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RESUMO 

DUSSÁN, K. J. Produção de bioetanol a partir de hidrolisado hemicelulósico de 
bagaço de cana-de-açúcar empregando as leveduras Scheffersomyces (Pichia) 
stipitis NRRL Y-7124 e Candida shehatae UFMG HM 52.2 visando à aplicação em 
bioprocessos com campo eletromagnético. 2013. 171 p. Tese (Doutorado em 
Ciências) – Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo, Lorena, 
2013. 

 
Atualmente é grande o interesse pelo aproveitamento da biomassa vegetal 
visando à obtenção de bioetanol de segunda geração. Neste contexto, o presente 
trabalho teve como objetivo avaliar a produção de etanol de segunda geração a 
partir de hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar pelas leveduras 
Scheffersomyces stipitis NRRL Y-7124 e Candida shehatae UFMG HM 52.2 
visando à aplicação em bioprocessos com campo eletromagnético. Salienta-se 
ainda que a importância do presente trabalho se dá, não apenas pelo caráter 
inovador desta pesquisa, mas também pelo fato do bioeletromagnetismo e 
particularmente biorreatores assistidos por campos eletromagnéticos constituírem 
uma recente e promissora área de pesquisa na biotecnologia onde é possível 
estudar alternativas que resultem no aumento do rendimento e/ou da 
produtividade do processo de fermentação. Numa primeira etapa, foram 
realizados experimentos em bateladas simples em meio contendo hidrolisado 
hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar previamente destoxificado e 
suplementado com extrato de levedura para a avaliação da influência das 
variáveis  pHinicial, agitação e vazão de ar no fator de conversão de açúcares em 
etanol para cada uma das leveduras, de acordo com um planejamento fatorial 
completo 23 com três repetições no ponto central. As melhores condições 
operacionais obtidas para a levedura S. stipitis NRRL Y-7124 foram 100 rpm, 0,7 
vvm e pHinicial de 6,50 com um kLainicial de 3 h-1 as quais exerceram uma influência 
positiva sobre o processo fermentativo, obtendo-se valores de YP/S de  0,16 g/g e 
QP de 0,10 g L-1 h-1. Para a levedura C. shehatae UFMG HM 52.2 as condições 
foram 100 rpm, 0,1 vvm e pHinicial de 6,50 com um kLainicial de 0,2 h-1 obtendo-se 
valores de YP/S de 0,44 g/g e QP de 0,25 g L-1 h-1. Segundo os resultados obtidos, 
observou-se que a levedura C. shehatae apresentou maiores valores de fator de 
rendimento e produtividade em etanol quando comparados à levedura S. stipitis. 
Posteriormente, foi avaliada a influência da configuração do campo 
eletromagnético no processo de fermentação de hidrolisado hemicelulósico de 
bagaço de cana-de-açúcar empregando a levedura C. shehatae imobilizada em 
polímero com propriedades magnéticas. Os resultados da influência das 
configurações do campo eletromagnético (axial e transveral) foram positivos 
observando-se aumento de 47 % na produção de etanol (configuração axial) em 
relação ao experimento controle (sem campo). Este estudo demonstrou que a 
levedura C. shehatae UFMG HM 52.2 apresentou-se com melhor performance 
fermentativa no hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar quando 
comparada à levedura S. stipitis e que os campos eletromagnéticos são uma 
tecnologia promissora no processo de obtenção de bietanol.  
 
Palavras-chave: Etanol. Scheffersomyces stipitis. Candida shehatae. Hidrolisado 
hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar. Fermentação. Campos 
eletromagnéticos. 



 
 

  



 

ABSTRACT 

DUSSÁN, K. J. Bioethanol production from sugarcane bagasse 
hemicellulosic hydrolyzate by Scheffersomyces (Pichia) stipitis NRRL Y-
7124 and Candida shehatae UFMG HM 52.2 yeasts aiming at application in 
bioprocesses with electromagnetic field. 2013. 171 p. Thesis (Doctor of 
Science) – Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo, Lorena, 
2013. 
 
Currently the use of biomass is of huge interest into the second generation 
bioethanol process. Into this field, fermentation is a key process with numerous 
opportunities for innovation. Electromagnetic fields bioreactors stand for a new 
and promising research area for the yield and/or productivity improvement of 
fermentation process. This study focused on the utilization of hemicellulose 
hydrolysate from sugarcane bagasse for ethanol production by Scheffersomyces 
stipitis NRRL Y-7124 and Candida shehatae UFMG HM 52.2 strains intended to 
be applied in the electromagnetic-based bioprocesses.    
A 23 full factorial Central Composite Design (CCD), including three replications at 
the center point was applied to evaluate the effect of initial pH, agitation and air-
flow rate on sugars to ethanol conversion for both strains. The experiments were 
carried out using stirred tank batch fermentor with medium supplemented with 
yeast extract and containing hemicellulose hydrolysate previously detoxified. S. 
stipitis showed the best ethanol production operating conditions obtained at 100 
rpm, 0.7 vvm and initial pH 6.50 with kLainicial of 3 h-1 obtaining YP/S of 0.16 g/g and 
QP of 0.10 g L-1 h-1. For C. shehatae, the best conditions of 100 rpm, 0.1 vvm and 
pHinitial of 6.50 with kLainicial of 0.2 h-1 obtained YP/S of 0.44 g/g and QP of            
0.25 g L-1 h-1. The results showed that yield and ethanol productivity for C. 
shehatae strain was higher comparing to S. stipitis. Subsequently, the influence of 
electromagnetic field configuration in the fermentation process of sugarcane 
bagasse hemicellulosic hydrolyzate was evaluated using immobilized C. shehatae 
in a polymer with magnetic properties. The application of electromagnetic field 
configuration (axial and transversal) favored the ethanol production, observing at 
increase of 47 % in ethanol production (axial configuration) compared to the 
control experiment (no electromagnetic field). The present study demonstrated 
that C. shehatae yeast shows high fermentative potential for sugarcane 
hemicellulose hydrolyzate when compared to S. stipitis strain, and that 
electromagnetic fields are a promising technology tool to be used into the 
bioethanol process. 
 
Keywords: Ethanol. Scheffersomyces stipitis. Candida shehatae. Sugarcane 
bagasse hemicellulose hydrolyzate. Fermentation. Electromagnetic fields. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVAS 

O uso indiscriminado dos combustíveis fósseis é reconhecido como o 

principal responsável por alterações globais nos sistemas de sustentação da vida, 

principalmente devido ao aumento das emissões de CO2 na atmosfera, que estão 

sendo vistas como a causa dos problemas relacionados às mudanças climáticas. 

Conscientizado da gravidade destes fatos, na década de 1970, o Brasil iniciou um 

programa para substituir a gasolina pelo etanol. Neste programa, a cana-de-

açúcar foi escolhida como matéria-prima para produzir etanol, e 

consequentemente, os estudos tanto nas áreas tecnológica como agrícola foram 

intensificados. No entanto, deve-se notar que apenas uma parte da biomassa 

produzida de cana é utilizada na produção de bioenergia, uma vez que, um terço 

da planta é utilizada para a produção de açúcar, um terço corresponde ao 

bagaço, que é queimado para produção de eletricidade e o terço restante é 

normalmente utilizado em diversas aplicações, como forragem, na utilização de 

ração animal, especialmente para ruminantes, e ainda assim há um excedente de 

bagaço disponível. Portanto, um aumento significativo na produção de etanol só 

seria possível com o desenvolvimento de novas tecnologias para converter os 

polissacarídeos das folhas, palha e bagaço de cana, que representam dois terços 

dessa biomassa.  

Com a crescente instabilidade dos preços do petróleo e de sua oferta a partir 

do Oriente Médio, muitos países decidiram dirigir suas políticas energéticas para 

a utilização dos biocombustíveis. Isto impõe uma pressão sobre a produção de 

culturas que possam fornecer substratos para a produção de bioetanol. A principal 

vantagem da produção de bioetanol a partir do bagaço de cana-de-açúcar é a 

utilização de um resíduo que constitui cerca de 10 % da produção total (a 
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previsão do total de cana moída na safra 2012/13 é de 596,63 milhões de 

toneladas).  

Neste contexto, vários trabalhos de pesquisa têm sido realizados objetivando 

a viabilização de processos fermentativos para o aproveitamento de resíduos 

lignocelulósicos usando várias linhagens de leveduras como Scheffersomyces 

stipitis, Candida shehatae e Spathaspora arborariae para produção de etanol. 

Entretanto, segundo a literatura científica, o processo fermentativo necessita estar 

bem estabelecido para aplicações em grande escala e diversos fatores, como a 

concentração inicial de substrato e células, a influência da suplementação 

nutricional, a aeração, o pH e a agitação devem ser avaliados para se obter 

melhores valores de rendimento e produtividade em etanol. Estudos em meios 

sintéticos e hidrolisados têm apresentado resultados promissores frente à 

otimização destes fatores, mas poucos trabalhos ainda são encontrados na 

literatura sobre o tema “produção de etanol de hidrolisado hemicelulósico de 

bagaço de cana-de-açúcar em biorreator agitado – STR”. Além disso, o processo 

de fermentação apresenta ainda problemas quanto ao ajuste do metabolismo 

microbiano, levando a baixos valores de rendimento e produtividade em etanol e 

longos tempos de fermentação. Desta forma, novas abordagens estão sendo 

desenvolvidas para a obtenção de melhores resultados nos processos 

fermentativos. 

Na última década, evidências têm se acumulado sobre a aplicação de campos 

magnéticos ou eletromagnéticos de baixa e alta frequência (micro-ondas) no 

desenvolvimento de bioprocessos. Particularmente no Brasil, o Biomagnetismo 

aplicado à Engenharia de Processos é um assunto relativamente recente e 

biorreatores (fermentadores) assistidos por campos eletromagnéticos de baixa 
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frequência e intensidade têm sido desenvolvidos, e podem operar sob diversas 

configurações. Entretanto, dado o caráter inovador desta tecnologia, estudos em 

nível de pesquisa básica devem ser realizados para avaliar seus benefícios 

técnico-econômicos para a implantação destes biorreatores em escala maior para 

a produção de bioetanol, o que resultaria em maior eficiência, além de facilitar a 

recuperação das células, o que permitiria o uso de sistemas em bateladas 

repetidas ou sistemas contínuos, permitindo-se o uso de elevadas vazões 

específicas de alimentação sem que ocorra a “lavagem do biorreator” - “washout”. 

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho é comparar o desempenho da 

produção de etanol em bateladas simples com hidrolisado hemicelulósico de 

bagaço de cana-de-açúcar em biorreator utilizando as leveduras Scheffersomyces 

stipitis NRRL Y-7124 e Candida shehatae UFMG HM 52.2 avaliando o efeito das 

variáveis: agitação, aeração e pHinicial visando a aplicação em bioprocessos com 

campo eletromagnético. O presente trabalho está inserido no programa de 

pesquisa do Grupo GMBIO – Grupo de Microbiologia Aplicada e Bioprocessos do 

Departamento de Biotecnologia (LOT) da Escola de Engenharia de Lorena/ 

Universidade de São Paulo (EEL/USP), que tem como objetivo o desenvolvimento 

de tecnologias para o aproveitamento de matérias-primas lignocelulósicas, 

especialmente os resíduos agroindustriais, visando à produção de materiais de 

alto valor agregado por via biotecnológica. Contou-se com a parceria do 

Laboratório de Tecnologia de Alimentos do Setor de Engenharia de Processos da 

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro-UENF, para a etapa de 

avaliação da influência da configuração dos campos eletromagnéticos no 

processo de produção de etanol a partir de hidrolisado hemicelulósico usando a 

levedura imobilizada em alginato de sodio com propriedades magnéticas. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Bioetanol 

O bioetanol é produzido pela fermentação dos açúcares contidos na matéria 

orgânica das plantas. O bioetanol misturado com gasolina produz um 

biocombustível de alta energia com características muito semelhantes à gasolina, 

mas com uma redução significativa das emissões poluentes dos motores de 

combustão tradicional (CARDONA; SÁNCHEZ, 2007). 

 

2.1.1 Métodos de produção de etanol 

O bioetanol produzido a partir da fermentação de carboidratos como, por 

exemplo, sacarose e amido é chamado de etanol de primeira geração enquanto 

que o álcool produzido a partir de materiais lignocelulósicos é chamado de etanol 

de segunda geração. Em geral, usam-se três famílias de produtos para a 

obtenção de álcool (QUINTERO et al., 2011): 

 Açúcares, a partir da cana ou beterraba. 

 Cereais, pela fermentação de açúcares a partir de amido. 

 Os resíduos florestais, a partir da fermentação dos açúcares contidos em 

celulose e hemicelulose. 

A Figura 2.1 apresenta um fluxograma simplificado de produção de etanol, 

indicando as fases de pré-tratamento, diluição do mosto, fermentação, destilação 

e desidratação. 



35 
 

 

Figura 2.1 Fluxograma simplificado do processo para a obtenção de bioetanol de 1ª e 2ª geração. 
Adaptado de Quintero et al. (2011) 

 

Outra alternativa são os materiais lignocelulósicos que oferecem maior 

potencial para produção de bioetanol, por exemplo resíduos agro-florestais como 

palha de trigo, de arroz, bagaço de cana, entre outros. Estes resíduos têm como 

vantagem o baixo custo, já que não são necessariamente parte de outros 

produtos ou processos. Os resíduos sólidos urbanos também são ricos em 

matéria orgânica, tais como papel ou madeira, o que os torna uma fonte potencial 

de matérias-primas, mas, devido à suas diferentes origens muitas vezes podem 

conter outros materiais, o que torna necessário um pré-processo de separação, 

aumentando o custo de produção do bioetanol (QUINTERO et al., 2011).  

A produção de bioetanol a partir de biomassa lignocelulósica oferece 

benefícios ambientais e em longo prazo será economicamente viável em 

comparação com os combustíveis fósseis. A Figura 2.2 mostra as diferenças 

entre os processos de obtenção de etanol de diferentes fontes de matéria-prima.  
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Figura 2.2 Processos para a obtenção de etanol com diferentes matérias-primas. Adaptado de 
Quintero et al. (2011) 

 

2.2 Materiais Lignocelulósicos 

Os materiais lignocelulósicos são a biomassa mais abundante, com uma 

produção anual no Brasil de 350 milhões de toneladas (SÁNCHEZ; CARDONA, 

2008). A biomassa lignocelulósica é composta por celulose, hemicelulose e 

lignina, bem como outros componentes em menor quantidade. As frações de 

celulose e hemicelulose são polímeros de carboidratos e uma fonte potencial de 

açúcares fermentáveis.  

 

2.2.1 Composição dos materiais lignocelulósicos 

O termo "biomassa lignocelulósica" é usado quando se refere às plantas 

superiores, madeira mole (softwood) ou dura (hardwood) e gramínea. A celulose é 

um dos principais componentes estruturais da parede celular, e fornece 

resistência mecânica e estabilidade química às plantas (RAVEN et al., 1992). 

Estima-se que cerca de 7,5 milhões de toneladas de celulose são consumidas e 

regeneradas a cada ano (KIRK-OTHMER, 2001). É, portanto, o composto 

orgânico mais abundante na bioesfera. A hemicelulose é um heteropolissacarídeo 

(polissacarídeo que compreende mais de um tipo de monômero) de diferentes 
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continua 

açúcares C5 e C6, que também faz parte da estrutura da parede celular vegetal. A 

lignina é uma estrutura formada de compostos aromáticos e forma uma camada 

protetora para a parede celular da planta. Além dos três compostos químicos 

básicos que contêm os materiais lignocelulósicos, a água também está presente 

no complexo. Além disso, pequenas quantidades de proteínas, sais minerais e 

outros componentes podem ser encontrados na composição dos materiais 

lignocelulósicos (OLSSON; HAHN-HÄGERDAL, 1996; QUINTERO et al., 2011). 

 A composição dos materiais lignocelulósicos depende de sua origem. Há 

uma variação significativa do teor de hemicelulose, celulose e lignina, 

dependendo se este é derivado de madeira dura, de madeira mole, ou gramíneas. 

Na Tabela 2.1 se resume a composição dos materiais lignocelulósicos 

encontrados nas fontes mais comuns de biomassa. 

 

Tabela 2.1 Composição lignocelulósica em várias fontes em base seca (Sun e Cheng, 2002)  

Materiais Lignocelulósicos Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) 

Madeira dura 40–55 24–40 18–25 

Madeira mole 45–50 25–35 25–35 

Casca de nozes 25–30 25–30 30–40 

Sabugo de milho 45 35 15 

Gramíneas 25–40 35–50 10–30 

Papel 85–99 0 0–15 

Palha de Trigo 30 50 15 

Lixo 60 20 20 

Folhas 15–20 80–85 0 

Sementes de algodão 80–95 5–20 0 

Jornal 40–55 25–40 18–30 

Papéis residuais de polpas 
químicas 

60–70 10–20 
5–10 
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conclusão 

Materiais Lignocelulósicos Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) 

Sólidos primários do esgoto 8–15 NA 24–29 

Esterco suíno 6.0 28 NA 

Esterco bovino 1,6–4,7 1,4–3,3 2,7–5,7 

Grama Bermuda Coastal 25 35.7 6.4 

Grama americana 45 31,4 12.0 

 

2.2.1.1 Hemicelulose 

A hemicelulose é um heteropolissacarídeo ramificado, composto 

principalmente, por arabino-xilanas, gluco-mananas, galactanas e outros, que são 

encontrados na parede celular de plantas e com a composição e estrutura 

diferentes dependendo de sua origem e do método de pré-tratamento (GÍRIO et 

al., 2010). 

As hemiceluloses são classificadas de acordo com o açúcar presente em sua 

molécula. A xilana é a principal hemicelulose de madeiras provenientes de 

angiospermas (15 – 30 % do peso seco total), mas é menos abundante em 

madeiras de gimnospermas (7 – 12 %). A Figura 2.3 apresenta a molécula de 

uma xilana que envolve ligações 1→4 de unidades xilopiranosil com unidades α-

(4-O)-metil-D-glucuronopiranosil anexadas a unidades de anidroxilose. O 

resultado é uma cadeia de polímero ramificado que é principalmente composto de 

monômeros de açúcar de cinco carbonos, xilose, e em menor grau, monômeros 

de açúcar de seis carbonos como a glicose (SAHA, 2003; CARVALHEIRO et al., 

2008; GÍRIO et al., 2010).  

Entre os aspectos mais relevantes da estrutura e composição da 

hemicelulose, destacam-se a falta de estrutura cristalina, principalmente devido à 
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estrutura altamente ramificada, e a presença de grupos acetil ligados à cadeia 

polimérica (KIRK-OTHMER, 2001).  

 

 

Figura 2.3 Representação esquemática do suporte principal da hemicelulose das plantas. 
Adaptado de Harmsen et al. (2009) 

 

Os extratos de hemicelulose das plantas possuem um alto grau de 

polidiversidade, polidispersão e polimolecularidade (uma ampla gama de 

características de tamanho, forma e massa) (CARVALHEIRO et al., 2008). Além 

disso, a hemicelulose é insolúvel em água a baixa temperatura, no entanto, sua 

hidrólise inicia-se em uma temperatura mais baixa do que a da celulose, o que a 

torna solúvel em temperaturas elevadas (FTA, 2003) e a presença de ácido 

melhora significativamente a solubilidade em água. 

 

2.2.1.2 Celulose 

A celulose é um homopolímero formado por ligações glicosídicas β-1,4 de 

repetidas unidades de D-glicose. A fórmula química da celulose é (C6H10O5)n e a 

sua estrutura se apresenta na Figura 2.4. 
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Figura 2.4 Estrutura de uma molécula de celulose. Adaptado de Harmsen et al. (2009) 

 

A natureza da ligação entre as moléculas de glicose (β-1,4 glicosídicas) 

permite que o polímero seja disposto em longas cadeias retas. O último arranjo da 

molécula, juntamente com o fato de que as hidroxilas são uniformemente 

distribuídas em ambos os lados dos monômeros, permite a formação de ligações 

de hidrogênio entre as moléculas de celulose. As pontes de hidrogênio, por sua 

vez resultam na formação de compostos que são formados por várias cadeias 

paralelas ligadas umas às outras (FAULON et al., 1994). Uma ilustração do 

arranjo das moléculas de celulose em cadeias paralelas e as pontes de 

hidrogênio é apresentada na Figura 2.5. 
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Figura 2.5 Demonstração das pontes de hidrogênio que permitem o arranjo paralelo das cadeias 
do polímero da celulose. Adaptado de Harmsen et al. (2009) 

 

A celulose é encontrada tanto em estrutura cristalina como não-cristalina. A 

coalescência de várias cadeias de polímero leva à formação de microfibrilas, que 

por sua vez estão unidas para formar fibras. A Figura 2.6 ilustra a estrutura, bem 

como a colocação da celulose na parede celular. 

 

 

 

Figura 2.6 Formação de micro e macrofibrilias (fibras) da celulose e sua posição na parede 
celular. Adaptado de Harmsen et al. (2009) 
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A celulose é um material relativamente higroscópico que absorve 8 – 14 % de 

água sob condições atmosféricas normais (20 °C e 60 % de umidade relativa), no 

entanto é insolúvel em água e também é insolúvel em soluções de ácido diluído a 

baixa temperatura. A solubilidade do polímero é fortemente relacionada com o 

grau de hidrólise alcançada. Como resultado, fatores que afetam a taxa de 

hidrólise da celulose também afetam sua solubilidade. Em altas temperaturas, 

torna-se solúvel, uma vez que a energia fornecida é suficiente para quebrar as 

pontes de hidrogênio que prendem a estrutura cristalina da molécula. A celulose 

também é solúvel em ácidos concentrados, mas tal condição causa uma 

degradação severa do polímero pela hidrólise. Em soluções alcalinas 

concentradas, as fibras de celulose incham e ocorre a dissolução de frações de 

baixo peso molecular do polímero (DP < 200) (KRÄSSIG et al., 2004). A celulose 

não se funde com a temperatura, mas sua decomposição inicia em 180 oC (FTA, 

2003). 

 

2.2.1.3 Lignina 

A lignina é o terceiro maior componente da parede celular, sendo responsável 

pela coesão entre as fibras, pela dureza dos compostos lignocelulósicos, atuando 

como barreira de proteção contra a degradação microbiana. A lignina é 

constituída por ligações poliméricas tridimensionais entre unidades de 

fenilpropano com diversos tipos de ligações entre os monômeros, resultando em 

uma estrutura polifenólica complexa a qual não pode ser convertida em açúcar 

fermentável. Mais especificamente, são mais comumente encontrados os álcoois 

p-cumaríl, coniferil e sinapil (Figura 2.7)  
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Figura 2.7 Álcoois p-cumaril (1), coniferil (2) e sinapil (3): blocos dominantes na lignina 
tridimensional. Adaptado de Quintero et al. (2011) 

 

A lignina se comporta como uma rede tridimensional insolúvel, onde 

desempenha um papel importante na resistência e desenvolvimento da célula, 

afetando o transporte de água, nutrientes e metabólitos na célula vegetal. Atua 

como ligante entre as células, criando um material composto que tem uma notável 

resistência ao impacto, compressão e flexão (HARMSEN et al., 2009). A Figura 

2.8 apresenta uma estrutura-modelo de lignina. 

Os solventes que foram identificados para dissolver a lignina incluem álcoois 

de baixa massa molar, dioxano, acetona, piridina, e dimetilsulfóxido. Além disso, 

sob temperaturas elevadas, ocorrem reações de polimerização de natureza ácida 

ou alcalina (O'CONNOR et al., 2009). 
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Figura 2.8 Estrutura da lignina. Adaptado de Quintero et al. (2011) 

 

2.3 Matérias-primas para a produção de bioetanol: bagaço de cana 

Nos últimos 15 anos, um crescente esforço tem sido feito no sentido de uma 

utilização mais eficiente dos resíduos agroindustriais renováveis, incluindo o 

bagaço de cana (PANDEY et al., 2000; BAUDEL et al., 2005). A disponibilidade 

das matérias-primas para a produção de bioetanol pode variar consideravelmente 

e dependendo até da localização geográfica, pode também representar 

dificuldade para a sua disponibilidade. As alterações no preço das matérias-

primas podem afetar muito os custos de produção de bioetanol (YOOSIN; 

SORAPIPATANA, 2007).  
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Dois terços da produção mundial de açúcar são provenientes de cana e um 

terço é de beterraba (LINOJ et al., 2006). Estes dois são produzidos em regiões 

geograficamente distintas. A cana-de-açúcar é cultivada em países tropicais e 

subtropicais, enquanto a beterraba é cultivada apenas em países de clima 

temperado (BALAT et al., 2008). Ambas as matérias-primas parecem ser as 

fontes mais promissoras para a produção de bioetanol (UNCTAD, 2006). 

O bagaço de cana (ou ‘‘bagaço”, como é geralmente chamado) é um resíduo 

da cana gerado após o esmagamento e extração do suco (PANDEY et al., 2000). 

O bagaço apresenta uma grande heterogeneidade morfológica e consiste de 

fibras e outros elementos estruturais (SANJUAN et al., 2001) sendo composto por 

19 a 24 % de lignina, 27 a 32 % de hemicelulose, 32 a 44 % de celulose e 4,5 a 

9,0 % de cinzas. O restante refere-se principalmente a quantidades menores de 

minerais, ceras e outros compostos (JACOBSEN; WYMAN, 2002). As indústrias 

de açúcar geram cerca de 270 a 280 kg de bagaço (50 % de umidade) por 

tonelada de cana (RODRIGUES et al., 2003).  

A implantação da tecnologia de etanol de bagaço de cana é favorecida, uma 

vez que o processo de produção pode ser anexado às unidades açúcar/etanol já 

existentes, exigindo menores investimentos, infraestrutura, logística e 

fornecimento de energia. Além disso, o bagaço é gerado nas unidades industriais, 

e, como tal, livre de custos de transporte. Este é um cenário promissor, uma vez 

que de cada dez milhões de toneladas de biomassa seca, 600 milhões de galões 

de etanol podem ser produzidos, considerando o uso só da sua parte celulósica 

(SOCCOL et al., 2010). 
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2.4 Processo de produção de bioetanol a partir do bagaço de cana 

A produção de etanol combustível a partir da biomassa lignocelulósica inclui o 

pré-tratamento, a hidrólise de celulose/hemicelulose, fermentação de 

hexoses/pentoses, separação, destilação e tratamento de efluentes (OJEDA; 

KAFAROV, 2009). Intensos esforços têm sido feitos nos últimos anos para 

desenvolver tecnologias eficientes para o pré-tratamento do bagaço, enzimas 

para sacarificação da celulose/hemicelulose e tecnologias adequadas para a 

fermentação de açúcares tanto C6 quanto C5.  

 

2.4.1 Pré-tratamento do bagaço de cana 

O pré-tratamento é uma das operações unitárias fundamentais para a 

conversão de materiais lignocelulósicos em etanol. Devido à estreita associação 

que existe entre os três principais componentes da parede celular vegetal 

(celulose, hemicelulose e lignina), o pré-tratamento é uma etapa importante nos 

processos de valorização destes resíduos lignocelulósicos visando à produção de 

energia, combustível ou produtos químicos, por meio dos processos de hidrólise 

enzimática, fermentação e gaseificação (GÁMEZ et al., 2006). Portanto, o papel 

principal de um método de pré-tratamento é diminuir a interação entre os 

principais componentes da parede celular e torná-los susceptíveis aos processos 

de sacarificação e fermentação (GÁMEZ et al., 2006). Da mesma forma, as 

melhores condições de pré-tratamento devem ser definidas como aquelas em que 

a recuperação máxima dos açúcares da hemicelulose solúvel em água é obtida, 

juntamente com a produção do melhor substrato possível para a hidrólise 

enzimática e fermentação. 
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Do ponto de vista econômico, o pré-tratamento é um passo fundamental no 

processo de bioconversão porque deve melhorar a separação entre os 

componentes da parede celular, evitando a formação de compostos que inibem a 

hidrólise e posteriores processos de fermentação. Muitos métodos foram 

utilizados para o pré-tratamento de materiais lignocelulósicos. Entre estes se 

destacam: explosão a vapor (RAMOS et al., 1992; GLASSER; WRIGHT, 1997; 

RAMOS et al., 2000; BALAT et al., 2008; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; 

HERNÁNDEZ-SALAS et al., 2009), lavagem alcalina (BALAT et al., 2008; 

HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; HERNÁNDEZ-SALAS et al., 2009), cal, peróxido de 

hidrogênio alcalino, hidrólise com ácido diluído (ZHANG et al., 2007; BALAT et al., 

2008; HERNÁNDEZ-SALAS et al., 2009), explosão por amônio (BALAT et al., 

2008; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009), água quente e oxidação úmida (MARTÍN et 

al., 2008; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009), entre outros. Cada um destes métodos 

têm vantagens e desvantagens, e nenhum parece ser ideal para todas as 

aplicações práticas que envolvem diferentes tipos de materiais lignocelulósicos 

(Tabela 2.2).  
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Diversos grupos de pesquisa estudam o desenvolvimento ou a avaliação de 

diferentes métodos de pré-tratamento, tais como organosolv, auto-hidrólise, 

explosão a vapor, a hidrólise ácida, alcalina de peróxido de hidrogênio e extração 

alcalina, principalmente (LORA; WAYMAN, 1978; ANDO et al., 1988; KAAR et al., 

1998; MESA et al., 2010). A lavagem alcalina de bagaço foi o método mais 

indicado para extrair a maior parte da lignina da matriz e tornar a celulose e a 

hemicelulose mais disponíveis para hidrólise enzimática (PANDEY et al., 2000). 

Tratamentos semelhantes também foram úteis para aumentar a eficiência da 

hidrólise enzimática de folhas de cana (HARI-KRISHNA et al., 1998; BHAT, 2000). 

A Figura 2.9a apresenta uma representação simples dos processos mais 

comumente utilizados e seus principais efeitos sobre o material lignocelulósico. A 

Figura 2.9b apresenta uma representação da composição polimérica típica após 

pré-tratamento da biomassa em função do pH (CARVALHEIRO et al., 2008). 

Geralmente, os pré-tratamentos a pH baixo tendem a solubilizar a hemicelulose e 

a torná-la em forma oligomérica, por outro lado os pré-tratamentos alcalinos, 

seletivamente, solubilizam a lignina.  

 

 

Figura 2.9 (a) Opções de processos de hidrólise do material lignocelulósico (b) Composição típica 
dos sólidos poliméricos depois do pré-tratamento em função do pH. Adaptado de Carvalheiro et al. 
(2008) 
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2.4.2 Compostos inibidores presentes no hidrolisado hemicelulósico 

Durante o processo de hidrólise ácida pode ocorrer a formação de alguns 

subprodutos que interferem negativamente no processo de fermentação, tais 

como ácido acético, que é formado pela hidrólise do grupo acetil presente na 

hemicelulose; ácidos fórmico e levulínico, produtos da degradação do açúcar; 

compostos fenólicos, formados principalmente pela degradação parcial da lignina; 

e furaldeídos ou aldeídos furanos, principalmente furfural e 5- hidroximetilfurfural, 

formados pela degradação de pentoses e hexoses, respectivamente (MARTÍN et 

al., 2007). Todos estes compostos, bem como metais liberados do equipamento 

de hidrólise são potentes inibidores do metabolismo microbiano (Figura 2.10) 

 

 

Figura 2.10 Reações que ocorrem durante a hidrólise de materiais lignocelulósicos. Adaptado de 
Palmqvist e Hahn-Hägerdal (2000b) 
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Concentrações da ordem de 0,05 g/L de furfural podem, em uma 

fermentação, afetar sensivelmente a viabilidade das células, a taxa de 

crescimento específico e a produtividade volumétrica do processo (MODIG et al., 

2002; TAHERZADEH; NIKLASSON, 2004; ALLEN et al., 2010). Tal efeito inibitório 

pode ser justificado pela sensibilidade de determinadas enzimas glicolíticas à 

presença do furfural (PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 2000b; HRISTOZOVA et 

al., 2006). Palmqvist e Hahn-Hägerdal (2000b) propõem ainda duas suposições 

para o efeito tóxico do furfural: uma possibilidade é a redução de furfural para 

álcool furfurílico por uma desidrogenase dependente de NADH que possui maior 

afinidade em realizar a redução de dihidroxicetona-fosfato para glicerol; outra 

razão, o furfural causa interupção da replicação celular. O 5-hidroximetilfurfural 

também promove a inibição dos processos fermentativos, possivelmente por 

mecanismo similar ao furfural, sendo que o hidroximetilfurfural é reduzido a álcool 

5-hidroximetilfurfurílico (PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 2000b). 

Além dos compostos de degradação dos açúcares, também são liberados no 

hidrolisado radicais acetil, provenientes das ramificações da hemicelulose, e 

também compostos fenólicos, procedentes da degradação parcial da lignina, 

como, por exemplo, hidroquinona, siringaldeído e 4-metilcatecol (OLIVA et al., 

2006). A toxicidade dos compostos fenólicos consiste na ação destes sobre as 

membranas biológicas. A presença destes compostos afeta a integridade da 

membrana plasmática e interfere na sua seletividade (PALMQVIST; HAHN-

HÄGERDAL, 2000b; DUARTE et al., 2005). Existe efeito tóxico do ácido acético 

quando este se encontram a uma concentração de 5,0 g/L, além de ter efeito 

sinérgico quando presente junto de furfural, 5-hidroximetilfurfural e compostos 

fenólicos (SILVA et al., 2004). O ácido acético e outros ácidos orgânicos 
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presentes no hidrolisado inibem o metabolismo das leveduras enquanto o pH do 

hidrolisado se encontra abaixo dos respectivos pKa (pKa = 4,75 para o ácido 

acético), devido a que se encontram na forma protonada (não dissociada). Dessa 

forma, atravessam a membrana celular, alcançando o citoplasma da célula. 

Dentro da célula encontra um pH mais alto que seu pKa, sendo então 

desprotonados e promovendo a acidificação do citoplasma do micro-organismo. 

Um dos problemas derivados da queda do pH intracelular é a interferência na 

replicação celular, que decresce linearmente com a redução gradual do pH 

citosólico (IMAI; OHNO, 1995). 

Quando comparado com processos fermentativos envolvendo meios de 

cultura sintéticos ou formulados com açúcares e nutrientes comerciais, a 

fermentação de hidrolisados hemicelulósicos, sem prévio tratamento de 

destoxificação, se caracteriza por cinética lenta, com rendimento e produtividade 

limitados (MUSSATTO; ROBERTO, 2004), evidenciando a atuação individual e 

sinérgica dos compostos inibidores presentes nos hidrolisados. Para amenizar, ou 

mesmo eliminar os efeitos dos inibidores, faz-se necessário o tratamento dos 

hidrolisados para sua utilização em processos biotecnológicos. 

 

2.4.3 Destoxificação do hidrolisado hemicelulósico 

A presença das substâncias inibidoras nos hidrolisados hemicelulósicos muitas 

vezes impõe a necessidade de purificação dos hidrolisados antes da utilização 

e/ou adaptação dos micro-organismos ao açúcar a ser utilizado 

(WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998). Diferentes métodos de destoxificação 

podem ser aplicados, e na maioria dos casos estes inibidores são parcialmente 

removidos (OLSSON; HAHN-HÄGERDAL, 1996) ou transformados em compostos 
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inativos (PARAJÓ et al., 1998). A escolha do método de destoxificação vai 

depender do tipo de hidrolisado a ser destoxificado (quanto à eficiência do método 

de destoxificação em relação ao hidrolisado) e do micro-organismo fermentador 

empregado (em relação a quais inibidores devem ser removidos) (OLSSON; 

HAHN-HÄGERDAL, 1996). 

Na etapa de destoxificação, uma variedade de tratamentos físico-químicos e 

também tratamentos biológicos pode ser utilizada (PALMQVIST; HAHN-

HÄGERDAL, 2000a). Já foram propostas como estratégias de destoxificação, 

conduzidas tanto de forma individual quanto combinadas, os métodos de 

neutralização, adsorção por resinas de troca iônica, adsorção por carvão ativado 

e “overliming” com hidróxido de cálcio (CHANG et al., 1998; PALMQVIST; HAHN-

HÄGERDAL, 2000a; CHANG, V. et al., 2001; CARVALHEIRO et al., 2005; 

CHANDEL et al., 2007; CANILHA et al., 2010) (Tabela 2.3).  

Dentre as metodologias apresentadas, a técnica de “overliming” é 

considerada a técnica mais amplamente utilizada (OLSSON; HAHN-HÄGERDAL, 

1996; ALVES, 1997; ALVES et al., 1998; MARTINEZ et al., 2000) e tem sido 

efetiva como um processo de destoxificação devido à remoção parcial de 

inibidores tóxicos, como furfural e hidroximetilfurfural, ainda que este mecanismo 

não seja ainda completamente bem compreendido (CARDONA et al., 2010). 

Durante o “overliming”, o ácido sulfúrico é removido do hidrolisado pela adição de 

hidróxido de cálcio (ou outro hidróxido), resultando em um ajuste do pH, condição 

sob a qual um precipitado é formado. Este precipitado consiste principalmente de 

sais de cálcio de baixa solubilidade, como o sulfato de cálcio, que é capaz de 

precipitar compostos ácidos (DU PREEZ, 1994; ROBERTO et al., 1994). Além 

disso, a técnica de “overliming” causa outros efeitos benéficos, incluindo a 
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remoção de compostos fenólicos, precipitação de íons de metais pesados e 

conversão do furfural em ácido furfurílico (PARAJÓ et al., 1998). Entretanto, já foi 

observado que as concentrações de ácido acético antes e depois deste 

tratamento não foram alteradas significativamente (KARIMI et al., 2006).  

 

 

  



5
8
 

 
T

a
b

e
la

 2
.3

 M
é
to

d
o
s
 d

e
 d

e
s
to

x
if
ic

a
ç
ã
o
 p

a
ra

 h
id

ro
lis

a
d
o

s
 h

e
m

ic
e
lu

ló
s
ic

o
s
  

M
É

T
O

D
O

S
 D

E
 

D
E

S
T

O
X

IF
IC

A
Ç

Ã
O

 
O

B
S

E
R

V
A

Ç
Õ

E
S

 
R

E
F

E
R

Ê
N

C
IA

S
 

F
ÍS

IC
O

S
 

E
v
a

p
o

ra
ç
ã

o
 

 S
e

p
a

ra
ç
ã

o
 d

e
 c

o
m

p
o
s
to

s
 v

o
lá

te
is

 e
 n

ã
o
 v

o
lá

te
is

. 
 

P
a
lm

q
v
is

t 
e

 H
a

h
n
-H

ä
g
e
rd

a
l 
(2

0
0
0

a
) 

E
x

tr
a

ç
ã

o
 

 S
o

lv
e

n
te

s
 o

rg
â

n
ic

o
s
, 
3

:1
 f

a
s
e
 o

rg
â

n
ic

a
: 
fa

s
e
 a

q
u
o

s
a
 (

v
/v

).
 

 

P
a
lm

q
v
is

t 
e

 H
a

h
n
-H

ä
g
e
rd

a
l 
(2

0
0
0

a
) 

A
d

s
o

rç
ã

o
 

 


 S
o

lv
e

n
te

s
 s

u
p
e

rc
rí

ti
c
o

s
 e

m
 c

o
n
tr

a
c
o
rr

e
n
te

 c
o
m

 h
id

ro
lis

a
d
o

, 
2

0
 M

P
a

, 
4

0
ºC

; 
d

e
p

o
is

 d
e
p

re
s
s
u
ri
z
a

ç
ã
o

. 


 C
a

rv
ã

o
 a

ti
v
a

d
o

. 
A

d
iç

ã
o
 d

e
 2

,5
 -

 1
0
 %

 (
m

/v
).

  


 R
e

m
o

ç
ã

o
 d

e
 f

u
ra

n
o

s
, 
fe

n
ó
is

 e
 á

c
id

o
 a

c
é
ti
c
o

. 
 

A
lv

e
s
 (

1
9

9
7
),

 A
lv

e
s
 e

t 
a

l.
 (

1
9
9
8
),

 
L
e
e
 e

t 
a

l.
 (

1
9

9
9
),

 P
e
rs

s
o
n
 e

t 
a

l.
 

(2
0
0
2
) 

e
 M

a
rt

o
n
 e

t 
a

l.
 (

2
0

0
6

) 

Q
U

ÍM
IC

O
S

 

A
lc

a
li

n
o

 (
“
O

v
e

rl
im

in
g

”
 e

 
“
li
m

in
g

”
) 

 


 A
d

iç
ã

o
 d

e
 C

a
(O

H
) 2

 o
u
 C

a
O

 a
té

 p
H

 7
 –

 1
0
,5

 d
e
p
o

is
 é

 a
ju

s
ta

d
o
 o

 p
H

 a
te

 5
,5

 
–
 6

,5
 c

o
m

 á
c
id

o
. 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 


 R
e

m
o

ç
ã

o
 d

e
 f

u
rf

u
ra

l,
 H

M
F

 e
 c

o
m

p
o

s
to

s
 f
e

n
ó

lic
o

s
. 

 

A
lv

e
s
 (

1
9

9
7
),

 A
lv

e
s
 e

t 
a

l.
 (

1
9
9
8
),

 
M

a
rt

in
e

z
 e

t 
a
l.
 (

2
0
0

0
),

 C
a
rd

o
n
a
 e

 
S

á
n
c
h

e
z
 (

2
0
0

7
) 

e
 C

h
a
n

d
e
l 
e
t 
a

l.
 

(2
0
0
7

) 

A
lc

a
li

n
o

 C
o

m
b

in
a
d

a
 

 


 A
d

iç
ã

o
 d

e
 K

O
H

 a
té

 p
H

 1
0
, 

d
e
p

o
is

 o
 p

H
 é

 a
ju

s
ta

d
o

 a
té

 6
,5

 c
o
m

 H
C

l 
e

 a
d

iç
ã

o
 

d
e
 1

 %
 d
e
 s
u
lf
it
o
 d
e
 s
ó
d
io
 a
 9
0
˚C
. 

 


 R
e

m
o

ç
ã

o
 d

e
 c

e
to

n
a

s
, 
a

ld
e
íd

o
s
 e

 c
o

m
p

o
s
to

s
 v

o
lá

te
is

. 
 

P
a
lm

q
v
is

t 
e

 H
a

h
n
-H

ä
g
e
rd

a
l 
(2

0
0
0

a
) 

(c
o
n

ti
n

u
a

) 



5
9
  

M
É

T
O

D
O

S
 D

E
 

D
E

S
T

O
X

IF
IC

A
Ç

Ã
O

 
O

B
S

E
R

V
A

Ç
Õ

E
S

 
R

E
F

E
R

Ê
N

C
IA

S
 

R
e

s
in

a
s

 d
e

 t
ro

c
a
 i

ô
n

ic
a

 

 


 R
e

la
ç
ã
o

 d
e
 r

e
s
in

a
/h

id
ro

lis
a

d
o

 d
e
 1

:1
0
. 

A
g

it
a

ç
ã
o
 p

o
r 

1
 h

o
ra

 a
 t

e
m

p
e
ra

tu
ra

 
a

m
b

ie
n
te

. 
 


 R

e
m

o
ç
ã

o
 d

e
 f

u
ra

n
o

s
, 
fe

n
ó
is

 e
 á

c
id

o
 a

c
é
ti
c
o

. 
 

C
h
a
n

d
e
l 
e
t 

a
l.
 (

2
0
0

7
) 

e
 C

a
n
ilh

a
 e

t 
a

l.
 

(2
0
1
0

) 

B
IO

L
Ó

G
IC

O
S

 

M
ic

ro
b

io
ló

g
ic

o
 

 


 T
ri
c
h
o

d
e

rm
a
 r

e
e
s
e

i,
 P

s
e
u

d
o

m
o

n
a

s
 p

u
ti
d

a
 o

u
 S

tr
e

p
to

m
y
c
e

s
 s

e
to

n
ii.

  


 I
s
s
a

tc
h

e
n

k
ia

 o
c
c
id

e
n
ta

lis
 


 R

e
m

o
v
e

 c
o

m
p

o
s
to

s
 f
e

n
ó
lic

o
s
, 
fu

rf
u
ra

l 
e

 á
c
id

o
 a

c
é
ti
c
o

. 


 P
e

rd
a

 d
e
 a

ç
ú

c
a
r 

d
e
 5

 %
 

 

P
a
lm

q
v
is

t 
e

 H
a

h
n
-H

ä
g
e
rd

a
l 
(2

0
0
0

a
),

 
C

h
e
n

g
 e

t 
a
l.
 (

2
0
0

8
) 

e
 F

o
n
s
e
c
a

 e
t 

a
l.
 

(2
0
1
1

) 

E
n

z
im

á
ti

c
o

 

 


 L
a
c
a

s
e
 d

e
 C

y
a
th

u
s
 s

te
rc

o
re

u
s
. 
 


 L

a
c
a

s
e
 e

 l
ig

n
in

a
 p

e
ro

x
id

a
s
e

 d
e
 T

ra
m

e
te

s
 v

e
rs

ic
o
lo

r 
 


 A

g
it
a

ç
ã
o
 r

o
ta

tó
ri
a

 a
 1

0
0

 r
p

m
 p

o
r 

4
 -

 1
2
 h

o
ra

s
 a

 3
0

ºC
. 

 


 R
e

m
o

ç
ã

o
 q

u
a
s
e
 t

o
ta

l 
d

e
 f
e

n
ó

is
. 


 N

ã
o
 a

p
re

s
e
n
ta

 r
e

m
o

ç
ã

o
 d

e
 f

u
ra

n
o

s
 e

 á
c
id

o
 a

c
é
ti
c
o

. 
 


 P

e
rd

a
 m

ín
im

a
 d

e
 a

ç
ú
c
a

re
s
. 

 

J
ö
n
s
s
o
n
 e

t 
a
l.
 (

1
9
9

8
),

 P
a
lm

q
v
is

t 
e
 

H
a
h
n
-H

ä
g
e
rd

a
l 
(2

0
0
0

a
) 

e
 C

h
a
n

d
e
l 

e
t 
a

l.
 (

2
0

0
7
) 

(c
o
n

c
lu

s
ã

o
) 



60 
 

Outro potencial inconveniente do “overliming” é a perda de açúcares devido a 

reações de degradação catalisadas pelo hidróxido e conversão dos açúcares a 

compostos não fermentáveis (CARVALHO et al., 2005). Um método que pode ser 

utilizado em conjunto com a técnica de “overliming” para a diminuição da 

concentração de ácido acético em hidrolisados é a adsorção por carvão ativado, 

capaz de contribuir também para a diminuição das concentrações de derivados 

fenólicos (PARAJÓ et al., 1998; CARDONA et al., 2010). 

 

2.4.4 Micro-organismos produtores de etanol 

A levedura Saccharomyces cerevisiae é o micro-organismo mais 

frequentemente utilizado na produção industrial de etanol, a partir do caldo de 

cana, devido à sua capacidade de crescimento em meio com alta concentração 

de açúcar e ao seu alto rendimento de etanol (MILLATI et al., 2004). Entretanto, 

esta levedura é capaz de fermentar apenas hexoses, sendo incapaz de produzir 

etanol a partir de pentoses, como a xilose, que é um dos principais constituintes 

da fração hemicelulósica dos materiais lignocelulósicos (NAKAMURA et al., 2001; 

HAMACHER et al., 2002).  

Com o interesse na utilização de biomassa lignocelulósica como fonte de 

matéria-prima surge a necessidade do estudo de micro-organismos que sejam 

capazes de converter pentoses em etanol, como as leveduras dos gêneros 

Candida, Scheffersomyces, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces e Pachysolen, 

os fungos filamentosos dos gêneros Fusarium, Mucor, Monilia e Paecilomyces e 

as bactérias dos gêneros Clostridium, Bacillus, Bacteróides, Thermoanaerobacter 

e Erwinia (Tabela 2.4). Dentre estes micro-organismos destacam-se as leveduras 

Candida shehatae, Scheffersomyces stipitis e o fungo Fusarium oxysporum, que 
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resultam em altos rendimentos em etanol (> 0,45 g de etanol/g xilose) e 

produtividades satisfatórias (> 0,17 g L-1 h-1) (HAHN-HAGERDAL et al., 1994; 

MILLATI et al., 2004).  

Outra alternativa para a produção de etanol a partir de pentoses é o emprego 

de micro-organismos recombinantes, os quais vêm sendo muito estudados 

(ELIASSON et al., 2000; JIN et al., 2004; DAVIS et al., 2005). Existem duas linhas 

principais de pesquisa de micro-organismos recombinantes, a primeira visa à 

modificação do metabolismo dos tradicionais micro-organismos produtores de 

etanol (Saccharomyces cerevisiae e Zymomonas mobilis) para permitir que estes 

fermentem xilose e arabinose. A segunda visa introduzir genes para a produção 

de etanol em micro-organismos que têm a capacidade de metabolizar pentoses, 

como a Escherichia coli, Klebsiella oxytoca e Erwinia (DUMSDAY et al., 1997; 

SAHA, 2003).  

Embora a eficiência dos micro-organismos recombinantes seja grande, muitas 

vezes seu uso em processos industriais não é viável visto que, estes geralmente 

não são suficientemente estáveis e em muitos casos dependem de meios de 

cultura complexos, o que pode inviabilizar o processo em nível industrial 

(DUMSDAY et al., 1997). Desta maneira, leveduras como a Scheffersomyces 

stipitis e Candida shehatae mostram-se mais interessantes industrialmente por 

fermentar a xilose rapidamente com alto rendimento na produção de etanol e 

aparentemente não produzindo xilitol como subproduto (NIGAM, 2001b; 2002; 

SANCHES et al., 2004). Além destes fatores, a levedura Scheffersomyces stipitis 

praticamente não requer a adição de vitaminas para a fermentação de xilose e é 

capaz de fermentar uma grande variedade de açúcares incluindo celobiose 

(EKEN-SARAÇOGLU; ARSLAN, 2000; NAKAMURA et al., 2001; NIGAM, 2001b).  
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Em diversos trabalhos realizados em frascos Erlenmeyer, as leveduras 

Scheffersomyces stipitis e Candida shehatae têm apresentado resultados 

promissores na conversão de xilose em etanol a partir de hidrolisados de 

biomassa lignocelulósica, por exemplo, hidrolisados de bagaço de cana-de-

açúcar, palha de arroz, entre outros (ROBERTO et al., 1991; HAHN-HAGERDAL 

et al., 1994; NIGAM, 2001b; 2002; CHANDEL et al., 2007; FERREIRA; DUSSÁN; 

et al., 2011; CADETE et al., 2012; LIN et al., 2012; SILVA et al., 2012; BELLIDO 

et al., 2013; HICKERT et al., 2013).  
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2.4.5 Metabolismo de xilose em leveduras 

As leveduras produtoras de etanol a partir de D-xilose têm sido isoladas de 

vários habitat, tais como exudatos de árvores (NIGAM et al., 1985), insetos 

habitantes de madeira (TOIVOLA et al., 1984; SUH et al., 2003), madeira em 

decomposição (TOIVOLA et al., 1984; CADETE et al., 2009), frutas em 

decomposição e cascas de árvores (RAO et al., 2008). Essas leveduras 

naturalmente fermentadoras de xilose incluem principalmente as espécies 

Scheffersomyces stipitis, Candida shehatae, C. lignosa, C. insectosa, C. tenuis, 

Pachysolen tannophilus (AGBOGBO; COWARD-KELLY, 2008; FERREIRA; 

MUSSATTO; et al., 2011; WOHLBACH et al., 2011), Spathaspora passalidarum 

(NGUYEN et al., 2006) e S. arborariae (CADETE et al., 2009; DA CUNHA-

PEREIRA et al., 2011). 

A produção anaeróbia de etanol a partir de D-xilose foi primeiramente relatada 

por Karczewska (1959) e as primeiras observações acerca da fermentação de 

xilose por leveduras são do início de 1980. Em outra sinopse taxonômica 

(BARNETT, 1976), entretanto, algumas espécies de leveduras – S. stipitis, C. 

shehatae, P. tannophilus e Brettanomyces naardenendis – são relatadas como 

capazes de fermentar D-xilose a etanol em diferentes taxas. No tratado 

taxonômico de leveduras editado por Kurtzman e Fell (1998), 64 % das espécies 

listadas eram citadas como capazes de assimilar D-xilose aerobiamente, mas 

nenhuma foi citada como capaz de fermentar esse açúcar.  

Dentre as leveduras que assimilam D-xilose, um pequeno número é capaz de 

fermentar esse açúcar a etanol (VAN MARIS et al., 2006). Essa aparente 

discrepância é intrínseca à via metabólica da xilose. Essa via, descrita pela 

primeira vez por Gunsalus et al. (1955), relaciona o metabolismo da xilose à via 
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das fosfopentoses por meio da conversão da xilose em xilulose 5-fosfato (Figura 

2.11). A primeira etapa no metabolismo da D-xilose é o transporte dessa pentose 

através da membrana celular, mediada por transportadores de glicose na 

ausência de um transportador específico de xilose (JEFFRIES; JIN, 2004). 

Sistemas de transporte próton-simporte de baixa e alta afinidade por xilose 

operam simultaneamente na levedura S. stipitis. A glicose compete com a xilose 

pelo transporte mediado pelo sistema de baixa afinidade e inibe o transporte de 

xilose pelo sistema de alta atividade (KILIAN; UDEN, 1988). 

 

 

Figura 2.11 Esquema do metabolismo de D-xilose e L-arabinose a etanol. Os números 
destacados representam as enzimas da via metabólica. 1- aldose/xilose redutase; 2- L-arabinitol 4-
desidrogenase; 3- L-xilulose redutase; 4- xilitol desidrogenase; 5- xilose isomerase; 6-
xiluloquinase; 7- L-rabinose isomerase; 8- L-ribulocibase; 9- L-rubulose-5-fosfato 4-epimerase; G-
3-P-gliceraldeído-3-fosfato; PPP – via das fosfopentoses. Adaptado de van Maris et al. (2006) 
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Posteriormente a esta primeira etapa, a xilose internalizada é metabolizada a 

etanol por uma série inicial de três enzimas, D-xilose redutase, (XR - EC 

1.1.1.21), xilitol desidrogenase (XDH - EC 1.1.1.9) e xiluloquinase (XK - EC 

2.7.1.17). XR reduz a xilose a xilitol, XDH oxida o xilitol a D-xilulose, que é então 

fosforilado a D-xilulose 5-fosfato pela XK. A D-xilulose 5-fosfato é metabolizada 

pela via das fosfopentoses em etanol (GRANSTRÖM; LEISOLA, 2002). A 

conversão de pentoses em xilulose 5- fosfato é um pré-requisito para sua 

utilização por vias catabólicas centrais (SLININGER et al., 1987). A via das 

fosfopentoses consiste de uma fase oxidativa que converte hexoses fosfato em 

pentoses fosfato, suprindo o NADPH necessário na via biossintética, e uma fase 

não-oxidativa, na qual as pentoses fosfato são convertidas em hexoses fosfato e 

trioses fosfato (JEFFRIES, 1983). O gliceraldeído 3-fosfato e a frutose 6-fosfato 

são produzidos na fase não oxidativa. Ambos podem ser convertidos a piruvato 

na via Embden-Meyerhof-Parnas. O piruvato pode tanto ser descarboxilado e 

reduzido a etanol quanto entrar no ciclo do ácido cítrico. A via das fosfopentoses 

também é responsável pela geração de ribose 5-fosfato, utilizada na síntese de 

ácidos nucléicos, e histidina e eritrose 4-fosfato, necessários na síntese de 

aminoácidos aromáticos (WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998). 

As principais oxido-redutases do metabolismo de D-xilose, xilose redutase e 

xilitol desidrogenase, apresentam diferentes especificidades pelos co-fatores 

necessários a esta conversão: XR é dependente de NADPH ou NADH como co-

fator, apresentando, em geral, uma maior preferência por NADPH; XDH é 

dependente de NAD+ ou NADP+, com maior preferência por NAD+. Dessa forma, 

na maioria dos micro-organismos fermentadores de xilose até então estudados, a 

conversão da xilose em xilulose implica na produção de um NADP+ e um NADH, 
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sendo que NADPH e NAD+ necessitam ser regenerados a fim de se manter o 

balanço redox. Para o NADPH, isso pode ser obtido pelo desvio de parte da 

frutose 6-fosfato produzida na etapa oxidativa para a via da pentose fosfato. Sob 

condições aeróbias, o NADH pode ser re-oxidado via cadeia respiratória com o 

oxigênio molecular. Contudo, sob condições anaeróbias, outro aceptor de elétron 

é necessário para re-oxidar o NADH (JEFFRIES; JIN, 2004). 

 

2.4.6 Fatores que influenciam a bioconversão de pentoses em etanol 

A bioconversão de pentoses em etanol é um processo complexo influenciado 

por vários fatores como condições de cultivo (temperatura, pHinicial, aeração e 

agitação), tipo de meio de fermentação (concentração inicial de açúcares iniciais, 

nutrientes), cepa utilizada (concentração inicial de células, tipo de cepa), entre 

outros. Diversos estudos vêm sendo conduzidos buscando melhorar o processo 

de produção biotecnológica de etanol a partir de pentoses, por meio da 

compreensão e da otimização das condições de processo empregadas e dos 

diferentes micro-organismos utilizados. 

Segundo du Preez (1994) e Silva et al. (2012) a aeração é um fator que 

exerce grande importância na fermentação de xilose por leveduras, visto que o 

nível de aeração determina a divisão do fluxo de carbono da xilose entre o 

crescimento e a formação de produto, sendo, portanto, capaz de afetar 

drasticamente a conversão em produto, em células e a produtividade. Taniguchi 

et al. (1997) reportaram que a fermentação de xilose é muito dependente do nível 

de oxigenação empregado ao meio, sendo que em cultivo anaeróbio, 

Scheffersomyces stipitis CBS 5773 consumiu uma quantidade insignificante de 

xilose, não sendo capaz de produzir etanol nestas condições. Segundo Nigam 
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(2001a) e Lin et al. (2012) níveis insuficientes de aeração na produção de etanol 

pela levedura Scheffersomyces stipitis NRRL Y-7124 levaram a um consumo 

lento de xilose, por outro lado, níveis excessivos de aeração reduziram o 

rendimento devido à oxidação do produto ou ao crescimento celular elevado, 

sendo um nível de aeração adequado um parâmetro importante para atingir 

elevados valores de conversão. Grootjen et al. (1991) observaram no cultivo da 

levedura Scheffersomyces stipitis CBS 5773 em meio contendo xilose, a 

existência de uma relação linear entre o fornecimento de oxigênio e as 

conversões em células e em etanol, sendo que a conversão em células elevou-se 

com o aumento do fornecimento de oxigênio, e a conversão em produto mostrou 

uma correlação negativa. Resultados semelhantes foram reportados por Roberto 

et al. (1991) onde se avaliou o efeito na taxa de aeração na fermentação de xilose 

por Scheffersomyces stipitis CBS 5773. Segundo estes autores, a condição de 

maior aeração estudada proporcionou a maior conversão em células (YX/S = 0,50 

g/g) e a menor conversão de açúcares em etanol (YP/S = 0,13 g/g), e na condição 

de menor aeração ocorreu a menor conversão em células (YX/S = 0,01 g/g), 

entretanto a maior conversão em produto assim como a maior produtividade 

ocorreram em uma condição intermediária de aeração.  

Segundo Silva et al. (2012) a disponibilidade de oxigênio no meio foi essencial 

para garantir elevada produção de etanol por P. stipitis. Esta variável deve ser 

controlada na fermentação e é fundamental para o processo de produção de 

etanol, uma vez que o excesso de oxigênio pode afetar o metabolismo celular. No 

cultivo com P. stipitis em meio contendo misturas de xilose/glicose (15/90 g/L), 

este autores conseguiram as máximas concentrações de etanol usando valores 

baixos de kLa (2,3 e 4,9 h-1). 
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Segundo Bellido et al. (2013), aeração limitada na produção de etanol por P. 

stipitis resulta em um melhor consumo dos açúcares disponíveis. Em meios 

contendo xilose e glicose, um coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio 

de 3,3 h-1, foi encontrado como nível suficiente para aumentar a eficiência do 

processo. Em hidrolisados de palha de trigo, concentrações máximas de etanol 

foram obtidas com kLa de 3,8 h-1 em um tempo de fermentação menor ao ser 

comparado com hidrolisados sem aeração, apresentando um incremento na 

produção de etanol de 29 %.   

Apesar das conversões em célula e em produto muitas vezes comportarem-

se linearmente em relação à taxa de aeração nos processos de bioprodução de 

etanol, este comportamento não é observado para a produtividade, o que muitas 

vezes torna necessário um estudo detalhado das condições de transferência de 

oxigênio para que se possa otimizar a produtividade destes processos. 

 

2.4.7 Influência dos campos eletromagnéticos em células microbianas 

Os efeitos biológicos do campo eletromagnético de baixa frequência têm 

atraído a atenção de muitos pesquisadores, não apenas para estabelecer os 

mecanismos básicos desta interação, mas também em suas aplicações práticas 

potenciais. No entanto, os mecanismos pelos quais esses campos podem 

interagir com o sistema biológico não estão claros. Os efeitos biológicos dos 

campos eletromagnéticos foram estudados, especialmente em células 

(mamíferos, linfócitos T, tecidos, tumores), biomoléculas, reações químicas (que 

influenciam os estados de spin eletrônico de intermediários de reação) e micro-

organismos (POLK; POSTOW, 1996) e a interação com as membranas celulares 

(BAURÉUS KOCH et al., 2003). 
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Moore (1979) relatou que a estimulação ou inibição do crescimento de cinco 

espécies de bactérias e leveduras foi dependente da intensidade e frequência do 

campo electromagnético e do tipo de bactéria. Esta estimulação ou inibição do 

crescimento microbiano também foi estudada por outros autores (CEON et al., 

1987; CHACÓN et al., 1996; IVANOVA et al., 1996; RAO et al., 1997; FOJT et al., 

2004). Particularmente em um estudo sobre a influência que o campo 

eletromagnético exerce sobre uma suspensão celular de Candida utilis Y-660, 

observou-se que os campos eletromagnéticos de baixa frequência aceleram 

significativamente o crescimento celular durante as fermentações submersas a 

determinadas combinações de indução eletromagnética e tempos de exposição 

(CHACÓN et al., 1996). Segundo Siannah et al. (1999) o efeito do campo 

eletromagnético em um sistema de fermentação em suporte sólido em colunas de 

vidro, para obter um biopesticida produzido por Trichoderma viride, mostrou uma 

influência positiva sobre o crescimento do fungo. 

Vários dispositivos de gerador de campo magnético têm sido desenvolvidos 

para realizar pesquisas sobre os efeitos dos campos magnéticos em materiais 

biológicos (KAUNE et al., 1984; KINOUCHI et al., 1984; CEON et al., 1987; 

KROPINSKI et al., 1994; GONZALEZ et al., 1996; BAURÉUS KOCH et al., 2003; 

FOJT et al., 2004). Estes equipamentos permitem expor culturas de células ao 

campo magnético em sistemas pequenos, tais como placas de Petri, tubos de 

inclinação ou pequenos frascos e reservatórios para suspensões celulares. Ao 

mesmo tempo, Chacón et al. (1996), Ivanova et al. (1996) e Rao et al. (1997) 

utilizaram campos magnéticos e eletromagnéticos em fermentações e processos 

enzimáticos mostrando uma influência favorável da aplicação dos campos 

eletromagnéticos nos processos estudados. 
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De acordo com estas observações pode-se considerar que alguns dos efeitos 

primários dos campos magnéticos constantes e de baixa frequência, ao 

interagirem com sistemas biológicos, resultam em: alteração ou modificação da 

permeabilidade e do potencial de repouso das membranas celulares, 

favorecimento dos processos de ligação hormônio-receptor pela existência de 

receptores específicos (magnetossomas) e a potencialização do acoplamento 

específico, estimulação da síntese de DNA, influenciando o processo de 

reprodução celular, ativação dos sistemas redox ao nível ribossomal e 

mitocondrial, influenciando notavelmente na respiração celular. 

Em bioprocessos, a aplicação de campos magnéticos ou eletromagnéticos 

inclui uma ampla gama de fenômenos que vão desde alterações nas taxas de 

crescimento, inibição, estimulação e até a produção de metabólitos e para tais 

efeitos, deve-se considerar a força de campo, a frequência, a forma de impulsos, 

a intensidade magnética e tempo de exposição (HUNT et al., 2009). Na Tabela 

2.5, encontram-se alguns estudos da aplicação de campo magnético no 

crescimento microbiano, onde pode-se observar os fenômenos supracitados.  

 Os resultados contraditórios e a falta de reprodutibilidade são problemas 

típicos nas pesquisas com campo magnético, sendo que a diferença entre os 

resultados obtidos pelos diferentes pesquisadores podem ocorrer por diversos 

fatores, como o tipo de sistema de gerador de campo, a intensidade do campo, o 

tipo de orientação do fluxo (oscilatório ou estático), os polos magnéticos, o tempo 

de contato do micro-organismo com o campo, a densidade de células e meio 

ambiente da célula (por exemplo, tipo de meio e seus nutrientes) e outras 

condições físico-químicas que afetam o processo de bioestimulação através de 

forças eletromagnéticas (MITTENZWEY et al., 1996; HUNT et al., 2009). 
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Muniz et al. (2007), avaliaram o efeito do crescimento da S. cerevisiae sob 

efeito de campo magnético contínuo durante 24 horas de fermentação em sistema 

de batelada (Figura 2.12).  

 

 

Figura 2.12 Esquema do tubo do reator de fermentação com 10 imãs fixados opostos 
diametralmente. Adaptado de Muniz et al. (2007) 

 

Os experimentos foram conduzidos em um tubo exposto ao campo, com um 

fluxo de intensidade de 220 mT, produzidos por imãs de NdFeB fixados opostos 

diametralmente (N para S) em um tubo do reator de fermentação. Em outro tubo, 

sem a presença de imãs, foi realizada uma fermentação nas mesmas condições 

(controle), em meio contendo glicose (Figura 2.12). O crescimento da levedura foi 

monitorado pela densidade óptica e por peso seco. Como resultado, Muniz et al. 

(2007) verificaram que houve uma maior produção de biomassa celular (2,5 vezes 

maior quando comparada ao experimento sem campo) e que a taxa de 

crescimento foi maior do que a taxa de consumo de glicose, sugerindo um ganho 

no processo de produção de biomassa com aplicação do campo magnético. 

Desta forma, em virtude destes efeitos primários, trabalhos sobre a aplicação 

de campos magnéticos em diversos processos de fermentação vêm surgindo com 

a finalidade de aprimorar a produção de bioetanol ou de estabelecer melhorias 
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tecnológicas que resultem em benefícios em termos de produtividade, o qual é um 

dos objetivos deste trabalho. 

 

2.4.8 Biorreatores utilizados nos processos fermentativos  

A escolha do modelo de biorreator empregado para determinado processo, 

utilizando as técnicas de imobilização ou não, é uma etapa bastante importante, 

pois o conhecimento da cinética de reação e do modo como os reatores 

biológicos funcionam são fundamentais para a eficiência do processo (DORAN, 

1997). Quando se trata do modelo de biorreator empregado deve-se considerar 

aspectos como configuração e tamanho do biorreator, condições de processo e 

modo de operação, uma vez que estes aspectos têm um impacto significativo no 

processo (SCHMIDELL et al., 2001).  

A operação em batelada, especialmente em tanques agitados, é uma escolha 

relativamente barata e flexível podendo ser usada em muitos processos 

industriais; já a operação continua requer modelos específicos de biorreatores e 

envolve um gasto enorme de capital para sua implantação, contudo tem 

vantagens como custos reduzidos de manutenção e controle automático (MAZID, 

1993). 

Existem várias formas de classificação dos biorreatores. A Figura 2.13 

apresenta uma forma de classificação mista, que é a mais abrangente empregada 

até o momento (SCHMIDELL et al., 2001). 

Na produção de etanol, tanto para bebidas quanto para combustível, várias 

configurações de biorreatores empregam células imobilizadas (BRAVO; 

GONZALEZ, 1991; ROUKAS, 1994). Na maioria dos casos são usados sistemas 

de biorreatores de leito empacotado em batelada ou continuo, além de tanques 
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agitados de fluxo continuo (GOKSUNGUR; ZORLU, 2001). Entretanto, diversos 

outros modos de operação e configurações vem sendo testados e comparados, 

principalmente quanto à eficiência e produtividade. Entre estes pode-se citar: leito 

fluidizado, leito empacotado ou reatores agitados operados em batelada ou 

batelada alimentada e de forma continua (KOURKOUTAS et al., 2004). 

 

 

Figura 2.13 Classificação geral dos biorreatores. Adaptado de Schmidell et al. (2001) 
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3. OBJETIVOS 

Geral  

Comparar a produção de etanol de segunda geração a partir de hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar pelas leveduras Scheffersomyces 

stipitis NRRL Y-7124 e Candida shehatae UFMG HM 52.2 visando à aplicação em 

diferentes configurações de campo electromagnético.  

 

Específicos 

 Determinar a influência dos parâmetros operacionais vazão de aeração, 

pHinicial e agitação na produção de etanol a partir de hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar pelas leveduras  

Scheffersomyces stipitis NRRL Y-7124 e Candida shehatae UFMG HM 

52.2 em bateladas simples. 

 Analisar comparativamente os resultados obtidos pelas duas leveduras e 

selecionar aquela que se destaca em conversão e produtividade em etanol. 

 Avaliar a influência do campo eletromagnético em biorreatores de leito 

fluidizado com diferentes configurações de campo empregando a levedura 

de interesse imobilizada em um suporte com propriedades magnéticas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Matéria-prima e preparo do hidrolisado hemicelulósico 

4.1.1 Matéria-prima  

O bagaço de cana-de-açúcar utilizado foi cedido pela Usina de Açúcar e 

Álcool Costa Pinto do Grupo COSAN, localizada na cidade de Piracicaba/SP. O 

bagaço foi seco ao sol e moído com moinho de facas, ensacado e estocado 

(temperatura ambiente por 3 meses) para realização das operações de pré-

tratamento. 

 

4.1.2 Caracterização físico-química do bagaço de cana-de-açúcar 

O bagaço de cana-de-açúcar “in natura” e o resíduo sólido após o pré-

tratamento (celulignina) foram caracterizados quanto aos seus compostos 

químicos (teores de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas), segundo a 

metodologia descrita por Gouveia et al. (2009). Para estas determinações, foram 

realizados experimentos em triplicata contendo 2 g (massa seca) de cada 

variedade de amostra. Em béqueres de vidro, as amostras foram tratadas com 

ácido sulfúrico a 72 % (v/v), mantidos em banho termostatizado a 45°C por 7 

minutos, permanecendo em contínua agitação durante todo o processo. A reação 

foi então interrompida com 275 mL de água destilada, e o material foi transferido 

quantitativamente para frascos Erlenmeyers de 500 mL. Estes frascos, 

devidamente identificados, foram fechados com papel alumínio e autoclavados a 

121 °C por 30 minutos. Após este tempo, o material foi retirado e resfriado à 

temperatura ambiente e então filtrado quantitativamente em funis contendo papel 

filtro qualitativo Whatman® n° 1, previamente tarados. 
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O hidrolisado resultante foi coletado em balão volumétrico de 500 mL, 

sendo o volume ajustado com água destilada, homogeneizado e armazenado 

para determinação das concentrações de celobiose, glicose, xilose, arabinose, 

ácido acético, ácido fórmico, furfural e 5-hidroximetilfurfural por cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE). 

Para a quantificação da celulose e hemicelulose presentes nas amostras, 

utilizaram-se, respectivamente, as seguintes equações 4.1 e 4.2 (GOUVEIA et al., 

2009): 

 

1,29*HMF %+0,9*Gli %+0,95*Cel %=C %            Eq. (4.1) 

 

3,09* A.F%+0,7* A.A%+1,38*Fur %+0,88* Ara%+0,88*Xil %=H %      Eq.(4.2) 

 

onde, C é Celulose, Cel é Celobiose, Gli é Glicose, H é Hemicelulose, Xil é Xilose, 

Ara é Arabinose, Fur é Furfural, A.A. é Acido acético, A.F é Acido fórmico, HMF é 

5-Hidroximetilfurfural. 

Para determinação da lignina solúvel, 5 mL do hidrolisado filtrado foi 

transferido para balões volumétricos de 100 mL seguidos da adição de 40 gotas 

de hidróxido de sódio 6,5 M. Os volumes dos balões foram devidamente 

ajustados com água destilada e homogeneizados. Leituras da absorbância a 280 

nm foram realizadas e utilizadas para determinação conforme a equação 4.3 

(GOUVEIA et al., 2009): 

 

0,0003279-)A-(A*0,04187=(g/L) Solúvel Lignina dp
                     Eq. (4.3) 
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) *C+*(C=A HMFHMFFFdp                                Eq. (4.3a) 

 

onde A é absorbância da solução a 280 nm, Adp é absorbância dos produtos de 

decomposição dos açúcares (furfural e 5-hidroximetilfurfural) a 280 nm, CF e CHMF 

são as concentrações de furfural e 5-hidroximetilfurfural determinadas por 

cromatografia líquida de alta eficiência, εF e εHMF são as absortividades do furfural 

e do 5-hidroximetilfurfural. 

O material sólido retido no papel filtro qualitativo foi lavado exaustivamente 

com aproximadamente 1,5 L de água destilada, seco ao ar e, em seguida, 

transferido para pesa-filtros para secagem em estufa a 105 °C até peso 

constante. Os filtros contendo o material retido foram então transferidos para 

cadinhos previamente tarados, tampados e acondicionados em mufla de 

aquecimento elétrico, onde permaneceram a 800 °C por 2 horas. Após o 

resfriamento, os cadinhos contendo o material foram transferidos para 

dessecadores e então quantificados gravimetricamente quanto ao teor de cinzas 

utilizando-se a equação 4.4 (GOUVEIA et al., 2009): 

 

100*
M

M
=Cinzas %

A

C                  Eq. (4.4) 

 

onde MC é a massa de cinzas e MA é a massa de amostra base seca. 

A lignina insolúvel presente nas amostras foi determinada a partir da 

diferença entre as massas do resíduo seco e a massa de cinzas contida nos 

cadinhos conforme equação 4.5 (GOUVEIA et al., 2009): 
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100*
M

M-M
=L %

A

CK
Ki

                   Eq. (4.5) 

 

onde, %LKi é a Lignina Klason insolúvel 

 

4.1.3 Pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar  

O pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar para obtenção do 

hidrolisado hemicelulósico foi realizado em reator de aço inox com volume efetivo 

de 250 L, localizado no Departamento de Engenharia Química da Escola de 

Engenharia de Lorena. O bagaço foi percolado com ácido sulfúrico (98 %) como 

catalisador em uma razão de 100 mg H2SO4/ g de matéria seca à temperatura de 

121 ºC durante 20 minutos, utilizando-se uma proporção de 1/10 entre massa de 

bagaço e volume da solução de H2SO4. Após resfriado, o hidrolisado foi filtrado e 

estocado em câmara fria.  

 

4.1.4 Concentração do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-

açúcar 

O hidrolisado foi submetido a um processo de concentração à vácuo em 

um concentrador de aço inox com capacidade volumétrica de 32 L a 70 ºC, a fim 

de se obter a concentração de xilose da ordem de 50 g/L que corresponde a um 

fator de concentração igual a 5. 

 

4.1.5 Destoxificação do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-

açúcar concentrado 

O hidrolisado concentrado foi destoxificado para reduzir o teor de 

inibidores, conforme metodologia estabelecida por Alves et al. (1998), a qual 
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consistiu da elevação do pH até 7,0 com óxido de cálcio, seguida pela redução do 

pH até 5,5 com ácido fosfórico e pela adição de carvão ativo na proporção 2,5 % 

(m/v), sendo esta mistura mantida em incubadora de movimento rotatório a 200 

rpm, sob 30 °C por 1 hora. Após cada etapa do procedimento de destoxificação o 

hidrolisado foi filtrado à vácuo e finalmente autoclavado sob pressão manométrica 

de 0,5 atm (111 ºC) por 15 minutos.  

Após as etapas de hidrólise, concentração e destoxificação os diferentes 

hidrolisados foram caracterizados quimicamente por cromatografia líquida de alta 

eficiência pela determinação de seus açúcares e inibidores presentes (furfural,    

5-hidroximetilfurfural, ácido acético, fenóis). 

 

4.2 Processo fermentativo para avaliar e comparar a produção de etanol de 

segunda geração pelas leveduras em estudo 

4.2.1 Micro-organismos 

Nos experimentos foram utilizadas as leveduras Scheffersomyces stipitis 

NRRL  Y-7124, fornecida pela USDA de Peoria-Ilinois (EUA) e Candida shehatae 

UFMG HM 52.2 isolada da Mata Atlântica brasileira e cedida pelo grupo de 

pesquisa do Departamento de Microbiologia, do Instituto de Ciências Biológicas 

da Universidade Federal de Minas Gerais. 

 

4.2.2 Manutenção das leveduras 

A manutenção das leveduras foi realizada por repiques em placas de Petri 

contendo meio ágar extrato de malte e extrato de levedura (glicose 1 %, extrato 

de levedura 0,3 %, extrato de malte 0,3 %, peptona bacteriológica 0,5 % e ágar    

2 %) a cada dois meses e estocadas a 4 °C. 
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4.2.3 Preparo do inóculo 

O inóculo foi preparado pelo cultivo de cada uma das leveduras (usando duas 

alçadas) em frascos Erlenmeyer de 1000 mL contendo    400 mL de meio semi-

sintético composto de 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 30 g/L 

de xilose. Os frascos foram incubados em incubadora com movimento rotatório 

QUIMIS sob agitação de 200 rpm, à temperatura de 30 ºC por 24 horas (fase de 

crescimento exponencial) e recuperadas por centrifugação a 2600 x g por 15 

minutos, lavadas e ressuspensas em água destilada esterilizada. Esta suspensão 

celular foi utilizada como inóculo no biorreator (células livres) e para o processo 

de imobilização (células imobilizadas), empregando-se uma concentração inicial 

de células de aproximadamente 1 g/L .  

 

4.2.4 Efeito da agitação, vazão de ar e pHinicial na produção de etanol em 

biorreator agitado – STR  

O processo de fermentação do hidrolisado hemicelulósico a etanol foi 

conduzido em um fermentador agitado - STR adquirido da Bioengineering (Wald, 

Suíça) tipo KLF2000, com capacidade nominal de 2,4 litros (Figura 4.1). O 

processo de esterilização foi realizado “in situ” com aquecimento elétrico (800W) e 

jaqueta de segurança. O fermentador foi equipado por sensores de pH, de 

temperatura e de oxigêno dissolvido (DO), 4 chicanas removíveis, um eixo 

agitador com turbina de seis pás planas (‘flat blade’) e um condensador de vidro. 

O fermentador foi operado em modo descontínuo. O ar comprimido de bancada 

passou por um filtro e foi adicionado constantemente durante o processo de 

fermentação.  
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A instrumentação e controle do fermentador incluiram um sistema de controle 

direto dos parâmetros do processo temperatura e agitação.  As medidas de vazão 

de ar foram controladas pelo rotâmetro, com auxílio do fluxímetro de bolha. Foi 

adotado um volume de 250 mL para analisar o tempo em que cada bolha 

percorria essa distância. Os parâmetros pH e DO foram medidos “in situ” por um 

transmissor Mettler Toledo M300 multiparâmetro de 2 canais. 

 

 

Figura 4.1 Biorreator agitado – STR empregado no processo de obtenção de etanol a partir de 
hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar usando as leveduras S. stipitis e C. 
shehatae 

 

 O processo foi iniciado pelo preenchimento do fermentador com o 

hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar previamente 

destoxificado e autoclavado (1,2 L), suplementado com extrato de levedura (3 g/L) 

como fonte de nitrogênio. Os parâmetros operacionais foram ajustados para uma 

temperatura de 30°C e os valores de agitação, vazão de ar e pHinicial ajustados 
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segundo planejamento experimental 23 com três repetições no ponto central. Na 

Tabela 4.1 estão apresentados os níveis escolhidos para cada variável. O sinal 

(+) representa o nível alto; o sinal (-) o nível baixo e o sinal (0) o ponto central. Foi 

proposto inicialmente um planejamento fatorial completo 23, conforme mostrado 

na Tabela 4,2. Como variável resposta foi considerado o fator de conversão de 

açúcares em etanol (YP/S).  

 

Tabela 4.1 Codificação dos níveis para as variáveis agitação, aeração e pHinicial na produção de 
etanol a partir de hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar. 

 

 

 

 

 

O fermentador foi inoculado com células ativas livres de Scheffersomyces 

stipitis NRRL  Y-7124 e o processo de fermentação, em bateladas, foi conduzido 

até 72 horas, com retiradas periódicas, cada 12 horas, de amostras para 

determinação da concentração de células, xilose, glicose, arabinose, xilitol, etanol 

e ácido acético. 

A mesma metodologia foi empregada para o estudo dos parâmetros 

agitação, vazão de ar e pHinicial na produção de etanol de segunda geração a 

partir de hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar pela levedura 

Candida shehatae UFMG HM 52.2. 

 

 

Variáveis 

Níveis 

Baixo 
(-) 

Central 
(0) 

Alto 
(+) 

X1 (agitação, rpm) 100 250 400 

X2 (aeração, vvm) 0,10 0,40 0,70 

X3 (pHinicial) 4,50 5,50 6,50 
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Tabela 4.2 Matriz do planejamento fatorial 2
3
 com três retições no ponto central para o estudo da 

influência das variáveis: agitação, aeração e pHinicial na produção de etanol a partir de hidrolisado 
hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar. 

 

4.2.5 Síntese das partículas magnéticas  

Soluções aquosas de cloreto ferroso 500 mL (0,2 M) e cloreto férrico 500 

mL (0,3 M) foram misturadas e agitadas com agitador mecânico a 250 rpm, sendo 

adicionada, lentamente por gotejamento, uma solução de hidróxido de sódio 200 

mL (4 M). Após a adição de hidróxido de sódio o precipitado formado foi filtrado e 

lavado duas vezes com acetato de etila, seco a 30 oC por 24 horas, moído e 

estocado (DUSSÁN et al., 2010). 

 

4.2.6 Imobilização das células em alginato de sódio 

As células foram imobilizadas pelo método de aprisionamento em gel de 

alginato de cálcio. Considerou-se uma relação de volume de meio de fermentação 

Experimentos 

Níveis codificados Níveis reais 

X1 X2 X3 
X1 

rpm 
X2 

vvm 
X3 

pHinicial 

1 + + + 400 0,70 6,50 

2 - + + 100 0,70 6,50 

3 + - + 400 0,10 6,50 

4 - - + 100 0,10 6,50 

5 + + - 400 0,70 4,50 

6 - + - 100 0,70 4,50 

7 + - - 400 0,10 4,50 

8 - - - 100 0,10 4,50 

9 0 0 0 250 0,40 5,50 

10 0 0 0 250 0,40 5,50 

11 0 0 0 250 0,40 5,50 
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por quantidade de suspensão células-alginato-magnetita de 1:10. A concentração 

de células imobilizadas no meio de fermentação foi de aproximadamente 1 g/L. 

A suspensão de alginato de sódio (2 %) (SG 1100–Degussa Ltda, Brasil) 

contendo partículas magnéticas, previamente sintetizadas e autoclavadas a 111 

oC por 15 minutos, foi adicionada à suspensão celular obtida conforme descrito no 

item (4.2.3), de modo a se obter uma suspensão homogênea.  

As esferas de polímero com propriedades magnéticas foram produzidas pelo 

gotejamento desta suspensão homogênea em uma solução de cloreto de cálcio 

com concentração igual a 0,1 M, previamente preparada em água bidestilada e 

esterilizada a 121 oC por 30 min, e mantida sob agitação. Para o gotejamento da 

suspensão celular na solução de cloreto de cálcio, foi empregada uma bomba 

peristáltica e uma mangueira previamente autoclavada, conforme ilustrado na 

Figura 4.2. 

 

 

Figura 4.2 Fotografia do equipamento utilizado para a imobilização das células em gel de alginato 
de cálcio-Fe3O4 

 

As esferas formadas, contendo as células imobilizadas, foram mantidas na 

solução de cloreto de cálcio a 4 ºC pelo período de 24 horas. Após este período 
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de cura, as esferas foram lavadas em água destilada esterilizada e utilizadas nos 

experimentos fermentativos. 

 

4.2.7 Testes de fermentação para avaliar a influência das partículas 

magnéticas no processo de imobilização 

Ensaios para avaliar a influência das partículas magnéticas no processo de 

imobilização foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 

mL de hidrolisado destoxificado, com células imobilizadas no polímero com 

propriedades magnéticas (item 4.2.6). Foram avaliados os suportes de polímeros 

contendo 1 % e 8 % m/v de partículas magnéticas e comparados com o controle 

(sem partículas magnéticas). Os frascos foram mantidos em incubadora de 

movimento rotatório sob agitação de 150 rpm e temperatura de 30 ºC. O processo 

de fermentação foi conduzido até 96 horas, com retiradas periódicas de amostras, 

cada 24 horas. Os ensaios foram realizados em duplicata. 

 

4.2.8 Fermentação do hidrolisado hemicelulósico em biorreator de leito 

fluidizado assistido por campo eletromagnético 

A fermentação do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar foi 

realizada em um fermentador protótipo de 500 mL do tipo leito vertical de vidro, 

acoplado a um condensador em espiral. O volume de trabalho foi de 300 mL e o 

leito foi fluidizado com uma bomba peristáltica (Figura 4.3). A temperatura no 

fermentador foi controlada com um banho termostático com refrigeração e 

circulação externa e interna e verificada através de um termômetro infravermelho. 

Não foi possível fazer o monitoramento “in situ” das variáveis pH e DO.  
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Previamente, o sistema de geração de campo eletromagnético foi calibrado 

para determinar as faixas de indução magnética e os parâmetros de operação 

que poderiam ser utilizados no sistema. O biorreator assistido por campo 

eletromagnético (Figura 4.3) foi conectado a um aparelho que quando ligado a 

uma tomada da rede de energia, pode-se ajustar a saída dele, de modo a se obter 

qualquer tensão (VARIAC), interligado com um amperímetro para monitorar a 

corrente de alimentação das bobinas geradoras de campo. Com a variação da 

tensão (mudança de posição do VARIAC), muda-se a corrente do sistema e 

consequentemente a indução magnética (B) no sistema. As medições de indução 

eletromagnética em função da posição dentro da câmara de tratamento 

magnético foram realizadas usando um gaussímetro digital (Hirst Magnetic, Reino 

Unido).  

Foram realizados experimentos com e sem aplicação de campo 

eletromagnético em duplicata, utilizando uma intensidade de campo e dois 

biorreatores assistidos por campo eletromagnético, sendo um sistema transversal 

e outro sistema axial. Devido ao aquecimento da câmara de tratamento magnético 

(70 °C), houve a necessidade de se adotar uma estratégia operacional tipo on/off, 

ou seja, a cultura de levedura ficou sob o efeito do campo eletromagnético com 

intervalos de tempo de exposição  a cada 3 horas e com períodos de 

desligamento de 1 hora, resultando desta forma no resfriamento do sistema de 

bobinas, durante as 48 horas de cultivo. Salienta-se ainda que, não foi possível 

ultrapassar valores de corrente acima de 6 A devido a um aquecimento das 

bobinas. O processo de fermentação foi conduzido até 48 horas, com retiradas 

periódicas de amostras, a cada 12 horas. 

 



92 
 

 

Figura 4.3 Biorreator de leito fluidizado com campo eletromagnético. (a) Sistema transversal (b) 
Sistema axial 

 

4.3 Métodos Analíticos 

4.3.1 Determinação da concentração celular 

A concentração celular no meio de fermentação foi determinada pela leitura 

da absorbância a 600 nm em espectrofotômetro BECKMAN DU 640B e 

correlacionada com a massa seca de células (g/L) por meio de uma curva de 

calibração previamente construída.  

 

4.3.2 Determinação das concentrações de açúcares, ácido acético, 

etanol, furfural e 5-hidroximetilfurfural 

As concentrações de glicose, xilose, arabinose, xilitol, ácido acético, etanol, 

furfural e 5-hidroximetilfurfural foram determinadas por cromatografia líquida de 

alta eficiência em cromatógrafo Agilent Technology 1200 series (Agilent, EU). 

Para a análise do teor de açúcares, xilitol, ácido acético e etanol, as amostras 

(a) (b) 
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foram previamente filtradas em filtro Sep Pak C18 e injetadas no cromatógrafo, 

utilizando-se as seguintes condições: coluna BIO-RAD AMINEX HPX-87H (300 X 

7,8 mm) mantida à temperatura de 45 ºC; volume de injeção de 20 µL; detector de 

índice de refração RID 6A; fase móvel ácido sulfúrico 0,01 N e fluxo de 0,6 

mL/min.  

Para a análise das concentrações de furfural e 5-hidroximetilfurfural, as 

amostras foram previamente filtradas em membrana Minisart e injetadas no 

cromatógrafo, utilizando-se as seguintes condições: coluna Agilent Zorbax Eclipse 

Plus C18, (4,6mm x 100mm, 3,5 micras) mantida à temperatura de 25 ºC; volume 

de injeção de 20 µL; detector de ultra-violeta UV-VIS (276 nm); fase móvel 

acetonitrila/água 1:8 e fluxo de 0,8 mL/min. 

 

4.3.3 Determinação da concentração de fenóis 

A concentração de fenóis foi determinada empregando-se a metodologia 

descrita por Gouveia et al. (2009). Alíquotas de 2 mL das amostras foram 

adicionados em tubos e alcalinizadas com solução de hidróxido de sódio 6 M até 

pH 12. Posteriormente as amostras foram diluídas e a absorbância determinada 

em espectrofotômetro BECKMAN DU 640B  a 280 nm. A concentração dos fenóis 

totais foi determinada empregando-se a equação 4.3 (item 4.1.2). 

 

4.3.4 Cálculo do coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio 
(kLa) 

O coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio (kLa) foi determinado 

pela metodologia de “gassing-out”, segundo Pirt (1975). Inicialmente o meio de 

cultivo isento de células foi desgaseificado com nitrogênio, com o objetivo de 
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reduzir a zero o oxigênio dissolvido no meio. O meio foi então agitado e aerado de 

acordo com a vazão desejada, monitorando-se o aumento da concentração do 

oxigênio dissolvido em função do tempo. Por integração da equação de balanço 

de oxigênio no meio líquido (equação 4.6) foi possível obter a relação 

apresentada na equação 4.7: 

 

 CCak
dt

dC
L  *

                      

Eq. (4.6) 

 

tak
C

C
L 










*
1ln                      Eq. (4.7) 

 

onde C/C* corresponde à leitura do eletrodo (fração da concentração de oxigênio 

dissolvido em relação à concentração de saturação). O gráfico do logaritmo de (1 

- C/C*) em função do tempo permite a determinação do valor de kLa em h-1. 

 

4.3.5 Determinação dos parâmetros cinéticos 

No modelo matemático, procura-se determinar a alteração das concentrações 

de micro-organismo (X), de substrato (S) e de produto (P) na fermentação ao 

longo do tempo, isto é, X = X(t), S = S(t) e P = P(t). O modelo é formado por três 

equações diferenciais ordinárias de 1ª ordem e 1º grau evolutivas, não lineares. 

 

X
dt

dX
x                 Eq. (4.8) 
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X
dt

dS
S               Eq. (4.9) 

 

X
dt

dP
P                                 Eq. (4.10) 

 

onde µx é a velocidade específica de crescimento, µs a velocidade específica de 

consumo de substrato e µp é a velocidade específica de geração de produto, 

sujeitos às condições iniciais. 

O modelo cinético utilizado neste trabalho foi o de Monod, dado pela 

seguinte equação: 

 

SK

S

S

m
X





                     Eq. (4.11) 

 

4.4 Determinação dos parâmetros fermentativos 

a) Fator de conversão de açúcares em etanol (YP/S, getanol/gxilose+glicose) 

A estimativa de YP/S instantâneo é obtida correlacionando-se a massa de 

etanol produzida (∆P) com a massa de açúcares consumidos (∆S), em gramas, 

calculado pela equação 4.12. O coeficiente angular da reta que passa pela 

origem, fornece a estimativa de YP/S global (SCHMIDELL et al., 2001).  

 

fi

if
SP

SS

PP

S

P
Y









/                      Eq. (4.12) 
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onde Pf é a concentração final de etanol, Pi a concentração inicial de etanol, Sf a 

concentração final de açúcares (xilose e glicose) e Si a concentração inicial de 

açúcares (xilose e glicose). 

 

b) Produtividade volumétrica em etanol (QP, getanol L
-1 h-1) 

A produtividade volumétrica em etanol, a qual expressa a concentração de 

etanol produzida (g/L) por tempo (h), foi calculada de acordo com a seguinte 

equação: 

 

t

PP
Q IF

P


                                Eq. (4.13) 

 

onde, t é o tempo de fermentação, Pf a concentração final de etanol e Pi a 

concentração inicial de etanol. 

 

4.5 Análise da estatística 

Os resultados dos ensaios realizados com base nos planejamentos 

fatoriais foram analisados estatisticamente, utilizando-se o programa STATISTICA 

versão 7.0, para a verificação dos efeitos individuais e de interação das variáveis 

sobre a resposta, definição das variáveis importantes para o processo, avaliação 

dos erros experimentais e para a modelagem empírica dos resultados em função 

das variáveis escolhidas.  
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Figura 4.4 Fluxograma da metodologia empregada no trabalho. BS: Bagaço seco, EL: Extrato de 
levedura, FBR: Bioreator de leito fluidizado e FBR/M: Biorreator de leito fluidizado com campo 
eletromagnético. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1 Pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar 

Na obtenção do hidrolisado hemicelulósico foram empregados 20 kg de 

bagaço de cana-de-açúcar úmida (com 8 % de umidade), sendo o volume total da 

suspensão ácida no reator de 200 L, obtendo-se no final da hidrólise um volume 

de 130 L de hidrolisado. O balanço de massa do processo mostrou que 

aproximadamente 70 L de hidrolisado ficaram retidos no bagaço resultante após o 

processo de hidrólise (celulignina) e alguma parte perdida por evaporação durante 

a descompressão do reator. Sugere-se que novas metodologias para separação 

do hidrolisado e da celulignina sejam avaliadas para se evitar a perda do 

hidrolisado que fica retido no resíduo sólido após a etapa de pré-tratamento. 

 

5.1.1 Caracterização química do bagaço de cana-de-açúcar 

A caracterização química do bagaço de cana de açúcar “in natura” e da 

celulignina resultante do pré-tratamento está apresentada na Tabela 5.1. 

Observa-se que a quantidade de celulose e lignina do bagaço de cana após a 

hidrólise ácida aumentou devido à solubilização dos açúcares constituintes da 

hemicelulose (xilose, glicose e arabinose). Isto indica que as condições de 

hidrólise empregadas foram apropriadas para extrair os açúcares contidos na 

fração hemicelulósica, com uma eficiência de 61 %.  
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Tabela 5.1 Caracterização química do bagaço de cana de açúcar “in natura” e celulignina 

Componentes 
Bagaço 

“in natura” 
Celulignina 

Celulose (%) 34,64 50,70 

Hemicelulose (%) 18,90 7,33 

Lignina Total (%) 27,61 33,24 

Cinzas (%) 6,41 3,44 

Extrativos (%) 8,77 -- 

Total (%) 96,33 94,70 

 

Como pode ser observado na Tabela 5.1, no bagaço “in natura” a fração 

hemicelulósica representou 18,9 % do bagaço, enquanto que a celulose 

correspondeu à maior parte do material, representando 34,6 % da sua 

composição. Estes valores apresentam algumas diferenças quando comparados 

a resultados na literatura, também para bagaço de cana (Tabela 5.2). Estas 

diferenças podem ser atribuídas às características da matéria-prima, como 

variedade, idade, condições de cultivo e tempo de estocagem. 

Dos Santos et al. (2011) comprovaram que o tempo de estocagem influi na 

composição química do bagaço, seja seco ou conservado em umidade natural, e 

que este sofre degradação acentuada na presença de grande quantidade de 

umidade. O ideal seria sua utilização logo após sua produção, pois períodos 

longos de estocagem levam à sua decomposição, independente da presença ou 

não de umidade. 
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Tabela 5.2 Comparação química percentual do bagaço de cana-de-açúcar. 

Celulose 
(%) 

Hemicelulose 
(%) 

Lignina 
(%) 

Cinzas 
(%) 

Referências 

43,1 28,6 20,8 2,9 Arruda (2011) 

54,6 45,4 21,3 n.d Quintero (2011) 

43,0 25,0 23,0 n.d. Rodrigues e Guirardello (2008) 

43,6 33,5 18,1 2,3 Sun et al. (2004) 

34,6 18,9 27,6 6,4 Presente trabalho 

n.d: não detectado 

 
 

5.1.2 Caracterização química do hidrolisado hemicelulósico de bagaço 

de cana-de-açúcar 

Na Tabela 5.3 são apresentadas as concentrações dos principais 

componentes do hidrolisado obtido após as etapas de pré-tratamento com ácido 

diluído do bagaço de cana-de-açúcar, concentração e destoxificação. Observa-se 

a predominância da xilose no hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-

açúcar em relação aos demais açúcares (Tabela 5.3), o que favorece a utilização 

deste nas pesquisas com micro-organismos com capacidade de assimilar 

pentoses. Estes resultados estão de acordo com os reportados por Sarrouh 

(2009), Chaud (2010) e Ferreira (2010). 
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Tabela 5.3 Características do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar. 

Componente 
(g/L) 

Hidrolisado Hemicelulósico 

Original 
Concentrado  

5X 
Destoxificado  

Xilose  14,19 69,65 63,37 

Glicose  1,52 7,32 7,04 

Arabinose  1,43 7,08 6,95 

Acido Acético  0,85 3,15 2,91 

Furfural  0,146 0,181 0,035 

5-HMF  0,015 0,020 0,019 

Fenóis Totais  2,57 5,47 1,33 

pH 1,10 0,75 5,5 

 

A concentração total de açúcares obtida na hidrólise (hidrolisado não 

concentrado), foi cerca de 17 g/L, assim como a proporção mássica entre estes 

foi aproximadamente 1,1:9,9:1 para glicose, xilose e arabinose, respectivamente. 

Esses resultados foram bastante semelhantes aos reportados por Sarrouh (2009), 

Chaud (2010) e Ferreira (2010), que otiveram hidrolisados de bagaço de cana-de-

açúcar contendo cerca de 20 g/L de açúcares totais, na proporção mássica de 

1:9:1 de glicose, xilose e arabinose, respectivamente, empregando as mesmas 

condições de hidrólise que as utilizadas neste trabalho, porém com tempo de 

reação menor. 

Observa-se ainda na Tabela 5.3, que além dos açúcares estão também 

presentes no hidrolisado compostos tóxicos aos micro-organismos como ácido 

acético, proveniente da quebra dos grupos acetil presentes na hemicelulose; 

furfural e 5-hidroximetilfurfural, formados a partir da desidratação de pentoses e 

hexoses, respectivamente (FENGEL; WEGENER, 1989) e compostos fenólicos 

que são produtos da degradação da lignina (PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 
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2000a). Concentrações da ordem de 0,05 g/L de furfural e 5 g/L de ácido acético 

podem, em uma fermentação, afetar sensivelmente a viabilidade das células, a 

taxa de crescimento específico e a produtividade volumétrica do processo 

(PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 2000b; SILVA et al., 2004). As baixas 

concentrações destes compostos no hidrolisado indicam, provavelmente, que as 

condições de hidrólise empregadas foram favoráveis para solubilizar os açúcares 

contidos na fração hemicelulósica, causando pouca decomposição destes. 

Também pode ser observado na Tabela 5.3 que o processo de concentração a 

vácuo do hidrolisado hemicelulósico (5 vezes) elevou proporcionalmente as 

concentrações dos açúcares, enquanto proporcionou um aumento de 2,7 vezes 

da concentração de ácido acético. De acordo com estudos realizados por 

Rodrigues et al. (2003), o baixo valor do pH do hidrolisado (aproximadamente 0,8) 

favorece a volatilização parcial deste ácido que, nestas condições encontra-se 

sob a forma não dissociada. Já para o furfural, verifica-se também um aumento de 

1,24 vezes, o que pode ser justificado pela sua volatilidade a altas temperaturas 

(GREEN; PERRY, 1977). 

Quanto ao método de destoxificação utilizado, verificou-se (Tabela 5.3) que o 

mesmo proporcionou, além da diminuição das concentrações de compostos 

tóxicos, uma perda não significativa de açúcares. O maior efeito deste tratamento 

foi sobre os compostos fenólicos, uma vez que se observou uma remoção de     

75 % destes. Sarrouh (2009), Chaud (2010) e Ferreira (2010) também verificaram, 

com o emprego deste procedimento de destoxificação, remoção de 70 % dos 

fenólicos, valor próximo ao obtido no presente trabalho. A remoção destes 

compostos fenólicos é importante devido ao fato deles serem um dos mais 
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relevantes inibidores do metabolismo das leveduras (PALMQVIST; HAHN-

HÄGERDAL, 2000b). 

 

5.2 Processo fermentativo para avaliar e comparar a produção de etanol 

de segunda geração pelas leveduras em estudo 

 

5.2.1 Efeito da aeração, pHinicial e agitação na produção de etanol em 

biorreator agitado – STR usando a levedura Scheffersomyces 

stipitis NRRL Y-7124 

Os níveis de agitação, aeração e pHinicial e as respostas avaliadas, fator de 

conversão de açúcares em etanol, açúcares consumidos e produtividade em 

etanol estão apresentados na Tabela 5.4 e demonstram que a levedura foi capaz 

de produzir etanol em todas as condições estudadas.  

Os maiores valores do fator de conversão de açúcares em etanol, na faixa 

de 0,16 g/g a 0,22 g/g, foram observados nos experimentos com pHinicial 6,50 e kLa 

entre 0,1 e  7 h-1, entretanto quando foi empregado pHinicial de 4,50 houve uma 

redução de YP/S para 0,053 g/g. Redução nos valores de produtividade em etanol, 

devido à diminuição do pHinicial empregado também foi observada. 

Nas Figuras 5.1, 5.2 e 5.3 são apresentados os perfis de crescimento 

celular, consumo de açúcares e produção de etanol para os experimentos 

realizados sob diferentes condições de aeração (0,1 a 0,7 vvm), agitação (100 a 

400 rpm) e pHinicial (4,50 a 6,50). Nota-se que a variação na taxa de transferência 

de oxigênio e pHinicial, apresentaram uma influência significativa sobre o consumo 

de açúcares, crescimento celular e a produção de etanol pela levedura S. stipitis.  
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Tabela 5.4 Matriz do planejamento fatorial 2
3
 com três repetições no ponto central

  
para estudo da 

influência das variáveis: agitação, aeração e pHinicial na produção de etanol a partir de hidrolisado 
hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar pela levedura S. stipitis 

Experimentos 

Níveis reais 

kLainicial 
(h-1) 

Variáveis Resposta 

X1 
rpm 

X2 
vvm 

X3 
pHinicial 

YP/S 
(g/g) 

Açúcares  
Consumidos1 

(%) 

QP 
(g L-1 h-1) 

1 400 0,70 6,50 7,23 0,183 61,59 0,104 

2 100 0,70 6,50 3,19 0,156 85,72 0,102 

3 400 0,10 6,50 0,97 0,221 48,48 0,086 

4 100 0,10 6,50 0,11 0,172 37,32 0,051 

5 400 0,70 4,50 7,36 0,114 41,51 0,033 

6 100 0,70 4,50 3,35 0,069 38,18 0,026 

7 400 0,10 4,50 0,92 0,056 35,08 0,018 

8 100 0,10 4,50 0,15 0,053 39,42 0,021 

9 250 0,40 5,50 1,60 0,128 50,87 0,060 

10 250 0,40 5,50 1,73 0,134 50,66 0,063 

11 250 0,40 5,50 1,66 0,127 50,79 0,060 

1
Açúcares consumidos: Xilose + Glicose 

 

Dentre as condições avaliadas, verificou-se que valores de kLa de 3 h-1 e 

pHinicial de 6,50 (Figuras 5.1 E2), favoreceram a bioconversão de xilose em etanol 

por S. stipitis, proporcionando um equilíbrio entre a produtividade volumétrica em 

etanol, a concentração de etanol produzida e o consumo de açúcares. 
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Nos experimentos com kLa aproximadamente igual a 7 h-1 (Figura 5.1 E1 e 

Figura 5.2 E5), foi observado um consumo de substrato de 62 % em 60 horas, 

resultando em uma máxima concentração final de células (6,6 g/L) e um acúmulo 

de etanol de aproximadamente 6 g/L, havendo após este período, uma 

assimilação de parte do etanol produzido, mesmo com presença de xilose no 

meio de fermentação. Este comportamento sugere a ocorrência de um excesso 

no fornecimento de oxigênio, visto que elevada quantidade de oxigênio tem sido 

considerado um fator capaz de favorecer a assimilação do etanol por S. stipitis 

(SKOOG et al., 1992). Além disso, a elevada concentração celular observada 

nesta condição poderia indicar que para a condição de transferência de oxigênio 

empregada, a maior parte dos açúcares consumidos foi metabolizada pela via 

oxidativa, favorecendo o crescimento de celular em detrimento da produção de 

etanol. Resultado semelhante foi reportado por Fiaux et al. (2003), que relataram 

que a levedura S. stipitis não foi capaz de produzir etanol em condições 

anaeróbias. Estes resultados sugerem que a formação de etanol por S. stipitis, a 

partir de xilose ou glicose, depende de um fornecimento adequado de oxigênio 

para as células (DU PREEZ, 1994).  

Com a diminuição do valor de kLa para 3h-1 (Figura 5.1 E2) verificou-se o 

máximo consumo de açúcares (86 %) e a máxima formação de etanol (7,34 g/L), 

após 72 horas de fermentação, com uma concentração final de células de 5,6 g/L. 

Este comportamento indica que provavelmente a disponibilidade de oxigênio no 

fermentador foi mais adequada, favorecendo o processo fermentativo.  

Nos experimentos realizados com os menores valores de kLa (0,9 h-1 e        

0,1 h-1) e pHinicial (4,50) observou-se menor consumo de açúcares (abaixo de      

38 %), pequena formação de etanol (menor de 1,2 g/L) e de células (menor que   
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3 g/L) após 72 horas (Figura 5.2 E7 e E8), sugerindo que uma inibição no 

transporte de açúcares pelas leveduras possa ter ocorrido, semelhante ao efeito 

Pasteur, uma vez que as leveduras que manifestam tal efeito apresentam uma 

redução na taxa de consumo de açúcares mesmo em presença de oxigênio, 

sendo este efeito mais pronunciado quando a respiração é a via predominante no 

catabolismo de carboidratos (LAGUNAS et al., 1982; BUSTURIA; LAGUNAS, 

1986; WEUSTHUIS et al., 1994). 

Também foi verificado que os maiores valores de kLa e pHinicial resultaram 

em redução do tempo necessário para se atingir a máxima concentração de 

etanol (Tabela 5.5). Para o experimento conduzido sob kLa de 7 h-1 e pHinicial de 

6,50, a máxima produção de etanol ocorreu em 60 horas de fermentação, 

enquanto que para fermentações conduzidas sob valor de kLa de 3 h-1 e pHinicial de 

6,50, este tempo foi de 72 horas. Apesar do aumento de aproximadamente duas 

vezes do coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio ter reduzido o 

tempo de fermentação para maior acúmulo de etanol, as concentrações máximas 

de etanol alcançadas nestes pontos foram menores com o aumento do kLa.  

Outro ponto importante a ser destacado é que, independente do valor de 

kLa empregado, a diminuição do valor de pH resultou em menor consumo de 

açúcares e menor formação de etanol (Figuras 5.1 e 5.2), demonstrando que o 

pHinicial da fermentação é um parâmetro fermentativo importante. Estes dados 

estão de acordo com aqueles obtidos por van Zyl et al. (1991), ou seja, a 

utilização de pHinicial 6,50 pode ser uma estratégia eficiente para minimizar o efeito 

inibitório do ácido acético e dos compostos de degradação da lignina (fenólicos) 

sobre a bioconversão pela levedura S. stipitis.  
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Para os experimentos empregando kLa de aproximadamente 1,7 h-1 e pHinicial 

de 5,50  (pontos centrais, Figura 5.3 de E9 a E11), foi observado um consumo de 

aproximadamente 50 % de açúcares, formação de cerca de 4,5 g/L de etanol e 

5,5 g/L de células em 72 horas de fermentação.  

 

 

De um modo geral, o crescimento celular foi favorecido com a elevação dos 

parâmetros agitação e aeração, enquanto a produção de etanol foi favorecida 

pela diminuição dos parâmetros agitação e aeração e elevação do parâmetro 

pHinicial. Uma possível explicação para este comportamento seria que o 

suprimento de oxigênio em alguns experimentos estava acima do considerado 

ideal para formação de etanol, uma vez que este é responsável pela ativação do 

sistema de transporte de xilose, bem como determina a partição do fluxo de 

carbono da xilose entre crescimento celular e formação de produtos (DU PREEZ, 

1994; SILVA et al., 2012). 

Condições restritas de aeração favorecem o acúmulo de NADH, que pode 

inibir a atividade da xilose redutase NADPH-dependente, modificando assim a 

dependência da preferência do cofactor NADPH para NADH. Esta modificação 

resulta na formação de NAD+, reduzindo a xilose e recuperando o cofator da 

enzima xilitol desidrogenase, o que irá favorecer a bioconversão de xilose em 

etanol, resultando em menor concentração celular (WINKELHAUSEN; 

KUZMANOVA, 1998; SCHIRMER-MICHEL et al., 2008).  

Com relação ao ácido acético, observou-se a capacidade de assimilação deste 

pela levedura com consequente aumento dos valores de pH do meio (Tabela 5.5). 

O maior consumo de ácido acético ocorreu no experimento com kLa de 3 h-1 e 

pHinicial de 4,50 (experimento 6). Possivelmente a disponibilidade de oxigênio 

dissolvido no meio interferiu também na assimilação do acido acético, uma vez 
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que o aumento do consumo deste ácido é característica de maior quantidade de 

oxigênio no meio (MARTINEZ et al., 2003). A taxa máxima de crescimento 

específico (µmax) e a constante Monod (KS) foram 0,28 h-1 e 146,04 g/L, 

respectivamente, para o experimento com kLa de 3 h-1 e pHinicial de 6,50 

(experimento 2).  

 

Tabela 5.5 Estudo da influência das variáveis: agitação, aeração e pHinicial na fermentação de 
hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar pela levedura S. stipitis sob os 
parâmetros fermentativos 

E 
kLa 
(h-1) 

 
Tempo final 
fermentação 

(h) 
 

pHI
1 pHF

2 

Ácido 
acético 

(%)3 

DOfinal 

(%) 
µmáx 

(h-1) 
KS 

1 7,23 60 6,50 7,48 38 0,00 0,0186 33,82 

2 3,19 72 6,50 6,98 39 0,00 0,2822 146,04 

3 0,97 72 6,50 6,76 33 0,00 0,0247 67,92 

4 0,11 72 6,50 6,80 31 0,00 0,0526 119,17 

5 7,36 72 4,50 4,93 38 0,35 0,0069 59,01 

6 3,35 60 4,50 4,78 41 100,0 0,0228 64,17 

7 0,92 72 4,50 4,82 39 97,80 0,0040 46,77 

8 0,15 60 4,50 4,91 39 3,70 0,0049 44,58 

9 1,60 72 5,50 6,08 40 0,00 0,0271 74,86 

10 1,73 72 5,50 6,11 38 0,00 0,0439 100,08 

11 1,66 72 5,50 6,04 40 0,00 0,0412 94,69 

1
Inicial, 

2
Final e 

3
Redução do ácido acético na fermentação 

 

Na Figura 5.4 observa-se a produção de xilitol como subproduto da 

fermentação, em concentrações inferiores a 2,8 g/L, nos experimentos E2, E3, E4 

e E5. Nas condições de fermentação avaliadas, em todos os experimentos, não 

se observou a formação de glicerol, outro possível subproduto do metabolismo 
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avaliado. E também não foi verificado, para todos os experimentos realizados, o 

consumo de arabinose por S. stipitis. 

 

 

Figura 5.4 Produção de xilitol no processo de fermentação do hidrolisado hemicelulósico de 
bagaço de cana por S. stipitis de acordo com o planejamento fatorial completo 2

3
 (Tabela 4.2) 

 

A influência das variáveis agitação, aeração e pHinicial na fermentação a partir 

de hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar pela levedura S. 

stipitis sobre os parâmetros fermentativos YP/S e QP foi estudada de maneira mais 

detalhada utilizando-se a metodologia estatística apresentada a seguir. 

 Nos gráficos de Pareto (Figura 5.5 a e b), são mostradas as análises da 

estimativa dos efeitos para os parâmetros YP/S e QP, respectivamente, tendo sido 

considerados significativos os termos cujos valores de t calculado (representado 

pelas barras do gráfico de Pareto) fossem maiores que o valor de t tabelado 

(representado pela linha continua do gráfico). Para distribuição de Student, a      

95 % de confiança e erro puro com 4 graus de liberdade, t tabelado = 2,78. 
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Figura 5.5 Estimativa dos efeitos (ao nível de 95 % de confiança) através dos gráficos de pareto 
das variáveis respostas: fator de conversão de açúcares em etanol (a) e produtividade em etanol 
(b) de acordo o planejamento fatorial 2

3
 completo com 3 repetições no ponto central (Tabela 4.2). 

 

No gráfico de Pareto (Figura 5.5 a), observou-se que para a conversão de 

açúcares em etanol, as variáveis A (agitação), C (pHinicial) e a interação BC 

(aeração-pHinicial) apresentaram efeitos significativos. A variável B (aeração) e as 

interações AC e AB não apresentaram significância. Observando a ordem 

decrescente de importância das variáveis e suas interações, o efeito da variável 

pHinicial teve maior influência sobre o parâmetro YP/S na fermentação do hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar pela levedura S. stipitis, 

confirmando as análises anteriores quando o consumo de açúcares, crescimento 

celular e produção de etanol do processo fermentativo.  

Conforme apresentado nos gráficos de Pareto (Figura 5.5 b), para a resposta 

produtividade em etanol (QP), as variáveis B (aeração, vvm) e C (pHinicial) 

apresentaram efeito positivo. Desta forma, conclui-se que para maximizar este 
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parâmetro é necessário ter as variáveis aeração e pHinicial no seu nível alto, 0,7 

vvm e 6,50, respectivamente. 

A significância estatística dos efeitos principais e de suas interações sobre os 

parâmetros fermentativos YP/S e QP, no processo de bioprodução de etanol foi 

confirmada através da análise da variância dos efeitos (Tabelas 5.6 e 5.7, 

respectivamente). Os termos considerados significativos foram os mesmos 

observados nos gráficos de Pareto e o coeficiente de correlação alcançado foi 

superior a 0,97 para as duas respostas, o que demonstra a relevância das 

variáveis estudadas. As respostas YP/S e QP, não apresentaram curvatura 

significativa, o que indica que poderiam ser explicadas através de modelos 

lineares.  

 

Tabela 5.6 Análise de variância dos efeitos principais e de interações dos fatores sobre a 
conversão de xilose em etanol (YP/S). 

Fatores SQ GL MQ F p 

Curvatura 0,000006 1 0,000006 0,0336 0,866193 

A 0,001922 1 0,001922 10,6646 0,046930* 

B 0,000050 1 0,000050 0,2774 0,634850 

C 0,024200 1 0,024200 134,2787 0,001380* 

AB 0,000050 1 0,000050 0,2774 0,634850 

AC 0,000098 1 0,000098 0,5438 0,514313 

BC 0,002048 1 0,002048 11,3637 0,043378* 

Error total 0,000541 3 0,000180   

Total (corr.) 0,028915 10    

A = Agitação; B = aeração (vvm); C = pHinicial; SQ = soma quadrática; GL = graus de liberdade;  
MQ = média quadrática. R

2
 = 0,98 
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Tabela 5.7 Análise de variância dos efeitos principais e de interações dos fatores sobre a 
produtividade em etanol (QP). 

Fatores SQ GL MQ F p 

Curvatura 0,000075 1 0,000075 0,95275 0,401008 

A 0,000210 1 0,000210 2,65841 0,201498 

B 0,000990 1 0,000990 12,52662 0,038383* 

C 0,007503 1 0,007503 94,92620 0,002297* 

AB 0,000066 1 0,000066 0,83658 0,427820 

AC 0,000136 1 0,000136 1,72219 0,280786 

BC 0,000300 1 0,000300 3,79705 0,146474 

Error total 0,000237 3 0,000079   

Total (corr.) 0,009518 10    

A = Agitação; B = aeração (vvm); C= pHinicial; SQ = soma quadrática; GL = graus de liberdade;   
MQ = média quadrática. R

2
 = 0,98 

 

Pelo fato das respostas YP/S e QP não terem apresentado curvatura 

significativa (Tabelas 5.6 e 5.7), foi realizada a análise de variância dos efeitos 

principais e suas interações, para ajuste em modelos lineares, apresentadas nas 

Tabelas 5.8 e 5.9, para YP/S e QP, respectivamente. Os coeficientes de correlação 

alcançados para YP/S e QP foram superiores a 0,96. 
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Tabela 5.8 Análise de variância dos efeitos principais e de interações dos fatores sobre o fator de 
conversão de açúcares em etanol (YP/S), desprezando a curvatura. 

Fatores SQ GL MQ F p 

A 0,001922 1 0,001922 14,0619 0,019949* 

B 0,000050 1 0,000050 0,3658 0,577929 

C 0,024200 1 0,024200 177,0535 0,000184* 

AB 0,000050 1 0,000050 0,3658 0,577929 

AC 0,000098 1 0,000098 0,7170 0,444819 

BC 0,002048 1 0,002048 14,9837 0,017980* 

Error total 0,000547 4 0,000137   

Total (corr.) 0,028915 10    

A = Agitação; B = aeração (vvm); C = pHinicial; SQ = soma quadrática; GL = graus de liberdade;  
MQ = média quadrática. R

2
 = 0,98 

 
 

Tabela 5.9 Análise de variância dos efeitos principais e de interações dos fatores sobre a 
produtividade em etanol (QP), desprezando a curvatura. 

Fatores SQ GL MQ F p 

A 0,000210 1 0,000210 2,69019 0,176312 

B 0,000990 1 0,000990 12,67637 0,023578* 

C 0,007503 1 0,007503 96,06096 0,000607* 

AB 0,000066 1 0,000066 0,84658 0,409588 

AC 0,000136 1 0,000136 1,74278 0,257263 

BC 0,000300 1 0,000300 3,84244 0,121525 

Error total 0,000312 4 0,000078   

Total (corr.) 0,009518 10    

A = Agitação; B = aeração (vvm); C = pHinicial; SQ = soma quadrática; GL = graus de liberdade;  
MQ = média quadrática. R

2
 = 0,97 

 

Com base nos termos significativos, para as respostas avaliadas, modelos 

lineares foram ajustados para descrever o fator de conversão de açúcares em 

etanol e a produtividade em etanol, os quais foram avaliados através da análise 
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da variância de regressão para os modelos apresentados nas Tabelas 5.10 e 

5.11, respectivamente. 

Pela análise de variância da regressão do modelo (ANOVA) verificou-se que 

as respostas fator de conversão de açúcares em etanol (YP/S) e produtividade em 

etanol (QP) apresentaram coeficiente de correlação (R2) superiores a 0,91. 

Observa-se também que, para a resposta YP/S, o modelo proposto foi significativo, 

não apresentando falta de ajuste ao nível de significância de 0,05 (95 % de 

confiança), o que o valida, possibilitando representá-lo por meio de superfícies de 

resposta. 

O modelo obtido para a produtividade em etanol (QP) foi significativo ao nível 

de 0,05 de significância, entretanto apresentou falta de ajuste significativo, não 

sendo adequado, portanto, para descrever o comportamento de QP. Para este 

caso o comportamento desta resposta foi representado em um diagrama de cubo, 

para uma melhor visualização dos efeitos das variáveis. 

 

Tabela 5.10 Análise de variância da regressão para o modelo representativo do fator de 
conversão de açúcares em etanol (YP/S), obtido com base nos termos significativos. 

Fatores SQ GL MQ F p 

Modelo 0,026172 3 0,008724 22,27 0,0006* 

Resíduo 0,00274273 7 0,000391818   

Falta de ajuste 0,000518061 2 0,00025903 18,07 0,0524 

Total (Corr.) 0,0289147 10    

A = Agitação; B = aeração (vvm); C = pHinicial; SQ = soma quadrática; GL = graus de liberdade;  
MQ = média quadrática. R

2
 = 0,91 
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Tabela 5.11 Análise de variância da regressão para o modelo representativo da produtividade em 
etanol (QP), obtido com base nos termos significativos. 

Fatores SQ GL MQ F p 

Modelo 0,00870337 3 0,00290112 24,92 0,0004* 

Resíduo 0,000814807 7 0,000116401   

Falta de ajuste 0,000306432 2 0,000153216 51,07 0,0192* 

Total (Corr.) 0,00951818 10    

A = Agitação; B = aeração (vvm); C = pHinicial; SQ = soma quadrática; GL = graus de liberdade;  
MQ = média quadrática. R

2
 = 0,91 

 
 

Com base nos resultados obtidos com a análise de variância, o modelo 

matemático, com as variáveis codificadas, para descrever a resposta fator de 

conversão de açúcares em etanol (YP/S), dentro da região estudada, pode ser 

apresentado na forma da Equação 5.1. 

 

YP/S = 0,128455 + 0,0155*Agitação + 0,055*pHinicial - 0,016*aeração*pHinicial        Eq. (5.1) 

 

A equação 5.1 possibilita a obtenção de superfície de resposta para YP/S (Figura 

5.6). 

Na Figura 5.6 são mostradas, através de superfície de resposta (a) e curva de 

nível (b), a relação entre a variável dependente fator de conversão de açúcares 

em etanol e as variáveis independentes agitação e pHinicial, sendo a variável 

aeração (vvm) fixada no nível zero. O aumento da agitação apresenta influência 

positiva sobre a conversão de açúcares em etanol quando o pHinicial está no nível 

+1, e quando está no nível -1, uma influência negativa. Da mesma forma, o 

aumento no pHinicial tem um efeito positivo quando a agitação está no nível +1, e 

negativo quando está no nível -1. Entretanto, quando as variáveis estão no nível 

+1 têm um efeito positivo sobre a conversão de açúcares em etanol, o que mostra 
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uma interação positiva entre estas variáveis. O maior fator de conversão de 

açúcares em etanol estimado, cerca de 0,20 g/g, foi previsto para os níveis +1 e 

+1 de agitação e pHinicial, respectivamente, correspondente a 400 rpm e 6,50 de 

pHinicial. 

 

 

 

Figura 5.6 Superfície de resposta (a) e curva de nível (b), que relaciona o fator de conversão de 
açúcares em etanol com a agitação e pHinicial, em níveis codificados (a) e em valores reais (b). A 
variável aeração (vvm) foi fixada no nível zero (0,4 vvm). 

 

A Figura 5.7 mostra um diagrama de cubo, onde estão representadas as 

variáveis em seus diferentes níveis e o valor produtividade em etanol observada 

para cada combinação das três variáveis. O aumento no pHinicial apresentou uma 

influência positiva sobre a produtividade em etanol, para qualquer combinação 

das demais variáveis, sendo esta influência a mais pronunciada de todo o 

diagrama. O aumento na agitação e aeração teve também um efeito positivo na 

produtividade em etanol.  

A máxima produtividade em etanol estimada pelo modelo, cerca de 0,11 g L-1 

h-1, foi observada para as variáveis agitação, aeração (vvm) e pHinicial nos seus 

níveis +1, +1 e +1, correspondente a 400 rpm, 0,7 vvm e 6,50, respectivamente. 



120 
 

Os dados obtidos mostraram que as condições em que se alcançaram as maiores 

produtividades em etanol foram aquelas em que se observou um fator de 

conversão de açúcares em etanol de 0,183 g/g e consumo de açúcares de 62 % 

(Experimento 1). 

 

 

Figura 5.7 Diagrama de cubo que mostra a produtividade em etanol (QP) estimada para cada 
combinação das variáveis: agitação, aeração (vvm) e pHinicial. 

 
 

O estudo das variáveis agitação, aeração e pHinicial na fermentação em 

biorreator do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar pela 

levedura S. stipitis mostrou que estes fatores são capazes de interferir 

significativamente nos parâmetros fermentativos YP/S e QP. Este fato foi relatado 

também por du Preez (1994) que verificou que a aeração é o fator ambiental mais 

importante na fermentação de xilose por leveduras, afetando tanto o fator de 

conversão de açúcares em etanol quanto a produtividade em etanol, uma vez que 

o nível de aeração determina a divisão do fluxo de carbono da xilose entre o 

crescimento e a formação de produto. 

Dentro da faixa de variação estudada, a condição proposta com base nos 

modelos obtidos, que levam a uma maximização do fator de conversão de 
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açúcares em etanol pela levedura S. stipitis, foi 400 rpm, 0,10 vvm e pHinicial de 

6,50.  Apesar de ser uma condição significativa, na prática o impacto causado 

sobre o consumo de açúcares e produtividade em etanol foi menor ao ser 

comparado com a condição de 100 rpm, 0,70 vvm e pHinicial de 6,50, elevando o 

consumo de açúcares de 48 a 86 %, resultando em aumento de QP de 0,086 a 

0,102 g L-1 h-1.  

Uma avaliação comparativa entre os dados obtidos no presente trabalho 

com os reportados na literatura, empregando diferentes biomassas e a mesma 

levedura, é apresentada na Tabela 5.12. Verifica-se que o fator de conversão de 

açúcares em etanol no presente trabalho (0,16 g/g) em média foi 60 % menor aos 

encontrados na literatura. O baixo valor do fator de conversão de açúcares em 

etanol obtido pode ser devido às características das diferentes matérias-primas 

empregadas para obtenção dos diferentes hidrolisados, os quais são de 

constituição complexa, à presença de algum componente no hidrolisado 

empregado que não tenha sido determinado e as diferentes condições de aeração 

e agitação empregadas. Apesar das diferenças nos valores de YP/S constatadas, 

em relação ao consumo de açúcares observou-se semelhança entre os valores 

obtidos neste trabalho e o reportado por Silva et al. (2012) em um tempo de 

fermentação de 72 horas. 
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5.2.2 Efeito da agitação, aeração e pHinicial na produção de etanol em 

biorreator agitado – STR usando a levedura Candida shehatae 

UFMG HM 52.2 

Os níveis da agitação, aeração e pHinicial e as respostas avaliadas, fator de 

conversão de açúcares em etanol, açúcares consumidos e produtividade em 

etanol, estão apresentados na Tabela 5.13 e demonstraram que a levedura foi 

capaz de produzir etanol em todas as condições estudadas. 

 

Tabela 5.13 Matriz do planejamento fatorial 2
3
 com três repetições no ponto central

  
para estudo 

da influência das variáveis: agitação, vazão de ar e pHinicial na produção de etanol a partir de 
hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar pela levedura C. shehatae 

Experimentos 

Níveis reais 

kLainicial 
(h-1) 

Variáveis Resposta 

X1 
rpm 

X2 
vvm 

X3 
pHinicial 

YP/S 
(g/g) 

Açúcares  
consumidos 

(%)1 

QP 
(g L-1 h-1) 

1 400 0,70 6,50 7,84 0,325 90,64 0,253 

2 100 0,70 6,50 3,38 0,275 94,99 0,235 

3 400 0,10 6,50 1,13 0,357 74,44 0,218 

4 100 0,10 6,50 0,21 0,435 84,68 0,253 

5 400 0,70 4,50 7,93 0,039 62,74 0,017 

6 100 0,70 4,50 3,17 0,076 28,79 0,015 

7 400 0,10 4,50 1,15 0,137 35,93 0,035 

8 100 0,10 4,50 0,27 0,226 48,94 0,076 

9 250 0,40 5,50 2,13 0,237 78,95 0,130 

10 250 0,40 5,50 2,42 0,236 78,41 0,129 

11 250 0,40 5,50 2,35 0,245 79,04 0,135 

1
Açúcares consumidos: Xilose + Glicose 
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Também são apresentados na Tabela 5.13 os valores dos parâmetros 

fermentativos (YP/S e QP) para as diferentes condições de fermentação avaliadas. 

Os maiores valores do fator de conversão de açúcares em etanol, na faixa de 

0,28 g/g e 0,44 g/g, foram observados nos experimentos com pHinicial 6,50 e kLa 

entre 0,2 e 8 h-1, entretanto quando foi empregado pHinicial de 4,50 houve uma 

redução de YP/S atingindo a 0,039 g/g. Redução nos valores de produtividade em 

etanol devido à diminuição do pHinicial empregado, também foi observada. 

Dentre as condições avaliadas, verificou-se que valores de kLa de  0,2 h-1 e 

pHinicial de 6,50 (Figura 5.8 E4) favoreceram a bioconversão de xilose em etanol 

por C. shehatae, proporcionando um equilíbrio entre a produtividade volumétrica 

em etanol, a concentração de etanol produzida e o consumo de açúcares. 

Nas Figuras 5.8, 5.9 e 5.10 são apresentados os perfis de crescimento 

celular, consumo de açúcares e produção de etanol para os experimentos 

realizados sob diferentes condições de aeração (0,1 a 0,7 vvm), agitação (100 a 

400 rpm) e pHinicial (4,50 a 6,50). Nota-se que uma diminuição na taxa de 

transferência de oxigênio favoreceu a produção de etanol, diferente do observado 

para o crescimento celular e o consumo de açúcares, com valores máximos de 

pHinicial.  
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Nos experimentos com kLa de 8 h-1, 3 h-1 e 1 h-1 e pHinicial 6,50 (Figura 5.8 

E1, E2 e E3), foi observado consumo de substrato de 90 %, 95 % e 75 %, 

resultando em concentração de células de 7,8 g/L, 3,9 g/L e 2,5 g/L acúmulo de 

etanol de aproximadamente 15 g/L, 14 g/L e 13 g/L em 60 horas de fermentação, 

respectivamente, havendo após este período, a assimilação de parte do etanol 

produzido, mesmo com presença de xilose no meio de fermentação. Este 

comportamento, semelhante ao observado para S. stipitis, sugere a ocorrência de 

um excesso no fornecimento de oxigênio, o que segundo Skoog et al. (1992) 

favorece a assimilação do etanol pela levedura. 

Com a diminuição do valor de kLa para 0,2 h-1 (Figura 5.8 E4) verificou-se 

consumo de açúcares de 85 % e a máxima formação de etanol (18 g/L), após 72 

horas de fermentação, com uma concentração final de células de 3 g/L. Este 

comportamento indica que provavelmente a disponibilidade de oxigênio no 

fermentador foi mais adequada, favorecendo o processo fermentativo. 

Semelhante ao observado para S. stipitis, a diminuição do pHinicial 

influenciou negativamente a fermentação do hidrolisado hemicelulósico de bagaço 

de cana-de-açúcar por C. shehatae. Nos experimentos realizados com valores de 

kLa de 3 h-1 e 1 h-1 e menor pHinicial (4,50) observou-se menor consumo de 

açúcares (abaixo de 35 %), pequena formação de etanol (menor que 2,5 g/L) e de 

células (menor de 2 g/L) após 72 horas (Figura 5.9 E6 e E7).  

Também foi verificado que os maiores valores de kLa e pHinicial resultaram 

em redução do tempo necessário para se atingir a máxima concentração de 

etanol (Tabela 5.5). Para os experimentos conduzidos sob kLa de 8 h-1, 3 h-1 e 1 h-

1 e pHinicial de 6,50, a máxima produção de etanol ocorreu em 60 horas de 

fermentação, enquanto que para fermentações conduzidas sob valor de kLa de 
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0,2 h-1 e pHinicial de 6,50, este tempo foi de 72 horas. Apesar do aumento no 

coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio ter reduzido o tempo de 

fermentação para maior acúmulo de etanol, as concentrações máximas de etanol 

alcançadas nestes pontos foram menores com o aumento do kLa.   

Outro ponto importante a ser destacado é que, independente do valor de 

kLa empregado, a diminuição do valor de pHinicial resultou em menor consumo de 

açúcares e menor formação de etanol (Figuras 5.8 e 5.9), demonstrando que o 

pHinicial da fermentação é um parâmetro fermentativo importante, confirmando o 

que foi também verificado para a levedura S. stipitis. Felipe et al. (1997), em 

estudos com Candida guilliermondii cultivada em hidrolisado hemicelulósico de 

bagaço da cana, verificaram que em meios com pH baixo, o ácido acético tem sua 

toxicidade acentuada, inibindo o metabolismo da levedura. 

Para os experimentos empregando kLa de aproximadamente 2 h-1 e pHinicial de 

5,50 (pontos centrais, Figura 5.10 de E9 a E11), foi observado consumo de 

aproximadamente 79 % de açúcares e formação de cerca de 9 g/L de etanol e 2,9 

g/L de células em 72 horas de fermentação. 

De um modo geral, o crescimento celular foi favorecido com a elevação dos 

parâmetros agitação e aeração, enquanto a produção de etanol foi favorecida 

pela diminuição dos parâmetros agitação e aeração e elevação do pHinicial. Uma 

possível explicação para este comportamento seria que o suprimento de oxigênio 

em alguns experimentos estava acima do considerado ideal para formação de 

etanol, uma vez que este é responsável pela ativação do sistema de transporte de 

xilose, bem como determina a partição do fluxo de carbono da xilose entre 

crescimento celular e formação de produtos. Trabalhos experimentais realizados 

com a levedura C. shehatae reportaram que esta é uma levedura Crabtree-
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negativo (HAHN-HÄGERDAL et al., 2006) que produz principalmente biomassa e 

dióxido de carbono, quando não há nenhuma limitação nutricional, mas pode 

produzir etanol em condições limitadas de oxigênio (DU PREEZ; VAN DER 

WALT, 1983; ALEXANDER et al., 1988; PREEZ et al., 1989; ABBI et al., 1996; 

FROMANGER et al., 2010).  

O papel do oxigênio na formação eficiente de etanol durante as fermentações 

de xilose dá origem a várias hipóteses sobre o metabolismo desta pentose. O 

oxigênio é necessário para o transporte de xilose (SIMS; BARNETT, 1978; 

LIGTHELM et al., 1988), para manter o equilíbrio redox nos primeiros dois passos 

do metabolismo de xilose (BRUINENBERG et al., 1983; BRUINENBERG et al., 

1984; VERDUYN et al., 1985), para o crescimento e para a função mitocondrial 

intacta (LIGHTHELM et al., 1988). Este fato confirma que é preciso controlar o 

nível de oxigênio para não haver problemas associados ao acúmulo de NADH 

durante o processo de assimilação de xilose (JIN; JEFFRIES, 2004; GROTKJÆR 

et al., 2005) podendo-se obter maior concentração de etanol, favorecendo assim 

o processo fermentativo. 

Com relação ao ácido acético, assim como foi verificado para S. stipitis, foi 

também observado para C. shehatae, a capacidade de assimilação deste com 

consequente aumento dos valores de pH do meio (Tabela 5.14). O maior 

consumo de ácido acético ocorreu no experimento com kLa de 3 h-1 e pHinicial de 

4,50 (experimento 6). A taxa máxima de crescimento específico (µmax) e a 

constante Monod (KS) foram 0,104 h-1 e 175,80 g/L, respectivamente, para o 

experimento um com kLa de 8 h-1 e pHinicial de 6,50 (experimento 1) (Tabela 5.14).  

Este valor na constante de Monod pode sugerir que a elevada concentração de 
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substrato tem mais influência sobre a dissociação que pela formação de produtos 

(NAJAFPOUR et al., 2004). 

 

Tabela 5.14 Estudo da influência das variáveis: agitação, aeração e pHinicial na fermentação de 
hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar pela levedura C. shehatae sob os 
parâmetros fermentativos 

E 
kLa 
(h-1) 

Tempo final 
fermentação 

(h) 
pHi

1 pHF
2 

Ácido 
acético 

(%)3 

DOfinal 

(%) 
µmáx 

h-1 
KS 

1 7,84 60 6,50 6,90 16,8 0,00 0,104 175,80 

2 3,38 60 6,50 6,81 39,8 0,00 0,021 63,11 

3 1,13 60 6,50 6,93 63,1 0,87 5,2x10-3 52,79 

4 0,21 72 6,50 6,91 52,2 0,00 3,8x10-3 51,72 

5 7,93 72 4,50 4,95 41,1 0,45 0,049 101,90 

6 3,17 72 4,50 5,12 64,8 1,75 2,5x10-3 57,55 

7 1,15 72 4,50 5,04 60,3 0,42 1,7x10-3 51,92 

8 0,27 72 4,50 4,96 50,8 0,00 5,6x10-4 44,19 

9 2,13 72 5,50 6,02 51,1 0,00 1,4x10-3 48,25 

10 2,42 72 5,50 6,09 50,0 0,00 8,2x10-4 47,33 

11 2,35 72 5,50 6,06 50,9 0,00 9,3x10-4 47,39 

1
Inicial  

2
Final  

3
Redução do ácido acético na fermentação 

 

Na Figura 5.11 observa-se a produção de xilitol e glicerol como 

subprodutos do metabolismo microbiano, em concentrações inferiores a 2,3 g/L e 

1,9 g/L, respectivamente. Segundo Rodrigues et al. (2003) e Arruda et al. (2007) a 

formação de glicerol está relacionada a uma resposta ao estresse celular 

provocado pelas condições ambientais impostas à levedura. Quanto à arabinose, 

também presente no hidrolisado, semelhante ao observado para S. stipitis, nas 
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condições de fermentação avaliadas, em todos os experimentos, não se observou 

consumo desta pentose.  

 

 

Figura 5.11 Produção de xilitol no processo de fermentação de hidrolisado hemicelulósico de 
bagaço de cana por C. shehatae de acordo com o planejamento fatorial completo 2

3
 (Tabela 4.2) 

 

A influência das variáveis agitação, aeração e pHinicial na fermentação a partir 

de hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar por C. shehatae 

sobre os parâmetros fermentativos YP/S e QP foi estudada de maneira mais 

detalhada utilizando-se a metodologia estatística apresentada a seguir. 

Nos gráficos de Pareto (Figura 5.12, a e b), são mostradas as análises da 

estimativa dos efeitos para YP/S e QP, respectivamente, tendo sido considerados 

significativos os termos cujos valores de t calculado (representado pelas barras do 

gráfico de Pareto) fossem maiores que o valor de t tabelado (representado pela 

linha continua do gráfico). Para distribuição de Student, a 95 % de confiança e 

erro puro com 4 graus de liberdade, t tabelado = 2,78. 
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Figura 5.12 Estimativa dos efeitos (ao nível de 95 % de confiança) através dos gráficos de pareto 
das variáveis respostas: o fator de conversão de açúcares em etanol (a) e produtividade em etanol 
(b). 

 

No gráfico de Pareto (Figura 5.12 a), observou-se que para o fator de 

conversão de açúcares em etanol, as variáveis A (agitação), B (vvm), C (pHinicial) e 

a interação AB (agitação-aeração) mostraram efeitos significativos. As interações 

AC e BC não apresentaram significância. Observando a ordem decrescente de 

importância das variáveis e suas interações, o efeito da variável pHinicial teve maior 

influência sobre o parâmetro YP/S na fermentação do hidrolisado hemicelulósico 

de bagaço de cana-de-açúcar pela levedura C. shehatae, confirmando as análises 

anteriores quanto ao consumo dos açúcares, crescimento celular e produção de 

etanol do processo fermentativo.  

Conforme apresentado nos gráficos de Pareto (Figura 5.12 b), para a resposta 

produtividade em etanol (QP), as variáveis A (agitação), B (aeração, vvm), a 

interação AB (agitação-aeração) e BC (aeração-pHinicial) apresentam efeito 
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positivo significativo e a variável C (pHinicial) apresenta efeito negativo significativo. 

A interação AC (agitação-pHinicial) não apresentou significância. Desta forma, 

concluiu-se que para maximizar este parâmetro é necessário ter as variáveis 

agitação e aeração no seu nível alto, 400 rpm e 0,7 vvm, respectivamente, e o 

pHinicial no seu nível baixo, 4,50. 

A significância estatística dos efeitos principais e de suas interações sobre 

os parâmetros fermentativos YP/S e QP, no processo de bioprodução de etanol foi 

confirmada através da análise da variância dos efeitos (Tabelas 5.15 e 5.16, 

respectivamente). Os termos considerados significativos foram os mesmos 

observados nos gráficos de Pareto e o coeficiente de correlação alcançado foi 

superior a 0,99 para as duas respostas, o que demonstra a relevância das 

variáveis estudadas. As respostas YP/S e QP, não apresentaram curvatura 

significativa, o que indica que poderiam ser explicadas através de modelos 

lineares.  

Tabela 5.15 Análise de variância dos efeitos principais e de interações dos fatores sobre o fator de 
conversão de açúcares em etanol (YP/S). 

Fatores SQ GL MQ F p 

      

Curvatura 0,000068 1 0,000068 0,2648 0,642374 

A 0,002964 1 0,002964 11,5400 0,042553* 

B 0,024200 1 0,024200 94,2042 0,002323* 

C 0,104425 1 0,104425 406,4968 0,000267* 

AB 0,004050 1 0,004050 15,7656 0,028554* 

AC 0,001201 1 0,001201 4,6732 0,119377 

BC 0,000392 1 0,000392 1,5260 0,304641 

Error total 0,000771 3 0,000257   

Total (corr.) 0,138070 10    

A = Agitação; B = aeração (vvm); C = pH; SQ = soma quadrática; GL = graus de liberdade;         
MQ = média quadrática. R

2
 = 0,994 
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Tabela 5.16 Análise de variância dos efeitos principais e de interações dos fatores sobre a 
produtividade em etanol (QP). 

Fatores SQ GL MQ F p 

Curvatura 0,000084 1 0,000084 6,836 0,079368 

A 0,000403 1 0,000403 32,811 0,010561* 

B 0,000480 1 0,000480 39,128 0,008244* 

C 0,082909 1 0,082909 6757,496 0,000004* 

AB 0,001146 1 0,001146 93,405 0,002352* 

AC 0,000061 1 0,000061 4,993 0,111518 

BC 0,001121 1 0,001121 91,357 0,002429* 

Error total 0,000037 3 0,000012   

Total (corr.) 0,086241 10    

A = Agitação; B = aeração (vvm); C= pH; SQ = soma quadrática; GL = graus de liberdade;         
MQ = média quadrática. R

2
 = 0,999 

 

Pelo fato das respostas YP/S e QP não terem apresentado curvatura 

significativa, foi realizada a análise de variância dos efeitos principais e suas 

interações, para ajuste em modelos lineares os quais são apresentados nas 

Tabelas 5.17 e 5.18, para YP/S e QP, respectivamente. Os coeficientes de 

correlação alcançados para YP/S e QP foram superiores a 0,99. 
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Tabela 5.17 Análise de variância dos efeitos principais e de interações dos fatores sobre o fator de 
conversão de açúcares em etanol (YP/S), desprezando a curvatura. 

 

Fatores SQ GL MQ F p 

A 0,002964 1 0,002964 14,1389 0,019772* 

B 0,024200 1 0,024200 115,4192 0,000426* 

C 0,104425 1 0,104425 498,0411 0,000024* 

AB 0,004050 1 0,004050 19,3160 0,011737* 

AC 0,001201 1 0,001201 5,7257 0,074937 

BC 0,000392 1 0,000392 1,8696 0,243316 

Error total 0,000839 4 0,000210   

Total (corr.) 0,138070 10    

A =Agitação; B= aeração (vvm); C= pH; SQ = soma quadrática; GL = graus de liberdade;           
MQ = média quadrática. R

2
 = 0,993 

 
 

Tabela 5.18 Análise de variância dos efeitos principais e de interações dos fatores sobre a 
produtividade em etanol (QP), desprezando a curvatura. 

Fatores SQ GL MQ F p 

A 0,000403 1 0,000403 13,343 0,021717* 

B 0,000480 1 0,000480 15,912 0,016279* 

C 0,082909 1 0,082909 2748,002 0,000001* 

AB 0,001146 1 0,001146 37,984 0,003518* 

AC 0,000061 1 0,000061 2,031 0,227280 

BC 0,001121 1 0,001121 37,151 0,003665* 

Error total 0,000121 4 0,000030   

Total (corr.) 0,086241 10    

A =Agitação; B= aeração (vvm); C= pH; SQ = soma quadrática; GL = graus de liberdade;            
MQ = média quadrática. R

2
 = 0,998 

 

Com base nos termos significativos, para as respostas avaliadas, modelos 

lineares foram ajustados para descrever o fator de conversão de açúcares em 

etanol e a produtividade em etanol, os quais foram avaliados através da análise 
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da variância de regressão para os modelos apresentados nas Tabelas 5.19 e 

5.20, respectivamente.  

Pela análise de variância da regressão do modelo (ANOVA) verificou-se que 

as respostas fator de conversão de açúcares em etanol (YP/S) e produtividade em 

etanol (QP) apresentaram coeficiente de correlação (R2) superiores a 0,99. 

Observa-se também que, para as respostas YP/S e QP, o modelo proposto foi 

significativo, não apresentando falta de ajuste ao nível de significância de 0,05 (95 

% de confiança), o que o valida, possibilitando representá-lo por meio de 

superfícies de resposta. 

 

Tabela 5.19 Análise de variância da regressão para o modelo representativo do fator de 
conversão de açúcares em etanol (YP/S), obtido com base nos termos significativos. 

Fatores SQ GL MQ F p 

Modelo 0,131589 3 0,043863 47,37 0,0001 

Resíduo 0,00648118 7 0,000925883   

Falta de ajuste 0,000790 2 0,000395 16,233 0,058028 

Total (Corr.) 0,138070 10    

A =Agitação; B= aeração (vvm); C= pH; SQ = soma quadrática; GL = graus de liberdade;           
MQ = média quadrática. R

2
 = 0,953 

 

Tabela 5.20 Análise de variância da regressão para o modelo representativo da produtividade em 
etanol (QP), obtido com base nos termos significativos. 

Fatores SQ GL MQ F p 

Modelo 0,083792 3 0,0279307 79,84 0,0000 

Resíduo 0,00244884 7 0,000349834   

Falta de ajuste 0,000097 2 0,000048 4,067 0,197351 

Total (Corr.) 0,086241 10    

A =Agitação; B= aeração (vvm); C= pH; SQ = soma quadrática; GL = graus de liberdade;            
MQ = média quadrática. R

2
 = 0,971 
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Com base nos resultados obtidos com a análise de variância, os modelos 

matemáticos, com as variáveis codificadas, para descrever as respostas fator de 

conversão de açúcares em etanol (YP/S) e produtividade em etanol (QP), dentro da 

região estudada, podem ser apresentados na forma das Equações 5.2 e 5.3. 

 

YP/S = 0,235273 - 0,01925*Agitação + 0,11425*pHinicial - 0,055*vvm      Eq. (5.2) 

 

QP = 0,1365 + 0,00709375*Agitação - 0,101802*pHinicial + 0,00774*vvm    Eq. (5.3) 

 

A equação 5.2 possibilita a obtenção de superfície de resposta para YP/S 

(Figuras 5.13, 5.14 e 5.15). 

Na Figura 5.13 são mostradas, através de superfície de resposta (a) e curva 

de nível (b), a relação entre o fator de conversão de açúcares em etanol e 

agitação e aeração, sendo a variável pHinicial fixada no nível zero. O aumento na 

agitação apresenta influência positiva sobre o fator de conversão de açúcares em 

etanol, quando aeração está no nível +1, e na quando está no nível -1 uma 

influência negativa. Da mesma forma, o aumento na aeração apresenta um efeito 

negativo, quando a agitação está no nível +1 e -1. A ausência de ambas variáveis 

(níveis -1 e -1), apresenta um efeito positivo sobre a conversão de açúcares em 

etanol, o que mostra de forma clara, a presença de uma interação positiva entre 

elas. O maior fator de conversão de açúcares em etanol estimado, cerca de     

0,31 g/g, foi previsto para os níveis -1 e -1 de agitação e aeração, 

respectivamente, correspondente a 100 rpm e 0,10 vvm.  
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Figura 5.13 Superfície de resposta (a) e curva de nível (b), que relaciona o fator de conversão de 
açúcares em etanol com agitação e aeração (vvm) em níveis codificados (a) e em valores reais 
(b). A variável pHinicial foi fixada no nível zero (5,50). 

 

Na Figura 5.14 são mostradas, através de superfície de resposta (a) e curva 

de nível (b), a relação entre o fator de conversão de açúcares em etanol com 

agitação e pHinicial, sendo a variável aeração (vvm) fixada no nível zero. O 

aumento da agitação apresenta influência positiva sobre a conversão de açúcares 

em etanol quando o pHinicial está no nível +1, e quando está no nível -1, uma 

influência negativa. O aumento no pHinicial apresenta um efeito positivo quando a 

agitação está no nível +1 e -1.  Entretanto, quando as variáveis estão no nível +1 

têm um efeito positivo sobre o fator de conversão de açúcares em etanol, o que 

mostra uma interação positiva entre estas variáveis, sendo que comportamento 

contrário acontece quando as variáveis estão no seu nível -1. O maior fator de 

conversão de açúcares em etanol estimado, cerca de 0,35 g/g, foi previsto para 

os níveis +1 e +1 de agitação e pHinicial, respectivamente, correspondente a      

400 rpm e 6,5 de pHinicial. 

 
 



140 
 

 

Figura 5.14 Superfície de resposta (a) e curva de nível (b), que relaciona o fator de conversão de 
açúcares em etanol e produtividade em etanol com a agitação e pHinicial, em níveis codificados (a) 
e em valores reais (b). A variável aeração (vvm) foi fixada no nível zero (0,4 vvm). 

 

Na Figura 5.15 são apresentadas, pela superfície de resposta (a) e curva de 

nível (b), a relação entre o fator de conversão de açúcares em etanol com 

aeração (vvm) e pHinicial, sendo a variável agitação fixada no nível zero. O 

aumento da aeração apresenta influência positiva sobre a conversão de açúcares 

em etanol quando o pHinicial está no nível +1, e quando está no nível -1, uma 

influência negativa. Da mesma forma, o aumento no pHinicial tem um efeito positivo 

quando aeração está no nível +1 e -1.  Entretanto, quando há aumento do pHinicial 

e diminuição da aeração existe um efeito positivo sobre a conversão de açúcares 

em etanol. O maior fator de conversão de açúcares em etanol estimado, cerca de 

0,40 g/g, foi previsto para os níveis +1 e -1 de pHinicial e aeração, respectivamente, 

correspondentes a 6,5 e 0,1 vvm. 
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Figura 5.15 Superfície de resposta (a) e curva de nível (b), que relaciona o fator de conversão de 
açúcares em etanol com aeração (vvm) e pHinicial, em níveis codificados (a) e em valores reais (b). 
A variável agitação foi fixada no nível zero (250 rpm). 

 

O estudo das variáveis agitação, aeração e pHinicial na fermentação em 

biorreator do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar pela 

levedura C. shehatae mostrou que estes são fatores capazes de interferir 

significativamente nos parâmetros fermentativos YP/S e QP. Este fato foi relatado 

também por du Preez (1994), Nigam (2001b) e Silva et al. (2012) que verificaram 

que a aeração é um fator importante na fermentação de xilose por leveduras, visto 

que excessivas ou muito baixas taxas de aeração afetam a divisão do fluxo de 

carbono da xilose, produzindo efeitos negativos na produção de etanol e 

favorecendo a produção de biomassa.  

Dentro da faixa de variação estudada, a condição proposta com base nos 

modelos obtidos, que leva a uma maximização do fator de conversão de açúcares 

em etanol pela levedura C. shehatae, foi 100 rpm, 0,10 vvm e pHinicial de 6,50.  

Esta condição foi validada experimentalmente.  
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Uma avaliação comparativa entre os dados obtidos no presente trabalho 

com os reportados na literatura, empregando diferentes biomassas e a mesma 

levedura, é apresentada naTabela 5.21. Verifica-se que o fator de conversão de 

açúcares em etanol no presente trabalho (0,44 g/g) foi semelhante aos 

encontrados na literatura, considerando condições limitadas de oxigênio.  
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5.2.3 Análise comparativa da fermentação do hidrolisado hemicelulósico 

de bagaço de cana-de-açúcar pelas leveduras S. stipitis e C. 

shehatae 

A fim de se escolher a levedura com melhor habilidade para produzir etanol a 

partir da fermentação do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana, para ser 

utilizada na etapa subsequente de estudo da influência do campo eletromagnético 

em biorreator de leito fluidizado, foi feita uma análise comparativa entre os 

resultados obtidos para S. stipitis e C. shehatae. 

Em relação às condições de fermentação, observou-se que os valores de 

agitação e pHinicial ótimos para as duas leveduras foram de 100 rpm e 6,50, 

respectivamente; e também que o pHfinal e consumo de açúcares foram similares 

para as duas leveduras.  

Comparando-se a constante de Monod (KS), pode-se observar que para a 

levedura S. stipitis a elevada concentração de substrato teve maior influência 

sobre a produção de biomassa do que sobre a formação de produto, estando 

assim, relacionada ao metabolismo. 

Para os parâmetros fermentativos (QP e YP/S), obtidos nas fermentações do 

hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar em biorreator, para as 

duas leveduras (Tabela 5.22), nota-se que, de um modo geral, os valores de QP e 

YP/S para C. shehatae foram 148 % e 177 % superiores aos observados para S. 

stipitis. Este comportamento está provavelmente relacionado às condições de 

aeração do meio e indicam diferenças no metabolismo das leveduras, o que 

sugere que C. shehatae possui maior habilidade para produzir etanol em 

condições limitadas de oxigênio ao ser comparada com a levedura S. stipitis, que 
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produziu menor concentração de etanol e maior concentração de células, 

indicando um favorecimento do metabolismo respiratório.  

 

Tabela 5.22 Análise comparativa da fermentação do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de 
cana-de-açúcar pelas leveduras S. stipitis e C. shehatae. Condições: 100 rpm, pHinicial 6,50 e 
tempo final de fermentação 72 horas. 

Variável S. stipitis C. shehatae 

   

Aeração (vvm) 0,7 0,1 

pHfinal 6,98 6,91 

kLa (h-1) 3,0 0,2 

YP/S (g/g) 0,157 0,435 

QP (g L-1 h-1) 0,102 0,253 

Concentração de etanol (g/L) 7,34 18,0 

Açúcares consumidos (%) 85,72 84,68 

Concentração de células (g/L) 5,6 3,0 

KS 146,04 51,72 

µmax (h
-1) 0,2822 3,8 * 10-3 

 

Na Figura 5.16 são apresentados os perfis de crescimento celular, consumo 

de açúcares e produção de etanol pelas leveduras S. stipitis e C. shehatae sob 

condições de aeração (0,1 a 0,7 vvm), agitação (100 rpm) e pHinicial (6,50). Nota-se 

que praticamente não houve diferença em relação ao consumo de açúcares, 

entretanto há diferenças significativas quanto ao crescimento celular, que foi      

86 % maior para S. stipitis em comparação à C. shehatae e formação de etanol, 

que foi 143 % maior para C. shehatae. 
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Figura 5.16 Concentração de açúcares (●), células (■) e produção de etanol (▲) durante a 
fermentação do hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar pelas leveduras (a) S. stipitis e (b) C. 
shehatae. 

 

O favorecimento da bioconversão de açúcares em etanol durante a 

fermentação do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar pela C. 

shehatae fez com que ela fosse escolhida para os experimentos seguintes em 

biorreatores com campo eletromagnético. 

 

5.2.4 Imobilização da levedura Candida shehatae UFMG HM 52.2 

Antes da realização das fermentações em biorreator de leito fluidizado com 

campos eletromagnéticos empregando hidrolisado hemicelulósico de bagaço de 

cana e a levedura C. shehatae, foi necessário fazer uma avaliação da influência 

das partículas magnéticas no processo de imobilização das células em alginato 

de sódio em cultivo realizado em frascos agitados. 

Os resultados indicaram que a imobilização das células em alginato com a 

inclusão das partículas magnéticas não afetou significativamente os parâmetros 

fermentativos, pois o consumo de açúcares, o fator de rendimento e produtividade 

em etanol na presença ou ausência destas partículas apresentaram valores 

muitos semelhantes, como pode ser verificado na Tabela 5.23. 
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Tabela 5.23 Estudo da influência do conteúdo de partículas magnéticas (Fe3O4) nos parâmetros 
fermentativos na produção de etanol a partir de hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-
açúcar usando a levedura C. shehatae imobilizada em polímero com propriedades magnéticas. 
Tempo de fermentação 96 h, Temperatura: 30°C e 150 rpm. Alginato (2 % m/v) 

Experimentos Respostas 

No. 
Fe3O4 

(% m/v) 
YP/S 
(g/g) 

Açúcares 
Consumidos 

(%) 

QP 
(g L-1 h-1) 

1 0 0,151 39,59 0,032 

2 1 0,157 33,54 0,027 

3 8 0,147 31,55 0,024 

 

Os resultados apresentados na Figura 5.19 e e na Tabela 5.23, revelam 

mínimas diferenças na cinética de crescimento celular e produção de etanol. Nas 

condições de fermentação avaliadas, em todos os experimentos, não se observou 

consumo de arabinose e produção de xilitol e glicerol. Com relação ao ácido 

acético, observou-se a capacidade de assimilação de 38 % deste ácido pela 

levedura, com consequente aumento dos valores de pH do meio (6,40 a 6,8).  

As células imobilizadas apenas em alginato resultaram em um consumo de 

açúcares 21 % e produtividade em etanol 25 % maiores, respectivamente aos 

observados para as células que continham partículas magnéticas, provavelmente 

pela existência de limitações difusionais impostas pelas partículas magnéticas, as 

quais estão distribuídas na matriz polimérica. Baixo crescimento das células foi 

notado no final das fermentações para todas as condições testadas (Figura 5.17). 

Este fato ocorreu devido à baixa aeração empregada, o que traz como 

consequência uma deficiência na disponibilidade de oxigênio no meio 

fermentativo. Abbi et al. (1996) relataram que durante o cultivo de C. shehatae 

imobilizada em alginato em hidrolisado de palha de arroz houve um consumo de 
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90 % dos açúcares e formação de 4,6 g/L de etanol em um tempo de fermentação 

de 48 horas.  

Desta forma, para a continuação dos experimentos em biorreator de leito 

fluidizado, foram realizados ensaios qualitativos para testar a influência do campo 

eletromagnético (6A de campo), com as células imobilizadas com 1 e 8 % m/v de 

partículas magnéticas, observando-se uma fixação do leito quando foram 

utilizadas as células imobilizadas com 8 % m/v, condição empregada para os 

respectivos ensaios em biorreator. 

Entretanto, como este trabalho não previu a otimização do processo de 

imobilização, estudos futuros deverão ter como propósito estudar o 

desenvolvimento e otimização desta etapa. 

 

 

Figura 5.17 Concentração de açúcares (●), células (■) e produção de etanol (▲) durante a 
fermentação do hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar pelas levedura C. shehatae imobilizada 
em polímero com propriedades magnéticas para os experimentos 1 ao 3 (Tabela 5.23). 
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5.2.1 Efeito da configuração do campo eletromagnético na produção de 

etanol em biorreator de leito fluidizado usando a levedura 

imobilizada Candida shehatae UFMG HM 52.2  

As fermentações para avaliar o efeito do campo eletromagnético sobre a 

produção de etanol foram realizadas em um sistema experimental versátil, 

permitindo estudar o efeito de campo eletromagnético para diferentes valores de 

indução eletromagnética e sob duas configurações de incidência da direção das 

linhas de campo, isto é, variando as linhas de campo da direção axial para a 

transversal.  Inicialmente, foi necessário conduzir experimentos preliminares para 

a determinação das faixas de operação, em termos da distribuição de indução 

eletromagnética e do sistema de geração de campo magnético integrado ao 

sistema de fermentação. 

Os resultados da distribuição de campo eletromagnético no interior das 

bobinas são apresentados na Figura 5.18, que mostra o perfil dessa distribuição 

de campo eletromagnético para o centro geométrico entre bobinas, que 

corresponde à posição de localização do biorreator, para ambos biorreatores com 

linhas de campo transversais (Figura 5.18 a) e axiais (Figura 5.18 b). 
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Figura 5.18 Distribuição de indução de campo eletromagnético (B) no centro da câmara reacional 
dos sistemas assistidos por campos eletromagnéticos em função da intensidade de corrente 
expressa em amperes (A) e da posição da medida ao longo da direção axial, considerando dois 
sistemas de geração de campo: (a) linhas de campo na direção transversal (b) linhas de campo na 
direção axial, cuja calibração deste ultimo sistema axial foi realizado previamente por Araujo 
(2012) 

 

Uma análise sobre o comportamento desta distribuição indica que no 

centro geométrico entre bobinas há uma distribuição de campo relativamente 

uniforme e mais intensa que nos extremos da câmara reacional. Desta forma, 

colocando-se um fermentador volumétrico de vidro com geometria cilíndrica, com 

uma relação entre altura (H) e diâmetro (D) de tal forma que H >> D, garante-se 

uma distribuição de campo incidindo sobre o meio de cultura e sobre a suspensão 

celular livre ou imobilizada nos suportes com propriedades magnéticas. 

Obviamente, há de se supor que o campo eletromagnético sobre o meio de 

cultura e as células microbianas de fato atua sobre a fluidodinâmica das partículas 

magnéticas, estabilizando magneticamente a distribuição de biocatalisadores 

magnéticos ao longo do meio reacional, sendo esta a principal aplicação em que 

se focou o presente estudo. Trata-se de uma correlação entre a vazão do meio 

reacional, a partir da velocidade mínima de fluidização e a variação da indução 

eletromagnética necessária para estabilizar magneticamente o leito de partículas. 



151 
 

De forma geral, apesar da diversidade de trabalhos publicados e as 

controvérsias sobre efeitos biológicos negativos ou positivos dos campos 

eletromagnéticos (PEREZ et al., 2007; SANTOS, 2008; HUNT et al., 2009; 

HRISTOV, 2010; SANTOS et al., 2010; HRISTOV; PEREZ, 2011; LOPES et al., 

2012), no presente trabalho estes resultados, mesmo que preliminares, 

apresentaram um efeito positivo na produção de etanol a partir de hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar, mesmo que do ponto de vista 

macroscópico quando nos referimos ao efeito biológico do campo. 

Por outro lado, ao comparar o comportamento fluidodinâmico das células 

imobilizadas em partículas com propriedades magnéticas para ambos os 

sistemas, transversal e axial, foi possível verificar distribuições distintas dos 

biocatalisadores estabilizados magneticamente (Figura 5.19).  

 

 

Figura 5.19 Ilustração da distribuição das células imobilizadas em polímero com propriedades 
magnéticas sob o efeito de campos eletromagnéticos nos biorreatores com linhas de campo na 
direção: (a) transversal; (b) axial. 

 

Deve-se salientar que o propósito de se trabalhar com sistemas estabilizados 

magneticamente está focado na redução dos problemas de transferência de calor 

e massa, característicos de sistemas empacotados ou de leito fixo, seja com 
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células imobilizadas ou quando se trabalha com altas densidades celulares. De 

qualquer maneira, os resultados obtidos mostraram que as condições que 

favoreceram a produção de etanol foram alcançadas quando se usou o sistema 

axial a uma intensidade de 6A (Tabela 5.24), provavelmente porque a 

concentração de campo neste sistema é mais intensa e consequentemente a 

estabilidade do leito é maior. 

 

Tabela 5.24 Estudo da influência das linhas de campo eletromagnético nos parâmetros 
fermentativos na produção de etanol a partir de hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-
açúcar empregando a levedura C. shehatae imobilizada em polímero com propriedades 
magnéticas 

Experimentos Respostas 

No. Fermentador 
Campo 

(A) 
YP/S 
(g/g) 

Açúcares 
Consumidos (%)1 

QP 
(g L-1 h-1) 

1 
1* 

0 0,110 25,94 0,034 

2 6 0,133 27,11 0,041 

3 
2** 

0 0,121 25,37 0,037 

4 6 0,149 30,24 0,055 

*Biorreator assistido por campo eletromagnético – Sistema Transversal 

**Biorreator assistido por campo eletromagnético – Sistema Axial 
1
Açúcares consumidos: Xilose + Glicose 

 

Na Figura 5.20 e na Tabela 5.24 pode-se observar uma diferença entre os 

processos com e sem campo eletromagnético para os dois sistemas. Tanto no  

sistema axial quanto no transversal verificou-se favorecimento do processo 

fermentativo pelo emprego do campo eletromagnético, constatando-se aumento 

no consumo de açúcares, na produção de etanol e no crescimento celular de   

1,2, 1,5 e 1,5 vezes, respectivamente.  

O biorreator assistido por campo eletromagnético – sistema axial 

(experimento 4) resultou em um fator de rendimento e produtividade em etanol   
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12 % e 34 % maiores, respectivamente, quando comparados ao biorreator 

assistido por campo eletromagnético – sistema transversal (experimento 2). Já 

para o crescimento celular observou-se redução de 28 % na formação de células 

empregando-se o sistema axial. Segundo Westrin e Axelsson (1991), o efeito do 

uso de campo eletromagnético em processos de fermentação em biorreatores de 

leito fluidizado está relacionado ao fato de se conseguir fixar o leito sem ter 

problemas com maiores fluxos de fluidização, que favorecem uma melhor 

transferência de oxigênio no meio, além de favorecer a transferência de massa 

para o interior do suporte de imobilização, uma vez que o encapsulamento celular, 

em suportes sólidos, apresenta limitações na difusão de massa. 

Nas condições de fermentação avaliadas, em todos os experimentos, não 

se observou consumo de arabinose e produção xilitol e glicerol. Com relação ao 

ácido acético, observou-se a capacidade de assimilação de 36 % deste ácido pela 

levedura, com consequente aumento dos valores de pH do meio (6,40 a 6,8). 

Também é difícil explicar, neste momento, os mecanismos biofísicos que 

constituem o fundamento da interação destes campos eletromagnéticos com a 

levedura. Relatos na literatura têm postulado que um dos efeitos biológicos mais 

prováveis seja devido à alteração da permeabilidade das membranas celulares e 

consequentemente a alterações no metabolismo celular (ALVAREZ et al., 2006; 

PEREZ et al., 2007). Entretanto, neste trabalho as condições fluidodinâmicas 

impostas ao sistema, pela ação do campo durante a fermentação, foram 

favoráveis ao bom desempenho do processo. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Com os resultados do presente trabalho podemos concluir que: 

 

 As condições de agitação, aeração e pHinicial, utilizadas neste trabalho, 

permitiram fazer uma avaliação da produção de etanol por S. stipitis e      

C. shehatae em hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar 

em biorreator-STR. 

 A produção de etanol a partir da fermentação do hidrolisado hemicelulósico 

de bagaço de cana-de-açúcar por S. stipitis em biorreator-STR foi 

favorecida empregando-se a condição de 100 rpm, 0,7 vvm e pHinicial 6,50.  

 A produção de etanol a partir da fermentação do hidrolisado hemicelulósico 

de bagaço de cana-de-açúcar por C. shehatae em biorreator-STR foi 

favorecida empregando-se a condição de 100 rpm, 0,1 vvm e pHinicial 6,50.  

 Nas fermentações de hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-

açúcar a levedura C. shehatae produziu 143 % mais de etanol do que S. 

stipitis, apresentando valores de YP/S e QP de 0,44 g/g e 0,25 g L-1 h-1, 

respectivamente. 

 O uso de biorreator assistido por campo eletromagnético favoreceu a 

fermentação do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar 

empregando a levedura C. shehatae imobilizada em polímero com 

propiedades magnéticas resultando em aumento de 49 % na produção de 

etanol se comparado ao biorreator sem campo eletromagnético.  
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7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 Avaliar a imobilização de células em suportes inorgânicos para aplicação 

na produção de etanol de segunda geração 

 

 Otimizar as variáveis velocidade de agitação, concentração de suporte, 

tempo de cura e concentração celular no processo de imobilização de 

leveduras para a aplicação na produção de etanol de segunda geração. 

 

 Estudar o desenvolvimento de processo de fermentação para a obtenção 

de etanol de segunda geração em biorreator agitado mecanicamente 

assistido por campo eletromagnético com células livres, explorando outras 

configurações e parâmetros de operação dos biorreatores assistidos por 

campo eletromagnético, tanto quanto aos parâmetros de campo 

propriamente ditos como as outras variáveis de processo. 
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