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“People are gonna tell you who you are your 

whole life. You just gotta puch back and say: 

“No, this is who I am”. You want people to look 

at you differently? Make them. You want to 

change things? You’re gonna have to go out 

there and change them yourself”. 

“There are always people who want you to give 

up. Never facilitate their work”. 

 (Kitsis; Horowitz, 2011) 

 



RESUMO 

Mudanças climáticas tem provocado o aumento de regiões áridas e semiáridas no 

mundo. A palma forrageira, vegetal extremamente bem adaptado a essas condições, 

apresenta-se como uma possível fonte energética, devido ao seu conteúdo de 

carboidratos fibrosos e baixos teores de lignina e cristalinidade. Nesse contexto, o 

presente estudo objetiva a otimização da hidrólise enzimática de palma forrageira, 

com a finalidade de maior formação de carboidratos fermentescíveis. A biomassa 

vegetal das variedades IPA-Sertânia e Orelha de elefante mexicana foram secadas 

e caracterizadas, tanto quimicamente quanto fisicamente (DRX, FTIR). As 

variedades de palma foram submetidas aos ensaios de hidrólise enzimática (48h, 

50°C, 150 rpm), com e sem Tween 80 (2,5 g/L), utilizando biomassas sem pré-

tratamento químico, pré-tratadas com água e pré-tratadas com H2SO4 (1% v/v). 

Posteriormente, realizou-se um Planejamento composto central rotacional (DCCR) 

23 + 3(0), visando a otimização do sistema. Ocorreram hidrólises enzimáticas da 

palma fresca, com a carga de 10% e 30% m/v e uma cinética de secagem da 

biomassa, a 65°C e 105°C. Os hidrolisados foram fermentados durante 8h, a 30°C.  

Os resultados mostraram que a palma forrageira não necessita de pré-tratamento 

químico e adição do Tween 80 na hidrólise enzimática. O DCCR informou que as 

melhores condições de hidrólise foram as do ensaio 6 (30% m/v, 10FPU/g), sem 

pectinase. Os ensaios demonstraram que se pode produzir volumes de etanol até 

1995-12960 L.ha-1.ano-1 (IPA-Sertânia) e 2357-15297 L.ha-1.ano-1 (Orelha de 

elefante mexicana). Nesse âmbito, pode-se afirmar que a biomassa de palma 

forrageira é uma boa alternativa para a produção de etanol em regiões com baixa 

disponibilidade hídrica. 

 

Palavras-chave: Biocombustível. Palma forrageira. Semiárido. 

 

  



ABSTRACT 

Climate change has led to the rise of arid and semi-arid regions in the world. The 

forage palm, a plant extremely well adapted to these conditions, presents itself as a 

possible energy source, due to its content of fibrous carbohydrates and low levels of 

lignin and crystallinity. In this context, the present study aims to optimize the 

enzymatic hydrolysis of cactus pear, with the purpose of greater formation of 

fermentable carbohydrates. The biomass of the “IPA-Sertânia” and the “Orelha de 

elefante mexicana” varieties were dried and characterized, both chemically and 

physically (XRD, FTIR). The cactus pear varieties were submitted to enzymatic 

hydrolysis (48h, 50°C, 150 rpm), with and without Tween 80 (2.5 g/L), using 

biomasses without chemical pretreatment, pretreated with water and pretreated with 

H2SO4 (1% v/v). Subsequently, a Rotacional Central Compound Design (RCCD) 23 + 

3 (0) was carried out, aiming the optimization of the system. Enzymatic hydrolysis of 

the  cactus pear fresh biomass, with 10% and 30% w/v loading and biomass drying 

kinetics, occurred at 65°C and 105°C. The hydrolysates were fermented for 8 h at 

30°C. The results showed that cactus pear does not require pretreatment and 

addition of Tween 80 in the enzymatic hydrolysis. DCCR reported that the best 

hydrolysis conditions were those of assay 6 (30% m/v, 10FPU/g), without 

pectinase. The tests demonstrated that volumes of ethanol can be produced up to 

1995-12960 L.ha-1.year-1 (“IPA-Sertânia”) and 2357-15297 L.ha-1.year-1 (“Orelha de 

elefante mexicana”). In this context, it can be stated that cactus pear biomass is a 

good alternative for the production of ethanol in regions with poor water availability. 

 

Keywords: Biofuel. Cactus pear. Semiarid. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O semiárido brasileiro é uma das regiões secas mais populosas do mundo, o 

qual detém áreas aptas para o desenvolvimento da agricultura. Um problema crônico 

dessas regiões é a irregularidade das chuvas e escassez de água, que afeta 

diretamente a agropecuária e limita o desenvolvimento econômico e social do local. 

Uma das formas de contornar os problemas econômicos e sociais do semiárido é a 

valorização da agricultura local, utilizando vegetais como as cactáceas (palma 

forrageira, por exemplo), que são organismos bastante adaptados ao clima da 

região. Isso é possibilitado pelo metabolismo ácido das crassuláceas (CAM), que 

permite uma alta adaptabilidade à baixa disponibilidade hídrica.  

A palma forrageira, cuja apresenta alta produtividade e elevados teores de 

carboidratos, já é utilizada para diversas finalidades: alimentação de ruminantes e 

humana, produção de medicamentos, cosméticos, corantes, conservação e 

recuperação de solos, cercas vivas e paisagismo. Além disso, a sua fração 

lignocelulósica pode ser usada para a produção de biocombustíveis.  

A utilização de biomassa lignocelulósica, para a produção de etanol de 

segunda geração, apresenta algumas limitações, como o uso de pré-tratamentos, 

devido à presença da lignina no vegetal, baixa carga de sólidos, alta carga 

enzimática e suplementação do hidrolisado enzimático na fermentação. 

Contrariando o cenário atual, o presente trabalho propõe a otimização da hidrólise 

enzimática, para a produção de etanol nas regiões semiáridas do país. Como 

elementos, procura-se pela eliminação de etapas, como o pré-tratamento químico, 

tornando viável a produção desse combustível, a partir da redução de custos do 

processo e aumento do volume de etanol produzido. O trabalho discursa que isso 

seria viável a partir da diminuição do tempo de secagem, aumento da carga de 

sólidos aplicada ao sistema e eliminação da suplementação do hidrolisado 

enzimático utilizado na fermentação. Deste modo, o trabalho propõe que o 

aproveitamento energético da palma forrageira poderia resultar em um maior 

desenvolvimento econômico e social no semiárido brasileiro, a partir da geração de 

emprego e renda, com a valorização da cadeia produtiva da biomassa local. 
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1.1 OBJETIVOS 

1.1.1 Objetivo geral 

Otimizar a hidrólise enzimática, com alta carga de sólidos, de duas variedades 

de palma forrageira, resistentes à cochonilha do carmim, visando a produção de 

bioetanol. 

1.1.2 Objetivos específicos 

a) Caracterizar a composição química da biomassa das variedades IPA-

Sertânia e Orelha de elefante mexicana de palma forrageira; 

b) Otimizar parâmetros da hidrólise enzimática, para as duas cultivares; 

c) Quantificar os compostos presentes nos hidrolisados enzimáticos destas 

biomassas; 

d) Determinar o potencial da produção de bioetanol para duas variedades de 

palma forrageira. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 PALMA FORRAGEIRA: CULTIVO, PRODUTIVIDADE E COMPOSIÇÃO 

 

A palma forrageira (Figura 3.1) é um vegetal xerófito bastante difundido no 

interior do nordeste brasileiro. Originária do México (SANGLARD; MELO, 2012), foi 

introduzida na região pelo empresário alagoano Delmiro Gouveia, no início do século 

XX, com o objetivo de extrair o carmim, produzido pelo inseto Dactylopius coccus, 

que usa a planta como hospedeiro. 

Pertencente à família Cactaceae, o vegetal possui caule do tipo cladódio, 

popularmente conhecido como raquete, que são achatados e ovais e apresentam 

modificações foliares do tipo espinho. São plantas do tipo CAM (processo 

fotossintético conhecido como metabolismo ácido das crassuláceas), que 

apresentam uma alta resistência aos longos períodos de estiagem e, portanto, são 

bem adaptadas a ambientes áridos e semiáridos (PINHEIRO et al., 2014). Esse 

mecanismo de adaptação é caracterizado por uma alta eficiência no uso da água, 

em virtude da absorção do CO2, no período noturno, e a transformação deste, em 

biomassa, pela luz do sol, durante o dia. Essa adaptação, no seu metabolismo, 

proporciona a este vegetal, a capacidade de poder ser cultivada nas referidas 

regiões, onde a água é o principal fator limitante ao desenvolvimento da 

agropecuária (PINHEIRO et al., 2014; QUEIROZ et al., 2015). Além disso, devido a 

esta característica, elas apresentam uma eficiência até 10 vezes maior, na utilização 

de água, do que plantas do tipo C4 (vegetais que fixam carbono na forma de 

oxalacetato), como a cana-de-açúcar. Já em relação a vegetais do tipo C3 (vegetais 

que fixam carbono na forma do ácido 3-fosfoglicérico), como a soja, essa 

capacidades pode ser até 20 vezes maior (SAMPAIO, 2005). 

Dentre as cultivares resistentes à cochonilha (descritas posteriormente), as 

variedades Orelha de elefante mexicana e IPA-Sertânia, são aquelas que 

apresentam a maior eficiência no uso de água, por produção de matéria fresca, em 

regime sequeiro, com valores em torno de 112,1 e 101,1 kg/ha/mm, em relação à 

taxa de evaporação real da cultura, respectivamente (MOURA et al., 2014). Em 

contrapartida, a cana-de-açúcar, sob o mesmo regime, possui uma eficiência de 

59,6 kg/ha/mm (OLIVEIRA et al, 2011). 
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Figura 3. 1. Campos de palma forrageira, no Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA) Estação 

experimental de Caruaru. Fonte: AUTOR, 2017. 

 

O Nordeste brasileiro abriga a maior área plantada com palma forrageira no 

mundo, correspondendo a cerca de 600 mil hectares (JÚNIOR et al. 2013). Nesta 

região, são encontradas três principais cultivares de palma: a gigante, a redonda 

(ambas da espécies Opuntia ficus-indica) e a miúda (Nopalea cochenilifera)  – cuja 

apresenta a vantagem de ser resistente à cochonilha (SILVA; SANTOS, 2006, 

VASCONCELOS et al., 2009). Além destas, o Instituto Agronômico de Pernambuco 

tem desenvolvido outras variedades, que são resistentes a uma das principais 

pragas dessa cultura (cochonilha do carmim), como os cultivares Orelha de elefante 

Mexicana e IPA-Sertânia (VASCONCELOS et al., 2009). O desenvolvimento de 

variedades resistentes às pragas se faz importante, visto que essa cultura é usada 

como reserva forrageira, sendo significativa, principalmente, na pecuária regional, 

segmento bastante atingido pela escassez de alimento (SILVA et al., 2014). 

A produtividade da palma teve um salto considerável a partir dos anos 2000, 

no Nordeste brasileiro, com o desenvolvimento de novas formas de cultivo. Os 

valores que giravam em torno de 161-200t/ha/ano, de massa verde, entre os anos 

de 1998 e 2000 (LIRA et al., 2005), passaram a 400 t/ha/ano (massa fresca), para a 

variedade gigante, considerando a forma adensada de cultivo, com 80.000 

mudas/ha. Para as cultivares redonda e miúda, na mesma densidade de plantio, os 
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valores podem atingir a produtividade de 518 e 639 t/ha/ano, de massa fresca, 

respectivamente (SILVA et al., 2014). 

Além dos fatores cultivo e produtividade, a composição da biomassa, se faz 

importante, pois ela é um agente limitador na seleção do tipo de material 

lignocelulósico que servirá como substrato para o processo fermentativo. Como toda 

biomassa vegetal, a palma também apresenta teores de celulose, hemicelulose e 

lignina. 

O homopolímero linear celulolítico é constituído por unidades de β-D-

glicanopiranosil, unidas por ligações do tipo β-1,4, sendo a celobiose a unidade de 

repetição (HU; RAGAUSKAS, 2012). Essa celobiose é, quimicamente, um dímero de 

glicose (monossacarídeo fundamental para o processo fermentativo), provocada 

pela não quebra de todas as ligações β-1,4 presentes na celulose, que são 

responsáveis pela estruturação desse carboidrato. A celulose apresenta-se em 

microfibrilas de aproximadamente 2-10nm (DING; HIMMEL, 2006), em duas 

conformações (Figura 3.2): uma cristalina e outra amorfa. A formação da estrutura 

cristalina é decorrente da união de 30-36 cadeias de glucanos, agregados 

lateralmente por interações de hidrogênio e Van der Waals (SOMERVILLE, 2004), 

tornando esta região impermeável, já que as ligações de hidrogênio fortalecem as 

cadeias de celulose, promovendo a agregação na estrutura cristalina (PU et al., 

2008). Portanto, não só os teores de celulose, como também o percentual do tipo de 

celulose, que está presente nesse material lignocelulósico, torna-se um agente 

limitador, para a obtenção do carboidrato de interesse – a glicose. Isso ocorre, pois, 

quanto maior o nível de cristalinidade, mais compactadas estão as microfibrilas e, 

portanto se torna mais difícil o acesso das celulases à matriz celulolítica total. 

Nessas condições, o grupo de enzimas interage quase que exclusivamente 

com a porção amorfa da cadeia (ARANTES; SADDLER, 2010), que se caracteriza 

por ser uma região menos ordenada de fibras, sendo esta decorrente da má 

formação da estrutura cristalina (PARK et al., 2010). 

Alguns pesquisadores sugerem que, além destas duas regiões, existe outra 

porção denominada celulose para-cristalina, que possui características semelhantes 

à da estrutura amorfa (STEPHENS et al., 2008), sendo esta menos ordenada que a 
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estrutura cristalina, porém mais ordenada que a porção amorfa (PU; ZIEMER; 

RAGAUSKAS, 2006). 

 

 

Figura 3. 2. Ilustração das regiões cristalinas e amorfas que compõem a estrutura das microfibrilas de 

celulose. Fonte: Adaptada de KVIEN; TANEN; OKSMAN (2005). 

 

Apesar de a glicose ser a principal molécula de interesse, quando se refere a 

etanol celulósico, a biomassa lignocelulósica também apresenta potencial 

bioenergético a partir de outras porções de sua composição, como a hemicelulose, 

que é rica, principalmente, no referido hidrato de carbono citado acima: a xilose (PU 

et al., 2008). 

Além da xilose, a hemicelulose apresenta em sua composição o xiloglicano, 

as galactoglicomananas, a arabinoglicuronoxilana, a xilana, o glucuronoxilano, o 

arabinoxilano, a manana e a glucomanana (PU et al., 2008), que serão, após o 

processo de hidrólise, quer ácida, quer enzimática, apresentados na forma de 

monossacarídeos como arabinose, manose e galactose (HU; RAGAUSKAS, 2012). 

O heterpolímero também apresenta como vantagem o fato de toda a sua estrutura 

ser amorfa, com polímeros de cadeia lateral curta, além de ser hidrofílica, o que 

facilita a liberação dos seus carboidratos constituidores para o meio reacional, sendo 

assim mais facilmente removida da estrutura quando comparada com a celulose 

(GÍRIO et al., 2010; PENG et al., 2012; HU; RAGAUSKAS, 2012; GAO; KUMAR; 

WYMAN, 2014). 
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Além da celulose e da hemicelulose, a biomassa apresenta outra porção: a 

pectina. Ela é uma estrutura polissacarídica presente na parede celular primária do 

vegetal, que pode se apresentar em diferentes constituições, dependendo do grau 

de maturidade do vegetal (CALLIARI, 2004), podendo se apresentar na conformação 

linear e/ou ramificada (Figura 3.3). 

 

 

Figura 3.3. Representação esquemática das conformações estruturais da pectina 

(Homogalacturonana e Ramnogalacturonana I e II). Fonte: Adaptada de WILLATS; KNOX; 

MIKKELSEN, 2006. 

 

A estrutura linear da pectina é formada por 150 a 500 unidades repetidas de 

ácido galacturônico, unidos por ligações glicosídicas, do tipo α-1,4, que podem estar 

parcialmente esterificados, motivo pelo qual são mais resistentes à hidrólise. Essa 

região é denominada de homogalacturonana (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 

2006).  

Já a estrutura ramificada pode variar em relação à sua composição. A 

ramnogalacturonana I, um dos tipos de ramificação, é o segundo polissacarídeo 

mais importante das pectinas e sua cadeia principal está composta da repetição de 

ácido galacturônico e ramnose. Ela possui cadeias laterais formadas por diferentes 

carboidratos, como arabinanas e galactanas. Já a ramnogalacturonana II, é um 

polissacarídeo péctico complexo, que apresenta baixa massa molar, e é formado por 

ácido galacturônico, ramnose, galactose e alguns açúcares mais raros, como apiose 
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(GULFI; ARRIGONI; AMADÒ, 2007; PINHEIRO, 2007; BUCHANAN; GRUISSEM; 

JONES, 2015). Ou seja, a hidrólise dessa porção da biomassa, que também é rica 

em carboidratos, possibilita a liberação de monossacarídeos, para o meio reacional, 

com potencial fermentativo.  

Quando unida à celulose e à hemicelulose, a pectina forma uma estrutura 

denominada de protopectina, conforme ilustrado na Figura 3.4 (PENNA, 2002). 

 

 

Figura 3.4. Estrutura da protopectina, evidenciando as porções celulósicas, hemicelulósicas e 

pécticas, na parede celular vegetal. Fonte: Adaptada de ENZIMAS COMERCIAIS (2016). 

 

A lignina, apesar de não ser um composto passível de fermentação, é um dos 

principais responsáveis pelo acréscimo de mais uma etapa no processo, 

denominada de pré-tratamento (assunto que será abordado no item 3.3). Isso ocorre 

porque ela diminui a interação da enzima com a celulose, por ser uma barreira física 

que impede o acesso dessas proteínas à matriz celulósica. Essa situação 

desencadeia a necessidade do uso de uma maior carga enzimática no sistema, para 

se tentar atingir uma mesma eficiência de hidrólise, o que, ainda assim, nem sempre 

é possível (WU; HUANG; SHIH, 2014). Portanto, buscar alternativas, em biomassas 

com menores teores lignina, também se faz necessário. 

Os percentuais desses componentes tendem a variar, entre os cultivares de 

palma forrageira, bem como, quando comparados a outros tipos de biomassa. A 
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Tabela 3.1 apresenta os teores dos referidos compostos, além dos percentuais de 

cinzas e extrativos. 

Os valores descritos sugerem que a palma forrageira é a que apresenta o 

menor valor de carboidratos (48,7%) e de lignina (10,3%), dentre as biomassas 

descritas abaixo, considerando que os teores desse componente são subestimados 

na caracterização de Van Soest, Robertson e Lewis (1991), realizada para sorgo 

sacarino. Isso é uma limitação da própria metodologia. Porém, devido à facilidade de 

plantio da palma, no que se refere à disponibilidade de água – um dos principais 

problemas do sertão nordestino – esse vegetal, tão difundido na região, apresenta-

se como biomassa potencial para a produção de biocombustível. 

 

Tabela 3. 1. Comparação da composição lignocelulósica, extrativos e cinzas de biomassas usadas 

para, ou com potencial energético. Fontes: WEISS; FARMER; SCHELL (2010), BIZZO et al. (2014), 

SOUZA FILHO et al. (2016), REIS et al.(2016). 

Compostos 

Bagaço de 

cana-de-

açúcar 

(BIZZO et al., 

2014) 

Sorgo 

sacarino 

(REIS et al., 

2016) 

Palha de milho 

(WEISS; 

FARMER; 

SCHELL, 

2010) 

Palma forrageira – 

Nopolea 

cochenillifera 

(SOUZA FILHO et 

al., 2016) 

Celulose (%) 35,3 42,5 35,5 31,6 

Hemicelulose (%) 24,0 38,0 18,6 17,1 

Lignina (%) 22,9 4,0* 14,2 10,3 

Cinzas (%) Ni 1,1 3,0 5,4 

Extrativos (%) 14,7 11,7 11,3 26,9 

Ni – Não informado; *Lignina detergente ácido (ADL). 

 

O uso de biomassa lignocelulósica regional é de suma importância para a 

redução nos custos de produção de biocompostos, fator bastante determinante na 

geração de qualquer produto (SANTOS et al., 2011). Características como alta 

conversão de carboidratos em monômeros fermentescíveis (CUSHMAN et al., 2015), 

assim como tolerância à seca e redução de exigências de fertilizantes, são 
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importantes na escolha da biomassa a ser utilizada (WYMAN, 2007). A palma 

forrageira apresenta, como seus principais atributos, sua vasta disponibilidade, 

ausência de entressafra (pelo fato de ser um vegetal perene), baixa necessidade de 

tecnologia para cultivo, baixo teor de lignina e alto conteúdo de celulose amorfa 

(YANG et al. 2015), o que diminui a necessidade de pré-tratamentos agressivos. 

Outro fator que confere vantagem à utilização de palma é o fato dela ser uma cultura 

bastante difundida, altamente resistente à seca e de fácil plantio (NETO, 2010), 

convertendo-a, portanto, em uma matéria-prima potencial para produção de 

bioprodutos. 

Santos et al. (2016) ressaltam que, apesar da estimativa da produção de 

etanol, nas condições testadas, para as três variedades de palma (1490-1875 

L/ha.ano-1), ser inferior às encontradas em cana-de-açúcar (5300-9400 L/ha.ano-1) e 

beterraba sacarina (5000-6000 L/ha.ano-1), a cactácea apresenta a vantagem de 

poder ser cultivada em regiões áridas e semiáridas, fator importante, dadas as 

condições de escassez hídrica neste locais.  

 

2.2 PRÉ-TRATAMENTO DE MATERIAL LIGNOCELULÓSICO 

 

A etapa de pré-tratamento é realizada para facilitar o acesso enzimático, 

principalmente, à matriz celulósica. Portanto, pré-tratamentos são utilizados para 

modificar a estrutura da biomassa lignocelulósica (Figura 3.5), removendo a parede 

celular, causando a dissociação de biomacromoléculas (ZHANG; YUAN; CHENG, 

2017).  

Essa etapa do processo deve apresentar baixo custo operacional, resultando 

na recuperação da maioria dos componentes lignocelulósicos, na forma utilizável e 

em frações separadas, produzindo o mínimo ou nenhuma quantidade de 

carboidratos inibidores e produtos de degradação (CHANDRA et al., 2007). Ou seja, 

a maior parte dos carboidratos passíveis de fermentação deve permanecer na fração 

sólida, já que a perda destes, na fração líquida, acarreta na diminuição do potencial 

energético, por parte da biomassa pré-tratada, diminuindo os seus rendimentos em 

etanol. Caso os pré-tratamentos provoquem uma alta remoção de carboidratos, há a 
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possibilidade de utilizar essa fração na fermentação, porém um custo adicional de 

reagentes teria que ser utilizado para correção do pH, por exemplo. 

A avaliação dos pré-tratamentos de biomassa depende de um parâmetro 

chamado fator de severidade, que é definido como a interação dos efeitos 

temperatura, acidez e tempo de pré-tratamento, sendo ela conduzida a analisar os 

carboidratos (monômeros e oligômeros) presentes no líquido e a quantidade de 

carboidratos insolúveis em água, após o pré-tratamento (AGBOR et al., 2011). 

 

 

Figura 3. 5. Esquema geral das alterações, causadas na estrutura lignocelulósica, após o pré-

tratamento. Fonte: KONDO (1997). 

 

Os tipos de pré-tratamentos mais utilizados são os físicos e químicos 

(MOSIER et al., 2005). Tratamentos físicos tem, por finalidade, reduzir o tamanho 

das partículas e a cristalinidade da celulose, aumentando, assim, a superfície de 

contato, quando esta biomassa for exposta ao ataque de compostos químicos ou 

enzimáticos (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Moagem e explosão a vapor são 

exemplos e a literatura já demonstrou a eficiência destes tratamentos, seja atuando 

sozinhos ou, principalmente, combinados com soluções (RABELO et al., 2012; 

MILÉO; KATARIA et al., 2016), porém, eles apresentam algumas limitações. A 

moagem, apesar de provocar a diminuição do tamanho das partículas e não formar 

inibidores, apresenta alto custo energético, tornando-o um tipo de pré-tratamento 

economicamente inviável (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Já a explosão a vapor 

exige o uso de altas temperaturas, provocando a solubilização da hemicelulose e da 
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lignina. Contudo, a maior parte da lignina ainda permanece nos resíduos sólidos pré-

tratados, podendo resultar na adsorção não produtiva da enzima, além de que, em 

condições mais severas, pode haver a degradação da celulose, diminuindo o 

conteúdo deste carboidrato nos resíduos sólidos (MEDINA et al., 2016; 

MONSCHEIN; NIDETZKY, 2016). 

Alguns compostos ácidos e alcalinos também têm sido usados em pré-

tratamentos. Soluções de NaOH, KOH, H2O2 (com pH corrigido para 11,5) e 

Ca(OH)2 são utilizadas por provocarem inchaço na biomassa e diminuir a 

cristalinidade da celulose, além de desestruturar a lignina e romper as suas ligações 

com os outros carboidratos, tornando-os mais acessíveis (AGBOR et al., 2011). 

Porém, recentes trabalhos tem demonstrado o oposto, em relação à cristalinidade 

(BINOD et al., 2012; CHANDEL et al., 2014; KASSAYE; PANT; JAIN, 2017). 

Normalmente, o uso dessas soluções exige altas concentrações, o que o torna 

ecológico-economicamente inviável (AGBOR et al., 2011). Sob a mesma justificativa 

está o uso de soluções concentradas de H2SO4, HCl e H3PO4, além de serem 

corrosivas. Porém, o uso das mesmas, em baixas concentrações já se mostrou 

eficiente (RAJAN; CARRIER, 2014), convertendo-se, assim, numa alternativa para 

pré-tratamentos. Alvira et al. (2010) afirmam que o uso de soluções de ácido diluído 

são as mais indicadas para pré-tratamentos, já que possuem eficácia em vários tipos 

de substratos lignocelulósicos. 

Porém, apesar do pré-tratamento da biomassa lignocelulósica fornecer as 

vantagens acima citadas, ele é um dos principais responsáveis pelo aumento do 

custo no processo de produção de biocombustível (ALVIRA et al., 2010). A presença 

dessa etapa, na produção de bioetanol, pode representar um aumento de 16-30% 

no custo da produção de bioetanol, considerando os custos capitais (equipamentos), 

os diretos (instalação, tubulação, elétrica, reagentes) e os indiretos (honorários dos 

contratantes e os custos de contingência), nos valores totais do processo 

(HUMBIRD et al., 2011). Portanto, a remoção desta etapa, acarreta em uma 

diminuição significativa no custo total da produção de biocombustível, a partir de 

biomassa lignocelulósica. 

Outro fator que deve ser ressaltado é que a necessidade de pré-tratamento, 

está relacionada, principalmente, a dois fatores: percentual de lignina da biomassa e 
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índice de cristalinidade da celulose. Porque, se o pré-tratamento tem, como uma de 

suas funções, remover a lignina e promover o inchaço da celulose cristalina, como 

modo de aumentar os teores de conversão de celulose; Se os percentuais dessas 

duas porções da biomassa estiverem reduzidos, menor a severidade, e, por 

conseguinte, menor a necessidade de realização desta etapa. Portanto, pode-se 

afirmar que, dependendo da biomassa utilizada como substrato, para a obtenção de 

carboidratos, pode não haver a necessidade da realização de pré-tratamento. 

 

2.3 HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DE BIOMASSA LIGNOCELULÓSICA, COM ALTA 

CARGA DE SÓLIDOS 

 

 A hidrólise enzimática de materiais lignocelulósicos tem sido um dos métodos 

mais utilizados para a conversão de carboidratos fibrosos, como celulose e 

hemicelulose, em monossacarídeos passíveis de fermentação (WAGHMARE et al., 

2014; ROCHA et al., 2016; HASHMI et al., 2017). A escolha desse tipo de hidrólise 

se dá pelas condições das reações serem mais suaves, com alta especificidade, 

maior rendimento do produto, menores efeitos colaterais e energia (AL-ZUHAIR, 

2008; MARQUES et al., 2008). Além disso, ela possui uma análise de custo utilitário 

(CUA) muito menor, em comparação a outros métodos, como hidrólises ácidas 

(SUBHEDAR; BABU; GOGATE, 2015). Esse tipo de análise é semelhante à de 

custo-benefício, porém é mais ampla, devido considerar os benefícios para a 

sociedade (ASKDRBIRD, 2015), já que soluções ácidas e alcalinas concentradas 

são muito prejudiciais ao ambiente, pois podem ser levadas a rios e solos, afetando 

as populações ali viventes. 

 A fração celulósica da biomassa será atingida por um grupo de enzimas 

denominadas celulases e estas podem atuar, principalmente, em dois pontos da 

cadeia (Figura 3.6): Na ligação glicosídica (entre dois monômeros de celobiose, 

caracterizando-se como exo-glucanases) e em regiões amorfas internas da cadeia – 

endoglucanases. Além destas, as β-glucosidases clivam a celobiose, liberando 

monômeros de glicose (GALBE; ZACCHI, 2002). A última pode ser inibida pela 

presença de seu produto. Xiao et al. (2004) observaram que quando adicionado 

100g/L de glicose em uma carga de sólidos celulósicos de 10%, houve 50% de 
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inibição da atividade da β-glucosidase. Uma alternativa pode ser a realização da 

hidrólise em conjunto com o processo fermentativo, etapa denominada de 

fermentação e sacarificação simultâneas (SSF). Além disso, na hidrólise enzimática 

de material lignocelulósico, as enzimas tendem a ter afinidade com a lignina, 

provocando uma associação improdutiva, situação que pode ser amenizada pelo 

uso de agentes tensoativos, como surfactantes, podendo, assim, aumentar a 

eficiência da hidrólise (ERIKSSON; BÖRJESSON; TJERNELD, 2002; KUMAR; 

WYMAN, 2009; LIN et al., 2017; ZHANG et al., 2017). 

A Celluclast 1,5L (Novozyme) é um dos complexos enzimáticos mais usados, 

sendo produzida a partir do Thrichoderma reseei (GIL et al., 2015). Esse micro-

organismo produz 5 tipos de endoglucanase, 2 de celobiohidrolase e 2 de β-

glucosidase. 

 

 

Figura 3. 6. Representação esquemática da ação enzimática na estrutura celulósica. Fonte: OGEDA 

et al. (2010). 

 

Pectinases é um grupo de enzimas responsáveis por hidrolisar a estrutura 

péctica dos vegetais e a classificação de cada uma delas depende da região de 

ataque do esqueleto galacturônico. Existem, basicamente, três grupos de enzimas: a 

pectina esterase (desesterificante ou desmetoxilante) que remove os grupos metil-

éster; as despolimerizantes (incluem as enzimas hidrolíticas e as liases), que 

catalisam a clivagem das ligações glicosídicas, e, as protopectinases que 

solubilizam protopectina, formando a pectina (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005). 
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Além disso, elas podem atuar como tensoativos, por terem a capacidade de diminuir 

a viscosidade do meio, melhorando assim, a eficiência de hidrólise (BHAT, 2000). 

 Apesar destas vantagens, a hidrólise enzimática ainda é limitada por algumas 

dificuldades técnicas e econômicas. Como forma de minimizar estes fatores, podem-

se utilizar estratégias como aumento da carga de substrato, diminuição da carga 

enzimática, redução do tempo de hidrólise e a busca por enzimas mais eficientes 

(OUYANG et al., 2013). 

 Dentro desse contexto, a realização de hidrólises enzimáticas com alta carga 

de sólidos, que é caracterizada pela diminuição ou eliminação da água presente na 

“polpa lignocelulósica”, ou o teor da carga de sólidos ≥ 15% m/m, tem sido uma boa 

alternativa (HODGE et al., 2009; MODENBACH; NOKES, 2013). O aumento na 

carga de substrato se dá com a finalidade de obter, ao final desta etapa do 

processo, maiores concentrações de carboidratos no hidrolisado final (WANG; 

TEMPLER; MURPHY, 2012; PURI; HEAVEN; BANKS, 2013). Nesse tipo de 

hidrólise, a carga de sólidos sugerida, para que o sistema seja rentável, ou seja, que 

apresente concentração de etanol ≥4% v/v, é ≥ 20% m/m (LARSEN et al., 2008). 

Porém, se forem considerados os teores de hemicelulose, os valores desta carga de 

sólidos podem diminuir. Outra vantagem é a redução de custo capital e de produção, 

ao utilizar equipamentos menores que estarão produzindo rendimentos 

semelhantes, em comparação às hidrólises de cargas menores de biomassa, além 

da redução do uso de água, o que também provoca a redução do custo de 

tratamento e destinação da mesma (UM; HANLEY, 2008; BANERJEE et al., 2010; 

MODENBACH; NOKES, 2013). 

A redução da água nessa etapa do processo implica em algumas outras 

limitações, já que este solvente é responsável por aumentar a eficiência das reações 

enzimáticas, reduzindo a viscosidade da pasta, devido ao aumento da lubrificação 

das partículas (MODENBACH; NOKES, 2013). O uso de cargas de sólidos 

superiores a 20% m/m, deixa pouca água livre no sistema (HODGE et al., 2009), o 

que impede a solubilização da enzima e, por conseguinte, diminui a interação desta 

para com o seu substrato. Além disso, o uso de altas cargas de sólidos pode afetar a 

homogeneização da mistura e também inibir a enzima, com o aumento da 

concentração de glicose, durante o processo (PURI; HEAVEN; BANKS, 2013). 
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Considerando que a palma forrageira já apresentou boas conversões de 

celulose, a partir da hidrólise enzimática, obtendo 30 g/L de glicose e 82,8% de 

conversão (10% m/v e 20 FPU/g de biomassa), e que a partir da hidrólise, com altas 

cargas de sólidos (SOUZA FILHO et al., 2016), é possível obter altas concentrações 

de carboidratos, a opção por utilizar esse método hidrolítico se faz acertada. Porém, 

esse tipo de hidrólise também apresenta desvantagens e, por tais limitações, faz-se 

necessária a otimização desse sistema, de forma que o mesmo possibilite os 

maiores rendimentos de conversão de carboidratos possíveis, diminuindo a 

interferência de fatores como pouca disponibilidade de água, e conseguinte fluidez 

do meio, além da inibição enzimática. 

 

2.4 FERMENTAÇÃO A PARTIR DE HIDROLISADOS DE BIOMASSAS 

LIGNOCELULÓSICAS 

 

Os hidrolisados ricos em carboidratos na forma fermentescível, provenientes 

de reações de hidrólise, quer ácidas, quer enzimáticas, podem ser direcionados à 

produção de etanol. Estequiometricamente, a cada mol de glicose, são gerados 2 

mols de etanol, cujo rendimento máximo, referente à razão entre a massa molar do 

etanol e glicose, é 0,511. 

A produção de etanol, a partir de diferentes biomassas e micro-organismos, 

vem sendo largamente estudada (ELIANA et al., 2014; RABELO et al., 2014; 

TOQUERO; BOLADO, 2014; HUANG et al., 2015; ALENCAR et al., 2017b). 

Portanto, é possível observar que fatores como tipo de substrato, espécie e 

linhagem do micro-organismo, assim como os nutrientes, podem afetar a 

produtividade etanólica. 

Recente estudo avaliou a influência dos íons Cu2+ e Mg2+ na fermentação do 

caldo de cana-de-açúcar, sendo observado efeito antagônico para ambos. Enquanto 

o Mg2+ aumentou os rendimentos da produção de etanol a 0,45 g/g, o Cu2+ diminuiu 

esse valor para 0,35 g/g. Além disso, os autores afirmaram que a concentração de 

Mg2+ é o parâmetro mais importante para o sucesso na produção de etanol 
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combustível, a partir desse mosto, e que, portanto, a concentração do mesmo deve 

ser mantida acima de 600 mg/L (DE SOUZA et al., 2015). 

A levedura mais comumente utilizada no processo é a Saccharomyces 

cerevisiae, já que ela apresenta como vantagens alta eficiência fermentativa, alta 

capacidade de competição e sobrevivência no ambiente industrial (ANDRIETTA et 

al., 2007). Porém, cepas industriais desse micro-organismo não possuem a 

capacidade de fermentar outros carboidratos, como a xilose, que também está 

presente nesse tipo de hidrolisado. Como forma de contornar esse obstáculo, 

estudos tem sido desenvolvidos com a finalidade de fermentar ou co-fermentar a 

fração C5 (SURIYACHAI et al., 2013; YANG et al., 2015). Isso se tornou viável a 

partir da utilização de outros micro-organismos, como Clostridium acetobutylicum 

DSM 1731 e Scheffersomyces stipitis.  

Além destes, recentemente foi isolada, do trato gastrointestinal de um 

besouro, a levedura Spathaspora passalidarum, que apresenta a capacidade de co-

fermentar carboidratos além da glicose, como xilose e celobiose, diminuindo, por 

exemplo, a necessidade da utilização de β-glucosidase (sua função foi discutida 

anteriormente no item 3.3) na etapa de hidrólise enzimática (NGUYEN et al., 2006; 

LONG et al., 2012). Portanto, a identificação dessa levedura abre como alternativa a 

possibilidade da diminuição do tempo de fermentação, a partir da estratégia de co-

fermentação, entre S. cerevisiae e S. passalidarum, devido a  acelerar o consumo de 

glicose, diminuindo o tempo para iniciar a rota de metabolização de outros 

carboidratos pela nova levedura. Isso pode ocorrer, pois ela, primeiramente, 

consome a glicose, para, posteriormente, iniciar a assimilação da xilose e celobiose, 

presentes no meio (LONG et al., 2012).  

Além desses fatores, o consumo de outros carboidratos potencializa a 

capacidade energética da biomassa lignocelulósica, para a produção de bioetanol, já 

que eles também estarão servindo como substratos para o processo. 

 

2.5 PLANEJAMENTO FATORIAL COMPOSTO CENTRAL 
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Planejar experimentos é definir uma sequência de coletas de dados 

experimentais para atingir determinados objetivos. Dentre os métodos de 

planejamento experimental disponíveis na literatura, o planejamento fatorial é o mais 

indicado quando se deseja estudar os efeitos de duas ou mais variáveis de 

influência. Os experimentos devem abranger todas as combinações possíveis dos 

níveis de cada variável são investigadas (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). 

Desta forma é possível estimar efeitos de interação entre as variáveis. 

 A finalidade do planejamento fatorial é a otimização e, para tal, ele apresenta 

algumas características: (1) redução do número de ensaios sem prejuízo à 

qualidade da informação, (2) estudo simultâneo de diversas variáveis, separando 

seus efeitos, (3) seleção das variáveis que influenciam um processo, com número 

reduzido de ensaios, (4) a representação do processo estudado através de 

expressões matemáticas e (5) geração de superfícies de resposta, indicando de que 

modo os níveis interferem no resultado final  (CONAGIN, 1982; NETO; SCARMINIO; 

BRUNS, 2010). 

 Os planejamentos fatoriais mais simples envolvem apenas a avaliação de 2 

níveis para cada variável (+1; -1). Eles devem ser realizados, no mínimo, em 

duplicata e a determinação do número total de experimentos é por 2k, onde k 

corresponde ao número de parâmetros estudados. Uma análise mais precisa do 

sistema requer a utilização dos pontos centrais, cujos valores são determinados a 

partir da média aritmética dos valores dos níveis superiores (+1) e inferiores (-1), e 

são codificados pelo 0 (zero). A presença do ponto central, que deve ser realizado, 

no mínimo, em duplicata, diminui a necessidade de realizar todo o planejamento em 

replicatas. Porém, se a finalidade é uma análise mais ampla e completa do sistema, 

o mais indicado é o uso do planejamento fatorial composto rotacional (DCCR). 

Neste, além dos pontos colaterais e centrais, são estudados os axiais, que são 

codificados pelo valor de α, o qual é determinado por ± √k, conferindo ao 

delineamento a propriedade de ser rotacional. Essa característica propicia variâncias 

idênticas para pontos situados à mesma distância do centro, em qualquer direção. 

(NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). 

 O uso de planejamentos fatoriais tem sido bastante utilizado nos últimos anos, 

para as mais diversas finalidades. Foi avaliada a influência dos fatores tempo (60, 
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180, 300 minutos), temperatura (45, 50, 55 °C) e carga de pectinase (5, 17,5, 30 

PECTU/g mesh), no pré-tratamento de lentilha d’água (Landoltia punctata), para a  

produção de bioetanol, num planejamento 23, com triplicata no ponto central (CHEN 

et al., 2012). A partir dos rendimentos de glicose observados, Chen et al. (2012) 

concluíram que as condições ótimas são correspondentes ao nível inferior da 

temperatura, ao superior do tempo e a carga de pectinase no valor de 26,54 

PECTU/g mesh, cujo valor foi determinado a partir de um software.  

Estudando a palha de cana-de-açúcar, Santos et al. (2014) analisaram a 

influência dos fatores temperatura (170, 190, 210 °C), tempo (5, 10, 15 min) e carga 

de biomassa (10, 12,5, 15 % m/v), no pré-tratamento, para uma maior conversão de 

celulose em glicose. O planejamento composto central rotacional (DCCR) realizado 

teve 6 replicatas no ponto central e um total de 20 ensaios. Neste estudo, observou-

se que os maiores rendimentos de glicose (%) foram para as temperaturas de 190°C 

e 210°C. 

Langaro et al. (2015) testaram as variáveis concentração de substrato (X1 = 

10, 20, 30 g/L), concentração de extrato enzimático na hidrólise (X2 = 5,5, 11,0, 16,6 

%v/v), temperatura (X3 = 40, 50, 60 °C), pH da solução tampão utilizada (X4 = 4, 5, 

6), tempo de incubação de hidrólise (X5 = 30, 60, 90 min e agitação (X6 = 0, 5, 10 

min), investigando a influência dos mesmos na sacarificação de bagaço de cana-de-

açúcar, por enzimas fúngicas (Trichoderma sp. e A. niger),  na obtenção de 

açúcares redutores. Os melhores resultados foram obtidos a partir das condições 

realizadas nos pontos centrais, para a enzima proveniente do Trichoderma sp., com 

concentração de açúcares redutores (AR) de 0,112 g/L. Para a enzima do A. niger, a 

maior concentração de AR foi 0,095 g/L, com os fatores temperatura e agitação nos 

níveis inferiores, e os demais nos superiores. 
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3 METODOLOGIA 

 

O presente trabalho será desenvolvido em acordo com as etapas 

posteriormente descritas. Os procedimentos referentes à biomassa foram realizados 

para as variedades Orelha de elefante mexicana (Opuntia ficus-indica) e IPA-

Sertânia (Nopalea cochenillifera). A representação geral das etapas desta seção 

estão apresentados na Figura 4.1. 

 

 

Figura 4. 1. Fluxograma referente às principais etapas desenvolvidas na seção Material e Métodos. 

Fonte: AUTOR, 2018. MS – Biomassa seca; MF – Biomassa fresca. 

 

3.1 BIOMASSA 

 

 As variedades de palma forrageira (Orelha de elefante mexicana - Opuntia 

ficus-indica; IPA-Sertânia - Nopalea cochenillifera) foram fornecidas pelo Instituto 

Agronômico de Pernambuco (IPA – Caruaru – PE - Brasil). Os cladódios foram 

lavados, com água destilada, para retirada de solo e impurezas, e cortados em 

cubos. Parte deles foi seco em estufa, a 105°C, durante 48h e, posteriormente, os 
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mesmos foram triturados em moinho de facas e peneirados a uma granulometria de 

10 mesh (2 mm). A porção não secada foi processada em liquidificador industrial e 

mantida a 4°C, por até 5 dias. 

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO DA BIOMASSA SECA DA PALMA FORRAGEIRA 

 

 A caracterização química das variedades de palma forrageira foi realizada 

segundo Gouveia et al. (2009). 

 

3.2.1 Determinação do teor de umidade 

 

 Com o objetivo de determinar o teor de umidade (Equação 1) na biomassa 

lignocelulósica, foram pesados aproximadamente 2g de biomassa úmida, em 

balança com infravermelho. O procedimento foi repetido 3 vezes. 

 

𝑈 (%) =
𝑀𝑢 − 𝑀𝑠

𝑀𝑢
∗ 100 

 

 Onde U (%) corresponde ao teor de umidade presente na biomassa, Mu 

corresponde a massa de biomassa úmida e Ms ao valor de biomassa seca fornecido 

pelo equipamento. 

 

3.2.2 Extrativos 

 

 O percentual de extrativos (Equação 2) também foi determinado para a palma 

forrageira. Para tal, foram pesados 5g de biomassa seca, e triturada, em cartucho de 

papel de filtro qualitativo (14 x 4 cm), devidamente tarado. O conjunto foi fechado 

Equação 1 
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com tampão de algodão e foi transferido para o tubo de extração do equipamento 

Soxhlet. 

 Para o balão de fundo chato (500 mL), foi transferido 250 mL de solução 

alcoólica 95% (v/v) e a mesma foi utilizada como solução extratora, sendo 

realizadas, com ela, sucessivas lavagens do material lignocelulósico, para retirada 

dos extrativos. Este procedimento durou 8h, à temperatura de 78°C e foi realizado 

em triplicata. 

 

𝐸(%) =
𝑀𝑐𝑒 − 𝑀𝑠𝑒

𝑀𝑐𝑒
∗ 100 

 

 Onde E(%) corresponde ao percentual de extrativos na biomassa, Mce 

corresponde ao valor da massa inicial, ou seja, aquela que ainda não sofreu 

extração e Mse corresponde à massa remanescente do processo. 

 

3.2.3 Determinação do teor de carboidratos na biomassa lignocelulósica 

 

 Para se conhecer o conteúdo de carboidratos na porção fibrosa da biomassa, 

é necessário desestruturar essa fração a partir da hidrólise ácida, com H2SO4 (72 % 

v/v). Para que isso aconteça, foram pesados 1g  de biomassa, sem extrativos, em 

béquer de 50 mL. Após isso, houve a transferência de 6,5 mL, da referida solução 

ácida, para a vidraria que continha a biomassa. A palma forrageira, sem extrativos, 

foi homogeneizada na solução, com o auxilio de um bastão de vidro, e o conjunto 

(béquer, biomassa e solução ácida) foi levado ao banho-maria, na temperatura de 

45°C, durante 7 minutos, sob agitação manual. Ao final desta etapa, a reação foi 

parada pela adição de 25 mL de água destilada ao béquer e o conteúdo da vidraria 

foi transferido para um erlenmeyer (250 mL). O béquer e o bastão ainda foram 

lavados com 112 mL de água destilada e esta foi transferida para o mesmo 

erlenmeyer de 250 mL. Este erlenmeyer foi autoclavado por 30 minutos, a 121°C, a 

1,5 kgf/cm2, para completar a reação. Após o referido tempo, o conjunto foi resfriado 

Equação 2 
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à temperatura ambiente e o conteúdo foi filtrado em papel de filtro quantitativo, faixa 

preta (Whatman®, referência 41, porosidade 20-25 micra), devidamente tarado, e a 

fração líquida foi coletada em balão volumétrico (250 mL). Foi acrescentado, ao 

sistema, um volume de água destilada necessário para aferir o menisco da vidraria. 

Após isso, foram coletadas amostras e as mesmas foram armazenadas em frascos 

âmbar (100 mL) e congeladas em freezer para posteriormente serem analisadas por 

Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 

 

3.2.4 Determinação do teor de lignina 

 

 A fração sólida remanescente no papel de filtro, fruto da hidrólise ácida (item 

4.2.3), foi lavada, com água destilada, até pH neutro e o conjunto (biomassa e papel 

de filtro) foi seco, em estufa, à 65°C, por 24h. Após a secagem, o material foi 

dessecado e pesado, para a determinação do percentual de lignina em massa seca 

(Equação 3). 

 

𝐿 (%) =
𝑀𝑝𝑏 − 𝑀𝑝

𝑀
∗ 100 

 

 Onde L(%) corresponde ao percentual de lignina em massa seca, Mpb 

corresponde ao valor da massa de papel de filtro com a biomassa remanescente da 

hidrólise ácida, Mp corresponde a massa do papel de filtro e M a massa de 

biomassa inicial. 

 

3.2.5 Determinação do teor de cinzas totais 

 

 Para a determinação do teor de cinzas totais (Equação 4), foram pesados 2g 

de biomassa, em cadinhos de porcelana com tampa, previamente tarados. O 

conjunto (biomassa e cadinho) foi submetido à temperatura de 800°C, por 2h, em 

Equação 3 
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forno do tipo mufla. Posteriormente, o cadinho com a biomassa foi dessecado e 

pesado. O procedimento foi realizado em triplicata. 

 

𝐶𝑡 (%) =
𝑀𝑐𝑏 − 𝑀𝑐

𝑀𝑏
∗ 100 

 

 Onde Ct(%) corresponde ao percentual de cinzas totais na palma forrageira, 

Mcb corresponde a massa do conjunto (cadinho e biomassa) após a mufla, Mc 

corresponde a massa do cadinho e Mb corresponde ao valor da massa da biomassa 

usada para a determinação de cinzas totais (2 g). 

 

3.3 PRÉ-TRATAMENTO DA BIOMASSA SECA 

 

 Com o objetivo de facilitar o acesso enzimático à matriz celulósica, a 

biomassa seca e triturada, de IPA-Sertânia, foi submetida ao pré-tratamento com 

ácido sulfúrico diluído. Os testes iniciais, para avaliar a eficiência do pré-tratamento, 

no aumento do percentual de conversão de celulose em glicose, na hidrólise 

enzimática, foram realizados com 35 mL de solução aquosa de H2SO4, a 1% v/v, em 

erlenmeyer de 125 mL, contendo 5g da biomassa (12.5 % w/v). A palma ficou em 

contato com a solução ácida durante 3h, sob agitação de 150 rpm, a 50°C, em mesa 

incubadora rotativa. Também foi realizado, sob as mesmas condições, o pré-

tratamento da biomassa utilizando apenas água. 

Posteriormente, a suspensão foi filtrada em papel de filtro qualitativo, cuja 

fração líquida foi analisada por Cromatografia líquida de alta eficiência. O 

procedimento foi realizado em triplicata, para cada tipo de pré-tratamento, no modelo 

de delineamento inteiramente casualizado. 

 

Equação 4 
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3.4 HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 

3.4.1 Atividade enzimática da Celluclast® 

 

 Para se determinar o volume enzimático necessário, para se aplicar uma 

determinada carga enzimática à dada biomassa, é necessário conhecer a atividade 

da enzima escolhida. Para tal, foi realizada a determinação da atividade enzimática 

da Celluclast®1.5L (Novozymes), em acordo com Ghose (1987), onde 50mg de 

papel de filtro quantitativo (Whatman®, referência 1, porosidade 11 µm) foi 

transferido para tubo de ensaio contendo 0,5 mL da diluição enzimática (1:10; 1:50; 

1:100; 1:150; 1:200) e 1 mL de tampão citrato 50 mM (pH 4,8). Nos ensaios 

correspondentes ao branco da enzima, não havia papel de filtro, de mesmo modo 

que no branco do substrato não havia volume enzimático. O sistema foi mantido em 

banho-maria por 1h, a 50°C. 

 Posteriormente, foi acrescentado ao sistema 3 mL de solução de ácido 

dinitrosalicílico (DNSA) e o conjunto foi novamente submetido ao banho-maria, por 5 

minutos, a 100°C. 

Para a quantificação do teor de glicose liberada, pela ação enzimática sobre o 

papel, foi feita uma curva de calibração com soluções de glicose (1,0 mg/0,5 mL; 

1,65 mg/ 0,5 mL;  2,5 mg/0,5 mL; 3,35 mg/0,5mL), utilizando 1,5 mL de solução-

padrão e 3 mL de DNSA, sendo os tubos de ensaios, com as soluções, mantidos a 

100°C, por 5 minutos, em banho-maria. O branco continha 1,5 mL de água destilada 

e 3mL do DNSA. Após isso, tanto os tubos contendo o hidrolisado enzimático, 

quanto os das soluções-padrão, foram resfriados em banho de gelo e 0,4 mL do 

sistema foi transferido para outro tubo de ensaio, ao qual foram acrescentados 5 mL 

de água destilada. 

Para estas diluições, foram realizadas leituras em espectrofotômetro a 540 

nm, para a obtenção das equações fornecidas pela curva de calibração (Figura 4.2) 

e pelo gráfico da atividade enzimática (Figura 4.3). 
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Figura 4. 2. Curva de calibração da glicose para atividade enzimática da Celluclast
® 

 

 

Figura 4. 3. Curva correspondente aos teores de glicose liberados na hidrólise enzimática do papel de 

filtro pela Celluclast
®
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3.4.2 Atividade enzimática da Polyfruit® 

 

 Para a determinação da atividade de pectinase no complexo enzimático 

Polyfruit®, foi o utilizado o método proposto por Hultin, Sun e Bulger (1966), com 

adaptações. Foi preparada uma solução de pectina cítrica (1% m/v), utilizando como 

solvente a solução de NaCl (0,2 M). Um volume de 30 mL, da referida solução, foi 

transferido para um erlenmeyer de 250 mL, ao cujo, foi adicionado 1 mL da enzima e 

o pH foi corrigido ao valor de 4,8, por titulação, com solução de 5 mM de NaCl. O 

conjunto foi aquecido, posteriormente, em banho-maria, durante 30 minutos, a 50°C. 

Novamente, pH foi corrigido com a mesma solução anterior. Os volumes utilizados 

de NaCl 5 mM foram usados para a determinação da atividade enzimática em U/mL, 

a partir da Equação 6. 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 (
𝑈

𝑚𝐿
) =

𝑉. 𝑀. 103

𝑡. 𝑉𝑒
 

 

 Onde V corresponde ao volume usado para correção de pH, M à molaridade 

da solução de NaCl (mol/L) usada na titulação, t ao tempo de reação e Ve 

corresponde ao volume enzimático usado no sistema.  

 

3.4.3 Hidrólise enzimática da biomassa seca de palma forrageira 

 

Para a obtenção de carboidratos passíveis de fermentação, a biomassa sem 

pré-tratamento, pré-tratada em água e a biomassa pré-tratada em solução ácida, da 

variedade IPA-Sertânia, foi hidrolisada pelo complexo enzimático Celluclast® 1.5L – 

Novozymes (6,39 FPU/mL) e pela Polyfruit® (2,37 U/mL). Para verificar a eficiência 

do pré-tratamento, para uma maior conversão de celulose em glicose, durante a 

etapa de hidrólise, a fração sólida, dos testes iniciais dos pré-tratamentos, foi 

submetida à hidrólise enzimática com alta carga de sólidos (25% m/v). Utilizou-se 5g 

de biomassa pré-tratada, a qual transferida para o erlenmeyer (50 mL), bem como 

os complexos enzimáticos Celluclast® e Polyfruit®, com cargas de 7,5 FPU/g e 0,47 

Equação 6 
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U/g de biomassa, respectivamente. Para completar o volume reacional de 20 mL, 

foram adicionados 8 mL de tampão citrato 50mM (pH 4,8), ao sistema. O conjunto foi 

submetido à agitação de 150 rpm, em mesa incubadora rotativa, a 50°C, por 48h. 

Também foi realizada, sob as mesmas condições, a hidrólise enzimática da 

biomassa pré-tratada e não tratada com e sem surfactante Tween 80 (2,5 g/L). 

Devido à impossibilidade de formação de fração líquida, pelo alto teor de sólidos, foi 

necessário acrescentar, ao final da hidrólise, 20 mL de água destilada, para 

obtenção de um hidrolisado capaz de ser analisado por Cromatografia líquida de alta 

eficiência. Os procedimentos foram realizados em triplicata. 

 A partir dos resultados obtidos, pelos testes iniciais acima relatados, foi 

realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), 23 + 3(0), para as 

duas variedades estudadas, utilizando como fatores, a serem avaliados, as cargas 

de celulase (FPU/g de biomassa), pectinase (U/g de biomassa) e biomassa (% m/v), 

e como pontos centrais as condições previamente testadas (Tabela 4.1), sem pré-

tratamento e sem surfactante. Os ensaios foram realizados em delineamento 

inteiramente casualizado, com replicatas apenas no ponto central, durante 48h, a 

150 rpm e 50°C. 

Posteriormente, foi realizado o estudo cinético das hidrólises enzimáticas das 

variedades IPA-Sertânia e Orelha de elefante mexicana, nos tempos de 0, 6, 12, 24 

e 48h. Este procedimento foi realizado apenas para as condições determinadas pelo 

“ensaio 6”, do DCCR,  a 150 rpm, 50°C, sem pectinase. A cinética foi realizada em 

duplicata, também em delineamento inteiramente casualizado. 
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Tabela 4.1. Delineamento Composto Central Rotacional aplicado à biomassa seca de palma 

forrageira, para as variedade IPA-Sertânia e Orelha de elefante mexicana. 

Ensaios 
Celulase (FPU/g 

de biomassa) 

Pectinase (U/g 

de biomassa) 

Biomassa (% 

m/v) 

1 5,00 0,40 20,00 

2 5,00 0,40 30,00 

3 5,00 0,60 20,00 

4 5,00 0,60 30,00 

5 10,00 0,40 20,00 

6 10,00 0,40 30,00 

7 10,00 0,60 20,00 

8 10,00 0,50 30,00 

9 3,17 0,50 25,00 

10 11,83 0,50 25,00 

11 7,50 0,33 25,00 

12 7,50 0,67 25,00 

13 7,50 0,50 16,35 

14 7,50 0,50 33,65 

15 (PC) 7,50 0,50 25,00 

16 (PC) 7,50 0,50 25,00 

17 (PC) 7,50 0,50 25,00 

PC – Ponto central. 

  

3.4.4 Hidrólise enzimática da biomassa fresca e biomassa seca (10% m/v) 

 

 Com a finalidade de avaliar o potencial energético da palma, sem quaisquer 

processos de secagem ou pré-tratamento químico, foi realizada hidrólise enzimática 

com a biomassa fresca. Para tal, foram transferidos 20g de biomassa, processada 

em liquidificador industrial, para erlenmeyer de 250 mL, cujo conjunto foi submetido 

a agitação de 150 rpm, a 50°C, por 96h, com a finalidade de conhecer o momento 

de cessação da conversão de celulose, durante a hidrólise enzimática, utilizando 10 

FPU/g de Celluclast®. Esses ensaios foram realizados em triplicata. 
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Após isso, foram realizadas hidrólises enzimáticas da biomassa fresca (10% 

m/v) e biomassa seca (10% m/v), sob as mesmas condições anteriores, porém por 

48h. Para a obtenção do hidrolisado enzimático, não foi usada a enzima PolyFruit® e 

o tampão citrato (pH 4.8) somente foi utilizado na hidrólise da biomassa seca. A do 

tipo fresca não necessitou do uso deste componente, pois o seu pH apresenta-se 

entre 3,5 e 4,5, cujo é o pH de atividade ótima da enzima. Para essas hidrólises, foi 

avaliado o perfil cinético para os tempos de 0, 6, 12, 24 e 48h. A cinética de 

formação de glicose foi realizada em duplicata. 

 Ao final das hidrólises, as suspensões foram filtradas por papel de filtro 

qualitativo e a fração líquida foi analisada por cromatografia líquida de alta eficiência. 

 

3.5 CINÉTICA DE SECAGEM DA BIOMASSA FRESCA DE PALMA FORRAGEIRA 

 

 Devido o DCCR ter determinado que a melhor carga de sólidos, para hidrólise 

enzimática de palma forrageira, é 30% m/v e, foi possível observar que a biomassa 

fresca é passível de hidrólise, foi determinado o perfil cinético de secagem, de 

ambas as variedades de palma forrageira. O ensaio foi realizado para determinar 

qual o tempo necessário para se atingir a carga de 30% m/v de sólidos, com o 

objetivo de diminuição de custo nos processo de secagem da biomassa. Para isso, 

foram transferidos 2Kg de cada tipo de biomassa para um recipiente devidamente e 

previamente tarado. O conjunto foi mantido em estufa, sendo os ensaios realizados 

em triplicata e em duas condições de temperatura (65°C – 0, 24, 48, 72, 96 e 120h; 

105°C – 0, 6, 10, 24, 36 e 48h). A Equação 7 foi usada para quantificar o teor de 

carga de sólidos no sistema. 

%𝐶𝑎𝑟𝑔𝑎 𝑑𝑒 𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 = [
(𝑀𝑏𝑟 − 𝑀𝑟)

𝑀𝑖
] ∗ 100 

 Onde Mbr corresponde à massa do conjunto (biomassa e recipiente), Mr, à 

massa do recipiente e Mi a massa de biomassa inicial. 

 Após essa etapa, a biomassa fresca a 30% m/v foi hidrolisada pelo complexo 

enzimático Celluclast® 1.5L Novozymes (10 FPU/g), durante 48h, sem adição de 

tampão ao sistema. 

Equação 7 
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3.6 FERMENTAÇÃO DO HIDROLISADO ENZIMÁTICO DE PALMA FORRAGEIRA 

 

 A linhagem JP1, da espécie Saccharomyces cerevisiae, foi inoculada em 

meio YPD (glicose, 20 g/L; peptona, 20 g/L; extrato de levedura, 10 g/L), em 

erlenmeyer de 1L, e mantida a 33°C e 150 rpm, por 24h. Como modo de se obter 

56g de biomassa microbiana final, a cada 24h eram dobrados os volumes do meio 

de cultivo. Esse procedimento foi repetido por uma semana. Ao final desta etapa, as 

células foram centrifugadas (10.000 rpm; 5 minutos), ressuspensas em solução de 

NaCl (0,08%) e mantidas em geladeira por 24 h. Por conseguinte, as células foram 

centrifugadas novamente (10.000 rpm; 5 minutos) e 7g de biomassa foram 

ressuspensos em 63 mL de hidrolisado enzimático de palma forrageira, tanto da 

biomassa fresca quanto seca (ambas a 30% m/V), quer da variedade IPA-Sertânia, 

quer da Orelha de elefante mexicana. Para que isso fosse possível, a fração líquida 

da etapa de hidrólise enzimática da biomassa seca foi diluída previamente, em 

solução glicosada, de mesma concentração do hidrolisado, para que houvesse a 

diminuição da densidade do meio. 

 A etapa fermentativa sucedeu-se de forma estática, em mesa incubadora, 

durante 8h, a 33°C. Alíquotas de 0,5 mL foram retiradas a cada 1h do processo. As 

amostras foram devidamente filtradas em membranas e analisadas por 

Cromatografia líquida de alta eficiência, quanto aos teores de carboidratos e etanol. 

O procedimento foi realizado em triplicata, para cada tipo de hidrolisado e biomassa 

vegetal. 

 As Equações 8, 9 e 10 correspondem ao rendimento (g/g), eficiência (%) e 

produtividade volumétrica (g/L.h-1) da fermentação alcoólica: 

 

𝑌𝑝/𝑠(𝑔/𝑔) =
𝐸

𝐺
 

 

 

 

Equação 8 
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𝐸𝑓 (%) =  
𝑌𝑝/𝑠

𝑌𝑡
∗ 100 

 

𝑄𝑝 (𝑔/𝐿. ℎ−1) =  
𝐸

𝑡
 

 

 Onde Yp/s corresponde ao rendimento da produção de etanol, E a 

concentração de etanol (g/L), G a concentração de glicose (g/L), Ef (%) a eficiência de 

fermentação, Yt ao rendimento teórico estequiométrico da produção de etanol 

(0,511), Qp a produtividade volumétrica (g/L.h-1) e t ao tempo de fermentação (h). 

 

 

3.7 MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

 A quantificação de carboidratos (glicose, xilose, arabinose), ácidos orgânicos 

(acético, oxálico, galacturônico e fórmico) e etanol foi determinada por Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE), detectado por índice de refração, em coluna 

Aminex® (HPX-87H, Bio-Rad, EUA), com vazão 0,6 mL/min, 60°C e, como fase 

móvel, H2SO4 (5 mM).  

As análises estruturais da biomassa foram realizadas por difração de raio-X 

(DRX), no difratômetro Advanced Bruker, modelo D8, com ângulo de varredura de 

10° a 50° (ângulo de Bragg2θ), incremento de 0,02° e tempo de contagem de 1s. O 

índice de cristalinidade da biomassa foi calculado de acordo com a Equação 11: 

 

𝐼𝐶𝑟 (%) =
𝐼𝑐𝑟𝑖𝑠𝑡𝑎𝑙𝑖𝑛𝑎 −  𝐼𝑎𝑚𝑜𝑟𝑓𝑎

𝐼𝑐𝑟𝑖𝑠𝑡𝑎𝑙𝑖𝑛𝑎
𝑥 100  

 

Onde ICr corresponde ao índice de cristalinidade, Icristalina ao valor de 

intensidade no ângulo 21° e Iamorfa ao valor de intensidade no ângulo 18,8°. 

Equação 11 

Equação 9 

Equação 8 

Equação 10 
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Além disso, foram feitas análises de Espectroscopia do infravermelho, por 

transformada de Fourier  (FTIR), em Espectroscópio Bruker, na faixa espectral de 

4500 - 600 cm-1 e resolução de 4 cm-1. 

As análises de influência dos fatores investigados, em relação à resposta, 

assim como a determinação dos valores para a análise de variância (ANOVA), foram 

realizadas no software Statistic 7.0, para os ensaios do DCCR. Em relação às 

demais avaliações estatísticas, foi utilizado o método estatístico Teste “t” student 

pareado, no Origin 6.0. 
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4 ANÁLISE E DISCUSSÃO DOS DADOS  

4.1 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DA BIOMASSA DE PALMA FORRAGEIRA 

 

 As biomassas de IPA-Sertânia e Orelha de elefante mexicana foram 

caracterizadas quanto a sua composição química (Tabela 5.1). Elas apresentaram 

teores de hemicelulose, lignina, extrativos e cinzas semelhantes entre si, mas, 

diferem, mesmo que minimamente, em relação aos teores de celulose. A umidade 

da biomassa foi de 90,04% e 89,56%, respectivamente. A variedade Orelha de 

elefante mexicana apresenta teores de carboidratos fibrosos iguais a 39%, valores 

próximos a variedade “Algerian” (42%), de mesma espécie (KULOYO et al., 2014). 

Relata-se teores de celulose, para a espécie Nopolea cochenillifera corresponde a 

31,6%, enquanto que no presente trabalho, esses teores são 25,85% (SOUZA-

FILHO et al., 2016). Essa discrepância pode estar relacionada aos tipos de 

variedades utilizadas, bem como ao solo, área e adensamento em que foram 

produzidos os vegetais. Os teores de lignina, relatados na Tabela 5.1, correspondem 

a cerca de metade do valor encontrado, para as espécies de biomassas 

caracterizadas: Nopolea cochenillifera, 10,30%, e Opuntia ficus-indica, 15,70% 

(Souza-Filho et al., 2016). Em contrapartida, para o mesmo parâmetro, a literatura 

também relata, para a espécie Opuntia ficus-indica, valores que variam de  3,6% 

(MALAININE et al., 2003) a 7,9% (KULOYO et al., 2014), o qual é mais próximo do 

valor da variedade Orelha de elefante mexicana. Os valores correspondentes aos 

percentuais de cinzas também foram diferentes, entre 6,0% (SOUZA-FILHO et al., 

2016), 16,8% (KULOYO et al, 2014) e 19,6% (MALAININE et al., 2003), para a 

mesma espécie.  
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Tabela 5. 1. Caracterização da biomassa seca de palma forrageira para as variedades Orelha de 

elefante mexicana e IPA-Sertânia. 

Compostos 

IPA-Sertânia 

(Nopalea 

cochenillifera) 

Orelha de elefante 

mexicana (Opuntia 

ficus-indica) 

Celulose (%) 25,85 ± 0,01 28,51 ± 0,06 

Hemicelulose (%) 9,08 ± 0,02 10,59 ± 0,02 

Lignina (%) 5,77 ± 0,32 6,40 ± 0,28 

Extrativos (%) 30,73 ± 1,45 31,03 ± 1,65 

Cinzas (%) 11,65 ± 0,47 11,15 ± 0,95 

Total (%) 85,76 90,62 

 

4.2 INFLUÊNCIA DO PRÉ-TRATAMENTO ÁCIDO  E ÁGUA E DA ADIÇÃO DE 

TWEEN 80 NA HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DE PALMA FORRAGEIRA, COM ALTA 

CARGA DE SÓLIDOS 

 

 O pré-tratamento de biomassa lignocelulósica é tido como uma das etapas 

mais custosas, na conversão de carboidratos celulósicos, com finalidade 

fermentativa. Esses valores podem representar de 16-30% do dispêndio na 

produção de etanol (MOSIER et al., 2005;  HUMBIRD et al., 2011). 

 Surfactantes, como o Tween 80, apresentam a capacidade de elevar os 

rendimentos na conversão de carboidratos, na hidrólise enzimática de materiais 

lignocelulósicos. Estudos desenvolvidos com biomassas como capim-elefante, 

papel, palha de trigo, bagaço de cana-de-açúcar e palhada de milho apresentaram 

melhor adsorção enzimática, à matriz celulósica, e, por conseguinte, aumento na 

formação de glicose, podendo estes valores serem incrementados em até 50% (QI; 

CHEN; WAN et al., 2010;  MENEGOL et al., 2014; YU et al., 2015; ZHANG et al., 

2017; ALENCAR et al., 2017b). Como modo de avaliar a influência desses dois 

fatores, na hidrólise enzimática de palma forrageira, a variedade IPA-Sertânia foi 

escolhida como modelo. 

 Os teores de carboidratos e ácidos orgânicos, presentes no hidrolisado 

enzimático, para a biomassa sem pré-tratamento e pré-tratada com água e ácido 
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sulfúrico (1% v/v), são apresentados na Tabela 5.2. É possível observar que as 

concentrações de glicose e xilose mostraram-se maiores nos ensaios realizados na 

ausência de pré-tratamento. Isso contraria o que foi proposto por Ghosh, Ghose e 

Scheper (2003), cujos afirmaram que, na ausência de pré-tratamento, o rendimento 

de glicose é inferior a 20%, enquanto que na presença desta etapa, os rendimentos 

podem superar a taxa de 90%. Isso pode ser explicado pelas características 

estruturais e composicionais da biomassa. 

 

Tabela 5. 2. Influência do pré-tratamento e do Tween 80, na hidrólise enzimática, realizada conforme 

as condições dos pontos centrais do DCCR, da variedade IPA-Sertânia. 

Tratamentos Compostos Sem Tween 80  Com Tween 80  

  C (g/L) %C C (g/L) %C 

 
Ácido 

Galacturônico 
1,65 ± 0,03 1,67 1,85 ± 0,38 2,40 

Sem PT Glicose 68,83 ± 2,90 75,20 70,58 ± 0,74 77,63 

 Xilose 22,00 ± 0,70 5,63 23,27 ± 0,71 10,59 

 Ácido Fórmico 2,74 ± 0,32 0,37 5,32 ± 0,71 1,51 

 Compostos Sem Tween 80  Com Tween 80  

  C (g/L) %C C (g/L) %C 

 
Ácido 

Galacturônico 
1,44 ± 0,56 4,66 2,28 ± 0,21 7,75 

H2O Glicose 53,45 ± 1,50 64,46 60,12 ± 2,35 73,76 

 Xilose 21,33 ± 0,01 31,81 23,61 ± 0,07 40,77 

 Ácido Fórmico 6,03 ± 0,10 1,82 10,65 ± 1,24 3,85 

 Compostos Sem Tween 80  Com Tween 80  

  C (g/L) %C C (g/L) %C 

 
Ácido 

Galacturônico 
1,39 ± 0,23 5,11 1,40 ± 0,08 5,14 

H2SO4* Glicose 45,89 ± 1,21 56,34 48,69 ± 1,42 60,24 

 Xilose 21,26 ± 1,42 41,88 21,94 ± 0,90 44,56 

PT – Pré-tratamento; *Solução de ácido sulfúrico a 1% v/v; C (g/L) – Concentração do composto, em 

gramas por litro; %C – Percentual de conversão. 
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As variedades de palma forrageira avaliadas apresentaram baixos teores de 

lignina (Tabela 5.1) e de cristalinidade da celulose, os quais são 5,24 ± 0,20%  para 

IPA-Sertânia, e 7,14 ± 1,32%, para a Orelha de elefante mexicana. Esses fatores 

contribuem para utilização de pré-tratamentos cada vez menos severos ou, até 

mesmo, a ausência destes, já que este tipo de processo tem por finalidade remover 

a lignina e causar a desorganização, principalmente, da estrutura da celulose 

cristalina. Com uma realidade contrária a essa definição, pode-se afirmar que, para 

a palma forrageira, nas condições testadas, o pré-tratamento químico não melhora a 

obtenção de carboidratos. De fato, o cenário é oposto. Yang et al. (2015) afirmaram 

que pelo fato da celulose de palma forrageira ser mais 80% amorfa e para-cristalina, 

essa porção poderia ser mais facilmente convertida a carboidratos fermentescíveis 

do que biomassas herbáceas ou lenhosas tradicionais. Quando comparado a esses 

tipos de biomassa, a palma forrageira apresenta valores inferiores de cristalinidade. 

Sorghum bicolor apresenta teores de cristalinidade entre 32-45%, dependendo da 

variedade, enquanto que, para cana-de-açúcar, esse valor corresponde a 50%, na 

biomassa sem pré-tratamento (VANDENBRINK et al., 2012; CALIARI et al., 2017). O 

índice de cristalinidade da cana-de-açúcar apresenta-se quase que 10 vezes maior 

que a palma forrageira, apontando, portanto, a sua necessidade de pré-tratamento, 

em detrimento da cactácea. 

 As mudanças da biomassa da variedade IPA-Sertânia, o nível de 

cristalinidade da celulose, também foi avaliada. Para o pré-tratamento com protóxido 

de hidrogênio e ácido sulfúrico diluído, a cultivar obteve valores iguais a 10,42% e 

14,83%, nessa ordem. Esses valores correspondem a quase o dobro e ao triplo do 

teor obtido para a biomassa sem pré-tratamento. O aumento da cristalinidade da 

celulose, em biomassas pré-tratadas, tem sido reportado na literatura (CHANDEL et 

al., 2014; ALENCAR et al, 2017a). 

 Realizaram-se análises por Espectroscopia do infravermelho, por 

transformada de Fourier, com o objetivo de verificar as mudanças ocorridas na 

biomassa, através da etapa de pré-tratamento (Figura 5.1).  As principais diferenças 

de absorbâncias estão na região de 3000 e 3600 cm-1. Esse valor, na região de 3400 

cm-1, refere-se à OH- da celulose, indicando que o pré-tratamento promoveu parcial 
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perda desta porção da biomassa, já que a intensidade deste sinal está reduzida em 

mais de 50% neste número de onda (GHALI et al., 2012). Os picos na região de 

1200 cm-1 estão relacionados à ligação C-O-C deste homopolímero, cujas 

absorbâncias também são menores para as amostras pré-tratadas (MOTHÉ; DE 

MIRANDA, 2009).  Isso ratifica o que será apresentado pela Tabela 5.3, a qual 

apresenta elevados teores de glicose na fração líquida do pré-tratamento, além de 

alicerçar o que foi proposto por Yang et al. (2015), que mais 80% da celulose é 

amorfa ou para-cristalina, ou seja, mais facilmente removível. O grupo carbonil 

(C=O), na região de 1700 cm-1, está relacionado à hemicelulose (MOTHÉ; DE 

MIRANDA, 2009). O valor de absorbância neste número de onda, para a biomassa 

não tratada, é de 0.06, enquanto que para todas as condições de pré-tratamento, é 

0.02, aproximadamente. Isso indica remoção parcial desta porção da biomassa, 

durante esta etapa. Além desta região, a hemicelulose também é identificada 

através das ligações C-O-C, que estão representadas em números de onda 

próximos a 1100 cm-1 (MOTHÉ; DE MIRANDA, 2009). Neste setor, as amostras não 

tratadas também apresentam maiores picos, em detrimento das tratadas. Esta 

situação será ratificada na Tabela 5.3, com a elevada presença de xilose no filtrado 

do pré-tratamento. A região de 1400 cm-1 está relacionada à lignina (XU et al., 2013), 

particularmente a ligação C-O do anel siringil, presente em sua composição (KIM et 

al., 2003). Nela, é possível observar que as absorbâncias, das biomassas que 

sofreram pré-tratamento, também estão reduzidas pela metade, em relação às não 

tratadas. A Figura 5.1 também corrobora o que foi apresentado pela Tabela 5.1, que 

a biomassa de palma forrageira é majoritariamente composta por celulose. 
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Figura 5. 1. Espectroscopia do infravermelho, por transformada de Fourier, para as biomassas sem-

pré-tratamento e pré-tratadas por água e ácido sulfúrico (1% v/v), das variedades IPA-Sertânia de 

palma forrageira 

 

 Outro fator que contribui para não utilização de pré-tratamento dessa 

biomassa é o teor de carboidratos liberados, para a fração líquida, já nessa etapa 

(Tabela 5.3), cujo é corroborado por Kuloyo et al. (2014). Eles obtiveram 7,4 g/L de 

glicose, ao pré-tratarem a biomassa seca da cultivar “Algerian” (O. ficus-indica), com  

ácido sulfúrico diluído (1,5% m/m). Isso vai de encontro a uma das finalidades do 

pré-tratamento, que é a desorganização da estrutura lignocelulósica, sem, ou 

liberando o mínimo possível, de carboidratos durante esse processo (CHANDRA et 

al., 2007). Uma das alternativas possíveis, para contornar tal situação, seria a 

fermentação dessa fração líquida, o que poderia gerar até 7,90 g/L e 9,66 g/L de 

etanol, rendendo 0,79% v/v e 0,97% v/v,  para o tratamento com água e com ácido, 

respectivamente. Porém, essa etapa, com Saccharomyces cerevisiae (principal 

levedura usada no processo sucro-alcooleiro), exige um pH próximo a 4,8, 

diferentemente do encontrado no meio com e sem ácido, cujos são, 

aproximadamente, 1 e 7, nessa ordem. Portanto, há a necessidade de correção do 

mesmo. O ajuste do pH, do meio ácido, causaria a formação de sal, gerando 

estresse salino à levedura e, portanto, diminuiria a sua capacidade fermentativa, 
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com finalidade etanólica. Isso é corroborado pelo estudo desenvolvido por Tilloy, 

Ortiz-Julien e Dequin (2014). Nele, é afirmado que o meio hiperosmótico deslocou o 

metabolismo de Saccharomyces cerevisiae para a produção de glicerol, succinato e 

2,3-butanodiol ao invés de produzir etanol. Além disso, a adição de quaisquer outros 

componentes, sejam ácidos (no caso do pré-tratamento com água) e/ou bases, 

implica no aumento do custo do processo, o que não se apresenta vantajoso. Ou 

seja, ao final da etapa de produção de etanol, além do custo no pré-tratamento, 

estar-se-ia aumentando o valor total do processo, ao ter que promover a correção 

desse pH. Porém, ao se optar pelo não uso do pré-tratamento, obtém-se o 

carboidrato de forma direta, mais rápida e eficiente, principalmente em relação ao 

potencial energético.  

   

Tabela 5. 3. Caracterização da fração líquida do pré-tratamento, com água e H2SO4 1% v/v, de palma 

forrageira, variedade IPA-Sertânia. 

Compostos H2O H2SO4 

 C (g/L) C (g/L) 

Ácido 

Galacturônico 
2,06 ± 0,13 2,38 ± 0,04 

Glicose 15,47 ± 0,31 18,90 ± 0,57 

Xilose 14,86 ± 0,92 20,08 ± 0,55 

                            C (g/L) – Concentração do composto, em gramas por litro. 

 

Ou seja, pré-tratamentos químicos, além de representarem maior custo na 

produção de biocombustível, em palma forrageira, significam a perda de potencial 

fermentativo por parte da biomassa. Essa sentença é corroborada por Mosier et al. 

(2005), cujo afirma que “pré-tratamentos devem ser ponderados em função do seu 

impacto no custo das fases de transformação, a jusante e da compensação entre 

custos operacionais, de capital e biomassa”. 

Em relação ao Tween 80 (Tabela 5.2), o aumento dos valores desses 

carboidratos variou de 2,48%, para a glicose sem tratamento, a 11,09% para a 

mesma hexose, no pré-tratamento com água. O uso deste surfactante não iônico 
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não provocou o aumento significativo na formação de glicose, principal 

monossacarídeo do processo fermentativo, de forma que a relação custo-benefício 

fosse positiva. Isso é corroborado pelo Teste “t’ pareado, cujo afirmou que não há 

diferença significativa entre os ensaios com e sem o tensoativo (sem pré-tratamento: 

t = -0,52, p = 0,65; pré-tratamento com água: t = -2,48, p = 0,24; pré-tratamento com 

ácido sulfúrico (1% v/v): t = -2,09, p = 0,28). Estudos relatam que o uso de 

surfactantes aumentam os rendimentos da hidrólise enzimática da celulose devido à 

diminuição da ligação improdutiva da enzima à lignina, tornando as enzimas mais 

livres, para reagirem com a matriz celulósica, além de não afetarem a atividade 

enzimática (ERIKSSON et al., 2002; QI et al., 2011; LI et al., 2012). Além disso, Cao 

e Aita (2013) observaram que o surfactante potencializa a digestibilidade e altera a 

cristalinidade da porção celulósica do material, visto que permite que a enzima se 

torne mais hidrofílica, facilitando sua interação com o homopolímero. Porém, como 

apresentado anteriormente, palma forrageira apresenta baixos valores de lignina e 

cristalinidade da celulose, justificando o porque da presença do Tween 80 não ter 

aumentado, significativamente, a conversão de celulose nesse tipo de biomassa. 

Nesse contexto, a utilização dos pré-tratamentos e do surfactante citados, para uma 

maior obtenção de monossacarídeos fermentescíveis, não se apresenta viável. 

 

4.3 OTIMIZAÇÃO DA HIDRÓLISE ENZIMÁTICA, COM ALTA CARGA DE SÓLIDOS, 

DE VARIEDADES DE PALMA FORRAGEIRA 

 

 A resposta escolhida, para a avaliação da otimização do sistema, a partir das 

condições propostas no planejamento fatorial (Tabela 4.1), foi o percentual de 

conversão de celulose em glicose. Os ensaios que apresentaram esses teores, 

acima de 70%, foram 1, 5, 7, 13, 15, 16 e 17, para a IPA-Sertânia (Tabela 5.4). 

Porém, ao analisar a concentração de glicose obtida, fator crucial para o processo 

fermentativo, em cada uma dessas condições, observa-se que esses valores variam 

de 46,94 g/L, para o ensaio 13 (que contem o maior teor de conversão – 79,20%), e 

68,23 g/L, para o 15 (74,36%). A razão pela qual há a discrepância de o ensaio com 

maior teor de conversão deter a menor concentração de glicose se deve ao teor de 

biomassa empregado no sistema. Isso é explicado através da equação conversão 
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de celulose (%) = {Glicose (g/L)/[biomassa (g/L)*(%celulose/100)*1,11]}*100. A partir 

dela é possível observar que quanto maior a concentração de biomassa no sistema, 

menor a conversão de celulose. Portanto, mesmo o ensaio 13 possuindo o maior 

teor de conversão, pelo fato deste deter a menor carga de biomassa empregada, ele 

apresenta a menor concentração de glicose obtida. Isso seria um dos fatores que 

acarretaria numa menor formação de etanol. Nesse contexto, ao analisar a relação 

“concentração de glicose/conversão de celulose”, apresentam-se, como melhores 

opções, os ensaios 6 (69,39 g/L), 8 (66,90 g/L) e 15 (68,23 g/L). Os valores de 

glicose, dentre as referidas condições, não são tão diferentes entre si, já que 

possuem um coeficiente de variação de 1,83 %. Porém, ao se realizar uma projeção, 

considerando 100% de conversão, os teores de glicose final, para cada um deles, 

seria 115,28 g/L, para os dois primeiros, e 91,76 g/L para o último. Portanto, a 

escolha da melhor condição, dentre as propostas, ocorreria entre os ensaios 6 e 8, 

que diferem apenas na carga de pectinase empregada. Considerando-se que o 

ensaio 6 apresenta menor carga de pectinase, este é definido como a melhor 

condição para a realização da hidrolise enzimática, com alta cargas de sólidos, da 

variedade IPA-Sertânia. De forma semelhante, ocorre para a variedade Orelha de 

elefante mexicana, onde o ensaio 6 também foi escolhido como aquele que possui 

as melhores condições para a hidrólise enzimática (Tabela 5.4). 

Avaliou-se a liberação de glicose e conversão de celulose, a partir da hidrólise 

enzimática de biomassa (10% m/v; 20 FPU/g; 50 °C; 150 rpm), com pré-tratamento 

ácido-alcalino, de duas espécies de palma forrageira: Opuntia ficus indica e Nopalea 

cochenillifera (SOUZA-FILHO et al., 2016). Para as condições propostas, os autores 

obtiveram 54,42 g/L (82,8%) e 62,14 g/L (58,20%) de glicose, respectivamente. 

Quando comparado às condições de hidrólise em alta carga de sólidos, os valores 

obtidos para os hidrolisados de palma forrageira, foram inferiores aos relatados por 

Chiarelo et al. (2016), que  realizaram a etapa de hidrólise enzimática (72h), com 

alta carga de sólidos (20% m/v),  para bagaço de cana-de-açúcar e Eucalyptus 

urograndis, pré-tratado com explosão a vapor, obtendo-se 103 g/L e 125 g/L de 

glicose, respectivamente.  A menor concentração de glicose, nos hidrolisados de 

palma forrageira, é decorrente dos menores teores de celulose neste tipo de 

biomassa, em relação às biomassas tradicionais. 
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Tabela 5. 4. Influência das cargas de celulase, pectinase e biomassa, no planejamento composto 

central rotacional (DCCR), na formação de glicose e conversão de celulose, durante a hidrólise 

enzimática de palma forrageira, variedades IPA-Sertânia e Orelha de elefante mexicana. 

    IPA-Sertânia 

Orelha de 

elefante 

mexicana 

Ensaios 

Celulase 

(FPU/g de 

biomassa) 

Pectinase 

(U/g de 

biomassa) 

Biomassa 

(% m/v) 

Glicose  

(g/L) 

Cc 

(%) 

Glicose  

(g/L) 

Cc  

(%) 

1 5,00 0,40 20,00 54,55 75,21 51,11 60,99 

2 5,00 0,40 30,00 59,27 48,43 65,26 49,16 

3 5,00 0,59 20,00 49,16 65,83 46,04 52,97 

4 5,00 0,59 30,00 61,69 51,25 59,82 43,44 

5 10,00 0,40 20,00 53,87 74,03 55,29 67,59 

6 10,00 0,40 30,00 69,39 60,19 76,15 60,63 

7 10,00 0,59 20,00 54,34 74,85 56,24 69,10 

8 10,00 0,59 30,00 66,90 57,30 66,70 50,68 

9 3,17 0,47 25,00 50,39 49,48 51,08 45,18 

10 11,83 0,47 25,00 62,06 65,75 71,37 70,83 

11 7,50 0,35 25,00 59,13 61,67 65,38 63,27 

12 7,50 0,71 25,00 63,01 67,08 63,50 60,88 

13 7,50 0,47 16,60 46,94 79,20 41,50 56,67 

14 7,50 0,47 33,40 61,50 45,86 62,13 38,39 

15 (PC) 7,50 0,47 25,00 68,23 74,36 61,93 58,90 

16 (PC) 7,50 0,47 25,00 67,76 73,70 64,78 62,50 

17 (PC) 7,50 0,47 25,00 65,34 70,33 63,18 60,47 

PC – Ponto central; %Cc – Conversão de celulose. 

 

O hidrolisado enzimático também foi caracterizado em relação aos teores dos 

ácidos galacturônico e fórmico, assim como ao monossacarídeo xilose, para as 

variedades IPA-Sertânia (Tabela 5.5) e Orelha de elefante mexicana (Tabela 5.6). 

Considerando-se que o ensaio escolhido como aquele que possui as melhores 

condições para a realização da hidrólise enzimática é o 6, este apresenta 
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concentrações significativas de xilose, em ambas as cultivares. Para a Sertânia, a 

concentração de glicose é de 22,61 g/L, enquanto que, na Tabela 5.6, este valor é 

de 24,44 g/L. Conforme a estequiometria da reação da produção de etanol, a partir 

da xilose, (3 C5H10O5 → 3 C2H6O + 5 CO2), o rendimento teórico é, assim como para 

a glicose, de 0,511. Nesse contexto, a partir da pentose, seria possível produzir até 

11,53 g/L (Sertânia) e 12,46 g/L (Orelha de elefante) de etanol. 

 

Tabela 5. 5. Caracterização do hidrolisado enzimático obtido conforme as condições propostas no 

planejamento composto central rotacional (DCCR), para a variedade IPA-Sertânia. 

  Ácido Galacturônico   Xilose   Ácido Fórmico   

Ensaios C (g/L) %Conversão C (g/L) %Conversão C (g/L) %Conversão 

1 3,11 5,70 17,53 6,07 2,31 3,62 

2 6,52 11,40 21,61 3,45 4,73 4,93 

3 2,43 2,59 12,82 0,00 1,53 2,39 

4 3,02 0,70 22,08 4,98 2,08 2,17 

5 2,54 3,11 15,73 0,00 2,16 3,38 

6 2,76 0,00 22,61 6,74 1,98 2,07 

7 2,87 4,61 16,92 3,04 2,27 3,55 

8 2,54 0,00 20,98 1,36 1,89 1,97 

9 3,92 5,45 23,24 10,59 2,45 3,07 

10 3,05 2,26 21,82 4,96 2,77 3,46 

11 3,14 2,58 20,13 0,00 2,08 2,60 

12 3,01 2,09 19,96 0,00 2,33 2,91 

13 2,48 13,71 14,24 5,87 1,98 3,72 

14 2,61 7,18 22,87 0,00 2,17 2,03 

15 (PC) 3,25 2,99 21,44 3,44 2,23 2,79 

16 (PC) 2,91 1,72 21,10 2,11 2,45 3,07 

17 (PC) 2,92 1,78 20,55 0,00 2,30 2,88 

PC – Ponto central. 
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Tabela 5. 6. Caracterização do hidrolisado enzimático obtido conforme as condições propostas no 

Planejamento Composto Central Rotacional (DCCR), para a variedade Orelha de elefante mexicana. 

 
Ácido Galacturônico Xilose 

 
Ácido Fórmico 

Ensaio C (g/L) %Conversão C (g/L) %Conversão C (g/L) %Conversão 

1 2,70 5,14 17,98 8,48 2,24 3,01 

2 2,70 1,90 24,08 2,73 2,12 1,89 

3 3,16 6,96 21,17 1,92 2,74 3,67 

4 2,65 1,77 24,53 3,99 2,26 2,02 

5 2,28 3,48 17,35 5,83 2,23 2,99 

6 2,42 1,17 24,44 3,73 2,53 2,26 

7 2,24 3,34 17,46 6,31 2,13 2,85 

8 2,38 1,05 24,50 3,91 2,52 2,26 

9 2,55 2,63 19,37 1,28 2,00 2,15 

10 1,88 0,52 19,45 1,57 2,27 2,44 

11 2,65 2,97 20,72 5,87 2,30 2,46 

12 2,51 2,51 20,35 4,63 2,17 2,33 

13 2,34 5,01 14,07 0,00 2,21 3,56 

14 2,00 0,00 20,90 0,00 1,91 1,53 

15 (PC) 2,38 2,12 18,98 0,00 2,03 2,17 

16 (PC) 2,68 3,04 20,63 5,59 2,16 2,31 

17 (PC) 3,14 4,50 28,51 2,40 2,78 2,98 

PC – Ponto central. 

 Saccharomyces cerevisiae é a levedura mais amplamente utilizada na 

conversão de glicose em etanol, porém a mesma não metaboliza xilose. Olsson e 

Hahn-Hägerdal (1996) mencionaram que leveduras do gênero Candida (espécies 

blankii, famata, fructus, guilliermondii e sp); Kluyveromyces cellobiovorus e 

marxianus; Pichia segobiensis e stipitis e Schizosaccharomyces pombe detêm a 

capacidade de catalisar a conversão anaeróbica de xilose em etanol. Mais 

recentemente, a levedura Spathaspora passalidarum também apresentou a 

capacidade de co-fermentar carboidratos além da glicose, como xilose e celobiose 

(NGUYEN et al., 2006; LONG et al., 2012). A partir desta habilidade, essas 

leveduras conseguem potencializar a produção de etanol, a partir de hidrolisados de 

biomassa lignocelulósica. 
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O gráfico de pareto apresenta qual (is), dos fatores analisados, foi (ram) 

significativo (s) para o sistema, a partir de um valor de “p” pré-definido, neste caso 

0,05. Nessa condição, para ambas as variedades (Figura 5.2.A e B), apenas os 

fatores celulase e biomassa mostraram-se significativos. Isso informa que, sob as 

condições impostas, deve-se optar por uma menor carga de pectinase, como modo 

de diminuição do custo enzimático aplicado ao sistema. 

 

Figura 5. 2. Gráfico de Pareto para a significância dos fatores Celulase (FPU/g), Pectinase (U/g) e 

Biomassa (% m/v), no Planejamento Composto Central Rotacional (DCCR), para as variedades IPA-

Sertânia (A) e Orelha de elefante mexicana (B). Gráfico de Pareto para a significância dos fatores 

Celulase (FPU/g), Pectinase (U/g) e Biomassa (% m/v), no Planejamento Composto Central 

Rotacional (DCCR), para as variedades IPA-Sertânia (A) e Orelha de elefante mexicana (B). L – 

Coeficiente linear do fator; Q – coeficiente quadrático do fator; 1Lby2L – Interação entre os 

coeficientes lineares da celulase e da pectinase;1Lby3L – Interação entre os coeficientes lineares da 

celulase e da biomassa; 2Lby3L – Interação entre os coeficientes lineares da pectinase e da 

biomassa; p – nível de significância da ANOVA (Análise de variância). 
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A partir dos fatores e suas interações, é gerada uma equação geral do 

modelo proposto, para cada uma das variedades: IPA-Sertânia (Equação 7) ou 

Orelha de elefante mexicana (Equação 8). A equação indica de que forma, seja 

positivamente ou negativamente, os fatores interferem, de modo a orientar qual o 

sentido que deve ser tomado para a otimização do sistema. 

 

%𝐶𝑐 =  72,63 +  3,88𝐶 −  4,80𝐶2 +  0,03𝑃 −  2,41𝑃2 −  9,43𝐵 −  3,06𝐵2 +  0,56𝐶𝑃 +

 1,25𝐶𝐵 +  1,06𝑃𝐵  

%𝐶𝑐 =  60,54 + 6,19𝐶 −  0,65𝐶2 −  1,92𝑃 +  0,79𝑃2 −  5,67𝐵 −  3,36𝐵2 +  0,66𝐶𝑃 −

 0,50𝐶𝐵 − 1,15𝑃𝐵 

  

Onde %Cc corresponde à resposta conversão de celulose, C ao fator 

celulase, P ao Pectinase e B ao biomassa. 

 Com a informação obtida pelos gráficos de pareto (Figura 5.2.), em relação à 

significância dos fatores, é apresentada a equação final, para as cultivares Sertânia 

(Equação 9) e Orelha de elefante mexicana (Equação 10). Nessas equações, são 

considerados apenas os fatores que de fato interferem no sistema. Portanto, pode-

se afirmar, a partir dos sinais “+” (positivo) e “-“ (negativo), que em ambas as 

equações, para o modelo linear, o aumento de carga de celulase e a diminuição da 

biomassa, aumentam a conversão de celulose. Isso é esperado, visto que uma 

maior fluidez do sistema facilita a interação da enzima com a matriz celulósica. 

 

%𝐶𝑐 =  72,63 +  3,88𝐶 −  4,80𝐶2 −  9,43𝐵 −  3,06𝐵2 

 

%𝐶𝑐 =  60,54 + 6,19𝐶 −  5,67𝐵 −  3,36𝐵2 

 

Equação 7 

Equação 8 

Equação 9 

Equação 10 
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Onde %Cc corresponde à resposta conversão de celulose, C ao fator celulase 

e B ao biomassa. 

 A partir da relação entre os fatores significativos (Celulase e Biomassa) e a 

resposta (Conversão de celulose), foi formada a superfície de resposta, para as 

variedades IPA-Sertânia (Figura 5.3.A) e Orelha de elefante mexicana (Figura 

5.3.B). As figuras ratificam que a diminuição da carga de biomassa e o aumento da 

carga de celulase contribuem para o aumento da conversão de celulose. Essa 

conclusão está em acordo com o que foi proposto pelas equações dos modelos, 

anteriormente. 

 

Figura 5. 3. Superfícies de resposta, gerada a partir da interação dos fatores significativos para o 

Planejamento Composto Central Rotacional (DCCR) proposto, das variedades IPA-Sertânia (A) e 

Orelha de elefante mexicana (B)  
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Cada modelo apresentado possui um coeficiente de determinação (R2), que 

indica o quão ajustado ele está. Para as variedades, o valor do R2 = 0,95. Isso 

significa que apenas 5% da variância total não pode ser explicada pelo modelo. Gao 

et al. (2009) afirmaram que um modelo de regressão, com valor R2 superior a 0,9, 

pode ser considerado como tendo uma alta correlação. A correlação corresponde à 

associação linear entre duas variáveis. Como forma de avaliar se o modelo 

apresenta um alto grau de correlação entre os valores observados e previstos, é 

definido o coeficiente de determinação ajustado (R2 adj), que para ambas foi de 0,9. 

Para ratificar o ajuste do modelo, é realizado o teste F, com o objetivo de 

avaliar a relevância estatística do experimento, a partir dos valores apresentados na 

Tabela 5.8. Para tal, é determinado o valor de F através da razão entre a média 

quadrática de regressão e a média quadrática residual (MQR/MQr), além da razão 

entre a média quadrática da falta de ajuste e do erro puro (MQfaj/MQep). Neto, 

Scarminio e Bruns (2010) afirmam que para que os resíduos não interfiram 

significativamente no modelo, o quociente da operação MQR/MQr deve ser maior que 

o valor de F tabelado, enquanto que para MQfaj/MQep, este valor deve ser menor. E 

isso é observado em ambos os modelos. Para a variedade IPA-Sertânia, o valor de 

F observado, para a razão MQR/MQr, foi 13,98, enquanto que para a orelha de 

elefante, este valor é de 21,75. Em relação ao quociente obtido em MQfaj/MQep, os 

valores são 3,74 e 3,85, respectivamente. A partir dos graus de liberdade, foi 

determinado o valor de F tabelado, que é 3,68 e 19,30, para as divisões MQR/MQr e 

MQfaj/MQep, com p = 0,05, nesta ordem. Portanto, ao final da análise estatística 

apresentada, é possível afirmar que os modelos propostos, para ambas as 

cultivares, apresentam-se bem ajustados. Além disso, a falta de ajuste, para a IPA-

Sertânia (p = 0,45) e Orelha de elefante (p = 0,22), não foi significativa. 
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Tabela 5. 7. Análise de variância, para os planejamentos compostos centrais rotacionais (DCCR) 

realizados para as variedades IPA-Sertânia e Orelha de elefante mexicana. 

Cultivares Variação 
Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

 Regressão 1742,33 9 193,59 

 Resíduo 96,97 7 13,85 

IPA-Sertânia 
Falta de 

ajuste 
87,61 5 17,52 

 Erro puro 9,36 2 4,68 

 Total 1839,30 16  

 Regressão 1296,96 9 216,16 

 Resíduo 69,55 7 9,94 

Orelha de elefante 

Mexicana 

Falta de 

ajuste 
63,02 5 12,60 

 Erro puro 6,53 2 3,27 

 Total 1366,51 16  

 

4.4 INFLUÊNCIA DA PECTINASE NA HIDRÓLISE ENZIMÁTICA, COM ALTA 

CARGA DE SÓLIDOS 

 

 Após ser verificado que o fator pectinase, para as cargas analisadas, não foi 

significativo no sistema, foram realizados ensaios, nas mesmas condições do ponto 

escolhido nos planejamentos (ensaio 6), na presença e ausência desta enzima 

(Tabela 5.9). Para a variedade IPA-Sertânia, a variação de glicose entre os ensaios 

realizados, com e sem pectinase, é de 3,44%, enquanto que para a Orelha de 

elefante o intervalo é de 4,60%. Foi realizado Teste “t” pareado, entre as referidas 

condições, a qual apontou que, para ambas as cultivares, não há diferença 

significativa entre as amostras com e sem pectinase (Sertânia – t = -1,24, p = 0,43; 

Orelha de elefante – t = 1,31, p = 0,26). A pectinase, além de promover a hidrólise 
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da pectina, tem, por função, a diminuição da tensão superficial do meio e, por 

conseguinte, sua viscosidade (ZHANG et al., 2013). Essa foi a razão pela qual a 

enzima foi usada nos ensaios com alta carga de sólidos e que a faz ser utilizada na 

indústria de alimentos. Porém, através dos dados apresentados, pode-se observar 

que ela não teve efeito significativamente positivo no meio, de modo que isso 

facilitasse a ação das celulases, na formação de glicose. Portanto, o seu uso torna-

se dispensável. De forma semelhante foi o comportamento para a xilose e para o 

ácido galacturônico. O ácido fórmico foi identificado apenas no hidrolisado para os 

ensaios realizados com pectinase. 

Estudos tem relatado o uso de pectinase na hidrólise enzimática de palma 

forrageira. Santos et al. (2016) hidrolisaram a biomassa fresca, da variedade de 

gigante (Opuntia fícus-indica), apenas com pectinase, pré-tratada termicamente em 

autoclave, obtendo 11,26 g/L de glicose. Já Kuloyo et al. (2014) quantificaram 45,5 

g/L da hexose, em biomassa de palma forrageira, previamente seca ao sol e pré-

tratada com ácido sulfúrico (1,5% m/m), ao realizarem a hidrólise com Pectinex Ultra 

SP-L, Celluclast 1.5L e Novozyme 188 (β-glucosidase). 

 

Tabela 5. 8. Influência da pectinase na hidrólise enzimática, realizada em acordo com o ensaio 6, do 

planejamento experimental, para as variedades IPA-Sertânia e Orelha de elefante mexicana. 

Variedades        Sem pectinase  
   Com 

pectinase 
 

 Compostos C (g/L) %C C (g/L) %C 

 Glicose 67,72 ± 0,46 58,25 70,05 ± 2,75 
60,9

6 

IPA-Sertânia Xilose 22,00 ± 1,55 4,72 22,60 ± 0,70 6,71 

 
Á. 

Galacturônico 
2,49 ± 0,12 0,00 2,57 ± 0,06 0,00 

 Ácido fórmico 0,00 ± 0,00 0,00 1,91 ± 0,13 1,68 

 Glicose 72,41 ± 2,98  56,69 75,74 ± 3,38 
60,2

1 

Orelha de Xilose 22,29 ± 0,76 1,29 23,89 ± 3,38 2,09 
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elefante  

mexicana 
Á. 

Galacturônico 
2,38 ± 0,04 0,94 2,49 ± 0,10 1,34 

 Ácido Fórmico 0,00 ± 0,00 0,00 2,42 ± 0,05 1,98 

C (g/L) – Concentração do composto, em gramas por litro; %C – Percentual de conversão; ND – Não 

determinado. 

 

 Após a determinação das melhores condições para a hidrólise enzimática, 

com alta carga de sólidos, e a confirmação da não necessidade do uso de pectinase, 

para uma maior formação de carboidratos fermentescíveis, foi realizada a cinética de 

formação dos ácidos orgânicos e monossacarídeos, para a IPA-Sertânia, sem 

pectinase (Figura 5.4). É possível observar que, já no início da hidrólise, glicose e 

xilose já estão presentes. Isso ocorre devido ao processo de secagem da biomassa, 

cuja possui parte de seus carboidratos na forma monossacarídica, os quais 

permanecem aderidos à biomassa, após esse processo.  

A Figura 5.4 apresenta, para IPA-Sertânia, que em 6h de hidrólise, a 

concentração de glicose atinge o valor de 47 g/L, que é elevada a 62 g/L, 18h 

depois. Entre o intervalo de 24h e 48h, não houve diferença significativa (t = -3,00; p 

= 0,21), para o Teste “t” pareado, a 5%. Já a Orelha de elefante mexicana 

apresentou uma concentração inicial de glicose igual a 18,59 g/L (Figura 5.4), 

obtendo, ao final do processo, 74 g/L. Em 6h, a hexose já está em 50 g/L. Entre 24h 

e 48h, os valores são significativamente diferentes (t = -59,21; p = 0,01), porém, às 

48h, a conversão de celulose é de 56,69%. Os valores de ácido galacturônico e 

xilose não variaram no intervalo de 48h.  

Baixa carga de pectinase, ou a sua ausência, implica na diminuição da 

formação de ácido galacturônico, cujo é o maior constituinte da estrutura da pectina. 

Isso justifica a não variação da concentração desse ácido. Em relação à xilose, o 

teor de xilanase no complexo enzimático Celluclast® é traço, o que justifica a baixa 

alteração nos valores da pentose. 
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Figura 5. 4. Cinética de formação de carboidratos e ácidos orgânicos, para a biomassa seca (30% 

m/v), das variedades IPA-Sertânia e Orelha de elefante mexicana. Quadrado, triângulo e círculo 

correspondem a Glicose, xilose e ácido galacturônico, respectivamente. Símbolos cheios: IPA-

Sertânia; Símbolos vazios: Orelha de elefante mexicana. 

 

4.5 COMPARAÇÃO ENTRE A HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DA BIOMASSA SECA 

(10% M/V) E FRESCA, DE PALMA FORRAGEIRA 

 

 Realizou-se a hidrólise enzimática da biomassa fresca de palma forrageira, 

comparando-a com a biomassa seca, com carga de sólidos de 10% m/v, para 

ambas as biomassas. A Figura 5.5 compara as cinéticas de formação de glicose, 

xilose e ácido galacturônico, para a IPA-Sertânia. Em 12h, o hidrolisado já apresenta 

26,72 g/L de glicose, para palma forrageira na condição fresca e, para a seca, 21,54 

g/L, enquanto que, ao final da hidrólise, foram alcançados os valores de 29,72 g/L e 

25,90 g/L, respectivamente. A partir da figura, também é possível verificar que há 

pouca diferença entre as concentrações de glicose com 24h e 48h. Com o objetivo 

de avaliar se haveria diferença significativa entre os valores de hexose obtidos, entre 

a biomassa fresca e seca, e se houve diferença entre os teores do mesmo 

composto, para 24h e 48h, foi aplicado o Teste “t” pareado, a 5%. O Teste informou 

que há diferença significativa para as duas condições de biomassa (t = 16,28; p = 
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0,04) e que, portanto, a variedade IPA-Sertânia libera maior quantidade de glicose, 

em cargas de 10% m/v, na condição de massa fresca, em detrimento da seca. 

Avaliou-se o perfil de ácidos orgânicos e carboidratos, durante 48h, para a 

variedade Orelha de elefante mexicana (Figura 5.6). As concentrações de xilose e 

ácido galacturônico não variaram durante o intervalo analisado, repetindo o mesmo 

comportamento da hidrólise enzimática com 30% m/v de carga de biomassa. Para a 

glicose, o desempenho é oposto ao encontrado para a cultivar IPA-Sertânia, já que a 

biomassa seca (10% m/v) obteve maior concentração de hidratos de carbono que a 

fresca. Porém, quando realizado o Teste “t” pareado (α = 0,05), não é apresentado 

diferença significativa entre esses valores (t = -1,56; p = 0,36). 

 

Figura 5. 5. Cinética de formação de carboidratos e ácidos orgânicos, para a biomassa seca (10% 

m/v) e fresca, da variedade IPA-Sertânia. PF – Palma fresca; PS – Palma seca. 
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Figura 5. 6. Cinética de formação de carboidratos e ácidos orgânicos, para a biomassa seca (10% 

m/v) e fresca, da variedade Orelha de elefante mexicana. PF – Palma fresca; PS – Palma seca. 

 

 Em relação aos dados apresentados, através das Figuras 5.6 e 5.7, é notório 

que os teores de glicose, para a variedade IPA-Sertânia (29,72 g/L) são maiores que 

para a Orelha de elefante (24,28 g/L). A diferença entre os valores da hexose pode 

ser atribuída à diferença composicional das variedades, principalmente relacionado 

ao teor de lignina, que é maior em Orelha de elefante que na Sertânia. Porém, sob a 

ótica estatística, os valores não são significativamente diferentes, para o Teste “t” 

independente, a 5% (t = -3,58; p = 0,07). Isso indica que não há necessidade de 

fazer distinção entre as variedades analisadas, do ponto de vista industrial, já que o 

teor produzido, do principal carboidrato fermentativo, não é significativamente 

diferente para as cultivares analisadas. Isso viabiliza a diminuição da necessidade 

de mão-de-obra qualificada, capaz de distinguir os tipos de palma, no momento da 

coleta, já que não há diferença energética entre elas, além de ambas serem 

resistentes a cochonilha. Tais condições geram diminuição de custo para o dono da 

empresa, além de possibilitar emprego a uma maior quantidade de pessoas. 
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4.6 CINÉTICA DE SECAGEM E HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DA BIOMASSA FRESCA 

DE PALMA FORRAGEIRA (30% M/V) 

 

 A cinética de secagem da biomassa fresca de palma forrageira forneceu as 

equações do modelo para cada uma das cultivares, para cada uma das 

temperaturas avaliadas (Figura 5.7). Em ambas as variedades, a 105°C, o tempo de 

secagem necessário para que a biomassa atinja a carga de 30% m/v é de 12h, 

enquanto que a 65°C, são aproximadamente 47h para IPA-Sertânia e 42h para a 

Orelha de elefante mexicana. O uso da temperatura a 105°C implica na redução de 

75% do custo de energia elétrica de secagem da biomassa, além de diminuir o 

tempo de processamento da palma, quando comparado à hidrólise enzimática com a 

mesma carga de sólidos. 

 

  

Figura 5. 7. Perfil de secagem da biomassa fresca de palma forrageira, para as variedades IPA-

Sertânia e Orelha de elefante mexicana. Quadrado: IPA-Sertânia; Triângulo: Orelha de elefante 

mexicana. Símbolos cheios: 105°C; Símbolos vazios: 65°C. 
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Posteriormente, foi realizada a hidrólise enzimática da biomassa fresca de 

palma forrageira a 30% m/v, onde foram obtidos 65,30 g/L e 79,97 g/L de glicose, 

após 48h, para a IPA-Sertânia e a Orelha de Elefante Mexicana, respectivamente. 

 

4.7 COMPARAÇÃO ENTRE A FERMENTAÇÃO DO HIDROLISADO ENZIMÁTICO 

DA BIOMASSA FRESCA E SECA, DE PALMA FORRAGEIRA, A 30% M/V 

 

Com a finalidade de determinar o perfil cinético da produção de etanol e 

consumo de carboidratos dos hidrolisados enzimáticos, das variedades investigadas,  

foi realizada a fermentação, durante 8h. Esse procedimento, para os hidrolisados da 

biomassa seca (Figura 5.8A) de IPA-Sertânia e Orelha de elefante mexicana 

permitiu a produção de 26,71 g/L e 34,87g/L de etanol, enquanto que para o 

hidrolisado da biomassa fresca (Figura 5.8B), para ambas as variedades, foi de 

29,39 g/L e 37,54 g/L, respectivamente. Xilose e ácido galacturônico não tiveram 

variação significativa durante essa etapa. 

 

 

Figura 5. 8. Produção de etanol, a partir dos hidrolisados enzimáticos da biomassa seca (A) e fresca 

(B) das variedades de palma forrageira  "IPA-Sertânia" e "Orelha de elefante mexicana", por S. 

cerevisiae (JP1). O quadrado, o triângulo, o círculo e o diamante correspondem ao ácido 

galacturônico, xilose, glicose e etanol. Símbolos cheios: IPA-Sertânia; Símbolos vazios: Orelha de 

elefante mexicana. 
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Os parâmetros fermentativos das fermentações, para as condições avaliadas, 

estão descritos na Tabela 5.9. Os valores referentes à biomassa fresca foram mais 

elevados, em detrimento dos de biomassa seca. Udeh e Erkurt (2017) realizaram a 

fermentação do hidrolisado enzimático (16h) de Opuntia ficus-indica, durante 16h, e 

obtiveram o Yp/s = 0,46 g/g, Qp = 0,92 g/L.h e Ef (%) = 88,03%. Já Souza-Filho et 

al. (2016), para Nopalea cochenillifera, obteve Yp/s = 0,49 g/g e Ef (%) = 95,6%, em 

48h. 

A produtividade média da cultura de palma forrageira, no nordeste brasileiro 

é, aproximadamente, 85 ton.ha-1.ano-1 (Santos et al., 2016), podendo alcançar 

valores de 500 ton.ha-1.ano-1, no sistema adensado e em condições ótimas de 

cultivo, no Chile (Nobel et al., 1992). Considerando estes valores reportados na 

literatura, bem como os teores de glicose, conversão de celulose e parâmetros 

fermentativos, obtidos no presente trabalho, pode-se obter cerca de 2007-11235 

L.ha-1.ano-1, para a variedade IPA-Sertânia, e 2072-13446 L.ha-1.ano-1,  em Orelha 

de elefante mexicana, para 85 ton.ha-1.ano-1 e 500 ton.ha-1.ano-1, na biomassa seca 

de palma forrageira, respectivamente. Para a biomassa fresca, os valores foram 

maiores: 1995-12960 L.ha-1.ano-1, para IPA-Sertânia, e 2357-15297 L.ha-1.ano-1, 

para Orelha de elefante mexicana. 

 

Tabela 5. 9. Parâmetros da fermentação dos hidrolisados enzimáticos de IPA-Sertânia e Orelha de 

elefante mexicana 

Parâmetros 

fermentativos 

IPA-Sertânia Orelha de elefante mexicana 

Biomassa 

Seca 

Biomassa 

Fresca 

Biomassa 

Seca 

Biomassa 

Fresca 

Y p/s (g/g) 0,39 0,40 0,42 0,43 

Qp (g/L.h-1) 3,30 3,67 4,36 4,69 

Ef (%) 76,32 78,49 82,82 85,10 

Etanol (g/L) 26,71 29,39 34,87 37,54 

Glicose residual (g/L) 0,00 0,00 1,97 1,92 

Y p/s = rendimento da produção de etanol, em relação ao consumo de carboidratos; Qp = 

produtividade volumétrica; Ef = eficiência de fermentação. 
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Porém, três importantes aspectos devem ser considerados, quando 

comparadas as fermentações realizadas pelo presente estudo e as de Udeh e Erkurt 

(2017) e Souza-Filho et al. (2016). Primeiramente, a literatura reportada utilizou 

baixos teores de carboidratos no sistema, o que representa menor pressão osmótica 

na levedura e problemas reológicos. Segundo, o período de fermentação foi 2 e 6 

vezes maior que o do presente trabalho, resultando em menor produtividade (Qp). E, 

por fim, o presente estudo não utilizou qualquer suplementação no meio de 

fermentação, enquanto que os demais utilizaram (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4.7H2O 

e extrato de levedura, o que desencadeia aumento nos custos de processo.  
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5 CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho comprova que é possível produzir, a partir dos dados 

publicados de produtividade da cultura, entre 2000 e 15000 L de etanol.ha-1.ano-1, a 

partir da otimização da hidrólise enzimática da biomassa de palma forrageira. 

Ressalta-se que os baixos teores de lignina e de cristalinidade da celulose 

possibilitaram que a palma forrageira fosse hidrolisada sem a necessidade de pré-

tratamento químico, gerando reduções de custo ao processo, bem como a não 

suplementação do meio de fermentação. Acrescenta-se a isso, que a carga de 

biomassa ideal, para a hidrólise enzimática, seja 30% m/v, provocando a redução de 

75% do custo elétrico da etapa de secagem, ao comprovar que apenas 12h, em 

estufa a 105°C, são necessárias para atingir essa carga de sólidos, a partir da 

biomassa fresca da cultivar.   

Uma análise de custo completa (que já esta sendo realizada no presente 

grupo de pesquisa) ainda é necessária para se atestar a total viabilidade deste 

processo. Mas, também é fato que tecnologias necessitam ser desenvolvidas (como 

coletadeiras adequadas para a plantação de palma forrageira, as quais já estão em 

atividade) para que, cada vez mais, esse processo seja viável e rentável, de modo 

que favoreça o desenvolvimento econômico e social da população vivente no 

semiárido nordestino. 
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