
UNIVERSIDADE DE CAXIAS DO SUL 

CENTRO DE CIÊNCIAS EXATAS E TECNOLOGIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM ENGENHARIA DE 

PROCESSOS E TECNOLOGIAS 

FERMENTAÇÃO DE AÇÚCARES LIBERADOS DE BIOMASSAS 

LIGNOCELULÓSICAS PRÉ-TRATADAS COM LÍQUIDOS 

IÔNICOS PARA PRODUÇÃO DE ETANOL 

Ândria Tura 

Caxias do Sul, 2014. 



ii 

Ândria Tura 

FERMENTAÇÃO DE AÇÚCARES LIBERADOS DE BIOMASSAS 

LIGNOCELULÓSICAS PRÉ-TRATADAS COM LÍQUIDOS IÔNICOS 

PARA A PRODUÇÃO DE ETANOL 

Dissertação apresentada no Programa de Pós Graduação em 

Engenharia de Processos e Tecnologias da Universidade de Caxias do 

Sul, visando à obtenção de grau de mestre em Engenharia de 

Processos, orientado por Profa. Dra. Marli Camassola e co-

orientado por Prof. Dr. Aldo J. P. Dillon. 

Caxias do Sul, 2014. 



Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP)
Universidade de Caxias do Sul

 UCS - BICE - Processamento Técnico

Índice para o catálogo sistemático:

1. Etanol 661.722     
2. Fermentação 667.49
3. Hidrólise enzimática 66.094.941
4. Engenharia de processos 658.5

Catalogação na fonte elaborada pela bibliotecária
       Carolina Machado Quadros – CRB 10/2236.

T929f    Tura, Ândria
    Fermentação de açúcares liberados de biomassas lignocelulósicas pré-
tratadas com líquidos iônicos para a produção de etanol / Ândria Tura. - 
2014.

          72 f. : il. ; 30 cm

 Apresenta bibliografia.
Dissertação (Mestrado) – Universidade de Caxias do Sul, Programa de  

 Pós-Graduação em Engenharia de Processos e Tecnologias. 2014.
     Orientação: Profª. Drª. Marli Camassola, co-orientação: Prof. Dr. Aldo 
J. P. Dillon.

1. Etanol. 2. Fermentação. 3. Hidrólise enzimática. 4. Engenharia de
processos. I. Título.

CDU 2.ed. : 661.722            





iv 

AGRADECIMENTOS 

Deixo os meus sinceros agradecimentos a todos aqueles que de alguma forma fizeram 

parte desta caminhada e que direta ou indiretamente colaboraram com a realização deste 

trabalho: 

- a Deus; 

- aos meus orientadores Dra. Marli Camassola e Dr. Aldo J. P. Dillon, pelo 

conhecimento compartilhado e pela atenção prestada; 

- a Roselei C. Fontana, técnica do laboratório, por toda a ajuda prestada; 

- aos professores da banca de acompanhamento Profa. Dra. Aline Dettmer, Profa.  Dra. 

Eloane Malvessi, e a Dra. Fernenda Bettin. 

- aos professores e colegas do Programa de Pós-Graduação em Engenharia de 

Processos e Tecnologias; 

- aos colegas do Laboratório de Enzimas e Biomassas, pela convivência e pelos 

momentos de descontração; 

- aos meus pais Alceu e Ledilse, pelo incentivo, carinho e confiança depositados em 

mim; 

- ao meu namorado Paulo, pelo companheirismo, incentivo, apoio e carinho; 

- ao apoio estrutural e financeiro da UCS, FAPERGS, FINEP e CNPq. 



v 
 

SUMÁRIO 

 

LISTA DE TABELAS ............................................................................................................. vii 

LISTA DE QUADROS ........................................................................................................... viii 

LISTA DE FIGURAS ............................................................................................................... ix 

RESUMO .................................................................................................................................. xi 

ABSTRACT ............................................................................................................................. xii 

1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................................... 1 

2 OBJETIVOS ............................................................................................................................ 3 

2.1 Objetivo Geral ...................................................................................................................... 3 

2.2 Objetivos Específicos ........................................................................................................... 3 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ................................................................................................ 4 

3.1 Cenário atual do etanol ......................................................................................................... 4 

3.2 Biomassa lignocelulósica ..................................................................................................... 5 

3.3 Composição da biomassa lignocelulósica ............................................................................ 8 

3.3.1 Celulose ...................................................................................................................... 8 

3.3.2 Hemicelulose .............................................................................................................. 9 

3.3.3 Lignina ..................................................................................................................... 11 

3.4 Fontes de biomassa lignocelulósica .................................................................................... 12 

3.4.1 Pinus sp. ................................................................................................................... 12 

3.4.2 Eucalyptus sp............................................................................................................ 13 

3.4.3 Bagaço de cana-de-açúcar ........................................................................................ 13 

3.4.4 Capim-elefante ......................................................................................................... 14 

3.5 Pré-tratamento da biomassa lignocelulósica....................................................................... 15 

3.5.1 Pré-tratamento com Líquidos Iônicos ...................................................................... 17 

3.5 Hidrólise enzimática ........................................................................................................... 18 

3.6 Fermentação........................................................................................................................ 20 

4  METODOLOGIA ................................................................................................................. 24 

4.1 Microrganismos .................................................................................................................. 24 

4.2 Enzimas .............................................................................................................................. 24 

4.3 Substratos lignocelulósicos ................................................................................................ 24 

4.4 Líquidos iônicos ................................................................................................................. 25 

4.5 Preparo e pré-tratamento de substratos ............................................................................... 25 



vi 
 

4.6. Determinação da composição da biomassa ....................................................................... 26 

4.6.1 Determinação do teor de cinzas em materiais celulósicos ....................................... 26 

4.6.2 Extraíveis .................................................................................................................. 26 

4.6.3 Análise química dos substratos celulósicos ............................................................. 26 

4.6.4 Determinação de nitrogênio total e proteínas ........................................................... 27 

4.7 Hidrólise enzimática e fermentação ................................................................................... 28 

4.8 Determinação de açúcares redutores (ARs)........................................................................ 28 

4.9 Determinações de açúcares e etanol ................................................................................... 29 

4.10 Análise Estatística ............................................................................................................ 29 

5  RESULTADOS E DISCUSSÃO ......................................................................................... 30 

5.1 Avaliação do número de lavagens das biomassas pré-tratadas com líquidos iônicos ........ 30 

5.2 Avaliação de perda de massa .............................................................................................. 33 

5.3 Avaliação do consumo de açúcares redutores (ARs) durante as fermentações .................. 36 

5.4.1 Bagaço de cana-de-açúcar ........................................................................................ 42 

5.4.2 Capim-elefante ......................................................................................................... 47 

5.4.3 Serragens de Eucalyptus sp. e Pinus sp.................................................................... 50 

6 CONCLUSÕES ..................................................................................................................... 58 

7 PERSPECTIVAS .................................................................................................................. 59 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ..................................................................................... 60 

 

 

 

 

 



vii 
 

LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1. Perda de massa das biomassas pré-tratadas com os líquidos iônicos ...................... 35 

Tabela 2. Composição química da biomassa lignocelulósicas. ............................................... 36 

Tabela 3. Concentração de açúcares redutores no início e após 48 h de fermentação por 

Saccharomyces cerevisiae e a eficiência no consumo de ARs. ................................................ 40 

Tabela 4. Concentração de açúcares redutores no início e após 48 h de fermentação por 

Schizosaccharomyces pombe e a eficiência no consumo de ARs. ........................................... 41 

Tabela 5. Concentração de açúcares redutores no início e após 48 h de fermentação por 

Geobacillus thermoglucosidasius.e a eficiência no consumo de ARs. .................................... 41 

Tabela 6. Concentração de açúcares redutores em 12 h e após 48 h de fermentação por 

Geobacillus thermoglucosidasius.e a eficiência no consumo de ARs. .................................... 41 

Tabela 7. Concentrações de glicose e rendimento em etanol para o bagaço de cana-de-açúcar 

pré-tratado com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da 

fermentação (Início - 0 horas) e depois (48 horas) para as leveduras  S. cerevisiae e S. pombe, 

e a bactéria G. thermoglucosidasius. ........................................................................................ 43 

Tabela 8. Concentrações de glicose e rendimento em etanol para o capim-elefante pré-tratado 

com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da fermentação (Início 

- 0 horas) e depois (48 horas) para as leveduras  S. cerevisiae e S. pombe, e a bactéria G. 

thermoglucosidasius. ................................................................................................................ 48 

Tabela 9. Concentrações de glicose e rendimento em etanol para a serragem de Pinus sp. pré-

tratado com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da fermentação 

(Início - 0 horas) e depois (48 horas) para as leveduras  S. cerevisiae e S. pombe, e a bactéria 

G. thermoglucosidasius. ........................................................................................................... 51 

Tabela 10. Concentrações de glicose e rendimento em etanol para a serragem de Eucalyptus 

sp. pré-tratada com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da 

fermentação (Início - 0 horas) e depois (48 horas) para as leveduras  S. cerevisiae e S. pombe, 

e a bactéria G. thermoglucosidasius. ........................................................................................ 53 

 

 

 

 

 

 



viii 
 

LISTA DE QUADROS 

 
Quadro 1. Materiais lignocelulósicos e seus suas aplicações (Howard et al., 2004)................6 

Quadro 2. Sumário das vantagens e desvantagens de diferentes métodos de pré-tratamento da 

biomassa lignocelulósica. Adaptado de Odega & Petri (2010)................................................16 

Quadro 3. Estrutura molecular e propriedades físicas dos solventes de celulose, 1-butil-3-

metilimidazólio acetato e 1-etil-3-metilimidazólio acetato, que foram utilizados no pré-

tratamento (Shafiei et al., 2013)................................................................................................17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ix 
 

LISTA DE FIGURAS 

 
Figura 1. Rotas tecnológicas para a produção de etanol. .......................................................... 5 

Figura 2. Organização da parede celular e distribuição da celulose, hemicelulose e lignina, 

adaptado de Menon & Rao (2012). ............................................................................................ 7 

Figura 4. Moléculas que fazem parte da estrutura da hemicelulose, adaptada de Morais et al., 

2005 e Ferreira et al., 2009. ........................................................................................................ 9 

Figura 3. Estrutura da celulose com representação das regiões cristalinas e amorfas. 

Reproduzida de Dillon (2004). ................................................................................................... 9 

Figura 5. Representação esquemática das estruturas das três maiores hemiceluloses. A. 

Xilana. B. Xiloglicana. C. Galactomanana. Adaptado de Souza (2013). ................................. 10 

Figura 6. Estrutura da lignina, adaptada de Ferreira et al., 2009. ........................................... 11 

Figura 7. Alterações estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina determinadas 

pelo pré-tratamento, adaptado de Mosier et al., 2004. ............................................................. 15 

Figura 8. Sequência das reações enzimáticas na fermentação alcoólica de carboidratos 

endógenos (glicogênio e trealose) e exógenos (sacarose e maltose), conduzida por 

Saccharomyces cerevisiae. ....................................................................................................... 21 

Figura 9. Consumo de açúcares redutores durante a fermentação de capim-elefante pré-

tratado com os LIs [C2mim][OAc] e [C4mim][OAc] após realização de cinco (A, B e C), dez 

(D, E e F) e quinze (G, H e I) lavagens. As fermentações foram realizadas por Saccharomyces 

cerevisiae (A, D e G), Schizosaccharomyces pombe (B, E e H) e Geobacillus 

thermoglucosidasius (C, F e I). Utilizou-se como controle biomassa não submetida à pré-

tratamento. Os tratamentos com a mesma letra, para cada LI avaliado entre as diferentes 

quantidades de lavagens, não diferem estatisticamente em nível de 5% (< 0,05). ................... 32 

Figura 10.  Consumo de açúcares redutores durante a fermentação dos açúcares liberados da 

hidrólise enzimática de bagaço de cana-de-açúcar (A, B e C), capim-elefante (D, E e F), 

serragem de Pinus sp. (G, H e I) e serragem de Eucalyptus sp. (J, K e L) pré-tratatadas com os 

líquidos iônicos e sem pré-tratamento (Controle). As fermentações foram realizadas 

empregando as leveduras Saccharomyces cerevisiae (A, D, G e J) e Schizosaccharomyces 

pombe (B, E, H e K) e pela bactéria Geobacillus thermoglucosidasius (C, F, I e L). ............. 39 

Figura 11. Concentrações da glicose, xilose e etanol para o bagaço de cana-de-açúcar, pré-

tratado com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da fermentação 

(Início - 0 horas) e depois (48 horas) para as leveduras Saccharomyces cerevisiae, 

Schizosaccharomyces pombe e para a bactérica Geobacillus thermoglucosidasius. ............... 44 

Figura 12. Concentrações de arabinose, xilitol, glicerol, ácido acético e celobiose para o 

bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e 

[C4mim][OAc] (B) antes da fermentação (Início - 0 horas) e depois (48 horas) para as 

leveduras Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe e a para bactéria 

Geobacillus thermoglucosidasius. ............................................................................................ 47 

Figura 13. Concentrações da glicose, xilose e etanol para o capim-elefante, pré-tratado com 

os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da fermentação (Início - 0 

horas) e depois (48 horas) para as leveduras Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces 

pombe e para a bactérica Geobacillus thermoglucosidasius. ................................................... 49 

file:///C:/Users/Andria/Downloads/dissertação%2010.04.docx%23_Toc384914223
file:///C:/Users/Andria/Downloads/dissertação%2010.04.docx%23_Toc384914226
file:///C:/Users/Andria/Downloads/dissertação%2010.04.docx%23_Toc384914226


x 
 

Figura 14. Concentrações de arabinose, xilitol, gicerol, ácido acético e celobiose presente nas 

amostras de capim-elefante pré-tratado com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e 

[C4mim][OAc] (B) e hidrolisado por enzimas de Penicillium ecchinulatum, antes da 

fermentação (Início - 0 horas) e depois (48 horas) para Saccharomyces cerevisiae, 

Schizosaccharomyces pombe e Geobacillus thermoglucosidasius. ......................................... 50 

Figura 15. Concentrações da glicose, xilose e etanol nas amostras de Pinus sp. pré-tratado 

com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) e hidrolisadas com enzimas 

de Penicillium echinulatum, antes da fermentação (Início - 0 horas) e depois (48 horas) para 

Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe e Geobacillus thermoglucosidasius.

 .................................................................................................................................................. 52 

Figura 16. Concentrações de glicose, xilose e etanol para a serragem de Eucalyptus sp. pré-

tratado com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da fermentação 

(Início - 0 horas) e depois (48 horas) para Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces 

pombe e Geobacillus thermoglucosidasius. ............................................................................. 54 

Figura 17. Concentrações de arabiose, xilitol, gicerol, ácido acético e celobiose para a 

serragem de Pinus sp. pré-tratada com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e 

[C4mim][OAc] (B) antes da fermentação (Início - 0 horas) e depois (48 horas) para as 

leveduras  Sacccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe, e a bactéria 

Geobacillus thermoglucosidasius. ............................................................................................ 56 

Figura 18. Concentrações de arabiose, xilitol, gicerol, ácido acético e celobiose para a 

serragem de Eucalyptus sp., pré-tratada com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e 

[C4mim][OAc] (B) antes da fermentação (Início - 0 horas) e depois (48 horas) para as 

leveduras  Sacccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe, e a bactéria 

Geobacillus thermoglucosidasius. ............................................................................................ 57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xi 
 

RESUMO 

 

Atualmente os combustíveis fósseis derivados do petróleo, tais como, gasolina, diesel e 

carvão são as principais fontes de energia. No entanto, essas fontes tendem ao esgotamento 

nos próximos 40 a 50 anos, além de sua utilização provocar problemas que vão desde a 

emissão de gases responsáveis pelo efeito estufa ao aumento nos preços desses combustíveis. 

Uma alternativa que vem sendo bastante utilizada é o etanol de primeira geração obtido 

principalmente do milho e da cana-de-açúcar. Apesar do etanol ser considerado uma energia 

limpa, por não emitir gases poluentes e auxiliar no sequestro de carbono, apresenta um 

problema relacionado à diminuição da oferta de alimentos e o consequente aumento de preços 

dos produtos que o utilizam como matéria-prima. Devido a esses fatores, vem crescendo os 

estudos por fontes de energias renováveis, como a obtenção do etanol de segunda geração, no 

qual, utiliza resíduos lignocelulósicos como matéria-prima. Nesse contexto, este trabalho 

objetivou avaliar a produção de etanol de segunda geração, tendo com matérias-primas os 

seguintes resíduos lignocelulósicos: bagaço de cana-de-açúcar, capim-elefante, serragens de 

Pinus sp. e Eucalyptus sp, pré-tratados com os líquidos iônicos 1-etil-3-metilimidazólio 

acetato e 1-butil-3-metilimidazólio acetato, separadamente. Após o pré-tratamento efetuou-se 

a hidrólise das biomassas lignocelulósicas com as enzimas produzidas pelo fungo Penicillium 

echinulatum, prosseguindo para a fermentação dos açúcares liberados na hidrólise, 

empregando as leveduras Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe Y 698, e 

a bactéria Geobacillus thermoglucosidasius. As maiores concentrações de açúcares redutores 

obtidas após as hidrólises enzimáticas foram 681,89 mg.g
-1

 para bagaço de cana-de-açúcar, 

474,30 mg.g
-1

 para capim-elefante, 237,84 mg.g
-1

 para serragem de Eucalyptus sp. e 233,62 

mg.g
-1

 para serragem de Pinus sp., sendo todos os pré-tratamentos com o líquido iônico 1-etil-

3-metilimidazólio acetato. O microrganismo que apresentou maior eficiência no consumo de 

açúcares redutores foi S. cerevisiae. Porém, o maior rendimento em etanol, cerca de 96 mg.g
-

1
, foi obtido para o bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com 1-butil-3-metilimidazólio 

acetato na fermentação com S. pombe. G. thermoglucosidasius apresentou potencial para 

consumo de xilose e glicose simultaneamente, porém a produção de etanol foi reduzida (21 

mg.g
-1

 para bagaço de cana-de-açúcar). Este dados contribuem para ampliar os conhecimentos 

sobre os efeitos do pré-tratamento com líquidos iônicos na produção de etanol de segunda 

geração. 

 

Palavras-chave: etanol, hidrólise enzimática, líquidos iônicos e resíduos lignocelulósicos. 
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ABSTRACT 

 

Fossil fuels, such as gasoline, diesel and coal, are the main sources of energy nowadays. In 

addition to generate problems, from the emission of greenhouse gases to the increase in fuel 

prices, these energy sources are likely to be depleted in the next 40 to 50 years. A widely used 

alternative to fossil fuels is first-generation ethanol, produced mainly from corn and 

sugarcane. Although ethanol is considered a clean source of energy because it does not emit 

polluting gases and helps in carbon sequestration, it is linked to a decrease in food supply and 

the consequent rise in food prices. Therefore, new studies on renewable energy sources, such 

as second-generation ethanol from feedstock and other lignocellulosic residues, are commonly 

found in the literature. In this context, this study aimed to evaluate the production of second-

generation ethanol from the following lignocellulosic residues: sugarcane bagasse, elephant 

grass, Pinus sp. sawdust and Eucalyptus sp. sawdust, pretreated separately with the ionic 

liquids 1-ethyl-3-methylimidazolium acetate and 1-butyl-3-methylimidazolium acetate. 

Hydrolysis of lignocellulosic biomass with enzymes from Penicillium echinulatum was 

carried out after the pretreatment. Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe Y 

698 and the bacterium Geobacillus thermoglucosidasius were used for the fermentation of 

sugars released during hydrolysis. The highest concentrations of reducing sugars obtained 

after enzymatic hydrolysis were 681.89 mg. g
 -1 

for sugarcane bagasse, 474.30 mg.g 
-1

 for 

elephant grass, 237.84 mg.g 
-1 

for Eucalyptus sp. sawdust and 233.62 mg. g 
-1

 for Pinus sp. 

sawdust, all pretreated with 1-ethyl-3- methylimidazolium acetate. S. cerevisiae  was the 

microorganism with the highest efficiency in the consumption of reducing sugars. However, 

the highest ethanol yield (96 mg.g
 -1

) was obtained for sugarcane bagasse pretreated with 1-

butyl-3-methylimidazolium acetate and fermented by S. pombe. G. thermoglucosidasius 

showed potential for the simultaneous consumption of xylose and glucose, but ethanol 

production was low (21 mg.g
 -1 

for sugarcane bagasse). These data contribute to expand the 

knowledge about the effects of ionic liquid pretreatments for the production of second-

generation ethanol. 

 

Keywords: ethanol, enzymatic hydrolysis, ionic liquids and lignocellulosic residues. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

No Brasil e no mundo, o desenvolvimento econômico está diretamente ligado ao 

sistema energético dependente, principalmente, de fontes não renováveis, como o petróleo. 

Essa dependência de combustíveis fósseis apresenta inúmeros problemas econômicos, sociais 

e ambientais, dentre eles, a gradativa exaustão de suas reservas, os problemas climáticos 

associados ao aquecimento global, devido à liberação de gás carbônico por meio da 

combustão, além da necessidade de obter fontes alternativas para a produção de combustíveis. 

A alternativa encontrada por diversos países para a substituição dos combustíveis 

fósseis é a obtenção de combustíveis de fontes renováveis, empregando biomassa 

lignocelulósica. Diversas biomassas lignocelulósicas apresentam potencial para produção de 

etanol de segunda geração, dentre as quais estão o bagaço de cana-de-açúcar, o capim-elefante 

e as serragens de Pinus sp. e Eucalyptus sp. Estas culturas destacam-se por apresentarem 

elevada produção de biomassa. A produção de biomassa de cana-de-açúcar é de 22 t/ha/ano 

(massa seca), de Eucalyptus sp. é de 9 t/ha/ano (massa seca) e de Pinus sp. é de 7 t/ha/ano 

(massa seca), enquanto que o capim-elefante apresenta 40 t/ha/ano (massa seca) de 

produtividade. 

Todavia, para a utilização do material lignocelulósico, é necessário submeter este 

material a um pré-tratamento para alterar a estrutura da biomassa celulósica, permitindo que a 

lignocelulose fique mais acessível às enzimas que convertem os polissacarídeos a açúcares. 

Diversos pré-tratamentos vêm sendo estudados para tratar biomassa lignocelulósica, dentre os 

quais destacam-se os pré-tratamentos com líquidos iônicos.  Os líquidos iônicos são formados 

por cátions orgânicos e ânions inorgânicos, o que lhes conferem a propriedade de interagir 

com os átomos de oxigênio presentes na hidroxila da celulose, rompendo as ligações 

intermoleculares e intramoleculares de hidrogênio da celulose, promovendo assim a sua 

dissolução. Existem diversos líquidos iônicos que já foram avaliados para a realização de pré-

tratamento da biomassa lignocelulósica e que demonstraram-se eficientes. Entres estes 

destacam-se, o 1-butil-3-metilimidazólio cloreto, o 1-etil-3-metilimidazólio acetato, o 1-alil-3-

metilimidazólio cloreto e o 1-butil-3-metilimidazólio acetato.  

Assim como o pré-tratamento, a hidrólise enzimática é importante para a obtenção dos 

açúcares redutores, que serão posteriormente fermentados para a obtenção do etanol de 

segunda geração. Para a hidrólise enzimática, é necessária a utilização de enzimas 

principalmente celulases e xilanases. Estas enzimas devem ser termoestáveis, tais como as 

enzimas produzidas pelo fungo Penicillium echinulatum. Na literatura há diversos relatos de 
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que os líquidos iônicos interferem negativamente sobre a atividade de celulases. No entanto, 

não há relatos sobre a hidrólise de biomassa pré-tratada com líquidos iônicos hidrolisados por 

enzimas de P. echinulatum para a produção de etanol, e nem de sua interferência na etapa de 

fermentação alcoólica. 

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a produção de etanol a partir de 

açúcares liberados de biomassas lignocelulósicas - bagaço de cana-de-açúcar, capim-elefante, 

serragem de Pinus sp. e Eucalyptus sp.- pré-tratadas com os líquidos iônicos 1-etil-3-

metilimidazólio acetato [C2mim][OAc] e 1-butil-3-metilimidazólio acetato [C4mim][OAc]  e 

hidrolisadas com enzimas de P. echinulatum. As fermentações foram realizadas empregando 

as leveduras Saccharomyces cerevisiae, microrganismo fermentador de hexoses, e 

Schizosaccharomyces pombe Y 698, linhagem com potencial para fermentar pentoses. 

Também avaliou-se  Geobacillus thermoglucosidasius B-14521, bactéria com potencial para 

fermentar pentoses e hexoses. 
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a hidrólise enzimática e fermentação dos açúcares liberados de biomassas 

lignocelulósicas pré-tratadas com líquidos iônicos, visando à produção de etanol. 

 

2.2  Objetivos Específicos 

 

- Avaliar os caldos enzimáticos brutos de P. echinulatum para liberação de açúcares 

redutores de resíduos lignocelulósicos pré-tratados com os líquidos iônicos 1-etil-3-

metilimidazólio acetato [C2mim][OAc] e 1-butil-3-metilimidazólio acetato [C4mim][OAc]; 

- realizar ensaios de fermentação dos açúcares liberados a partir das hidrólises 

enzimáticas das biomassas lignocelulósicas pré-tratadas com líquidos iônicos, empregando 

linhagens das leveduras S. cerevisiae e S. pombe Y-698, e a bactéria termófila G. 

thermoglucosidasius B-14521; 

- avaliar o consumo de açúcares durante a fermentação e a produção de etanol. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Cenário atual do etanol 

   

Atualmente os Estados Unidos e o Brasil detêm quase 90% da produção mundial de 

etanol, utilizando como matéria-prima principal o milho e a cana-de-açúcar, respectivamente. 

Porém, os Estados Unidos, maior produtor mundial de etanol, vem enfrentando problemas 

com a grande demanda de milho, o que causou baixa do estoque e a sua consequente 

valorização, provocando o aumento dos preços do cereal e de produtos alimentícios (Chagas, 

2012). 

O etanol apresenta algumas diferenças importantes em relação aos combustíveis 

convencionais, derivados de petróleo, a principal delas é o elevado teor de oxigênio, cerca de 

35% em massa do etanol, que possibilita uma combustão mais limpa e com melhor 

desempenho dos motores, o que contribui para reduzir as emissões poluidoras (Silva, 2010). 

De acordo com o Banco Nacional de Desenvolvimento Econômico e Social (BNDES), 

o Centro de Gestão e Estudos Estratégicos (CGEE), a Organização das Nações Unidas para 

Alimentação e Agricultura (FAO) e a Comissão Econômica para a América Latina e o Caribe 

(CEPAL) (2008), a produção de etanol é efetuada em bases comerciais por duas rotas 

tecnológicas. Uma utilizando matérias-primas diretamente fermentáveis, como a cana-de-

açúcar e a beterraba açucareira. A outra rota emprega matérias-primas amiláceas, como o 

milho e o trigo, cujo amido deve ser convertido em açúcares (sacarificado) antes da 

fermentação. Uma terceira rota, que de acordo com a União dos Produtores de Bioenergia 

(UDOP) deverá estar disponível em escala comercial em 2014 no Brasil, utiliza a biomassa 

disponível em materiais como o bagaço e a palha, sendo hidrolisadas as cadeias celulósicas 

para produzir uma solução fermentável de açúcares. Esta rota vem apresentando grande 

interesse devido ao baixo custo da matéria-prima. Na Figura 1, é apresentado um esquema 

indicando as principais etapas das três rotas de produção de etanol. 

A utilização de 30% do bagaço de cana-de-açúcar disponível e metade da palha, 

quando convertidas a etanol podem produzir 400 litros por tonelada de biomassa celulósica 

seca (BNDES, CGEE, FAO e CEPAL, 2008). 

O desenvolvimento de alternativas energéticas que visem à produção de etanol a partir 

de biomassas lignocelulósicas apresentam inúmeras vantagens, tanto do ponto de vista 

energético como ambiental. Os biocombustíveis produzidos a partir de recursos renováveis 
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podem ajudar a minimizar a queima de combustíveis fósseis e a produção de gás carbônico. 

Além disso, a biomassa lignocelulósica é uma matéria-prima de baixo custo, sustentável, 

renovável e abundante (Naik et al., 2010; Balat, 2011; Menon & Rao, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

  

 

 

O processo de conversão da biomassa lignocelulósica envolve cinco etapas principais: 

escolha de biomassa adequada, pré-tratamento eficaz, produção de enzimas como celulases e 

hemicelulases, hidrólise, fermentação de hexoses e pentoses (Menon & Rao, 2012). Vários 

métodos de pré-tratamento têm sido explorados para aumentar a acessibilidade de substratos 

lignocelulósicos, sendo a etapa de pré-tratamento fundamental para a se obter uma redução 

nos custos de produção de bioetanol (Kuhad et al., 2011).  

 

3.2  Biomassa lignocelulósica 

 

Os materiais lignocelulósicos são os recursos renováveis mais abundantes na 

superfície da Terra, o que os tornam matérias-primas atrativas para a produção de etanol e 

outros combustíveis alternativos (Kansonh et al., 1999; Szengyel, 2000; Kalogeris et al., 

2003; Adsul et al., 2004). O uso de resíduos agrícolas de fonte lignocelulósica, apresenta o 

benefício de evitar o acúmulo desses resíduos, além de não contribuir para a redução na oferta 

de alimentos e o consequente aumento de preços, como ocorre com etanol de primeira 

geração produzido principalmente com milho (Gonzalez et al., 2012; Mood et al., 2013). 

Biomassa açucarada 
(cana, beterraba) 

Biomassa amilácea 
(milho, trigo, mandioca) 

Biomassa celulósica 
(em desenvolvimento) 

Extração por 
pressão ou difusão 

Trituração  Trituração  

Hidrólise 
enzimática 

Hidrólise ácida ou 
enzimática 

Solução açucarada fermentável 

Fermentação 

Destilação 

Etanol 

Figura 1. Rotas tecnológicas para a produção de etanol. 

Fonte: BNDES, CGEE, FAO e CEPAL (2008). 
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A composição dos materiais lignocelulósicos é bastante variável (Saha, 2003).  

Celulose, hemicelulose e lignina são os três maiores constituintes das paredes celulares dos 

vegetais; no entanto, outros compostos poliméricos, como amido, pectina e extratos estão 

presentes em menores quantidades (Martín et al., 2007).  

Uma grande variedade de recursos de biomassa vegetal está disponível no planeta e 

apresentam potencial ou já são utilizados para conversão em bioprodutos (Howard et al., 

2004), conforme o Quadro 1. 

 

Biomassa 

vegetal 

Resíduos Utilização atual Referências 

Trigo, arroz, 

milho, soja, 

cevada e 

aveia 

Palha, espigas de 

milho, talos, 

cascas, águas 

residuais e farelo 

Alimentação animal, 

queimado como 

combustível, composto 

condicionador do solo 

Talebnia et al., 2010; Xu et al., 2011; 

Weerachanchai et al., 2013; Fan et al., 

2013; Haykir & Bakir, 2013; 

Poornejad et al., 2013; Sun et al., 2013 

Cana-de-açúcar Bagaço e palha Produção de 

combustível 

Alves et al., 2010; Silva et al., 2011: 

Moraes et al., 2011; Uju, et al., 2012; 

Andrade & Colodette, 2014; Bizzo et 

al., 2014; Moreira et al., 2014. 

Eucalyptus sp. 

(Resíduos de 

fábricas de 

celulose e papel) 

Resíduos de 

fibra, licor de 

sulfito, jornais 

velhos, papel, 

papelão 

Reutilizado na indústria 

de celulose, painéis, e 

com potencial para 

combustíveis 

Alves et al., 2010; Cheng et al., 2011; 

McIntosh et al., 2012; Uju, et al., 

2012; Romaní et al., 2013 

Madeiras de 

diferentes 

espécies  

Placas antigas, 

móveis em 

desuso, serragens 

Pequeno percentual 

reciclado, 

outros queimados 

Brandt et.al., 2010; Yamashita et al., 

2010; Cheng et al., 2011; Gonzalez et 

al., 2012. 

Gramíneas Caule, folhas Fonte de energia através 

da queimada 

Digman et al., 2010; Xu et al., 2011; 

Cardona et al., 2014; Fontoura et al., 

2014 

Quadro 1. Materiais lignocelulósicos e seus suas aplicações 

 

 

  Na Figura 2, é apresentado um diagrama representativo da biomassa lignocelulósica, 

através da organização da parede celular e da distribuição dos seus principais constituintes, a 

celulose, hemicelulose e lignina. 
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Figura 2. Organização da parede celular e distribuição da celulose, hemicelulose e lignina, adaptado de Menon & Rao (2012). 

Celulose 

Celulose sintase 

Lignina 

Celulose  

Hemicelulose 

Proteína 

Lamela média 

Parede secundária 

Parede secundária 

Hemicelulose 

Lignina 

Membrana             
plasmática 

Parede 
secundária 

Parede 
secundária 

Parede 
secundária 

Parede 
primária 

Lamela 
média 

Organização da Parede Celular Distribuição da Celulose, Hemicelulose e Lignina na Parede Celular 

BIOMASSA 

LIGNOCELULÓSICA 

Acetato 

Álcool 
p-cumarílico 

Álcool 
coniferílico 

Álcool 
sinapílico 

Acetato 

Ácido ferúlico 

     -D-Xilopiranose 

     Unidades de celobiose 
Ácido metil glicorônico 

α-L-arabinofuranose 
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3.3 Composição da biomassa lignocelulósica 

 

Os materiais lignocelulósicos são compostos de polímeros de carboidratos (celulose e 

hemicelulose), lignina e, em menor quantidade, extrativos e minerais em uma estrutura 

intrínseca, que é recalcitrante à desconstrução. A celulose e a hemicelulose normalmente 

compreendem até dois terços dos lignocelulósicos e são os substratos que potencialmente 

serão utilizados para a produção de etanol de segunda geração (Gírio, 2010). 

Os três maiores componentes poliméricos (celulose, hemicelulose e lignina) 

constituem 97-99% da massa seca dos lignocelulósicos (Mosier et al., 2005). Entretanto, as 

proporções podem ser distintas em diferentes materiais lignocelulósicos.  

 

3.3.1 Celulose 

 

A celulose é um homopolissacarídeo linear formado de resíduos de glicose unidos por 

ligações do tipo β (1-4) (Galdeano, 2001). Duas unidades adjacentes formam uma ligação 

glicosídica através da eliminação de uma molécula de água, que envolve os grupos 

hidroxílicos dos carbonos 1 e 4. Essa estrutura dissacarídica chama-se celobiose (Fengel & 

Wegener, 1989).  

De acordo com Zheng et al. (2009), a celulose é geralmente organizada em 

microfibrilas, cada uma medindo cerca de 3-6 nm de diâmetro e contendo até 36 cadeias de 

glicano, com milhares de resíduos de glicose. 

Segundo Medve (1997), a celulose é o composto orgânico mais abundante da Terra e a 

maior parte da celulose utilizada na indústria provém da madeira - 40% a 50% de celulose - e 

das fibras do algodão - 98% de celulose.  

 As cadeias de celulose agregam-se formando fibrilas e apresentam ligações de 

hidrogênio entre os grupamentos hidroxila intra e intercadeias, o que resulta na cristalinidade 

da celulose. Essas regiões cristalinas, nas quais as cadeias estão ordenadas paralelamente, são 

separadas por regiões menos ordenadas, conhecidas como amorfas (Galdeano, 2001). As 

regiões de celulose amorfa exibem baixa resistência, constituindo-se em pontos para ataques 

químicos e biológicos (Fan et al., 1980) (Figura 3).  
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3.3.2 Hemicelulose 

 

Saha (2003) define a hemicelulose como um heteropolímero de pentoses (xilose, 

arabinose), hexoses (manose, glicose, galactose) e ácidos (Figura 4 e 5). As xilanas são as 

hemiceluloses mais abundantes e se constituem em heteropolissacarídeos formados por 

unidades de ß-D-xilopiranose unidas por ligações do tipo ß-1,4 e, ocasionalmente, por 

ligações do tipo ß-1,3. Além de xilose, a xilana pode conter arabinose, ácido glicurônico e seu 

4-σ-metil-éter e grupo acetil. Todos os monômeros da hemicelulose são unidos por ligações 

facilmente hidrolisáveis, diferentemente da celulose (Pérez et al., 2002). 

 

Figura 4. Moléculas que fazem parte da estrutura da hemicelulose, adaptada de Morais et al., 2005 e 

Ferreira et al., 2009. 

 

Figura 3. Estrutura da celulose com representação das regiões cristalinas e amorfas. 

Reproduzida de Dillon (2004). 
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Figura 5. Representação esquemática das estruturas das três maiores hemiceluloses. A. Xilana. B. 

Xiloglicana. C. Galactomanana. Adaptado de Souza (2013). 

xilose 

arabinose 

ác. glicurônico  

galactose 

ác. felúrico 

grupo acetil 

glicose 

xilose 

galactose 

frutose 

manose 

galactose 

glicose 
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As hemiceluloses são estruturalmente mais parecidas com a celulose do que com a 

lignina e são depositadas na parede celular em um estágio anterior à lignificação. Sua 

estrutura apresenta ramificações e cadeias laterais que interagem facilmente com a celulose, 

dando estabilidade e flexibilidade ao agregado (Ramos, 2003). 

 

3.3.3 Lignina 

 

É uma macromolécula tridimensional amorfa encontrada na parede celular vegetal. A 

lignina é formada pela polimerização dos álcoois cumarílico, coniferílico e sinapílico (Figura 

2). Devido à sua composição química, a lignina é hidrofóbica e extremamente resistente à 

decomposição. Constitui-se em uma estrutura de suporte, impermeável e resistente ao ataque 

microbiano, sendo a segunda macromolécula mais abundante na Terra e apresenta uma 

estrutura molecular bastante complexa (Pérez et al., 2002), conforme a ilustrado na Figura 6.  

 

 

Figura 6. Estrutura da lignina, adaptada de Ferreira et al., 2009. 

 

Conforme Eggert et al. (1996), a lignina associa-se covalentemente com a 

hemicelulose, prevenindo, assim, o acesso de agentes hidrolíticos à celulose. Dessa forma, 

estudos da biodegradação da lignina são de grande importância para possibilitar aplicações 

biotecnológicas, visto que estas macromoléculas constituem o maior obstáculo para a 
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eficiente utilização de materiais lignocelulósicos em uma ampla faixa de processos 

industriais.  

Além de lignina, celulose e hemicelulose, outros compostos minoritários estão 

presentes nos materiais lignocelulósicos. Estes representados por resinas, ácidos graxos, ceras, 

terpenos e compostos fenólicos (Fengel & Wegener, 1989). 

 

3.4 Fontes de biomassa lignocelulósica 

 

A biomassa lignocelulósica vem sendo amplamente estudada como matéria-prima para 

a obtenção de etanol de segunda geração, além de possuir uma grande variedade de fontes 

lignocelulósicas que podem ser utilizadas, como por exemplo: pedaços de madeira (Shafiei et. 

al., 2013), sabugo de milho (Sun et al., 2013), haste de algodão (Haykir et al., 2013), palha de 

arroz (Poornejad et al., 2013), bagaço de cana-de-açúcar (Silva et al., 2011 e Uju et al., 2012), 

folhas de palmeira de óleo (Tan & Lee, 2012), Eucalyptus sp. (Uju et al., 2012), palha de 

milho (Ouellet et al., 2011), choupo e gramíneas (Barr et al., 2012) e Pinus sp. (Brandt et al., 

2010), entre outras espécies. 

A seguir são relatadas as principais características de quatro biomassas – Pinus sp., 

Eucalyptus sp., bagaço de cana-de-açúcar e capim-elefante – que apresentam potencial para a 

obtenção de açúcares fermentáveis. 

 

3.4.1 Pinus sp. 

 

O gênero Pinus, apresenta várias espécies, tais como, Pinus caribaea var. 

caribaea, Pinus caribaea var. hondurensis, Pinus caribaea var. bahamensis, Pinus 

kesiya, Pinus 12átula, Pinus oocarpa, Pinus tecunumanii, Pinus strobus e Pinus maximinoi, 

Pinus taeda, e o Pinus elliotti, no qual apresenta maior destaque devido a facilidade nos tratos 

culturais, rápido crescimento e reprodução intensa no Sul e Sudeste do Brasil, sendo uma 

espécie de pinheiro, originário da Oceania.  

A madeira de Pinus sp. apresenta em sua composição 25 a 30% de lignina, 68% de 

holocelulose e 55,5% de celulose (Balloni, 2009), sendo tolerante a baixas temperaturas e ao 

plantio em solos rasos e pouco produtivos para agricultura. Dele se origina a celulose de fibra 

longa, muito resistente e ideal para a fabricação de papéis para embalagens e papéis de 

imprensa, além da produção de madeira para chapas e MDF, para serrarias, resinas e resíduos 
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que vem sendo utilizados como biomassa ou substrato orgânico (Bracelpa, 2012). Atualmente 

a cerca de 2 milhões de hectares de Pinus plantados no Brasil, sendo sua produtividade anual 

de 35 m
3
 de madeira por hectare (Bracelpa, 2010). 

No entanto, a serragem, originada da operação das serras, pode chegar a 12% do 

volume total de matéria-prima (Cassilha et al., 2003), sendo geradas anualmente, no Brasil, 

620 mil toneladas de serragem que em sua imensa maioria são queimados a céu aberto, 

descartados no ambiente ou removidas para aterros inadequados, provocando danos ao meio 

ambiente, principalmente em córregos, rios e mananciais (Silva, 2004).  

 

3.4.2 Eucalyptus sp. 

 

O Eucalyptus sp. é, atualmente, uma das principais fontes de matéria-prima para 

produção de papel. Pertence ao gênero Eucalyptus, que reúne mais de 600 diferentes espécies. 

Em território brasileiro, o Eucalyptus sp. encontrou ótimas condições de clima e solo para se 

desenvolver, com crescimento mais rápido que nos demais países e alto índice de 

produtividade, cerca de 41 m
3
 de madeira/hectare/ano (Bracelpa 2010), além de ser utilizado 

na produção de celulose, também é empregado como fonte de carvão vegetal para gerar 

energia, como madeira sólida usada em móveis, pisos, revestimentos e outras aplicações na 

construção civil (Bracelpa, 2012).   

Eucalyptus globulus apresenta um maior percentual de celulose (46,3%) e de 

hemicelulose (17,1%) quando comparado a Eucalyptus grandis, que apresenta 40,2 % de 

celulose e 15,7% de hemicelulose. Além disso, o E. globulus apresenta 22,9% de lignina, 

enquanto que  E. grandis apresenta 26,9% (Pereira Jr. et al., 2008). 

De acordo com Couto (2009), estima-se que uma serraria de porte médio destinada a 

produzir cerca de 2.000 m
3
 de madeira serrada de Eucalyptus por mês, gera, 

aproximadamente, 78 toneladas de serragem e 132 toneladas de casca. 

 

3.4.3 Bagaço de cana-de-açúcar  

 

O bagaço de cana-de-açúcar é o resíduo obtido pela moagem da cana de açúcar 

utilizada na fabricação do açúcar e etanol de primeira geração. Este bagaço é constituído por 

celulose (40,2%), hemicelulose (26,4%) e lignina (25,2%) (Pereira Jr. et al., 2008). 

Devido à presença de celulose e de hemicelulose, tem potencial para ser utilizado na 

produção de etanol de segunda geração (Camassola & Dillon, 2010).  
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O bagaço de cana-de-açúcar contém aproximadamente um terço de energia da cana-

de-açúcar. Os outros dois terços estão na sacarose e no topo e folha da planta (Goldemberg, 

2008). 

A produção de etanol no Brasil é realizada somente com a sacarose, mas se o bagaço 

resultante do processo fosse aproveitado, seria possível gerar um adicional de 3.700 a 4.000 

L/ha de etanol, reduzindo o uso da terra em 33 a 38% (Souza et al., 2011). 

Atualmente mais de 400 usinas estão em operação no Brasil. Estas moem cerca de 

660 milhões de toneladas de cana-de-açúcar por ano (CONAB, 2013). Conhecendo-se que 

para cada tonelada de cana moída há produção de cerca de 260 kg de bagaço com 50% de 

umidade, são gerados anualmente cerca de 170 milhões de toneladas de bagaço de cana-de-

açúcar somente no Brasil (Camassola, 2007). 

Existe na literatura uma vasta quantidade de trabalhos que empregam bagaço de 

cana-de-açúcar para a obtenção de açúcares fermentáveis (Gámez et al., 2006; Silva et al., 

2011; Macrelli et al., 2012; Qiu & Aita, 2013), mas todos estes trabalhos indicam a 

necessidade de pré-tratamentos para a realização de hidrólise desta biomassa lignocelulósica. 

 

3.4.4 Capim-elefante  

 

O capim-elefante (Pennisetum purpureum) é uma biomassa vegetal que apresenta 

aproximadamente 42% de carbono, base de matéria seca, como também um rápido 

crescimento e alta produção de biomassa vegetal, com um alto potencial para uso como fonte 

alternativa de energia. Apresenta em sua composição cerca de 20% de lignina, 36% de 

celulose e 22% de hemicelulose (Menegol et al., 2014). 

A produção pode variar de 45 a 60 t/ha/ano, o que é muito maior do que a 

produtividade obtida pelas florestas de Eucalyptus sp. (Boddey & Urquiaga et al., 2006). 

Segundo Fontoura  et al. (2014), o capim-elefante é uma gramínea perene, que não 

necessita de replantio após cada colheita e atinge 9-16 metros de altura com 2 cm de diâmetro 

dentro de 180 dias. Seu uso está associado com a pastagem, especialmente na alimentação de 

gado leiteiro, além disso, o Brasil apresenta cerca de 30 milhões de hectares com pastagens 

degradadas e com baixa produtividade para a alimentação animal que poderiam ser utilizados 

na produção de capim-elefante para a obtenção de biocombustíveis. 

O capim-elefante contribui para o aumento do conteúdo de matéria orgânica e para o 

sequestro de carbono no solo, devido ao seu sistema radicular bem desenvolvido. Outras 

vantagens dessa biomassa em comparação com as demais é a grande produtividade, em menor 
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extensão de área para produção, menor ciclo produtivo, melhor fluxo de caixa, possibilidade 

de mecanização total, energia renovável e maior assimilação de carbono (Menegol, 2012). 

 

3.5 Pré-tratamento da biomassa lignocelulósica 

 

O pré-tratamento é uma etapa realizada antes da hidrólise enzimática, tendo como 

funções melhorar a acessibilidade da enzima e reduzir a recalcitrância da lignocelulose 

(Figura 7). A recalcitrância cria uma barreira à conversão de polissacarídeos em açúcares 

monoméricos devido, em grande parte, à inacessibilidade de celulose.  

 

Figura 7. Alterações estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina determinadas pelo pré-

tratamento, adaptado de Mosier et al., 2004. 

 

Um pré-tratamento para ser efieciente deve apresentar as seguintes características: 

ressultar em uma elevada recuperação de todos carboidratos; elevar a digestibilidade da 

celulose na hidrólise enzimática; aumentar a concentração de sólidos, bem como a 

concentração de açúcares livres na fração líquida; requerer baixa demanda de energia; evitar 

subprodutos; e requerer baixo investimento e custo operacional (Santos et al., 2012). 

 Para isso, existem diversos tipos de pré-tratamentos definidos na literatura, podendo 

os métodos serem biológicos, físicos, químicos e físico-químicos (Qiu et al., 2012), 

proporcionando, diferentes rendimentos e efeitos sobre a biomassa (Brandt et al., 2011). O 

Quadro 2 apresenta as técnicas de pré-tratamento disponíveis para biomassas lignocelulósicas 

com ênfase na produção de etanol. 
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Pré-tratamento Vantagens Desvantagens Referências 

Trituração 

mecânica  

- reduz a cristalinidade da celulose 

- não forma inibidores 

- consumo de energia geralmente maior do que a energia de 

biomassa inerente 

Alvira et al., 2010; Balat, 2011; Menon 

& Rao, 2012; Mood et al., 2013; 

Explosão a 

vapor 

- provoca a degradação da hemicelulose e 

transformação da lignina 

- possui baixo custo 

- provoca a destruição de uma parte da fração de xilano 

- ruptura incompleta da matriz lignina-carboidrato 

- geração de compostos inibidores para microrganismos 

Alvira et al., 2010; Balat, 2011; Menon 

& Rao, 2012; Mood et al., 2013; 

AFEX - aumenta a área de superfície acessível 

- remove a lignina e a hemicelulose 

- não produz inibidores para os processos 

- não é eficiente para a biomassa com alto teor de lignina 

- alto custo devido a grande quantidade de amônia necessária 

Alvira et al., 2010; Balat, 2011; Menon 

& Rao, 2012; Mood et al., 2013 

Explosão com 

CO2 

- aumenta a área de superfície acessível 

- possui baixo custo 

- não provoca formação de compostos inibitórios 

- não modifica a lignina e a hemicelulose 

 - requer elevada pressão 

Alvira et al., 2010; Balat, 2011; Menon 

& Rao, 2012; Mood et al., 2013 

Ozonólise - reduz o teor de lignina e hemicelulose 

- provoca a descristalização da celulose 

- não produz resíduos tóxicos  

- é necessária grande quantidade de ozônio 

- possui alto custo 

Alvira et al., 2010; Balat, 2011; Menon 

& Rao, 2012; Mood et al., 2013 

Ácido 

concentrado  

- hidrolisa hemicelulose a xilose e outros 

açúcares 

- altera a estrutura da lignina 

- alto custo 

- equipamentos com corrosão 

- formação de substâncias tóxicas 

Alvira et al., 2010; Balat, 2011; Mood 

et al., 2013 

Ácido diluído - menos problemas de corrosão do que com o 

ácido concentrado 

- menos formação de inibidores 

- geração de produtos de degradação 

- baixa concentração de açúcares na corrente de saída 

 

Alvira et al., 2010 

Alcalino - remoção da lignina e hemicelulose 

- aumenta a área de superfície acessível 

 - longo tempo de residência 

 - são formados sais incorporados à biomassa irrecuperáveis 

Balat, 2011; Menon & Rao, 2012; 

Mood et al., 2013 

Solventes 

orgânicos  

- hidrolisa a lignina e a hemicelulose - os solventes devem ser drenados a partir do reator 

evaporados, condensados e reciclados 

- alto custo 

Alvira et al., 2010; Balat, 2011; Menon 

& Rao, 2012; Mood et al., 2013 

Pirólise - produz produtos líquidos e gasosos - alta temperatura 

- produção de cinzas 

Balat, 2011; Mood et al., 2013 

Campo elétrico 

pulsado 

- condições ambientais 

- rompe as células de plantas 

- processo precisa de mais investigação Balat, 2011; Mood et al., 2013 

Biológico - equipamentos simples 

- degrada a lignina e a hemicelulose 

- requer baixa energia 

- taxa de hidrólise é muito baixa Balat, 2011; Mood et al., 2013 

Líquidos iônicos - dissolução da celulose 

- aumento da receptividade a celulase 

- ainda em estágios iniciais 

- alto custo do líquido iônico 

Menon & Rao, 2012; Mood et al., 2013 

Quadro 2. Sumário das vantagens e desvantagens de diferentes métodos de pré-tratamento da biomassa lignocelulósica. Adaptado de Odega & Petri (2011).



17 
 

3.5.1 Pré-tratamento com Líquidos Iônicos 

 

Os líquidos iônicos (LIs) são sais, compostos de grandes cátions orgânicos e pequenos 

ânions inorgânicos, que geralmente se encontram no estado líquido à temperatura 

ambiente. As suas propriedades de solventes podem ser variadas, ajustando-se o ânion e os 

constituintes do cátion alquila. Dentre estas propriedades, pode-se citar: baixas pressões de 

vapor, estabilidade química e térmica, não inflamável e tendência a manter-se líquido em uma 

ampla faixa de temperatura (Hayes, 2009), podendo também serem reutilizados com elevados 

rendimentos por evaporação rápida (Silva  et al., 2011). 

A utilização de líquidos iônicos é bastante eficaz na remoção parcial da lignina e da 

hemicelulose e também na redução da cristalinidade da celulose (Dadi et al., 2007; Lee et al., 

2009). Além disso, podem ser aplicados para dissolver uma grande variedade de biomassas 

lignocelulósicas, tais como, como folhas de palmeira de óleo (Tan & Lee, 2012), bagaço-de-

cana, Eucalyptus (Uju, et al., 2012), palha de milho (Ouellet, et al., 2011), choupo e 

gramíneas (Barr, et al., 2012) e Pinus (Brandt, et al., 2010). 

Os líquidos iônicos 1-butil-3-metilimidazólio acetato e 1-etil-3-metilimidazólio 

acetato (Quadro 3) apresentaram resultados promissores na dissolução da biomassa em 

temperaturas acima de 100ºC (Brandt et al., 2010; Shafiei et al., 2013), além de diminuir o 

tempo necessário para a hidrólise enzimática e aumentar o seu rendimento (Silva et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4  

Quadro 3.  Estrutura molecular e propriedades físicas dos solventes de celulose, 1-butil-3-

metilimidazólio acetato e 1-etil-3-metilimidazólio acetato, que foram utilizados no pré-tratamento 

(Shafiei et al., 2013). 

 

Líquido iônico 1-etil-3-metilimidazólio acetato 1-butil-3-metilimidazólio acetato 

Estrutura 

molecular 

  

P
ro

p
ri

ed
a
d

es
 f

ís
ic

a
s Pureza 90% 95% 

Densidade 

(g/cm
3
 a 25 

ºC) 

1,027 1,055 

Ponto de 

ebulição 

(ºC) 

164 153 

Ponto de 

fusão (ºC) 

- 20 - 20 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852409015983#bib20
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Nos líquidos iônicos, estão presentes não somente interações, mas também interações 

do tipo - e ligações de hidrogênio (Anderson et al., 2002; Weingartner, 2008). Portanto, os 

líquidos iônicos podem competir com os componentes de lignocelulose para ligações de 

hidrogênio, desestruturando assim a sua rede tridimensional (Moulthrop et al., 2005). Isto é 

atribuído a ânions, especialmente a ânions cloreto (Swatloski et al., 2002; Liu et al., 2005; 

Remsing et al., 2006; Dadi et al., 2007; Kilpelainen et al., 2007). Entretanto é proposto que 

cátions também interajam com a celulose, especialmente com os átomos de oxigênio de 

hidroxilas (Zhang et al., 2005; Dadi et al., 2006a, Dadi et al., 2007b).  

De acordo com o dados obtidos por Zavrel et al. (2009) o líquido iônico cloreto de 1-

alil-3-metilimidazólio, capaz de dissolver diversos tipos de madeiras, especialmente madeiras 

com elevadas concentrações de lignina, apresenta π-elétrons, não só no seu anel de 

imidazólio, mas também na sua cadeia lateral. 

Adicionalmente os líquidos iônicos reduzem a cristalinidade e o conteúdo de lignina, 

aumentando a área de superfície e, por conseguinte, de superfície para hidrólise enzimática 

(Chandra et al., 2007). 

 

3.5 Hidrólise enzimática 

Após a realização de pré-tratamentos, a etapa seguinte consiste na hidrólise dos 

polissacarídeos da biomassa, gerando açúcares fermentáveis. O processo de hidrólise da 

celulose gera glicose, que pode ser convertida em inúmeras substâncias químicas e 

bioquímicas, tal como o etanol; já o produto de hidrólise da hemicelulose é uma mistura de 

açúcares com predominância, na maioria dos casos, de xilose (Pereira Jr. et al., 2008). 

Para a hidrólise de polissacarídeos, como a celulose, são empregadas enzimas 

produzidas por microrganismos celulotíticos. As enzimas celulolíticas incluem endoglicanases 

individuais, atuantes sobre as regiões amorfas de celulose e em pontos aleatórios ao longo da 

cadeia de glicano, produzindo glicano-oligômeros; exoglicanases, que hidrolisam a celulose 

cristalina em cadeias de celobiose a partir da redução ou não redução das extremidades, 

produzindo um dímero de glicose (celobiose) e alguns trímeros de glicose; e β-glicosidades, 

que atuam sobre oligômeros de glicanos solúveis e na celobiose, para produzir monômeros de 

glicose (Samayam & Schall et al., 2010). 

Entre outros microrganismos, as celulases são produzidas por diferentes fungos 

filamentosos, sendo os maiores produtores os pertencentes às espécies Trichoderma, 

Penicillium e Aspergillus (Pereira Jr. et al., 2008). 
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A hidrólise enzimática ocorre em três etapas: primeiramente, as enzimas adsorvem 

sobre a superfície da celulose, depois promovem a hidrólise da ligação glicosídica e, por fim, 

dessorvem da superfície retornando à solução (Odega, 2011). A capacidade das celulases de 

adsorver na superfície da celulose é uma importante característica, pois, para que ocorra a 

hidrólise da celulose, é necessária a interação efetiva entre o substrato insolúvel e a enzima 

solúvel. A adsorção ocorre nas regiões NH2 e COOH terminal da enzima, estando separado do 

domínio catalítico por segmentos ricos em prolina, treonina e serina (Linder & Teerei, 1997; 

Wilson, 2011). A remoção do módulo de ligação ao carboidrato (CBM) reduz sua eficiência 

hidrolítica sobre a celulose cristalina, mas não afeta a sua atividade sobe a celulose amorfa 

(Gray et al., 2006).  

Estudos vêm sendo realizados na busca de preparações enzimáticas capazes de 

hidrolisar a celulose de maneira cada vez mais efetiva, seja pela combinação de enzimas para 

a obtenção de complexos celulásicos mais eficientes ou pelo melhoramento destes complexos 

por métodos de engenharia genética (Kadam et al., 2004; Imai et al., 2004; Jørgensen et al., 

2005; Camassola & Dillon 2010). 

Vários fatores podem influenciar a hidrólise enzimática de materiais lignocelulósicos e 

estes podem ser associados à característica do substrato e ao comportamento das enzimas 

durante a sacarificação. Dentre os fatores relacionados ao substrato, vale citar alterações em 

sua porosidade e área superficial durante a hidrólise (Sun et al., 2009), o acúmulo de lignina 

no meio reacional (para substratos ricos em lignina) (Pan et al., 2004) e mudanças no grau de 

polimerização e na cristalinidade da celulose (Martín et al., 2007). Já os fatores associados às 

enzimas correspondem à inibição retroativa devida ao acúmulo dos produtos de hidrólise 

(glucose e celobiose) no meio reacional (Kadam et al., 2004; Cantarella et al., 2004), à 

desnaturação térmica das enzimas em reações usualmente muito longas e o efeito da agitação 

mecânica (cisalhamento) sobre a atividade enzimática (Laureano-Perez et al., 2005) e à 

adsorção irreversível das enzimas sobre a lignina e/ou complexos lignina-carboidrato (Lu et 

al., 2002; Palonen et al., 2004).  

As enzimas podem se ligar à superfície dos substratos por interações específicas ou 

não-específicas. Estas interações não são covalentes e ocorrem por ligações de hidrogênio, 

por atração eletrostática ou por interação hidrofóbica (Palonen, 1995). Por outro lado, a 

hidrofilicidade da superfície tem um efeito considerável sobre o mecanismo e a taxa de 

adsorção: geralmente, quanto mais hidrofóbica for a superfície, maior será o grau de adsorção. 

No entanto, a presença destes grupos hidrofóbicos pode intensificar interações não-específicas 

com a lignina, diminuindo a disponibilidade destas para a sacarificação da celulose ou 
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eventualmente ocasionando a sua inativação (Palonen et al., 2004). Ainda, existem problemas 

adicionais a este processo, como o custo e a geração de passivos ambientes, principalmente 

pelo consumo de água e produção de efluentes que necessitam de tratamento. A 

deslignificação também pode ser realizada utilizando enzimas como lignina peroxidases, 

manganês peroxidases e lacases, que podem ser encontradas em fungos (Rodrigues et al., 

2008; Schilling et al., 2009). A principal desvantagem da deslignificação biológica é o tempo 

necessário para que ocorra a total remoção da lignina (10-14 dias) (Chandra et al., 2007). 

 

 3.6 Fermentação  

A fermentação é um processo de obtenção de energia utilizado por algumas bactérias e 

outros organismos. Ele ocorre com a quebra da glicose (ou outros substratos como o amido) 

em piruvato, que depois é transformado em algum outro produto, como o álcool etílico e 

lactato, definindo fermentação alcoólica e láctica (a fermentação também pode ser butírica, 

oxálica, acética). Este tipo de obtenção de energia não necessita do oxigênio como aceptor 

final de elétrons. Por isso, ocorre em anaerobiose. Porém, ele é dezoito vezes menos eficiente 

em termos de energia, gerando apenas dois ATPs por molécula de glicose (Lehninger et al, 

2000).  

A fermentação alcoólica inicia-se com a glicólise, também conhecida como via de 

Embden-Meyerhof-Parnas, seguido pela conversão de piruvato em etanol. Um dos três 

destinos do piruvato produzido na glicólise depende do tipo de microrganismo e das rotas 

metabólicas. No caso da levedura, o piruvato é convertido em etanol e gás carbônico em um 

processo de dois passos. Na primeira reação, o piruvato sofre a descarboxilação em uma 

reação irreversível catalisada pela enzima piruvato descarboxilase. Na segunda reação, devido 

a ação da enzima álcool desidrogenase, o acetaldeído é reduzido a etanol, na presença do 

NADH. O NADH é um transportador de elétrons hidrossolúveis que se associam 

reversivelmente com as desidrogenases. Portanto, a levedura transforma glucose em etanol e 

gás carbônico, e não em lactato (Lehninger et al, 2000).  

Fermentação alcoólica é um processo anaeróbico catalisado por enzimas. Este 

processo é realizado principalmente por leveduras, em nível citoplasmático, com o objetivo de 

produzir energia, a qual será empregada na realização de suas atividades fisiológicas, e ainda 

para seu crescimento e reprodução, sendo, o etanol, tão somente, um subproduto desse 

processo (Lima et al, 2001). Essas enzimas sofrem ações de diversos fatores (nutrientes, 

minerais, vitaminas, inibidores, substâncias do próprio metabolismo, pH, temperatura e 
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outros), alguns que estimulam e outros que reprimem a ação enzimática, afetando o 

desempenho do processo fermentativo conduzido pelas leveduras (Lehninger et al, 2000). 

Na Figura 8 pode-se observar as reações que ocorrem no processo fermentativo, e as enzimas 

responsáveis por cada uma delas. 

 

 

Figura 8. Sequência das reações enzimáticas na fermentação alcoólica de carboidratos endógenos 

(glicogênio e trealose) e exógenos (sacarose e maltose), conduzida por Saccharomyces cerevisiae. 

Fonte: Lima et al., 2001. 

 

O processo de fermentação alcóolica é a via mais importante de obtenção de etanol, 

tanto para a produção de etanol de primeira geração, a partir de cana-de-açúcar, quanto de 
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segunda geração, a partir de biomassas de composição lignocelulósica (Pereira Jr. et al., 

2008). 

O microrganismo mais empregado na fermentação alcoólica é a levedura S. 

cerevisiae, devido à sua capacidade de assimilar facilmente a glicose da biomassa 

lignocelulósica (Cunha-Pereira et al., 2011). Este microrganismo converte facilmente a 

glicose em etanol e gás carbônico (CO2) e apresenta alta tolerância ao etanol em comparação 

com outras leveduras (Santos et al., 2010). Entretanto, S. cerevisiae é incapaz de assimilar ou 

de fermentar pentoses como a xilose, o principal constituinte da fração hemicelulósica da 

biomassa. 

Diversos fatores podem afetar o rendimento em etanol durante a fermentação, tais 

como a temperatura, a concentração de nutrientes, a presença de inibidores e o tipo de 

microrganismo fermentador. Para as leveduras, a concentração do inóculo, a espécie e sua 

linhagem afetam diretamente o desempenho do processo fermentativo, sendo que o emprego 

de maiores concentrações de inóculo permite a realização de fermentações mais rápidas, com 

maior produtividade em etanol e menor contaminação por bactérias (Lima et al., 2001). 

A utilização de S. cerevisiae para a produção de etanol celulósico sofre a 

interferência de inibidores que muitas vezes são formados durante o processo de pré-

tratamento (Sánchez & Cardona, 2008). Geralmente, esses inibidores são compostos 

hidrossolúveis de baixa massa molar, como o ácido acético (vindo da desacetilação das 

hemiceluloses), produtos de desidratação de açúcares (furfural e hidroximetilfurfural) e 

produtos de degradação da lignina (compostos fenólicos), sendo que a concentração desses 

compostos varia com as condições de pré-tratamento e com o tipo de matéria-prima 

empregada. 

Muitos trabalhos relatam que a formação de furfural e hidroximetilfurfural por 

desidratação das pentoses e hexoses, durante o processo de pré-tratamento, inibe a ação dos 

microrganismos fermentativos, principalmente em processos que utilizam ácido mineral 

diluído (Liu et al., 2004). Estes inibidores danificam as paredes e membranas celulares, 

inibem o crescimento celular, reduzem atividades enzimáticas, causam danos ao DNA, inibem 

a síntese de proteínas e RNA e, por conseguinte, reduzem a produção de etanol (Van Maris et 

al., 2006; Liu et al., 2009). Para tornar viável a produção de etanol celulósico, estudos têm 

sido orientados à identificação de linhagens que sejam resistentes a inibidores gerados durante 

o pré-tratamento. 

Na literatura há pouca informação sobre os processos de fermentação de açúcares 

obtidos por meio de hidrólise enzimática de biomassa pré-tratada com líquidos iônicos para a 
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obtenção de etanol. Ouellet et al. (2011) mostraram que tanto o crescimento como a produção 

de etanol por S. cerevisiae é fortemente influenciada pela presença de resíduos do 

[C2mim][OAc] na biomassa recuperada após o pré-tratamento. 
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4  METODOLOGIA  

 

4.1 Microrganismos  

 

Para a fermentação dos açúcares liberados na hidrólise enzimática foram utilizadas as 

leveduras S. cerevisiae, S. pombe Y-698 e a bactéria termófila G. thermoglucosidasius B-

14521. 

A levedura S. cerevisiae foi isolada de produto comercial (Fleischmann
®

). S. pombe 

Y-698 e a bactéria G. thermoglucosidasius B-14521 foram gentilmente cedidas pelo 

Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. 

 

4.2 Enzimas 

 

Para a realização da hidrólise enzimática foram utilizadas enzimas - celulases e 

xilanases – produzidas em cultivo em estado sólido, empregando a linhagem S1M29 de P. 

echinulatum. Esta linhagem foi obtida a partir da linhagem 9A02S1 (microrganismo 

depositado no Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen - DSM 18942), 

após várias etapas de mutagênese, caracterizando-se por ser um mutante parcialmente 

desreprimido à glicose (Dillon et al., 2011). As enzimas liofilizadas foram gentilmente 

cedidas pela Dra. Rosilei Claudete Fontana para a realização das hidrólises enzimáticas. 

 

4.3 Substratos lignocelulósicos 

 

Utilizaram-se como substratos os seguintes materiais lignocelulósicos:  

- bagaço de cana de açúcar: obtido no município de Marau, localizado na região Norte do Rio 

Grande do Sul (RS), região de clima subtropical úmido. Este resíduo é resultante do 

processamento convencional de moagem por rolos da cana-de-açúcar, para extração do caldo 

de cana-de-açúcar, com granulometria de aproximadamente 3 mm. A cana-de-açúcar pertence 

à espécie Saccharum officinarum foi cultivada no período de maio de 2011 a março de 2012, 

sem tratamento especial do solo e colheita realizada manualmente. 

- capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumach): coletado na cidade de Nova 

Petrópolis/RS em fevereiro de 2011. Foi desidratado em túnel de desidratação a 80 °C e após, 

triturado em moedor forrageiro a fragmento em torno de 1 cm. 
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 - serragens de Eucalyptus sp. e Pinus sp.: foram obtidas em serrarias de Caxias do Sul/RS. 

Apresentavam tamanho médio de partícula em torno de 5 mm x 3 mm. 

4.4 Líquidos iônicos 

Foram utilizados separadamente para o pré-tratamento das biomassas 

lignocelulósicas os líquidos iônicos: 1-butil-3-metilmidazólio acetato, [C4mim][OAc] e 1-etil-

3-metilimidazolólio acetato [C2mim][OAc]. Todos os líquidos iônicos utilizados eram da 

Sigma® (Estados Unidos). 

4.5 Preparo e pré-tratamento de substratos 

Os líquidos iônicos [C4mim][OAc] e [C2mim][OAc] foram adicionados 

separadamente a tubos de vidro contendo biomassa na proporção 1:4 (m/m), a uma 

temperatura de 120 ºC por 24 h (Brandt et al., 2010). Após o pré-tratamento, foi efetuada a 

lavagem da biomassa lignocelulósica utilizando-se a proporção de 1:10 de água destilada com 

subsequente centrifugação a 10 ºC, 800 g , durante 15 minutos. Durante as lavagens, o 

sobrenadante era retirado e novo volume de água era adicionado.  

Inicialmente foram realizados ensaios para determinar quantas lavagens eram 

necessárias para a remoção dos líquidos iônicos, sendo que nesta etapa foram realizadas 

cinco, dez e quinze lavagens. Após, para a realização das fermentações realizou-se cinco 

lavagens da biomassa. Nesta etapa foi avaliada a perda de massa, sendo utilizada a equação 1. 

Equação 1: 

Onde: 

mi = massa (g) inicial de biomassa, antes da realização do pré-tratamento; 

mf = massa (g) final de biomassa, após a realização do pré-tratamento. 
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4.6. Determinação da composição da biomassa 

As determinações da composição das biomassas foram realizadas de acordo com as 

metodologias do National Renewable Energy Laboratory (NREL), seguindo as normas LAP 

TP-510-42618, 42619, 42622).  

 

4.6.1 Determinação do teor de cinzas em materiais celulósicos 

 

Quantidades de 300 mg de biomassa foram acondicionados em cadinho de porcelana, 

previamente calcinado e tarado, sendo então calcinada em mufla a uma temperatura de 575°C 

por 5 h. O teor de cinzas foi obtido pela diferença de massa entre o cadinho com cinzas e o 

cadinho vazio, que foi expressa em relação à quantidade de amostra inicial. 

 

4.6.2 Extraíveis 

 

Inicialmente, 10 g de biomassa foram submetidas a um processo de extração em 

aparelho Soxhlet, utilizando como solvente etanol 95%, para quantificação de extraíveis. 

Após a extração, o solvente foi removido por rota de evaporação, em evaporador rotativo na 

temperatura de 50 ºC e o resíduo foi seco em balão previamente tarado. Por diferença de 

massas, pode-se obter o percentual do extrato em relação à massa seca do material 

originalmente empregado no ensaio. 

 

4.6.3 Análise química dos substratos celulósicos 

 

Uma quantidade conhecida de amostra seca (100 mg) foi tratada com 1 mL de ácido 

sulfúrico 72% (v/v) a 25°C por um período de 1 h sob agitação constante. Após este tempo, a 

mistura foi diluída até uma concentração de 3% (v/v) em ácido sulfúrico e a suspensão 

aquecida em autoclave (118°C) por 1 h para promover a hidrólise total de oligossacarídeos e 

polissacarídeos. Posteriormente, filtrou-se a mistura em cadinho de Gooch porosidade 2 (30 

mL) previamente tarado. O resíduo foi lavado com água quente, seco em estufa até peso 

constante e a percentagem de lignina insolúvel em ácido foi determinada em relação à massa 

seca de amostra. O filtrado foi recolhido e aferido em balão volumétrico de 100 mL para 

determinação da composição em carboidratos e grupos acetil dos substratos celulósicos foi 
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determinada no hidrolisado resultante da lignina. 

Alíquotas dos hidrolisados foram centrifugadas a 10000 g, filtradas em filtros de 

politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,2 μm e analisadas em sistema cromatográfico Shimadzu 

modelo LC20AD, desgaseificador de fase móvel modelo DGU 14A, forno de aquecimento de 

coluna modelo CTO 20A e detectores modelos RID10A para índice de refração e SPD-20A 

com rede de fotodiodos para espectrofotometria no ultravioleta. A análise foi realizada em 

coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) a 60°C, precedida por pré-coluna Cation-H e eluída com 

fase móvel H2SO4 5 mM a uma vazão de 0,6 mL/min. A quantificação foi efetuada por 

padronização externa, com base em curvas de calibração construídas para cada componente 

monitorado, celobiose, glicose, xilose, arabinose, ácido acético, hidroximetilfurfural e 

furfural, levando-se em conta seus respectivos fatores de hidrólise ácida. Estes fatores, que 

foram de 0,95 para a celobiose, 0,90 para a glicose, 0,88 para xilose e arabinose e 0,72 para o 

ácido acético, serviram para converter cada componente nos seus respectivos derivados 

anidro. Os fatores referentes ao hidroximetilfurfural e furfural, que foram de 0,70 e 0,64, 

respectivamente, serviram para converter estes compostos em seus respectivos carboidratos de 

origem (glicose e xilose e arabinose, respectivamente). Os resultados obtidos para 

anidroglicose (computados glicose, celobiose e hidroximetilfurfural nesta operação), 

anidroxilose, anidroarabinose (computados 50% do valor correspondente ao furfural para cada 

anidroaçúcar) e grupo acetil foram, então, expressos em relação ao peso seco do material 

original.  

 

4.6.4 Determinação de nitrogênio total e proteínas 

 

A análise de proteínas totais foi realizada pelo Laboratório de Análises e Pesquisas em 

Alimentos (LAPA), IB-UCS, de acordo com método Kjeldahl - AOAC INTERNATIONAL 

(2011). 

Inicialmente foi feita a digestão de 1g de amostra com 12 mL de ácido sulfúrico e 

mistura catalítica (7 g de K2SO4 e 0,8 g de CuSO4), onde ocorre a transformação do 

nitrogênio da amostra em sulfato de amônio. Após, fez-se a destilação da amostra para 

liberação de amônia, que foi fixada em solução ácida (ácido bórico 4% m/v) e titulada com 

uma solução de ácido clorídrico 0,1 M até atingir a cor violeta. 

As análises foram realizadas em duplicata e foi feito um branco com os reagentes e 

sem amostra. 
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Para obtenção dos resultados, utilizou-se a equação a seguir: 

Equação 2: 

             
                       

 
      

onde: 

V = volume de solução de ácido clorídrico 0,1 M gasto na amostra em mL; 

Vb = volume de solução de ácido clorídrico 0,1 M gasto na prova em branco; 

M = molaridade teórica da solução de ácido clorídrico 0,1 M; 

f = fator de correção a solução de ácido clorídrico 0,1 M; 

m = massa da amostra em gramas; 

F = fator de conversão da relação nitrogênio/proteína (para vegetais=5,75). 

 

4.7 Hidrólise enzimática e fermentação 

 

A hidrólise enzimática da biomassa pré-tratada foi realizada em frascos de 50 mL 

com tampa rosqueada, empregando carga enzimática de celulases de 15 FPU/g, com 2% (m/v) 

de biomassa e com uma quantidade suficiente de tampão citrato de sódio 50 mM (pH 4,8) 

para completar 50 mL. Os frascos foram mantidos a 50ºC, durante 24 h (Camassola & Dillon, 

2007), a 100 rpm. Após 24 h, o hidrolisado foi submetido à fermentação. Para tanto, inoculou-

se a concentração de 10
6
 células/mL para S. cerevisiae e S. pombe Y-698, enquanto para G. 

thermoglucosidasius B-14521 foi utilizada uma alçada. A fermentação foi realizada durante 

48 horas a 28ºC para as leveduras e 50ºC para o G. thermoglucosidasius. Foram realizadas 

coletas de amostras em 0, 3, 6, 12, 24, 36 e 48 h de processo. Para avaliar a eficiência no 

consumo de ARs das fermentações utilizou-se a Equação 3: 

Equação 3: 

                                                
       

   
                

Onde: 

ARi = concetração (mg.g
-1

) de acúcares redutores no início da fermentação; 

ARf = concetração (mg.g
-1

) de açúcares redutores após a fermentação.  

 

4.8 Determinação de açúcares redutores (ARs) 

 

 Os açúcares redutores presentes nas soluções provenientes da hidrólise enzimática 



29 
 

foram dosados pelo método de DNS, descrito por Miller (1959). Foi realizada em placas de 96 

poços de 2 mL, onde foram adicionados volumes de 20 μL de amostra, 80 μL de água 

destilada e 300 μL de solução do reagente DNS. A placa foi mantida em banho a 100 ºC por 5 

min e, em seguida, resfriada em banho de gelo. Após o resfriamento, transferiu-se 100 μL da 

reação para uma placa de 96 poços para leitura espectrofotométrica, onde foram adicionados 

200 μL de água destilada. A absorbância das preparações foi medida em espectrofotômetro 

Spectramax 190 a 545 nm. 

Foi construída uma curva padrão de glicose com concentrações de 0, 0,25, 0,50, 1,00, 

1,50, 2,00 e 3,00 g/L, para converter os valores de absorbância para concentração de açúcares.  

 

4.9 Determinações de açúcares e etanol 

 

A dosagem de açúcares e de etanol foi realizada em sistema cromatográfico foi 

realizada tal como descrito no item Análise química dos substratos celulósicos (item 3.16). 

Equação 4: 

                               
                          

          

 

Onde:  

Ci C6H12O6 = Concentração de inicial de glicose (mg.g
-1

); 

MM C2H5OH = massa molar (g.mol
-1

) de etanol; 

MM C6H12O6 = massa molar (g.mol
-1

) de etanol. 

Equação 5: 

                          
         

          
     

Onde: 

C C2H5OH = concentração de etanol após a fermentação (mg.g
-1

); 

Ct C2H5OH = concentração teórica de etanol (mg.g
-1

) 

 

4.10 Análise Estatística 

 

Os resultados de hidrólise enzimática foram analisados estatisticamente por análise de 

variância e pós-teste de Tukey para um p<0,05, utilizando-se o software PrismGraphPad. 
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5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Neste capítulo são apresentados os resultados e as respectivas discussões para as 

seguintes etapas do trabalho: avaliação do número de lavagens das biomassas pré-tratadas 

com os líquidos iônicos; avaliação de perda de massa; avaliação do consumo de açúcares 

redutores durante as fermentações; avaliação do consumo de glicose e xilose, e produção 

de etanol durante a fermentação. 

 

5.1 Avaliação do número de lavagens das biomassas pré-tratadas com líquidos 

iônicos 

 

A presença de LI no meio reacional pode contribuir positivamente ou 

negativamente para a atividade de enzimas, além de interferir no metabolismo 

microbiano. Existem inúmeros trabalhos empregam enzimas associadas a LIs para 

catalisar inúmeras reações, mas a maioria das enzimas tem seu potencial catalítico 

reduzido ou totalmente desativado.  

Neste sentido, a biomassa pré-tratada com os LIs [C2mim][OAc] e [C4mim][OAc] 

foi submetida a diferentes quantidades de lavagens antes de ser submetida a hidrólise e 

fermentação, visando a remoção do excesso de LIs. As amostras foram lavadas cinco, dez 

e quinze vezes e o efeito destas lavagens foram avaliadas em fermentações alcoólicas 

sobre S. cerevisiae, S. pombe e G. thermoglucosidasius (Figura 9). 

Comparando-se os valores iniciais (tempo zero) de açúcares redutores liberados 

das biomassas de capim-elefante pré-tratadas com [C2mim][OAc] e [C4mim][OAc], 

verificou-se que não houve diferença significante entre o número de lavagens. Mesma 

situação verificada para o controle. Estes dados indicam que a realização de cinco 

lavagens foi suficiente para evitar inibição das enzimas.  

Na Figura 9 (9A, 9D e 9G) verifica-se que S. cerevisiae consumiu rapidamente os 

ARs, sendo que em 24 h praticamente não houve mais redução do conteúdo destes. O 

conteúdo remanescente de ARs é atribuído à presença de xilose proveniente da hidrólise 

da biomassa lignocelulósica que não é consumido por S. cerevisiae. Para S. pombe (9B, 

9E e 9H) também houve consumo de açúcares, porém este foi mais lento em comparação 

a S. cerevisiae, mas após 48 h de processo, as concentrações de ARs eram semelhantes 

entre S. pombe e S. cerevisiae. Para S. pombe também verificou-se que houve 

incrementos na concentração de AR. Isto deve-se a presença de enzimas no meio que 



31 
 

continuaram o processo de hidrólise e ao consumo mais lento de S. pombe em 

comparação a S. cerevisiae. 

Para G. thermoglucosidasius (Figura 9C, 9F e 9I) foram verificados aumentos das 

concentrações de ARs para todas as condições avaliadas, sendo que as maiores 

concentrações foram determinadas em 24 h de processo, indicando que as enzimas 

adicionadas para a hidrólise mantiveram a sua ação. Após 36 e 48 h verificou-se consumo 

de ARs, porém este foi reduzido.  

Um dado que chama atenção nos tratamentos com G. thermoglucosidasius é o 

incremento das concentrações de ARs na amostra que não foi submetida à pré-tratamento, 

sugerindo que G. thermoglucosidasius produz substâncias capazes de contribuir para o 

aumento da liberação de ARs mesmo na ausência de pré-tratamento. 

Para os processos fermentativos também não foram verificadas diferenças no 

consumo de ARs entre as amostras com maior número de lavagens, sendo selecionada a 

condição com menor número de lavagens para prosseguir os experimentos, visto do 

menor volume de efluente gerado e tempo consumido para a realização da atividade. 

Ao contrário de outros solventes, os LIs têm a capacidade de causar a dissolução de 

celulose devido às suas características polares e a capacidade dos ânions dos LIs para formar 

ligações de hidrogênio com os grupos hidroxilo na celulose (Holm & Lassi, 2011). Este tipo 

de interação também pode ocorrer com outras substâncias presentes na membrana plasmática 

ou em outras estruturas celulares, fazendo-se necessário a remoção dos LIs para possibilitar a 

atuação de enzimas e microrganismos. 

Sathitsuksanoh et al. (2012), observou taxas de hidrólise mais lentas para a palha de 

milho e a celulose pré-tratadas com o LI 1-butil-3-metilimidazólio cloreto, devido a uma 

diminuição da estabilidade da celulase na presença de resíduos de LI. Segundo ele, uma 

grande desvantagem de utilizar solventes no pré-tratamento da celulose é a grande quantidade 

de água necessária para retirar o solvente residual. Materiais pré-tratados com LIs apresentam 

cerca de 10-15% (v/v) de LI residual no meio, o que leva a diminuição na digestibilidade de 

glucano provocada pela redução da reatividade do substrato, além da  inibição do produto, e a 

desativação da enzima.  

A remoção dos LI para evitar interferência na atividade das enzimas também foi 

avaliada por Zao et al. (2009), no qual testou diferentes concentrações de LIs e observou que 

quanto maior é a concentração de LIs no meio, maior é a inibição na atividade da celulase de 

T. reesei, como também a consequente redução nos açúcares redutores totais ao final da 
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hidrólise, sendo isto provocado pela forte basicidade da ligação de hidrogênio e dos ânions 

acetato. 
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Figura 9. Consumo de açúcares redutores durante a fermentação de capim-elefante pré-tratado com os 

LIs [C2mim][OAc] e [C4mim][OAc] após realização de cinco (A, B e C), dez (D, E e F) e quinze (G, 

H e I) lavagens. As fermentações foram realizadas por Saccharomyces cerevisiae (A, D e G), 

Schizosaccharomyces pombe (B, E e H) e Geobacillus thermoglucosidasius (C, F e I). Utilizou-se 

como controle biomassa não submetida à pré-tratamento. Os tratamentos com a mesma letra, para cada 

LI avaliado entre as diferentes quantidades de lavagens, não diferem estatisticamente em nível de 5% 

(< 0,05). 

 

Segundo Tan & Lee (2012), quando um anti-solvente tal como a água é adicionada a 

uma mistura de LI e biomassa, os íons do LI formam ligações de hidrogênio com as 

moléculas de água e são deslocados para a fase aquosa. Essas interações entre o LI e a 
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celulose são protegidas pelas conchas hidrodinâmicas construídas por moléculas de água em 

torno dos íons do LI. Consequentemente, a celulose que anteriormente interagiu com LI é 

expulsa e reconstrói suas ligações intramoleculares e intermoleculares de hidrogênio e 

precipita. Subsequentemente, o precipitado é separado do LI por meio de filtração ou 

centrifugação. 

5.2 Avaliação de perda de massa 

Perdas de massa durante pré-tratamento são comuns, no entanto de acordo com a 

quantidade de biomassa perdida durante esta etapa, o processo pode-se tornar 

completamente inviável. 

Na Tabela 1 são apresentados os dados referentes às perdas de massa durante os 

pré-tratamentos realizados com LIs. Verificou-se que o emprego de [C2mim][OAc] 

resultou em maior perda de massa para as biomassa de Pinus sp. e Eucalyptus sp. Já o 

[C4mim][OAc] ocasionou maior perda de massa para bagaço de cana-de-açúcar e capim-

elefante. 

Diferentes biomassas lignocelulósicas estudados por outros autores também 

mostraram perda de massa similar. Shafiei et al. (2013) observaram uma perda de massa 

de 11% em lascas de madeira pré-tratada com [C4mim][OAc]. No entanto, 

Weerachanchai et al. (2012) relatou cerca de 20% de perda de massa para o resíduo de 

polpa de mandioca e 10% para a palha de arroz, quando pré-tratados com [C2mim] 

[OAc], 1-etil-3-fosfato metilimidazólio éter e 1,3-dimetilimidazólio sulfato. Cao & Aita 

(2013) encontraram 3,17 a 17,69% de perda de massa para o bagaço de cana-de-açúcar 

pré-tratado com [C2mim][OAc], dependendo do tempo de tratamento. Qiu et al. (2012) 

relataram que [C2mim][OAc ] tratados com o bagaço de cana-de-açúcar resultou em uma 

remoção significativa de lignina (32,0 %) com perdas de glucano e xilano, de 8,8% e 

14,0%, respectivamente, e exibiram digestibilidade enzimática significativamente maior 

(87,0% e 64,3%) do que sem tratamento (5,5% e 2,8%) ou tratados com água (4,0% e 

2,1%) do bagaço da cana-de-açúcar. 

De acordo com Shafiei et al. (2013), cerca de 85-97% de pó de madeira macia, com 

um tamanho entre 295 e 833 μm e 89-100% das aparas de madeira com um tamanho 

inferior a 2 cm, podem ser recuperados após pré-tratamento com os mesmos LIs 

utilizados neste trabalho. Outros pré-tratamentos de aparas de madeira, tais como 
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explosão de vapor e ácido diluído, podem ter uma perda de massa que varia de 20-50% 

(Shafiei et al., 2013).  

Goshadrou et al. (2013) apresentou em seu estudo com madeira de álamo moída 

(177 – 840 μm) perda de massa de 40,5% para o pré-tratamento com ácido diluído a 1,2% 

(m/m) e de 18,7% a 23,8%(m/m) para o pré-tratamento com o LI [C2mim][OAc], 

constatou também quanto maior o tempo de pré-tratamento com LIs, maior é a perda de 

massa. 

Uma possível explicação para as maiores perdas de massa com [C2mim][OAc] para 

Pinus sp. e Eucalyptus sp. pode estar relacionada a maior concentração de lignina 

presente nestas biomassas (Tabela 1). [C2mim][OAc] poderia dissolver completamente 

diferentes tipos de madeira, tais como spruce, beech e chestnut, mas somente faria uma 

dissolução parcial de silver fir (Abies alba) (Zavrel et al., 2009). A mais provável razão 

para a reduzida dissolução de silver fir é o elevado percentual de celulose (50,5%), 

enquanto a lignina fica em 27,7 %.  

Qiu et al. (2012) observaram perdas de 15,1% de massa durante o pré-tratamento 

de bagaço de cana-de-açúcar com [C2mim][OAc] com perda de 52,6% do conteúdo de 

lignina. Outros estudos também indicaram que [C2mim][OAc] é efetivo para a remoção 

de lignina (Lee et al., 2009; Fu et al., 2010; Samayam & Schall, 2010). 

Shill et al. (2011) indicaram que as interações π-π do cátion de [C2mim][OAc] 

com lignina causa a solubilização da lignina. Entretanto, a completa deslignificação da 

biomassa é difícil devido à localização da lignina dentro do complexo lignina-

carboidrato, com fortes ligações poli-anel de C-O-C e hidrofobicidade. 

 Todavia, pré-tratamentos com LI exibem menor efeito sobre a deslignificação de 

outros processos de pré-tratamento, tais como com amônia diluída que possibilita a 

remoção de até 55% de lignina em bagaço de cana-de-açúcar (Aita et al., 2011).  Lascas 

de madeira pré-tratada por explosão a vapor e ácido diluído mostraram uma perda de 

massa entre 20 e 50% (Shafiei et al., 2013). No entanto, bagaço de cana-de-açúcar pré-

tratado com água quente e explosão a vapor mostraram perdas de massa de 2-26 % e 2-16 

%, respectivamente. Os valores variaram devido a diferentes temperaturas e tempo de 

residência. A perda de massa variou de 17 a 50% em água quente, e de 4 a 35 % com a 

explosão de vapor (Laser et al., 2002).   

Fu et al. (2010) relataram que 52,7% de lignina insolúvel em ácido foi extraída de 

palha de triticale por [C2mim][OAc] a 150°C durante 2 h. Outro estudo com switchgrass 

relatou uma remoção total de lignina de 69,2%, usando [C2mim][OAc] em 160°C durante 
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3 h (Li et al., 2010). Adicionalmente, Kilpelainen et al. (2007) sugeriram que interações 

do tipo - de cátion de LIs com compostos aromáticos de lignina contribuem para a 

deslignificação de biomassas lignocelulósicas.  

O efeito do [C2mim][OAc] também vem sendo avaliado sobre a celulose, sendo 

apontada a redução da cristalinidade como a maior alteração. A celulose em sua forma 

nativa (celulose I) tem sido apontada como a forma mais recalcitrante que as formas 

regeneradas (celulose II, III, etc.) (Wada et al., 2010; Chundawat et al., 2011), sendo que 

o conhecimento da interações dos LIs com a celulose cristalina presente na parede celular 

de plantas é fundamental para o melhor entendimento sobre os pré-tratamentos 

empregando LIs. As estruturas de várias camadas de parede celular da planta e o 

complexo lignina-carboidratos retardam o acesso dos LIs à celulose e dificultam a 

interpretação da estrutura cristalina resultante após o pré-tratamento. Comparado com 

celulose pura (Cheng et al., 2012), uma necessidade é aumentar a severidade do pré-

tratamento para solubilizar biomassa. Após amostras de biomassa terem sido incubadas 

em [C2mim][OAc], a baixas temperaturas (Lucas et al., 2011;. Samayam et al, 2011), a 

estrutura de celulose I foi observada após o pré-tratamento. Propôs-se que a estrutura da 

celulose I nativa foi em grande parte destruída por [C2mim][OAc] e recristalizada para 

celulose I quando [C2mim][OAc] foi removido. Noutro estudo, o pré-tratamento de 

amostras de palha de milho em [C2mim][OAc] em cargas altas de biomassa (> 35 m/m), 

ocorreu uma queda no índice de cristalinidade de estrutura de celulose (Wu et al., 2011). 

   

Tabela 1. Perda de massa das biomassas pré-tratadas com os líquidos iônicos 

Biomassa 

          Líquidos iônicos 

Perda de massa (%) 

[C2mim][OAc] [C4mim][OAc] 

Bagaço de cana-de-

açúcar 

18 21 

Capim-elefante 26 28 

Pinus sp. 33 27 

Eucalyptus sp. 32 25 

 

O LI [C4mim][OAc], de acordo com Zhang et al., (2014) atua principalmente sobre 

a celulose. Estudos destes autores indicaram existir interações de [C4mim][OAc] com 

celulose cristalina nativa na parede celular da planta, onde a presença de moléculas LI 

causa intumescimento progressivo das amostras de biomassa. Além disso, houve redução 

da cristalinidade da celulose. Adicionalmente, Sun et al. (2011) salientou que os ânions 

de líquidos iônicos podem afetar a solubilidade da celulose na seguinte ordem 



36 
 

decrescente: [OAc]
- 
 [(CH3CH2)2PO2]

-
  [SHCH2COO]

-
  [HCCO]

-
  Cl

-
  Br

-
  

[SCN]. Ainda Samayan & Schall (2010) apontam diversas vantagens para utilização de 

[C2mim][OAc]. Este LI apresenta baixa temperatura de fusão (-20°C), baixa viscosidade, 

não é tóxico e é pouco corrosivo, além de ser bastante eficiente para a dissolução de 

biomassa lignocelulósica.  

 

Tabela 2. Composição química da biomassa lignocelulósicas. 

                          Biomassa 

 

Componente 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

Capim-

elefante 

Pinus sp. Eucalyptus 

sp. 

Extraíveis 5,23±1,24 8,84±0,83 6,99±1,13 8,13±0,89 

Celulose 44,82±0,02 35,97±1,06 37,98±1,21 39,90±1,29 

Hemicelulose (Xilose) 20,86±0,12 15,15±0,21 15,58±0,06 15,86±2,06 

Hemicelulose (Arabinose) 1,85±0,08 5,36±0,02 1,06±0,05 1,14±0,09 

Hemicelulose (grupo 

acetil) 

1,87±0,04 1,92±0,01 0,94±0,02 1,08±0,01 

Lignina 20,5±1,5 19,65±0,78 29,3±2,01 31,5±1,51 

Cinzas 6,53±0,23 8,53±0,23 8,53±0,23 6,23±0,23 

Proteínas 0,89 5,55 0,86 0,79 

 

Uma das grandes vantagens da utilização de LIs para pré-tratamentos de biomassas 

lignocelulósicas é o elevado rendimento de açúcares que este processo possibilita. Neste 

trabalho, as liberações de açúcares redutores (AR) após a hidrólise enzimática, apresentaram 

aumentos significativos para as biomassas pré-tratadas com LIs em comparação com as 

biomassas sem pré-tratamento, sendo que as liberações foram cerca de 9,5 vezes superiores na 

presença dos LIs avaliados (Figura 10). Isso comprova a eficiência dos LIs na diminuição da 

recalcitrância da biomassa lignocelulósica, facilitando o acesso da enzima e promovendo o 

aumento na liberação de AR (Sun et al., 2013).  

 

5.3 Avaliação do consumo de açúcares redutores (ARs) durante as fermentações 

 

 Inicialmente avaliou-se a liberação de ARs das diferentes biomassas empregadas 

no trabalho. Verificou-se efeito positivo dos LIs avalidos para todas as biomassas 

empregadas. Tratamentos com LIs [C2mim][OAc] e [C4mim][OAc] também mostraram-

se bastante eficazes também no tratamento de pedaços de madeira (Shafiei et al., 2013), 

sabugo de milho (Sun et al., 2013), haste de algodão (Haykir et al., 2013) e palha de 

arroz (Poornejad et al., 2013). 
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Yoon et al. (2012) estabeleceu a temperatura de 145ºC como sendo a condição 

óptima para o pré-tratamento do bagaço de cana de açúcar com [C2mim][OAc], mas 

usando apenas 14% (m/m) de biomassa. Nesta condição, obteve um rendimento AR de 

69,7%. Rendimentos maiores de açúcares redutores foram obtidos no presente trabalho, 

embora utilizou-se tempo de incubação maior, menores temperaturas e com quantidades 

diferentes de LI. A concentração de ARs obtidos após hidrólise enzimática foi semelhante 

para ambos LIs utilizados na etapa de pré-tratamento. A realização dos pré-tratamentos 

com LIs permitiram o aumento na liberação de AR de 98,7 mg.g
-1

 para a biomassa não 

tratada, para 947,07 e 926,45 mg.g
-1

 para biomassa pré-tratada com [C2mim][OAc] e 

[C4mim][OAc] respectivamente, mesmo ocorrendo perda  de massa. 

No tempo zero os valores máximos de ARs obtidos com as serragens de Pinus sp. 

pré-tratadas com [C2mim][OAc] foi 319,87 mg.g
-1

 e 266,59 mg.g
-1

, com [C4mim][OAc], 

e para as serragens de Eucalyptus sp. foi de 280,03 mg.g
-1

 com [C2mim][OAc] e 250,72 

mg.g
-1

 com [C4mim][OAc], conforme pode ser observado na Tabela 3. Yamashita et al. 

(2010) obteve 462 mg.g
-1

 de ARs com aparas de madeira pré-tratadas por explosão de 

vapor (25 atm) e LI [C4mim][OAc], e uma menor concentração de AR (69,7 mg.g
-1

), 

quando utilizou para o pré-tratamento somente o LI 1-butil-3metilimidazólio cloreto, 

ambos os resultados foram obtidos por hidrólise enzimática de 48 h. 

Os ARs obtidos das amostras pré-tratadas com LIs, bem como as amostras 

provindas de biomassas que não foram submetidos a processos de pré-tratamento foram 

submetidas à fermentação, empregando isoladamente as leveduras S. cerevisiae, S. pombe 

e a bactéria G. thermoglucosidasius. Os resultados obtidos são apresentados na Figura 10. 

Verificou-se que a liberação de AR durante a hidrólise enzimática, apresentou um 

aumento significativo para todas as biomassas pré-tratadas com LIs em comparação com 

a biomassa sem pré-tratamento.  

Para o bagaço de cana-de-açúcar (Figura 10A, 10B e 10C) verificou-se que os três 

microrganismos avaliados consumiram os ARs, sendo que S. cerevisiae apresentou maior 

velocidade de consumo. Para S. pombe, no meio com [C4mim][OAc] foi determinado 

uma menor concentração de ARs após 12 h do início do processo que no meio com 

[C2mim][OAc]. Isto pode ser atribuído um consumo mais rápido por S. pombe para a 

biomassa pré-tratada com [C4mim][OAc] ou maior atividade de enzimas de hidrólise da 

biomassa pré-tratada com [C2mim][OAc] remanescente no meio. Para G. 

thermoglucosidasius não houve diferença para o consumo de ARs provenientes dos pré-
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tratamentos com os dois LIs testados, apenas verificou-se que o consumo ocorreu de 

forma mais lenta em relação as leveduras avaliadas. 

Nas fermentações que foram empregados ARs provenientes da hidrólise de capim-

elefante (Figura 10D, 10E e 10F), constatou-se um consumo mais rápido por S. cerevisiae. S. 

pombe e G. thermoglucosidasius apresentaram incrementos nas concentrações de ARs após 

12 h de processo, indicando que as enzimas hidrolíticas, mesmo na presença destes 

microrganismos, continuavam agindo. Estes aumentos na concentração de açúcares, no início 

do processo de fermentação são, devido à biomassa não hidrolisada remanescente, e a 

presença de enzimas que são, eventualmente, desreprimidas após o consumo inicial de 

açúcares pelas leveduras.  

Cardona et al. (2014)  obtiveram rendimentos de ARs de 711,2 mg.g
-1

 para o capim-

elefante pré-tratado com 1,5% em massa de NaOH, durante 2 h a 100ºC e hidrólise  com 

carga enzimática de 30 FPU, durante 26 h a 50ºC, sendo os rendimentos de ARs obtidos 

superiores ao deste trabalho, porém as condições em que foram realizados são diferentes.  

Nos ARs provenientes de Pinus sp., S. cerevisiae consumiu os ARs, mas em S. pombe 

e G. thermoglucosidasius houve inicialmente incrementos nas concentrações de ARs, mas 

também observou-se consumo de ARs, principalmente para S. pombe. Para o G. 

thermoglucosidasius menores consumos de ARs forma observados, indicando a presença de 

substâncias que retardaram o consumo de ARs (Figura 10G, 10H e 10I). 

Para os ARs provenientes da hidrólise de Eucalyptus sp., a exemplo do observado para 

as demais biomassas, S. cerevisiae mostrou ser a mais eficiente no consumo de ARs,  S. 

pombe e G. thermoglucosidasius apresentaram incrementos nas concentrações, seguido de 

reduções, indicando metabolismo microbiano (Figura 10J, 10K e 10L). 

Cabe ressaltar que para as serragens de Pinus sp. e Eucalyptus sp. na presença das 

duas leveduras houve as maiores reduções de ARs, sugerindo que nestes meios a 

concentração de xilose era reduzida ou estes microrganismos consumiram xilose (Figura 10G, 

10H, 10J e 10K). 

Durante os processos fermentativos, verificou-se que o maior consumo de ARs 

ocorreu entre 12 h e 24 h do início da fermentação tanto para as leveduras quanto para a 

bactéria. Isto ocorre porque nas primeiras horas de processo existe a necessidade de adaptação 

do microrganismo ao meio e o aumento do número de células.  
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Figura 10.  Consumo de açúcares redutores durante a fermentação dos açúcares liberados da hidrólise 

enzimática de bagaço de cana-de-açúcar (A, B e C), capim-elefante (D, E e F), serragem de Pinus sp. 

(G, H e I) e serragem de Eucalyptus sp. (J, K e L) pré-tratatadas com os líquidos iônicos e sem pré-

tratamento (Controle). As fermentações foram realizadas empregando as leveduras Saccharomyces 

cerevisiae (A, D, G e J) e Schizosaccharomyces pombe (B, E, H e K) e pela bactéria Geobacillus 

thermoglucosidasius (C, F, I e L). 
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Cheng et al.(2010), apresentaram rendimentos de ARs de 182,8 mg.g
-1

, para a palha de 

arroz pré-tratada com 20% em massa de Ca(OH)2 durante 1 hora e 95ºC e hidrólise de 34 h a 

50ºC, e rendimento de AR de 118,1 mg.g
-1

 para o pré-tratamento com NaOH a 4% em massa, 

durante 2 h e 55 ºC e hidrólise de 45 h a 50ºC.  

A levedura S. cerevisiae apresentou um consumo máximo de 84,6% dos ARs 

provenientes do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com [C4mim][OAc]. Esta foi à 

condição que apresentou o maior consumo de ARs quando comparado com os demais 

microrganismos e biomassas (Tabelas 3, 4, 5 e 6).  

S. pombe apresentou um consumo de ARs semelhante para o bagaço de cana-de-

açúcar pré-tratado com ambos LIs, sendo o maior consumo verificado em biomassa pré-

tratada por [C2mim][OAc], diferente do que foi observado para S. cerevisiae, onde 

[C4mim][OAc] apresentou os maiores consumos.  

Já a bactéria G. thermoglucosidasius apresentou maior consumo de AR quando 

utilizado o bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com [C4mim][OAc] (Tabelas 5 e 6), 

seguindo pelo capim-elefante pré-tratado com o mesmo líquido iônico. Menores consumos de 

AR foram verificados para as biomassas de Pinus sp. e Eucalyptus sp. 

Estes dados indicam a possibilidade de realizar pré-tratamentos com os LIs 

[C2mim][OAc] e [C4mim][OAc], seguido de hidrólise enzimática para diferentes biomassa 

lignocelulósicas para a liberação de ARs que estes serão consumidos pelos microrganismos 

avaliados neste trabalho. 

 

Tabela 3. Concentração de açúcares redutores no início e após 48 h de fermentação por 

Saccharomyces cerevisiae e a eficiência no consumo de ARs. 

Biomassas 

 

Líquidos 

Iônicos 

Concentração de açúcares 

redutores (mg.g
-1

) 

Eficiência 

(%) 

0 h 48h 

Bagaço de cana-de-

açúcar 

[C2mim][OAc] 681,89 136,98 79,9 

[C4mim][OAc] 667,05 102,96 84,6 

Capim-elefante [C2mim][OAc] 474,30 91,00 80,8 

[C4mim][OAc] 391,50 98,34 74,9 

Pinus sp. [C2mim][OAc] 233,62 47,34 79,7 

[C4mim][OAc] 225,37 49,40 78,1 

Eucalyptus sp. [C2mim][OAc] 237,84 56,86 76,1 

[C4mim][OAc] 229,06 49,40 78,4 
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Tabela 4. Concentração de açúcares redutores no início e após 48 h de fermentação por 

Schizosaccharomyces pombe e a eficiência no consumo de ARs. 

Biomassas Líquidos Iônicos Concentração de açúcares  

redutores (mg.g
-1

) 

Eficiência (%) 

0 h 48h 

Bagaço de cana-de-açúcar [C2mim][OAc] 681,89 121,21 82,2 

[C4mim][OAc] 667,05 123,11 81,5 

Capim-elefante [C2mim][OAc] 474,30 129,98 72,6 

[C4mim][OAc] 391,50 132,15 66,2 

Pinus sp. [C2mim][OAc] 233,62 70,95 69,6 

[C4mim][OAc] 225,37 110,10 51,1 

Eucalyptus sp. [C2mim][OAc] 237,84 116,26 51,1 

[C4mim][OAc] 229,06 68,22 70,2 

 

 
Tabela 5. Concentração de açúcares redutores no início e após 48 h de fermentação por Geobacillus 

thermoglucosidasius.e a eficiência no consumo de ARs. 

Biomassas Líquidos 

Iônicos 

Concentração de açúcares 

redutores (mg.g
-1

) 

Eficiência 

(%) 

0 h 48h 

Bagaço de cana-de-

açúcar 

[C2mim][OAc] 681,89 179,201 73,7 

[C4mim][OAc] 667,05 155,126 76,7 

Capim-elefante [C2mim][OAc] 474,30 175,674 63,0 

[C4mim][OAc] 391,50 201,369 48,6 

Pinus sp. [C2mim][OAc] 233,62 233,62 0,0 

[C4mim][OAc] 225,37 227,06 0,0 

Eucalyptus sp. [C2mim][OAc] 237,84 237,84 0,0 

[C4mim][OAc] 229,06 229,06 0,0 
 

 

Tabela 6. Concentração de açúcares redutores em 12 h e após 48 h de fermentação por Geobacillus 

thermoglucosidasius.e a eficiência no consumo de ARs. 

Biomassas Líquidos 

Iônicos 

Concentração de açúcares 

redutores (mg.g
-1

) 

Eficiência 

(%) 

12 h 48h 

Bagaço de cana-de-

açúcar 

[C2mim][OAc] 935,12 179,201 80,8 

[C4mim][OAc] 900,71 155,126 82,8 

Capim-elefante [C2mim][OAc] 686,04 175,674 74,4 

[C4mim][OAc] 920,32 201,369 78,1 

Pinus sp. [C2mim][OAc] 613,71 233,62 61,9 

[C4mim][OAc] 724,53 227,06 68,7 

Eucalyptus sp. [C2mim][OAc] 589,64 237,84 59,7 

[C4mim][OAc] 429,88 229,06 46,7 

 

Embora as diferenças no consumo de ARs tenham sido pequenas, não houve um pré-

tratamento com um LI que possibilitasse as maiores eficiências, indicando que existem 
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peculiaridades tanto para a ação do LI como da composição da biomassa lignocelulósica para 

o metabolismo microbiano. 

Para melhor compreensão do processo fermentativo, análises de eficiência do 

consumo de ARs foram realizadas. Para tanto utilizou-se as concentrações inicias e após 48 h 

de fermentação, exceto para G. thermoglucosidasius que utilizou-se os valores de ARs em 12 

h, para evitar resultados falso negativos.  

Embora o consumo de ARs tenha sido avaliado empregando o reagente de DNS, 

análises de cromatografia também foram realizadas para avaliar o quais açúcares eram 

consumidos e quais eram os metabólitos produzidos.  

 

5.4 Avaliação dos açúcares e metabólitos produzidos durante a fermentação dos ARs 

liberados de diferentes biomassas lignocelulósicas 

 

5.4.1 Bagaço de cana-de-açúcar 

 

Na Figura 11A, verifica-se que a levedura S. cerevisiae consumiu praticamente todo o 

conteúdo de glicose liberada da biomassa pré-tratada com [C2mim][OAc] e uma pequena 

quantidade de xilose durante a fermentação, apenas cerca de 13% do conteúdo de xilose. 

Quando avaliou-se a produção de etanol, constatou-se um rendimento de 65,4 mg.g
-1

, sendo 

este obtido, sem considerar o conteúdo de xilose que foi consumido, o que indica um 

rendimento de etanol de 49% a partir da glicose (Tabela 7). Para a biomassa pré-tratada com 

[C4min][OAc] (Figura 11B), o consumo de xilose foi de apenas 6%, mas o conteúdo de 

glicose foi praticamente todo consumido, restando apenas 2,9 mg.g
-1

. O rendimento na 

produção de etanol foi de 56%, considerando-se apenas a fermentação da glicose liberada da 

biomassa. Estes dados indicam que, embora o pré-tratamento seguido pela hidrólise 

enzimática seja eficiente para a liberação de açúcares redutores, especialmente com 

[C2mim][OAc], os resíduos deste líquido iônico interferem mais que do que os de 

[C4mim][OAc] na produção de etanol por S. cerevisiae. 

S. pombe consumiu cerca de 97% da glicose obtida da hidrólise do bagaço de cana-de-

açúcar pré-tratado tanto com [C2mim][OAc] como com [C4mim][OAc] (Tabela 7). Já o 

conteúdo de xilose praticamente não foi consumido. Foram observadas reduções de 2% da 

xilose quando os açúcares foram pré-tratados com [C2mim][OAc] e apenas 0,5% quando pré-

tratado com [C4mim][OAc]. Considerando-se apenas a conversão de glicose a etanol, 
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verificaram-se rendimentos de 52% e 78% para [C2mim][OAc] e [C4mim][OAc], 

respectivamente (Figura 11A, 11B).  

Tabela 7. Concentrações de glicose e rendimento em etanol para o bagaço de cana-de-açúcar pré-

tratado com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da fermentação (Início - 

0 horas) e depois (48 horas) para as leveduras  S. cerevisiae e S. pombe, e a bactéria G. 

thermoglucosidasius. 

Biomassa Líquidos 

Iônicos 

Microrganismos Concentração 

de glicose 

(mg.g
-1

) 

Consumo 

de 

glicose 

(%) 

Concentração 

de etanol 

(mg.g
-1

) 

Rendimento 

em etanol 

(%) 

0 h 48h 

 

B
ag

aç
o

 d
e 

ca
n

a-
d
e-

aç
ú

ca
r 

[C2mim][OAc] S. cerevisiae  

261,45 

3,1 98,8 65,4 50 

S. pombe 6,25 97,6 69,3 52 

G. thermoglu-

cosidasius 

249,65 4,5 21,1 16 

[C4mim][OAc] S. cerevisiae  

241,2 

2,9 98,8 68,6 51 

S. pombe 6,25 97,4 96 72 

G. thermoglu-

cosidasius 

251,25 0 21,7 16 

 

G. thermoglucosidasius, que segundo Cripps et. al. (2009) tem potencial para fermentar 

pentoses e hexoses. Porém, neste trabalho mostrou baixo potencial para a conversão de 

açúcares. Consumiu apenas 11,8 mg.g
-1

 de glicose e apenas 2,25 mg.g
-1

 de xilose, para o 

bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com [C2mim][OAc] (Figura 11A), apresentando um 

rendimento de 15,78% em etanol considerando o conteúdo de glicose.  

Já é conhecido que baixos níveis de [C2mim][OAc] inibem significativamente a 

atividade de celulases do fungo Trichoderma reesei (Datta et al., 2010). No entanto, em 

microrganismos, Pfruender et al. (2006) conduziram um experimento para examinar a 

biocompatibilidade de solventes iônicos imiscíveis em água e não verificaram nenhuma perda 

de viabilidade quando os microrganismos examinados eram Escherichia coli e S. cerevisiae.  

Já Ouellet et al. (2011) indicaram que tanto o crescimento como a produção de etanol 

por S. cerevisiae é fortemente influenciada por resíduos de LIs em biomassa recuperada após 

o pré-tratamento com [C2mim][OAc]. Somente concentrações menores que 0,1% de LIs 

apresentaram mínimo impacto sobre S. cerevisiae BY4742. 

Em sua revisão, Liu et al. (2012) observam que quanto maior é a concentração de LIs 

no meio, maior é a inibição da atividade da celulase e consequente redução na liberação dos 

ARs ao final da hidrólise, sendo isto provocado pela forte basicidade da ligação de hidrogênio 

e dos ânions acetato. Esta mesma situação pode ter interferido em proteínas de membrana ou 

enzimas das leveduras avaliadas neste trabalho. Outra possível ação pode ser relacionada à 
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integridade das membranas, uma vez que os líquidos iônicos apresentam cargas que podem 

ocasionar a desintegração das membranas das leveduras. Esta hipótese é sustentada pelos 

diferentes rendimentos obtidos na produção de etanol pelas diferentes leveduras avaliadas, 

visto que cada levedura apresenta composição distinta de proteínas, glucanos e lipídios 

presentes na sua membrana. Mas os líquidos iônicos também podem interferir de maneira 

diferente devido à presença de diferentes proteínas/enzimas nas diferentes leveduras 

avaliadas. 

Início S. cerevisiae S. pombe G. thermoglucosidasius
0

100

200

300

400

500

Glicose

Xilose

Etanol

A [C2mim][OAc]

C
o

n
c
e
n

tr
a
ç
ã
o

 (
m

g
. 

g
-1

)

 

Início S. cerevisiae S. pombe G. thermoglucosidasius
0

100

200

300

400

500

Glicose

Xilose

Etanol

B [C4mim][OAc]

C
o

n
c
e
n

tr
a
ç
ã
o

 (
m

g
. 

g
-1

)

 

Figura 11. Concentrações da glicose, xilose e etanol para o bagaço de cana-de-açúcar, pré-tratado com 

os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da fermentação (Início - 0 horas) e 

depois (48 horas) para as leveduras Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe e para a 

bactérica Geobacillus thermoglucosidasius. 
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Em sua revisão, Liu et al. (2012) observam que quanto maior é a concentração de LIs 

no meio, maior é a inibição da atividade da celulase e consequente redução na liberação dos 

ARs ao final da hidrólise, sendo isto provocado pela forte basicidade da ligação de hidrogênio 

e dos ânions acetato. Esta mesma situação pode ter interferido em proteínas de membrana ou 

enzimas das leveduras avaliadas neste trabalho. Outra possível ação pode ser relacionada à 

integridade das membranas, uma vez que os líquidos iônicos apresentam cargas que podem 

ocasionar a desintegração das membranas das leveduras. Esta hipótese é sustentada pelos 

diferentes rendimentos obtidos na produção de etanol pelas diferentes leveduras avaliadas, 

visto que cada levedura apresenta composição distinta de proteínas, glucanos e lipídios 

presentes na sua membrana. Mas os líquidos iônicos também podem interferir de maneira 

diferente devido à presença de diferentes proteínas/enzimas nas diferentes leveduras 

avaliadas. 

Comparando-se os rendimentos obtidos para as leveduras avaliadas com o bagaço de 

cana-de-açúcar, constatou-se que a S. pombe, embora tenha apresentado menor consumo de 

xilose, apresentou os maiores rendimentos de etanol que a S. cerevisiae. Estes dados diferem 

da literatura que sugere que linhagens de S. cerevisiae são consideradas as melhores 

produtoras de etanol. Uma possível explicação para estas diferenças poderia estar relacionada 

à presença de substâncias inibitórias no meio de fermentação, como ácido fórmico, ácido 

levulínico, furfural, 5-hidroximetilfurfural fenólicos (Kuhad et al., 2011). No entanto, nos 

meios avaliados apenas constatou-se a presença de ácido acético, como pode ser observado na 

Figura 12. 

De acordo com a Figura 12, cabe ressaltar que as concentrações de arabinose, xilitol e 

celobiose presentes nas biomassas pré-tratadas pelos dois LIs avaliados não apresentaram 

diferenças (Figura 12), indicando o potencial dos dois LIs avaliados para a obtenção destas 

substâncias. Já, a concentração de ácido acético para as leveduras diminuiu de 7,85 mg.g
-1

 

para 3,15 mg.g
-1

, com S. cerevisiae e para 3,3 mg.g
-1

 com S. pombe. Porém, a concentração de 

ácido acético durante a fermentação com a bactéria G. thermoglucosidasius aumentou para 

8,8 mg.g
-1

. G. thermoglucosidasius apresentou a menor concentração de glicerol após as 48 h 

de fermentação, sendo de 0,8 mg.g
-1

, no entanto, as leveduras apresentaram um aumento na 

concentração de 0,75 mg.g
-1

 para 3,4 mg.g
-1

, com  S. cerevisiae e para 6,25 mg.g
-1

 para S. 

pombe. 

Maiores quantidades de ácido acético foram produzidas durante o pré-tratamento com 

[C2mim][OAc], sendo a presença deste inibidor uma possível explicação para os menores 

rendimentos de etanol obtidos para as duas leveduras avaliadas. S. pombe que apresentou 
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maiores rendimentos de etanol consumiu praticamente todo ácido acético presente no meio 

que continha açúcares oriundos de biomassa pré-tratada por [C4mim][OAc]. Já na 

fermentação dos açúcares da biomassa pré-tratada por [C2mim][OAc], onde havia maior 

concentração de ácido acético, apesar de haver consumo deste ácido, nenhuma levedura 

conseguiu consumir todo o conteúdo. Todavia, a quantidade consumida de ácido acético pela 

S. pombe foi semelhante nas duas situações (Figura 12). Neste caso, como resíduos de 

líquidos iônicos estavam presentes no meio de fermentação, sugerem-se que a S. pombe é 

mais tolerante a líquidos iônicos que a S. cerevisiae. Estes dados diferem dos apresentados na 

literatura, onde há relatos de que S. cerevisiae é relativamente mais tolerante a sais se 

comparada a outras leveduras, tais como S. pombe e P. stipitis, porém menos tolerantes do 

que várias espécies de Candida (Wadskog & Adler, 2003). 
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Figura 12. Concentrações de arabinose, xilitol, glicerol, ácido acético e celobiose para o bagaço de 

cana-de-açúcar pré-tratado com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da 

fermentação (Início - 0 horas) e depois (48 horas) para as leveduras Saccharomyces cerevisiae e 

Schizosaccharomyces pombe e a para bactéria Geobacillus thermoglucosidasius. 

 

O baixo rendimento de etanol para G. thermoglucosidasius, pode estar relacionado à 

concentração de ácido acético, no qual, apresentou pequeno aumento durante a fermentação, 

ao contrário das leveduras que apresentaram uma significativa redução na concentração de 

ácido acético.  

O bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com o LI [C4mim][OAc] apresentou uma 

concentração de ácido acético inferior ao pré-tratamento com o LI [C2mim][OAc]. Essa 

diferença na concentração de ácido acético pode ter sido a responsável pelo rendimento de 

etanol ter sido superior para o bagaço pré-tratado com [C4mim][OAc], pois quanto maior a 

concentração de ácido acético no meio, menor foi o rendimento de etanol, demonstrando uma 

possível inibição das leveduras.  

 

5.4.2 Capim-elefante 

 

S. cerevisiae, durante a fermentação dos açúcares liberados da hidrólise de capim-

elefante pré-tratado com [C2mim][OAc], conforme a Figura 13A e a Tabela 8, apresentou-se 

eficiente no consumo de glicose, cerca de 98%, e pouco eficiente no consumo de xilose, cerca 

de 1%, sendo o rendimento em etanol de 51%, considerando-se apenas o consumo de glicose 

(Tabela 8). Para o capim-elefante pré-tratado com [C4mim][OAc], conforme Figura 13B, o 

consumo de glicose foi de 97% e de xilose de 0,3%, apresentando um rendimento de etanol a 

partir de glicose de 60%. Estes dados demonstram que, apesar do consumo de glicose e, 

especialmente de xilose ser menor, o rendimento de etanol utilizando-se o capim-elefante pré-

tratado com [C4mim][OAc] foi superior ao pré-tratamento com [C2mim][OAc]. 

De acordo com a Figura 13A e 13B e a Tabela 8, S. pombe consumiu cerca de 97% da 

glicose obtida da fermentação dos açúcares liberados do capim-elefante pré-tratado com 

[C2mim][OAc] e cerca de 95% para o capim-elefante pré-tratado com [C4mim][OAc]. Já o 

consumo de xilose foi maior para a biomassa pré-tratada com [C4mim][OAc], cerca de 27% e 

de 15% para [C2mim][OAc]. No entanto, o rendimento em etanol foi de 50% para o pré-

tratamento com [C2mim][OAc], sendo superior ao rendimento obtido com o LI 

[C4mim][OAc], que foi de 45%. O consumo de xilose foi maior utilizando-se a levedura S. 
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pombe, quando comparada com a S. cerevisiae, conforme a Figura 14 sugerindo que outras 

substâncias presentes no meio interferem no consumo de xilose.  

A bactéria G. thermoglucosidasius (Figura 13A e 13B) apresentou um consumo de 

glicose de 17% para o capim-elefante pré-tratado com [C2mim][OAc] e de 14% para o 

[C4mim][OAc]. Apesar do consumo de glicose ser maior para o capim-elefante pré-tratado 

com [C2mim][OAc], o rendimento em etanol foi de 21%, sendo inferior ao capim-

elefante pré-tratado com [C4mim][OAc], no qual obteve-se 27% de rendimento 

(Tabela 8). O consumo de xilose apresentou-se insignificante para a biomassa pré-

tratada com [C4mim][OAc], enquanto que para o pré-tratamento com [C2mim][OAc] 

foi de 7%.  

Rendimentos em etanol de 62,2 mg.g
-1

 e 141,5 mg.g
-1

 foram encontrados por Cardona 

et al. (2014) quando utilizou capim-elefante pré-tratado a 120 ºC com NaOH na proporção de 

1:20 (m/m) durante 1 h, a enzima comercial utilizada na hidrólise foi a Accellerase 1500 e o 

tempo de fermentação foi de 36 h a 37ºC.  

Tabela 8. Concentrações de glicose e rendimento em etanol para o capim-elefante pré-tratado com os 

líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da fermentação (Início - 0 horas) e 

depois (48 horas) para as leveduras  S. cerevisiae e S. pombe, e a bactéria G. thermoglucosidasius. 

Biomassa Líquidos 

Iônicos 

Microrganismos Concentração de 

glicose  

(mg.g
-1

) 

Consumo 

de glicose 

(%) 

Concentração 

de etanol 

(mg.g
-1

) 

Rendimento 

em etanol 

(%) 

0 h 48h 

 

C
ap

im
-e

le
fa

n
te

 

[C2mim][OAc] S. cerevisiae  

198,65 

4,6 97,7       51,2 

 
 

        51 

 

S. pombe 5,9 97 50,3 50 

G. thermoglu-

cosidasius 

165,55 16,7 17,75 18 

[C4mim][OAc] S. cerevisiae  

176,15 

4,85 97,2 54,2 60 

S. pombe 8,7 95 40,5 45 

G. thermoglu-

cosidasius 

150,85 14,4 21,1 

 

23 

 

 

Xu et al. (2011) apresentou 94,7% de rendimento teórico em etanol para a bermuda 

grass pré-tratada com ácido fosfórico e acetona, realizando a fermentação a 38ºC por 96 h, 

com uma carga de celulase de 25 FPU g
-1

 e 10% (v/v) do inóculo de S. cerevisiae. Em outro 

estudo, Fan et al. (2013) utilizou a levedura Pichia guilliermondii, no qual foi anteriormente 

adaptada a resíduos de sabugo de milho e selecionada, hidrolisada e utilizada para a produção 

de etanol sem qualquer desintoxicação ou suplementação de nutrientes, através de batelada 

alimentada, atingindo um rendimento de 56,3 g/L de etanol. 
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Figura 13. Concentrações da glicose, xilose e etanol para o capim-elefante, pré-tratado com os 

líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da fermentação (Início - 0 horas) e 

depois (48 horas) para as leveduras Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe e para a 

bactérica Geobacillus thermoglucosidasius. 

Na Figura 14A e 14B, observa-se que o capim-elefante pré-tratado com os LIs 

[C2mim][OAc] e [C4mim][OAc] apresentou concentrações de arabinose e de xilitol 

praticamente inalteradas do início ao fim da fermentação; no entanto, a concentração de ácido 

acético foi menor para a biomassa pré-tratada com [C4mim][OAc] desde o inicio da 

fermentação, ocorrendo uma diminuição na concentração para as leveduras S. cerevisiae e S. 

Pombe. Porém, para a bactéria G. thermoglucosidasius, a concentração de ácido acético 

aumentou de 5,35 mg.g
-1

 para 13,15 mg.g
-1

, para o capim pré-tratado com [C4mim][OAc]. 
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Entretanto, o rendimento em etanol foi superior para a G. thermoglucosidasius com o LI 

[C4mim][OAc] com relação a [C2mim][OAc]. 
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Figura 14. Concentrações de arabinose, xilitol, gicerol, ácido acético e celobiose presente nas 

amostras de capim-elefante pré-tratado com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] 

(B) e hidrolisado por enzimas de Penicillium ecchinulatum, antes da fermentação (Início - 0 horas) e 

depois (48 horas) para Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe e Geobacillus 

thermoglucosidasius. 
 

5.4.3 Serragens de Eucalyptus sp. e Pinus sp. 

S. cerevisiae se mostrou mais eficiente no consumo de ARs tanto para as serragens de 

Pinus sp. quanto de Eucalyptus sp. pré-tratadas com ambos LIs, quando comparada com S. 

pombe, e G. thermoglucosidasius, sendo o maior consumo de AR de 80% obtido com S. 

cerevisae e o LI [C2mim][OAc].  
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A serragem de Pinus sp. pré-tratada com os LIs [C2mim][OAc] e [C4mim][OAc] e 

fermentada com a levedura S. cerevisiae (Figura 15A e 15B) mostraram consumo de glicose 

semelhante, cerca de 98%. Já o consumo de xilose foi de 54% para a biomassa pré-tratada 

com [C2mim][OAc] e de 51% para o pré-tratamento com [C4mim][OAc]. O rendimento de 

etanol a partir da glicose, no entanto, foi de 37% para o pré-tratamento com [C2mim][OAc] e 

de cerca de 31% para o LI [C4mim][OAc], demonstrando que apesar do consumo de glicose 

ter sido semelhante, o LI [C2mim][OAc] contribuiu para um melhor rendimento. Verifica-se 

na Figura 15A e 15B, que S. pombe apresentou um consumo de glicose de 92% tanto para a 

serragem de Pinus sp. pré-tratada com [C2mim][OAc] quanto para [C4mim][OAc], porém, o 

consumo de xilose foi maior para o pré-tratamento com [C4mim][OAc], cerca de 51%, com 

relação ao LI [C2mim][OAc], cerca de 48%. O rendimento em etanol considerando apenas a 

glicose, foi de 33% para o [C2mim][OAc] e de 31% para o [C4mim][OAc]. 

Embora os rendimentos tenham sido reduzidos, nesta condição seria possível a 

obtenção de cerca de 47 L de etanol por tonelada de serragem de Pinus sp., porém ainda é 

necessário aumentar estes rendimentos para tornar o processo economicamente viável para o 

aproveitamento de serragem de Pinus sp. 

 Para G. thermoglucosidasius verificou-se que houve consumo parcial de glicose e 

xilose, mas pouco etanol foi produzido. O consumo de glicose e xilose de cerca de 43% e 

31%, respectivamente, para a serragem de Pinus sp. pré-tratada com ambos  LI, sendo o 

rendimento de 7% para a produção de etanol. Estes dados indicam que maiores tempos de 

fermentação ou maiores inóculos são necessários para este microrganismo. 

Tabela 9. Concentrações de glicose e rendimento em etanol para a serragem de Pinus sp. pré-tratado 

com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da fermentação (Início - 0 

horas) e depois (48 horas) para as leveduras  S. cerevisiae e S. pombe, e a bactéria G. 

thermoglucosidasius. 

Biomassa Líquidos 

Iônicos 

Microrganismos Concentração 

de glicose 

(mg.g
-1

) 

Consumo 

de glicose 

(%) 

Concentraçã

o de etanol 

(mg.g
-1

) 

Rendimento 

em etanol 

(%) 

0 h 48h 

 

P
in

u
s 

sp
. 

[C2mim][OAc] S. cerevisiae 200,45 2,98 
 

98,51 37,45 
 

36,55 

S. pombe 16,25 91,89 33,50 32,70 

G. thermoglu-

cosidasius 

115,30 57,52 6,75 

 

6,59 

 

[C4mim][OAc] S. cerevisiae 179,55 2,86 98,41 33,60 36,61 

S. pombe 13,10 92,70 28,05 30,56 

G. thermoglu-

cosidasius 

102,85 

 

42,72 6,60 

 

7,19 
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Figura 15. Concentrações da glicose, xilose e etanol nas amostras de Pinus sp. pré-tratado com os 

líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) e hidrolisadas com enzimas de Penicillium 

echinulatum, antes da fermentação (Início - 0 horas) e depois (48 horas) para Saccharomyces 

cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe e Geobacillus thermoglucosidasius. 

 

 

Na Figura 16, pode-se observar que serragem de Eucalyptus sp. pré-tratada com os LIs 

[C2mim][OAc] e [C4mim][OAc] possibilitou que as leveduras consumissem maior conteúdo 

de glicose. O maior consumo de glicose, cerca de 98%, foi verificado para a levedura S. 

cerevisiae. O consumo de xilose foi maior quando serragem foi pré-tratada por 

[C4mim][OAc], atingindo consumos de 62% para S. cerevisiae e 59% para S. pombe. 

Conforme a Tabela 10, o melhor rendimento de etanol, considerando apenas o 

consumo de glicose, foi obtido com a S. cerevisiae, sendo de 35% para ambos LIs. O maior 

rendimento de etanol, cerca de 37%, considerando apenas o consumo de glicose, foi obtido 
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com a serragem de Pinus sp. pré-tratada com [C2mim][OAc] e fermentada com S. cerevisiae e 

de 35% para a serragem de Eucalyptus sp. pré-tratada com ambos LIs.  

No trabalho de Shafiei et al. (2013) com lascas e pó de madeira pré-tratadas com 

[C2mim][OAc], obteve-se rendimentos em etanol de 66,8% e de 81,5%, respectivamente. Já 

para o pré-tratamento com [C4mim][OAc] o rendimento foi de 51,8% para as lascas de 

madeiras e de 81% para o pó de madeira. Apesar do pré-tratamento ter sido realizado com os 

mesmos líquidos iônicos e a fermentação ser realizada com leveduras da mesma espécie, o 

tempo de pré-tratamento, hidrólise e fermentação foram diferentes o que deve ter contribuído 

para os diferentes rendimentos. Yamashita et al. (2010), obteve 30,1 g/L de etanol utilizando 

pré-tratamento com explosão a vapor (45 atm), e de 73,3 g/L para o pré-tratamento com 

solventes orgânicos, utilizando uma concentração inicial de substrato de 200 g/L e tempo de 

fermentação de 48 h com S. cerevisiae. Romaní et al. (2013), através do pré-tratamento de 

madeira de Eucalyptus globulus moída com tamanho de 8 mm com explosão a vapor em 

diferentes condições, atingiu em rendimento de etanol 51 g/L. 

 

Tabela 10. Concentrações de glicose e rendimento em etanol para a serragem de Eucalyptus sp. pré-

tratada com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da fermentação (Início - 

0 horas) e depois (48 horas) para as leveduras  S. cerevisiae e S. pombe, e a bactéria G. 

thermoglucosidasius. 

Biomassa Líquidos 

Iônicos 

Microrganismos Concentração 

de glicose 

(mg.g
-1

) 

Consumo 

de 

glicose 

(%) 

Concentração 

de etanol 

(mg.g
-1

) 

Rendimento 

em etanol 

(%) 

0 h 48h 

  

E
u

ca
ly

p
tu

s 
sp

. 

[C2mim][OAc] S. cerevisiae 178,30 3,39 98,10 31,55 34,62 

S. pombe 12,10 93,21 29,35 32,21 

G. thermoglu-

cosidasius 

104,50 

 

41,39 6,80 

 

7,46 

 

[C4mim][OAc] S. cerevisiae 157,00 2,76 98,23 27,75 34,58 

S. pombe 7,30 95,35 26,30 32,77 

G. thermoglu-

cosidasius 

80,45 

 

48,76 6,75 

 

8,41 

 

 

Goshadrou et al. (2013), realizou o pré-tratamento de madeira de álamo moída com 

tamanho entre 177 - 840 μm com o LI [C2mim][OAc] na proporção de 1:19 (m/m) a 

temperatura de 120ºC durante 1 h, 3 h e 5 h, obtendo após 24 h de fermentação com S. 

cerevisiae um rendimento teórico em etanol de 73,5%, 78,9% e 81,2%, de acordo com tempo 

de pré-tratamento. Segundo ele, o rendimento em etanol para a madeira de álamo moída pré-

tratada com ácido sulfúrico diluído a 1,2% (m/m) foi inferior ao obtido no pré-tratamento com 

o LI, sendo convertido 42,1% de glucano em etanol, produzindo cerca de 80 g de etanol para 
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1 kg de biomassa utilizada, enquanto que para o LI [C2mim][OAc] a conversão de glucano 

atingiu 87%, produzindo cerca de 224 g de etanol para cada kg de biomassa. 
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Figura 16. Concentrações de glicose, xilose e etanol para a serragem de Eucalyptus sp. pré-tratado 

com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da fermentação (Início - 0 

horas) e depois (48 horas) para Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe e 

Geobacillus thermoglucosidasius. 

Haykir & Bakir (2013), utilizando hastes de algodão pré-tratadas com o LI 

[C2mim][OAc] e alcalino obteve um rendimento em etanol de 22,9 mg.g
-1

 e 19,8 mg.g
-1

, 

respectivamente, o que demonstra uma maior eficiência no pré-tratamento com LIs quando 

comparado ao alcalino, embora os líquidos iônicos empregados também são alcalinos. 
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Considerando os rendimentos de etanol obtidos para a serragem de Eucalyptus sp. 

seria possível a produção de cerca de 40 L de etanol por tonelada deste resíduo. 

Para as serragens de Pinus sp. e de Eucalyptus sp., observa-se, na Figura 17 e 18, que 

as concentrações de arabinose e o xilitol permaneceram constantes durante a fermentação, 

com exceção da serragem de Eucalyptus sp. pré-tratada com [C4mim][OAc] (Figura 18B), 

onde observa-se redução na concentração de arabinose por S. cerevisiae. Isto indica que talvez 

os resíduos de [C4mim][OAc] apresentaram interferência no metabolismo desta levedura, 

possibilitando o consumo da pentose arabinose. 

Nas amostras que a celobiose estava presente esta foi consumida, tanto por S. 

cerevisiae e S. pombe, mas este consumo possivelmente foi relacionado à presença de β-

glucosidase no meio. Isto ocasionou a hidrólise do dissacarídeo à glicose. Celobiose não foi 

detectada nas amostras de Eucalyptus pré-tratadas por [C4mim][OAc], indicando que nesta 

condição este dissacarídeo foi convertido a glicose durante a etapa da hidrólise.  

 Comparando-se os rendimentos de etanol produzidos entre as leveduras S. cerevisiae e 

S. pombe percebe-se que embora as diferenças dos rendimentos foram reduzidos, S. cerevisiae 

apresentou maior rendimento. 

Em relação às biomassas avaliadas, os maiores rendimentos de produção de etanol 

foram observados para Pinus sp., esta biomassa não continha a maior quantidade de 

carboidratos. Pinus sp. continha 38% de celulose e 16,14 % de hemicelulose, enquanto 

Eucalyptus sp. apresentava 40,05% de celulose e 16,55% de hemicelulose. Quanto a 

quantidade de lignina entre as duas biomassas avaliadas foram muito semelhantes, 28,7 % e 

28% para Pinus sp. e Eucalyptus sp., respectivamente. Estes dados indicam que a 

concentração de lignina e carboidratos não são as características mais relevantes para a 

liberação de açúcares de biomassa pré-tratada por líquidos iônicos. 

Ainda na Figura 17 e 18, observa-se que em todas as amostras hidrolisadas havia ácido 

acético, provindas do processo de pré-tratamento, mas observou-se que as leveduras avaliadas 

consumiram todo o conteúdo este ácido. Outro aspecto observado na Figura 18A e 18B, é a 

produção de glicerol que foi maior para S. pombe em ambas biomassas pré-tratadas com 

[C4mim][OAc], isso pode ter ocasionado o menor rendimento de etanol, pois a formação de 

glicerol reduz a eficiência na fermentação como demonstrado por Oura (1977) e Brumm & 

Ebeda (1988).  

 Para as serragens de Pinus sp. e de Eucalyptus sp., observa-se, na Figura 17 e 18, que 

as concentrações de arabinose e  xilitol permaneceram constantes durante a fermentação. A 

concentração de ácido acético diminui, tanto para as leveduras quanto para a bactéria, e a 
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concentração de glicerol permaneceu nula durante a fermentação com a bactéria G. 

thermoglucosidasius, o que não ocorreu com as leveduras. 
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Figura 17. Concentrações de arabiose, xilitol, gicerol, ácido acético e celobiose para a serragem de 

Pinus sp. pré-tratada com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da 

fermentação (Início - 0 horas) e depois (48 horas) para as leveduras  Sacccharomyces cerevisiae e 

Schizosaccharomyces pombe, e a bactéria Geobacillus thermoglucosidasius. 
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Figura 18. Concentrações de arabiose, xilitol, gicerol, ácido acético e celobiose para a serragem de 

Eucalyptus sp., pré-tratada com os líquidos iônicos [C2mim][OAc] (A) e [C4mim][OAc] (B) antes da 

fermentação (Início - 0 horas) e depois (48 horas) para as leveduras  Sacccharomyces cerevisiae e 

Schizosaccharomyces pombe, e a bactéria Geobacillus thermoglucosidasius. 

 

Os inibidores de fermentação que comumente são formados em processos de pré-

tratamento que empregam elevadas temperaturas, 5-hidroximetil-2-furfural (HMF) e furfural, 

não foram detectados nas amostras deste trabalho. Estes dados são reforçados pelos dados 

obtido por Shafiei et al. (2013) com lascas e pó de madeira  pré-tratada com os mesmos 

líquidos iônicos. Estes autores também não constaram a formação de HMF e furfural. 

 



58 
 

6 CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que: 

- os LIs apresentam compatibilidade e podem ser aplicado para pré-tratamentos de 

lignocelulósicos, seguido por hidrólise enzimática emepregando enzimas de P. echinulatum; 

- o LI [C4mim][OAc] apresenta maior potencial para pré-tratamento de capim-elefante, 

enquanto [C2mim][OAc] apresenta maior potencial para o pré-tratamento de Pinus sp. e 

Eucalyptus sp.;  

- os resíduos líquidos iônicos apresentam interferência no metabolismo das leveduras 

avaliadas ao que se refere à produção de etanol.  

- os LIs interferência no metabolismo de S. cerevisiae que S. pombe, sendo que 

resíduos de [C4mim][OAc] apresentam menor interferência na produção de etanol por ambas 

leveduras avaliadas, quando utilizados os açúcares provenientes de bagaço de cana-de-açúcar 

e capim-elefante; 

- G. thermoglucosidasius apresenta potencial para produção de etanol, empregando 

simultaneamente xilose e glicose. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

- Avaliar o efeito da utilização de G. thermoglucosidasius para a conversão de biomassas a 

açúcares sem a realização de pré-tratamentos; 

- Avaliar concentrações maiores de biomassa nos processos de hidrólise enzimática e 

fermentação; 

- Otimizar e escalonar o processos fermentativos empregando os microrganismos 

utilizados neste trabalho; 

- Avaliar o emprego de leveduras utilizadas em usinas de produção de etanol para a 

fermentação de açúcares provenientes de biomassas pré-tratadas por LIs; 

- Empregar leveduras termotolerantes para fermentações e hidrólises enzimáticas 

simultâneas; 

- Reutilizar os líquidos iônicos para novos processos de pré-tratamento. 
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