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RESUMO 

 

A lemna tem sido apontada como uma biomassa potencial para a 

produção de etanol, devido a sua capacidade de acumular amido, possuir 

altas velocidades de crescimento, baixo teor de lignina, dentre outras 

características. Neste trabalho a produção de etanol a partir da biomassa 

de lemna (Landoltia punctata) foi avaliada. O estudo foi dividido em duas 

partes. A primeira parte avaliou a hidrólise enzimática simultânea das 

frações amilácea e celulósica, sem o uso de pré-tratamento, da biomassa 

de lemna submetida ao acúmulo de amido. A segunda parte avaliou o 

efeito do pré-tratamento hidrotérmico na fração celulósica da biomassa 

de lemna submetida à sacarificação e fermentação simultânea (SFS). O 

acúmulo de amido em lemna foi influenciado pela escassez de nutrientes. 

Na simples transferência das lemnas do sistema de tratamento de efluente 

doméstico para água de rede de abastecimento submetidas às condições 

climáticas não controladas, o teor de amido atingiu 27%. Quanto à 

liquefação do amido, sua eficiência foi de 60,5% em 3 horas (lemna 7% 

m v-1; pH 5; 50 rpm; 65 °C e α-amilase 10% (v m-1). A maior eficiência 

da sacarificação do amido foi de 98,99% em 8 horas (pH 5; 45 ºC, 100 

rpm, amiloglucosidase 1%, v m-1; e pectinase 0,3%, v m-1). A enzima 

complementar (Htec) para a hidrólise da celulose não apresentou efeito 

significativo na eficiência da reação. A maior eficiência da sacarificação 

simultânea do amido e da celulose da biomassa de lemna sem pré-

tratamento foi de 82% em 4 horas (pH 5; 45 ºC; 100 rpm, 

amiloglucosidase 1%, v m-1; e pectinase 0,3%, v m-1 e celulase 20%, v m-

1). Em relação à segunda parte desse estudo, o pré-tratamento 

hidrotérmico resultou na solubilização dos açúcares não-celulósicos. Na 

melhor condição (200 °C, 10 minutos, fator de severidade 3,9), a 

conversão em etanol foi de 88,81%, valor esse 63% maior ao encontrado 

na biomassa não tratada. Sendo assim, em relação à primeira parte do 

estudo, a produção de açúcares fermentescíveis a partir da biomassa de 

lemna se mostrou promissora, levando em consideração a capacidade de 

acumular amido por meio de um processo simples, às condições amenas 

da hidrólise enzimática e à alta eficiência do processo em tempo 

relativamente curto. Em relação à segunda parte, o pré-tratamento 

hidrotérmico se mostrou adequado para maximizar a conversão de etanol 

da fração celulósica da biomassa de lemna submetida à SFS. 

 

Palavras-chave: biomassa lignocelulósica, acúmulo de amido, lemna, 

açúcares fermentescíveis, etanol.  

 



 

 

 

  



 

ABSTRACT 

 

Duckweed has been identified as a potential biomass for the production 

of ethanol, due to its ability to accumulate starch, high growth rates and 

low lignin content. Production of ethanol from duckweed biomass was 

evaluated. This research was divided into two steps. The first step 

evaluated simultaneous enzymatic hydrolysis of the starchy and the 

cellulosic fraction without the use of pretreatment of biomass duckweed 

subjected to starch accumulation. The second step evaluated the effect of 

the hydrothermal pre-treatment in the cellulosic fraction of biomass 

duckweed subjected to simultaneous saccharification fermentation (SSF). 

Starch accumulation in duckweed was influenced by the starvation of 

nutrients. In simple transfer of duckweed to wastewater treatment system 

to tapwater subject to weather conditions not controlled, the starch content 

reached 27%. As for starch liquefaction efficiency was 60.5% at 3 hours 

(Duckweed 7% w / v; pH 5; 50 rpm; 65 ° C and α-amylase 10% v / w). 

The greater efficiency of the starch saccharification was 98.99% in 8 

hours (pH 5, 45 ° C, 100 rpm, amyloglucosidase 1% v / w, and 0.3% 

pectinase, v / w). The additional enzyme for the hydrolysis of the cellulose 

had no significant effect on the reaction efficiency. The greater efficiency 

of simultaneous saccharification of starch and cellulose biomass 

duckweed without pre-treatment was 82% in 4 hours (pH 5, 45 ° C, 100 

rpm, amyloglucosidase 1% v / w, and 0.3% pectinase v / w cellulase 20% 

v / w). In the second step of this research, the hydrothermal pretreatment 

resulted in the solubilization of non-cellulosic sugars. In the best 

condition (200 ° C, 10 minutes and severity factor 3.9), conversion to 

ethanol was 88.81%, an amount 63% higher to that found in untreated 

biomass. Thus, in the first step of the research, the production of 

fermentable sugars from biomass duckweed proved promising, taking 

into account the capacity to accumulate starch through a simple process 

at mild conditions of enzymatic hydrolysis and high process efficiency in 

a relatively short time. In the second step, the hydrothermal pre-treatment 

is adequate to maximize the ethanol conversion of cellulose fraction of 

biomass duckweed submitted to SSF. 

 

Keywords: lignocellulosic biomass, starch accumulation, duckweed, 

fermentable sugars, ethanol. 
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO 

  

VALORIZAÇÃO BIOTECNOLÓGICA DE LEMNAS (Landoltia 

punctata) PARA PRODUÇÃO DE ETANOL 

Por quê? 

 

 A lemna tem sido apontada como uma matéria-prima promissora para 

a produção de biocombustível 

 Estimativas de rendimento de etanol a partir de lemnas têm chegado 

a valores maiores que do milho 

 Pré-tratamento hidrotérmico tem sido relatado como um tratamento 

de menor impacto  

Quem já fez? 

 

 
 São poucos os trabalhos que realizam tanto a hidrólise da fração 

amilácea quanto da fração celulósica da lemna 

 Não constam na literatura trabalhos sobre a SFS de lemna (Landoltia 

punctata) submetida ao pré-tratamento hidrotérmico 

 

Hipóteses 

 

 
 É possível acumular amido em lemna (Landoltia punctata) em escala 

piloto sob condições climáticas não controladas em Florianópolis  

 É possível obter alta eficiência da hidrólise simultânea do amido e da 

celulose de lemna sem o uso de pré-tratamento 

 É possível aumentar a conversão a etanol da fração celulósica da 

biomassa de lemna submetida ao pré-tratamento hidrotérmico? 

 

Metodologia experimental 

 

 Cinéticas para avaliar o efeito das condições da liquefação do amido 

 DCCR para a otimização da sacarificação do amido 

 Quantificação dos açúcares da biomassa tratada e licores por 

cromatografia gasosa e etanol por cromatografia líquida 

Resposta 

 

 Determinar condições experimentais que conduzam a maior eficiência 

na hidrólise simultânea do amido e da celulose de lemna 

 Obter maiores conversões em etanol na fração celulósica através do 

pré-tratamento hidrotérmico  
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CAPÍTULO 1 - INTRODUÇÃO 

 

A demanda mundial por energia tem aumentado significativamente 

devido, principalmente, à rápida industrialização e crescimento 

populacional acelerado (JAMBO et al., 2016). Em contrapartida, a 

principal fonte de energia atualmente, os combustíveis fósseis, estão em 

declínio. A poluição ambiental e o aumento dos preços desses estão entre 

os muitos problemas de energia que se enfrenta hoje. Dessa forma, 

esforços mundiais estão sendo dirigidos para o desenvolvimento de 

combustíveis alternativos, ambientalmente não nocivos e eficientes 

(MURADOV et al., 2010). Nesse sentido, os biocombustíveis surgem 

como uma alternativa promissora de recurso energético mundial.  

O principal biocombustível é o etanol produzido em escala 

industrial a partir de matérias-primas que contêm amido e açúcar, como o 

milho nos EUA e a cana-de-açúcar no Brasil (SANCHEZ; CARDONA, 

2008). Embora o etanol de milho e de cana-de-açúcar sejam substitutos 

promissores para a produção de gasolina, eles não são suficientes para 

suprir a demanda mundial (BELL; ATTFIELD, 2006; RFA, 2010). Além 

disso, as preocupações éticas sobre o uso de alimentos como matéria-

prima para produção de combustível têm incentivado pesquisas e esforços 

no sentido de utilizar o potencial de matérias-primas não comestíveis 

(SUN; CHENG, 2002).  

Nesse contexto, os materiais de biomassa lignocelulósica 

constituem um substrato renovável substancial para a produção de etanol. 

Contudo, a biomassa lignocelulósica é um material que exige um pré-

tratamento para o seu processamento (HIMMEL et al., 2007). O pré-

tratamento, o passo mais caro na produção de etanol a partir de biomassa 

lignocelulósica, é de particular preocupação para tornar o etanol de 

segunda geração viável economicamente (LIMAYEM; RICKE, 2012). A 

necessidade dos pré-tratamentos ocorre devido à natureza de proteção da 

lignina geralmente presente nessas biomassas (HIMMEL et al., 2007; 

WALDRON, 2010). Uma alternativa a essa questão seria a produção de 

etanol a partir de uma biomassa com baixo teor de lignina. Nesse 

contexto, a biomassa de lemna pode vir a ser uma fonte promissora para 

a produção de bioetanol de segunda geração (JARVIS; FORSYTH; 

HENRY, 1988). 

A lemna é conhecida popularmente no Brasil como “lentilha 

d’água” ou “marrequinha”, pertencente ao gênero de plantas aquáticas da 

subfamília Lemnoideae. Elas vêm sendo utilizadas com sucesso no 

tratamento de efluentes (MOHEDANO, 2010). Nos últimos anos, a lemna 

tem sido apontada como uma matéria-prima potencial para a produção de 
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etanol, devido à sua elevada proporção de hidratos de carbono e baixo 

teor de lignina, o que a torna uma fonte de celulose mais facilmente 

hidrolisável e, consequentemente, mais adequada para a conversão em 

bioetanol de segunda geração. Essas plantas aquáticas são adaptáveis às 

mais variadas localidades e climas, possuem ainda velocidade de 

crescimento mais rápida do que outras plantas superiores (LANDOLT; 

KANDELER, 1987; JARVIS; FORSYTH; HENRY, 1988; HIMMEL et 

al., 2007; WALDRON, 2010).  Além disso, a lemna é geralmente um 

subproduto do tratamento de efluentes que não compete por terras 

agrícolas, o que torna ainda mais interessante a sua valorização por meio 

da produção de etanol.  

Como uma das principais características, as lemnas são capazes de 

acumular amido dependendo das condições de cultivo, em especial, sob a 

escassez de nutrientes (REID; BIELESKI, 1970; EYSTER, 1978; 

LANDOLT; KANDELER, 1987; THORSTEINSSON; TILLBERG, 

1987; CIERESZKO; BARBACHOWSKA, 2000). Estudos têm 

concentrado esforços em maximizar o teor de amido nas lemnas e valores 

entre 20 a 45% têm sido relatados (CHENG; STOMP, 2009; FARRELL, 

2012; TAO et al., 2013; XIAO et al., 2013; HUANG et al., 2014; SREE; 

APPENROTH, 2014).  

Em relação à hidrólise enzimática da lemna, altas taxas de 

conversão do amido têm sido alcançadas seguindo diferentes tratamentos 

enzimáticos (CHENG; STOMP, 2009; CHEN et al., 2012). Bons 

rendimentos de glicose também foram atingidos a partir da fração 

celulósica usando um mix de celulases e explosão a vapor como pré-

tratamento (ZHAO et al., 2012; ZHAO et al., 2015a; ZHAO et al., 2015b). 

No entanto, parece haver pouca investigação sobre a hidrólise enzimática 

simultânea da fração amilácea e da fração celulósica da lemna. Além 

disso, a explosão a vapor é relatada com um tratamento que resulta na 

formação de grande quantidade de inibidores indesejáveis na fermentação 

(PEDERSEN; MEYER, 2010). Já o tratamento hidrotérmico tem sido 

relatado com um tratamento que tem significativamente menor impacto 

ambiental, menor investimento de capital, evita a formação de produtos 

químicos e possui baixa geração de subproduto.   

Dessa forma, esse trabalho verificou a hidrólise enzimática 

simultânea da fração amilácea e da fração celulósica sem o uso de pré-

tratamento. Em seguida, analisou o efeito do pré-tratamento hidrotérmico 

na fração celulósica da lemna submetida à fermentação e sacarificação 

simultânea. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 
 

Estudar a valorização da biomassa de lemna (Landoltia punctata) 

visando à produção de etanol. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 
 

 Valorizar a biomassa de lemnas obtida em sistemas de 

tratamentos de efluentes domésticos através da transformação do 

seu amido e celulose em açúcares fermentescíveis por meio da 

hidrólise enzimática: 

 Estudar o acúmulo de amido em lemnas; 

o Avaliar o efeito da escassez de nutrientes utilizando 

água destilada e água potável de rede de 

abastecimento; 

o Ampliar a escala do ensaio de acúmulo de amido 

sob condições ambientais não controladas 

(temperatura e fotoperíodo); 

 Efetuar a caracterização físico-química da biomassa de 

lemna enriquecida em amido quanto ao seu teor de proteína 

bruta, de celulose, de amido e umidade; 

 Estudar e desenvolver o processo de hidrólise enzimática de 

lemna; 

o Avaliar o efeito da concentração de substrato, pH, 

agitação, temperatura e concentração de enzima na 

liquefação do amido de lemna; 

o Avaliar o efeito da concentração das celulases na 

sacarificação da celulose de lemna; 

 Analisar o efeito do pré-tratamento hidrotérmico na fração 

celulósica da biomassa de lemna submetida ao processo SFS 

(Sacarificação e Fermentação Simultânea): 

 Caracterizar a biomassa de lemna quanto ao seu perfil de 

monossacarídeos; 
 Avaliar o efeito da temperatura do pré-tratamento 

hidrotérmico na fração celulósica da biomassa de lemna; 

 Analisar o rendimento da SFS na biomassa pré-tratada nas 

diferentes temperaturas.  



 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

CAPÍTULO 2 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 BIOCOMBUSTÍVEIS 

 

2.1.1 Aspectos gerais  

 
O termo biocombustível se refere aos combustíveis líquidos ou 

gasosos produzidos a partir de biomassa, destinados, principalmente, ao 

setor de transportes. Os biocombustíveis líquidos incluem o metanol, 

etanol, butanol e biodiesel, e os biocombustíveis gasosos compreendem o 

hidrogênio e o metano (DEMIRBAS, 2008). 

No que diz respeito à matriz energética mundial, os 

biocombustíveis e as fontes de carbono fóssil correspondem a 10,2% e 

81,2%, respectivamente (IEA, 2016). O petróleo é a principal fonte de 

energia atualmente. Entretanto, devido ao esgotamento progressivo deste 

e às ameaças ambientais que a exploração de fontes não renováveis 

ocasiona, especialmente em termos de emissões de CO2, a busca por 

fontes de energia renovável torna-se cada vez mais necessária. Neste 

contexto, se encontra o etanol, o principal biocombustível empregado 

mundialmente, com estimativas de atingir 27% da energia mundial em 

2050 (NRC, 2000; ANP, 2012; IEA, 2016). 

 

2.1.2 Etanol: o principal biocombustível 

 

O etanol, também conhecido como álcool etílico (C2H6O), é 

produzido desde os tempos antigos pela fermentação de açúcares 

presentes em matéria-prima de origem vegetal, tais como cereais, 

beterraba, batata e cana-de-açúcar (ROEHR, 2001). No entanto, somente 

no início do século XX, tornou-se conhecido o seu potencial como 

combustível, o que levou ao desenvolvimento de vários métodos de 

produção de etanol em larga escala (SOLOMON; BARNES; 

HALVORSEN, 2007).  

O uso do etanol tem suscitado grande interesse devido à alta dos 

preços e aos problemas ambientais causados pelos combustíveis fósseis. 

Trata-se de um produto renovável que contribui para a redução do efeito 

estufa e diminui substancialmente a poluição do ar, minimizando os seus 

impactos na saúde pública (IEA, 2013). 
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2.1.2.1 Panorama e perspectivas da produção de etanol no Brasil 

 

Devido a questões políticas, econômicas e ambientais, a demanda 

mundial de etanol sofreu variações ao longo do tempo.  Em outubro de 

1973, o panorama mundial mudou drasticamente, quando teve início a 

Guerra de Yom Kippur, um conflito entre árabes e israelenses. Com o fim 

da guerra o custo do barril de petróleo aumentou 300%. A partir desse 

momento, o mundo passou a refletir melhor sobre a questão energética e 

medidas foram adotadas por diversos países para conter a dependência da 

importação do petróleo (PEREIRA, 2008). Essa mudança reacendeu o 

interesse mundial por outras fontes de energia e levou diversos países a 

buscarem soluções mais adequadas, considerando as peculiaridades 

nacionais (BERTELLI, 2007).  

Com a elevação dos preços do petróleo, somada ao risco de 

superprodução do açúcar, o Brasil adotou medidas a fim de resolver tanto 

a crise do petróleo quanto a do açúcar. Assim, o governo federal instituiu 

o Programa Nacional do Álcool (Proálcool), mediante o Decreto 76.595 

de 14/11/1975, firmado pelo então presidente Ernesto Geisel (BNDES, 

2008). 

Mediante uma intervenção governamental substancial para 

aumentar a oferta e a demanda por etanol, o Brasil desenvolveu 

capacidades institucionais e tecnológicas para o uso de energia renovável 

em larga escala (MUSSATTO et al., 2010). No período de 1973 a 1985, 

a produção foi de 660 milhões de litros por ano para 11,9 bilhões de litros 

(MAPA, 2015). Até o final dos anos 80, os veículos movidos 

exclusivamente a álcool hidratado representavam 85% dos veículos novos 

na frota nacional. No entanto, nessa época, problemas de logística no 

abastecimento, redução dos preços do petróleo e aumento da cotação 

internacional do açúcar tornaram o etanol pouco competitivo, o que levou 

à estagnação do Proálcool. Nos anos 1990, ocorreu, ainda, a 

desregulamentação estatal dos mercados de açúcar e álcool no país, o que 

aumentou a incerteza sobre o uso do etanol como combustível 

(GOLDEMBERG et al., 2004). 

Em 2003, ocorreu a introdução dos veículos bicombustíveis (flex 
fuel) no mercado brasileiro, que deu início a uma nova onda de dinamismo 

no país. Promovidos por incentivos fiscais combinados com os elevados 

preços do petróleo, os veículos flex promoveram um rápido crescimento 

na produção de etanol de cana-de-açúcar (CINELLI, 2012). 

Em 2009, o Brasil se tornou o maior exportador mundial de etanol, 

atingindo 3,3 bilhões de litros de etanol exportados. Entretanto, houve 

uma diminuição na produção nacional de 2009 para 2010, o que 
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ocasionou uma forte queda nas exportações e um aumento nas 

importações (SECEX, 2011). Atualmente, o Brasil é o segundo maior 

produtor mundial de etanol, sendo os EUA o primeiro (SHIKIDA et al., 

2014). 

Na Figura 2 pode-se observar a produção nacional de etanol nos 

últimos vinte anos.  

 
Figura 2. Produção de etanol no Brasil nos últimos vinte anos. 

 
Fonte: Elaborada a partir de dados do MAPA (2015). 

 

Vários fatores contribuíram para as oscilações no cenário de 

produção nacional de etanol, especialmente o desequilíbrio criado entre 

oferta e demanda. Houve um aumento significativo da demanda por 

etanol, impulsionada pelo setor automotivo com os carros flex, enquanto, 

por outro lado, a oferta de etanol foi bastante afetada pela crise financeira 

mundial. Tal desequilíbrio foi, ainda, agravado por questões como: 

elevação do preço do açúcar no mercado internacional, com consequente 

aumento da destinação da cana para a produção de açúcar, e condições 

climáticas não favoráveis (SHIKIDA et al., 2014). 

A produtividade agrícola nacional do setor sucroenergético sofreu 

quedas consideráveis nas últimas três safras, consequentemente refletindo 

na produção de etanol. Diversos fatores conjunturais podem explicar essa 

tendência, como a baixa renovação de canaviais e as adversidades 

climáticas verificadas nos últimos anos. Contudo, verifica-se uma clara 

redução dos incrementos ao longo dos anos, sugerindo a influência de 

fatores de caráter estrutural (melhoramento genético, máquinas e 
implementos). De fato, enquanto fatores conjunturais são ligados às 

oscilações de desempenho no curto prazo, fatores estruturais são 

responsáveis pela tendência de queda dos ganhos de produtividade no 

longo prazo. Entre os diversos fatores determinantes desse cenário, pode-
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se dizer que o principal deles reside no fato de que o investimento no 

desenvolvimento tecnológico vem sendo feito em ritmo e intensidade 

aquém do desejado (NYKO et al., 2013). 

Logo, o crescimento da demanda por combustíveis tem contrastado 

com a estagnação de investimentos na produção de etanol, o que se traduz 

em importações crescentes. Iniciativas como a implementação de usinas 

flex, unidades processadoras de outra matéria-prima durante o período de 

entressafra da cana-de-açúcar, vem surgindo a fim de incrementar a 

produção de etanol. Esse tipo de unidade permite, além de utilizar 

equipamentos subutilizados ou mesmo ociosos, aproveitar a energia 

excedente do processamento da cana-de-açúcar para aumentar a produção 

total de etanol da usina. Atualmente, há duas usinas de pequeno porte no 

Mato Grosso que já processam milho e cana-de-açúcar. Além dessas, 

existem apenas projetos de usinas para a região Centro-Oeste. Segundo 

Milanez et al. (2014), em razão dos méritos ambientais, econômicos e 

estratégicos, é oportuno que se avalie a criação de mecanismos que 

fomentem os investimentos em usinas flex no Brasil e, com isso, se 

construa uma solução para a urgente necessidade de aumentar a produção 

interna de etanol. 

Analisando, portanto, a conjuntura do mercado nacional de etanol 

combustível, além de investimentos tecnológicos, é notória a necessidade 

de processos alternativos que busquem diminuir a dependência da 

produção nacional de etanol em relação à cana-de-açúcar, evitando que 

uma matriz energética de biocombustível esteja concentrada em apenas 

uma biomassa (CINELLI, 2012). 

  

2.1.2.2 Etanol de segunda geração 
 

Embora o etanol de milho e de cana-de-açúcar (89% da atual 

produção de bioetanol mundial) sejam substitutos promissores para a 

produção de gasolina, eles não são suficientes para suprir parte dos um 

trilhão de litros de combustível fóssil consumido atualmente em todo o 

mundo a cada ano (BELL; ATTFIELD, 2006; RFA, 2010). Além disso, 

as preocupações éticas sobre o uso de alimentos como matéria-prima para 

combustível têm incentivado pesquisas e esforços no sentido de utilizar o 

potencial de matérias-primas não comestíveis (SUN; CHENG, 2002). 

Nesse contexto, os materiais de biomassa lignocelulósica constituem um 

substrato renovável substancial para a produção de bioetanol que não 

competem com a produção de alimentos e ração animal. Estes materiais 

celulósicos também contribuem para a sustentabilidade ambiental 
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(DEMIRBAS, 2008). Além disso, a biomassa lignocelulósica pode ser 

fornecida em grande escala a partir de diferentes matérias-primas de baixo 

custo, tais como resíduos urbanos e industriais, madeira e resíduos 

agrícolas (HIMMEL et al., 2007). 

Contudo, a biomassa lignocelulósica é um material que exige um 

pré-tratamento para o seu processamento (HIMMEL et al., 2007). O pré-

tratamento, o passo mais caro na produção de etanol a partir de biomassa 

lignocelulósica, é de particular preocupação para tornar o etanol de 

segunda geração viável economicamente (LIMAYEM; RICKE, 2012). A 

necessidade de pré-tratamentos deve-se a natureza de proteção da lignina 

geralmente presente nessas biomassas (HIMMEL et al., 2007; 

WALDRON, 2010). Uma alternativa a essa questão seria a produção de 

etanol a partir de uma biomassa com baixo teor de lignina. Nesse 

contexto, a biomassa de lemna apresenta potencial como fonte promissora 

para a produção de etanol de segunda geração (JARVIS; FORSYTH; 

HENRY, 1988). 

 

2.2 LEMNA 

 

2.2.1 Aspectos gerais 
 

O termo “Lemna” designa um gênero de plantas aquáticas da 

subfamília Lemnoideae, antiga família Lemnaceae. Do latim, “limnus” 

significa lago, que se refere ao habitat natural dessas plantas (JOURNEY; 

SKILLCORN; SPIRA, 1993). No presente trabalho o termo foi utilizado 

como uma nomenclatura popular, generalizando lemna (e/ou lemnáceas) 

como um nome mais usual, inclusive para outros gêneros deste grupo 

botânico (MOHEDANO, 2010).  

A subfamília Lemnoideae é composta das menores e mais simples 

angiospermas conhecidas, sendo frequentemente confundida com algas 

(LANDOLT; KANDELER, 1987). Porém, são macrófitas (vegetais 

superiores), monocotiledôneas possuidoras de sistema vascular, 

produzindo flores e frutos. Elas não são simplesmente versões em 

miniatura de angiospermas maiores, mas apresentam uma organização 

estrutural altamente modificada, resultando na alteração, simplificação ou 

perda de muitas características morfológicas e anatômicas (LANDOLT; 

KANDELER, 1987).  

Devido ao tamanho diminuto de suas flores e à simplicidade 

estrutural, a taxonomia desse grupo é difícil e divergente entre os autores. 
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Foram descritos 5 gêneros: Lemna, Wolffia, Landoltia, Spirodela e 

Wolffiella e cerca de 40 espécies (JOURNEY; SKILLCORN; SPIRA, 

1993; POTT, 2000). As plantas individuais variam em tamanho desde 1,5 

cm de comprimento (Spirodela polyrhiza) para menos de um milímetro 

(Wolffia globosa) (LANDOLT; KANDELER, 1987). 

 

2.2.2 Espécie Landoltia punctata 

 
Devido ao aprimoramento das técnicas de biologia molecular, a 

taxonomia deste grupo botânico tem sofrido diversas mudanças. Les e 

Crawford (1999) descreveram um novo gênero, o Landoltia (derivado de 

Spirodela), cujo nome foi uma homenagem a Elias Landolt, um dos 

maiores pesquisadores deste grupo vegetal. Segundo os autores, a espécie 

Spirodela punctata se diferencia geneticamente de Spirodela e Lemna, 

sendo assim necessário propor um gênero separado para esta espécie, o 

gênero Landoltia. Desta forma, neste trabalho considera-se Landoltia 
punctata e Spirodela punctata como sinônimos. 

A espécie Landoltia punctata foi descrita por Les e Crawford 

(1999) da seguinte forma: “Frondes flutuantes na superfície, ovadas a 

lanceoladas, levemente assimétricas, 1,5-4x 1,3-3 mm; 1 1/5-2 vezes mais 

longas que largas; fronde inflada ou não inflada com 1 linha de papilas, 
ao centro, no lado superior da fronde; 2 cavidades reprodutivas ou 

vegetativas, laterais; às vezes com bordos avermelhados; frondes 

senescentes com células de pigmentos; raiz 2-5 por fronde de ca. 15 mm 
de comprimento”. Sendo classificada como: 

Reino: Plantae 

   Divisão: Angiospermae 

     Classe: Monocotyledoneae  

       Ordem: Arales  

         Família: Araceae (Lemnaceae)  

           Sub-família: Lemnoideae  

             Gênero: Landoltia  
               Espécie: Landoltia punctata 

 

Na Figura 3 pode-se observar imagens dessa espécie, coletada no 

ambiente natural, na região litorânea de Santa Catarina. 
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Figura 3. Imagens de Landoltia punctata: 1- fronde; 2- raízes; 3- vista inferior 

da fronde; 4- fronde filha. 

 

Fonte: Mohedano (2010). 

 

2.2.3 Utilização de lemnas 

 

2.2.3.1 Tratamento de efluentes 

 

O uso das lemnáceas para tratamento de efluentes tem despertado 

um grande interesse devido à sua rusticidade e eficiência. Isso porque elas 

apresentam elevada exigência de nitrogênio e fósforo; obtêm maiores 

velocidades de crescimento entre as plantas vasculares; impedem o 

crescimento e proliferação de algas devido à baixa penetração de luz; 

criam um ambiente propício para a sedimentação ao diminuir a ação do 

vento; reduzem a proliferação de insetos por barreira física; possuem 

biomassa de elevada qualidade nutricional, agregando valor econômico 

ao tratamento (JOURNEY; SKILLICORN; SPIRA, 1993; 

HAMMOUDA; GABER; ADBEL-HAMMED, 1995; BONOMO; 
PASTORELLI; ZAMBON, 1997; IQBAL, 1999; CHENG et al., 2002a). 

Vários pesquisadores têm comprovado esta potencialidade de 

lagoas de lemnas no polimento de efluente, principalmente efluentes 

provenientes da suinocultura. A equipe dos doutores Cheng e Bergman, 
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da Universidade Estadual da Carolina do Norte (EUA) publicaram 

diversos trabalhos sobre a eficiência de lemnáceas no tratamento desses 

efluentes. Desses estudos, foi selecionada a espécie de lemnácea com 

melhor desempenho no tratamento de dejetos suínos, a Landoltia 

punctata. Os parâmetros avaliados foram remoção de nutrientes (N e P), 

taxa de crescimento e produção de proteína (BERGMAN et al., 2000). 

Sistema de lagoas de Landoltia punctata também foi objeto de 

estudo para o polimento de efluentes provenientes da suinocultura em 

Santa Catarina. O estudo demonstrou que, além da almejada remoção de 

nitrogênio e fósforo, com eficiências médias de 98 e 94% 

respectivamente, ocorreu também a redução significativa de E. coli (3 log 

de LA) e matéria orgânica oxidável (97% para DQO e 95% para DBO). 

De modo geral, as lagoas produziram um efluente clarificado, sem a 

turbidez característica da presença de algas e sólidos em suspensão 

(MOHEDANO et al., 2012). 

Nesses sistemas de tratamento, a biomassa é produzida em 

elevadas quantidades, podendo dobrar sua biomassa a cada 16-24 h, 

dependendo da disponibilidade de nutrientes, da temperatura e 

luminosidade (JOURNEY; SKILLICORN; SPIRA, 1993; PENG et al., 

2007). Cheng et al. (2002b) relataram que a velocidade de crescimento de 

lemna cultivada em lagoas de efluentes provenientes da suinocultura pode 

chegar a 29 g (base seca) m-2 dia-1, o que significaria 106 ton (base seca) 

ha-1 ano-1 para o cultivo de lemna durante 365 dias ano-1. Este rendimento 

é muito maior do que a maioria das culturas de amido, como milho (7,84 

ton ha-1 ano-1), trigo (3,15 ton ha-1 ano-1) e cevada (3,70 ton ha-1 ano-1). 

No entanto, o seu crescimento pode ser diminuído com a alta densidade 

de plantas, falta de nutrientes, valores extremos de pH e competição com 

outras plantas por luz e nutrientes. Por isso, dentre outros controles, a 

remoção periódica da biomassa excedente se faz necessária para melhorar 

a velocidade de crescimento (CULLEY; MYERS, 1978 apud FRANÇA 

et al., 2009). Esse excedente de biomassa geralmente é descartado, 

tornando-se um rico subproduto do tratamento de esgoto com potencial 

de reaproveitamento em diversas áreas.   

 

2.2.3.2 Alimentação animal 

 

O cultivo de lemnáceas é considerada uma tecnologia potencial 

para combinar o tratamento de efluentes e a produção de alimento animal, 

devido à baixa porcentagem de fibras e o elevado valor nutricional 

(IQBAL, 1999). Segundo Journey, Skillicorn e Spira (1993), o teor de 

proteína de lemnas é um dos mais altos no reino vegetal, porém é 
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dependente das condições de crescimento. Quando cultivadas em meios 

ricos em nutrientes, podem apresentar teores altos de proteína e baixo de 

fibras. Na Tabela 1 pode-se observar a variação da composição química 

das lemnáceas. 

 
Tabela 1. Variação da composição química de lemnáceas em base seca. 

Composição g/100g 

Proteína 6,8 – 45,0 

Lipídio 1,8 – 9,2 

Fibra 5,7 – 16,2 

Carboidrato 14,1 – 43,6 

Cinzas 12,0 – 27,6 

Fonte: Landolt e Kandeler (1987). 

 

Além do alto teor de proteína contido nessas plantas, outros 

componentes importantes também são encontrados. Landolt e Kandeler 

(1987) relatam a presença de 40 minerais diferentes e 6 vitaminas (A, B1, 

B2, B6, C, E). Diante dessas características, diversos pesquisadores 

testaram a eficiência das lemnas na alimentação de animais, 

principalmente aves e peixes (CULLEY et al., 1981; GAIGHER; 

PORATH; GRANOTH, 1984; HASSAN, 1986; HASSAN; EDWARDS, 

1992). A forma mais comum e difundida é para peixes, podendo a 

biomassa ser fornecida fresca, como único alimento, ou desidratada, em 

combinação com outras fontes de alimento em cultivos de carpas e tilápias 

(IQBAL, 1999).  

 

2.2.3.3 Produção de bioetanol 

 

O teor de amido nessas plantas pode variar de 3 a 75% por meio da 

manipulação das condições de crescimento, como, além da restrição de 

nutrientes, controles de pH, temperatura e fotoperíodo (LANDOLT; 

KANDELER, 1987; HASSAN; EDWARDS, 1992; CHENG; STOMP, 

2009). Dentre outras características, essa possibilidade de acúmulo de 

amido pelas lemnas, tem despertado um grande interesse nos 
pesquisadores e nos governos, como China e EUA, sobre a produção de 

bioetanol a partir dessa planta (CHENG; STOMP, 2009; XU et al., 2011; 

CHEN et al., 2012; GE et al., 2012; HUANG et al., 2014; YIN et al., 

2015; FUJITA et al., 2016).  
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Em 2009, o Departamento de Energia dos Estados Unidos apoiou 

um projeto para sequenciar o genoma de Spirodela polyrhiza. Apoiado 

pelo ministro da Ciência e Tecnologia, a China lançou um projeto para 

produzir biocombustíveis líquidos a partir da biomassa de lemnáceas e a 

primeira conferência internacional sobre aplicação e pesquisa de lemnas 

foi realizada em Chengdu, na China, em outubro de 2011 (TAO et al., 

2013). 

Essas plantas são consideradas como ideais por serem adaptáveis 

às mais variadas localidades e climas e não competirem com culturas 

alimentares e terras agriculturáveis. Elas possuem ainda velocidade de 

crescimento mais rápida do que outras plantas superiores, incluindo 

culturas agrícolas (LANDOLT; KANDELER, 1987). Podem também ser 

facilmente recuperadas do meio de cultura por um processo de separação 

simples (XU; SHEN, 2011), além de serem capazes de acumular amido 

(LANDOLT; KANDELER, 1987). Outra característica vantajosa é baixo 

teor de lignina presente na lemna, o que a torna uma fonte de celulose 

mais facilmente hidrolisável e, consequentemente, mais adequada para a 

conversão em bioetanol de segunda geração (JARVIS; FORSYTH; 

HENRY, 1988; HIMMEL et al., 2007; WALDRON, 2010). 

A biomassa de lemna, portanto, possui duas frações carboidráticas, 

amilácea e celulósica. Vários pesquisadores têm concentrado esforços em 

aumentar o teor de amido nas lemnas para assim submetê-la ao processo 

de hidrólise e fermentação (CHENG; STOMP, 2009; TAO et al., 2013; 

XIAO et al., 2013; HUANG et al., 2014; SREE; APPENROTH, 2014). 

Outros pesquisadores têm investigado o uso da fração celulósica como 

fonte hidrolisável a etanol, com ou sem o uso de pré-tratamentos (ZHAO 

et al., 2012; ZHAO et al., 2015a; ZHAO et al., 2015b). De um modo geral, 

os pesquisadores vêm estudando três processos envolvidos na produção 

de etanol a partir da biomassa de lemna, sendo eles, o acúmulo de amido, 

a hidrólise enzimática com ou sem o uso de pré-tratamentos e a 

fermentação alcóolica. 

 

2.2.3.3.1 Acúmulo de amido em lemnas  

 

As plantas geram amido através da fotossíntese, sendo parte deste 

utilizado no metabolismo celular e o restante armazenado nos 

cloroplastos, sob a forma de grânulos de amido. À noite, sem fotossíntese, 

parte do amido é degradada e exportada a partir dos cloroplastos para o 

metabolismo heterotrófico. Sendo assim, para aumentar a geração de 

amido nas lemnas, pode-se estimular a fotossíntese ou diminuir a 

decomposição do amido armazenado. No entanto, para estimular a 
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fotossíntese é preciso aumentar a intensidade de iluminação e/ou a 

concentração de dióxido de carbono no meio, o que é difícil e tem alto 

custo, especialmente ao ar livre. Por outro lado, manipular as condições 

de cultivo (temperatura, nutrientes e inibidores) para inibir a 

decomposição do amido é relativamente fácil e menor custo do que 

estimular a fotossíntese (CUI; CHENG, 2015). 

É reconhecido que a deficiência de nutrientes como fósforo, 

potássio, nitrogênio e fosfato pode desencadear o acúmulo de amido em 

lemna (REID; BIELESKI, 1970; EYSTER, 1978; THORSTEINSSON; 

TILLBERG, 1987; CIERESZKO; BARBACHOWSKA, 2000). Nestes 

casos, a deficiência de nutrientes pode conduzir a um reduzido uso de 

amido nas células, resultando no seu acúmulo (CUI; CHENG, 2015).  

Cheng e Stomp (2009) estudaram o efeito da escassez de nutrientes 

em Spirodela polyrhiza. Os autores observaram que após 5 dias da 

transferência das lemnas frescas de uma solução rica em nutrientes para 

uma solução sem nutrientes, o teor de amido aumentou de 20 para 45,8% 

(base seca).  

A privação de alguns nutrientes à lemna contribui para o acúmulo 

de amido, no entanto a exposição a outros, como o sódio, também pode 

contribuir para tal feito. Foi o que Xu et al. (2011) concluíram ao 

investigar o efeito da concentração de NaCl no acúmulo de amido em 

Spirodela polyrhiza. Após 4 dias de tratamento, os teores de amido em 

concentrações de 10, 20 e 30 mM de NaCl foram 13,4, 15,7 e 18,7% 

superiores ao controle sem NaCl no meio, respectivamente.  

A temperatura e o fotoperíodo também interferem no acúmulo de 

amido em lemnas. Cui et al. (2011) estudaram o efeito da temperatura e 

do fotoperíodo em Spirodela polyrhiza submetida à escassez de 

nutrientes. O teor de amido na lemna cultivada a 5 °C foi 114% maior do 

que a cultivada a 25 °C. Com o aumento do fotoperíodo, o teor de amido 

aumentou em todas as temperaturas estudadas (5, 15 e 25 °C). Os 

resultados mostraram que as temperaturas amenas e o fotoperíodo longo, 

ou seja, maior tempo de exposição à luz, favoreceram o acúmulo de amido 

na lemna. 

Além de experimentos de laboratório sob condições controladas, 

testes ao ar livre sob condições climáticas naturais foram realizados para 

avaliar o acúmulo de amido em lemnas. Xu et al. (2011) realizaram um 

estudo piloto em uma granja comercial de suínos em Zebulon, Carolina 

do Norte, EUA. Este foi o primeiro relatório sobre a produção de lemna 

enriquecida em amido no campo para converter a biomassa em etanol. 

Quando as plantas S. polyrhiza foram transferidas de águas residuais ricas 

em nutrientes para águas de poço, o teor de amido da lemna aumentou 
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64,9% (de 18,8 para 31,0% em base seca) em 10 dias. Farrell (2012) 

também cultivou lemna em uma lagoa e concluiu que o teor de amido 

poderia ser aumentado de 10 para 19% sob a restrição de nutrientes.  

 

2.2.3.3.2 Hidrólise enzimática e fermentação  

 

A fim de aumentar a produção de etanol a partir de lemna, além 

dos estudos sobre o acúmulo de amido, diferentes processos de hidrólise 

enzimática têm sido analisados para aumentar a liberação de açúcar, bem 

como o processo de fermentação simultâneo à hidrólise (SFS) a fim de 

obter melhores conversões a etanol.   

Xu et al. (2011) investigaram a produção de Spirodela polyrrhiza 

enriquecida em amido para a sua conversão em bioetanol, como uma 

tecnologia complementar à produção de etanol à base de milho. Para a 

hidrólise enzimática utilizou-se α-amilase, pululanase e 

amiloglucosidase. O rendimento da hidrólise foi de 94,7% e a produção 

de etanol atingiu 97,8% do seu rendimento teórico. De acordo com os 

seus dados e métodos utilizados, um rendimento de amido de 9420 kg ha-

1 ano-1 poderia ser alcançado através do cultivo de lemna submetida ao 

estresse de nutrientes, conduzindo a um rendimento de etanol de 6420 L 

ha-1 ano-1, cerca de 50% mais elevado do que o obtido utilizando milho. 

Com o intuito de aumentar a eficiência da hidrólise do amido, 

enzimas auxiliares têm sido avaliadas na hidrólise da biomassa de lemna. 

Chen et al. (2012) utilizaram pectinase na hidrólise de Landoltia punctata 

e um aumento de 142% na produção de açúcares ocorreu em comparação 

ao processo que não a utilizou. A fermentação atingiu uma concentração 

de etanol de 30,8 g L-1, um rendimento de 90,04% e 2,20 g L-1 h-1 de 

produtividade.  

Além do processo de hidrólise enzimática, diferentes métodos de 

fermentação, como o SFS, têm sido estudados para a produção de etanol 

a partir da biomassa de lemna. Soda et al. (2015) avaliaram o processo de 

SFS em Wolffia globosa utilizando α-amilase, amiloglucosidase e 

levedura seca (Saccharomyces cerevisiae). A produção de etanol atingida 

foi de 170 g kg-1 de biomassa seca. 

Alguns pesquisadores têm explorado, além da fração amilácea, a 

fração celulósica da lemna com a presença e ausência de pré-tratamentos. 

Ge et al. (2012) avaliaram a produção de etanol a partir da espécie Lemna 
minor e utilizaram amilases e celulases para a hidrólise enzimática. Na 

ausência de pré-tratamentos, 96,2% (m m-1) de glicose foi 

enzimaticamente liberada a partir de ambas frações, celulósica e amilácea 

da biomassa de lemna. O hidrolisado enzimático foi eficientemente 
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fermentado com um rendimento elevado de 0,485 g de etanol g -1 de 

glicose. 

Zhao et al. (2012) também avaliaram o uso de celulases na 

hidrólise de lemna (Lemna minor) sem o uso de pré-tratamento. O teor de 

glicose foi de 25,4% (peso seco), oriunda da fração celulósica e não 

celulósica, incluindo o amido. A hidrólise se mostrou muito eficiente, 

sendo concluída em 8 h, usando celulase e beta-glucosidase. Em outro 

estudo, Zhao et al. (2015b) avaliaram o uso de pré-tratamento por 

explosão a vapor na biomassa de lemna. Na melhor condição de pré-

tratamento (210 °C, 10 min) produziu-se a maior quantidade de material 

solúvel em água (70%), os maiores níveis de solubilização de amido 

(21%) e degradação da hemicelulose e pectina (60%). As concentrações 

de enzimas necessárias para a hidrólise reduziram-se em 5 vezes para a 

celulase e 50 vezes para a beta-glucosidase em comparação com a 

biomassa não pré-tratada. 

Os resultados dessas pesquisas indicam que a biomassa de lemna 

pode produzir quantidades apreciáveis de amido e este pode ser 

hidrolisado e fermentado em etanol. Muito embora o amido seja o 

componente de maior interesse, a conversão da fração de celulose em 

etanol potencializa a utilização desta biomassa. Como se trata de uma 

espécie aquática, a pequena quantidade de lignina e a deficiência em 

hemiceluloses, a torna uma importante fonte de celulose fermentescível 

(BAI; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2008). 

A biomassa tem várias características que favorecem seu uso para 

a produção de etanol e que poderiam reduzir os custos globais quando 

comparada a outras matérias-primas, como por exemplo, o milho. Além 

das já citadas, velocidade de crescimento e capacidade de acumular amido 

que ocasionariam um rendimento de etanol 50% maior do que o alcançado 

pelo milho, a biomassa de lemna exige pouca ou nenhuma moagem, em 

função do seu pequeno tamanho e por ser uma biomassa hidratada 

(CHENG; STOMP, 2009). A ausência deste passo no preparo da 

biomassa para a fermentação se traduz em uma economia substancial em 

energia, um dos custos mais importantes na produção de etanol de milho 

(WHIMS, 2002).  

As lemnas possuem ainda um teor de proteína entre 15 e 45% em 

relação ao teor de proteína de 9% do milho (LANDOLT; KANDELER, 

1987). Isto sugere que a suplementação do mosto de levedura da 

fermentação com uma fonte de nitrogênio pode não ser necessário quando 

se utiliza a biomassa de lemna. Além disso, o subproduto extraído durante 

o processo de destilação pode ser uma alternativa economicamente viável 
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para a alimentação animal, superior em valor proteico ao DDG (do inglês, 

dry distilled grain) derivado do milho (CHENG; STOMP, 2009). 

As matérias-primas convencionais utilizadas na produção de etanol 

têm alguns problemas inerentes, como impactos negativos sobre a 

segurança alimentar, meio ambiente e a insuficiência de terras agrícolas. 

Em contra partida, as lemnas são produzidas em superfíceis de águas, 

principalmente as residuárias, contribuindo assim para o tratamento 

desses efluentes, além de excluir a necessidade de insumos agrícolas e 

evitar a concorrência com fontes de alimento e terras produtivas.  

Vale ressaltar que a lemna produzida geralmente é um subproduto 

do tratamento de efluentes. Desta forma, tem-se uma oportunidade de 

reaproveitamento desta biomassa excedente, proporcionando uma 

destinação a esse rico subproduto e, ao mesmo, tempo contribuindo para 

alternativas energéticas complementares tão urgentes no cenário atual.  

 

2.3 BIOMASSA AMILÁCEA 

 

2.3.1 Aspectos gerais 
 

O termo biomassa é usado para denominar qualquer matéria de 

origem vegetal que dispõe de bioenergia e que pode ser processada para 

fornecer formas bioenergéticas mais elaboradas e adequadas para o uso 

final (ZHANG; SMITH, 2007). 

O milho e a mandioca são as matérias primas amiláceas mais 

empregadas para a produção de etanol. Os Estados Unidos são os 

maiores produtores de etanol a partir do milho e a Tailândia a partir 

de mandioca. A produção de etanol de matérias-primas amiláceas 

envolve o uso de enzimas amilolíticas para liquefação e sacarificação 

do amido, transformando-o em açúcares fermentescíveis para 

posterior processo de fermentação alcoólica (SAXENA; ADHIKARI; 

GOYAL, 2009).  
 

2.3.2 Amido 

 

O amido é o polissacarídeo de reserva mais importante em plantas 
superiores e o mais abundante na natureza, só competindo em quantidade 

com a celulose (SINGH et al., 2003). Depois dos açúcares mais simples 

(glicose, frutose, sacarose e maltose), é o principal carboidrato que os 

vegetais superiores sintetizam a partir da fotossíntese (FRANCO et al., 

2002). 
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Esse polissacarídeo é formado nos plastídios das plantas e 

sintetizado nas folhas, onde serve como carboidrato de reserva 

temporário, acumulando-se nos cloroplastos durante o dia e servindo 

como fonte principal para a síntese de sacarose citosólica durante a noite 

(TESTER; KARKALAS; QI, 2004; VANDEPUTTE; DELCOUR, 2004).  

Em termos estruturais, o amido se apresenta na forma de grânulos, 

que se diferem na forma, tamanho e outras características físicas, de 

acordo com a planta de origem. Geralmente o tamanho do grânulo de 

amido fica na faixa de 1 a 100 μm e a sua forma varia bastante (FRANCO 

et al., 2002). É um polímero composto por dois tipos de macromoléculas: 

a amilose e a amilopectina. A amilose é composta de unidades de glicose 

polimerizadas por ligações glicosídicas α–1,4, de forma linear (Figura 4 

a). A segunda fração, amilopectina, é um polímero de maior peso 

molecular, onde as unidades de glicose estão unidas por ligações α–1,4 e 

α–1,6 em configuração ramificada (Figura 4 b) LEONEL; CABELLO, 

2001).  

A proporção existente entre a amilose e a amilopectina no grânulo 

de amido, assim como a sua organização física são responsáveis pelas 

propriedades físico-químicas e funcionais do amido e também pela sua 

susceptibilidade ao ataque enzimático. Tais características são 

particulares à fonte botânica a qual o amido é extraído. Normalmente os 

amidos contêm 15 a 30% de amilose e 70 a 85% de amilopectina (JANE 

et al., 1994). 

 
Figura 4. a) Ligações α-1,4 da molécula de amilose. b) Ligações α-1,4 e α-1,6 da 

molécula de amilopectina. 

 
 

 
 

 
Fonte: Adaptado Franco et al. (2002). 

(a) 

(b) 
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2.3.3 Hidrólise enzimática do amido 

 

O amido, além de ser utilizado como fonte de energia, é largamente 

empregado pela indústria de alimentos como ingrediente em sistemas 

alimentícios. Mas nem sempre o amido, na sua forma nativa, possui as 

propriedades físico-químicas adequadas a determinados tipos de 

processamento. Desde modo, a hidrólise enzimática tem sido utilizada 

como técnica que possibilita a transformação do amido infermentescível 

em açúcares fermentescíveis, os quais podem ser convertidos em diversos 

produtos de interesse, entre estes, o álcool etílico (LIMA et al., 2002; 

SERRANO; FRANCO, 2005). 

A hidrólise enzimática do amido acontece pelo desdobramento 

total das moléculas de amilose e amilopectina que, ao se romper as 

ligações glicosídicas, transformam-se em dextrinas cada vez mais simples 

e finalmente em glicose. O fato das ligações glicosídicas do amido serem 

do tipo α (alfa), desperta um maior interesse na sua utilização como 

substrato de processos biossintéticos, já que estas ligações podem ser 

facilmente hidrolisadas, quando comparadas com as do tipo β (beta), 

encontradas na celulose (FRANCO et al., 2002; LEONEL; CABELLO, 

2001). 

De forma simplificada, a hidrólise enzimática do amido é realizada 

em duas etapas: a liquefação e a sacarificação. No processo de liquefação, 

os grânulos de amido são dispersos em solução aquosa, aquecidos 

(causando a gomificação) e hidrolisados parcial e irreversivelmente, com 

auxílio de uma α-amilase (MAAREL et al., 2002). A temperatura de 

gomificação pode variar bastante entre os amidos de diferentes fontes 

botânicas, oscilando na faixa de 65 a 105 ºC, sendo necessário muitas 

vezes o emprego de altas temperaturas para a total gomificação 

(TORRES; LEONEL; MISCHAN, 2012). 

Após a liquefação, a solução de maltodextrina, obtida da etapa 

anterior, é hidrolisada em glicose por uma enzima desramificante, seja 

endoenzima (isoamilase e pululanase) ou uma exoenzima (β-amilase e 

amiloglucosidase), atuando sobre as ligações glicosídicas α-1,6 da 

amilopectina, sendo o resultado dessa segunda etapa uma solução de 

sacarídeos de baixo peso molecular, como glicose e maltose (MAAREL 

et al., 2002). 
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2.3.3.1 Enzimas amilolíticas 

 

As enzimas amilolíticas são catalisadoras da hidrólise de ligações 

dos tipos α-1,4 e α-1,6, encontradas nos polissacarídeos, recebendo a 

denominação de amilases. Elas hidrolisam moléculas de amido liberando 

diversos produtos, incluindo dextrinas e regressivamente pequenos 

polímeros compostos de unidades de glicose. Essas enzimas apresentam 

grande importância em biotecnologia com aplicações nas indústrias de 

alimentos, fermentação, têxtil e de papel. Apesar das amilases serem 

derivadas de diversas fontes, incluindo plantas, animais e micro-

organismos, as enzimas microbianas geralmente encontram grande 

demanda industrial. Grandes quantidades de amilases microbianas estão 

disponíveis comercialmente e têm aplicação quase completa na hidrólise 

do amido (GUPTA et al., 2003; PANDEY et al., 2005). 

Na hidrólise do amido são utilizados, basicamente, quatro grupos 

de enzimas. As endoamilases e exoamilases que agem primeiramente nas 

ligações α-1,4; as desramificantes que agem exclusivamente nas ligações 

α-1,6 e as transferases que quebram ligações glicosídicas α-1,4 e as 

transferem para um receptor glicosídico, formando uma nova cadeia 

glicosídica (CAMILI, 2010).  

 

2.3.3.1.1 α-Amilases 
 

A α-amilase rompe as ligações α-1,4, ao acaso dentro da molécula 

de amido. O ataque ocorre sobre vários pontos da cadeia 

simultaneamente, sendo que os primeiros produtos da hidrólise são 

oligossacarídeos de 5 a 7 unidades de glicose (BRUCHMANN, 1990). 

Ao final, a α-amilase libera unidades de glicose, oligossacarídeos de 

diferentes pesos moleculares e dextrinas. Isto torna a pasta gelatinizada 

menos consistente e fornece maior número de terminais de cadeias para a 

ação das enzimas sacarificantes. Por esta razão, esta enzima é comumente 

denominada de enzima liquidificante (MENEZES, 1980).  

As ligações α-1,6 da amilopectina não são hidrolisadas pela α-

amilase, sendo o produto final do ataque à amilopectina, moléculas de 

isomaltose (Figura 5). 
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Figura 5. Ação da enzima α-amilase sobre as frações do amido, amilose e 

amilopectina. 

 

Fonte: Bruchmann (1990). 

 

Essa enzima pode ser produzida por diversas espécies de micro-

organismos, mas para aplicações comerciais, a α–amilase derivada 

principalmente do gênero Bacillus, tem encontrado aplicação potencial 

numa variedade de processos industriais (PANDEY et al., 2000a;  

KONSOULA; LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2007). Isso porque, 

estas enzimas têm apresentado uma estabilidade térmica notável 

(PRAKASH; JAISWAL, 2010), característica desejável, visto que a etapa 

de liquefação do amido é realizada a altas temperaturas (ASGHER et al., 

2007). 

 

2.3.3.1.2 Amiloglucosidase 
 

A amiloglucosidase é uma enzima extracelular que rompe as 

ligações α-1,4 e α- 1,6 do amido a partir da extremidade não redutora. O 

resultado da sua conversão é a transformação total do amido em unidades 

de glicose (LIN; FELDBERG; CLARK, 1993; PANDEY et al., 2005). 
Em processos de degradação de polissacarídeos, geralmente é 

utilizada uma endoenzima, a α- amilase, associada à amiloglucosidase. 

Na hidrólise, espera-se que as primeiras formem moléculas menores de 

substrato facilitando assim a ação da amiloglucosidase (CABELLO, 

Amilose 

Amilopectina 

Unidade de glicose 

Ligação glicosídica 

Extremo redutor da cadeia 

Extremo não redutor da cadeia 

Ataque primário da α-amilase 

Ataque secundário da α-amilase 
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1995). Portanto, a amiloglucosidase é utilizada em amidos liquefeitos 

com α-amilase para gerar produtos que serão usados como substratos para 

fermentações, ou para a obtenção biotecnológica de glicose e dextrinas. 

As amiloglucosidases provenientes de diferentes fontes 

apresentam pH ótimo entre 3,0 e 5,0 estando o pH de maior estabilidade 

da enzima no intervalo de 4,0 a 5,0. A temperatura ótima da enzima se 

encontra, na maioria das vezes, entre 50 e 60 ºC (COSTA, 1996). São 

produzidos por um grupo diversificado de micro-organismos, incluindo 

bactérias e fungos, sendo as enzimas usadas comercialmente são 

produzidas por espécies de Aspergillus e Rhizopus (DELGADO; 

CASTRO; VÁZQUEZ, 2009). 

 

2.3.3.2 Enzimas complementares – Pectinases 
 

As pectinases formam um grupo de enzimas que degradam 

substâncias pécticas. Essas substâncias são macromoléculas glicosídicas 

de alto peso molecular que formam uma fina camada de material adesivo 

extracelular entre as paredes primárias de células de vegetais (ALMEIDA 

et al., 2005).  

O uso de pectinases tem o intuito de destruir a integridade 

estrutural da matriz responsável pelo aprisionamento dos grânulos, 

expondo e liberando o amido (UENOJO; PASTORE, 2007). Portanto, o 

seu uso como enzimas complementares no processo de hidrólise do amido 

advém como uma alternativa para aumentar o rendimento do processo 

(LEONEL; CEREDA, 1998).  

 

2.4 BIOMASSA LIGNOCELULÓSICA 

 

2.4.1 Aspectos gerais 

 

A biomassa lignocelulósica constitui o material mais abundante em 

nosso planeta, tornando-se uma potencial fonte sustentável de açúcares 

para a conversão em bioetanol e outros produtos com alto valor 

(PERLACK et al., 2005; BALAT; BALAT; ÖZ, 2008). Os materiais 

lignocelulósicos compõem as paredes celulares da maioria das plantas 
lenhosas, sendo formados, majoritariamente, pelos polissacarídeos 

celulose e hemicelulose, entremeados por outra macromolécula formada 

por álcoois aromáticos, a lignina (LEE, 1997). 
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Os polissacarídeos da parede celular estão localizados em duas 

interfases, a microfibrilar e a matricial. A interfase microfibrilar possui 

alto grau de cristalinidade e composição química homogênea. Esta 

estrutura é constituída basicamente de microfibrilas de celulose, 

normalmente arranjadas em padrão helicoidal, ordenadas em estruturas 

longas e finas, unidas por pontes de hidrogênio (ROLAND; REIS; VIAN, 

1992). Juntamente ao longo das microfibrilas de celulose estão os 

polissacarídeos não-celulósicos ou hemicelulósicos, localizados em zonas 

amorfas sem orientação regular (Figura 6) (CARPITA; GIBEAUT, 1993; 

TAIZ; ZEIGER, 2004). 
 

Figura 6. Estrutura dos principais constituintes da biomassa lignocelulósica. 

 

 

Fonte: Adaptado Kondo (1997).  

 

A celulose, hemicelulose e lignina representam mais de 90% da 

massa seca da biomassa, geralmente, na proporção de 38-50% (m m-1) de 

celulose, 23-32% (m m-1) de hemicelulose e 12-25% (m m-1) de lignina 

(PANDEY et al., 2000b; MAMMAN et al., 2008; BRANDT et al., 2013). 

As proporções destes componentes variam de espécie para espécie e 

também sofrem significativas alterações durante o ciclo de vida do 

vegetal (RAVEN et al., 2001). Em menores proporções, e dependendo da 

origem do vegetal, também podem ser encontrados resinas, ácidos graxos, 

fenóis, taninos, compostos nitrogenados e sais minerais, principalmente, 

de cálcio, potássio e magnésio (NEUREITER et al., 2002). 
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Do ponto de vista tecnológico, os carboidratos na forma de frações 

celulósicas (glicose) e hemicelulósicas (fucose, arabinose, galactose, 

glicose, xilose e manose) representam os substratos que podem ser 

convertidos em bioprodutos. Entretanto, a complexidade das interligações 

das três frações principais (celulose, hemicelulose e lignina) é tal que 

impõe dificuldades para a recuperação dos açúcares constituintes na 

forma de monômeros (SUN; CHENG, 2002).  

Desta maneira, faz-se necessário conhecer a estrutura e as 

principais características dos principais componentes da biomassa 

lignocelulósica: celulose, hemicelulose e lignina. 

 

2.4.2 Celulose 
 

A celulose, encontrada na parede celular das plantas, é a 

biomolécula mais abundante na natureza (FESTUCCI-BUSELLI; 

OTONI; JOSHI, 2007). Sua molécula consiste em um 

homopolissacarídeo linear, de 10 a 15 mil unidades de β-D-glicose unidas 

por ligações glicosídicas do tipo β-1,4 carbono-carbono e por ligações de 

hidrogênio intramoleculares (ligações entre unidades de glicose da 

mesma molécula) e intermoleculares (entre unidades de glicose de 

moléculas adjacentes) (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002; 

ARANTES; SADDLER, 2010). Na estrutura da celulose, dois 

monômeros de glicose adjacentes são ligados pela eliminação de uma 

molécula de água, esta ligação química dá origem à molécula de 

celobiose, a qual é a unidade repetitiva da celulose ( Figura 7) (FENGEL; 

WEGENER, 1989).  

As ligações intermoleculares são responsáveis pela rigidez; e as 

ligações intramoleculares são responsáveis pela formação de fibrilas, 

estruturas altamente ordenadas que se associam formando as fibras de 

celulose. As fibrilas apresentam desde regiões com elevado grau de 

cristalinidade, nas quais as cadeias de glicana estão firmemente ligadas 

em paralelo, até regiões com menor grau de ordenação, chamadas de 

regiões amorfas. Na região cristalina, as fibras têm maior resistência à 

tração, ao alongamento e à solvatação (absorção de solvente) que na 

região amorfa, onde a fibra possui sua maior flexibilidade (VÁSQUEZ et 

al., 2007).  
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Figura 7. Estrutura química da celulose. 

 

Fonte: Morais (2005). 

 

A resistência à tensão da celulose tem feito dela uma substância 

muito útil para as civilizações através dos milênios. Muitos produtos 

manufaturados, incluindo o papel, papelão, placas de isolamento e outros 

materiais de empacotamento e construção, são derivados da celulose 

(LEHNINGER; NELSON; COX, 2002). 

Ao mesmo tempo, estas características, juntamente com o 

envoltório de lignina, conferem à macromolécula celulose grande 

resistência à hidrólise, o que representa um desafio para a utilização dos 

materiais lignocelulósicos em aplicações biotecnológicas, como a 

produção de etanol de segunda geração (ARANTES; SADDLER, 2010). 

 

2.4.3 Hemicelulose 

 

As hemiceluloses estão presentes em todas as camadas da parede 

celular das plantas, mas concentram-se, principalmente, nas camadas 

primária e secundária, onde estão intimamente associadas à celulose e 

lignina. Cerca de 30% dos polissacarídeos que constituem a parede celular 

dos vegetais referem-se à hemiceluloses sendo este, portanto, um 

carboidrato abundante na natureza (HON; SHIRAISHI, 1991; DA SILVA 

et al., 1997). 
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Diferentemente da celulose, as hemiceluloses são um grupo de 

heteropolissacarídeo com cadeias menores e com muitas ramificações 

(cadeias laterais). As cadeias hemicelulósicas são formadas por diversos 

grupos de polissacarídeos, principalmente aldopentoses, como xilose e 

arabinose, e aldohexoses, como glicose, manose e galactose. Esta 

macromolécula contém ainda, ácidos hexurônicos, como os ácidos β-D-

glucurônico, D-4-O-metilglucurônico e β-D-galacturânico, e deoxiexoses 

( Figura 8) (HOLTZAPPLE, 1993; KOOTSTRA et al., 2009).  

As hemiceluloses estão associadas às microfibrilas de celulose por 

pontes de hidrogênio, e promovem a união das microfibrilas de celulose 

adjacentes. Esta interação parece estar relacionada com as propriedades 

mecânicas da parede celular (HAYASHI; MACLACHLAN, 1984; 

HAYASHI; MARSDEN; DELMER, 1987; FRY, 1988; HAYASHI, 

1989; WHITNEY et al., 1995; WHITNEY et al., 1999). As hemiceluloses 

diferem da celulose principalmente por sua constituição em diferentes 

unidades de açúcares e também pela sua estrutura física. Por serem 

totalmente amorfas, as hemiceluloses apresentam, portanto, maior 

susceptibilidade ao ataque de agentes químicos (FENGEL; WEGENER, 

1989). 

 

2.4.4 Lignina 
 

A lignina é o segundo biopolímero mais abundante na superfície 

terrestre, sendo superada apenas pela celulose. Nas plantas, a lignina está 

presente principalmente na lamela média e na parede secundária, 

conferindo rigidez à parede das células graças ao seu caráter fenólico que 

forma uma estrutura rígida e hidrofóbica. Estas características são 

importantes para o suporte mecânico e, provavelmente, permitiram uma 

melhor adaptação das plantas superiores. A complexidade deste polímero 

na célula permite a alta eficiência na condução de água, nutrientes e 

metabólitos, bem como, na defesa contra patógenos (BRISTOW; 

KOLSETH, 1986; FRY, 1988; TERASHIMA et al., 1993; RAVEN; 

EVERT; EICHHORN, 2001). 

A estrutura química da lignina é formada por diferentes 

combinações dos grupos ρ-hidroxi-fenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), 

tendo como precursores os álcoois cumárico, coniferílico e sinapílico 

(Figura 9) (FENGEL; WEGENER, 1989).  
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Figura 8. Componentes da fração hemicelulose.  

 

 
 

Fonte: Morais (2005).  

 
Figura 9. Derivados do álcool cinâmico (a): álcool trans-p-cumárico (b), álcool 

trans-coniferílico (c) e álcool trans-sinapílico (d).  

 

 
 

 
Fonte: Fengel e Wegener (1989). 

 

No complexo polimérico da lignina ocorre uma variedade de 

ligações, incluindo éster, éter e carbono-carbono. A ligação éter é 

dominante representando, aproximadamente, 2/3 das ligações, sendo o 
restante das ligações do tipo carbono-carbono e éster (BOLWELL, 1993; 

SJOSTROM, 1993; BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003; BOUDET, 

2003). Como resultado destas ligações, ocorre a formação de uma 

complexa rede tridimensional hidrofóbica, com importantes ligações 

covalentes e não covalentes com a celulose e as hemiceluloses, em 

       a                               b                          c                                      d 

β-D-xilose β-D-glucose 

β-D-manose 

β-D-galactose 

α-D-arabinopiranose 

α-L-arabinosefuranose 

α-L-ramnose 

α-L-fucase ácido-α-D-4-O-metilglucurônico 

ácido-β-D-glucurônico 
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particular com as cadeias de xilanas (LAWOKO et al., 2005; LAWOKO 

et al., 2006). 

Desta forma, apesar de sua estrutura não estar relacionada a 

moléculas simples de açúcar, a lignina desempenha um papel 

fundamental para o sucesso da tecnologia de hidrólise, uma vez que 

dificulta o acesso à celulose (LEMOS, 2001). 

 

2.5 PROCESSO PARA PRODUÇÃO DE ETANOL A PARTIR DE 

MATERIAIS LIGNOCELULÓSICOS 

 

2.5.1 Aspectos gerais  

 

O processo de produção de etanol a partir de biomassa 

lignocelulósica demanda a transformação da celulose em monômeros de 

glicose e subsequente conversão dos mesmos, por micro-organismos, em 

etanol. Entretanto, a celulose nativa encontra-se muito protegida pela 

matriz lignina-carboidrato, de modo que a celulose torna-se recalcitrante 

à ação hidrolítica, resultando em processos lentos de conversão. Portanto, 

se faz necessário realizar um pré-tratamento dessa biomassa de modo a 

aumentar a exposição das fibras de celulose, tornando-a mais acessível 

aos agentes hidrolíticos enzimáticos ou ácidos. Desta forma, a conversão 

da celulose em etanol de segunda geração requer um processo que 

compreende geralmente três etapas: pré-tratamento, hidrólise (ácida ou 

enzimática) dos polímeros, seguido da fermentação dos monômeros 

(glicose) em etanol (LOHMEIER-VOGER; SOPHER; LEE, 1998; SUN; 

CHENG, 2002). 

 

2.5.2 Pré-tratamento 

 

2.5.2.1 Aspectos gerais 
 

A conversão da maioria dos materiais lignocelulósicos a etanol a 

partir da celulose requer pré-tratamento antes da etapa de hidrólise. Isso 

porque a presença de lignina e hemicelulose nestes materiais, muitas 

vezes, limita a utilização integral das moléculas de celulose (glicose). 

Portanto, é necessário que a etapa de pré-tratamento remova 

eficientemente estes interferentes (RAMOS, 2003; SUN; CHENG, 2005). 

Os principais objetivos do pré-tratamento são dissociar o complexo 

lignina-celulose-hemicelulose, reduzir o grau de cristalinidade da 
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celulose e aumentar a área superficial da biomassa (HSU, 1996; SUN; 

CHENG, 2005).  

O pré-tratamento deve ainda evitar a degradação ou perda de 

carboidratos maximizando os rendimentos em açúcares e evitar ou 

minimizar a formação de compostos inibidores do processo tanto na etapa 

de hidrólise quanto na etapa de fermentação (HSU, 1996; SUN; CHENG, 

2005). O processo de pré-tratamento de uma biomassa lignocelulósica 

consiste em uma das etapas operacionais mais relevantes em termos de 

custo direto, além de influenciar consideravelmente os custos das etapas 

anteriores e subsequentes do processo (LEE et al., 1994; LYND; 

ELANDER; WYMAN, 1996; MOSIER et al., 2003a; MOSIER et al., 

2003b).  

De modo geral, o pré-tratamento deve ser muito eficiente em 

termos de rendimento, seletividade, funcionalidade (garantindo 

acessibilidade da celulose aos agentes hidrolíticos), simplicidade 

operacional, segurança, higiene industrial e atributos ambientais, 

enquanto consiste em reduzido consumo de insumos químicos, energia e 

utilidades (BAUDEL, 2006). Neste sentido, diversas pesquisas têm 

desenvolvido diferentes tipos de pré-tratamentos a fim de otimizar a 

produção de etanol a partir da biomassa lignocelulósica (MAES; 

DELCOUR, 2001; CARRILHO et al., 2005; KIM; HOLTZAPPLE, 2005; 

OHGREN; GALBE; ZACCHI, 2005; TEYMOURI et al., 2005; LIAO et 

al., 2006; XU et al., 2006; CARA et al., 2008; RABELO; FILHO; 

COSTA, 2008). 

Os métodos de pré-tratamento de biomassas lignocelulósicas 

podem ser classificados, em relação a sua natureza, em três grupos 

principais: físicos, químicos, biológicos, além de uma possível 

combinação entre eles (SUN; CHENG, 2002; MOSIER et al., 2005). Na 

Tabela 2, pode-se observar alguns métodos de pré-tratamento de materiais 

lignocelulósicos. 

 

2.5.2.2 Pré-tratamento Hidrotérmico 

 

Nos últimos anos houve um grande interesse do meio científico no 

uso da água, submetida a elevadas temperatura e pressão, servindo como 

solvente presente no meio reacional, em processos de conversão da 

biomassa lignocelulósica. Esse tipo de pré-tratamento tem sido chamado 

de hidrotérmico, auto-hidrólise, fracionamento aquoso ou fracionamento 

a vapor (YUAN et al., 2011).  
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Tabela 2. Métodos de pré-tratamentos de materiais lignocelulósicos para 

hidrólise enzimática. 

Métodos 

Operações (fatores) que 

ocasionam mudança na 

estrutura do substrato 

Tipo de mudança 

Físico Moagem e trituração (bola, 

energia vibratória, rolo duplo, 

pressão, martelo); radiação 

(raios de elétrons, raios γ, 

micro-ondas); altas 

temperaturas (pirólises, 

explosão a vapor) 

Aumento da área 

superficial e tamanho dos 

poros da partícula, 

diminuição do grau de 

polimerização 

Químico Bases, ácidos, gases, agentes 

oxidantes e redutores, 

solventes orgânicos 

Deslignificação, 

diminuição do grau de 

polimerização e 

cristalinidade da celulose 

associada com o inchaço da 

amostra, aumento da 

porosidade 

Biológico Fungos de podridão branca 

(Pleurorus, Pycnoporus, 

Ischnoderma, Phlebia, etc) 

Deslignificação e redução 

do grau de polimerização 

da celulose e hemicelulose 

Combinado Tratamento alcalino associado 

com explosão a vapor, 

moagem acompanhada com 

tratamento alcalino ou 

tratamento ácido 

Degradação da 

hemicelulose, 

deslignificação, aumento da 

área superficial e tamanho 

dos poros 

Fonte: Szczodrak e Fiedurek (1996). 

 

No processo hidrotérmico, a água sob elevada pressão pode 

penetrar na estrutura celular da biomassa, hidratar a celulose e remover a 

hemicelulose. O pKa da água é afetado pela temperatura de tal maneira 

que o pH da água pura passa de 7,0 (a 25 °C) para próximo de 5,0 (a 

200 °C) (ALLEN et al., 2001). Isso faz com que o pré-tratamento 

hidrotérmico promova a clivagem das ligações dos complexos lignina-

carboidrato, com a ruptura das ligações glicosídicas dos polissacarídeos, 

principalmente das hemiceluloses. O ácido acético formado a partir da 

desacetilação parcial da fração hemicelulósica atuará como catalisador da 

reação da hidrólise da biomassa promovendo a despolimerização da 

hemicelulose (processo autocatalítico). Em temperaturas na faixa entre 

180 a 220 °C e em curtos períodos de reação, além de a fração 
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hemicelulósica poder ser dissolvida em água durante ou após o pré-

tratamento dos materiais lignocelulósicos, dependendo do grau de 

condensação do vapor, diferentes quantidades de lignina podem ser 

extraídas com água e o grau de polimerização da celulose pode diminuir 

com o aumento do tempo e da temperatura de reação (BOBLETER, 

1994). 

Este método tem sido largamente utilizado em escala piloto, por 

exemplo, no NREL em Golden, Co (EUA), na Sekab em Ornskoldsvik 

(Suécia), na Iogen, em Otawa (Canadá), sendo considerado como um dos 

pré- tratamento mais promissor (GALBE; ZACCHI, 2010). Vários 

estudos foram realizados utilizando esse método em diferentes biomassas, 

tais como a palha de trigo (KABEL et al., 2007), a palha de milho 

(OHGREN et al., 2007), o bagaço de cana (LASER et al., 2002) e a 

madeira (SODERSTROM et al., 2004). Este interesse se justifica pelas 

seguintes vantagens que o método hidrotérmico apresenta, o processo não 

faz uso de reagentes químicos, sendo interessante do ponto de vista 

ambiental e econômico, além de não ter necessidade de trabalhar com 

reatores altamente resistentes a corrosão; hidrolisa grande parte da fração 

hemicelulósica; provoca alterações físico-químicas na celulose e lignina 

favorecendo a maior eficiência de hidrólise (GARROTE; DOMÍNGUEZ; 

PARAJÓ, 1999). 

Uma abordagem comum para avaliar a intensidade do pré-

tratamento hidrotérmico é o emprego do chamado fator severidade, o qual 

é definido por Overend, Chornet e Gascoigne (1987) pela Equação 1:  

 

         log(𝑟0) = 𝑙𝑜𝑔[𝑡𝑥exp((𝑇 − 100)/14,75))]              (1) 

 

Onde t é o tempo de residência em (min) e T é a temperatura em 

(°C). Os resultados são geralmente apresentados como uma função de 

log(r0), e as condições ótimas correspondentes a uma faixa restrita de 

log(r0). Uma vez que r0 depende da temperatura e do tempo, este fator 

pode ser usado para medir o efeito combinado de ambas as variáveis em 

um dado tratamento. O fator severidade tem sido utilizado por vários 

pesquisadores que trabalham com pré- tratamento hidrotérmico de 

diversas biomassas (BOBLETER, 1994; KABEL et al., 2007; 

SCHACHT; ZETZL; BRUNNER, 2008). 
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2.5.3 Hidrólise enzimática da biomassa 

 

2.5.3.1 Aspectos gerais  

 

Após a etapa de pré-tratamento, a hidrólise da biomassa 

lignocelulósica se faz necessária para obtenção de açúcares 

fermentescíveis. Existem basicamente três técnicas para a obtenção 

desses açúcares: hidrólise com ácido concentrado, hidrólise com ácidos 

diluídos e hidrólise enzimática.  

As rotas enzimáticas apresentam vantagens importantes sobre as 

rotas químicas, como especificidade de reação, ausência de reações 

secundárias, ausência de formação de inibidores fermentativos e baixas 

temperaturas e pressão (BASTOS, 2007). As conversões enzimáticas 

aparecem como opções promissoras, em virtude da possibilidade de 

atingir rendimentos glicosídicos próximos ao teórico, além do fato de se 

poder contar com as técnicas modernas de microbiologia e engenharia 

genética, com vistas à otimização das etapas do processo integrado. Um 

grande desafio consiste em tornar o processo enzimático viável 

economicamente, de modo que a produção de etanol a partir de biomassas 

lignocelulósicas torne-se competitiva com as demais rotas de produção de 

biocombustíveis em larga escala (RABELO, 2010).  

 

2.5.3.2 Hidrólise enzimática da celulose 

 

A hidrólise enzimática da celulose é catalisada pelas enzimas 

celulases. Trata-se de um complexo enzimático de alto grau de 

sinergismo, representado pelas endoglucanases, exoglucanases e β-

glucosidases.  

As enzimas endoglucanases são responsáveis por iniciar a 

hidrólise. Elas realizam quebras aleatórias nas regiões amorfas internas 

da cadeia de celulose, gerando oligossacarídeos de vários comprimentos 

(BOISSET et al., 2000). Consequentemente, geram-se novos terminais, 

sendo um redutor (quando a glicose possui uma hidroxila heterosídica 

livre) e um não redutor (quando a hidroxila heterosídica da molécula da 

extremidade participa de ligação com a glicose adjacente) (CASTRO; 
PEREIRA, 2010).   

Os produtos gerados pelas endoglucanases tornam-se então 

substratos para as exoglucanases, as quais clivam os oligossacarídeos, 

liberando principalmente celobiose (ROUVINEN et al., 1990; DAVIES; 

HENRISSAT, 1995; HENRISSAT; TEERI; WARREN, 1998). 
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Ocasionalmente, glicose e celotriose são produzidas em pequenas 

quantidades durante o estágio inicial da hidrólise (DIVNE et al., 1994).  

As β-glucosidases hidrolisam celobiose e removem glicose de 

terminais não redutores de pequenas celodextrinas (BHAT; BHAT, 

1997). Sendo assim, as β-glicosidades exercem um importante papel na 

hidrólise, impedindo o acúmulo da celobiose, que se trata de um potente 

inibidor do processo (SUN; CHENG, 2002).  

Desta forma, as celulases atuam em sinergia para hidrolisar a 

celulose criando sítios acessíveis umas às outras e aliviando problemas de 

inibição pelos próprios produtos, como pode ser visto de forma 

simplificada na Figura 10 (ERIKSSON; KARLSSON; TJERNELD, 

2002; VIALJAMAE et al., 2003). 
 

Figura 10. Ação das celulases sobre a molécula de celulose. 

 
Fonte: Modificado de Wright, Wyman e Grochmann (1988). 

 

Muitos fatores podem afetar a hidrólise enzimática da biomassa 

lignocelulósica, fatores referentes ao substrato como concentração, 

cristalinidade da celulose, grau de polimerização da celulose, área 

superficial e teor de lignina. E fatores referentes às enzimas, como 

concentração de celulase; inibição retroativa devido ao acúmulo de 

glicose e celobiose no meio reacional e desnaturação térmica das enzimas 

(SUN; CHENG, 2002; ANDERSEN, 2007). 

Devido ao seu grande potencial de evolução, muitos especialistas 

veem a hidrólise enzimática como a chave para a produção de bioetanol 

de segunda geração a um custo competitivo em longo prazo 

(PHILIPPIDIS; SMITH, 1995; LYND et al., 2002). 
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2.5.4 Fermentação alcóolica  

 

2.5.4.1 Aspectos gerais 

 

A fermentação alcóolica caracteriza-se como uma via catabólica, 

na qual há degradação de moléculas de açúcar (glicose ou frutose), no 

interior da célula de micro-organismos (levedura ou bactéria), até a 

formação de etanol e CO2, havendo liberação de energia química e 

térmica (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006). 

Na fermentação alcoólica, o piruvato é descarboxilado, formando 

acetaldeído e, posteriormente, reduzido a etanol (Figura 11) 

(LEHNINGER; NELSON; COX, 2006).  
 

Figura 11. Catabolismo da fermentação alcoólica. 

 

                          Fermentação alcoólica  

Fonte: Lehninger, Nelson e Cox (2006). 

 

A equação global da fermentação alcoólica pode ser observada na 

Equação 2. 

 

C6H12O6 + 2PI + 2ADP → 2C2H5OH + 2CO2 + 2ATP + 2H2O            (2) 

 

O balanço de massa teórico indica que 1 mol de glicose é 

convertido a 2 moles de etanol e 2 moles de gás carbônico. O rendimento 

teórico é de 51,1 % sobre a massa da glicose (Equação 3). 

 

180g (glicose) → 92g (etanol) + 88g (gás carbônico)                       (3) 

 

  

Glicose 

2 Piruvato 

2 Etanol + 2CO2 

Glicólise 

(10 

Condições anaeróbias 
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2.5.4.2 Processos de fermentação alcoólica SHF e SFS 
 

A fermentação alcoólica pode ocorrer basicamente por dois 

processos, separada da hidrólise (SHF), ou simultânea à hidrólise (SFS). 

A grande vantagem do método SHF é a possibilidade de conduzir 

a hidrólise e a fermentação em suas condições ótimas, já que os processos 

ocorrem em momentos e em reatores distintos. A temperatura ótima para 

as celulases está entre 45 e 50 oC e a temperatura ideal para a fermentação 

está entre 30 e 37 °C (OLSSON et al., 2006). Porém, apresenta a 

desvantagem do acúmulo de açúcares intermediários da hidrólise, 

causando inibição às enzimas do complexo celulásico, e redução na 

conversão final de glicose, assim como a possibilidade de contaminação 

devido ao tempo longo da hidrólise e a solução de açúcares disponível ao 

ataque de micro-organismos indesejados (CASTRO; PEREIRA, 2010).  

O processo SFS necessita de menor custo de investimento na 

planta (projeto), visto que nele são agrupadas duas etapas em um mesmo 

reator. Neste processo, as enzimas são menos passíveis de inibição pelos 

produtos da hidrólise, pois a glicose liberada é concomitantemente 

fermentada. A manutenção de uma baixa concentração de glicose no meio 

também favorece o equilíbrio das demais reações de hidrólise, no sentido 

de formação de mais produto, além de reduzir riscos de contaminação no 

sistema (McMILLAN et al., 1999; CASTRO; PEREIRA, 2010). A 

presença de etanol no meio reacional também propicia uma mistura 

menos vulnerável à ação de micro-organismos indesejáveis e permite uma 

diminuição do stress osmótico inicial para a levedura (BOTHAST; 

SCHLICHER, 2005).  

Entretanto, estes processos são conduzidos fora das condições 

ótimas de operação das enzimas, de modo que um ganho de rendimento 

devido à menor inibição enzimática pode ser contrabalançado por uma 

menor atividade das enzimas em razão das condições operacionais menos 

apropriadas à atividade catalítica. Micro-organismos termotolerantes têm 

sido propostos para serem usados neste processo, pois seria possível 

aproximar a temperatura do processo à temperatura ótima de atividade 

das celulases. Apesar de algumas desvantagens, este tem sido o método 

preferido tanto em estudos de laboratório quanto em escala piloto 

(TAHERZADEH; KARIMI, 2007). 
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2.5.4.3 Leveduras para a fermentação 
 

Para selecionar o agente biológico da fermentação alcóolica deve-

se levar em consideração as seguintes propriedades: elevada atividade, ou 

seja, ser capaz de converter rapidamente o substrato em produto com altos 

rendimentos, conduzindo a altos valores de produtividade; estabilidade 

sob condições ambientais extremas (elevada pressão osmótica do meio, 

elevada temperatura, elevada força iônica), devendo, ainda, ser tolerante 

e resistente a substâncias tóxicas, que podem ser geradas no processo de 

tratamento da matéria-prima ou encontradas em resíduos e efluentes 

(PEREIRA JR.; BON; FERRARA, 2008) 

A espécie mais importante de levedura para a fermentação é a 

Saccharomyces cerevisiae, que por meio de seu emprego intensivo em 

fermentação industrial, já passou por um processo de seleção natural, 

apresentando os melhores desempenhos em conversão de glicose a etanol, 

produtividade, tolerância alcoólica, resistência e robustez a inibidores, 

além de não exibir muitas limitações fermentativas presentes nas 

bactérias. Desde que os impactos negativos dos inibidores sejam 

controlados, a fermentação acontece sem maiores problemas (BETTIGA; 

HAHN-HÄGERDAL; GORWA-GRAUSLUND, 2008; MATSUSHIKA 

et al., 2009). 

 
2.6 CONSIDERAÇÕES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE 

 

A crescente demanda por energia e o inevitável esgotamento dos 

combustíveis fósseis tem estimulado a exploração por novas fontes 

alternativas de energia. Neste contexto, a lemna tem despertado grande 

interesse de pesquisadores e governos para a produção de bioenergia, 

como o etanol.  

O uso da lemna para a produção de etanol tem apresentado 

vantagens como alta velocidade de crescimento da biomassa, capacidade 

de acumular amido, facilidade de hidrólise da fração celulósica e não 

competição por áreas agrícolas.  

No entanto, poucos trabalhos têm sido apresentados na literatura 

no que se refere à hidrólise simultânea do amido e da celulose de lemna. 
Além disso, inexistem trabalhos referentes à sacarificação e fermentação 

simultânea para a produção de etanol a partir da espécie Landoltia 
punctata submetida ao pré-tratamento hidrotérmico.  

Este fato, aliado à fundamentação teórica apresentada neste 

capítulo, permite justificar plenamente a realização deste trabalho, cujo 
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maior objetivo reside no estudo da produção de etanol a partir de lemna. 

Esse trabalho foi dividido em duas partes distintas e independentes. A 

primeira parte, contemplada no Capítulo 3, estudou a capacidade da 

lemna em acumular amido e avaliou a hidrólise enzimática simultânea da 

fração amilácea e celulósica. No Capítulo 4 encontra-se a segunda parte 

desse trabalho. Ela foi realizada durante o doutorado sanduíche na 

Inglaterra e investigou o processo de fermentação e sacarificação 

simultânea da fração celulósica da biomassa de lemna com o uso de pré-

tratamento hidrotérmico. Desta forma, esse trabalho foi realizado a fim 

de disponibilizar dados importantes e inéditos para a viabilização da 

produção de etanol de lemnas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

CAPÍTULO 3 – ÁCUMULO DE AMIDO E HIDRÓLISE 

ENZIMÁTICA DE LEMNA (Landoltia punctata) SEM PRÉ-

TRATAMENTO 

 

3.1 INTRODUÇÃO  
 

A limitação do fornecimento de combustíveis fósseis aliada às 

crescentes preocupações com a questão ambiental tem impulsionado o 

desenvolvimento de processos industriais a base de energia renovável. 

Nesse sentido, os biocombustíveis surgem como uma alternativa 

promissora de recurso energético mundial.  

Algumas pesquisas estão focadas na exploração de biomassa 

lignocelulósica como fonte para a produção de biocombustível, seja a 

partir de culturas não alimentares ou resíduos provenientes da agricultura 

(biocombustíveis de segunda geração). Os biocombustíveis de segunda 

geração atualmente não são rentáveis, em grande parte, devido à natureza 

de proteção da lignina que reduz a acessibilidade das celulases a celulose. 

Com efeito, menos de 20% da celulose em biomassa nativa pode ser 

enzimaticamente sacarificada a menos que pré-tratamentos eficazes e de 

elevada intensidade energética sejam efetuados (HIMMEL et al., 2007; 

WALDRON, 2010). 

Sendo assim, a busca por uma biomassa com grande potencial para 

a produção de biocombustível é muito importante para aumentar a 

rentabilidade do processo. Nesse contexto, a lemna tem sido relatada 

como uma matéria-prima promissora para tal feito. Essas plantas 

aquáticas são consideradas como ideais por serem adaptáveis às mais 

variadas localidades e climas e não competirem com culturas alimentares 

e terras agrícolas. Elas possuem ainda velocidade de crescimento maior 

que outras plantas superiores, elevada proporção de hidratos de carbono 

e baixo teor de lignina, o que a torna uma fonte de celulose mais 

facilmente hidrolisável e, consequentemente, mais adequada para a 

conversão em bioetanol de segunda geração (LANDOLT; KANDELER, 

1987; JARVIS; FORSYTH; HENRY, 1988; HIMMEL et al., 2007; 

WALDRON, 2010).  

Além disso, as lemnas, sob condições manipuladas de crescimento, 
são capazes de acumular amido, como por exemplo, sob a escassez de 

nutrientes (REID; BIELESKI, 1970; EYSTER, 1978; LANDOLT; 

KANDELER, 1987; THORSTEINSSON; TILLBERG, 1987; 

CIERESZKO; BARBACHOWSKA 2000). Pesquisadores têm 

concentrado esforços em maximizar o teor de amido nas lemnas e valores 
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entre 20 a 45% têm sido relatados (CHENG; STOMP, 2009; FARRELL, 

2012; TAO et al., 2013; XIAO et al., 2013; HUANG et al., 2014; SREE; 

APPENROTH, 2014).  

Em relação à hidrólise enzimática da lemna, taxas consideráveis de 

conversão do amido têm sido alcançadas seguindo diferentes tratamentos 

enzimáticos (CHENG; STOMP, 2009; CHEN et al., 2012). Bons 

rendimentos de glicose também foram atingidos a partir da fração 

celulósica usando um mix de celulases sem o uso de pré-tratamento 

(ZHAO et al., 2012). No entanto, pouca investigação sobre a hidrólise 

enzimática simultânea da fração amilácea e da fração celulósica é 

apresentada na literatura.  

Nesse sentido, este capítulo trata da hidrólise enzimática 

simultânea da fração amilácea e celulósica de lemna (Landoltia punctata) 

sem o uso de pré-tratamento. 

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 O esquema geral desta etapa do trabalho pode ser visualizado na 

Figura 12. 

 

3.2.1 Matéria-prima 

 

A espécie de lemna utilizada neste estudo foi Landoltia punctata 

(ver item 2.2.2), excedente de uma unidade piloto de tratamento de esgoto 

sanitário oriundo de condomínios residenciais. Essa unidade se localiza 

no setor experimental do Laboratório de Efluentes Líquidos e Gasosos 

(LABEFLU) e Laboratório de Resíduos Sólidos (LARESO), do 

Departamento de Engenharia Sanitária e Ambiental (ENS), nas 

dependências do Campus Universitário da Universidade Federal de Santa 

Catarina, na cidade de Florianópolis (SC).  

A unidade piloto foi descrita por Teles (2016) da seguinte forma: 

“o esgoto era armazenado em dois tanques de estocagem e aplicado no 

tanque de equalização seguido por duas lagoas com lemnas, em série, 

semienterradas. Os tanques de estocagem, o tanque de equalização e as 
duas lagoas são construídos em fibra de vidro e estão interligados entre 

si por meio de canalizações de PVC (50 mm), contando ainda com 
registros para controle de vazão e para permitir a manutenção dos 

mesmos. Os tanques de estocagem têm formato cilíndrico, são fechados 

e foram utilizados para armazenar o esgoto bruto. O tanque de 
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equalização tem formato cilíndrico, é fechado, possui volume útil de 5000 

L, funcionou com características anaeróbias. As duas lagoas possuem as 

mesmas dimensões de 4,20 x 2,40 x 1,00 m, ocupam área total de 10,08 
m² e área útil de 8m², estão dispostas em série, nelas foi colocada a 

cobertura vegetal com lemnas. A altura da coluna d’água foi de 42 cm 

em ambas as lagoas, totalizando um volume útil de aproximadamente 
3500 L.” Na Figura 13 pode-se observar o sistema piloto. 

 

Figura 12. Esquema geral da etapa de hidrólise enzimática simultânea da 

fração amilácea e celulósica de lemna (Landoltia punctata) sem o uso de 

pré-tratamento. 
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Figura 13. Imagem do sistema de tratamento com lagoas de lemnas em escala 

piloto, onde: 1) Tanque de equalização; 2) Lagoa de Lemnas 1; 3) Lagoa de 

Lemnas 2. 

 
Fonte: Teles (2016). 

 

A velocidade de crescimento atingida nesse sistema foi de 5,4 g m-

2 dia-1 em massa seca. As lemnas foram coletadas da lagoa 1 durante os 

meses de julho a novembro de 2014, na cidade de Florianópolis, estado 

de Santa Catarina, no sul do Brasil, onde o clima é considerado 

subtropical úmido e a temperatura média anual é de 20,1 °C (INMET, 

2014). As características da lagoa 1 podem ser visualizadas na Tabela 3.  

 
Tabela 3. Características da lagoa de lemna para o tratamento de efluentes. 

Parâmetros Lagoa 1 

pH 7,0 ± 0,6 

T (°C) 19 ± 3 

OD (mg L-1) ND 

Turbidez (UT) 19 ± 27 

DQO (mg L-1) 74 ± 48  

DBO (mg L-1) 19 ± 16 

PT (mg L-1) 7,0 ± 4,9 

PO4
3- (mg L-1) 4,3 ± 3,0 

NTK (mg L-1) 27 ± 18 

NH3
- (mg L-1) 21 ± 15 

Alcalinidade (mg L-1) 171 ± 121 

Coliformes totais (NMP 100 mL-1) 3,13 x 104 

E. coli (NMP 100 mL-1) 1,00 x 104 

OD: oxigênio dissolvido; UT: unidade de turbidez; DQO: demanda química de oxigênio; 

DBO: demanda biológica de oxigênio; PT: fósforo total; NTK: nitrogênio total de Kjeldahl; 

NMP: número mais provável; ND: não detectável. 

Fonte: Brugnago (2014). 
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3.2.2 Enzimas 

 

As enzimas utilizadas para hidrólise da lemna foram fornecidas 

pela empresa Novozymes, sendo elas: 

 

 Termamyl 2X: α-amilase termoestável, produzida 

através de fermentação submersa de Bacillus 

licheniformis. A enzima hidrolisa as ligações α-1,4 da 

amilose e da amilopectina, convertendo rapidamente o 

amido em dextrinas e oligossacarídeos. Possui aparência 

líquida, não viscosa de cor de amarelo a marrom claro e 

densidade aproximada de 1,26 g mL-1. O pH ótimo de 

ação enzimática está entre 6,0 e 7,0 e a temperatura entre 

90 e 105 ºC (NOVOZYMES, 2007).  
 

 Spirizyme Fuel: amiloglucosidase produzida por 

fermentação submersa de Aspergillus niger. A enzima 

hidrolisa as ligações α-1,4 e α-1,6 nas extremidades não-

redutoras do amido liquefeito. Apresentada na forma 

líquida, com cor marrom escura, e densidade de 

aproximadamente 1,15 g mL-1. Possui como condições 

ótimas o pH próximo a 4,5 e a temperatura em torno de 

65 ºC (NOVOZYMES, 2012). 

 

 Pectinex Ultra AFP: pectina-liase, que catalisa a 

clivagem de α-1,4 galacturonana formando 

oligossacarídeos. Produto na forma líquida, de cor 

marrom claro com densidade aproximada de 1,16 g mL-

1. A enzima possui pH ótimo de 3,0 a 4,2 e atividade de 

10 a 60 ºC (NOVOZYMES, 2012). 

 

 Cellic CTec2: complexo celulolítico, com elevada 

quantidade de β-glucosidases, para degradação de 

celulose em açúcares fermentescíveis. Sua temperatura 

e pH ideais são 45 a 50 ºC e 5,0 a 5,5, respectivamente 

(NOVOZYMES, 2010). 

 

 Cellic Htec2: endoxilanase com especificidade para 

hemicelulose. Pode melhorar a hidrólise de celulose 

quando combinados com CTec2. A temperatura ideal da 

enzima é de 45 a 50 ºC e pH 5,0 (NOVOZYMES, 2010). 
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A concentração das enzimas utilizadas nos experimentos foi 

expressa em % (v m-1 em relação à massa seca de lemna). Ao longo do 

texto foi expressa apenas por “(v m-1)”. 

 

3.2.3 Acúmulo de amido 
 

Os experimentos referentes ao acúmulo de amido foram realizados 

nas dependências do LABEFLU e LARESO. Nesses experimentos, 

primeiramente foi avaliado o efeito da escassez de nutrientes por meio da 

transferência das lemnas do sistema de tratamento para solução de água 

destilada, sob condições fixas e controladas de temperatura e fotoperíodo. 

Posteriormente, avaliou-se o efeito da natureza da água (água destilada e 

água da rede de abastecimento). Por fim, avaliou-se a ampliação de escala 

sob condições ambientais naturais, ou seja, não controladas. 

 

3.2.3.1 Efeito da escassez de nutrientes em água destilada sob condições 
ambientais controladas 

 

As lemnas, originalmente coletadas das lagoas de tratamento, 

foram submetidas ao processo de lavagem em água corrente, a fim de 

retirar, ao máximo, possíveis nutrientes aderidos à planta. Em seguida, 

cerca de 0,5 g de lemna foram transferidos para potes de plásticos 

contendo 50 mL de água destilada. Os experimentos foram conduzidos 

em uma sala com fotoperíodo de 16/8 h dia/noite controlado por um timer 
analógico; intensidade de luz de 100 μmol m-2 s-1 produzidas por 

lâmpadas de vapor de sódio, e temperatura ambiente de 25 (±2) °C 

controlada por ar condicionado, durante 10 dias (TAO et al., 2013) 

(Figura 14). O experimento foi realizado em três replicatas. 

Realizou-se cinética destrutiva a fim de avaliar o tempo ideal para 

o acúmulo máximo de amido nas condições estudadas. Para isso, amostras 

foram coletadas a cada 24 horas, secas em estufa (55 °C/24 h), trituradas 

e peneiradas (0,5 mm) para análise do teor de amido (triplicata) pela 

metodologia do kit enzimático Megazyme (Anexo 1).  
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Figura 14. Coleta da biomassa de lemna e experimento do efeito da escassez de 

nutrientes sobre o acúmulo de amido em lemnas.  

 

3.2.3.2 Efeito da natureza da água sob condições ambientais controladas 
 

Frente aos resultados alcançados no experimento anterior que 

analisou o efeito da escassez de nutrientes no acúmulo de amido, foi 

realizado um novo experimento a fim de avaliar o efeito da natureza da 

água neste processo. O objetivo dessa etapa foi avaliar a necessidade do 

uso de água destilada no acúmulo de amido, levando em consideração o 

custo no processo em escala piloto. Para isso, as lemnas foram novamente 

coletadas das lagoas e submetidas ao processo de lavagem em água 

corrente. Em seguida, cerca de 0,5 g de lemna foram transferidos para 

potes de plásticos contendo 50 mL de água. Realizaram-se dois 

tratamentos, no tratamento 1 utilizou-se água destilada (AD) e no 

tratamento 2 utilizou-se água potável da rede de abastecimento (AR). A 

água utilizada no tratamento AR foi cedida pela Companhia Catarinense 

de Águas e Saneamento (CASAN) durante o mês de novembro de 2014. 

A CASAN analisa a qualidade de sua água em relação aos parâmetros 

exigidos pela portaria 2914/2011 do Ministério da Saúde, sendo eles, 

turbidez, cor aparente e cloro residual. Durante este período, a água 

apresentou-se em conformidade como pode ser observado no Anexo 2. 

Os ensaios foram conduzidos nas mesmas condições citadas no 

item anterior, bem como a cinética. O experimento foi realizado em três 

replicatas e o teor de amido analisado em triplicata. 

 

3.2.3.3 Ensaio em escala piloto sob condições ambientais não 

controladas  
  

Para a ampliação de escala, o experimento foi realizado em caixas d’água 

de fibra de vidro de capacidade de 100 L. As lemnas foram retiradas do 

sistema de tratamento de esgoto com o auxílio de uma peneira, lavadas 

em água corrente e então colocadas nas caixas que continham 
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aproximadamente 30 L de água de rede de abastecimento. Realizou-se 

dois tratamentos, no tratamento 1 (T1) as caixas foram acondicionadas 

em sala com fotoperíodo de 16/8 h dia/noite controlado por um timer 

analógico; intensidade de luz de 100 µmol m-2 s-1 fornecida por lâmpadas 

de vapor de sódio, e uma temperatura ambiente de 25 (±2) °C controlada 

por ar condicionado, durante 10 dias (TAO et al., 2013). No tratamento 2 

(T2), as caixas foram expostas ao ar livre, sujeitas às condições 

climáticas, durante o mesmo período (Figura 15). O experimento foi 

realizado em três replicatas e o teor de amido analisado em triplicata. 

 
Figura 15. Ensaio sob escassez de nutrientes em escala piloto para o acúmulo de 

amido em lemnas: a) condições ambientais controladas; b) condições ambientais 

não controladas. 

 

 

 

Diariamente, amostras foram retiradas, secas em estufa (55 °C/24 

h), trituradas, peneiradas (0,5 mm) e analisadas quanto ao seu teor de 

amido pela metodologia do kit enzimático Megazyme. 

 

3.2.4 Produção da biomassa enriquecida em amido e sua 

caracterização  

 

A produção de biomassa enriquecida em amido foi realizada 

segundo o tratamento T2 explicado anteriormente. Esta etapa foi 

necessária para acumular biomassa suficiente para todo o estudo. Este 

experimento foi realizado durante todo o mês de novembro de 2014. 

A biomassa enriquecida em amido foi seca (55 °C por 24 horas), 

triturada e peneirada em peneiras de 600 µm para obtenção da biomassa 

seca e moída (BSM). Esta foi embalada em sacos plásticos, identificada e 

armazenada sob refrigeração (7±2 °C), até o momento das análises 

(a)                                                    (b) 
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(Figura 16). A BSM foi então caracterizada quanto ao teor de amido, 

celulose, cinzas, proteína bruta e umidade, conforme metodologia 

descrita no item 3.2.6. 

 

Figura 16. Biomassa seca e moída de lemna enriquecida em amido. 

 

3.2.5 Hidrólise enzimática  
 

O processo da hidrólise enzimática foi dividido em duas partes, a 

liquefação do amido e a sacarificação do amido e da celulose. Nesse 

experimento estudou-se o efeito da concentração do substrato, do pH, da 

agitação, da temperatura e da concentração das enzimas no processo, bem 

como, a necessidade do uso de enzima complementar.  

 

3.2.5.1 Liquefação do amido 
 

Para o estudo da liquefação do amido, cinéticas destrutivas foram 

realizadas a fim de determinar as melhores condições de processo. A 

liquefação foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, 

com o volume útil de 50 mL de tampão acetato de sódio (50 mM), em 

banho-maria (Dubnoff NT 232, Nova Técnica) (Figura 17). Os valores 

das variáveis pH, concentração de lemna, concentração da enzima 

α-amilase Termamyl 2x, temperatura e agitação do processo foram 

baseados nas condições ótimas da enzima obtidas em ficha técnica e 

literatura consultada (NOVOZYMES, 2007; TORRES; LEONEL; 

MISCHAN, 2012).  
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Figura 17. Liquefação do amido de lemna em banho termostato com agitação. 

 

Como resultado, analisou-se a concentração de glicose segundo método 

de glicose oxidase por meio de kit comercial (Glicose Liquiform, 

Labtest). Os resultados de glicose foram convertidos em eficiência da 

hidrólise (%) que foi utilizada como a variável resposta para as cinéticas. 

A eficiência do processo foi calculada sobre a quantidade de amido na 

matéria-prima utilizada no processo. O rendimento teórico da hidrólise 

(Yteórico) do amido foi obtido pela Equação 4. 

 

𝑌𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜(g L-1) =
(
180

162
)∗𝑚𝑎𝑚𝑖𝑑𝑜

𝑉
 

 

Onde 180 é a massa molecular da glicose (g/mol); 162 é a massa 

molecular do monômero de glicose na molécula de amido (g/mol); mamido 

é massa de amido (g); V é volume de meio (L). Considerando os valores 

de rendimento teórico foi calculada a eficiência da hidrólise pela Equação 

5.  

 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎(%) =
𝑌𝑟𝑒𝑎𝑙

𝑌𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜
∗ 100 

 

Onde Yreal é o rendimento de açúcares obtido no ensaio (g/L) e 

Yteórico é o rendimento que seria obtido da hidrólise total da massa de 

amido (g/L). 

 

 

 

(4) 

(5) 
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3.2.5.1.1 Estudo cinético: Efeito da concentração de lemna 

 

Uma avaliação cinética foi realizada a fim de verificar a concentração de 

lemna que conduzisse à maior eficiência na hidrólise. Para isso, o ensaio 

foi conduzido à temperatura de 95 °C, agitação de 150 rpm, concentração 

de α-amilase de 10% (v m-1), pH 5,0 e concentração de lemna variando 

em 4, 7 e 10% (m v-1). Os frascos foram retirados para análise de glicose 

nos tempos 0, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos. 

 

3.2.5.1.2 Estudo cinético: Efeito do pH  
 

Em seguida, realizou-se um estudo cinético a fim de verificar o 

efeito do pH sobre a eficiência da hidrólise. O ensaio foi conduzido à 

temperatura de 95 °C, agitação de 150 rpm, concentração de α-amilase de 

10% (v m-1), concentração de substrato de 7% (m v-1) e pH variando em 

5,0; 6,0 e 7,0. Os frascos foram retirados para análise de glicose nos 

tempos 0, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos. 

 

3.2.5.1.3 Estudo cinético: Efeito da agitação 
 

Um estudo cinético foi também realizado para avaliar o efeito da 

agitação na conversão em glicose. A cinética destrutiva foi realizada a 95 

ºC, pH 6,0; concentração de substrato de 7% (m v-1) e concentração de α-

amilase em 10% (v m-1), variando o tempo em 0, 10, 20, 30, 60 e 120 

minutos e a agitação em 50, 100 e 150 rpm. 

 

3.2.5.1.4 Estudo cinético: Efeito da temperatura 
 

A fim de verificar o efeito da temperatura na eficiência da 

hidrólise, cinéticas destrutivas foram conduzidas a 65, 80 e 95 °C. A 

agitação, pH, concentração de substrato e concentração de enzima foram 

fixados em 50 rpm, 6,0, 7% (m v-1) e 10% (v m-1), respectivamente. Os 

frascos foram retirados para análise de glicose nos tempos 0, 10, 20, 30, 

60 e 120 minutos. 

 

3.2.5.1.5 Estudo cinético: Efeito da concentração de enzima α-amilase 
 

Definidas as melhores condições do processo, realizou-se um 

estudo cinético destrutivo para verificar a concentração de enzima α-

amilase que conduzisse à maior eficiência na hidrólise. A condição foi 

fixada em 65 ºC, 50 rpm de agitação, pH 6,0, concentração de substrato 
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de 7% (m v-1), variando o tempo em 0, 10, 20, 30, 60, 120, 180 e 240 

minutos e a concentração de α-amilase em 5; 10 e 20% (v m-1). 

 

3.2.5.2 Sacarificação simultânea do amido e da celulose sem pré-
tratamento 

 

A fim de determinar a contribuição de cada fração (amilácea e 

celulósica) na eficiência da hidrólise foram realizados estudos em 

separado. Primeiramente, as condições do processo foram otimizadas na 

fração amilácea, já que esta corresponde a maior proporção. Para isso, 

realizou-se um Delineamento Composto Central Rotacional 23 (DCCR) 

com intuito de avaliar o efeito do pH, temperatura e agitação na 

sacarificação do amido. Posteriormente, realizou-se estudos cinéticos 

para avaliar o uso de enzima complementar e a concentração de celulase 

na hidrólise da fração celulósica. Por fim, a sacarificação do amido e da 

celulose da lemna foi realizada simultaneamente, ou seja, utilizou-se tanto 

enzimas degradantes do amido como enzimas degradantes da celulose nas 

condições ótimas determinadas no DCCR. 

 

3.2.5.2.1 Delineamento Composto Central Rotacional 23 

 

A sacarificação do amido de lemna foi realizada segundo um 

planejamento experimental estatístico, o Delineamento Composto Central 

Rotacional (DCCR), com três variáveis independentes e seis repetições 

no ponto médio, totalizando 20 experimentos. As variáveis independentes 

foram pH, temperatura e agitação, e os valores dos seus níveis estão 

apresentados na Tabela 4. Esses valores foram baseados nas declarações 

do fabricante contidas nas fichas técnicas das enzimas e em dados da 

literatura (NOVOZYMES, 2012; CHEN et al., 2012). 

Após a liquefação ser realizada nas condições otimizadas na etapa 

anterior, o pH da solução liquefeita foi ajustado para o valor definido em 

cada experimento, bem como a temperatura e a agitação do shaker 

(Excella E25, New Brunswich Scientific). Adicionou-se as enzimas 

amiloglucosidase (Spirizyme Fuel) e pectinase (Pectinex Ultra AFP) nas 

concentrações de 1 e 0,3% (v m-1), respectivamente. Ao final de 8 horas, 

os frascos foram retirados do shaker e as amostras congeladas até o 

momento de análise. 
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Tabela 4. Variáveis e níveis estudados no DCCR 23 para a otimização da 

sacarificação do amido de lemnas. 

Variáveis 

independentes 

 Níveis  

-1,68 -1 0 1 1,68 

pH 3,32 4 5 6 6,68 

Temperatura (°C) 33,2 40 50 60 66,8 

Agitação (rpm) 16 50 100 150 184 

 

Como resposta analisou-se a concentração de glicose, segundo 

método de glicose oxidase por meio de kit comercial (Glicose Liquiform, 

Labtest). Os teores de glicose foram convertidos em eficiência da 

hidrólise (%) que foi utilizada como a variável resposta para o 

planejamento. Os resultados foram analisados usando o software 

Statistica® 7.0 Statsoft Inc. e, por meio da análise de superfície de 

resposta, determinaram-se os valores ótimos dessas variáveis para maior 

eficiência do processo. 

 

3.2.5.2.2 Estudo cinético: Efeito da concentração das celulases 

 

A cinética destrutiva foi realizada a pH 5,0 (corrigido com a adição 

de ácido acético PA); temperatura 45 °C; agitação 100 rpm; variando a 

concentração de celulase Ctec (5; 10 e 20% v m-1) e celulase Htec (0; 1 e 

2% v m-1). O nível inferior da concentração de celulase Htec foi realizado 

a fim de avaliar a sua real necessidade como enzima complementar na 

hidrólise da celulose de lemna. 

Experimentos destrutivos foram realizados, sendo as reações 

conduzidas nos tempos de 0, 30 minutos e 1, 2, 4, 6 horas de reação. Como 

resultado, analisou-se a concentração de glicose, segundo método de 

glicose oxidase por meio de kit comercial (Glicose Liquiform, Labtest). 

Os teores de glicose foram convertidos em eficiência da hidrólise (%) que 

foi utilizada como a variável resposta para a cinética. 
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3.2.6 Metodologia descritiva 

 

3.2.6.1 Análises físico-químicas 

 

3.2.6.1.1 Amido 

 

O teor de amido de L. punctata foi medido usando um kit de amido 

total (Megazyme Internacional Irlanda Co., Ltd., Wicklow, Irlanda) de 

acordo com as instruções do fabricante, conforme apresentado em anexo 

a este documento.  O método é baseado na conversão de amido em glicose 

pela combinação das enzimas α-amilase e amiloglucosidase seguida pela 

quantificação de glicose usando técnica colorimétrica 

(oxidase/peroxidase).  

 

3.2.6.1.2 Celulose 

 

O método utilizado foi o de Van Soest (1994), pela determinação 

da fibra em detergente ácido (FDA), onde a celulose, parte solúvel em 

detergente ácido, pode ser obtida por diferença de massa após mufla a 500 

ºC. 

 

3.2.6.1.3 Cinzas 

 

Determinação do resíduo inorgânico por meio da incineração 

(mufla a 540 °C) da matéria orgânica, a qual é reduzida a CO2, onde o 

material restante é composto por minerais na forma de cinzas (AOAC, 

2012). 

 

3.2.6.1.4 Glicose 

 

A concentração de glicose foi determinada segundo o método de 

glicose oxidase por meio de kit (Glicose Liquiform, Labtest), conforme 

descrição no item 3.2.6.2.2. 

  

3.2.6.1.5 pH 

 

A determinação do pH foi realizada utilizando-se potenciômetro 

(Analion - 2000), sendo utilizados tampões de pH 4,0 e 7,0 para 

calibração do equipamento antes das medições. Após calibração, a 
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medição do pH foi feita diretamente na amostra homogeneizada pela 

imersão do eletrodo na amostra (AOAC, 2012).  

 

3.2.6.1.6 Proteína bruta 

 

Foi determinado o teor de nitrogênio por destilação em aparelho de 

Micro-Kjeldahl (AOAC, 2012), usando o fator 6,25 para conversão para 

proteínas. 

 

3.2.6.1.7 Umidade 

 

A umidade foi determinada em estufa à 105 ºC, com verificações 

em tempos determinados, até obtenção de peso constante, segundo a 

AOAC (2012). O resultado foi expresso em porcentagem. 

 

3.2.6.2 Determinação da atividade enzimática 

 

A atividade enzimática foi determinada nas condições 

padronizadas pelas metodologias utilizadas (pH e temperatura), bem 

como nas condições do processo do presente estudo, a fim de analisar o 

efeito das condições do processo na atividade das enzimas. 

 

3.2.6.2.1 Enzima α-amilase (Termamyl 2X) 

 

A atividade enzimática da α-amilase foi determinada segundo 

Moraes; Astol Filho e Ulhoa (1999) com adaptações. As determinações 

foram realizadas em triplicata, sendo divididas em três etapas: preparo 

das soluções (amido e enzima); reação das soluções e leitura da 

absorbância.   

A solução de amido foi preparada utilizando amido solúvel P. A. (Synth) 

na concentração de 0,7% m v-1 e, em sequência, foi aquecida em micro-

ondas por cinco minutos para que o amido fosse gelatinizado. A solução 

de enzima foi preparada a 10% v v-1 de enzima α-amilase e em sequência 

aquecida a 60 °C por 5 minutos. 

As reações das soluções de enzima, do amido e do branco, foram 

realizadas em tubos de ensaio, utilizando tampão acetato de sódio 0,05 M 

em pH 6,0, conforme a Tabela 5. 

Os tubos foram agitados e incubados em banho-maria (Deleo) por 

10 min a 60 ºC e a reação foi cessada pela adição de 4 mL de ácido 

clorídrico (Nuclear) 0,2 M. Paralisada a reação, 0,5 mL de Fuwa foi 
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também adicionado, agitado para homogeneização e acrescentado de 

10 mL de água destilada. Em seguida, a leitura da absorbância foi 

realizada no comprimento de onda de 600 nm (SP 1105, Bel Photonics). 
 

Tabela 5. Alíquotas da solução de reação da amostra, amido e branco para 

atividade enzimática da α-amilase. 

 
Amostra 

(mL) 

Controle de 

substrato CS 

(mL) 

Controle de 

enzima CE 

(mL) 

Branco 

(mL) 

Solução de 

amido 
0,7 0,7 - - 

Solução de 

enzima 
0,3 - 0,3 - 

Solução 

tampão 
- - 0,7 - 

Água 

destilada 
- 0,3 - 1,0 

 

Uma unidade da atividade de α-amilase (U) foi definida como 

sendo a quantidade de enzima necessária para hidrolisar 0,1 mg de amido 

por minuto. O resultado foi expresso em U mL-1 com base na Equação 6.  

 

 
 

E

S

Qt x 

fQ  
CE Abs  CS Abs

A Abs CE Abs  CS Abs

  (U/mL) 
















 
 

Onde: 

Abs CS = absorbância lida na solução de reação de controle de substrato;  

Abs CE = absorbância lida na solução de reação de controle de enzima; 

Abs A = absorbância lida na solução de reação da amostra; 

SQ = quantidade de amido retirada da solução para realizar a reação (mg); 

t = tempo de reação em minutos;  

EQ  = quantidade de enzima usada na reação (mL);  
f = fator de diluição.  

 

  

(6) U mL-1 
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3.2.6.2.2 Enzima amiloglucosidase (Spirizyme Fuel) 
 

A atividade enzimática da amiloglucosidase foi determinada 

segundo Moraes; Astol Filho e Ulhoa (1999). As determinações foram 

realizadas em triplicata, sendo subdivididas em três etapas: preparo de 

soluções (amido e amostra); reação e determinação da concentração de 

glicose.  

A solução de amido foi preparada utilizando amido solúvel na 

concentração de 0,5% m v-1 em tampão acetato de sódio (0,05 M, pH 4,5). 

Para que ocorresse a gelatinização, a solução foi aquecida em micro-

ondas por 5 minutos. A solução de enzima foi preparada na concentração 

de 0,01% v v-1 da enzima amiloglucosidase. 

As reações da amostra e do branco foram realizadas em tubos de 

ensaio segundo descrito na Tabela 6. 

 
Tabela 6. Alíquotas da solução de reação da amostra e branco para análise da 

atividade enzimática da amiloglucosidase. 

  Amostra (μL) Branco (μL) 

Solução de amido 100 100 

Solução de enzima 20 - 

Solução tampão - 20 

 

Os tubos foram agitados e incubados em banho-maria (Deleo) a 40 

°C por 30 minutos. A reação foi interrompida com banho de gelo.  

A concentração de glicose liberada pela reação foi determinada 

segundo o método de glicose oxidase por meio de um kit (Glicose 

Liquiform, Labtest). O experimento com o kit glicose oxidase foi 

realizado conforme descrito na Tabela 7. 

 
Tabela 7. Alíquotas para preparo do branco, amostra e padrão para determinação 

de concentração de glicose. 

 Branco Amostra Padrão 

Reagente de cor 2,0 mL 2,0 mL 2,0 Ml 

Solução padrão - - 20 μL 

Solução de amostra - 20 μL - 
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Os tubos foram agitados em vórtex e incubados em banho-maria 

(Deleo) a 37 ºC durante 10 minutos. A leitura da absorbância foi realizada 

a 505 nm (Espectrofotômetro Bel Photonics, SP 1105).  

Uma unidade de atividade de amiloglucosidase (U) foi definida 

como a quantidade de enzima necessária para liberar 1 μmol de glicose 

por minuto a partir do amido. O resultado foi expresso em U mL-1, com 

base nas Equações 7 e 8: 

 

Glicose (mg dL-1) = (Abs amostra Abs padrão) x 100⁄                             

                                          

U mL-1= [ Glicose (0,18 x t)]⁄  x f x 100 

 

Sendo:  

Abs Amostra = absorbância lida na amostra;  

Abs Padrão = absorbância lida no padrão de glicose; 

0,18 = massa molar da glicose (mg µmol-1); 

t = tempo de reação da amostra (min); 

f = fator de diluição; 

100 = conversão de dL para mL. 

 

3.2.6.2.3 Enzima celulase (Cellic Ctec2) 
 

A atividade da celulase foi baseada no procedimento descrito por 

Ghose (1987), empregando-se papel filtro como substrato e avaliando-se 

sua atividade pela liberação de açúcares redutores dosados pelo método 

DNS (ácido 3-amino-5-nitrossalicílico) de Miller (1959). 

A determinação da atividade envolveu quatro categorias de 

reações: (1) tubos das amostras a serem quantificadas (atividade 

enzimática); (2) tubo do branco reacional (para zerar o 

espectrofotômetro); (3) tubos controle da enzima (extrato enzimático sem 

substrato); e (4) tubos controle do substrato (substrato sem extrato 

enzimático). O preparo desses tubos é apresentado na Tabela 8. 

Tiras de aproximadamente 1,0 x 6,0 cm (50 mg) de papel de filtro 

Whatman nº1, foram enroladas em espiral e totalmente imersas nas 

respectivas quantidades de tampão citrato de sódio (50 mM e pH 4,8). A 

fase inicial da análise se deu pela incubação das reações em tubos de 
ensaios (triplicata) em banho-maria (Deleo) a 50 ºC por 10 minutos. A 

seguir, adicionou-se 0,5 mL da enzima às reações de amostra e de controle 

de enzima, e todos os tubos foram incubados por 60 minutos. Ao final 

deste período, os tubos foram removidos e todos receberam as mesmas 

(8) 

(7) 
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quantidades de reagentes e o mesmo tratamento, sendo 0,5 mL de cada 

meio reacional transferido para outro tubo, adicionado de 0,5 mL do 

reagente DNS e colocado em água fervente por 5 minutos. Depois desse 

tempo, a reação foi paralisada em banho de gelo. Ao final, adicionou-se 

8 mL de solução estabilizante (tartarato de sódio e potássio 50 mM), 

misturou-se bem e a absorbância da solução foi medida em 540 nm. A 

concentração de açúcares redutores foi determinada através de uma curva 

de calibração onde uma solução de glicose foi utilizada como padrão 

(0,05 – 3,33 mg mL-1). 

 
Tabela 8. Preparo das reações de amostra, branco, controle de enzima e de 

substrato para realização da etapa inicial da análise de determinação de atividade 

da celulase. 

 
Amostra Branco 

Controle de 

Enzima 

Controle de 

Substrato 

Papel filtro 

(unidade) 
1 - - 1 

Tampão 

(mL) 
1,0 1,5 1,0 1,5 

 

Segundo Ghose (1987), uma unidade de atividade enzimática (U) 

libera 1 mol de açúcar redutor por minuto. A partir da Equação 9 

calculou-se a atividade enzimática. 

 

 
 tV x 0,18

V
 x /

E

T

x
ARTmLU 

 

Sendo que: 

ART = açúcares redutores totais produzidos na etapa de hidrólise 

(mg mL-1); 

VT = volume total utilizado na hidrólise (volume do tampão + volume do 

extrato enzimático) (mL); 

0,18 = massa molar de glicose (mg µmol-1); 

VE = volume do extrato enzimático utilizado na hidrólise (mL); 

t = tempo de hidrólise (minutos). 

 

 

(9) U mL-1 
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

3.3.1 Acúmulo de amido 
 

Segundo metodologia descrita no item 3.2.3, foram realizados 

experimentos para avaliar o efeito da escassez de nutrientes e da natureza 

da água no acúmulo de amido na lemna, bem como amplificar a escala 

em condições climáticas não controladas.  

 

3.3.1.1 Efeito da escassez de nutrientes em água destilada sob condições 

ambientais controladas 

 
O primeiro experimento foi realizado para avaliar o efeito da 

escassez de nutrientes no acúmulo de amido em lemnas. Para isso, as 

lemnas foram acondicionadas em potes com água destilada, fotoperíodo 

de 16/8 h dia/noite, intensidade de luz de 100 μmol m-2 s-1 e temperatura 

ambiente de 25 (±2) °C. Os resultados do estudo cinético realizado ao 

longo de 10 dias podem ser observados na Figura 18. 
 

Figura 18. Efeito da escassez de nutrientes no acúmulo de amido em lemnas. 

Água destilada, FP 16/8h, IL 100 μmol m-2 s-1 e temperatura 25 °C. 

 
FP: fotoperíodo 

IL: intensidade luminosa 

*As barras representam o desvio padrão entre as médias. 

 

No tempo inicial, a lemna apresentou 5,7% (m m-1) de amido, 

atingindo o seu teor máximo de 32,7% (m m-1) no sexto dia. Portanto, em 
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seis dias de tratamento obteve-se um aumento de 480% no teor de amido 

da lemna. Depois do sexto dia houve um decréscimo, sendo que ao final 

do décimo dia a lemna apresentou 22,7% de amido.  

Os resultados obtidos indicam que sob condições de escassez de 

nutrientes a lemna acumula amido até certo ponto e depois começa a 

consumi-lo. Portanto, o tempo ótimo para o acúmulo máximo de amido 

nas condições estudadas foi de seis dias.  

Sabe-se que o acúmulo de carboidratos, como o amido, é uma das 

estratégias que permitem à espécie sobreviver em condições adversas que 

ocorrem em seu ambiente natural, possibilitando-a um maior arranque de 

crescimento após o estresse. Na escassez de nutrientes ocorre deficiência 

de nitrogênio que retarda o crescimento vegetativo da lemna, o que 

consequentemente pode provocar o acúmulo de amido (XU et al., 2011). 

Segundo Tao et al. (2013), o que ocorre quimicamente na lemna 

submetida à supressão dos nutrientes essenciais, é o redirecionamento do 

fluxo metabólico para fixação de dióxido de carbono na forma de amido, 

resultando em seu acúmulo. 

Tao et al. (2013) também estudaram o acúmulo de amido em 

Landoltia punctata com água destilada. A biomassa continha inicialmente 

3,0% (m m-1) de amido e em 24 h de escassez de nutriente a quantidade 

foi para 18,3% (m m-1) chegando a 45,8% (m m-1) em 7 dias sob 

fotoperíodo de 16/8 h (luz/escuro). A maior quantidade de amido 

encontrada, em relação ao estudo presente, pode ser atribuída à maior 

intensidade de luz (130 μmol m-2 s-1), que favorece a fotossíntese, além 

das temperaturas mais amenas de 25 °C/15 °C (dia/noite), que diminui a 

respiração da planta e assim o consumo de amido acumulado na 

fotossíntese.  

Embora as menores temperaturas possam afetar negativamente a 

produção de biomassa, ela favorece o acúmulo de amido por reduzir a 

respiração das plantas durante o período noturno, quando o consumo de 

amido é substancial (XU et al., 2011). Como a energia necessária para o 

armazenamento de amido é adquirida a partir da fotossíntese, de acordo 

com Xiao et al. (2013) o acúmulo de amido concorre com o crescimento 

celular. Assim, pode-se obter lemnáceas com quantidade maior de amido 

suprimindo o crescimento da planta por qualquer meio que tenha pouco 

efeito sobre a sua fotossíntese, como a privação de nutrientes. 
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3.3.1.2 Efeito da natureza da água sob condições ambientais controladas 

 

Com o propósito de avaliar a necessidade do uso de água destilada 

no acúmulo de amido, realizou-se dois tratamentos nas mesmas condições 

citadas anteriormente no experimento “efeito da escassez de nutrientes 

sob condições controladas”. No tratamento 1 utilizou-se água destilada 

(AD) e no tratamento 2 utilizou-se água de rede de abastecimento (AR). 

Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 9. 

 
Tabela 9. Teores de amido (%) nos tratamentos AD e AR. FP 16/8h, IL 100 μmol 

m-2 s-1 e temperatura 25 °C. 

  
 Amido (%) 

T 0 T 1 T 2 T 3 T 4 T 5 T 6 T 7 T 8 T 9 T 10 

AR 
5,7 

±0,2 a 

6,7 

±0,3 a 

6,9 

±0,1 b 

16,9 

±0,3 a 

17,8 

±0,2 a 

28,4 

±0,6 a 

24,1 

±0,4 b 

21,3 

±0,3 b 

20,2 

±0,5 b 

20,4 

±0,3 b 

21,1 

±0,1 b 

AD 
5,7 

±0,2 a 

6,2 

±0,1 a 

8,1 

±0,1 a 

12,0 

±0,2 b 

15,0 

± 0,4b 

26,7 

±0,4 b 

32,7 

±0,6 a 

31,2 

±0,5 a 

21,3 

±0,1 a 

23,6 

±0,5 a 

22,7 

±0,1 a 

AD: água destilada 

AR: água da rede de abastecimento 

FP: fotoperíodo 

IL: intensidade luminosa 

T0; T1; T2; T3; T4; T5; T6; T7; T8; T9 e T10: tempos de 0 a 10 dias.  

*Letras iguais nas colunas significam que as amostras não diferem significativamente (p ≤ 0,05) pelo teste de 

Tukey. 

 

Conforme apresentado na Tabela 9, o tratamento com água de rede 

de abastecimento (AR) apresentou maior teor de amido, 28,4%, no quinto 

dia de experimento. Depois houve um decréscimo, e ao final dos 10 dias 

apresentou 21,1% de amido. Considerando o teor inicial (T0), 5,7% de 

amido, em apenas 5 dias houve um aumento de 4,0 vezes no teor de amido 

para o tratamento AR. No tratamento com água destilada (AD) houve um 

aumento de 4,8 vezes no teor de amido com 6 dias de experimento.  

Os teores de amido entre os tratamentos AR e AD diferenciaram-

se entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). O tratamento AD apresentou 

teores maiores que o AR em quase todo o tempo. com diferença de 13% 

entre os maiores teores de cada tratamento (AD-32,7%; AR-28,4%). Esta 

diferença, quando analisada a viabilidade econômica, pode ser 

considerada pequena, pois para a produção de 1 L de água destilada são 

utilizados 20 L de água de rede de abastecimento. Como em ambos os 
tratamentos houve um aumento considerável no teor de amido, 

provavelmente a água destilada não foi o fator isolado determinante para 

o acúmulo deste. Desta forma, o uso da água da rede de abastecimento em 

grande escala se justifica pela sua maior viabilidade, além de ter 
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alcançado seu teor de amido máximo em um menor tempo de processo 

quando comparado ao outro tratamento. 

 

3.3.2.3 Ensaio em escala piloto sob condições ambientais não 
controladas 

 

Nesta etapa avaliou-se a ampliação de escala sob condições 

ambientais controladas e não controladas. Para isso, dois tratamentos 

foram realizados, sendo o tratamento 1 (T1) com as condições ambientais 

controladas (fotoperíodo de 16/8 h dia/noite, intensidade de luz de 100 

μmol/m2/s e temperatura ambiente de 25 (±2) °C)), e o tratamento 2 (T2) 

em que as caixas foram acondicionadas ao ar livre, sujeitas às condições 

ambientais. Os resultados referentes a estes experimentos podem ser 

observados na Tabela 10. 
 

Tabela 10. Teores de amido em lemnas sob condições ambientais controladas 

(T1: FP 16/8h, IL 100 μmol/m2/s e temperatura 25 °C) e sob variações climáticas 

(T2).  

Ensaio 
Amido (%) 

Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Tempo 4 Tempo 5 Tempo 6 Tempo 7 

T1 

20,0 

±0,4 a 

19,5 

±0,04 b 

20,5 

±0,4 b 

24,4 

±0,02 a 

28,5 

±0,2 a 

31,3 

±0,5 a 

31,1 

±0,6 a 

T2 

20,4 

±1,5 a 

22,6 

±0,7 a 

26,7 

±0,6 a 

23,7 

±0,1 b 

21,7 

±0,8 b 

21,0 

±0,5 b 

18,7 

±0,6 b 

FP: fotoperíodo 

IL: intensidade luminosa 

*Letras iguais nas colunas significam que as amostras não diferem significativamente (p ≤ 0,05) pelo teste de 

Tukey. 

 

Conforme apresentado na Tabela 10, o tratamento T1 apresentou 

seu maior teor de amido (31,3%) no sexto dia do experimento. Já o 

tratamento T2 apresentou 26,7% de amido como seu teor máximo no 

terceiro dia de experimento e logo após houve um decréscimo, e ao final 

do sétimo dia apresentou 18,7% de amido. O experimento foi realizado 

em novembro de 2014, com temperaturas máximas de 25 °C e mínimas 

de 14 °C, temperaturas amenas que favorecem o acúmulo de amido. 

Os teores de amido entre os tratamentos T1 e T2 diferenciaram-se 

entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05) na maioria dos tempos analisados. 
Apesar do tratamento T1 ter apresentado o maior teor de amido (31,3%), 

a diferença entre este e o maior teor de amido do T2 (26,7%) foi de apenas 

14,7%. Essa diferença pode ser considerada pequena se for levado em 

consideração o custo necessário para controlar a temperatura, a 
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intensidade luminosa e o fotoperíodo. Além disso, o T2 atingiu um teor 

de amido 14,75% menor que o T1, porém em um tempo 50% menor que 

este. O que confere ao T2 uma produtividade maior, sendo ela de 8,9% 

ao dia, enquanto que o T1 apresentou uma produtividade de 5,2% ao dia. 

Os resultados alcançados nesta etapa sugerem que é possível 

acumular amido em lemnas cultivadas em água da rede de abastecimento 

sob condições ambientais naturais, ou seja, sem controle da temperatura 

e do fotoperíodo. Porém, sabe-se que em temperaturas amenas à frias o 

acúmulo de amido é favorecido. Desta forma, é interessante levar em 

consideração a época do ano e as particularidades climáticas de cada 

local, a fim de garantir que as condições ambientais favoreçam o acúmulo 

de amido nas lemnáceas.  

 

3.3.2 Caracterização físico-química da matéria-prima 
 

Os resultados das análises de caracterização da biomassa de lemnas 

enriquecida em amido estão apresentados na Tabela 11.  

 
Tabela 11. Composição da biomassa de lemnas em base seca. 

Componente % (m m-1) 

Umidade 7,22 ± 0,77 

Amido 25,83 ± 0,44 

Celulose 12,85 ± 0,07 

Proteína Bruta 35,28 ± 0,15 

Cinzas 10,56 ± 0,18 

 

A avaliação do teor de umidade da biomassa de lemnas tem grande 

importância, em razão da influência deste na conservação de suas 

propriedades, tendo em vista que níveis maiores que 13% podem 

proporcionar crescimento microbiano e deterioração em curto tempo. O 

valor de umidade obtido (7,22%) encontra-se abaixo desse limite, 

mostrando ser favorável a uma maior estabilidade do material. 

O teor de amido encontrado foi de 25,83%, quantidade similar aos 

24,59% encontrados por Chen et al. (2012) para a mesma espécie. A 

quantidade de amido está relacionada com as condições de crescimento, 

como afirma Reid e Bieleski (1970) apud Chen et al. (2012), que em 

estudos indicaram que L. punctata pode ter um teor de amido de 3 a 75%, 

demonstrando o potencial dessa espécie em acumular amido. 
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De modo geral, em condições que otimizam o crescimento (rico 

em nutrientes), a biomassa tem um percentual relativamente baixo de 

amido, visto que para sua reprodução a energia é adquirida por meio da 

fotossíntese, que é também necessária para o armazenamento de amido, 

fazendo com que o acúmulo de amido concorra com o crescimento (XIAO 

et al., 2013).  

A celulose apresentou valor médio de 12,85%, valor próximo aos 

13,31% encontrado por Chen et al. (2012) também em L. punctata e em 

conformidade com Ge et al. (2012), que afirmam que lemnáceas 

apresentam conteúdo relativamente baixo de celulose (aproximadamente 

10% em massa seca) em comparação com plantas terrestres 

(aproximadamente 50% em massa seca) e, que em seu estudo com Lemna 

minor encontrou 9,4%. 

À semelhança de outros componentes da biomassa, o teor de 

celulose depende da espécie, sendo responsável por dar a rigidez e 

firmeza às plantas. No entanto, essas plantas são aquáticas e pequenas, 

consideradas as menores plantas vasculares do mundo, sendo então 

justificável esse valor de celulose encontrado (JOURNEY; 

SKILLICORN; SPIRA, 1993). 

O valor de proteína bruta obtido foi de 35,28%. São encontrados 

diversos dados sobre o teor de proteína na biomassa de lemnáceas, os 

quais variam entre 6,8-45,0% (LANDOLT; KANDELER, 1987). Em 

estudo com L. punctata em dejeto suíno no estado de Santa Catarina, 

Mohedano (2010) encontrou um teor de 35%. Chen et al. (2012) 

obtiveram 16,27% em condições naturais de crescimento e Tao et al. 

(2013) encontraram um valor 29,6% em solução nutritiva padrão.  

Essas diferenças encontradas são decorrentes da disponibilidade de 

nitrogênio no meio que, segundo Landolt e Kandeler (1987), é o principal 

fator que afeta a produção de proteína, pois esse é utilizado na formação 

de aminoácidos e consequentemente de proteínas, sendo então esperado 

que em águas com maior quantidade de nitrogênio seja também maior o 

teor de proteínas.  

O teor de cinzas determina o conteúdo de elementos minerais 

presente na amostra. Foi encontrado um teor de 10,56% (m m-1 base seca), 

valor superior ao encontrado por Chen et al. (2012) que foi de 3,48% e 

inferior aos 17,7% encontrado por Ge et al. (2012) em Lemna minor. Essa 

diferença deve-se às particularidades entre as espécies e à disponibilidade 

desses nutrientes no ambiente aquático. Khan, Steingass e Drochner 

(2002) relataram quantidades elevadas de Ca, P, Na, K, Fe, Mn, Mg, Cu 

e Zn nos tecidos dessas plantas. 
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3.3.3 Hidrólise enzimática  

 

3.3.3.1 Liquefação do amido 
 

3.3.3.1.1 Estudo cinético: Efeito da concentração de lemna  

 

Para a avaliação da liquefação do amido, primeiramente foi 

realizado um estudo cinético a fim de verificar a melhor concentração de 

lemna a ser utilizada. Os valores de temperatura, pH, agitação e 

concentração de α-amilase foram fixados em 95 ºC; 5,0; 150 rpm e 10% 

(v m-1), respectivamente. O tempo variou em 0, 10, 20, 30, 60 e 120 

minutos. Os resultados obtidos em termos de eficiência são apresentados 

na Tabela 12. 
 

Tabela 12. Efeito da concentração de lemna (4%, 7% e 10%, m v-1) na eficiência 

da liquefação do amido de lemna.  

Concentração  

lemna % (m v-1) 

Eficiência (%) 

10 min 20 min 30 min 60 min 120 min 

4 19,1±1,1 a 25,8±1,6 a 29,9±2,1 a 31,3±1,9 a,b 37,0±1,8 a,b 

7 16,5±0,2 a 17,2±0,2 b 25,2±0,5 a 36,8±1,0 a 41,4±4,0 a 

10 16,6±0,9 a 19,2±0,3 b 25,0±1,1 a 26,6±1,2 b 28,6±3,1 b 

*Letras iguais nas colunas significam que as amostras não diferem significativamente (p ≤ 0,05) pelo teste de 

Tukey. 

 

De acordo com a Tabela 12 observa-se que após 2 horas de reação, 

os ensaios com concentrações de lemna de 4, 7 e 10% (m v-1) obtiveram 

uma eficiência na hidrólise de 37,0; 41,4 e 28,6%, respectivamente. 

Para uma enzima típica, à medida que a concentração de substrato 

aumenta a velocidade inicial se eleva até alcançar um valor máximo. 

Quando aumentos adicionais na concentração do substrato já não mais 

elevam a velocidade inicial diz-se que a enzima está saturada pelo 

substrato (MURRAY et al., 2007). Possivelmente foi o que aconteceu na 

concentração de 10% (m v-1) de lemna que apresentou a menor eficiência 

no tempo final de 2 horas. Os ensaios referentes às concentrações de 4 e 

7% (m v-1), ao final do processo, não apresentaram diferença significativa 

(p ≤ 0,05) segundo o teste de Tukey. Portanto, optou-se pelo ensaio com 

concentração de 7% (m v-1) de lemna para as próximas etapas. 
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3.3.3.1.2 Estudo cinético: Efeito do pH  

 

A cinética de liquefação do amido de lemna com diferentes valores 

de pH (5,0; 6,0 e 7,0) está apresentada na Tabela 13. Os valores de 

temperatura, agitação, concentração de α-amilase e de lemna foram 

fixados em 95 ºC; 150 rpm; 10% (v m-1) e 7% (m v-1), respectivamente. 

O tempo variou em 0, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos.  
 

Tabela 13. Efeito do pH na eficiência da liquefação do amido de lemna.  

pH 
Eficiência (%) 

10 min 20 min 30 min 60 min 120 min 

5 16,5±0,2 c 17,2±0,2 c 25,2±0,4 b 36,4±0,7 b 41,4±3,0 b 

6 22,8±0,2 a 28,2±0,8 a 35,1±2,0 a 38,3±0,8 a 50,5±2,2 a 

7 17,9±0,3 b 24,0±0,2 b 26,6±1,0 b 39,3±0,5 a 51,4±1,7 a 

*Letras iguais nas colunas significam que as amostras não diferem significativamente (p ≤ 0,05) pelo teste de 

Tukey. 

 

Os ensaios com pH de 5,0; 6,0 e 7,0 apresentaram, após 2 horas de 

reação, uma eficiência na hidrólise de 41,4; 50,5 e 51,4%, 

respectivamente. Nota-se que, após 2 horas de reação, as eficiências dos 

ensaios com pH 6 e 7 não apresentaram diferença significativa entre si (p 

≤ 0,05) segundo o teste de Tukey. O ensaio com pH 5 obteve a menor 

eficiência, isso porque as enzimas possuem uma faixa de pH na qual a sua 

atividade é máxima e em valores fora dessa faixa, sua atividade diminui 

(LEHNINGER, 2006).  

O ensaio com pH 6,0 foi definido para as próximas etapas, já que 

seu valor se aproxima mais do pH ótimo da sacarificação (pH 5), 

necessitando dessa forma de uma quantidade menor de ácido para o ajuste 

do pH.   

 

3.3.3.1.3 Estudo cinético: Efeito da agitação 

  

A cinética de liquefação do amido de lemna com diferentes 

velocidades de agitação (50, 100 e 150 rpm) está apresentada na Tabela 

14. Os valores de temperatura, pH, concentração de α-amilase e de lemna 

foram fixados em 95 ºC; 6,0; 10% (v m-1 em relação a massa de lemna) e 

7% (m v-1), respectivamente. O tempo variou em 0, 10, 20, 30, 60 e 120 

minutos.  
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Tabela 14. Efeito da agitação na eficiência da liquefação do amido de lemna.  

Agitação  

(rpm) 

Eficiência (%) 

10 min 20 min 30 min 60 min 120 min 

50 22,5±0,2 a 28,0±1,2 a 34,9±2,9 a 38,1±1,2 b 50,3±3,1 a 

100 22,2±0,7 a 28,2±2,1 a 31,3±0,7 a 40,9±0,7 a,b 48,3±0,3 a 

150 21,6±0,5 a 27,6±0,1 a 33,2±0,4 a 44,7±0,8 a 55,2±0,4 a 

*Letras iguais nas colunas significam que as amostras não diferem significativamente (p ≤ 0,05) pelo teste de 

Tukey. 

 

Os ensaios com agitação de 50, 100 e 150 rpm apresentaram, após 

2 horas de reação, uma eficiência na hidrólise de 50,3; 48,3 e 55,2%, 

respectivamente. Após duas horas de reação, as eficiências dos diferentes 

tratamentos não apresentaram diferença significativa (p ≤ 0,05) segundo 

o teste de Tukey. Portanto, a agitação de 50 rpm é suficiente para o 

processo, não sendo necessário o uso de maiores velocidades. Esse 

resultado se torna interessante no que se diz respeito à economia 

energética no processo.  

 

3.3.3.1.4 Estudo cinético: Efeito da temperatura 

 

Diante do resultado alcançado na cinética que avaliou o efeito da 

agitação na cinética enzimática, pensando ainda em economia do 

processo, fez-se um estudo cinético para avaliar o efeito da temperatura 

na liquefação do amido de lemna. Para isso, a cinética foi realizada com 

diferentes valores de temperatura (65, 80 e 95 °C) e os valores de agitação, 

pH, concentração de α-amilase e de lemna foram fixados em 50 rpm; 6,0; 

10% (v m-1 em relação a massa de lemna) e 7% (m v-1), respectivamente. 

O tempo variou em 0, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos. Os resultados obtidos 

em termos de eficiência estão apresentados na Tabela 15. 

Os ensaios com temperatura de 65, 80 e 95 °C apresentaram, após 

2 horas de reação, uma eficiência na hidrólise de 50,6; 49,2 e 53,4%, 

respectivamente.  

As eficiências dos diferentes tratamentos não apresentaram 

diferença significativa (p ≤ 0,05) segundo o teste de Tukey. Esse resultado 

representa uma grande vantagem competitiva da lemna, pois confere uma 
economia no processo, já que a menor temperatura (65 °C) pode atingir a 

mesma eficiência da maior temperatura (95 °C). 
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Tabela 15. Efeito da temperatura na eficiência da liquefação do amido de lemna.  

Temperatura  

(°C) 

Eficiência (%) 

10 min 20 min 30 min 60 min 120 min 

65 17,8±1,7 a 23,9±1,2 a  29,6±0,7 a 38,8±2,1 a 50,6±2,6 a 

80 17,2±0,7 a 26,1±1,6 a 34,3±2,6 a 40,8±1,2 a 49,2±1,9 a 

95 18,2±0,5 a 28,6±1,0 a 37,0±3,2 a 42,7±2,4 a 53,4±1,5 a 

*Letras iguais nas colunas significam que as amostras não diferem significativamente (p ≤ 0,05) pelo teste de 

Tukey. 

 

A temperatura de liquefação varia de acordo com a fonte de amido. 

Quando uma suspensão aquosa de amido é aquecida, as ligações 

enfraquecidas permitem que os grânulos possam absorver água. Ao 

mesmo tempo em que ocorre a quebra das ligações de hidrogênio, ocorre 

o intumescimento do grânulo que libera cadeias de amilose e 

amilopectina. Dessa forma, a solubilidade do amido tende a aumentar, 

com aumento paralelo da viscosidade e transparência das suspensões 

iniciais. Assim, tem-se o processo de gelatinização. Nessas condições, as 

enzimas α-amilases aumentam a velocidade de hidrólise, em sistema de 

ataque múltiplo, cuja formação de complexo entre enzima e substrato, 

dará origem às primeiras clivagens. Parte da cadeia será liberada e a parte 

remanescente continuará complexada com a enzima quando várias 

ligações α-1,4 serão hidrolisadas até a dissociação do sítio da enzima 

(CABELLO, 1995). Apesar de não ter sido realizada análise referente à 

gelatinização do amido de lemna, os resultados sugerem que a 

temperatura de gelatinização desse é relativamente baixa frente a outras 

fontes de amido. Os hidrolisados produzidos a partir de mandioca, por 

exemplo, apresentam essa mesma vantagem competitiva, pois podem ser 

elaborados através de um processo mais simples e com menor 

investimento, devido, dentre outras características, à menor temperatura 

de gelatinização quando comparadas ao milho (SURMELY et al., 2003). 

 

 

3.3.3.1.5 Estudo cinético: Efeito da concentração de enzima α-amilase  

 

Após os melhores valores de concentração de lemna (7% m v-1), 

pH (6,0), agitação (50 rpm) e temperatura (65 ºC) terem sido definidos, 

realizou-se um estudo cinético para verificar a melhor concentração de 

enzima a ser utilizada. O tempo variou em 0, 10, 20, 30, 60, 120, 180 e 

240 minutos.  
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De acordo com a Tabela 16 observa-se que após 3 horas de reação, 

nas concentrações de enzima de 5, 10 e 20% (v m-1), obteve-se uma 

eficiência na hidrólise de 48,4; 60,5 e 72,6%, respectivamente. 

 
Tabela 16. Efeito da concentração de enzima na eficiência da liquefação do 

amido de lemna.  

Concentração 
de enzima %  

(v m-1) 

Eficiência (%) 

10 min 20 min 30 min 60 min 120 min 180 min 240 min 

5 

10,0 

±0,7 c 

13,0 

±0,6 c 

20,2 

±0,1 c 

27,4 

±1,1 c 

37,4 

±0,4 c 

44,4 

±3,5 c 

48,4 

±2,1 c 

10 

22,6 

±0,2 b 

28,0 

±1,2 b 

34,9 

±2,9 b 

38,1 

±1,2 b 

50,3 

±3,1 b 

58,4 

±2,8 b 

60,4 

±0,1 b 

20 

29,8 

±2,8 a 

36,3 

±2,4 a 

43,9 

±0,7 a 

52,3 

±0,7 a 

70,8 

±1,3 a 

72,5 

±0,5 a 

72,6 

±2,6 a 

*Letras iguais nas colunas significam que as amostras não diferem significativamente (p ≤ 0,05) pelo teste de 

Tukey. 

 

As eficiências dos diferentes tratamentos apresentaram diferença 

significativa (p ≤ 0,05) segundo o teste de Tukey, sugerindo que a 

concentração de enzima teve efeito na liquefação do amido de lemna. Os 

maiores valores de concentração de enzima obtiveram as maiores 

eficiências. Nota-se que ao dobrar a concentração de enzima de 5 para 

10%, a eficiência aumentou 25%, já ao dobrar a concentração de 10 para 

20%, esse aumento foi de 20%. Sendo assim, as condições escolhidas para 

a liquefação do amido de lemna foram 7% (m v-1) de concentração de 

lemna, agitação de 50 rpm, pH 6,0, temperatura de 65 °C, concentração 

de α-amilase de 10% (v m-1) e tempo de 3 horas.  

 

3.3.4 Sacarificação simultânea do amido e da celulose de lemna sem 

pré-tratamento 

 

3.3.4.1 Sacarificação do amido: DCCR 23 

 

A otimização da sacarificação do amido foi realizada segundo um 

Delineamento Composto Central Rotacional 23, totalizando 20 

experimentos, para verificar a influência das variáveis pH, temperatura e 

agitação na eficiência da hidrólise. A concentração de lemna já 

estabelecida na liquefação foi mantida constante (7% m v-1), as 

concentrações das enzimas amiloglucosidase (1% v m-1) e pectinase 

(0,3% v m-1) também foram mantidas constantes e o tempo fixo em 8 

horas. Na Tabela 17 apresenta-se a matriz do planejamento e resultados 
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referentes aos experimentos DCCR 23 para a sacarificação do amido de 

lemna.  

 
Tabela 17. Matriz do delineamento composto central rotacional 23 (DCCR) e a 

eficiência da sacarificação do amido de lemna. 

Ensaio pH 
Temperatura 

(°C) 

Agitação 

(rpm) 

Eficiência da 

hidrólise 

(%) 

1 -1 (4) -1 (40) -1 (50) 73,7 

2 1 (6) -1 (40) -1 (50) 66,3 

3 -1 (4) 1 (60) -1 (50) 72,6 

4 1 (6) 1 (60) -1 (50) 77,9 

5 -1 (4) -1 (40) 1 (150) 88,9 

6 1 (6) -1 (40) 1 (150) 59,3 

7 -1 (4) 1 (60) 1 (150) 74,8 

8 1 (6) 1 (60) 1 (150) 59,1 

9 -1,68 (3,32) 0 (50) 0 (100) 70,0 

10 1,68 (6,68) 0 (50) 0 (100)  58,6 

11 0 (5) -1,68 (33,2) 0 (100) 77,3 

12 0 (5) 1,68 (66,8) 0 (100) 84,1 

13 0 (5) 0 (50) -1,68 (16) 94,0 

14 0 (5) 0 (50) 1,68 (184) 73,8 

15 0 (5) 0 (50) 0 (100) 103,0 

16 0 (5) 0 (50) 0 (100) 102,2 

17 0 (5) 0 (50) 0 (100) 104,5 

18 0 (5) 0 (50) 0 (100) 92,5 

19 0 (5) 0 (50) 0 (100) 89,5 

20 0 (5) 0 (50) 0 (100) 102,2 

 

De acordo com a Tabela 17, pode-se observar que a eficiência da 

sacarificação do amido de lemna apresentou uma variação de 58,6 a 

99,0% (média do ponto central). Em condições intermediárias da 

hidrólise ocorreu a maior eficiência, indicando um ponto de máximo no 

ponto central do experimento, ou seja, com pH de 5,0; temperatura de 50 

°C e agitação de 100 rpm. 

Os resultados apresentados na Tabela 17 referentes à eficiência da 

hidrólise foram tratados estatisticamente para a avaliação dos efeitos de 

cada variável independente sobre a resposta (Tabela 18). 
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Tabela 18. Análise dos efeitos das variáveis sobre a eficiência da sacarificação 

do amido de lemna. 

 Coeficiente de 

regressão 

Erro padrão t (5) p – valor 

Média 99,10 2,57 38,57 0,00 

pH (L) -4,87 1,71 -2,85 0,04 

pH (Q) -13,00 1,66 -7,81 0,00 

Temperatura (L) 0,56 1,71 0,33 0,76 

Temperatura (Q) -7,17 1,66 -4,31 0,01 

Agitação (L) -3,10 1,71 -1,82 0,13 

Agitação (Q) -6,05 1,66 -3,64 0,01 

pH (L) x Temperatura (L) 3,32 2,23 1,49 0,20 

pH (L) x Agitação (L) -5,40 2,23 -2,42 0,06 

Temperatura (L) x Agitação (L) -3,10 2,23 -1,39 0,22 

 

Os efeitos principais e de interação das variáveis independentes 

foram considerados com um limite de confiança de 95%, portanto para 

que os efeitos calculados sejam estatisticamente significativos, o valor de 

“p” correspondente deve ser menor que 0,05. Nota-se na Tabela 18, em 

negrito, os efeitos que foram significativos.  

O diagrama de Pareto é uma das formas de se avaliar visualmente 

a influência dos fatores estudados na resposta. A magnitude dos efeitos é 

representada pelas colunas enquanto que a linha transversal às colunas 

representa a magnitude dos efeitos com significado estatístico para 

p=0,05, ou seja, os fatores que são estatisticamente significativos ao nível 

de 95% de confiança (Figura 19). Observando a  Figura 19 é possível 

afirmar que o efeito quadrático do pH foi o que mais influenciou a 

eficiência da sacarificação, seguido do efeito quadrático da temperatura, 

da agitação, e do efeito linear do pH. Os outros efeitos não foram 

significativos ao nível de 95% de confiança (Figura 19) significância. 

 
  



101 

 

Figura 19. Diagrama de Pareto para a eficiência da sacarificação do amido de 

lemna. 

 

 

A influência do pH (Q) indica que existe um aumento da eficiência 

com o aumento do pH até certo ponto e depois a produção diminui, ou 

seja, há um pH no qual a atividade enzimática é máxima ou ótima para 

aquelas condições. A ação catalítica de uma reação enzimática é 

alcançada dentro de limites muito estreitos de pH. Cada reação tem um 

pH ótimo que, para a maioria das enzimas se situa entre 4,5 e 8,0 e no 

qual a enzima apresenta a sua atividade máxima (BOBBIO; 

BOBBIO,1995). 

O mesmo ocorreu com a temperatura (Q), ou seja, há aumento da 

eficiência com o aumento da temperatura até níveis considerados ótimos 

da enzima e a partir deste ponto, há decréscimo na eficiência devido à 

desnaturação das enzimas.  

A temperatura exerce uma grande influência na atividade e 

estabilidades das enzimas. Um aumento dessa causa maior energia 

cinética as moléculas dos reagentes ocasionando maior número de 

colisões produtivas por unidades de tempo (SEGEL, 1979). No entanto, 

o aumento da temperatura acima de um determinado valor afeta 

consideravelmente a estrutura terciária da enzima, bem como a 

estabilidade do complexo enzima-substrato (CABRAL; BARROS; 

GAMA, 2003). O efeito da temperatura sobre a cinética de reação 

enzimática é resultado de dois eventos simultâneos. O primeiro evento é 

caracterizado pelo aumento na velocidade da reação catalisada em 

resposta ao aumento da temperatura do sistema. A elevação da 

temperatura provoca o aumento da energia cinética das moléculas 

componentes do sistema. Esse efeito é observado em um intervalo de 
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temperatura compatível com a estrutura espacial da enzima. No segundo 

evento, temperaturas mais altas levam à desnaturação enzimática por 

alterarem as ligações que conservam a estrutura tridimensional da enzima. 

Após o rompimento das ligações de hidrogênio, que são termolábeis, 

desencadeia-se uma série de alterações na estrutura enzimática, levando 

a uma nova conformação ou a um estado conformacional indefinido 

(ALMEIDA et al., 2008). 

Da mesma forma, a influência da agitação (Q) aponta para um nível 

ótimo de atuação. Um dos principais fatores da velocidade aparente da 

reação é a relação entre a velocidade de difusão da enzima, uma proteína 

de alto peso molecular, no filme líquido em torno do substrato e a 

velocidade intrínseca de reação, que ocorrerá quando a enzima alcançar a 

superfície sólida do substrato. Há que se considerar também que para a 

reação intrínseca ocorrer, além de se transportar para a superfície do 

substrato a enzima devera ainda se adsorver fisicamente a ele. Assim, em 

reator de batelada agitado, a velocidade de reação global é determinada 

pelas velocidades de três eventos em sequência: (i) velocidade de 

transferência de massa de enzima, (ii) velocidade de adsorção da enzima 

na superfície do substrato e (iii) velocidade de catálise da enzima (GAN; 

ALLEN; TAYLOR, 2003). Quanto maior a velocidade do fluido, menor 

a espessura do filme estagnado, portanto maior o coeficiente de 

transferência de massa do filme e, consequentemente, mais alta a 

velocidade de difusão. Entretanto, a agitação excessiva pode desativar as 

enzimas e reduzir o rendimento de conversão. Esse efeito é atribuído à 

força de cisalhamento gerada pelo agitador e pelo aprisionamento de 

bolhas de ar entre a superfície ar-líquido (INGESSON et al., 2001). 

A Equação 10 apresenta o modelo codificado gerado pela análise 

de regressão:  

 
Y= 99,10 - 4,87 pH - 13,00 pH2 + 0,56 T - 7,17 T2 - 3,10 Ag 

      - 6,05 Ag2 + 3,32 pH*T - 5,40 pH*Ag - 3,10 T*Ag                                                                                        
 

Onde: Y é a eficiência da hidrólise (%), pH, T e Ag são os valores 

codificados de pH, temperatura e agitação, respectivamente.  

Foi realizada a análise de variância (ANOVA) para verificar a 

validade do modelo matemático a 95% de confiança. A análise mostra a 

soma dos quadrados (SQ), os graus de liberdade (GL) e os quadrados 

médios (QM) do tratamento (termos do modelo), dos resíduos (diferença 

entre experimentos e termos do modelo) e do total (experimentos) e o F 

(10) 
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calculado (quociente entre os quadrados médios dos tratamentos e dos 

resíduos) (Tabela 19). 

 
Tabela 19. Análise de variância (ANOVA) das variáveis sobre a eficiência da 

sacarificação do amido de lemna. 

 SQ GL QM F calculado 

Regressão 9 4052,16 4336,65 60,97 

Resíduo 10 355,62 71,12  

Falta de ajuste 5 157,12 31,42  

Erro puro 5 198,05 39,70  

Total 19 4407,77   

R 2 = 0,92; F tabelado = 3,02 

 

O valor de F reflete a razão da soma quadrática média devido à 

regressão pela soma quadrática média devido ao erro e indica a 

significância de cada fator do modelo. Na Tabela 19 o valor calculado de 

F foi 60,97, o qual é aproximadamente 20 vezes maior que o valor 

tabelado, mostrando que o modelo é estatisticamente significativo. O 

coeficiente de determinação (R2) de 0,92 sugere que o modelo gerado 

(Equação 10) pode explicar 95% da variação total dos resultados.  

A partir do modelo matemático foram traçados gráficos de 

superfície de resposta e de curvas de nível que apresentam a variação da 

eficiência da sacarificação em função do pH, da temperatura e da agitação 

(Figura 20 e Figura 21). 

Em condições intermediárias do ensaio, ou seja, com pH entre 4,35 

e 5,25; temperatura entre 45 e 55 °C e agitação entre 62,5 e 137,5 rpm, 

ocorreu a maior eficiência da sacarificação.  

Tendo em vista a máxima eficiência aliada à economia e facilidade 

no processo, considerou-se como condição ótima de trabalho o pH de 5,0, 

a temperatura de 45 ºC e a agitação de 100 rpm. 
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Figura 20. (a) Gráfico de superfície de resposta e (b) Gráfico de curva de nível, 

sobre a eficiência da sacarificação do amido de lemna em função do pH e da 

temperatura, com a agitação fixa no ponto central (100 rpm). 

 

 
(a) 

 

 

(b) 
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Figura 21. (a) Gráfico de superfície de resposta e (b) Gráfico de curva de nível, 

sobre a eficiência da sacarificação do amido de lemna em função do pH e da 

agitação, com a temperatura fixa no ponto central (50 °C).  

 
(a) 

 

 
 

(b) 
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3.3.4.2 Estudo cinético: Efeito da concentração das celulases 

 

Após a otimização das condições da sacarificação do amido, 

realizou-se um estudo cinético para verificar a melhor concentração das 

celulases Ctec e Htec a serem utilizadas. Primeiramente, o estudo foi 

realizado para verificar a necessidade do uso da enzima complementar 

Htec. Para isso, a concentração da Ctec foi fixada em 5% e a concentração 

de Htec variou em 0; 1 e 2% (v m-1). Os resultados obtidos em termos de 

eficiência (%) são apresentados na Figura 22. 

 
Figura 22. Cinética da sacarificação da celulose de lemna com diferentes 

concentrações de Htec (0, 1 e 2%, v m-1). pH 5,0; temperatura de 45 °C, agitação 

100 rpm, concentração de Ctec 5% (v m-1). 

 

 

De acordo com a Figura 22 observa-se que após 4 horas de reação, 

nas concentrações de Htec de 0, 1 e 2% obteve-se uma eficiência de 27,2; 

29,6 e 30,0%.  

A Htec (hemicelulase) foi utilizada em conjunto com a Ctec por 

indicação do fabricante que alega melhora na hidrólise da celulose quando 

essas são usadas combinadas (NOVOZYMES, 2010). Porém, o seu uso 

nas condições testadas não apresentou efeito na eficiência da 

sacarificação. Este resultado indica que a lemna em estudo, apesar de não 

ter sido quantificada quanto ao teor de hemicelulose, deve apresentar 

valor baixo. Em estudo realizado por Ge et al. (2012), a Lemna minor 

apresentou deficiência em hemicelulose. 
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Após o estudo que avaliou o uso da enzima Htec, foi realizada uma 

avaliação cinética para verificar a concentração da Ctec que obtivesse 

maior eficiência na sacarificação. Os resultados obtidos em termos de 

eficiência (%) para as concentrações de Ctec de 5, 10 e 20% (v m-1) são 

apresentados na Figura 23. 

 
Figura 23. Cinética da sacarificação da celulose de lemna com diferentes 

concentrações de Ctec (5, 10 e 20%, v m-1). pH 5,0; temperatura de 45 °C, 

agitação 100 rpm. 

  

 

De acordo com a Figura 23 observa-se que após 4 horas de reação, 

nas concentrações de Ctec de 5; 10 e 20% obteve-se uma eficiência de 

27,2; 51,5 e 66,2%. A maior eficiência (66,2%) foi atingida com 20% de 

Ctec para a sacarificação da celulose sem pré-tratamento e sem o uso de 

enzima complementar.  

Os resultados mostram que ainda é necessário avaliar mais fatores 

para se obter uma eficiência maior na sacarificação da celulose, como o 

uso de pré-tratamentos. Zhao et al. (2015a) estudaram a sacarificação de 

lemnas utilizando um pré-tratamento de explosão a vapor. As melhores 

condições de pré-tratamento foram a 210 °C durante 10 minutos, o que 

permitiu grandes reduções nas concentrações de enzimas necessárias para 

a sacarificação. A quantidade de celulase foi reduzida de 100 para 20 U 

g-1 de substrato, e amilase foi reduzida de 100 para 2 U g-1 de substrato. 

 

3.3.4.3 Estudo cinético: sacarificação simultânea do amido e da celulose  

 

A sacarificação do amido e da celulose da lemna foi realizada 

simultaneamente nas condições de pH 5,0; temperatura de 45 °C, agitação 
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100 rpm, concentração de amiloglucosidase 1%, pectinase 0,3% e Ctec 

20% (v m-1). A eficiência foi de 82,1% após 4 horas de reação (Figura 

24). 

 
Figura 24. Eficiência da hidrólise enzimática simultânea do amido e celulose de 

lemna não tratada. 

 

 

A concentração de glicose após 4 horas foi de 29,1 g L-1. O balanço 

de massa teórico indica que 1 mol de glicose é convertido a 2 moles de 

etanol e 2 moles de gás carbônico. O rendimento teórico é de 51,1% sobre 

a massa da glicose. Então, a sacarificação simultânea do amido e da 

celulose de lemna geraria, nas condições otimizadas, após 4 horas, uma 

concentração teórica máxima de 14,8 g L-1 de etanol. Levando em 

consideração a eficiência da sacarificação do amido (99%) e a eficiência 

da celulose (66%), cerca de 11 g L-1 de etanol seria referente à fração 

amilácea e 4 g L-1 à fração celulósica. 

 

3.3.5 Atividade enzimática 

 

Para acompanhar as possíveis variações nos valores das atividades 

enzimáticas nas condições do processo em relação às condições da 

metodologia (item 3.2.3), foram feitas análises nas principais enzimas 

responsáveis pela hidrólise do amido, a α-amilase (Termamyl 2X) e a 

amiloglucosidade (Spirizyme Fuel), e da celulose, a celulase Cellic Ctec2. 
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A atividade 1 foi realizada com valores de pH e temperatura 

segundo a metodologia e a atividade 2 foi realizada com os valores 

otimizados para o processo de hidrólise (Tabela 20).  

 
Tabela 20. Valores de pH e temperatura utilizados para a determinação da 

atividade enzimática da α-amilase, amiloglucosidade e celulase segundo 

metodologia e nas condições otimizadas do processo de hidrólise. 

Enzimas 

Metodologia Condições do processo 

pH 
Temperatura 

(°C) 
pH 

Temperatura 

(°C) 

α-amilase 6,0 60 6,0 65 

Amiloglucosidase 4,5 40 5,0 45 

Celulase 4,8 50 5,0 45 

 

Os resultados obtidos estão apresentados na Tabela 21. 

 
Tabela 21. Atividade enzimática da α-amilase, amiloglucosidade e celulase 

segundo metodologia (Atividade 1) e nas condições otimizadas do processo de 

hidrólise (Atividade 2). 

Atividade (U/mL) α-amilase* Amiloglucosidase* Celulase* 

Atividade 1 824,56 ±  

6,93a 

617,21 ±  

7,28 b 

44,31 ±  

5,07 c 

Atividade 2 829,25 ± 

 6,12a 

595,55 ±  

5,64 b 

39,63 ±  

1,55 c 

U= unidade de atividade enzimática 

*Letras iguais nas colunas significam que as amostras não diferem significativamente 

(p≤0,05) pelo teste de Tukey. 

 

Os valores das atividades obtidas não apresentaram diferença 

significativa (p≥0,05) pelo teste de Tukey, quando comparadas com as 

condições de processo definidas para a hidrólise. Esse fato é de suma 

importância principalmente para a sacarificação, onde a amiloglucosidase 

e a celulase, com condições ótimas distintas, foram adicionadas em uma 

única etapa. Assim, o pH e a temperatura utilizados não tiveram influência 

negativa sobre a atividade das enzimas mesmo trabalhando fora de suas 

condições ótimas, como é o caso principalmente da amiloglucosidase.  

Apesar das tentativas de padronização internacional, a atividade 

enzimática é específica de cada fabricante. As enzimas também possuem 
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diferentes exigências quanto a temperaturas e pH, dificultando a 

comparação das atividades a partir das fichas técnicas dos produtos e com 

dados de outros estudos. Além disso, a variedade de metodologias e 

adaptações dificulta a comparação dos resultados com dados da literatura. 

 

 

  



 

 

CAPÍTULO 4 – FERMENTAÇÃO E SACARIFICAÇÃO 

SIMULTÂNEA DA BIOMASSA DE LEMNA (Landoltia punctata) 

SUBMETIDA AO PRÉ-TRATAMENTO HIDROTÉRMICO 

 

4.1 INTRODUÇÃO 

  

Os biocombustíveis são cada vez mais procurados como 

alternativas aos combustíveis fósseis, devido aos seus níveis elevados de 

sustentabilidade e a sua contribuição para a redução das emissões de gases 

do efeito estufa. Atualmente, os biocombustíveis correspondem a 10,2% 

da matriz energética mundial (IEA, 2016).  

A lemna tem sido proposta como uma matéria-prima potencial para 

a produção de biocombustíveis, devido à sua elevada proporção de 

hidratos de carbono, baixo teor de lignina e alta produtividade 

(LANDOLT; KANDELER, 1987; JARVIS; FORSYTH; HENRY, 1988). 

Além disso, a lemna é geralmente um subproduto do tratamento de 

efluentes que não compete por terras agricultáveis, o que torna ainda mais 

interessante a sua valorização por meio da produção de biocombustíveis.   

Estudos têm demonstrado o potencial da conversão da biomassa de 

lemna a etanol. Altas conversões do amido a etanol têm sido alcançadas 

seguindo diferentes tratamentos enzimáticos (CHENG; STOMP, 2009; 

CHEN et al., 2012). Uma estimativa do rendimento de etanol a partir da 

lemna Spirodela polyrrhiza foi de 6420 L ha-1 ano-1 com base no 

rendimento de amido de 9420 kg ha-1 ano-1 , o que é 50% maior do que a 

produção de etanol à base de milho (XU et al., 2011). 

Altos rendimentos de glicose foram obtidos também a partir da 

fração celulósica usando o pré-tratamento de explosão a vapor e reduzidos 

níveis de coquetéis enzimáticos (ZHAO et al., 2012; ZHAO et al., 2015a). 

Apesar do pré-tratamento melhorar a eficiência da hidrólise enzimática, 

sabe-se que na explosão a vapor forma-se grande quantidade de inibidores 

indesejáveis na fermentação (PEDERSEN; MEYER, 2010). Já o 

tratamento hidrotérmico tem sido relatado como um tratamento que tem 

significativamente menor impacto ambiental, menor investimento de 

capital, evita a formação de produtos químicos e possui baixa geração de 

subproduto (YANG; WYMAN, 2008).  

A inspeção da literatura revela que, até o momento, inexistem 

trabalhos sobre o uso de pré-tratamento hidrotérmico em lemnas. Diante 

da possibilidade de aumentar a conversão da fração celulósica em etanol 

e diminuir a quantidade de enzima a ser utilizada futuramente, bem como 

disponibilizar dados inéditos à literatura, este capítulo avaliou a produção 
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de etanol por SFS a partir de lemna (Landoltia punctata) submetida ao 

pré-tratamento hidrotérmico. 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O estudo referente a esse capítulo foi realizado durante o período 

de doutorado sanduíche no Institute of Food Research (IFR) em Norwich, 

Reino Unido. 

 

4.2.1 Matéria-prima 
 

A espécie de lemna utilizada nesse estudo foi Landoltia punctata 

(ver item 2.2.2), excedente de uma unidade piloto de tratamento de esgoto 

sanitário oriundo de condomínios residenciais. Essa unidade se localiza 

no setor experimental do Laboratório de Efluentes Líquidos e Gasosos 

(LABEFLU) e Laboratório de Resíduos Sólidos (LARESO), do 

Departamento de Engenharia Sanitária e Ambiental (ENS), nas 

dependências do campus universitário da Universidade Federal de Santa 

Catarina, na cidade de Florianópolis – SC (ver item 3.2.1). 

As lemnas foram coletadas das lagoas durante os meses de julho a 

novembro de 2013, com temperatura média de 20,1 °C (INMET, 2016). 

Após a coleta, a biomassa foi lavada com água de rede de abastecimento, 

seca a 55 °C por 24 horas e triturada. Posteriormente, ela foi embalada e 

mantida sob refrigeração (7 ± 2 °C) até seu transporte para o IFR.  

 

4.2.1.1 Preparo e caracterização da biomassa 

 

A lemna foi moída em moinho criogênico modelo Spex Modelo 

6700 (Spex Industries, Inc., USA). Para isso, cerca de 3 gramas de lemna 

foram colocadas em tubos de policarbonato (vials) próprios para o 

moinho. Primeiramente, os tubos foram colocados em imersão de 

nitrogênio líquido por 6 minutos. Após esse processo de pré-refrigeração, 

os tubos foram colocados no moinho por 5 minutos.  

A biomassa seca e moída (BSM) foi então caracterizada quanto ao 

seu teor de umidade e perfil de monossacarídeos.  
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4.2.2 Pré-tratamento hidrotérmico 

 

Alíquotas de BSM diluídas em água milli-Q (5% m v-1) foram 

submetidas ao pré-tratamento hidrotérmico, utilizando o equipamento 

Biotage Initiator Microwave Synthesiser (Figura 25).  

 
Figura 25. Pré-tratamento hidrotérmico da biomassa de lemna. 

  

 

As temperaturas testadas foram 130, 150, 160, 170, 180, 190, 200 

e 210 °C por 10 minutos. As temperaturas de 220 e 230 °C foram 

avaliadas em 210 °C por 20 e 40 minutos, respectivamente, levando-se 

em conta o fator de severidade de cada condição (WOOD et al., 2016). 

Os fatores de severidade foram calculados segundo a Equação 11 

(OVEREND; CHORNET; GASCOIGNE, 1987).  

 

     𝑆 = 𝐿𝑜𝑔10[𝑡𝑥exp((𝑇 − 100)/14,75))]                          (11) 

 

Onde t é o tempo de pré-tratamento e T é a temperatura empregada 

no processo. 

Ao final do pré-tratamento, os frascos contendo meios reacionais 

(licor + biomassa pré-tratada) foram centrifugados por 30 minutos a 3000 

rpm para coleta dos licores (Centrífuga 5810 R, Eppendorf Ltd., 

Stevenage, Reino Unido). Os licores foram transferidos para Eppendorfs 

e mantidos em freezer (-18 °C) para análises posteriores. As biomassas 

pré-tratadas (BPT) foram lavadas com água milliQ quatro vezes. Para 

isso, transferiu-se a biomassa para tubos Falcon de 50 mL, completou-se 

o volume para 30 mL com água milli-Q, centrifugou-se (3000 rpm / 
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30 min) e eliminou-se a água de lavagem. Os tubos Falcon com a BPT 

foram mantidos em freezer (-18 °C) até serem requeridos. 

A BPT foi analisada quanto ao seu perfil de açucares e também foi 

submetida à análise de microscopia. Os licores foram analisados quanto 

ao seu perfil de açúcares. 

 

4.2.3 Micro-organismo 

 

A levedura utilizada na SFS foi a Saccharomyces cerevisiae 

NCYC 2826 (Coleção Nacional de Culturas de Leveduras, Norwich, 

Reino Unido). Elas são mantidas sob refrigeração (4 °C) em meio sólido 

inclinado, cujo a composição é apresentada na Tabela 22 (ELLISTON et 

al., 2013).  

 
Tabela 22. Composição do meio de cultura para manutenção da Saccharomyces 

cerevisiae NCYC 2826. 

Componente do meio de cultura Concentração (%) 

Glicose 1,0 

Peptona 0,5 

Extrato de levedura 0,3 

Extrato de malte 0,3 

Ágar 2,0 

 

4.2.3.1 Preparação do inóculo  
  

A cultura estoque foi ativada através do repique e transferida para 

frascos contendo 10,0 mL de meio de cultura líquido YNB (do inglês, 

Yeast Nitrogen Base) seguido de incubação a 25 °C por 3 dias.  

Após esse período, a levedura foi lavada para retirar possíveis 

açúcares residuais. Para isso, primeiramente os conteúdos dos frascos 

foram transferidos para tubo Falcon de 50 mL, centrifugados (2000 rpm / 

3 minutos) e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 30 mL de meio 

YNB, agitou-se e centrifugou-se novamente a 2000 rpm por 3 minutos.  

Após descarte do sobrenadante pela terceira vez, adicionou-se 30 mL de 

meio YNB tamponado com acetato de sódio pH 5,0 e homogeneizou-se. 
O conteúdo do tubo Falcon foi transferido para balão volumétrico 50 mL 

e tarado com YNB tamponado. Uma amostra do inóculo foi coletada e 

submetida à análise de quantificação celular. Posteriormente, a enzima 

celulase comercial Cellic Cetec 2 (Novozymes) foi adicionada à uma 
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carga de 50 FPU/g de substrato. Todo o procedimento de preparo do 

inóculo de fermentação foi realizado em ambiente estéril.  

 
4.2.4 Sacarificação e Fermentação simultânea - SFS 

 

A SFS foi realizada em microtubos de 1 mL com tampas de rosca, 

dispostos em placas com capacidade para 96 microtubos (Fisher 

Scientific UK Ltd, Loughborough, United Kingdom), segundo 

metodologia descrita por Elliston et al. (2015a) (Figura 26). 

 
Figura 26. Placas com microtubos de 1 mL utilizadas na fermentação e 

sacarificação simultânea da biomassa de lemna. 

  

 

Aos tubos Falcon contendo a biomassa pré-tratada foi adicionado 

30 mL de água milliQ. Para garantir a homogeneidade da solução no 

momento da sua transferência, os tubos foram submetidos à agitação 

constante. Um total de 2,5% (m v-1) de cada pré-tratado foi adicionado 

aos microtubos de 1 mL, juntamente com um volume de YNB calculado 

para assegurar o volume final (0,84 mL) depois de todas as adições, 

incluindo leveduras e enzima, conforme necessário. A concentração de 

enzima foi de 50 FPU/g de enzima celulase Cellic ™ CTec2 (Novozymes 

Corp, Bagsvaerd, Dinamarca) e 10% (v/v) de inóculo Saccharomyces 

cerevisiae NCYC 2826. A cada tubo de 1 mL foi adicionado duas esferas 

de vidro de 2,5 mm (Thistle científicos, Glasgow, Reino Unido) para 

ajudar na agitação. Controles foram realizados para tirar as possíveis 

interferências do substrato, enzimas e levedura. Todas as amostras foram 

então incubadas a 25 °C em shaker (Infors AG, Basileia, Suíça) a 120 rpm 

por 120 horas. As placas contendo os microtubos foram colocadas no 
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shaker de forma que os tubos ficassem na horizontal para assegurar uma 

boa agitação (Figura 27). 

 
Figura 27. Fermentação e sacarificação simultânea da biomassa de lemna pré-

tratada. 

 

 

Após 120 horas, as amostras foram centrifugadas 

(2500 rpm/20 min) e os sobrenadantes foram transferidos para novos 

tubos. A fim de parar a reação, os sobrenadantes foram aquecidos a 

100 °C por 5 minutos em bloco quente.  

 

4.2.5 Metodologia descritiva 

 

4.2.5.1 Umidade 

 

O teor de umidade da BSM antes do pré-tratamento (1 g em 

triplicata) foi determinada usando uma balança Mettler Toledo LP16 

infravermelho Secador (Mettler Toledo Ltd., Beaumont Leys, Leicester, 

Reino Unido). 

 

4.2.5.2 Análise de açúcares por cromatografia gasosa (GC) 
 

A quantificação do teor de monossacarídeos (glicose, xilose, 

arabinose, galactose, manose, fucose) da BSM antes do pré-tratamento e 

BPT após as lavagens foi avaliada por cromatografia gasosa segundo 

Blakeney et al. (1983). As amostras (3 mg), em triplicata, foram tratadas 

com 200 µL de 72% H2SO4 (m m-1) por 3 horas em temperatura ambiente. 

Depois de transcorrido o tempo da hidrólise ácida, foi adicionado 2,2 mL 
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de água, diluindo para 1 mol L-1 de H2SO4. Para completa hidrólise dos 

oligômeros, os tubos foram incubados a 100 °C por 2,5 horas. As 

amostras de BPT também foram hidrolisadas somente com 1 mol L-1 de 

H2SO4 (omitindo a hidrólise com 72% H2SO4), o que permite que o 

conteúdo aproximado de amido e celulose possa ser determinado. Esse 

método fornece uma estimativa útil do conteúdo de amido (SAEMAN et 

al., 1954). Os licores foram analisados pelo método da hidrólise a 1 mol 

L-1 de H2SO4. 2- desoxiglucose foi adicionado como padrão interno. Após 

a redução e acetilação, os monômeros de açucares foram analisados por 

cromatografia gasosa num sistema Perkin-Elmer Autosystem XL GC 

(Perkin-Elmer, Seer Green, Bucks., Reino Unido) contendo coluna Rtx®-

225 (Thames Restek UK Ltd, Saunderton, UK). O tempo de corrida foi 

de 50 minutos, a temperatura de rampa, 250 °C / min e o detector utilizado 

foi de ionização de chama (FID). 

 

4.2.5.3 Microscopia da BPT 

 

A BPT após as lavagens foram secas com etanol (duas vezes) e 

imersas em reagente CDTA (ciclohexilenodinitrilotetra acético), 

incluindo 0,05 mol L-1 Na3H1 CDTA e 5 mmol L-1 Na2S2O5, pH 7, durante 

4 dias para a degradação dos tecidos (SELVENDRAN; O'NEILL, 1987). 

Os tecidos foram corados com uma solução de Lugol (20 kg m-3 KI com 

iodo (0.2 kg m-3)) para realçar a presença de amido. As amostras foram 

observadas por microscópio manual (BX60 da Olympus, Japão). 

 

4.2.5.4 Determinação da matéria seca dos pré-tratados 

  
Para determinar a recuperação de material de cada pré-tratado, 

foram transferidos 0,84 mL da solução contendo BPT + água Milli-Q a 

2,5% (m v-1) para microtubos de 1 mL previamente pesados. Os 

microtubos foram dispostos nas placas e essas foram mantidas em 

liofilizador (Lyotrap LTE scientific Ltd., Reino Unido) até completa 

secagem. Em seguida, as placas foram transferidas para o dessecador e 

após atingirem a temperatura ambiente, cada microtubo foi pesado, 

determinando-se, assim, a matéria seca das amostras.   
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4.2.5.5 Quantificação celular  

 

As células foram quantificadas utilizando o leitor NucleoCounter® 

YC-100 ™ (ChemoMetec, Allerød, Dinamarca). A quantificação das 

células totais foi realizada pela suspensão de 10 µL da solução do inóculo 

em 490 µL de tampão de lise e posterior leitura no leitor de contagem de 

células. A quantificação das células mortas foi realizada pela leitura direta 

da solução do inóculo, sem diluir. Para quantificar o total de células 

viáveis do inóculo, calculou-se a diferença entre o número de células 

totais e o número de células mortas.  

 

4.2.5.6 Avaliação de etanol da SFS 
 

A avaliação de etanol da SFS foi realizada segundo os métodos 

descritos por Elliston et al. (2013). O sobrenadante da SFS foi filtrado 

usando filtros de seringa de 0,2 µm (Fisher Scientific UK Ltd., 

Loughborough, Reino Unido) em vials de 300 µL (Essex Scientific 

Laboratory Supplies Ltd., Hadleigh, Reino Unido). As análises de etanol 

foram realizadas por HPLC LC Série 200 (Perkin Elmer, Seer Green, UK) 

equipado com um detector de índice de refração. A coluna utilizada foi 

uma Aminex HPX-87p de análise de hidratos de carbono (Bio-Rad 

Laboratories Ltd, Hemel Hempstead, Reino Unido), operando a 65 °C 

com água ultrapura como fase móvel, a uma vazão de 0,6 mL/min. 

A conversão em etanol (%m m-1) foi calculada de acordo com a 

Equação 12. 

 

𝐶𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠ã𝑜𝑒𝑚𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙(%) = 
𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑧𝑖𝑑𝑜(𝑔)

𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜(𝑔)
𝑥100                        (12) 

 

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.3.1 Caracterização da BSM 

 

O teor de umidade da BSM foi de 7,2% (± 0,8), valor este dentro 

da faixa de 3 a 14% relatado por Landolt e Kandeler (1987). A 

composição total de monossacarídeos da BSM foi analisada e os 

resultados, em base seca, são mostrados na  Tabela 23. 
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Tabela 23. Composição de monossacarídeos de L. punctata (g kg−1). 

  

A lemna apresentou um total de 51,0% de carboidratos. O 

monossacarídeo predominante foi a glicose (364,8 g kg−1), seguido do 

ácido galacturônico (64,0 g kg-1), xilose (29,2 g kg−1), galactose (23,2 g 

kg−1), arabinose (12,0 g kg−1), manose (7,6 g kg−1), ramnose (6,8 g kg−1) 

e fucose (2,2 g kg−1). Esses resultados estão de acordo com o estudo 

realizado por Zhao et al. (2014), que analisando Lemna minor 

encontraram os teores de 331,3 g kg−1; 96,1 g kg−1; 46,4 g kg−1; 16,3 g 

kg−1; 8,0 g kg−1; 7,1 g kg−1; 4,4 g kg−1 e 2,3 g kg−1 para os mesmos 

carboidratos.  

A grande quantidade de ácido galacturônico e a pequena 

quantidade de xilose indica que a biomassa de lemna contém pouca 

hemicelulose (ZHAO et al., 2014). O resultado da hidrólise 1 mol L−1 

H2SO4 no que se refere ao teor de glicose, indica um teor de amido 

aproximado, sendo este de 28,3% (m m-1). A diferença entre o teor de 

glicose na hidrólise 72% e 1 mol L−1 H2SO4 indica que a lemna possui 

aproximadamente 8,2% (m m-1) de celulose.  

Dos monossacarídeos analisados, glicose, galactose e xilose são 

relatados como açúcares fermentescíveis (DELGENES, MOLETTA; 

NAVARRO, 1996). Esses três açúcares são responsáveis por 82% dos 

açúcares totais. A proporção elevada de açúcares fermentescíveis com um 

baixo nível de lignina apoia as razões que a lemna pode ser uma matéria-

prima útil para a produção de biocombustíveis. 

 

4.3.2 Recuperação do material após pré-tratamento hidrotérmico 

 

O pré-tratamento hidrotérmico resultou em perda de massa, como 

é típico nas biomassas pré tratadas (KABEL et al., 2007; LU; ZHANG; 

ANGELIDAKI, 2009; DIAZ et al., 2010; MATHEW et al., 2011; ZHU 

et al., 2011; ZHAO et al., 2015b). O peso recuperado variou de 46,5 a 
69,2% (m m-1) do material de partida (Tabela 24).  
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Tabela 24. Recuperação da matéria seca após pré-tratamento hidrotérmico. 

Temperatura 

(°C) 

Tempo 

(min) 

Fator de 

severidade 

Pressão 

(MPa) 

Recuperação 

(%) 

UT - - - 100 

130 10 1,9 0,1 69,2 

150 10 2,5 0,4 65,3 

160 10 2,8 0,7 63,7 

170 10 3,1 1,0 60,4 

180 10 3,4 1,3 57,5 

190 10 3,6 1,5 53,8 

200 10 3,9 1,6 50,9 

210 10 4,2 1,7 49,5 

210 20 4,5 1,7 46,5 

210 40 4,8 1,7 48,8 

UT: biomassa não tratada. 

 

Isso ocorre como consequência da repartição e solubilização dos 

polissacarídeos não-celulósicos e outras substâncias de peso molecular 

baixo (DIAZ et al., 2010; ROCHA et al., 2012). Em geral, a solubilização 

aumenta à medida que o índice de severidade aumenta. A maior 

proporção de materiais solúveis em água foi no pré-tratamento a 220 °C, 

indicando que essas condições correspondem a um meio eficaz de 

solubilização da biomassa de lemna.  

Em comparação, Zhao et al. (2015b) observaram em lemnas 

(Lemna minor) submetidas a explosão a vapor a maior proporção de 

materiais solúveis em 210 °C. Na temperatura de 230 °C houve um 

pequeno aumento dos materiais insolúveis em água, provavelmente por 

um decréscimo do material solúvel devido à volatilização. A quantidade 

de matéria solúvel em água foi maior no presente estudo comparado ao 

estudo de Zhao et al. (2015b), provavelmente devido ao maior teor de 

amido, já que uma grande parte do material solubilizado foi atribuída ao 

amido, como poderá ser observado nas análises seguintes.  

 

4.3.3 Efeito do pré-tratamento nos teores de açúcares da BPT 

 

A composição de hidratos de carbono da BPT foi quantificada a 

fim de avaliar o impacto do pré-tratamento hidrotérmico nessa 
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composição. À medida que a temperatura do pré-tratamento hidrotérmico 

aumentou, a fucose, ramnose, arabinose, galactose e xilose foram 

removidas da fração insolúvel em água com mais intensidade, como pode 

ser observado na Figura 28 e Figura 29. Esse comportamento é típico das 

biomassas pré-tratadas, já que o tratamento proporciona a repartição e 

solubilização desses polissacarídeos (WOOD et al., 2014, ELLISTON et 

al., 2015b; WOOD et al., 2015).   
 

Figura 28. Teores de fucose e ramnose (g Kg-1) da BPT nas diferentes 

temperaturas e da biomassa não tratada (UT). 

 
UT: biomassa de lemna não tratada 

*As barras representam o desvio padrão entre as médias. 

 

Figura 29. Teores de arabinose, galactose e xilose (g Kg-1) da BPT nas diferentes 

temperaturas e da biomassa não tratada (UT).  

 

UT: biomassa de lemna não tratada 

*As barras representam o desvio padrão entre as médias. 
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A proporção de fucose, ramnose, galactose, xilose e arabinose que 

se manteve na fração insolúvel em água, após o tratamento a 230 °C, foi 

de 8,3; 16,5; 21,6; 32,6 e 39,7% (m m-1), respectivamente (em relação à 

biomassa não tratada).  

O teor de glicose na biomassa pré-tratada aumentou até a 

temperatura de 180 °C, em que seu valor foi máximo (303,9 g Kg-1) e nas 

temperaturas superiores a 180 °C, o teor de glicose começou a diminuir 

(Figura 30).  

 
Figura 30. Teores de glicose e açúcares totais (g Kg-1) da BPT nas diferentes 

temperaturas e da biomassa não tratada (UT).  

 
UT: biomassa de lemna não tratada 

*As barras representam o desvio padrão entre as médias. 

 

Nota-se que houve um aumento de 28,7% no teor de glicose do 

tratamento a 180 °C em relação ao tratamento menos severo (130 °C). 

Nos tratamentos com temperaturas acima de 180 °C o teor de glicose 

diminui possivelmente devido à formação de produtos de desidratação 

dos carboidratos (furfural e hidroximetilfurfural) comum a altas 

temperaturas (HSU, 1996).  

A biomassa não-tratada apresentou 21,3% a mais de glicose que a 

biomassa tratada a 180 °C, devido a presença da sua fração amilácea na 

fase sólida. No caso das biomassas pré-tratadas grande parte do amido foi 
solubilizado para a fase líquida e, portanto, não contabilizada nesse 

experimento. 
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4.3.4 Efeito do pré-tratamento nos teores de açúcares dos licores 

 

A análise de açúcares dos licores foi realizada pela metodologia da 

hidrólise 1 mol L-1 de H2SO4.  

À medida que a temperatura do pré-tratamento hidrotérmico 

aumentou, os teores de fucose, ramnose, arabinose, galactose e xilose 

aumentaram até certo ponto e depois começaram a decair (Figura 31 e 

Figura 32). 

A xilose, que é o principal constituinte da hemicelulose, obteve sua 

maior remoção da fração insolúvel em água na temperatura de 200 °C, 

mostrando que o pré-tratamento hidrotérmico foi mais eficiente na 

remoção da hemicelulose nessa temperatura. Zhao et al. (2015b) 

obtiveram a melhor remoção de xilose a 190 °C. 

A glicose foi o açúcar predominante em todos os tratamentos. 

Neste método de avaliação, usando somente a hidrólise 1 mol L-1 H2SO4, 

hidrolisa-se a glicose não celulósica, tal como o amido. Pode-se observar 

que o teor de glicose aumentou à medida que a temperatura do pré-

tratamento aumentava até atingir seu máximo na temperatura de 210 °C. 

A partir dessa temperatura, o teor de glicose começou a decair (Figura 

33).  

 
Figura 31. Teores de fucose e ramnose (µg/mL) dos licores submetidos à análise 

de açúcares por GC (hidrólise 1 mol L-1 H2SO4). 

  
*As barras representam o desvio padrão entre as médias. 
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Figura 32. Teores de arabinose, xilose e galactose (µg mL-1) dos licores 

submetidos à análise de açucares por GC (hidrólise 1 mol L-1 H2SO4). 

  

*As barras representam o desvio padrão entre as médias. 

 
Figura 33. Teores de glicose e açúcares totais (µg mL-1) dos licores submetidos 

à análise de açúcares por GC (hidrólise 1 mol L-1 H2SO4). 

  
*As barras representam o desvio padrão entre as médias. 
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decaiu drasticamente. Os resultados demonstram a solubilização do 

amido durante o pré-tratamento hidrotérmico. O movimento de açúcares 

da fração insolúvel para a fração solúvel em água teve a tendência de 
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°C em geral. No entanto, acima dessas temperaturas os açúcares 

diminuíram, possivelmente devido à degradação. A degradação de 

açúcares não celulósicos é consistente com os estudos de pré-tratamento 

sobre a biomassa lignocelulósica (KABEL et al., 2007; WALDRON, 

2010). 

 

4.3.5 Impacto visual do pré-tratamento hidrotérmico nos tecidos de 

lemna 
 

A extensão da remoção de amido depois do pré-tratamento foi 

avaliada por microscopia (Figura 34 a-f).  

O pré-tratamento hidrotérmico teve uma importante ação sobre a 

solubilização do amido. Após coloração com Lugol foi observada uma 

grande quantidade de grânulos de amido na biomassa não-tratada (Figura 

42a; os grânulos de amido estão manchados de preto). O aumento da 

temperatura resultou num aumento da solubilização do amido e como 

consequência sua remoção da fase insolúvel em água. Pode-se observar, 

nas temperaturas mais baixas do pré-tratamento (130 a 190 °C), a 

presença de grânulos de amido incorporado às células. Nas temperaturas 

mais elevadas (210 e 230 °C), a presença dos grânulos de amido diminui 

ao ponto de não serem mais observados. 

Vale ressaltar que o objetivo desse estudo foi analisar o efeito do 

pré-tratamento na fração celulósica da biomassa de lemna. Por isso, para 

fins de estudo se desprezou a fração amilácea a fim de avaliar a conversão 

de etanol apenas da fração celulósica. Porém, para a produção de etanol 

em larga escala a partir da biomassa de lemna, sugere-se aproveitar 

também a fração amilácea nas condições otimizadas no Capítulo 3. Sendo 

assim, o pré-tratamento seria realizado na biomassa de lemna 

“destarched”, ou seja, desprovida de amido pela sua hidrólise enzimática 

prévia. Posteriormente, este hidrolisado seria incorporado na SFS, 

contribuindo para o aumento no teor de etanol. 
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Figura 34. Microscopia da biomassa de lemna pré-tratada. Tecido foi corado com 

iodo (40x). a) tecido não tratado. b) 130 °C. c) 170 °C. d) 190 °C. e) 210 °C. f) 

230 °C. 

 
a)                                                             b)                

                                            

 
c)                                                             d) 

 

 
e)                                                                               f) 

 

4.3.6 Produção de etanol por SFS de lemna pré-tratada 

 

A adequação da biomassa para a produção de bioetanol não é 

apenas dependente da quantidade de açúcar disponível para a 

fermentação, mas, além disso, o efeito de outros compostos libertados 

durante o processamento (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). 

Para entender o efeito do pré-tratamento sobre a adequação do substrato 
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para a fermentação, as amostras pré-tratadas hidrotermicamente foram 

expostas a SFS e suas conversões em etanol quantificadas (Figura 35). 

 
Figura 35. Conversão em etanol (%, m m-1) da biomassa de lemna pré-tratada 

hidrotermicamente submetida à SFS. 

 
UT: biomassa não tratada 

 

Sob as condições mais eficazes (200 °C, 10 min), um máximo de 

88,81% de conversão em etanol foi atingido. Isso representou um 

aumento de 63% em relação à biomassa não tratada. À medida que a 

severidade do pré-tratamento hidrotérmico aumentou, a conversão em 

etanol teve a tendência de aumentar até certo ponto (200 °C, 10 min). No 

entanto, em severidades maiores (200 °C, 10 min) essa conversão 

começou a decair. A decomposição térmica da glicose e a produção de 

inibidores da fermentação a temperaturas superiores a 200 °C é a provável 

razão para esta tendência (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000; 

JACQUET et al., 2011). Observa-se que o tratamento a 180 °C desviou a 

tendência e obteve o menor valor de conversão entre as biomassas pré-

tratadas. A essa temperatura foi possível detectar certa quantidade de 

açúcares não-celulósicos na fração insolúvel em água, que possivelmente 

foi o suficiente para dificultar a hidrólise e consequentemente reduzir o 

rendimento da fermentação. O teor de etanol atingido no tratamento a 180 

°C, aliado ao maior teor de glicose entre os tratamentos, fez com que a 

conversão em etanol a 180 °C fosse a menor encontrada. 
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CAPÍTULO 5 – CONCLUSÕES FINAIS 

 

O acúmulo de amido em Landoltia punctata foi influenciado pela 

escassez de nutrientes. O máximo teor de amido foi de 32,5% (m m-1) 

após 6 dias sob escassez de nutrientes. 

A biomassa de lemna enriquecida em amido apresentou 12,9% (m 

m-1) de celulose e 25,8% (m m-1) de amido. 

A liquefação do amido de lemna se mostrou um processo simples 

e brando. A agitação e a temperatura nas condições testadas não tiveram 

efeito sobre o processo, ocasionando uma economia pelo o uso de 

menores valores de agitação (50 rpm) e temperatura (65 °C). A eficiência 

da liquefação nas condições otimizadas foi de 60,5% em 3 horas. 

A condição ótima considerada para a sacarificação do amido de 

lemna foi de pH 5,0; temperatura 45 ºC e agitação 100 rpm. A eficiência 

da sacarificação foi de 99% em 8 horas. A enzima complementar para a 

hidrólise da celulose parece não ter efeito na eficiência da reação. A maior 

eficiência da sacarificação simultânea do amido e da celulose da biomassa 

de lemna sem pré-tratamento foi de 82% em 4 horas. As condições do 

processo foram pH 5,0, temperatura 45 ºC, agitação 100 rpm, 

concentração de 1% (v m-1) de amiloglucosidase, 0,3% (v m-1) de 

pectinase e 20% (v m-1) de celulase.  

O pré-tratamento hidrotérmico se mostrou adequado para 

maximizar a conversão de etanol da fração celulósica da biomassa de 

lemna submetida à SFS. Na melhor condição (200 °C, 10 minutos, fator 

de severidade 3,9) a conversão em etanol foi 63% maior do que a 

encontrada na biomassa não tratada.  

Para trabalhos futuros, sugere-se o desenvolvimento e 

aprofundamento do aprendizado desenvolvido nessa tese, como 

explicitado a seguir: 

 

 Analisar o efeito do pré-tratamento na concentração de celulases 

necessária para a SFS da biomassa de lemna;  

 Realizar o pré-tratamento hidrotérmico na biomassa desprovida 

de amido;  

 Realizar a SFS da fração amilácea previamente hidrolisada 

juntamente com a fração celulósica pré-tratada; 

 Avaliar a viabilidade econômica do pré-tratamento hidrotérmico 

frente à redução da quantidade de celulases e o aumento da 

conversão em etanol.  
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ANEXO 1 – ANÁLISE DE AMIDO 
 

 

Neste anexo é apresentado o método de determinação de amido 

utilizando o kit de amido total (Megazyme Internacional Irlanda Co., Ltd., 

Wicklow, Irlanda) de acordo com as instruções do fabricante. 

 

Reagentes 

 Kit de amido Megazyme, que contém: frasco 1 com α-amilase 

termoestável (10 mL), frasco 2 com amiloglucosidade (10 mL), frasco 3 

com reagente para tampão GOPOD (48 mL pH 7,4), frasco 4 com 

enzimas reagentes GOPOD. (glicoseoxidase mais peroxidase liofilizado), 

frasco 5 com solução padrão de D-Glicose (5 mL) e frasco 6 com padrão 

(amido de milho, 5g). 

 Etanol 80% 

 Ácido acético glacial 

 Hidróxido de sódio 1M (4g/mL) 

 Cloreto de cálcio di-hidratado 

 Ácido clorídrico 

 

Equipamentos 

 Balança analítica 

 Centrífuga 

 Vórtex 

 Banho maria (50 ºC) 

 Banho de água fervente 

 Pipetas 

 pHmetro  

 Espectrofotômetro (510 ƞm) 

 Tubos de vidro 

 Balão volumétrico (100 mL) 

 

Preparo das soluções 

 Tampão acetato de sódio (100 mM, pH 5,0): adicionar 5,8 mL de 

ácido acético glacial a 900mL de água destilada. Ajustar o  pH para 5,0 
por adição de solução de hidróxidode sódio 1 M (aproximadamente 30 ml 

são necessário). Adicionar 0,74 g de cloreto de cálcio di-hidratado e 

dissolver. Ajustar o volume para 1 litro e armazenar o tampão a 4 ° C 

(estável durante 6 meses). 
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 Solução 1: Diluir 1,0 mL do conteúdo do frasco 1 a 30 ml do 

tampão acetato de sódio (100 mM, pH 5,0). Dividir em tamanho adequado 

de alíquotas e congelar a -20ºC. Estável por 3 anos. 

 Reagente GOPOD: 1) Diluir o conteúdo do frasco 3 com 1 L de 

água destilada (solução 3); 2) Dissolver o conteúdo do frasco 4 em 20 mL 

da solução 3 e quantitativamente transferir isso para o frasco contendo o 

restante da solução a 3. Cubra esta garrafa com folha de alumínio para 

proteger o reagente da luz. Estável por aproximadaemte 3 meses a 2-5 ºC 

ou 12 meses a -20 ºC. 

 Soluções 2, 5 e 6: utilizar como fornecidos. 

 

Procedimentos 

a. Moer amostra de modo a passar por uma peneira de 0,5 mm. 

b. Adicionar 100 mg da amostra em tubo de ensaio de vidro. Bater 

no tubo para assegurar que todas as amostras caiam para a parte inferior 

do tubo. 

c. Adicionar 0,2 mL de solução aquosa de etanol (80% v/v) e agitar 

no vórtex. 

d. Imediatamente adicionar 3 mL da solução 1. Incubar o tubo em 

banho-maria fervente durante 6 minutos (agitar o tubo vigorosamente 

depois de 2, 4 e 6 minutos). 

e. Adicionar 0,1 mL do conteúdo do frasco 2, agitar nos vórtex e 

incubar a 50 ºC durante 30 min. 

f. Transfirir a totalidade do conteúdo do tubo de ensaio para um 

balão volumétrico de 100 mL. Use uma piceta para lavar o conteúdo do 

tubo completamente. Ajuste o volume com água destilada. Misture bem. 

Centrifugar uma alíquota desta solução a 3000 rpm durante 10 min. Usar 

a parte límpida para o ensaio. 

 

Alternativamente, no passo 6, ajustar o volume para 10 mL com água 

destilada e, em seguida, centrifugar os tubos a 3.000 rpm por10 min. 
Para as amostras contendo 1-10% de teor de amido, esta solução é 

utilizado diretamente no passo 7. Para as amostras contendo 10-100% 

de amido, uma alíquota (1,0 mL) é diluída até 10 mL com água destilada 
antes de prosseguir parao passo 7. 

 

g. Transferir as alíquotas em duplicata (0,1 mL) da solução diluída, 

para os tubos de ensaio de vidro. 

h. Adicionar 3,0 mL do reagente GOPOD a cada tubo, incluindo o 

controle de D-glicose e o de reagentes em branco, e incubar os tubos a 50 
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°C durante 20 min. Controle consiste em 0,1 mL desolução padrão de D-

glucose (1 mg mL-1) e 3,0 mL dereagente GOPOD e o branco em 0,1 mL 

de água e 3,0 mL de reagente GOPOD. 

i. Leia a absorbância para cada amostra e o controle de D-glicose 

em 510 ƞm contra o reagente branco. 

 

Cálculos 

180

162

W

100

1000

1

1,0

FV
FAmido 

 

               

9,0FV
W

F
AAmido 

 
 
Onde:  

 

A= Absorbância (reação) lida contra o branco; 

F =    
100(μgdeD−glicose)

absorbânciapara100μgdeglicose
 (conversão de absorbância para µg); 

FV= Volume final (isto é, igual a 100 mL ou 10 mL); 

 0,1= Volume da amostra analisada; 

  1      = Conversão de µg para mg; 

1000  

100 = Fator que expressa amido como porcentagem do peso da amostra; 

 W 

W =  Peso em mg da amostra analisada; 

162/180 = Ajuste de D-glicose livre para D-glicose anidro. 
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ANEXO 2 – QUALIDADE FÍSICO-QUÍMICA DA AR 
 

As características de qualidade físico-química da água de rede de 

abastecimento em Florianópolis durante o mês de novembro de 2014 

podem ser observadas na tabela 1. 
 

Tabela 1. Características de qualidade físico-química da água de rede de 

abastecimento em Florianópolis durante o mês de novembro de 2014. 

 

Parâmetros Análises Portaria Realizadas Atenderam Portaria 

Turbidez 161 178 158 

Cor Aparente 51 178 118 

Cloro Residual 161 179 178 

Fonte: CASAN (2014). 

 

Abaixo o significado dos parâmetros conforme portaria 2914/2011 

do Ministério da Saúde: 

Turbidez: Indica presença de partículas em suspensão na água.  

 

Cor aparente: Indica presença de substâncias dissolvidas que deterioram 

a qualidade estética da água.  

Cloro residual: Agente químico utilizado para eliminar os 

microorganismos.  

 

Análises portaria: Número mínimo de análises conforme Portaria em 

função do número de habitantes atendidos pelo sistema.  

 

Realizadas: Número de análises realizadas.  

Atenderam portaria: Número de análises que atenderam os valores 

permitidos pela Portaria.  

 


