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APRESENTAÇÃO

As obras As Engenharias frente a Sociedade, a Economia e o Meio Ambiente 
Volume 1, 2, 3 e 4 abordam os mais diversos assuntos sobre métodos e ferramentas 
nas diversas áreas das engenharias a fim de melhorar a relação do homem com o 
meio ambiente e seus recursos. 

O Volume 1 está disposto em 31 capítulos, com assuntos voltados a engenharia 
do meio ambiente, apresentando processos de recuperação e reaproveitamento de 
resíduos e uma melhor aplicação dos recursos disponíveis no ambiente, além do 
panorama sobre novos métodos de obtenção limpa da energia.

Já o Volume 2, está organizado em 32 capítulos e apresenta uma vertente ligada 
ao estudo dos solos e aguas, com estudos de sua melhor utilização, visando uma 
menor degradação do ambiente; com aplicações voltadas a construção civil de baixo 
impacto.

O Volume 3 apresenta estudos de materiais para aplicação eficiente e econômica 
em projetos, bem como o desenvolvimento de projetos mecânico e eletroeletrônicos 
voltados a otimização industrial e a redução de impacto ambiental, sendo organizados 
na forma de 28 capítulos.

No último Volume, são apresentados capítulos com temas referentes a engenharia 
de alimentos, e a melhoria em processos e produtos.

Desta forma um compendio de temas e abordagens que facilitam as relações 
entre ensino-aprendizado são apresentados, a fim de se levantar dados e propostas 
para novas discussões em relação ao ensino nas engenharias, de maneira atual e 
com a aplicação das tecnologias hoje disponíveis. 

Boa leitura

Henrique Ajuz Holzmann
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PRODUÇÃO DE BIOETANOL UTILIZANDO 
HIDROLISADO CELULÓSICO DE BIOMASSA 

CAPÍTULO 14

Cristian Jacques Bolner de Lima
Instituto Federal de Educação, Ciência e 
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Francyeli Fernandes
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RESUMO: O Brasil tem potencial para produzir 
o etanol de segunda geração feito através do 
bagaço de sorgo biomassa, pois há matéria 
prima em abundância com fácil acessibilidade. 
O grande desafio para a sua produção consiste 

em determinar a melhor opção de disponiblizar 
a glicose a partir da hidrolise de celulose em 
termos de custo global, rendimento glicosídico 
e fermentabilidade do hidrolisado. Assim, 
este trabalho teve como objetivo demonstrar 
diferentes métodos de pré- tratamentos 
hidroliticos da celulose em açúcares 
fermentescíveis para posterior fermentação 
e produção do bioetanol. Após analises 
experimentais, o maior resultado encontrado, 
em frascos agitados, para a produção de etanol 
foi de 19,3 g/L, com um rendimento final de 
45% e produtividade volumétrica de 0,77 g/Lh, 
a partir do sorgo biomassa (Sorghum bicolor 
(L.) Moench), pré-tratado, utilizando a carga 
enzimática de 35 FPU/g.
PALAVRAS-CHAVE: Energias renováveis, 
Biocombustível, Hidrólise, Celulose.

BIOETHANOL PRODUCTION USING 

BIOMASS CELLULOSIC HYDROLYSED

ABSTRACT: Brazil has the potential to produce 
second-generation ethanol through biomass 
sorghum bagasse, since there is abundant 
raw material with easy accessibility. The great 
challenge for its production is to determine the 
best option to provide glucose from the hydrolysis 
of cellulose in terms of overall cost, glycosidical 
yield and fermentability of the hydrolyzed. Thus, 
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this composition aimed at demonstrating different methods of hydrolytic pretreatment 
of cellulose in fermentable sugars for later fermentation and bioethanol production. 
After the experimental analysis, the highest result found in shaken flasks for ethanol 
production was 19.3 g/L, with a final yield of 45% and volumetric productivity of 0.77 
g/Lh, from biomass sorghum (Sorghum bicolor  (L.) Moench), pretreated, using the 
enzyme loading of 35 FPU/g.
KEYWORDS: Renewable energy, Biofuel, Hydrolysis, Cellulose.

1 | 	INTRODUÇÃO

A energia renovável é uma fonte fundamental de energia, que contribui para 
a segurança energética, reduzindo a dependência dos combustíveis fósseis e as 
emissões de gases de efeito estufa. O aumento da população mundial gera uma forte 
demanda mundial de energia, o que implica em incremento no consumo dos mais 
variados produtos e, por conseguinte, intensificação da atividade industrial (VINUTHA 
et al., 2014).

Referência internacional na geração e na utilização de fontes renováveis de 
energia, o Brasil, reencontra-se em uma grande oportunidade de desenvolvimento 
econômico e social, por meio dos biocombustíveis, pois possui abundante biodiversidade 
e grandes extensões de terras agricultáveis e com clima propício (CERQUEIRA, 2013).

No entanto, segundo Wu (2011) ainda apresenta problemas para suprimento 
de sua demanda interna, cuja proposta para solução desse impasse, entre outras, 
é a pesquisa e o desenvolvimento de novas matérias primas, para diversificação e 
ampliação da matriz energética renovável.

E entre as diversas matérias-primas renováveis que estão sendo avaliadas 
atualmente para produção de etanol, especial destaque vem sendo dado ao sorgo 
biomassa, pois é abundante em matéria seca, característica responsável pelo 
fornecimento de energia. A planta possui muitas folhas, caule fibroso e chega a mais 
de cinco metros de altura, além de alto potencial produtivo, superior a 100 toneladas 
de matéria fresca por hectare para semeio na safra (outubro/novembro). Tem ciclo 
longo, de 150 a 210 dias. É uma solução para o agricultor que trabalha com uma única 
safra por ano (NOVACANA, 2017).

Além disso, a capacidade de adaptação a climas tropicais e temperados, sua 
elevada eficiência na utilização da água, sua tolerância à estiagem e sua capacidade 
potencial de produzir grandes quantidades de biomassa lignocelulósica são alguns dos 
numerosos pontos fortes dessa planta. Assim, a grande potencialidade para a obtenção 
do etanol lignocelulósico ou de segunda geração se faz presente (PARRELLA, 2013). 

Assim, o objetivo deste trabalho consiste em investigar a produção de etanol de 
segunda geração a partir do sorgo biomassa, através da conversão de celulose em 
glicose, utilizando pré-tratamentos químicos e enzimático.
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2 | 	METODOLOGIA

2.1	Microrganismo

A levedura, Sacharomyces cerevisiae, utilizada nas fermentações foram 
adquiridas comercialmente (marca Fleischmann).

2.2	Ativação e propagação celular

O cultivo do pré-inoculo foi realizado em frascos cônicos de 500 mL, com 200 mL 
de meio líquido a pH 5,0, a 30ºC e agitação de 200 rpm, nas seguintes concentrações 
em g/L: 4 de levedura desidratada, 20 de glicose; 2,5 de extrato de levedura, 1 de sulfato 
de amônia, 0,5 de fosfato de potássio e 0,5 de sulfato de magnésio heptahidratado. Os 
meios de cultura para o pré-inoculo foram autoclavados por 15 minutos, a temperatura 
de 121ºC. 

2.3	Material experimental

O sorgo biomassa (Sorghum bicolor (L.) Moench), utilizado no experimento foi, 
inicialmente, seco a 60ºC em estufa, por 12 horas. Em seguida, o mesmo foi triturado 
e acondicionado em sistemas herméticos para posterior uso.    

2.4	Pré-tratamento do sorgo biomassa

O pré-tratamento ácido foi realizado para desorganizar a matriz lignocelulósica e 
remover a fração hemicelulósica (BETANCUR et al., 2010). O pré-tratamento alcalino 
se fez necessário para aumentar a acessibilidade das enzimas às fibras celulósicas 
(BARCELOS et al., 2012). Após os pré-tratamentos químicos, realizou-se a etapa 
de hidrólise enzimática, na qual a celulose foi convertida a açúcares fermentáveis. 
Todas as condições para a realização do pré-tratamento da biomassa para a hidrólise, 
encontra-se na Tabela 01.

Processo Descrição Tempo de 
Reação

Pré-Hidrólise
Ácida

Adição de ácidos sulfúrico diluído a 1,0% (v/v), relação 
sólido:líquido 1:2,8 (g/ml) em temperatura de 121 ºC, com 
tempo de exposição de 30 minutos em autoclave

30 min

Pré-Hidrólise
Alcalina NaOH a 4% (m/v), na relação sólido:líquido de 1:20. 30 min

Enzimática

Hidrólise enzimática com uso de um preparado celulásico 
comercial (Sigma Aldrish, USA), O experimento foi desenvolvido, 
utilizando-se diferentes concentrações de cargas enzimáticas 
(FPU/g): 15, 20, 25, 30, 35 e 40. A temperatura mantida em 
50ºC, durante 12 horas.

    12 Horas

Tabela 01. Processos para pré-tratamento da biomassa para hidrólise
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2.5	Fermentação 

A cinética do processo de fermentação foi realizada em shaker utilizando 
erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de fermentação (item 2.2), sem 
adição de glicose, a qual foi substituída pelo pré-hidrolisado de celulose. O pH inicial 
do meio foi de 5,0, temperatura de 30°C e agitação de 100 rpm, durante 24 horas.

2.6	Métodos analíticos

2.6.1	 2.Quantificação de Microrganismos

A alíquota de 10 mL da biomassa centrifugada foi transferida para um placa 
previamente tarada e seca em estufa a 80ºC até peso constante. O valor da massa 
seca foi obtido pela diferença de peso da placa.

2.6.2	 Determinação da Atividade Enzimática

Para a enzima celulase, a atividade foi determinada como atividade de papel de 
filtro e expressa em unidades de papel de filtro (FPU) por volume de enzima original, 
como recomendado pela IUPAC (GHOSE, 1987).

2.6.3	 Determinação de Etanol e Açúcares

A análise da concentração de etanol e da determinação de glicose foram 
realizadas através do método Steckelberg (2001) e do método de DNS de Miller 
(1959), respectivamente. 

2.6.4	 Rendimento

Os parâmetros cinéticos, calculados no término das fermentações, foram o 
rendimento e a produtividade (grama de etanol por grama de açúcares redutores), 
conforme demostrados nas equações (1) e (2), respectivamente.

Em que: 
YP/AR = Rendimento de etanol formado em relação ao consumo do açúcar redutor 

(%); 
ECF = Concentração de etanol ao final da fermentação (g/L);
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TSF = Concentração de açúcar final (g/L);
TS1 = Concentração de açúcar inicial (g/L).
PE = Produtividade de etanol;
t = tempo de fermentação (h).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	Análise da hidrólise em relação a variação da carga enzimática durante o pré-

tratamento com celulase comercial. 

Visando definir a melhor condição que resultasse em elevadas concentrações 
de glicose, a partir da celulose hidrolisada, variou-se a carga enzimática em 15, 20, 
25, 30, 35 e 40 FPU/g. Os ensaios foram conduzidos com um tempo de pré- hidrólise 
enzimática de 12 h. 

Após as análises experimentais, observou-se que a maior produção de glicose 
encontrada, a partir do sorgo biomassa foi com 35 FPU/mL, atingindo cerca de 43,2 g/L 
de glicose. De acordo com Vásquez (2007), esse comportamento se justifica pelo fato 
do material (biomassa), provavelmente, apresentar uma composição química menos 
favorável ao processo hidrolítico, ou seja, maiores teores de lignina e hemicelulose, 
acarretou na utilização de maiores cargas enzimáticas no meio. 

3.2	Resultados dos processos fermentativo

A melhor carga enzimática encontrada nos experimentos realizados foi de 35 
FPU/g biomassa seca pré-tratada, acarretando em 43 g/L de glicose. Tais experimentos 
foram realizados com um tempo de pré-hidrólise enzimática de 12 h e concentração de 
sólido fixo a 6% (m/v). Nas duas fermentações realizadas (duplicata), utilizou-se em 
ambas, a levedura Saccharomyces cerevisiae, como pré-inóculo, na concentração de 
10% do volume de trabalho. 

Na Figura 1, observa-se o perfil cinético do processo de hidrólise enzimática do 
sorgo biomassa pré-tratado em frascos agitados, utilizando a levedura Sacharomyces 
cerevisiae.
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Figura 1 - Perfil cinético do processo de pré-hidrólise enzimática (PH) de celulose e das 
concentrações de substrato, produto e biomassa em função do tempo de fermentação a partir 

de sorgo biomassa pré-tratado, utilizando a levedura Sacharomyces cerevisiae.  g/L: (■) açúcar 
redutor; (▲) Etanol; (O) Biomassa.

Fonte: (Autor, 2018)

Percebe-se, na Figura 1, que a concentração inicial de glicose, 43,2 g/L, foi 
convertida em uma concentração final de 19,3 g/L de etanol no período de 36 horas 
de fermentação, com pH inicial de 5,0 (sem controle), a uma temperatura de 30ºC, sob 
agitação orbital de 100 rpm. 

Vale ressaltar que a maior produtividade volumétrica obtida neste processo foi 
de 0,77 g/Lh, em um tempo de fermentação de aproximadamente, 20 horas. Contudo, 
todo o substrato foi consumido após 32 horas de processo fermentativo, obtendo-se 
um rendimento de 45%. 

Rabelo (2010), atingiu rendimentos 87,4% para o hidrolisado do bagaço de cana 
de açúcar pré-tratado com hidróxido de cálcio e de 88,4% para o hidrolisado do bagaço 
pré-tratado com peroxido de hidrogênio alcalino. Vásquez (2007), atingiu 70 g/L de 
etanol a partir de processos de sacarificação e fermentação simultânea (SSF) a partir 
do bagaço de cana sob condições semelhantes, utilizando a levedura Sacharomyces 
cerevisiae. As maiores diferenças entre os resultados obtidos no presente estudo, 
quando comparados com Vásquez (2007), provavelmente, está associado ao tempo 
de hidrolise enzimática da biomassa pré-tratada, pois os ensaios conduzidos por 
Vasquez foram com um tempo de pré-hidrólise enzimática de 50 h. Isso, provavelmente, 
possibilitou uma hidrólise mais eficiente no experimento. Já Souza (2014) verificou-se 
que o rendimento em etanol foi maior quando o bagaço foi submetido inicialmente a 
uma pré-hidrólise a 50ºC por 72 horas.

	 Manoj (2016), em seus estudos, sacarificando 2kg de sorgo biomassa com 
ácido sulfúrico a 3% (v/v), durante 60 minutos a 180ºC, obteve uma porcentagem de 
36,3% de açúcar. Durante o rastreio das culturas de leveduras, verificou-se que os 
isolados C, MK-I e N eram potentes produtores de etanol a partir do hidrolisado de 
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sorgo. A cultura MK-I foi a melhor utilizada para aumentar a produção de etanol até 25 
L de capacidade, o que proporcionou um rendimento de 0,49 g de etanol/g de açúcar 
a partir do hidrolisado obtido.

De acordo com Eulogio (2017), o sorgo biomassa deslignificado, resultante do 
bagaço pré-tratado, por explosão a vapor de ácido fosfórico diluído, submetida ao 
processo de liquefação mais sacarificação simultânea, utilizando uma concentração 
enzimática de 11,5 FPU/ biomassa seca pré-tratada (enzima Novozymes Cellic CTec3) 
foi de 27,5 g/L de etanol.

Com relação à eficiência do processo, neste trabalho, obteve-se o valor de 87%, 
ou seja, um grande resultado, visto que no processo industrial, a eficiência fermentativa 
atinge de 90 a 92% do rendimento estequiométrico, havendo o consumo de açúcar 
para formação de biomassa celular e subprodutos (LIMA et al., 2001). Ratnavathi et 
al. (2010), obtiveram valores de eficiência fermentativa na faixa de 86,5 a 94,7% para 
sorgo sacarino utilizando leveduras Saccharomyces cerevisiae CFTR 01.

4 | 	CONCLUSÃO

•	 O sorgo biomassa, da espécie Sorghum bicolor (L.) Moench, demonstrou ter 
um bom potencial para a produção de etanol de segunda geração;

•	 A concentração de etanol máxima produzido foi de 19,3 g/L em 32 horas de 
fermentação, consumindo 100% do substrato;

•	 A máxima produtividade volumétrica alcançada foi de 0,77 g/Lh, durante 20 
horas de processo, com um rendimento final de 45%;

•	 A melhor carga enzimática para a hidrolise da celulose, a partir do sorgo bio-
massa [Sorghum bicolor (L.) Moench], pré-tratado com celulase comercial, 
foi de 35 FPU/g, obtendo uma concentração máxima de 43,2 g/L de glicose;

•	 Verificou-se, que o aumento da carga enzimática, nos testes fermentativos, 
aumentou a produção de etanol. Contudo, acima de 35 FPU/g a de produ-
ção etanol diminui.
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