, v.27, p.545-548, 

1988.   

 

KIM, M.; AITA, G.; DAY, D. F. Compositional in sugarcane bagasse on low temperature, 

long-term diluted ammonia treatment. Applied Biochemistry Biotechnology, v.161, 

p.34-40, 2009. 

 

KLEMM, D.; HEUBLEIN, B.; FINK, H. P.; BOHN, A. Cellulose: fascinating biopolymer and 

sustainable raw material. Angewandte Chemie-International Edition, v.44, n.22, 

p.3358-3393, 2005. 

 

 

 



Referências Bibliográficas 

 

310 

 

KLINK, U. 2010. Melhoramento genético do sorgo para a produção de etanol. 

Pelotas - RS, 2010. Disponível em: 

<http://www.cpact.embrapa.br/eventos/2010/simposio_agroenergia/palestras/11_qu

arta/Manha/Urubatan%20Klink/Microsoft%20PowerPoint%20-

%202010%20simposio%20de%20bioenergia%20pelotas%20rs_urubatan%20klink.pdf

>. Acesso em: 26 fev. 2012. 

 

KLINK, U. 2010. Comunicação Pessoal. 

 

KLUYVER, A. J.; CUSTERS, M. T. J. The suitability of disaccharides as respiration and 

assimilation substrates for yeasts which do not ferment these sugars. Antonie van 

Leeuwenhoek., v.6, p.121-162, 1940. 

 

KNILL, C. J.; KENNEDY, J. F. Degradation of cellulose under alkaline conditions. 

Carbohydrate Polymers, v.51, n.3, p.281-300, 2003. 

 

KODAMA, Y.; FUKUI, N.; SHIBANO, J.; ASHIKARI, T. Yeast transformant for 

manufactoring beers by high gravity brewing. Japan Patent. 06, 245, 759, 1994. 

 

KOTZAMANIDIS C, ROUKAS T, SKARACIS G. Optimization of lactic acid production 

from beet molasses by Lactobacillus delbrueckii NCIMB 8130. World Journal of 

Microbiology and Biotechnology, v.18, p.441–448, 2002. 

 

KOTZAMANIDIS, C.; ROUKAS, T.; SKARACIS, G. Optimization of lactic acid production 

from beet molasses by Lactobacillus delbrueckii NCIMB 8130. World Journal of 

Microbiology and Biotechnology, v.18, n.5, p.441-448, 2002. 

 

LALUCE, C.; PALMIERI, M. C.; CRUZ, R. C. L. Growth and fermentation characteristics of 

new selected strains of Saccharomyces at high temperatures and high cell densities. 

Biotechnology and Bioengineering, v.37, p.528-536, 1991. 

 

LALUCE, C.; SOUZA, C. S.; ABUD, C. L.; GATTAS, E. A. L. & WALKER, G. M. Continuos 

ethanol production in a nonconventional five-stage system operating with yeast cell 

recycling at elevated temperatures. Journal of Industrial Microbiology and 

Biotechnology, v. 29, p.140-144, 2002. 

 

LAMNET, J. Global multi-stakeholder networks linking knowledge and policy in 

support of sustainable development, Biomass, Rural Energy and the Environment, 

2002. 

 

http://www.cpact.embrapa.br/eventos/2010/simposio_agroenergia/palestras/11_quarta/Manha/Urubatan%20Klink/Microsoft%20PowerPoint%20-%202010%20simposio%20de%20bioenergia%20pelotas%20rs_urubatan%20klink.pdf
http://www.cpact.embrapa.br/eventos/2010/simposio_agroenergia/palestras/11_quarta/Manha/Urubatan%20Klink/Microsoft%20PowerPoint%20-%202010%20simposio%20de%20bioenergia%20pelotas%20rs_urubatan%20klink.pdf
http://www.cpact.embrapa.br/eventos/2010/simposio_agroenergia/palestras/11_quarta/Manha/Urubatan%20Klink/Microsoft%20PowerPoint%20-%202010%20simposio%20de%20bioenergia%20pelotas%20rs_urubatan%20klink.pdf
http://www.cpact.embrapa.br/eventos/2010/simposio_agroenergia/palestras/11_quarta/Manha/Urubatan%20Klink/Microsoft%20PowerPoint%20-%202010%20simposio%20de%20bioenergia%20pelotas%20rs_urubatan%20klink.pdf


Referências Bibliográficas 

 

311 

 

LAOPAIBOON, L.; NUANPENG, S.; SRINOPHAKUN, P.; KLANRIT, P.; LAOPAIBOON, P. 

Ethanol production from sweet sorghum juice using very high gravity technology: 

Effects of carbon and nitrogen supplementations. Bioresource Technology, v.100, 

p.4176-4182, 2009. 

 

LASER, M. (2001). Hydrothermal pretreatment of cellulosic biomass for 

bioconversion to ethanol. Ph.D. Thesis, Thayer School of Engineering, Dartmouth 

College. 2001. 

 

LEACH, H. W.; SCHOCH, T. J. Structure of the starch granule. II. Action of various 

amylases on granular starches. Cereal Chemistry, v.38, p.34-46, 1961. 

 

LI, C.; BAI, J. H.; CAI, Z. L. Optimization of a cultural medium for bacteriocin production 

by Lactococcus lactis using response surface methodology. Journal of 

Biotechnology, v.93, n.1, p.27-34, 2002. 

 

LIMA, U.; BASSO, L.; AMORIM, H. Biotecnologia industrial: processos 

fermentativos e enzimáticos. São Paulo: Edgard Blucher, 2001. 

 

LIN, Y. H.; BAYROCK, D. P.; INGLEDEW, W. M. Evaluation of Saccharomyces cerevisiae 

grown in a multi-stage chemostat environment under increasing levels of glucose. 

Biotechnology Letters, v.24, p.449-53, 2002. 

 

LIN, Y.; TANAKA, S. Ethanol fermentation from biomass resources: current state and 

prospects. Applied Microbiology Biotechnology, v.69, p.627–642, 2006. 

 

LIPINSKI, E.S.; KRESOVICH, S. Sugar crops as a solar energy converters.  Experimentia, 

v.38, p.13-17, 1992. 

 

LIU, Q. A study of enzymatic hydrolysis of starch in potato pulp. Journal of Food 

Science: Food Chemistry and Toxicology, v.67, p.2113-2117, 2002. 

 

LMC INTERNATIONAL. Ethanol Quartely - First Quarter 2008. 2008. Disponível em: 

http://www.lmc.co.uk/Reports.aspx?Id=3. Acesso em: 17 jun. 2009. 

 

LÓPEZ, C.; TORRADO, A.; FUCIÑOS, P.; GUERRA, N. P.; PASTRANA, L. Enzymatic 

inhibition and thermal inactivation in the hydrolysis of chestnut purée with an 

amylases mixture. Enzyme and Microbial Technology, v.39, p.252-258, 2006. 

 

LORA, E.S.; ANDRADE, R.V. Biomass as energy source in Brazil. Renewable and 

Sustainable Energy Reviews, v.13, p.777-788, 2009. 

http://www.lmc.co.uk/Reports.aspx?Id=3


Referências Bibliográficas 

 

312 

 

LUHNOW, D.; SAMOR, G. 2006. As Brazil fills up on ethanol, it weans off energy 

imports. The Wall Street Journal. 9 Jan. 2006. Disponível em: 

<http://static.twoday.net/mahalanobis/files/ethanol_brazil.pdf>. Acesso em: 20 nov. 

2011. 

 

MACDONALD, D. G.; BAKHISHI, N. N.; MATHEWS, J. P.; ROYCHOWDHURRY, A. A.; 

BAJPAI, P.; MOO-YOUNG, M. Alkali treatment of corn stover to improve sugar 

production by enzymatic hydrolysis. Biotechnology Bioengineering, v.25, p.2067-

2076, 1983. 

 

MACEDO, I. C.; NOGUEIRA, L. A. H. 2005. Cadernos do Núcleo de Assuntos 

Estratégicos. 2005. Seção 2: Avaliação da Expansão da Produção de Etanol no Brasil, 

p.141. 

 

MAEDA, R. N. Produção de celulases por Penicillium funiculosum em 

fermentação submersa de bagaço de cana pré-tratado e sua aplicação na 

produção de etanol de segunda geração. 2010. Tese (Doutorado em Tecnologia de 

Processos Químicos e Bioquímicos) - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, 2010. 

 

MAEDA, R. N.; SERPA, V. I.; ROCHA, V. A.; MESQUITA, R. A.; SANTA ANNA, L. M.; 

CASTRO, A. M.; DRIEMEIRD, C. E.; PEREIRA JR., N.; POLIKARPOV, I. Enzymatic 

hydrolysis of pretreated sugar cane bagasse using Penicillium funiculosum and 

Trichoderma harzianum celulases. Process Biochemistry, v.46, p.1196-1201, 2011. 

 

MAFRA, P. H. Sulfitação do caldo de cana-de-açúcar e aspectos ambientais 

decorrentes: Ênfase às emições de dióxido de enxofre. 2004. 159 f. Dissertação 

(Mestrado em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos) - Escola de 

Engenharia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2004. 

 

MAIA, A. B. R. A. Fundamentos de fermentação alcoólica. Belo Horizonte: UFMG, 

1989. (Apostila do curso de Engenharia Química). 

 

MAIORELLA, B. L.; BLANCH, H. W.; WILKE, C. R. Economic evaluation of alternative 

ethanol fermentation processes. Biotechnology and Bioengineering, v.16, p.1003-

1025, 1984. 

 

MALDONADO, H. G.; LOPEZ, O. P. Amylolytic enymes and products derived from 

starch: a review. Critical Reviews in Food, Science and Nutrition, v.35, n.5, p.373-

402, 1995.  

 

http://static.twoday.net/mahalanobis/files/ethanol_brazil.pdf


Referências Bibliográficas 

 

313 

 

MANONMANI, H. K.; SREEKANTIAH, K. R. Saccharification of sugar-cane bagasse with 

enzymes from Aspergillus ustus and Trichoderma viride. Enzyme and Microbial 

Technology, v.9; p.484-8, 1987. 

 

 MANSURE, J. J.; SOUZA, R. C.; PANEK, A. D. Trehalose metabolism in Saccharomyces 

cerevisiae during alcoholic fermentation. Biotechnology Letters, Kew, v.19, n.2, 

p.1201-1203, 1997. 

 

MAPA – Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. (2006). Projeções do 

Agronegócio: Mundial e Brasil até 2016/17. Disponível em: 

<www.afamamg.org.br/imagens/estudoguedes.doc>. Acesso: 18 Jun. 2009. 
 

MARGARITIS, A.; BAJPAI, P. Direct Fermentation of D-Xylose to Ethanol by 

Kluyveromyces marxianus Strains. Applied and Environmental Microbiology, 

p.1039-1041, 1982. 

 

MARGEOT, A.; HAHN-HAGERDAL, B.; EDLUND, M.; SLADE, R.; MONOT, F. New 

improvements for lignocellulosic ethanol. Current Opinion in Biotechnology, v. 20, 

p.372–380, 2009. 

 

MARTÍN, C.; KLINKE, H. B.; THOMSEN, A. B. Wet oxidation as a pretreatment method 

for enhancing the enzymatic convertibility of sugarcane bagasse. Enzyme and 

Microbial Technology, v.40, p.426–432, 2007. 

 

MATSUMOTO, N., O. FUKUNISHI, M. MIYANAGA, K. KAKIHARA, E. NAKAJIMA, H. 

YOSHIZUMI. Industrialization of a non-cooking system for alcoholic fermentation 

from grains. Agricultural and Biological Chemistry, v.46, p.1549-1558, 1982. 

 

MATSUSHIKA, A.; INOUE, H.; KODAKI, T.; SAWAYAMA, S. Ethanol production from 

xylose in engineered Saccharomyces cerevisiae strains: current state and perspectives. 

Applied Microbiology and Biotechnology, v.84, p.37–53, 2009. 

 

MCKNIGHT, I.; MAZZIEIRO, G. Aplicação das enzimas amilolíticas em panificação. 

Higiene Alimentar, v.14, n.72, p.35 – 45, 2000. 

 

MCKENDRY, P. Energy production from biomass (part 1): overview of biomass. 

Bioresource Technology, v.83, p.37-46, 2002. 

 

McMILLAN, J. D. (1994). Pretreatment of lignocellulosic biomass. In: HIMMEL, M. E; 

BAKER, J. O; Overend, R. P. (Eds), Enzymatic Conversion of Biomass for Fuels 

Production. American Chemical Society, Washington, DC, p.292-324, 1994. 

http://www.afamamg.org.br/imagens/estudoguedes.doc


Referências Bibliográficas 

 

314 

 

 MDIC - Ministério do Desenvolvimento, Indústria e Comércio Exterior. Álcool 

Combustível. ALICEWEB, (2012). Disponível em: 

<http://www.desenvolvimento.gov.br/sitio/interna/interna.php?area=2&menu=999>. 

Acesso em: 05 fev. 2012. 

 

MEILGAARD, M.; CIVILLE, G. V.; CARR, B. T. Sensory evaluation techniques. Boca 

Raton: CRC Press, 1987. v.1, p.113-118. 

 

MEINANDER, N. Q.; HAHN-HÄGERDAL, B. Influence of co-substrate concentration on 

xylose conversion by recombinant, XYL1-expressing Saccharomyces cerevisiae: a 

comparison of different sugars and ethanol as co-substrates. Applied Environmental 

and Microbiology, v.63, n.5, p.1959-1964, 1997. 
 

MEIRELLES, A. J. A. Expansão da produção de bioetanol e melhoria tecnológica da 

destilação alcoólica. FEA/ UNICAMP. Workshop: Produção de Etanol – EEL/USP. 10 

Nov. 2006.  

 

MICHELLON, E.; SANTOS, A. A. L.; RODRIGUES, J. R. A. Breve descrição do Pró Álcool 

e perspectivas futuras para o etanol produzido no Brasil. XLVI Congresso da 

Sociedade Brasileira de Economia, Administração e Sociologia Rural, Universidade 

Estadual de Maringá, Maringá, 2008. 

 

MIGUEZ, M.; AMARAL, P.; COELHO, M. A. Z.; ARAÚJO, O. Q.; ROCHA-LEÃO, M. H. 

Determinação dos Parâmetros Cinéticos de uma Nova Saccharomyces cerevisiae 

Construída para Exibir Alta Capacidade Respiratória na Presença de Açúcar 

Repressor.   In: XIX Simpósio Nacional de Fermentações / Sinaferm 2003, 

Florianópolis, 2003. 

 

MILLER, G. L. Use of dinitrosalicilic acid reagente for determination of reducing 

sugars. Analytical Chemistry, v.31, n. 3, p.426-428, 1959. 

 

MISHRA, P.; KAUR, S. Lipids as modulators of ethanol tolerance in yeast. Applied 

Microbiology and Biotechnology, v.34, p.697-702, 1991. 

 

MOHAN, D.; PITTMAN, C. U.; STEELE, P. H. Pyrolysis of wood/biomass for bio-oil: a 

critical review. Energy and Fuels, v.20, p.848-889, 2006. 

 

MOJOVIĆ L, NIKOLIĆ S, RAKIN M, VUKASINOVIĆ M. Production of bioethanol from 

corn meal hydrolyzates. Fuel, v.85, p.1750-5, 2006. 

 

http://www.desenvolvimento.gov.br/sitio/interna/interna.php?area=2&menu=999


Referências Bibliográficas 

 

315 

 

MORES, W. D.; KNUTSEN, J. S.; DAVIS, R. H. Cellulase recovery via membrane filtration. 

Applied Biochemistry and Biotechnology, v.297, p.91-93, 2001.   

 

MORES, W. D.; KNUTSEN, J. S.; DAVIS, R. H. Cellulase recovery via membrane filtration, 

Applied Biochemistry and Biotechnology, v.91-93, p.297-309, 2001. 

 

MOSIER, N.; WYMAN, C.; DALE, B.; ELANDER, R.; LEE, Y. Y.; HOLTZAPPLE, M.; LADISCH, 

M. Features of promising technologies for pretreatment of lignocellulosic biomass. 

Bioresource Technology, v.96, p.673-686, 2005. 

 

MOUSDALE, D. M. Biofuels: Biotechnology, chemistry and sustainable 

development. CRC Press. Taylor and francis group, LLC. FL, USA, 2008. 

 

MUSSATO, I. S.; ROBERTO, I. C. Produção biotecnológica de xilitol a partir da palha de 

arroz. Biotecnologia, Ciência & Desenvolvimento, v. 28, p. 24-39, 2002. 

 

MUSSATO, S. I.; DRAGONE, G.; ROCHA, G. J. M.; ROBERTO, I. C. Optimum operating 

conditions for brewer’s spent grain soda pulping. Carbohydrate Polymers, v.64, 

p.22-28, 2006. 

 

MUSSATTO, S. I.; DRAGONE, G.; GUIMARAES, P. M. R.; SILVA, J. P. A.; CARNEIRO, L. M.; 

ROBERTO, I. C.; VICENTE, A; DOMINGUES, L.; TEIXEIRA, J. A. Technological trends, 

global market, and challenges of bio-ethanol production. Biotechnology Advances, 

v.28, p.817-830, 2010. 

 

MUSSATTO, S. I.; FERNANDES, M.; MILAGRES, A. M. F.; ROBERTO, I. C. Effect of 

hemicelluloses and lignin on enzymatic hydrolysis of cellulose from brewer’s spent 

grain. Enzyme and Microbial Technology, v.43, p.124-129, 2008. 

 

MUSSATTO, S. I.; ROBERTO, I. C. Alternatives for detoxification of diluted-acid 

lignocellulosic hydrolysates for use in fermentative processes: a review. Bioresource 

Technology, v.93, p.1-10, 2004. 

 

MUSSATTO, S.; DRAGONE, G.; GUIMARÃES, P. M. R.; SILVA, J. P. A.; CARNEIRO, L. M.; 

ROBERTO, I. C.; VICENTE, A.; DOMINGUES, L.; TEIXEIRA, J. A. Technological trends, 

global market, and challenges of bio-ethanol production. Biotechnology Advances, 

v.28, p.817-830, 2010. 

 

MUSSATTO, S.I.; ROBERTO, I.C. Chemical characterization and liberation of pentose 

sugars from brewer’s spent grain. Journal of Chemical Technology and 

Biotechnology, v.81, p.268-274, 2006. 



Referências Bibliográficas 

 

316 

 

MYBELOJARDIM. 2011. Sorgo Sacarino: uma alternativa doce na controvérsia de 

alimentos versus combustíveis – Parte II. Disponível em: 

<http://mybelojardim.com/sorgo-sacarino-uma-alternativa-doce-na-controversia-de-

alimentos-combustiveis-%E2%80%93-parte-ii/> Acesso em: 14 out. 2011. 
 

NAKAFI, M. F.; DEOBAGKAR, D. Purification and characterization of an extracellular a-

amylase from Bacillis subtilis ax20. Protein Expression and Purification, v.41, p.349-

354, 2005. 

 

NASCIMENTO, V. M. Pré-tratamento alcalino (NaOH) do bagaço de cana-de-

açúcar para produção de etanol e obtenção de xilooligômeros. 2011. 126p. 

Dissertação (Mestrado em Desenvolvimento de Processos Químicos) - Centro de 

Ciências Exatas e de Tecnologia, Universidade Federal de São Carlos, UFSCAR, São 

Carlos, 2011. 

 

NASCIMENTO, V. M.; ROCHA, G. J. M.; GIORDANO, R. C.; CRUZ, A. J. G.; GIORDANO, R. 

C. Optimization of Alkaline (NaOH) Pretreatment of Sugarcane Bagasse for 

Production of Second Generation Bioethanol. In: Society for Industrial 

Microbiology, 2011.  

 

NASS, L. L.; PEREIRA, P. A. A.; ELLIS, D. Biofuels in Brazil: An Overview. Crop Science, 

Madison, v.47, p.2228-2237, 2007. 

 

NATIONAL RESEARCH COUNCIL. (1996). Lost Crops of Africa. Volume I: Grains. 

National Academy Press, Washington, D.C. 386p. 

 

NEUMANN, N. P.; LAMPEN, J. O. Purification and properties of yeast invertase. 

Biochemistry, v.6, p.468-475, 1967. 

 

NEUREITER, M.; DANNER, H.; THOMASSER, C.; SAIDI, B.; BRAUN, R. Dilute-acid 

hydrolysis of sugarcane bagasse at varying conditions. Applied Biochemistry and 

Biotechnology, v.98, p.49-58, 2002. 

 

NOVELLIE, L. Kaffircorn malting and brewing studies XIII. Variations of diastatic power 

with variety, season, maturity and age of grains. Journal of the Science of Food and 

Agriculture, v.13, p.124-126, 1962. 

 

O’CONNOR-COX, E. S. C.; PAIK, J.; INGLEDEW, W. M. Improved ethanol yields through 

supplementation with excess assimilable nitrogen. Journal of Industrial 

Microbiology., v.8, p. 45-52, 1991. 

 

http://mybelojardim.com/sorgo-sacarino-uma-alternativa-doce-na-controversia-de-alimentos-combustiveis-%E2%80%93-parte-ii/
http://mybelojardim.com/sorgo-sacarino-uma-alternativa-doce-na-controversia-de-alimentos-combustiveis-%E2%80%93-parte-ii/


Referências Bibliográficas 

 

317 

 

OCTAVE, S.; THOMAS, C. Biorefinery: toward and industrial metabolism.  Biochimie, 

v.91, p.659-664, 2009. 

 

OGEDA, T. L.; PETRI, D. F. S. Hidólise enzimática de biomassa: revisão, Quimica Nova, 

v.33, n. 7, p. 1549-1558, 2010. 

 

OHGREN, K.; BURA. R.; SADDLER, J.; ZACCHI, G. Effect of hemicellulose and lignin 

removal on enzymatic hydrolysis of steam pretreated corn stover. Bioresource 

Technology, v. 98, p. 2503–2510, 2007. 

 

OHTA, K.; HAYASHIDA, S. Role of tween 80 and monoolein in a lipid-sterot-protein 

complex which enhances ethanol tolerance of sake yeasts. Applied Environment 

and Microbiology, v.46, p.821-5, 1983. 

 

OLIVEIRA J. G. Perspectivas para a cogeração com bagaço de cana-de-açucar: 

potencial do mercado de carbono para o setor sucroalcooleiro paulista. 2007. 

160 f. Dissertação (Mestrado em Engenharia de produção) - Escola de Engenharia de 

São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2007. 

 

OLIVEIRA, A. B. Análise prospectiva da utilização de uma usina como plataforma 

para uma biorrefinarias. 2010. 112 f. Dissertação (Mestrado em Economia) - Escola 

de Economia de São Paulo, Fundação Getúlio Vargas, São Paulo, 2010.  

 

OLIVEIRA, L. C. Indústria de etanol no Brasil: uma estrutura de mercado em 

mudança. 2009. Dissertação (Mestrado em Desenvolvimento Econômico) - Setor de 

Ciências Sociais Aplicadas, Universidade Federal do Paraná, Curitiba, 2009. 

 

OLIVÉRIO, L. J.; SOARES, A. P. (2007). Produção de álcool a partir do bagaço: o 

processo DHR – Dedini Hidrólise Rápida. Disponível em: <http://www.iea.usp.br/ 

iea/ online/ midiateca/etanolcelulosicosoares.pdf>. Acesso em: 01 mar. 2012. 

 

OLIVETTI, M. P. A.; CAMARGO, A. M. M. P. Aspectos econômicos e desenvolvimento 

da cultura de sorgo. Informações econômicas, São Paulo, v.7, n.1, 1997. 

 

OLOFSSON K., BERTILSSON M., LIDÉN G. A short review on SSF – an interesting 

process option for ethanol production from lignocellulosic feedstocks. 

Biotechnology for Biofuels, 2008. 

 

OLSSON, L.; NIELSEN. J. The role of metabolic engineering in the improvement of 

Saccharomyces cerevisiae: Utilization of industrial media. Enzyme and Microbial 

Technology, v.26, p.785-792, 2000. 



Referências Bibliográficas 

 

318 

 

OLSSON, L; HAHN-HÄGERDAL, B. Fermentation of lignocellulosic hydrolysates for 

ethanol production. Enzyme and Microbial Technology, v.18, p.312-331, 1996. 

 

OPENPR, J. Energy and Environment: Worldwide cellulosic ethanol production in 2020 

at least 16.5 billion gallons. OPENPR Worldwide Public Relations. 2010. Disponível 

em: <http://www.openpr.com/news/39944/Worldwide-cellulosic-ethanol-production-

in-2020-at-least-16-5-billion-gallons.html>. Acesso em: 23 fev. 2012. 
 

OURA, E. Reaction products of yeast fermentations. Process Biochemistry, London, 

v.12, p.644-651, 1977. 

 

OWUAMA, C. I. Review Sorghum: a cereal with lager beer brewing potential. World 

Journal of Microbiology & Biotechnology, v.13, p.253-260, 1997. 

 

OWUAMA, C. I.; OKAFOR, N. Studies on mashing methods for beer brewing with 

sorghum. MIRCEN. Journal of Applied Microbiology and Biotechnology, v.3, 

p.243-253, 1987. 

 

PACHECO, A. M.; SCUSSEL, V. M. Castanha-do-Brasil: da floresta tropical ao 

consumidor. Florianópolis: Editorgraf, 2006. 176 p. 

 

PALMER, G.H. 1989. Cereals in malting and brewing. In: Cereal Science and 

Technology, ed Palmer, G.H. pp. 161-242. Aberdeen: University Press. 

 

PALMQVIST, E.; HAHN-HÄGERDAL, B. Fermentation of lignocellulosic hydrolysates. II: 

Inhibitors and mechanisms of inhibition. Bioresource Technology, v.74, p.25-33, 

2000. 

 

PANAGIOTOPOULOS, I. A.; BAKKER, R. R.; DE VRIJE, T.; KOUKIOS, E. G.; CLAASSEN, P. 

A. M. Pretreatment of sweet sorghum bagasse for hydrogen production by 

Caldicellulosiruptor saccharolyticus. International Journal of Hydrogen Energy, 

v.35, p.7738-7747, 2010. 

 

PANDEY, A.; WEBB, C.; SOCCOL, C. R.; LARROCHE, C. Enzyme Technology 1ª ed. New 

Delhi, Asiatech Publishers, Inc, 2005. 760 p.  

 

PARAJÓ, J. C.; DOMÍNGUEZ, H.; DOMÍNGUEZ, J. M. Biotechnological production of 

xylitol: Operation in culture media made from lignocellulose hydrolysates. 

Bioresource Technology, v.66, p.25-40, 1998. 

 

http://www.openpr.com/news/39944/Worldwide-cellulosic-ethanol-production-in-2020-at-least-16-5-billion-gallons.html
http://www.openpr.com/news/39944/Worldwide-cellulosic-ethanol-production-in-2020-at-least-16-5-billion-gallons.html


Referências Bibliográficas 

 

319 

 

PAZIANI, S. F.; DUARTE, A. P. (2006). Avaliação de cultivares de milho e sorgo para 

silagem. Disponível em: http://www.aptaregional.sp.gov.br/artigo.php?id_artigo=444. 

Acesso em: 13 Jun. 2009. 

 

PEREIRA JR, N.; COUTO, M. A. P. G.; SANTA ANNA, L. M. M. (2008b). Biomass of 

lignocellulosic compostion for fuel ethanol production and the context of biorefinery. 

Series on Biotechnology. Biblioteca Nacional: Rio de Janeiro, v. 2, 2008. 

 

PEREIRA JR., N. (1991). Investigation of D-xylose fermenting yeast. Ph.D. Thesis. 

Deparment of Chemistry. The University of Manchester, U.K, 1991. 

 

PEREIRA JR., N. (2009). Comunicação pessoal. 

 

PEREIRA JR., N; BON, E. P. S.; FERRARA, M. A. (2008a). Tecnologia de Bioprocessos. 

Séries em Biotecnologia. Biblioteca Nacional: Rio de Janeiro, v. I, 2008. 62p.  

 

PERES, F. O. Avaliação da aclimatação de Pichia stipitis ao hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de cana e hierarquização da toxicidade dos inibidores 

celulares. 2010. 143 f. Dissertação (Mestrado em Tecnologia de Processos Químicos e 

Bioquímicos) - Escola de Química, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, 2010. 

 

PERYAM, D. R.; GIRARDOT, N. Advanced taste-test method. Food Engineering, v. 24, 

n. 7, p. 58-61, 1952. 

 

PETSCHACHER, B.; NIDETZKY, B. Altering the coenzime preference of xylose reductase 

to favor utilization of NADH enhances ethanol yield from xylose in a metabolically 

engineered strain of Saccharomyces cerevisiae. Microbiology Cell Factories, v.7, n.9, 

2008.  

 

PIACENTE, E. A. Perspectivas do Brasil no Mercado Internacional de Etanol. 2006. 

57p. Dissertação (Mestrado em Planejamento de Sistemas Energéticos) - Faculdade 

de Engenharia Mecânica, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2006. 

 

PIMENOVA, N.; HANLEY, T. Measurement of rheological properties of corn stover 

suspensions. Applied Biochemistry and Biotechnology, v.106, p.383-392, 2003. 

 

PIMENTEL D. Ethanol fuels: energy balance, economics, and environmental impacts 

are negative. Natural Resources Research, v.12, p.127-34, 2003. 

 

http://www.aptaregional.sp.gov.br/artigo.php?id_artigo=444


Referências Bibliográficas 

 

320 

 

PINEDO, L. A. Teores de tanino e produção de gases in vitro da silagem de sorgo 

com adições de níveis crescentes de guandu. 2009.  80 f. Tese (Doutor em Energia 

Nuclear na Agricultura e no Ambiente) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, 

Universidade de São Paulo, USP. 

 

PISKUR, J.; LANGKAJAR, R. B. Yeast genome sequencing. The power of comparative 

genomics. Molecular Microbiology, v.53, p.381-389, 2004. 

 

PITARELO, A.P. Avaliação da Susceptibilidade do Bagaço e da Palha de Cana-de-

Açúcar a Bioconversão via Pré-tratamento a Vapor e Hidrólise Enzimática. 2--7. 

142p. Dissertação (Mestrado em Química) - Universidade Federal do Paraná, Curitiba, 

2007. 

 

PONTOH, J.; LOW, N. H. Glucose syrup production from Indonesian palm and cassava 

starch. Food Research International, v.28, n.4, p.379-385, 1995. 

 

PORTO, L. M. Modelagem de processo industrial de fermentação alcoólica 

contínua com reatores de mistura ligados em série. 2005. Dissertação (Mestrado) - 

Faculdade de Engenharia Química, Universidade Estadual de Campinas-Unicamp, 

Campinas, 2005. 

 

PULZATTO, M. E. (2000). Fatores que influem na obtenção de biomassa de 

levedura seca (Saccharomyces cerevisiae) na fermentação alcoólica. 2000. 112p. 

Dissertação de Tese de Doutorado em Tecnologia de Alimentos - Faculdade de 

Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, 2000.  

 

QUEROL, A.; FERNÁNDEZ-ESPINAR, M. T.; DEL OLMO, M.; BARRIO, E. Adaptative 

evolution of wine yeast. International Journal Food Microbiology, v.86, n.1-2, p.3-

10, 2003. 

 

RAMOS, L. P. The chemistry involved in the steam treatment of lignocellulosic 

materials. Química Nova, v.26, p.863-871, 2003. 

 

READING, N. S.; WELCH, K. D.; AUST, S. D. Free radical reactions of wood-degrading 

fungi. In: Wood Deterioration and Preservation: Advances in Our Changing 

World, Washington: ACS Symposium Series, v. 845, p.16-31, 2003. 

 

REDDY, B. V. S. Develops sweet sorghum for ethanol production. (2004). ICRISAT - 

International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics. Disponível em: 

<http://www.icrisat.org/media/2004/media13.htm>. Acesso em: mai. 2008. 

 



Referências Bibliográficas 

 

321 

 

REDDY, B.; DAR, W. D.; RAO, P. P.; RAO, P. S.; KUMAR, A. A.; REDDY, P. S. (2008). Sweet 

sorghum as a bioetanol feedstocks: challenges and opportunities. ICRISAT - 

International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics. Disponível em: 

<http://www.ars.usda.gov/meetings/Sorghum/presentations/Reddy.pdf>. Acesso em: 

27 jun. 2011. 

 

REDDY, M. S.; CHEN, F.; SHADLE, G.; JACKSON, L.; ALJOE, H.; DIXON, R. A. Targeted 

down-regulation of cytochrome P450 enzymes for forage quality improvement 

in alfalfa (Medicago sativa L.). Proceedings of the National Academy of Sciences of 

the United States of America, Washington, v.102, p.16573-16578, 2005. 

 

REDDY, N.; YANG, Y. Biofibers from agricultural byproducts for industrial applications. 

Trends in Biotechnology, v.23, p.22–27, 2005. 

 

REE, R. V.; ANNEVELINK, B. Status Report Biorefinery. Agrotechnology and Food 

Sciences Group. Wageningen: November 2007. 

 

REED, G.; PEPPLER, H. J. Yeast technology. Westport, Connecticut: The AVI Publishing 

Company, Inc., 1973. 378p. 

 

RÉGIS, A. Tribuna do Norte. (2008). Disponível em: 

<http://tribunadonorte.com.br/noticias/92502.html>. Acesso em: 12 jun. 2009. 

 

RFA - ETHANOL INDUSTRY OUTLOOK 2006, Disponível em: 

<http://www.ethanolrfa.org > Acessado em 8 de janeiro de 2007. 

 

RFA - Renewable Fuels Association. Ethanol industry outlook: Climate of 

opportunity. 2010. Disponível em: <http://foodnfuel-

ethanolrfa.bluestatedigital.com/pages/annualindustry-outlook>. Acesso em: 18 abr. 

2010. 

 

RIBEIRO FILHO, N. M.; FLORÊNCIO, I. M.; ROCHA, A. S.; DANTAS, J. P.; FLORENTINO, E. 

R.; SILVA, F. L. H. Aproveitamento do caldo do sorgo sacarino para produção de 

aguardente. Revista Brasileira de Produtos Agroindustriais, v.10, n.1, p.9-16, 2008. 

 

RIBEIRO, F. J.; LOPES, J. J. C.; FERRARI, S. E. Complementação de nitrogênio de forma 

contínua no processo de fermentação alcoólica. Brasil açucareiro, v.105, n.1, p.26-30, 

1987. 

 

RIESENBERG, D.; GUTHKE, R. High-cell-density cultivation of microorganisms. Applied 

Microbiology Biotechnology, v.51, n.4, p.422-430, 1999. 

http://www.ars.usda.gov/meetings/Sorghum/presentations/Reddy.pdf
http://tribunadonorte.com.br/noticias/92502.html
http://www.ethanolrfa/


Referências Bibliográficas 

 

322 

 

RING, S. G.; GEE, M. J.; WHITTAM, M.; ORFORD, P.; JOHNSON, I. T. Resistant starch: Its 

chemical form in foodstuffs and effect on digestibility in vitro. Food Chemistry, v.28, 

p.97-109, 1988. 

 

ROBERTO, I. C.; LACIS, L. S.; BARBOSA, M. F. S.; MANCILHA, I. M. Utilization of sugar 

cane bagasse hemicellulosic hydrolysate by Pichia stipitis for the production of 

ethanol. Process Biochemistry, v.26, p.15-21, 1991. 

 

ROEHR, M. 2001. The Biotechnology of Ethanol: Classical and Future Application. 

Wiley-VCH Verlag: New York. 

 

ROMANO, A. H. Microbial sugar transport systems and their importance in 

biotechnology. Trends in Biotechnology, v.4, p.207-231, 1986. 

 

ROONEY, L. W., WANISKA, R. D. (2000). Sorghum food and industrial utilization. In C. 

W. Smith., & R. A. Frederiksen, Sorghum: Origin, History, Technology, and Production 

(pp. 680-750). New York, NY: John Wiley and Sons. 

 

ROONEY, L.A. Properties of sorghum grain and new developments of possible 

significance to the brewing industry. Master Brewers Association of the Americas 

Technical Quarterly, v.6, p.227-232, 1969. 

 

ROONEY, L.W., PFLUGFELDER, R.L. Factors affecting starch digestibility with special 

emphasis on sorghum and corn. Journal of Animal Science, v.63, p.1607–1623, 

1986. 

 

ROSSELL, C. E. V. Tecnologia Agroindustrial de Sorgo Sacarino. Seminário Temático 

de Sorgo Sacarino. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 20 e 21 Setembro, 

2011. 

 

ROUKAS, T. Ethanol production from non-sterilized beet molasses by free and 

immobilized Saccharomyces cerevisiae cells using fed-batch culture. Journal Food 

Engineering, v.27, p.87-98, 1996.   

 

RUDOLF, A.; ALKASRAWI, M.; ZACCHI, G.; LIDÉN, G. A comparison between batch and 

fed-batch simultaneous saccharification and fermentation of steam pretreated 

spruce. Enzyme Microbiology and Technology, v.37, p.195-205, 2005.  

 

RUIS, H.; SCHULLER, C. Stress signaling in yeast. Bioessays, v.17, n.11, p.959-965, 

1995. 

 



Referências Bibliográficas 

 

323 

 

SADLLER J. N.; RAMOS, L. P.; BREUIL, C. Steam pretreatment of lignocellulosic 

residues. In: Bioconversion of Forest and Agricultural Plant Residues (Saddler, J.N., 

Ed.), CAB International, Wallingford, UK, 73-91, 1993. 

 

SAHA, B. C. Hemicellulose bioconversion. Journal of Industrial Microbiology and 

Biotechnology, v.30, p.279–291, 2003. 

 

SAHA, B. C.; BOTHAST, R. J. Pretreatment and enzymatic saccharification of corn fiber. 

Applied Biochemistry and Biotechnology, v.76, p.65-77, 1999. 

 

SAHA, B. C.; ITEN, L. B.; COTTA, M. A.; WU, Y. V. Dilute acid pretreatment, enzymatic 

saccharification and fermentation of wheat straw to ethanol. Process Biochemistry, 

v.4, p.3693–3700, 2005. 

 

SAID, SURAIA; PIETRO, ROSEMEIRE. Generalidades sobre aplicação industrial de 

enzimas. In:______. Enzimas como agentes biotecnológicos. Ribeirão Preto: Legis 

Summa, 2004, p.1-7. 

 

SALEH, A. A.; WATANABE, S.; ANNALURU, N.; KODAKI, T.; MAKINO, K. Construction of 

various mutants of xylose metabolizing enzymes for efficient conversion of biomass 

to ethanol. Nucleic Acids Symposium Series, v.50, p.279-280, 2006. 

 

SALVI, D. A.; AITA G. M.; ROBERT, D.; BAZAN, V. Ethanol production from sorghum by 

a dilute ammonia pretreatment. Journal of Industrial Microbiology and 

Biotechnology, v.37, p.27–34, 2010. 

 

SANCHES-PERES, M. F.; SOUSA, S. R.; LALUCE, C. Obtaing Strains of Saccharomyces 

Tolerant to High Temperatures and Ethanol. Methods in Biotechnology, v.14, p. 

356-367. 2000. 

 

SANCHEZ, J.; CARDONA, C. A. Trends in biotechnological production of fuel ethanol 

from different feedstocks.  Bioresource Technology, v.99, p.5270-5295, 2008. 

 

SANTOS, F. G. Simpósio Estadual de Agroenergia - EMBRAPA. Out. 2007. EMBRAPA 

Pelotas - RS, 2007. 

 

SANTOS, J. R. A.; SOUTO-MAIOR, A. M.; GOUVEIA, E. R.; MARTÍN, C. Comparação 

entre processos em SHF e em SSF de bagaço de cana-de-açúcar para a produção de 

etanol por Saccharomyces cerevisiae. Química Nova, v.33, n.4, 2010. 

 



Referências Bibliográficas 

 

324 

 

SASSNER, P.; GALBE, M.; ZACCHI, G. Bioethanol production based on simultaneous 

saccharification and fermentation of steam-pretreated Salix at high dry-matter 

content. Enzyme and Mircrobial Technology, v.39, p.756-762, 2006. 

 

SASSNER, P.; GALBE, M.; ZACCHI, G. Techno-economic evaluation of bioethanol 

production from three different lignocellulosic materials. Biomass and Bioenergy, 

v.32, p.422-430, 2008. 

 

SASSNER, P.; MARTENSSON, C.-G.; GALBE, M.; ZACCHI, G. Steampretreatment of 

H2SO4–impregnated Salix for the production of bioethanol. Bioresource Technology, 

v.99, p.137-145, 2007. 

 

SAXENA, R.C.; ADHIKARI, D.K.; GOYAL, H.B. Biomass-based energy fuel through 

biochemical routes: A review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v.13, 

p.167-178, 2009. 

 

SCANDIFFIO, M. I. G. Análise Prospectiva do Álcool Combustível no Brasil - 

Cenários 2004-2024. 2005. 182p. Tese (Doutorado em Planejamento de Sistemas 

Energéticos) - Faculdade de Engenharia Mecânica, Universidade Estadual de 

Campinas, 2005. 

 

SCHLITTLER, L. A. F. S. Engenharia de um bioprocesso para produção de etanol de 

bagaço de cana-de-açúcar. 2006. 174 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) - Escola 

de Química, Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, Rio de Janeiro, 2006. 

 

SEABRA, J.E.A.; TAO, L.; CHUM, H.L.; MACEDO, I.C. A Techno-Economic Evaluation of 

the Effects of Centralized Cellulosic Ethanol and Co-Products Refinery Options with 

Sugarcane Mill Clustering. Biomass and Bioenergy, v.34, n.8, p.1065–1078, 2010. 

 

SEDLAK, M.; HO, S. M. Y. Expression of E. coli araBAD operon encoding enymes for 

metabolizing L-arabinose in Saccharomyces cerevisiae. Enzyme and Microbial 

Technology., v.28, p.16-24, 2001. 

 

SERRANO, R.; DELAFUENTE, G. Regulatory properties of the constitutive hexose 

transport in Saccharomyces cerevisiae. Molecular and Cellular Biochemistry, v.5, 

p.161-171, 1974. 

 

SHEWALE, S. D.; PANDIT, A. B. Enzymatic production of glucose from different 

qualities of grain sorghum and application of ultrasound to enhance the yield. 

Carbohydrate Research, v.344, p.52–60, 2009.  

 



Referências Bibliográficas 

 

325 

 

SILVA, E. P. A evolução da produção do álcool combustível e a região norte do 

Brasil de 1975 a 2005. 2006. 75 f. Monografia de Graduação em Ciências 

Econômicas, Universidade Estadual de Maringá, Maringá, 2006. 

 

SILVA, J. P. A. Estudo da produção de etanol por Pichia stipitis empregando 

hidrolisado de palha de arroz. 2007. 144 f. Dissertação (Mestrado em Biotecnologia 

Industrial) - Faculdade de Engenharia Química de Lorena da Universidade de São 

Paulo, Lorena, 2007. 

 

SILVA, M. F. V. Avaliação nutricional de um produto extrusado a base de folha e 

farinha de mandioca. 1990. 100 f. Dissertação (Mestrado em Ciência dos Alimentos), 

Escola Superior de Agricultura de Lavras, Lavras (ESAL), 1990. 

 

SILVA, N. L. C. Produção de bioetanol de segunda geração a partir de biomassa 

residual da indústria de celulose. 2010. Dissertação (Mestrado em Tecnologia de 

Processos Químicos e Bioquímicos) - Escola de Química, Universidade Federal do Rio 

de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010. 

 

SILVA, R. N. O., ARNHOLD, E.; ARAÚJO, B. L.; OLIVEIRA, G. H. F.; COSTA, J. R. S.; 

OLIVEIRA JUNIOR, E. A.; LIMA, C. F. Comportamento agronômico de cultivares de 

sorgo granífero avaliados em safrinha. Revista Trópica – Ciências Agrárias e 

Biológicas, v.4 (3), p. 39, 2010. 

 

SILVA, S. S.; MATOS, Z. R.; CARVALHO, W. Effects of sulfuric acid loading and 

residence time on the composition of sugarcane bagasse hydrolysate and its use as a 

source of xylose for xylitol bioproduction. Biotechnology Progress, v.21, p.1449-

1452, 2005. 

 

SILVERSTEIN, R.; CHEN, Y. E., SHARMA-SHIVAPPA, R.; BOYETTE, M.; OSBORNE, J. 

Bioresource Technology, v.98, p.3000 - 3011, 2007. 

 

SIMS, R. E.; MABEE, W.; SADDLER, J. H.; TAYLOR, M. An overview of second generation 

biofuel technologies. Bioresource Technology, v.101, n.6, p. 1570-1580, 2010.  

 

SINGH, N.; SINGH, J.; KAUR, L.; SODHI, N. S.; GILL, B. S Morphological, thermal and 

rheological properties of starches from different botanical sources. Food Chemistry, 

v.81, p.219-231, 2003. 

 

SIVERS, M.V.; ZACCHI, G. A techno-economical comparison of three processes for the 

production of ethanol from pine. Bioresourse Technology, v. 51, p. 43-52, 1995. 

 

http://www.massey.ac.nz/massey/expertise/profile.cfm?stref=426100


Referências Bibliográficas 

 

326 

 

SLUITER, A.; HAMES, B.; RUIZ, R.; SCARLATA, C.; SLUITER, J.; TENPLETON, D.; CROCKER, 

D. Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass. Laboratory 

Analytical Procedure (LAP). Issue Date: 4/25/2008. NREL National Renewable 

Energy Laboratory, 2008. 

 

SMITH, C. W.; FREDERIKSEN, R. A. In: Preface in Sorghum: Origin, History, 

Technology, and Production; Smith, C. W., Frederiksen, R. A., Eds.; Wiley: New York, 

2000; p viii. 

 

SOARES, C. M. F. Otimização por planejamento experimental da imobilização de 

lipase em sílica de porosidade controlada na presença de estabilizantes. 2000. 

Dissertação (Mestrado em Processos Biotecnológicos) - Faculdade de Engenharia 

Química, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2000.  

 

SOTO, M. L.; DOMÍNGUEZ, H.; NÚÑEZ, M. J.; LEMA, J. M.Enzymatic saccharification of 

alkali-treated sunflower hulls. Bioresource Technology, v.49, p.53–59, 1994. 

 

SOUTHGATE, D.A.T. Determination of food carbohydrates. London. Ed. Applied 

Science Publishers LTD. 1991, 177p. 

 

SOUZA, C. C.; DANTAS, J. P.; SILVA, S. M.; ALMEIDA, F. A.; SILVA, L.E. Produtividade do 

sorgo granífero cv. Sacarino e qualidade de produtos formulados isoladamente ou 

combinados ao caldo de cana-de-açúcar. Ciência Tecnologia Alimentos, v.25, n.3, 

p.512-517, 2005. 

 

SOUZA, M. L. Processamento de cereais matinais extrusados de castanha-do-

brasil com mandioca. 2003. 191 f. Tese (Doutorado em Tecnologia de Alimentos), 

Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, 

Campinas, 2003. 

 

SOUZA, M. L.; MENEZES, H. C. Processamento de amêndoa e torta de castanha-do-

brasil e farinha de mandioca: parâmetros de qualidade. Ciência e Tecnologia de 

Alimentos, v.24, n.1, p.120-128, 2004. 

 

SOUZA, V. F.; PARRELLA, R. A.; PORTUGAL, A. F.; TARDIN, F. D.; DURÃES, N. N. L.; 

SCHAFFERT, R. E. Desempenho de Cultivares de Sorgo Sacarino em Duas Épocas 

de Plantio no Norte de Minas Gerais Visando a Produção de Etanol. 2010. 

Disponível em: 

<http://www.alice.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/898939/1/Desempenhocultivares

.pdf>. Acesso em: 16 dez. 2011. 

 

http://www.alice.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/898939/1/Desempenhocultivares.pdf
http://www.alice.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/898939/1/Desempenhocultivares.pdf


Referências Bibliográficas 

 

327 

 

SPIRIDON, L.; POPA, V. I.; Hemicelluloses: major sources, properties and applications. 

In: BELGACEM, M. N.; GANDINI, A. (Ed.). Monomers, polymers and composites 

from renewable resource. Amsterdam: Elsevier, 2008, p.289-304. 

 

SREEKUMAR, O.; CHAND, N.; BASAPPA, S. C. Optimization and interaction of media 

components in ethanol production using Zymomonas mobilis by response surface 

methodology. Journal Bioscience Bioengineering, v.88, n.3, p.334-338, 1999. 

 

SRICHUWONG, S.; ARAKANE, M.; FUJIWARA, M.; ZHANG, Z.; TAKAHASHI, H.; 

TOKUYASU, K. Alkali-aided enzymatic viscosity reduction of sugar beet mash for 

novel bioethanol production process. Biomass and Bioenergy, v.34, p.1336-1341, 

2010. 

 

SRICHUWONGA, S.; FUJIWARAA, M.; WANGA, X.; SEYAMAA, T.; SHIROMAA, R.; 

ARAKANEA, M.; MUKOJIMAB, N.; TOKUYASU, K. Simultaneous saccharification and 

fermentation (SSF) of very high gravity (VHG) potato mash for the production of 

ethanol. In Press: Biomass and Bioenergy, p.1-9, 2009. 

 

STAMBUK, B. U.; ELEUTHERIO, E. C. A.; FLOREZ-PARDO, L. M.; SOUTO-MAIOR, A. M.; 

BON, E. P. Brazilian potential for biomass ethanol: challenge of using hexose and 

pentose cofermenting yeast strains. Journal of Science of Industrial Research, v.67, 

p.918- 926, 2008. 

 

Stat-Ease ® Software, Design Expert, version 7.1.6. Informação disponível em: 

www.statease.com. Stat-Ease ® Software, 2000. 

 

STATSOFT, Inc. STATISTICA (data analysis software system), version 8.0. Informação 

disponível em: www.statsoft.com. Statsoft, Inc., 2002. 

 

STONE, H.; SIDEL, J. L. Sensory avaluation practices. Flórida: Academic Press, Inc., 

1985. 311p. 

 

SUBRAMANIAN, V.; HOSENEY, R. C.; BRAMELCOX, P. Factors affecting the color and 

appearance of sorghum starch. Cereal Chemistry, v.71, p.275-278, 1994. 

 

SUN, Y.; CHENG, J. Hydrolysis of lignocellulosic materials for ethanol production: a 

review. Bioresourse Technology, v.83, p.1-11, 2002. 

 

SURMELY, R. (1997). Produção dos hidrolisados a partir da mandioca por 

processos enzimáticos. Botucatu: Ministério das Ciências e Tecnologias. Programa 

RHAE/CNPq, CERAT/UNESP, Universidade Estadual Paulista, 1997. 124p.  



Referências Bibliográficas 

 

328 

 

SURMELY, R. et al. In: Tecnologia, usos e potencialidades de tuberosas amilaceas 

Latino Americanas. Hidrólise do amido. Sao Paulo: Fundação Cargill, v.3, p.377-448, 

2003. 

 

SWANSTON, J. S.; RAO, N. S.; SUBRAMANIAN, V.; TAYLOR, K. The influence of some 

aspects of grain quality on malting potential in sorghum. Journal of Cereal Science, 

v.19, p.91-97, 1994. 

 

SZULCZYK, K. R.; MCCARL, B. A.; CORNFORTH, G. Market penetration of ethanol. 

Renewable and Sustainable Energy Reviews, v.14, p.394-403, 2010. 

 

TABAK, J. Biofuels - Energy and the Environment Series. 2009. Facts on File. New 

York: Infobase Publishing, 2009. 

 

TALBERT, D.M.; SIMS, E.T. HAMMING, M.D.  The ethanol prodution potencial of sweet 

potato and jerusalem artichoke: A review conducted for the savannah river plant. 

Hortscience, v.18, n.2, p.168, 1983. 

 

TECLU, D.; TIVCHEV, G.; LAING, M.; WALLIS, M. Determination of the elemental 

composition of molasses and its suitability as carbon source for growth of 

sulphatereducing bacteria. Journal of Hazardous Materials, v.161, p.1157-1165, 

2009.   

 

TEIXEIRA, C. G.; JARDINE, J. G.; BEISMAN, D. A. Utilização do sorgo sacarino como 

matéria-prima complementar à cana-de-açúcar para obtenção de etanol em 

microdestilaria. Ciência Tecnologia Alimentação, v.17, n.3, 1997. 

 

TEIXEIRA, C. G.; JARDINE, Y. G.; NICOLELLA, G.; ZARONI, M. H. Influência da época de 

corte sobre o teor de açúcares de colmos de sorgo sacarino. Pesquisa Agropecuária 

Brasileira, Brasília, v. 34, n.9, p. 1601-1606, 1999. 

 

TESTER, R. F.; KARKALAS, J.; QI, X. Review: Starch Composition, fine structure and 

architecture. Journal of Cereal Science, v.39, p.151 – 165, 2004. 

 

THE ROYAL SOCIETY. Sustainable biofuels: prospects and challenges. 2008. Policy 

document 01/08, London, January 14, 2008. Disponível em: 

<http://royalsociety.org/policy/publications/2008/sustainable-biofuels/>. Acesso em: 

10 jan. 2012. 

 

http://royalsociety.org/policy/publications/2008/sustainable-biofuels/


Referências Bibliográficas 

 

329 

 

THOMAS, K. C.; DHAS, A.; ROSSNAGEL, B. G.; INGLEDEW, W. M. Production of fuel 

alcohol from hull-less barley by very high gravity technology. Cereal Chemistry, v.72, 

p.360-364, 1995. 

 

THOMAS, K. C.; HYNES, S. H.; INGLEDEW, W. M. Effects of particulate material and 

osmoprotectants on very high gravity ethanolic fermentation by Saccharomyces 

cerevisiae. Applied Environmental Microbiology, v.60, p.1519-1524, 1994. 

 

THOMAS, K. C.; HYNES, S. H.; INGLEDEW, W. M. Practical and theorectical 

considerations in the production of high concentrations of alcohol by fermentation. 

Process Biochemistry, v.31, p.321-331, 1996. 

 

THOMAS, K. C.; HYNES, S. H.; JONES, A. M.; INGLEDEW, W. M. Production of fuel 

alcohol from wheat by very high gravity technology. Effect of sugar concentration 

and fermentation temperature. Applied Biochemistry and Biotechnology, v.43, 

p.211-226, 1993. 

 

THOMAS, K. C.; INGLEDEW, W. M. Production of 21% (v/v) ethanol by fermentation of 

very high gravity (VHG) wheat mashes. J. Ind. Microbiol., v.10, p.61-8, 1992. 

 

THOMAZ JUNIOR, A. Por trás dos canaviais: os (nós) da cana; a relação capital x 

trabalho e do movimento sindical dos trabalhadores na agroindústria canavieira 

paulista. 1996. Tese (Doutorado em Geografia Humana - Faculdade de Filosofia, 

Letras e Ciências Humanas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 1996. 

 

TNSUSTENTÁVEL. O etanol brasileiro. TNsustentável. 2011. Disponível em: 

<http://www.tnsustentavel.com.br/alcool>. Acesso em: 06 fev. 2012. 

 

TOIVARI, M. H.; SALUSJÄRVI, L.; RUOHONEN, L.; PENTTILÄ, M. Endogenous xylose 

pathway in Saccharomyces cerevisiae. Applied Environmental Microbiology, v.70, 

p.3681-3686, 2004. 

 

UDOP – União dos Produtores de Bioenergia. (2009a). Disponível em: 

<http://www.udop.com.br/download/estatistica/historico_prod_cana_acucar_alcool_b

ra.pdf>. Acesso em: 17 jun. 2011. 

 

UDOP – União dos Produtores de Bioenergia. A cultura da cana-de-açúcar e os 

solos de Minas Gerais  . (2009b). Disponível em: 

http://www.udop.com.br/index.php?item=noticias&cod=987. Acesso em: 24 jun. 

2009. 

 

http://www.tnsustentavel.com.br/alcool
http://www.udop.com.br/download/estatistica/historico_prod_cana_acucar_alcool_bra.pdf
http://www.udop.com.br/download/estatistica/historico_prod_cana_acucar_alcool_bra.pdf
http://www.udop.com.br/index.php?item=noticias&cod=987


Referências Bibliográficas 

 

330 

 

UHLIG, H. (1998). Application of technical enzyme preparations; Enzymes in the 

starch and sugar industries: Industrial enzymes and their applications. New York, 

USA: John Wiley & Sons Inc. pp. 224–254, 1998. 

 

UNICA – União da Indústria de Cana de Açúcar. (2009). Dados e Cotações. Disponível 

em: http://www.unica.com.br/dadosCotacao/estatistica/. Acesso em: 17 Jun. 2009. 

 

USDA - United State Department of Agriculture. 2011. USDA Agricultural 

Projections to 2020.  Long-term Projections Report OCE-2011-1, 100 pp. 

 

USDA – United States Department of Agriculture. (2009). World Agricultural 

Production. Disponível em: http://www.fas.usda.gov/wap/circular/2009/09-

04/productionfull04-09.pdf. Acesso em: 12 jun. 2009. 

 

VAN DER BURGT, Y. E. M.; BERGSMA, J.; BLEEKLER, J. P.; MULAND, P. J. H. C.; 

KAMERLING, J. P.; VLIEGENHART, J. F. G. Structural studies on methylated starch 

granules: Starch/Stärke, v.52, n.2-3, p.40-43, 2000. 

 

VANDEPUTTE, G. E.; DELCOUR, J. A. From sucrose to starch granule to starch physical 

behavior: a focus on rice starch. Carbohydrate Polymers, v.58, p.245-266, 2004. 

 

VANDEPUTTE, G. E.; VERMEYLEN, R.; GEEROMS, J.; DELCOUR, J. A. Rice starches. I. 

Structural aspects provide insight into crystallinity characteristics and gelatinisation 

behavior of granular starch. Journal of Cereal Science, v.38, p.43-52, 2003. 

 

VASILAKOGLOUA, I.; DHIMAB, K.; KARAGIANNIDISB, N.; GATSISB, T. Sweet sorghum 

productivity for biofuels under increased soil salinity and reduced irrigation. Field 

Crops Research, v.120, p.38–46, 2011. 

 

VÁSQUEZ, M. P. Desenvolvimento de processo de hidrólise enzimática e 

fermentação simultânea para a produção de etanol a partir de bagaço de cana-

de-açúcar. 2007. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos Químico e 

Bioquímicos) - Escola de Química, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, 2007. 

 

VEIGA FILHO, A. Fatores explicativos da mecanização do corte na lavoura canavieira 

paulista. Informações Econômicas, São Paulo, v. 28, n. 11, p. 7-33, nov. 1998. 

 

 

 

http://www.unica.com.br/dadosCotacao/estatistica/
http://www.fas.usda.gov/wap/circular/2009/09-04/productionfull04-09.pdf
http://www.fas.usda.gov/wap/circular/2009/09-04/productionfull04-09.pdf


Referências Bibliográficas 

 

331 

 

VERVERIS, C.; GEORGHIOU, K.; DANIELIDIS, D.; HATZINIKOLAOU, D. G.; SANTAS, P.; 

SANTAS, R.; CORLETI, V. Cellulose, hemicelluloses, lignin and ash content of some 

organic materials and their suitability for use as paper pulp supplements. 

Bioresource Technology, v.98, p.296-301, 2007. 

 

VITOLO, M. Invertase. In: SAID, S., PIETRO, R.C.L.R., Eds. Enzimas como agentes 

tecnológicos. Ribeirão Preto, SP, Legis Summa, 2004. 412p. 

 

VITOLO, M.; VAIRO, M. L. R.; BORZANI, W. Invertase activity od ontact cells of 

Saccharomyces cerevisiae growing on sugarcane molasses II. Unstady-state 

continuous culture tests. Biotechnology and Bioengineering, v.30, p.9-14, 1987. 

 

VOLPATO, R. C. Etanol: a hora do Brasil. 2007. Dissertação (MBA em Gestão 

Estratégica) – Faculdade de Administração, Economia e Ciências Contábeis, 

Universidade Federal de Mato Grosso, 2007. 

 

WALKER, G. M. Yeast physiology and biotechnology. New York: John Wiley, 1998, 

350p. 

 

WALTZ, E. Cellulosic ethanol booms despite unproven business models. Nature 

Biotechnology, v.26, p.8-9, 2008. 

 

WANG, L. Z.; WHITE, P. J. Structure and properties of amylose, amylopectin, and 

intermediate materials of oat starches. Cereal Chemistry, v.71, p.263-271, 1994. 

 

WANG, Q.; WANG, X.; WANG, X.; MA, H. Glucoamylase production from food waste 

by Aspergillus niger under submerged fermentation. Process Biochemistry, v.43, n.3, 

p.280-286, 2008. 

 

WANG, S.; THOMAS, K. C.; SOSULSKI, K.; INGLEDEW, W. M. Grain pearling and very 

high gravity (VHG) fermentation technologies for fuel alcohol production from rye 

and triticale. Process Biochemistry, v.34, p.421-8, 1999. 

 

WANG, Y. J.; WHITE, P.; POLLAK, L.; JANE, J. Amylopectin and intermediate materials in 

starch from mutant genotypes of the Oh43 inbred line. Cereal Chemistry, v.70, 

p.521-525, 1993. 

 

WANG, Y. X.; LU, Z. X. Optimization of processing parameters for the mycelial growth 

and extracellular polysaccharide production by Boletus spp. ACCC 50328. Process 

Biochemistry, v. 40, n. 3-4, p. 1043-1051, 2005. 

 



Referências Bibliográficas 

 

332 

 

WASZCZYNSKYJ, K.; NELSEN, T. Collaborative study on sensory and volatile 

compound analysis of oils. Journal of the American Oil Chemists Society, v.73, n.2, 

p.157-166, 1996. 

 

WATSON, S. A.; HIRATA, Y. The wet milling properties of grain sorghums. 

Agronomical Journal, v.47, p.11-15, 1955. 

 

WAYMAN, M.; PAREKH, S. R. Biotechnology of Biomass Conversion. Fuels and 

Chemicals from Renewable Resources.Prentice Hall. USA. 1990. 278 pp. 

 

WEBB, S. R.; LEE, H. Regulation of D-xylose utilization by hexose in pentose 

fermenting yeast. Biotechnology Advances, v.8, p.685-697, 1990. 

 

WENDHAUSEN, R.; FREGONESI, A. ; MORAN, P. J. S. , JOEKES, I. ; RODRIGUES, J. A. R., 

TONELLA, E.; ALTHOFF, K. Continuous Fermentation of Sugar Cane Syrup Using 

Immobilized Yeast cells. Journal of Bioscience and Bioengineering, v.91, n.1, p.48-

52, 2001. 

 

WILKIE, A. C.; RIEDESEL, K. J.; OWEND, J. M. Stilage characterization and anaerobic 

treatment of ethanol stillage from conventional and cellulosic feed stocks. Biomass 

Bioenergy, v.19, p.63-102, 2000. 

 

WILKIE, K. C. B. The hemicelluloses of grasses and cereals. In: TIPSON, R. S.; DEREK, H. 

(Ed.). Advances in carbohydrates chemistry and biochemistry. Old Aberdeen. 

Academic Press, 1979, v.36, p.215-264. 

 

WILLIAMS, J.R.; DELANO, D.R.; HEINIGER, R.W.; VANDERLIP, R.L.; LLEWELYN, R.V. 

Replanting strategies for grain sorghum under risk. Agricultural Systems, v.60, 

p.137-155, 1999. 

 

WOLF, L. D. Pré-tratamento organossolve do bagaço de cana-de-açúcar para a 

produção de etanol e obtenção de xolooligômeros. 2011. Dissertação (Mestrado 

em Pesquisa e Desenvolvimento de Processos Químicos) - Engenharia Química, 

Universidade Federal de São Carlos, São Carlos, 2011.  

 

WOOD, T. M.; SADDLER, J. N. Increasing the availability of cellulose in biomass 

materials. Methods in Enzymology. v.160, p.3-11, 1988. 

 

 

 



Referências Bibliográficas 

 

333 

 

WORKSHOP PRODUÇÃO DE ETANOL. 2006. Workshop Produção de Etanol, EEL, 

USP. Disponível em: 

<http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=produ%C3%A7a%C3%B5%20etanol%

20caldo%20de%20cana&source=web&cd=6&ved=0CD8QFjAF&url=http%3A%2F%2

Fwww.apta.sp.gov.br%2Fcana%2Fanexos%2Ftermo_referencia_etanol.pdf&ei=HdGtTs

CuC4WTtweBybH6Dg&usg=AFQjCNFeiXodfWQ_Ic4A7B6O6p0B5eNeQA>. Acesso 

em: 30/10/2011. 

 

WU, X.; ZHAO, R.; BEAN, S. R.; SEIB, P. A.; MCLAREN, J. S.; MADL, R. L.; TUINSTRA, M.; 

LENZ, M. C.; WANG, D. Factors impacting ethanol production from grain sorghum in 

the dry-grind process. Cereal Chemistry, v.84, p.130–136, 2007.  

 

WURZBURG, O. B. Modified starches: properties and uses. Boca Raton: CRC Press, 

1986. 277p. 

 

WYMAN, C. E. Economic fundamentals of ethanol production from lignocellulosic 

biomass. In: Saddler J, Penner M, editors. ACS Symposium Series, vol. 618. 

Washington, D.C.: American Chemical Society, v.618, p.272–90. 1995. 

 

WYMAN, C.E. Potential Synergies and Challenges in Refining Cellulosic Biomass to 

Fuels, Chemicals, and Power. Biotechnology Progress, v.19, n.2, p.254–262, 2003. 

 

YU, Y.; LOU, X.; WU, H. Some Recent Advances in Hydrolysis of Biomass in Hot-

Compressed Water and Its Comparisons with Other Hydrolysis Methods. Energy and 

Fuels, v.22, p.46–60, 2008. 

 

ZANCANER, L. G. (2008). Pró-Álcool - Programa Brasileiro de Álcool.  

Biodieselbr.com. Disponível em: <http://www.biodieselbr.com/proalcool/pro-

alcool.htm>. Acesso em: 25 jun. 2009. 
 

ZANIN, G. M.; SANTANA, C. C.; BOM, E. P. S.; GIORDANO, R. C. L.; DE MORAIS, F. F.; 

ANDRIETTA, S. R. Brazilian bioethanol program. Applied Biochemistry and 

Biotechnology, v.84-86, p.1147-1161, 2000. 

 

ZHANG, M.; XU, Y.; LI, K. Removal of residual lignin of ethano-based organosolv pulp 

by an alkali extraction process. Journal of Applied Polymer Science, v.106, p.630-

636, 2007. 

 

ZHANG, W. Reviving the carbohydrate economy via multi-product lignocellulose 

biorefineries. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v.35, p.367-

375, 2008. 

http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=produ%C3%A7a%C3%B5%20etanol%20caldo%20de%20cana&source=web&cd=6&ved=0CD8QFjAF&url=http%3A%2F%2Fwww.apta.sp.gov.br%2Fcana%2Fanexos%2Ftermo_referencia_etanol.pdf&ei=HdGtTsCuC4WTtweBybH6Dg&usg=AFQjCNFeiXodfWQ_Ic4A7B6O6p0B5eNeQA
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=produ%C3%A7a%C3%B5%20etanol%20caldo%20de%20cana&source=web&cd=6&ved=0CD8QFjAF&url=http%3A%2F%2Fwww.apta.sp.gov.br%2Fcana%2Fanexos%2Ftermo_referencia_etanol.pdf&ei=HdGtTsCuC4WTtweBybH6Dg&usg=AFQjCNFeiXodfWQ_Ic4A7B6O6p0B5eNeQA
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=produ%C3%A7a%C3%B5%20etanol%20caldo%20de%20cana&source=web&cd=6&ved=0CD8QFjAF&url=http%3A%2F%2Fwww.apta.sp.gov.br%2Fcana%2Fanexos%2Ftermo_referencia_etanol.pdf&ei=HdGtTsCuC4WTtweBybH6Dg&usg=AFQjCNFeiXodfWQ_Ic4A7B6O6p0B5eNeQA
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=produ%C3%A7a%C3%B5%20etanol%20caldo%20de%20cana&source=web&cd=6&ved=0CD8QFjAF&url=http%3A%2F%2Fwww.apta.sp.gov.br%2Fcana%2Fanexos%2Ftermo_referencia_etanol.pdf&ei=HdGtTsCuC4WTtweBybH6Dg&usg=AFQjCNFeiXodfWQ_Ic4A7B6O6p0B5eNeQA
http://www.biodieselbr.com/proalcool/pro-alcool.htm
http://www.biodieselbr.com/proalcool/pro-alcool.htm


Referências Bibliográficas 

 

334 

 

ZHANG, X.; SHEN, Y.; SHI, W.; BAO, X. Ethanolic cofermentation with glucose and 

xylose by the recombinant industrial strain Saccharomyces cerevisiae NAN-127 and 

the effect of furfural on xylitol production. Bioresource Technology, v.18, p.7104 – 

7110, 2010. 

 

ZHENG, Y.; PAN, Z.; ZHANG, R.; WANG, D. Enzymatic saccharification of dilute acid 

pretreated saline crops for fermentable sugar production. Applied Energy, v.86, 

p.2459-2465, 2009. 

 

ZHOU, G., KRESTA, S. M. Correlation of Mean Drop Size and Minimum Drop Size with 

the Turbulence Energy Dissipation and the Flow in Agitated Tank. Chemistry 

Engineering Science, v.53, n.11, p.2063-2079, 1998. 

 

ZHUANG, J.; MARCHANT, M. A.; NOKES, S. E.; STROBEL, H. J. Economic analysis of 

cellulase production methods for bio-ethanol. Applied Engineering in Agriculture, 

v.23, p.679-687, 2007.  

 

 

 


	Capa.pdf
	Contra Capa.pdf
	Banca.pdf
	Ficha Catalográfica.pdf
	Dedicatória.pdf
	Frase.pdf
	Agradecimentos.pdf
	Resumo.pdf
	Abstract.pdf
	Sumário.pdf
	Lista de Figuras.pdf
	Lista de Tabelas.pdf
	Lista de Siglas e Abreviaturas.pdf
	Apresentação do Tema da Tese.pdf
	Revisão Bibliográfica.pdf
	Justificativa e Objetivos.pdf
	Materiais e Métodos.pdf
	Resultados e Discussão.pdf
	Conclusão.pdf
	Anexo.pdf
	Referências Bibliográficas.pdf

