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RESUMO 
 
A procura por novas espécies de leveduras capazes de fermentar pentoses é um 

dos desafios frente às dificuldades na tecnologia da produção de etanol de segunda 

geração. Além disso, a utilização de resíduos lignocelulósicos para tal fim requer 

uma etapa de hidrólise para a despolimerização da fração hemicelulósica. O 

emprego de ácidos tem sido utilizado frequentemente devido ao baixo custo e alta 

eficiência. Inibidores, no entanto podem também ser liberados juntamente com os 

açúcares, ocasionando inibição da atividade fermentativa das leveduras. Neste 

contexto, este estudo teve por objetivo realizar o isolamento de linhagens de 

leveduras de fontes naturais (caldo, bagaço e rizosfera de cana-de-açúcar, e palha 

de milho), a avaliação presuntiva da capacidade de fermentação de pentoses (D-

xilose e L-arabinose) e a identificação da linhagem selecionada, a qual foi avaliada 

quanto à habilidade de crescimento e fermentação de pentoses utilizando meio 

sintéticos em diferentes condições ambientais assim como hidrolisados ácidos de 

bagaço de cana-de-açúcar. Dentre 350 isolados, 39 apresentaram atividade 

fermentativa de arabinose (56,4%) ou xilose (38,5%) ou ambas (5,1%). Uma das 

linhagens que apresentou fermentação tanto de arabinose quanto de xilose (código 

311), isolada de caldo de cana-de-açúcar, foi identificada por meio da amplificação 

da região D1/D2 do gene 26S e da região ITS do DNA ribossomal como sendo da 

espécie Meyerozyma guilliermondii. Esta linhagem foi avaliada quanto à influência 

da fonte de carbono (glicose, xilose ou arabinose), pH (3,5; 4,5; 5,5) e temperatura 

(30 oC, 35 oC, 40 oC) sobre o crescimento, e à influência do pH (4,5; 5,5) e 

temperatura (30 oC, 35 oC) sobre a fermentação de xilose em concentrações 

variando de 40 g/L a 100 g/L em meios sintéticos. A variação nos valores de pH e 

temperatura não resultou em diferenças na velocidade específica de crescimento de 

M. guilliermondii quando crescida em 20 g/L de arabinose, xilose ou glicose. Nos 

ensaios fermentativos, o aumento na concentração de glicose não contribuiu para o 

aumento na produção de álcool. Um máximo de 1,5 g/L de álcool foi produzido a 

partir de 40 g/L de xilose a    30 oC, pH 5,5, em 96 horas de fermentação. Os 

resultados também revelaram que a linhagem de levedura utilizada foi capaz de 

crescer em temperaturas de 35 oC – 40 oC e pH de 3,5 – 4,5, o que a torna 

apropriada para aplicação industrial. O hidrolisado de bagaço de cana foi 

caracterizado quanto aos açúcares e inibidores presentes, analisando-se as 

amostras logo após a hidrólise ácida, após a concentração por evaporação para 

atingir 40 g/L de açúcares redutores, e após a detoxificação do hidrolisado 

concentrado.  Os resultados mostraram que a xilose foi o açúcar liberado em maior 



 

 

quantidade, seguida por arabinose e glicose. A concentração do hidrolisado por 

evaporação resultou em uma diminuição significativa do teor de furfural, um 

importante inibidor da fermentação, no entanto, os demais inibidores e os açúcares 

apresentaram aumento na concentração, como esperado. A detoxificação realizada 

por aumento do pH e adição de carvão ativado resultou em diminuição expressiva 

na concentração dos inibidores, com perda de 8% na concentração de glicose, 

enquanto para a xilose e arabinose houve perda de 10,5% e 32%, respectivamente. 

Os hidrolisados detoxificados e não-detoxificados, com ou sem suplemento 

nutricional, foram utilizados para os testes fermentativos com a levedura M. 

guilliermondii, em pH 5,5, 150 rpm de agitação, a 30 ºC. Os resultados mostraram 

que a adição de extrato de levedura (3 g/L) teve efeito significativo sobre o consumo 

das pentoses pela levedura M. guilliermondii e a produção de etanol e xilitol. Houve 

maior produção de biomassa nos hidrolisados detoxificados. A linhagem de levedura 

utilizada foi capaz de consumir glicose, xilose e arabinose, provavelmente nesta 

ordem preferencial, além de ácido acético, promovendo detoxificação biológica. 

Apesar da detoxificação e da suplementação terem aumentado a produtividade em 

etanol (de 0,023 para 0,04 g/L.h), os resultados obtidos para M. guilliermondii são 

ainda muito baixos. Há necessidade de prosseguir com o trabalho de otimização das 

condições ambientais e do meio de cultura para a obtenção de melhores resultados, 

visando contribuir para o segmento do etanol de segunda geração. 

Palavras-chave: Meyerozyma guilliermondii, pentoses, fermentação, hidrolisado, 

detoxificação, bagaço de cana-de-açúcar. 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

ABSTRACT 
 
The search for new yeast species able to ferment pentoses is one of the challenges 

towards the difficulties involving the technology on the production of second 

generation ethanol. Besides, the usage of lignocelulosic residues demands a step of 

hydrolysis for the depolymerization of the hemicelulosic fraction. Acids have been 

used frequently due to the low cost and high efficiency. However, inhibitors may also 

be released along with the sugars, inhibiting the fermentative activity of the yeasts. In 

this context, this study aimed to isolate yeast strains from natural sources (sugar 

cane juice, bagasse and rhizosphere, and corn straw), the presumptive evaluation of 

the pentose fermentation ability and the identification of the selected strain, which 

was evaluated regarding the ability to grow and ferment pentose by using synthetic 

media under different environmental conditions as well as acid hydrolysates obtained 

from sugar cane bagasse. Among 350 isolates, 39 displayed fermentative activity of 

arabinose (56.4%) or xylose (38.5%) or both (5.1%). One of the yeast strains that 

showed both arabinose and xylose fermentation (number 311), isolated from sugar 

cane juice, was identified by the amplification of D1/D2 region of the 26S gene and 

ITS region from the ribosomal DNA as Meyerozyma guilliermondii. This strain was 

evaluated regarding the influence of the carbon source (glucose, xylose or 

arabinose), pH (3.5; 4.5; 5.5) and temperature (30 oC, 35 oC, 40 oC) upon the growth, 

and the influence of pH (4.5; 5.5) and temperature (30 oC, 35 oC) upon the 

fermentation of xylose in concentrations ranging from 40 g/L to 100 g/L in synthetic 

media. Varying initial pH values and temperatures of incubation did not result in 

differences in the specific growth rate of M. guilliermondii when growing in 20 g/L 

arabinose, xylose or glucose. In fermentation assays, the increase in the xylose 

concentration did not bring about a higher alcohol production. A maximum of 1.5 g/L 

of alcohol was produced from 40 g/L xylose at 30 ºC, pH 5.5 in 96 hours of 

fermentation. The results also revealed that the yeast strain is able to grow in 

temperature as high as 35 ºC-40 ºC and pH as low as 3.5-4.5, which makes this 

strain suitable for industrial application. The bagasse hydrolysate was characterized 

regarding the sugars and inhibitors by evaluating the samples right after the acid 

hydrolysis, after the concentration by evaporation to reach  40 g/L of reducing 

sugars, and after the detoxification of the concentrated hydrolysate. The results 

showed that xylose was the sugar released in higher quantity, followed by arabinose 

and glucose. The concentration of hydrolysate by evaporation resulted in a significant 

decrease in the furfural content, an important fermentation inhibitor, however, the 

other inhibitors and sugars presented increase in the concentration, as expected. 



 

 

The detoxification carried out by pH increase and addition of active charcoal resulted 

in expressive decrease in the inhibitor concentration, with loss of 8% in the glucose 

content, while for xylose and arabinose the losses were 10.5% and 32%, 

respectively. The detoxified and non-detoxified hydrolysates, with or without nutrition 

supplement, were utilized for the fermentative tests with the yeast M. guilliermondii, in 

pH 5.5, 150 rpm of agitation, at 30 ºC. The results showed that the addition of yeast 

extract (3 g/L) had significant effect over the consumption of pentoses by M. 

guilliermondii, and over the ethanol and xylitol production. There was an increased 

biomass production in detoxified hydrolysates. The selected yeast strain was able to 

consume glucose, xylose and arabinose, probably in this preference rank, besides 

acetic acid, promoting biological detoxification. Despite of the detoxification and the 

supplementation have increased the ethanol productivity (from 0.023 to 0.04 g/L.h), 

the results obtained for M. guilliermondii are still low. The optimization of 

environmental conditions and culture medium must proceed aiming better results and 

to contribute to the segment of second generation ethanol. 

 

Keywords: Meyerozyma guilliermondii, pentoses, fermentation, hydrolysates, 

detoxification, sugar cane bagasse. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

No início do século XX, o bioetanol no Brasil tem sido produzido por 

processos de fermentação alcoólica industrial utilizando caldo de cana-de-açúcar ou 

melaço como meio de cultivo. No final desse século, o custo do pretróleo se elevou, 

estimulando o desenvolvimento de novas tecnologias de fermentação para produção 

de biocombustível a partir da cana-de-açúcar, de forma eficiente e econômica, 

assegurando possíveis substitutos para a gasolina como uma alternativa à 

importação de petróleo. 

O Programa Nacional do Álcool (Proálcool) foi criado no ano de 1975, por 

meio do decreto nº 76.593, devido à crise mundial do petróleo e a redução do preço 

do açúcar. O Brasil então iniciava uma estratégia de produção de um biocombustível 

para substituir a gasolina, um produto de custo elevado e escasso. O etanol é 

considerado uma alternativa ao combustível fóssil destinado ao transporte. A 

produção de etanol e a combustão não contribuem para a quantidade total de 

dióxido de carbono na atmosfera, sendo que a emissão e a toxicidade de etanol são 

menores do que a de petróleo. 

Atualmente, questões como sustentabilidade, preservação do meio ambiente 

e busca por fontes energéticas renováveis, tem sido desafios para a comunidade 

científica e para maior conscientização mundial a respeito das mudanças climáticas 

globais, impulsionando o bioetanol como combustível renovável viável. 

Consequentemente, a cana ganhou importância como matéria-prima da bioenergia. 

Em culturas de cana-de-açúcar, a imobilização de CO2 por meio da fotossíntese em 

conjunto com a biomassa da fermentação alcoólica, permite a produção de um 

combustível líquido limpo e de alta qualidade que contém 93 % da energia original 

encontrada no açúcar. 

A necessidade urgente de se buscar novas fontes de combustíveis, 

principalmente aquelas que não agravam os sérios problemas ambientais já 

existentes, é decorrente da crescente demanda mundial por energia. Os resíduos 

vegetais, como bagaço de cana-de-açúcar, constituem matéria-prima alternativa
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para a produção de etanol celulósico, denominado etanol de segunda geração, por 

se tratar de um material amplamente disponível, de baixo custo e gerado em grande 

volume pela agroindústria. 

Os materiais lignocelulósicos representam uma das maiores fontes de energia 

renovável e de carbono da Terra. A lignocelulose é uma matéria-prima muito 

interessante para a produção de etanol combustível, devido a sua disponibilidade 

em grandes quantidades a baixo custo, por se tratar de resíduos agroindustriais 

como palhas, bagaços e cascas. Estes são provenientes da produção agrícola, 

beneficiamento de cereais, entre outras transformações produzidas com esses 

recursos naturais. O material lignocelulósico é constituído de compostos orgânicos, 

como polissacarídeos, celulose, hemicelulose e lignina. A constituição desse 

material depende do vegetal de origem, do processamento, da região, da idade e 

período do ano no momento da colheita e do material. No caso de resíduos 

agrícolas como bagaço e palha de cana-de-açúcar, cascas de arroz, frutas, estes 

são caracterizados por serem abundantes, renováveis, potenciais para produção de 

biocombustíveis, não comprometendo a segurança alimentar, além de serem 

fundamentais na diminuição dos impactos ambientais. 

Os processos biotecnológicos que utilizam os materiais lignocelulósicos 

exigem na maioria das vezes, etapas preliminares de preparação, mediante hidrólise 

química ou enzimática, para a liberação das frações celulósicas ou hemicelulósicas, 

na forma de mono ou oligossacarídeos. O alto teor de pentoses, principalmente a D-

xilose, na fração hemicelulósica desses materiais tem a efetiva aplicação em 

processos de bioconversão. 

A hidrólise ácida é o mecanismo mais estudado para a conversão da celulose 

e da hemicelulose em seus açúcares constituintes. Nesse processo podem ser 

utilizados ácidos concentrados ou diluídos. Dependendo da matéria-prima 

processada, os produtos das reações químicas hidrolíticas do material 

lignocelulósico constituem as hexoses (glicose, galactose e manose), as pentoses 

(xilose e arabinose), lignina, ácido acético, metanol, dentre outros, em proporções 

variáveis.  

Os problemas da hidrólise ácida acontecem em função 

das altas temperaturas e condições ácidas empregadas neste procedimento, 

produzindo substâncias como 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), ácidos alifáticos e
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compostos fenólicos, os quais atuam restritivamente na fermentabilidade dos 

hidrolisados hemicelulósicos, podendo inibir o crescimento celular diminuindo assim 

a atividade enzimática e biológica das células microbianas, quando os hidrolisados 

forem usados como meio de cultivo em bioconversões. Para contornar este 

problema, os hidrolisados são submetidos a processos de detoxificação, por meio de 

etapas de remoção química, física ou biológica, as quais reduzem total ou 

parcialmente os compostos inibidores formados após a hidrólise ácida.  

A produção eficiente de etanol a partir de hidrolisados hemicelulósicos requer 

que o micro-organismo fermentador tenha a capacidade de utilizar não apenas a 

glicose, mas também os outros açúcares liberados pela hidrólise química e ou 

enzimática desse material, como xilose e arabinose. 

Bactérias e leveduras fermentam pentoses, e dentre as leveduras destacam-

se as espécies Pichia stipitis, Pachysolen tanophilus, Candida shehatae, 

Kluyveromyces marxianus, Candida guilliermondii, Candida blankii, Candida tenuis, 

Brettanomyces/Dekkera naardenensis, Pichia segobiensis, Kluyveromyces 

cellobivorus, Debaryomyces nepalensis, Debaryomyces polimorpha e 

Schizosaccharomyces pombe. A capacidade de aplicação dessas espécies é 

limitada devido à baixa tolerância ao etanol e aos compostos gerados durante a 

etapa de pré-tratamento e da hidrólise da hemicelulose. Ademais, a presença de 

hexoses como manose, galactose e glicose em hidrolisados hemicelulósicos pode 

promover uma diminuição no consumo de xilose, por preferência metabólica ou, 

além disso, atuar como repressora dos genes responsáveis pela utilização da xilose. 

Neste contexto, em vista dos diversos desafios enfrentados na produção de 

etanol de segunda geração, na busca por maior eficiência e menor custo de 

produção, o presente trabalho teve por objetivo realizar o isolamento de leveduras 

de fontes naturais (caldo, bagaço e rizosfera de cana-de-açúcar), a seleção e a 

identificação de isolados fermentadores de pentoses, prosseguindo com o estudo da 

viabilidade de crescimento e fermentação em meios sintéticos a base de pentoses e 

em hidrolisados ácidos obtidos a partir de bagaço de cana-de-açúcar. Este trabalho 

pretende contribuir na perspectiva de utilização de novas linhagens de leveduras 

com potencial de produção de etanol a partir de hidrolisados, de levantar os 

principais problemas decorrentes do uso destes substratos e propor procedimentos 

mais efetivos que resultem em melhorias no processo fermentativo.
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2. OBJETIVOS  

 

2.1. Objetivo geral 

 

Realizar o isolamento e seleção de linhagens de leveduras para fermentação 

de pentoses a partir de hidrolisado de cana-de-açúcar, visando a produção de etanol 

de segunda geração. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

- Isolar, selecionar e identificar leveduras de fontes naturais como caldo de 

cana-de-açúcar, bagaço de cana-de-açúcar, palha de milho e rizosfera de cana de-

açúcar com capacidade de fermentar pentoses; 

- Otimizar as condições de crescimento e fermentação da linhagem de 

levedura selecionada (Meyerozyma guilliermondii) utilizando meios sintéticos 

contendo xilose ou arabinose como única fonte de carbono; 

- Obter e caracterizar o hidrolisado ácido de bagaço de cana-de-açúcar 

quanto à presença de inibidores e concentração de açúcares, antes e após etapa de 

detoxificação; 

- Avaliar o efeito da detoxificação e da adição de suplemento nutritivo sobre a 

produção de etanol e outros parâmetros da fermentação pela levedura selecionada 

(Meyerozyma guilliermondii) utilizando hidrolisado ácido de bagaço de cana-de-

açúcar. 
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1. Produção de Etanol no Brasil 

 

O Proálcool (Programa Nacional do Álcool) foi criado com a crise do petróleo, 

em 14 de novembro de 1975, por meio do decreto nº 76.593 e possibilitou uma 

grande expansão da cultura da cana-de-açúcar no Brasil. Seu objetivo era estimular 

a produção do álcool e atender as necessidades do mercado interno e externo. 

O Proálcool foi criado para diminuir a dependência ao petróleo com a 

utilização de etanol, possibilitando ao Brasil ser produtor e exportador de álcool no 

mundo com o desenvolvimento promovido (FAIRBANKS, 2003; SOMAVILLA; 

GOMES NETO, 2009). Em termos tecnológicos, o Proálcool proporcionou a 

modernização técnica das usinas produtoras de etanol, assim como do sistema de 

distribuição do bicombustível e do setor agrícola a ele ligado, dessa maneira 

impulsionando o desenvolvimento dos motores para a utilização do etanol como 

combustível e dos motores Flex Fuel, utilizados para qualquer mistura etanol-

gasolina, tornando o Brasil referência mundial (SCHMIDELL et al., 2001; 

SOMAVILLA; GOMES NETO, 2009).  

Devido ao desenvolvimento não baseado nos preceitos da sustentabilidade e 

a exploração irracional dos combustíveis fósseis, bem como a perspectiva de 

aumento do preço do petróleo, esforços têm sido feitos para desenvolver fontes 

alternativas de energia. Nesse contexto, os biocombustíveis como o etanol, o 

biodiesel e o biogás podem ser usados para diminuir o uso de gasolina e óleo diesel 

e, consequentemente minimizar os impactos ambientais (COSTA et al., 2014). 

As fontes de energia renováveis caracterizam-se, em termos gerais, pela sua 

disponibilidade descentralizada, por apresentarem uma capacidade de auto-

regeneração em curtos períodos de tempo e pelos reduzidos impactos ambientais 

decorrentes da sua utilização. A procura pelos recursos energéticos endógenos 

poderá dar um importante contribuição para a redução do consumo de energia fóssil, 

com reflexos diretos sobre os preocupantes impactos ambientais a si associados, 

permitindo assim a melhoria da qualidade do ar, da saúde das populações, bem  
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como a redução/controle da importante e crescente poluição industrial e urbana, 

com respectivas implicações para o aquecimento global (PEDRO, 2013). 

A iminente ameaça do aquecimento global juntamente com a diminuição das 

reservas de petróleo bruto a nível mundial e a crescente demanda de energia, 

implica na necessidade urgente de substituir os combustíveis fósseis por 

biocombustíveis verdes (TOQUERO; BOLADO, 2014). Combustíveis à base de 

biomassa, como o bioetanol, fornecem uma alternativa promissora, uma vez que sua 

energia já está incluída no ciclo global do carbono, o que implica em uma diminuição 

significativa na liberação de dióxido de carbono (KARAGÖZ et al., 2012).  

O Brasil utiliza a cana-de-açúcar para a produção de etanol enquanto os 

Estados Unidos e a Europa utilizam principalmente amido de milho, amido de trigo e 

cevada. O etanol brasileiro é mais competitivo que o produzido nos Estados Unidos 

e na Europa devido ao processo ser rápido, fácil e com baixo custo quando 

comparado aos demais. Por exemplo, no melaço da cana-de-açúcar, não há 

necessidade de uma hidrólise prévia do substrato (sacarose), que pode ser 

quebrado pela levedura responsável pelo processo de fermentação. Mas no caso de 

materiais ricos em amido é necessário quebrar as cadeias deste carboidrato, uma 

vez que a levedura Saccharomyces cerevisiae não consegue utilizá-lo. Dessa 

maneira, grandes concentrações de enzimas amilolíticas, como glucoamilase e α-

amilase, devem ser adicionadas ao processo a fim de realizar a hidrólise enzimática 

do amido para obter o xarope de glicose que é convertido a etanol pelas leveduras 

em processo de fermentação (CARDONA; SÁNCHES, 2007; BALAT, 2011).  

A demanda mundial por etanol combustível tem se expandido de forma muito 

rápida e esta deverá aumentar no futuro próximo, principalmente nos países mais 

desenvolvidos e naqueles de maior consumo de combustíveis automotivos. Isto se 

deve à combinação dos seguintes fatores: adoção de estratégias para a 

diminuição/limitação das emissões dos gases precursores do efeito estufa, conforme 

demandado para alguns países pelo Protocolo de Kyoto; substituição do MTBE (Éter 

Metil Terc-Butilico) como aditivo da gasolina (para aumento da octanagem do 

combustível e como aditivo oxigenado) devido ao impacto ambiental associado ao 

uso desta substância; diminuição da dependência de derivados de petróleo na 

matriz energética; e incentivos à agricultura e às indústrias locais (PIACENTE, 

2006).
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O aumento da demanda pelo álcool combustível e as previsões de 

crescimento continuado estão impulsionando o setor a realizar novos investimentos 

na área agrícola e industrial com o objetivo de expandir a capacidade de produção e 

atender a demanda futura pelo combustível (MOUTTA, 2009).  

 

 

2. Matérias-Primas Utilizadas na Bioprodução de Etanol 

 

O uso de etanol como combustível não só se apresenta como uma alternativa 

tecnicamente apropriada, mas também possui importância ecológica por ser este um 

combustível cujo processo de combustão gera baixas emissões de poluentes e, 

levando em consideração sua característica renovável, não contribui para o 

desbalanceamento no ciclo do carbono (OLIVEIRA, 2010). 

O etanol é produzido industrialmente a partir de matérias-primas açucaradas 

e amiláceas, como o caso do caldo extraído da cana-de-açúcar-de-açúcar, usado no 

Brasil, ou do amido produzido a partir de milho, usado nos Estados Unidos 

(FAIRBANKS, 2003). Na Figura 1 é apresentado um diagrama de blocos para a 

obtenção de etanol a partir de diferentes matérias-primas, no qual podem ser 

observadas etapas comuns entre os processos.  

 

 

 

Figura 1. Alternativas para a bioprodução de etanol. Fonte: Adaptado de PEREIRA Jr. 

(1991).
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As tendências evidenciam o desenvolvimento de tecnologias que permitam o 

aproveitamento de resíduos agroindustriais como os materiais lignocelulósicos, 

denominados biomassas, com o objetivo de diminuir os custos associados às 

matérias-primas, que podem atingir 2/3 do custo total da produção, e incrementar os 

níveis de produtividade sem a necessidade de aumentar as áreas de cultivo. Deste 

modo, investiga-se o aproveitamento de biomassas como palhas, bagaço, folhas e 

resíduos de exploração madeireira entre outros, que são constituídos por açúcares 

que podem ser liberados utilizando diferentes processos físicos ou químicos, sendo 

esta uma etapa crucial no processo (PEREIRA JR; COUTO; SANTA ANNA, 2008). 

A composição básica dos materiais lignocelulósicos depende do vegetal de 

origem e, no caso de resíduos agroindustriais, da região, idade e período do ano no 

momento da colheita do material. Os principais componentes dos materiais 

lignocelulósicos são celulose e hemicelulose, constituindo estruturas duras e 

fibrosas infiltradas por outra estrutura formada por alcoóis aromáticos conhecida 

como lignina, ocorrendo ainda a existência de cinzas e outros componentes 

classificados como extrativos em pequenas quantidades (RODRIGUES, 2007). A 

Tabela 1 exibe a composição lignocelulósica de alguns resíduos agroindustriais. 

 

 

Tabela 1. Composição lignocelulósica de alguns resíduos agroindustriais. 

 

Biomassa Residual                                    Composição (%) 

 Celulose Hemicelulose Lignina Extrativos Cinzas 

Bagaço de cana 33-36 28-30 18-20 4-6 2-4,8 

Palha de arroz 32-37 19-24 9-13 4-5 12-18 

Sabugo de milho 34-36 16-24 15-19 2-6 2-4 

Palha de trigo 30-33 22-28 14-18 3-7 3-7 

Palha de sorgo 34-36 25-26 25-26 X X 

Jornal impresso 40-45 25-40 18-30 X X 

Madeiras ~50 ~20 15-20 Até 10 Até 5 

Fontes: Olsson; Hähn-Hagerdal (1996); Pandey et al. (2000); Sun; Cheng (2002).  

 

 

Atualmente, o etanol é praticamente produzido a partir de matérias-primas 

sacarinas ou amiláceas (cana-de-açúcar, milho, trigo) sendo comumente chamado 
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de etanol de primeira geração. A futura expansão, contudo, deverá ser baseada no 

etanol de segunda geração, ou seja, produzido a partir de materiais lignocelulósicos, 

caso dos resíduos agrícolas, como bagaço de cana-de-açúcar. Estes são 

caracterizados por serem abundantes e renováveis, e com grande potencial para 

produção de biocombustíveis, não comprometendo a segurança alimentar e o 

suprimento de combustível, além de serem fundamentais na diminuição dos 

impactos ambientais (CHO et al., 2009; DIAS et al., 2010; GALBE; ZACCHI, 2010).  

Apesar dos materiais lignocelulósicos apresentarem grande potencial para a 

obtenção de diversos produtos de valor agregado significativo, seu aproveitamento 

de forma economicamente viável ainda consiste em desafios para a biotecnologia, 

devido à elevada resistência, necessidade de tratamentos prévios, às vezes sob 

condições drásticas, para a obtenção de açúcares fermentescíveis (MOUTTA, 2009). 

A celulose é a macromolécula mais abundante na natureza e constitui cerca 

de 40 – 50 % dos materiais vegetais. Sua característica fibrosa atribui à celulose, 

rigidez e resistência ao estresse. Sua principal função é como componente estrutural 

em plantas. Geralmente está entrelaçada com uma variedade de polissacarídeos 

formados por unidades de monossacarídeos, como a glicose, e frequentemente 

impregnada com lignina (MOUTTA, 2009).  

A celulose é o constituinte básico da parede celular vegetal. É um 

homopolissacarídeo de ocorrência natural composto por unidades de D-glucose 

unidas por meio de ligações glicosídicas do tipo β-(14) (β-D-glucana), sendo 

encontrado em todos os grupos vegetais (CAMPBELL, 2000; BALAT; BALAT; ÖZ, 

2008). 

A celulose apresenta regiões altamente ordenadas, sendo essas cristalinas e 

áreas menos ordenadas, denominadas amorfas, onde as cadeias apresentam uma 

orientação randomizada. As forças responsáveis pela estabilidade das regiões 

cristalinas são basicamente o resultado de um grande número de ligações de 

hidrogênio inter e intramoleculares. No entanto, diversas fibrilas elementares se 

associam formando cristalitos de celulose. Posteriormente, quatro desses agregados 

cristalinos se unem por meio de uma monocamada de hemicelulose, resultando na 

microfibrila de celulose. A celulose amorfa, devido a sua maior área superficial, é 

mais suscetível à hidrólise enzimática que a forma ordenada ou cristalina. No 

entanto, complexos enzimáticos produzidos por vários microrganismos têm se 
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mostrado capazes de catalisar a hidrólise de celulose, tanto cristalina quanto amorfa, 

em açúcares solúveis (MARTINS, 2005).  

A hemicelulose é considerada o segundo complexo orgânico mais abundante 

nos vegetais, presente em todas as camadas da parede celular, mais concentrado 

principalmente nas camadas primária e secundária, entrelaçada com as fibras de 

celulose. Considerada a espinha dorsal estrutural da parede celular da planta 

(FENGEL; WEGENER, 1989), consiste, em sua maior parte, de pentoses e hexoses 

formadas por uma variedade de unidades de açúcar como xilose, manose, 

arabinose e outros constituintes menores que são classificados como compostos 

orgânicos e inorgânicos (SALAZAR; SILVA; SILVA, 2005).  

As hemiceluloses são heteropolissacarídeos formados por pentoses, hexoses 

ou ácidos urônicos. A xilose é o maior componente da hemicelulose na maioria das 

plantas, fazendo parte de um complexo de carboidratos poliméricos incluindo xilana 

(polímero de xilose) e xiloglicana (heteropolímero de D-xilose e D-glicose). Segundo 

GÕMEZ (1985) e SILVA et al. (2009),  outros polímeros também são encontrados 

fazendo parte da hemicelulose, tais como glicomanana (heteropolímero de D-glicose 

e D-manose), galactoglicomanana (heteropolímero de D-galactose, D-glicose e D-

manose) e arabinogalactana (heteropolímero de D-galactose e D-arabinose). 

Segundo Ramos (2003), estruturalmente as hemiceluloses são mais 

parecidas com a celulose do que com a lignina e são depositadas na parede celular 

em um estágio anterior à lignificação. A sua estrutura apresenta ramificações e 

cadeias laterais que interagem facilmente com a celulose, dando estabilidade e 

flexibilidade ao agregado.  

A lignina é responsável pela rigidez da parede celular dos vegetais, 

funcionando como agente permanente de ligação entre as células, conferindo 

resistência ao impacto, compressão e dobra (LEMOS, 2001). É um composto 

bastante estável, insolúvel em solventes orgânicos ou mesmo em ácido sulfúrico 

concentrado a quente, além disso, é resistente ao ataque químico, enzimático e 

microbiano, impedindo a penetração de agentes externos capazes de destruir as 

células (LARSSON et al.,1999).  

Segundo Bidlak; Malone; Benson (1992) e Martins (2005), a lignina é um 

polímero amorfo com estrutura tridimensional muito complexa e baseada em três 

precursores monoméricos aromáticos: os álcoois coniferílico, sinapílico
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p-cumarílico, variando a proporção desses monômeros entre diferentes espécies de 

plantas. Esta macromolécula orgânica está presente na madeira em cerca de 20 % a 

30 %, agindo como material adesivo, como agente de enrijecimento e como barreira 

contra degradação enzimática e/ou microbiana da parede celular. 

Dentre os resíduos lignocelulósicos destaca-se o bagaço de cana-de-açúcar, 

especialmente pelas grandes quantidades geradas nas usinas durante a obtenção 

do suco deste vegetal. Assim como a palha, o bagaço compõe-se, em média, de 

28% do peso da cana-de-açúcar, ou seja, a cada tonelada de cana-de-açúcar 

processada, 280 kg de bagaço de cana com 50 % de umidade são gerados 

(LAMONICA, 2005).  

A integração energética das usinas unida à existência de processos de 

monomerização eficientes (já existentes), e a substituição de parte do bagaço 

queimado por outros materiais como palha, permitiria uma disponibilidade de bagaço 

próxima a 78 % do obtido no processo de moagem. Esse maior excedente poderia 

ser destinado às etapas de pré-tratamento e posterior transformação em substâncias 

de maior interesse, aumentando a produtividade das indústrias sem acréscimos nas 

áreas de plantio. Estima-se que o bagaço excedente, se fosse utilizado para a 

produção de etanol, permitiria duplicar a produção no Brasil (PEREIRA, 2006; 

SOARES; ROSSELL, 2007). 

O uso do bagaço apresenta uma série de vantagens, tais como, de se 

apresentar processado após a passagem pelas moendas, disponibilidade em 

grandes quantidades e estar pronto para uso no local, diminuindo o custo do 

transporte, e por consequência o custo de produção de etanol por esta via (FUGITA, 

2010). Além disso, o bagaço da cana-de-açúcar se destaca por ser produzido no 

próprio território nacional, não havendo, em consequência, o risco de sofrer grandes 

alterações no preço por causa do dólar (KIIPPER, 2009). 

Após a cana-de-açúcar ser moída e atingir o último terno da moenda, o 

bagaço torna-se praticamente um pó formado de partículas e fibras de vários 

tamanhos. A porção mais rígida dessa mistura é rica em lignina e oriunda da parte 

externa do caule, sendo praticamente seca. O material menos rígido e úmido deriva 

do interior da planta (REYNOL, 2009). De acordo com Dias (2012), essa é a melhor 

parte para entrar no processo de produção de etanol, por possuir menor teor de 

lignina e ser rica em celulose. 
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No bagaço há várias substâncias químicas como terpenos/terpenóides, 

gorduras/ceras, vários tipos de compostos fenólicos, assim como proteínas e cinzas, 

os quais podem ser extraídos usando solventes polares e apolares. Estes 

componentes variam em cada espécie de material lignocelulósico, representando 

aproximadamente 5-20 % (FENGEL; WEGENER, 1989).  

 

 

3. Hidrólise de materiais lignocelulósicos 

 

Para produção de etanol a partir de bagaço de cana-de-açúcar é necessário 

que ocorra a transformação da celulose e hemicelulose em seus monômeros 

(glicose e xilose) e subsequente conversão dos mesmos em bioetanol. A celulose, 

entretanto, encontra-se muito protegida pela lignina. Torna-se necessário, portanto, 

realizar um pré-tratamento para a exposição das fibras de celulose, tornando-a mais 

acessível aos agentes hidrolíticos (BAUDEL, 2007).  

Os métodos de pré-tratamento podem ser físicos (picadores, moagem, 

térmico), químicos (ozônio, ácidos diluídos ou concentrados, alcalino, solventes), ou 

uma combinação entre eles (KIIPPER, 2009). Os tratamentos físicos geralmente são 

empregados como um primeiro estágio na abertura da rede lignocelulósica para daí 

se aplicar um tratamento hidrolítico químico sendo ácido ou alcalino, ou biológico 

com enzimas ou células (GALBE; ZACCHI, 2007).  

O pré-tratamento da matéria prima é considerado uma etapa crítica na 

produção de bioetanol, por promover grande impacto sobre todas as outras etapas 

do bioprocesso, tendo influência sobre a fermentação, recuperação de produto, 

tratamento do efluente e a demanda energética ao longo do processamento. De 

acordo com Galbe e Zacchi (2007), para um pré-tratamento ser considerado efetivo, 

deve apresentar algumas características, como resultar em alta extração de 

açúcares; ter um baixo custo de capital e operacional; e permitir alta digestibilidade 

da celulose. No caso de subsequente hidrólise enzimática, o pré-tratamento deve ter 

uma baixa demanda energética ou ser realizado em uma via que possibilite o reuso 

da energia em outras etapas do processo como calor secundário, além de produzir 

quantidades insignificantes de produtos de degradação derivados dos açúcares ou 

da lignina, que serão tóxicos ao biocatalisador.   
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A hidrólise é um processo utilizado para a despolimerização da fração 

hemicelulósica em materiais lignocelulósicos (SUN; CHENG, 2005). Em geral, a 

hidrólise ácida é conduzida com ácidos minerais como ácido sulfúrico ou ácido 

clorídrico em concentrações na faixa de 1 a 5 %, temperaturas em torno de 150 ºC e 

pressões de até 10 atm. Neste processo, a temperatura e a concentração do ácido 

são fatores cruciais na formação de compostos tóxicos. Temperaturas menores 

podem ser mais adequadas quanto à formação de inibidores, entretanto, podem 

acarretar diminuição do rendimento de extração dos açúcares. De outra forma, 

temperaturas acima de 160 ºC geram altas quantidades de açúcares e compostos 

inibidores (SUN; CHENG, 2002; MOUTTA, 2009). 

Segundo Herrera et al. (2002), o mecanismo reacional da hidrólise ácida de 

materiais hemicelulósicos pode ser descrito pelas seguintes etapas:  

1. difusão dos prótons através da matriz lignocelulósica úmida;  

2. protonação do oxigênio da ligação éter entre os monômeros de açúcar;  

3. quebra da ligação éter e geração de um carbocátion como intermediário;  

4. solvatação do carbocátion com água;  

5. regeneração do próton e cogeração do monômero de açúcar, oligômero ou 

polímero, dependendo da ligação éter rompida;  

6. difusão dos produtos na fase líquida (se for permitida, por sua forma e 

tamanho) e,  

7. reinício do processo a partir do passo 2.  

 

A hidrólise enzimática é um processo que apresenta especificidade da reação 

e ausência de formação de produtos secundários. É um processo que não requer 

altas pressões e temperaturas ou ambientes corrosivos para os equipamentos 

(BASTOS, 2007). A proteção da lignina e as configurações espaciais do complexo 

celulose-hemicelulose-lignina, no entanto, tornam este tipo de hidrólise um processo 

lento e pouco econômico (CANETTIERI; ALMEIDA E SILVA; CARVALHO JR, 2004). 

Além disso, aspectos operacionais relacionados ao elevado tempo (48-72 horas), 

bem como o elevado custo das enzimas, têm acarretado incertezas quanto à 

viabilidade econômica do processo (SANDERSON, 2010). 
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4. Fermentação dos hidrolisados 

 

Quando celulose e hemicelulose são hidrolisadas, uma mistura de 

monossacarídeos pode ser produzida. Os açúcares predominantes liberados são 

xilose, glicose e, em concentrações bem menores, arabinose, galactose e manose. 

Quando micro-organismos são expostos a essa mistura de açúcares, ocorre a 

fermentação. A D-xilose pode ser degradada visando a produção de etanol, por 

diferentes espécies de leveduras, fungos filamentosos e bactérias naturalmente 

ocorrentes e/ou recombinantes. As bactérias, entretanto, possuem baixa tolerância 

ao etanol e fungos filamentosos possuem baixas produtividades (PEREIRA JR, 

1991).   

Muitas leveduras utilizam a xilose diretamente, mas a capacidade de 

produção de etanol é muito limitada. Entre os gêneros que possuem capacidade de 

fermentar xilose estão Brettanomyces, Candida, Clavispora, Kluyeromyces, 

Pachysolen, Pichia e Schizosaccharomyces. As espécies Candida shehatae, 

Pachysolen tannophilus e Pichia stipitis são indicadas, na literatura, como as mais 

aptas a alcançar altos rendimentos de fermentação alcoólica a partir de xilose 

(McMILLAN, 1993; BALAT; BALAT; ÖZ, 2008).  

Toivola et al. (1984) identificaram P. stipitis como uma das espécies que 

produzem etanol a partir de xilose com melhores rendimentos e produtividades. No 

entanto, P. stipitis é sensível aos ácidos orgânicos, incluindo o ácido acético, 

compostos que diminuem o crescimento celular e a produção de etanol e que estão 

presentes em hidrolisados hemicelulósicos. 

O metabolismo de xilose na etapa inicial pode ocorrer de duas formas: na 

presença da enzima xilose isomerase, predominante em bactérias, que realiza a 

conversão da D-xilose em D-xilulose, sendo facilmente convertida em xilulose-5-

fosfato. Dessa maneira, esta entra na via Pentose-Fosfato (PPP) gerando frutose-6-

fosfato, a qual é convertida em piruvato por meio da glicólise. Na segunda forma, 

predominante em leveduras, fungos filamentosos e outros eucariotos, a D-xilose é 

catalisada pela xilose redutase gerando xilitol, o qual por meio da xilitol 

desidrogenase, é convertido em xilulose-5-fosfato, que segue também via PPP e, 

em seguida, via glicólise até gerar piruvato. Em leveduras, na ausência de oxigênio,
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o piruvato é reduzido a etanol e CO2 (JACKSON; NICOLSON, 2002; JEFFRIES, 

2006). A Figura 2 apresenta um esquema simplificado do metabolismo de D-xilose.  

 

 

 

Figura 2. Esquema simplificado do metabolismo de D-xilose. Fonte: Adaptado de JACKSON; 

NICOLSON (2002). 

 

 

Nas leveduras, o metabolismo de xilose é parcialmente regulado pela 

disponibilidade de oxigênio. A enzima xilose redutase (XR) tem maior afinidade por 

NADPH do que por NADH, enquanto xilitol desidrogenase (XDH) utiliza somente 

NAD+. Essa diferença de especificidade ao cofator resulta em um acúmulo de 

NADP+ e NADH devido a um desequilíbrio de reciclagem de co-fatores que ocorre 

sob condições de respiração reduzida, provocando a inibição da atividade de XDH, o 

que em leveduras fermentadoras de xilose, contribui significativamente para o 

aumento da formação de xilitol e diminuição da produção de etanol (JEFFRIES, 

2006; CHU; LEE, 2007). 

Sob condições anaeróbias, o NADPH pode ser regenerado por meio de 

frutose-6-fosfato na via PPP e através das enzimas NADP-dependentes, isocitrato 

desidrogenase e aldeído desidrogenase, minimizando o acúmulo de NADP+. 

Entretanto, não é possível produzir a regeneração de NADH a NAD+ por meio da 

fermentação alcoólica, e o sistema de transferência de elétrons é incapaz de realizar 

a reoxidação pela respiração devido aos baixos níveis de O2. A regeneração de 

NAD+ pela reação de XDH pode ser efetuada por meio da redução de 

diidroxiacetona a glicerol, no entanto, a formação de glicerol não é considerada 
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ideal, visto que desvia o carbono da produção de etanol (JEFFRIES, 2006; CHU; 

LEE, 2007). 

A composição do meio favorável ao processo e as condições da fermentação 

são de extrema importância para a obtenção de melhores resultados, além da 

escolha de um micro-organismo apropriado para o processo de fermentação. Os 

parâmetros mais relevantes ao processo de fermentação alcoólica a partir de xilose 

serão apresentados a seguir (OLIVEIRA, 2010). 

 

a)  Aeração 

 

Na fermentação alcoólica de xilose por leveduras, o suprimento de oxigênio é 

um dos fatores ambientais mais importantes, influenciando o crescimento celular, o 

rendimento, a produção de etanol e a formação de produtos. Dessa maneira, a 

vazão de aeração é determinante na quantidade de carbono utilizada pela célula 

para crescimento celular ou formação de etanol, existindo um nível de oxigenação 

que levaria ao alto rendimento e produtividade em etanol, coincidentes com baixo 

rendimento em biomassa (RIZZI et al., 1989; SCHNEIDER, 1989).  

Esse comportamento foi confirmado para P. stipitis quando Guebel et al. 

(1991) verificaram a impossibilidade de melhorar a produção de biomassa e a 

formação de produto com um único valor de taxa de transferência de oxigênio 

(OTR), sendo apropriado um processo aeróbio para o crescimento celular e 

condições microaeróbias para maximizar a produtividade em etanol. De certo modo, 

adicionalmente, tanto para a levedura mencionada como para Pachysolen 

tannophilus e Candida shehatae, tem se reportado baixo requerimento de oxigênio 

para obter uma máxima produção de etanol e, em caso contrário acúmulo de xilitol 

ou reassimilação do mesmo (HÄHN-HAGERDAL et al., 1991).  

A oxigenação é necessária para manter o balanço redox nas diferentes 

reações envolvidas na degradação de xilose e na manutenção do micro-organismo. 

Além disso, trabalhos tem demostrado que é necessária uma oxigenação adequada 

para o transporte eficaz de xilose e também para algumas funções mitocondriais 

(SKOOG; JEPPSSON; HÄHN-HAGERDAL, 1992). 



35 

 

 

Segundo Zhang et al. (2011) tem sido relatado que Kluyveromyces marxianus 

CBS712 pode assimilar xilose, mas a sua capacidade de produzir etanol a partir 

dessa pentose é acoplada à aeração. 

 

b) pH 

 

As variações de pH afetam fortemente os rendimentos em etanol. O pH ótimo 

para o crescimento e/ou produção de etanol é função direta do micro-organismo 

estudado. As discrepâncias no comportamento do micro-organismo em função do 

pH e os valores ótimos, reportados na literatura, podem ser atribuídos a outras 

condições de processo, ao tipo de controle de pH e/ou a metodologia empregada 

para o cálculo de parâmetros comparativos (DU PREEZ, 1994; KASTNER et al., 

1996). 

Estudos mostram que para P. stipitis CBS 7126, o intervalo está entre 4,5 e 

6,0, sendo este último valor de pH o mais apropriado (SLININGER et al., 1990). No 

caso de P. tannophilus, altas produtividades são possíveis numa faixa entre 2,5 e 

5,0 (SLININGER et al., 1985). Para C. shehatae CBS 2779 tem sido reportada uma 

produtividade volumétrica máxima utilizando um intervalo de pH entre 4,0 e 5,0 (DU 

PREEZ; BOSH; PRIOR, 1986a). 

 

c) Temperatura 

 

Estudos realizados em fermentação com P. stipitis CBS 7126, demonstraram 

que, em um intervalo de temperatura entre 30 ºC e 32 ºC, obtém-se a máxima 

concentração de etanol. As fermentações que utilizam tanto P. stipitis como C. 

shehatae CBS 2779, apresentam uma acentuada diminuição na formação de 

produto com o aumento de temperatura a valores acima do ótimo (30 ºC), assim 

como diferentes intervalos ótimos de produção para etanol e xilitol, sendo a 

formação dessa última substância mais sensível aos aumentos de temperatura 

(BARBOSA et al., 1990).  

É importante destacar que a temperatura ótima do processo não depende 

somente da linhagem, mas também do substrato utilizado (glicose e/ou xilose), sua 

concentração e da presença de outros compostos (OLIVEIRA, 2010). 
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d) Concentração de Substrato 

 

Segundo Roberto et al. (1991), em investigações com P. stipitis, a levedura é 

inibida em fermentações com concentrações iniciais de xilose entre 76 g/L e 99 g/L, 

sendo o rendimento em etanol afetado para concentrações acima de 145 g/L. Em 

estudos realizados com P. stipitis Y7124, verificou-se que o rendimento em etanol 

permanecia constante entre 20 e 110 g/L. Embora não tenha sido verificado acúmulo 

de xilitol em concentrações acima dos 110 g/L, tem se reportado rendimentos 

gradativamente menores (LAPLACE et al., 1991).  

Segundo DU Preez; Bosh; Prior (1986b), o acúmulo de xilitol durante 

fermentações com leveduras obedece mais as condições ambientais, como a 

disponibilidade de oxigênio e alta densidade celular do que a concentração inicial de 

substrato.  

Outros autores relataram que a levedura P. stipitis CBS 5773 apresenta uma 

diminuição no rendimento em etanol de 0,41 para 0,39 g/g, quando aumentada a 

concentração de xilose de 50 para 200 g/L (SLININGER et al., 1985). No caso da 

linhagem P. stipitis CBS 5774, concentrações entre 80 e 100 g/L de xilose foram 

relatadas como as melhores para a bioconversão de xilose em etanol, mas 

constatou-se uma diminuição drástica nos valores dos parâmetros de fermentação 

para concentrações acima de 150 g/L (ANTUNES, 1997).  

 

e) Concentrações de Etanol 

 

Para viabilizar a destilação do meio fermentado e alcançar altos níveis de 

produção, a tolerância das leveduras ao etanol é de vital importância. Porém, essa 

tolerância difere para cada linhagem de levedura, sendo afetada pelas condições de 

cultivo, e especialmente, pela temperatura (DU PREEZ; BOSH; PRIOR, 1987).   

Em estudos realizados com P. stipitis NRRL Y7124, verificou-se tolerância ao 

etanol dependente da fonte de carbono (glicose ou xilose). Essa relação entre a 

tolerância e a fonte de carbono foi estudada a partir do crescimento e a atividade da 

ATPase presente na membrana plasmática para cultivos com glicose ou xilose, 

sendo melhores as atividades apresentadas em processos realizados utilizando a 

hexose (MEYRIAL et al., 1995). Com essa mesma linhagem, em estudos para
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avaliar o efeito do etanol, observou-se que na medida em que aumenta a 

concentração desse produto no meio, o rendimento em xilitol aumenta linearmente 

e, consequentemente, apresenta-se uma diminuição proporcional no rendimento em 

etanol (DELGENES; MOLETTA; NAVARRO, 1988; JEFFRIES et al., 2007).  

Fermentações realizadas com várias linhagens de C. shehatae e com P. 

stipitis Y633 (CBS 7126), conduzidas em batelada alimentada com baixo nível de 

oxigenação, o crescimento celular foi sensível ao efeito inibitório do etanol 

adicionado. As linhagens P. stipitis Y633 (CBS 7126), C. shehatae CSRI Y633 e C. 

shehatae CSRI Y492, apresentaram-se como as melhores produtoras, alcançando 

concentrações entre 44 e 47 g/L de etanol (DU PREEZ; VAN DRIESSEL; PRIOR, 

1989). 
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RESUMO 

 

A procura por novas espécies de leveduras capazes de fermentar pentoses é um 

dos desafios frente às dificuldades na tecnologia da produção de etanol de segunda 

geração. As fontes naturais de materiais lignocelulósicos podem ser reservatórios de 

linhagens com potencial de assimilação e fermentação de pentoses. Este estudo 

teve por objetivo realizar o isolamento de linhagens de leveduras de fontes naturais 

(caldo, bagaço e rizosfera de cana-de-açúcar, e palha de milho), a avaliação 

presuntiva da capacidade de fermentação de pentoses (D-xilose e L-arabinose) e a 

identificação da linhagem selecionada. Para o isolamento, foi utilizada a técnica da 

diluição em série e plaqueamento em meio sintético contendo a pentose como única 

fonte de carbono. Dentre 350 isolados, 39 apresentaram atividade fermentativa de 

arabinose (56,4 %) ou xilose (38,5 %) ou ambas (5,1 %). Uma das linhagens que 

apresentou fermentação tanto de arabinose quanto de xilose (código 311), isolada 

de caldo de cana-de-açúcar, foi identificada por meio da amplificação da região 

D1/D2 do gene 26S e da região ITS do DNA ribossomal como sendo da espécie 

Meyerozyma guilliermondii. Esta linhagem foi selecionada para os testes posteriores 

de crescimento e fermentação de xilose e arabinose em meios sintéticos e 

hidrolisados de bagaço de cana-de-açúcar, sob diferentes condições ambientais. 

 

Palavras-chave: Meyerozyma guilliermondii, pentoses, xilose, arabinose, bagaço de 

cana-de-açúcar, palha de milho, rizosfera, caldo de cana-de-açúcar. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A xilose é a pentose predominante na biomassa lignocelulósica e o segundo 

carboidrato mais abundante na natureza (MATSUSHIKA et al., 2009). No entanto, a 

geração de bioetanol a partir dessa biomassa depende da eficiente metabolização 

da pentose D-xilose pelos biocatalisadores, as leveduras (NAKAMURA et al., 2008). 

Dessa maneira, a xilose torna-se uma alternativa para produção de etanol 

combustível a partir da sua fermentação (JEFFRIES, 2006). 

A levedura Saccharomyces cerevisiae é utilizada com sucesso na produção 

industrial de etanol de primeira geração a partir da cana-de-açúcar e melaço no 

Brasil, sendo capaz de fermentar hexoses rápida e eficientemente, exibe alta 

tolerância ao etanol, a inibidores e ao baixo pH encontrado nos tanques de 

fermentação. Esta espécie, no entanto é incapaz de fermentar celobiose e pentoses 

como a xilose, que estão presentes em grande quantidade em hidrolisados da 

biomassa lignocelulósica (STAMBUK et al., 2008; MATSUSHIKA et al., 2009).  

Desde os anos 80 a habilidade de leveduras em fermentar xilose tem sido 

descrita, como em 1983, quando Du Preez e Walt descreveram Candida shehatae 

como uma nova espécie fermentadora de xilose (DU PREEZ; VAN DER WALT, 

1983). Atualmente sabe-se que outras espécies de leveduras como Candida 

succiphila, Candida jeffriesii, Candida intermedia, Kluyveromyces marxianus, Pichia 

stipitis, Pachysolen tannophilus, Hansenula polymorpha, Debaryomyces hansenii, 

também fermentam xilose produzindo etanol com diferentes graus de rendimento 

(HÄHN-HAGERDAL et al., 1994; TAVARES et al., 2000; GÁRDONYI et al., 2003; 

STAMBUK et al., 2003; NGUYEN et al., 2006; JEFFRIES et al., 2007).  

Foram descritas duas espécies novas de leveduras fermentadoras de xilose, 

como a Spathaspora passalidarum, uma levedura isolada do intestino de besouros 

presentes em madeira (NGUYEN et al., 2006) e Spathaspora arborariae, uma 

levedura isolada a partir de madeira em decomposição em duas diferentes 

localidades do Brasil (CADETE et al., 2009). Ambas as espécies são reconhecidas 

pela capacidade de fermentar xilose e produzir etanol, tendo potencial para  
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produção de biocombustível a partir de material vegetal, além de serem tolerantes 

aos compostos inibidores gerados a partir da hidrólise da biomassa lignocelulósica 

(CUNHA-PEREIRA et al., 2011). 

Organismos geneticamente modificados com capacidade de fermentação de 

pentoses incluem a levedura S. cerevisiae e as bactérias Escherichia coli e 

Zymomonas mobilis (SKOOG; HÄHN-HAGERDAL, 1988). 

Dentre as principais espécies de leveduras fermentadoras de xilose, P. stipitis 

é considerada a mais promissora, uma vez que é capaz de converter a maior parte 

dos açúcares presentes nos hidrolisados hemicelulósicos em etanol. No entanto a 

utilização em larga escala destas leveduras é dificultada pela sua baixa tolerância ao 

hidrolisado e etanol, além da incapacidade de fermentar xilose a um pH baixo 

(STAMBUK et al., 2008). 

Neste contexto, torna-se interessante a procura por novas espécies de 

leveduras capazes de fermentar pentoses, e as fontes naturais de materiais 

lignocelulósicos podem ser reservatórios de linhagens com alto potencial. O 

presente trabalho teve como objetivo o isolamento de leveduras de materiais 

lignocelulósicos (bagaço de cana e palha de milho) assim como de ambientes 

relacionados, como solo de rizosfera de cana e caldo de cana. Após o isolamento, 

as linhagens foram testadas quanto à habilidade de fermentar pentoses, 

identificadas e selecionadas para as etapas posteriores de otimização de meio de 

cultura sintético e hidrolisados. 

 

 

2.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Isolamento e seleção de leveduras de fontes naturais 

 

2.1.1. Isolamento de leveduras de bagaço de cana-de-açúcar  

 

Foram realizadas coletas de bagaço de cana-de-açúcar em duas usinas 

localizadas no município de Araras, em diferentes períodos: Usina Santa Lúcia, 

cinco amostras em 15 de dezembro de 2009, quatro amostras em 30 de abril de 

2010 e quatro amostras em 05 de outubro de 2010; e na Usina São João, cinco  
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amostras em 20 de maio de 2010 e quatro amostras no dia 06 de novembro de 

2010. 

Foram diluídos 10 g de cada amostra em 90 mL de solução salina (0,85 %  

NaCl) estéril em Erlenmeyer de 250 mL, os quais foram submetidos à agitação a 150 

rpm, 30 °C por 35 minutos. Em seguida, foram realizadas diluições em série até 10-3. 

A partir de cada diluição foi transferido 0,1 mL para placas de Petri contendo 6,7 g/L 

YNB - YEAST NITROGEN BASE com aminoácidos e sulfato de amônio (Difco®) + 

20 g/L xilose ou 20 g/L arabinose. O inóculo foi distribuído sobre os meios com o 

auxilio da alça de Drigalsky. Aos meios de cultura foram adicionados os antibióticos 

ampicilina e ácido nalidixico na concentração de 50 mg/L. 

 As placas em (duplicatas) de cada amostra contendo os devidos meios e as 

alíquotas semeadas foram incubadas a 30 ± 2 ºC por cinco dias. Após este período, 

foi realizada a contagem das colônias de leveduras, as quais foram diferenciadas 

pelas características morfológicas de tamanho, cor, forma e textura. A partir de cada 

tipo morfológico foi selecionada uma colônia, da qual uma alçada de células foi 

estriada em placas com meio YM (3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L extrato de 

malte, 5 g/L peptona, 10 g/L glicose, 20 g/L ágar) e incubadas a 30 ± 2 °C por cinco 

dias. As linhagens de leveduras purificadas foram cultivadas em tubos de cultivo 

contendo meio YM sólido inclinado (slant) a 30 ± 2 °C por 24 horas, sendo a seguir 

estocadas a 3-4 °C, para posterior realização dos testes de fermentação. 

 

2.1.2. Isolamento de leveduras de palha de milho  

 

Foi realizada uma coleta da palha de milho amontoada em frente a lavoura de 

milho, representada na Figura 1, localizada no Centro de Ciências Agrárias da 

Universidade Federal de São Carlos/UFSCar, Araras, em 02 de julho de 2010, em 

número de 10 amostras, as quais foram reunidas e homogeneizadas para a 

formação de uma amostra composta. As palhas foram cortadas com tesoura 

esterilizada. Foram diluídos 10 g de cada amostra em 90 mL de solução salina   

(0,85 % NaCl) estéril em Erlenmeyer de 250 mL. Os frascos foram submetidos à 

agitação a 150 rpm, 30 °C por 35 minutos. Em seguida, foram realizadas diluições 

em série ate 10-3. A partir de cada diluição foi transferido 0,1 mL para placas de Petri 

contendo 6,7 g/L YNB - YEAST NITROGEN BASE com aminoácidos e sulfato de  
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amônio (Difco®) + 20 g/L xilose ou 20 g/L arabinose. O inóculo foi distribuído sobre 

os meios com o auxilio da alça de Drigalsky. Aos meios de cultura foram adicionados 

os antibióticos ampicilina e ácido nalidixico na concentração de 50 mg/L. 

As placas em (duplicatas) de cada amostra contendo os devidos meios e as 

alíquotas semeadas foram incubadas a 30 ± 2 ºC por cinco dias. Posteriormente, foi 

realizada a contagem das colônias de leveduras, as quais foram diferenciadas pelas 

seguintes características morfológicas, de tamanho, cor, forma e textura. A partir de 

cada tipo morfológico foi selecionada uma colônia, da qual uma alçada de células foi 

estriada em placas com meio YM e incubadas a 30 ± 2 °C por cinco dias. As 

leveduras purificadas foram cultivadas em tubos de cultivo contendo meio YM sólido 

inclinado (slant) a 30 ± 2 °C por 24 horas, sendo a seguir estocadas a 3-4 °C, para 

posterior realização dos testes de fermentação. A Figura 1 mostra o local de coleta 

da palha de milho realizada no Centro de Ciências Agrárias/CCA- Campus Araras- 

UFSCar. 

 

 

 

Figura 1. Local de coleta da palha de milho no CCA - Campus Araras- UFSCar 

 

 

2.1.3. Isolamento de leveduras de rizosfera de cana-de-açúcar  

 

Foram realizadas duas amostragens do solo da rizosfera da cana-de-açúcar 

em um canavial localizado na Universidade Federal de São Carlos – Centro de 

Ciências Agrárias – campus Araras, nos dias 16 de abril de 2010 e 05 de outubro de 

2010. A amostragem foi realizada retirando-se a palha localizada na parte superior 
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do solo, e com a ajuda de um trado, foi coletado solo de 0 a 20 cm de profundidade. 

Foram coletadas 10 amostras de aproximadamente 100 g de solo cada, em áreas 

equidistantes dentro do talhão. Essas amostras foram colocadas em sacos plásticos 

esterilizados, amarrados com barbante, e armazenadas em caixas de isopor ate o 

laboratório, onde foram peneiradas, reunidas e homogeneizadas para a formação de 

uma amostra composta. O solo foi armazenado a 4 °C ate a análise (AZEREDO et 

al., 1998). 

Para o isolamento das leveduras, 10 g de solo foram adicionados a 90 mL de 

solução salina (0,85 % NaCl), e os frascos agitados a 200 rpm por 15 minutos. 

Procedeu-se a diluição ate 10-4. A partir de cada diluição foi transferido 0,1 mL para 

placas de Petri contendo 6,7 g/L YNB - YEAST NITROGEN BASE com aminoácidos 

e sulfato de amônio (Difco®) + 20 g/L xilose ou 20 g/L arabinose. Aos meios de 

cultura foram adicionados os antibióticos ampicilina e ácido nalidíxico na 

concentração de 50 mg/L. 

As placas em (duplicatas) de cada amostra foram incubadas a 30 ± 2 ºC por 

cinco dias. No quinto dia foi realizada a contagem das colônias de leveduras obtidas. 

As colônias foram diferenciadas pelas características morfológicas. 

A partir de cada tipo morfológico foi selecionada uma colônia da qual uma 

alçada de células foi estriada em meio YM e incubada a 30 ± 2 °C por cinco dias. As 

linhagens de leveduras purificadas foram cultivadas em tubos de cultivo contendo 

meio YM sólido inclinado (slant) a 30 ± 2 °C por 24 horas, sendo a seguir estocadas 

a 3-4 °C, para posterior realização dos testes de fermentação. 

 

2.1.4. Isolamento de leveduras de caldo de cana-de-açúcar  

 

As leveduras avaliadas pertencem ao banco de leveduras do Laboratório de 

Microbiologia Agrícola e Molecular – LAMAM, da Universidade Federal de São 

Carlos, Centro de Ciências Agrárias, Campus de Araras. As linhagens foram 

isoladas de caldo de diferentes variedades de cana e de diferentes partes do colmo 

de cana-de-açúcar em trabalho realizado por Martini (2009). Os isolados estão 

sendo mantidos em tubos de cultivo com o meio YPD (10 g/L de extrato de levedura, 

20 g/L de peptona, 20 g/L de glicose, 20 g/L ágar) inclinado (slant), em geladeira a   

4 °C e foram avaliados nos testes de fermentação de pentoses. 
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3. Testes de fermentação de pentoses  

 

As leveduras foram testadas inicialmente quanto à habilidade em fermentar D-

xilose e L-arabinose. Uma alçada de células de cada levedura isolada e purificada 

foi inoculada em tubo com 5 mL de meio YPD líquido e então, este foi incubado por 

24 horas a 30 ± 2 °C. A partir de cada suspensão de levedura crescida em YPD, 0,1 

mL foi retirado e inoculado em um tubo com 5 mL da seguinte solução basal 

esterilizada: 5 g/L de sulfato de amônio, 1 g/L de fosfato de potássio monobásico, 

0,5 g/L de sulfato de magnésio, acrescido de 20 g/L de cada um dos açúcares 

(xilose ou arabinose), como única fonte de carbono, contendo tubo de Durham.  O 

meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 120 ºC por 10 minutos, a 1 atm 

pressão. 

Os testes foram realizados em duplicatas e as leituras realizadas ao final de 

10 dias. Um tubo com solução basal sem a fonte de carbono (açúcar) foi utilizado 

como padrão negativo em cada teste. 

As leveduras que expressaram habilidade de fermentar xilose e/ou arabinose 

(formação de bolha no tubo de Durham, Figura 2) foram selecionadas para os testes 

posteriores de otimização do meio de cultura.  

 

 

 

Figura 2. Levedura 311 (isolada de caldo de cana) em tubo de cultivo  com meio contendo 
xilose como única fonte de carbono. A seta indica a bolha formada no interior do tubo de Durham. 
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4. Identificação da levedura selecionada 

 

A linhagem 311, isolada de caldo de cana-de-açúcar, foi identificada por 

sequenciamento da região ITS e domínios D1/D2 do DNA ribossomal, após 

amplificação por PCR (Polymerase Chain Reaction). A reação PCR e o 

sequenciamento da região ITS foram realizados no Laboratório PANGENE –

Pesquisas e Análises Genéticas, UNESP-Campus de Botucatu, sob a supervisão da 

Dra. Débora Colombi. A reação PCR e o sequenciamento dos domínios D1 e D2 do 

gene 26S foram realizados no Laboratório de Microbiologia - CEIS/Centro de 

Estudos de Insetos Sociais, UNESP-Campus de Rio Claro, sob a supervisão do 

Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca. 

As sequências obtidas foram comparadas com as informações disponíveis no 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) por meio do programa Blast-N (ALTSCHUL 

et al., 1997) para verificação da identidade da linhagem sequenciada. 

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Isolamento e testes fermentativos de leveduras isoladas de fontes 

naturais 

 

Os resultados obtidos quanto ao número de unidades formadoras de colônia 

por grama (UFC/g) de leveduras isoladas do bagaço da Usina Santa Lúcia e Usina 

São João estão representados na Figura 3. O número de leveduras que assimilaram 

arabinose como fonte de carbono foi semelhante à xilose; verificando-se altas 

contagens, permanecendo em torno de 106 leveduras/g de bagaço. Foram isoladas 

147 culturas para testes de fermentação das pentoses, sendo 74 para arabinose e 

73 para xilose. Os testes foram realizados em meio fermentativo com 20 g/L de 

açúcar (arabinose ou xilose), tendo sido selecionadas 11 leveduras fermentadoras 

de arabinose e 10 de xilose. 
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Figura 3. Número de leveduras (UFC/g) isoladas de bagaço de cana-de-açúcar utilizando 

meio seletivo contendo xilose ou arabinose como única fonte de carbono. 

 

 

Foi realizado também o isolamento de linhagens de leveduras da palha de 

milho e da rizosfera de cana-de-açúcar. Na palha do milho os resultados 

demonstraram que o número de leveduras que assimilaram arabinose ou xilose 

como fonte de carbono foram semelhantes, em torno de 102 UFC/mL de leveduras 

(Figura 4). Destas foram isoladas 7 leveduras, sendo 4 assimiladoras de xilose e 3 

de arabinose, as quais não apresentaram bolha no teste preliminar de fermentação.  

O isolamento de leveduras da rizosfera de cana-de-açúcar demonstrou que o 

número de linhagens de leveduras que assimilaram arabinose ou xilose como fonte 

de carbono foi diferente entre si, em torno de 103 UFC/g para arabinose e 104 UFC/g 

para xilose (Figura 4). Destas foram isoladas 13 linhagens de leveduras, sendo 6 

assimiladoras de arabinose e 7 de xilose. No teste preliminar de fermentação 

somente uma levedura apresentou resultado positivo para xilose. 
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Figura 4. Número de leveduras (UFC/g) isoladas de rizosfera de bagaço de cana-de-açúcar e 

palha de milho utilizando meio seletivo contendo xilose ou arabinose como única fonte de carbono. 

 

 

Entre as leveduras isoladas do caldo de cana-de-açúcar testadas (183, cerca 

de 20% do banco de culturas) em meio líquido contendo arabinose ou xilose como 

únicas fontes de carbono, somente 17 (14; 311; 31; 326; 341; 381; 393; 396; 

1aC10L(B)4; 1aC10N(B)5; 1aC10P(N)7; 2aC6L(3); 3aC6L(2); 3aC7D(6); 3aC7L(2); 

3aC7N(1); F(N)8) apresentaram formação de bolhas no interior do tubo de Durham, 

11 indicando fermentação do açúcar arabinose, 4 do açúcar xilose e 2 indicando 

fermentação de xilose e arabinose (14 e 311). 

Rossi e Andrietta (2009) isolaram 70 linhagens de leveduras de amostras de 

bagaço de cana-de-açúcar utilizando três meios de cultura (WLN, YMA e Chromagar 

Candida) e apenas seis apresentaram capacidade fermentativa. Nenhum destes 

isolados foi capaz de fermentar xilose ou arabinose, sendo que um foi capaz de 

assimilar arabinose e dois a xilose. Esses autores obtiveram contagens de 105 a 107 

UFC/g em média. Considerando-se que no presente trabalho foi utilizado meio 

seletivo, ou seja, contendo a pentose como única fonte de carbono, isolaram-se 

diretamente aquelas leveduras que assimilam estes açúcares, de forma que as 

contagens foram então bem superiores àquelas encontradas por Rossi e Andrietta 

(2009). O número de leveduras capazes de metabolizar pentoses é grande, no 
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entanto, cerca de 1% somente é capaz de fermentar estes açúcares (HÄHN-

HAGERDAL et al., 2007). Quanto mais leveduras capazes de assimilar xilose e 

arabinose forem isoladas, maiores as chances de se encontrar aquelas que 

fermentam as pentoses. 

Em vista dos resultados obtidos para fermentação tanto de xilose quanto de 

arabinose, foi selecionada a linhagem 311 isolada de caldo de cana-de-açúcar para 

identificação e testes fermentativos posteriores. 

 

5.2. Identificação da linhagem de levedura selecionada 

 

Inicialmente a linhagem 311 (isolada de caldo de cana-de-açúcar) foi 

identificada por sequenciamento da região ITS do DNA ribossomal como Pichia 

caribbica, conforme relatório obtido no banco de dados do NCBI -National Center of 

Biotechnology Information (Figura 5). A espécie Meyerozyma caribbica, encontrada 

nos primeiros resultados, é sinônima de Pichia caribbica (VAUGHAN-MARTINI et al., 

2005). Em seguida, a linhagem foi enviada para a UNESP-Rio Claro, sob supervisão 

do Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca, para amplificação e sequenciamento do 

dominio D1/D2 do gene 26S do DNA ribossomal. O relatório da análise desta 

sequência no NCBI está na Figura 6, que apontou as espécies Meyerozyma 

guilliermondii e Pichia guilliermondii com alta identidade à da linhagem aqui isolada. 

Ambas as espécies, P. caribbica e P. guilliermondii fazem parte do mesmo 

clado genético e são indistinguíveis entre si por testes taxonômicos convencionais 

(VAUGHAN-MARTINI et al., 2005). Nova et al. (2009) verificaram que a espécie P. 

caribbica foi a segunda levedura mais comum nos três alambiques estudados para 

produção de cachaça, independentemente do nível tecnológico dos mesmos, e 

apresentando produto de amplificação da região ITS com 600 bp. No entanto, 

sequenciamento do domínio D1/D2 das leveduras apresentando este ribotipo de 600 

bp mostrou dois tipos de leveduras, identificadas como P. caribbica e P. 

guilliermondii. 

Trabalho de Vaughan-Martini et al. (2005) descreveu P. caribbica como o 

estado ascospórico de Candida fermentati e Candida guilliermondii var. carpophila 

foi elevada à condição de espécie como Candida carpophila. Estes novos taxa, que 

são indistinguíveis com base nos critérios taxonômicos convencionais, diferem um 
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do outro e de Pichia guilliermondii pela baixa relação na sequência de bases de 

DNA, cariótipos eletroforéticos diferentes, e divergências nucleotídicas nos domínios 

D1/D2 da região 26S do DNA ribossomal. P. caribbica produz um, raramente dois, 

ascósporos em formato de saturno em ascos persistentes (VAUGHAN-MARTINI et 

al., 2005). 

 

 

 
 
Figura 5. Relatório obtido no site www.ncbi.nlm.nih.gov para a sequência de nucleotídeos da 

região ITS do DNA ribossomal da linhagem 311. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 6. Relatório obtido no site www.ncbi.nlm.nih.gov para a sequência de nucleotídeos do 

dominio D1/D2 do gene 26S do DNA ribossomal da linhagem 311. 

 

 

P. guilliermondii é amplamente distribuída na natureza, tendo sido isolada de 

exsudatos de várias árvores, insetos (ARAUJO et al., 1995; SIBIRNY, 1996), solo, 

plantas (CAPRIOTTI; RANIERI, 1964), atmosfera, água do mar (DIRIYE et al., 1993) 

e de alimentos processados (DIRIYE; SCORZETTI; MARTINI, 1993). Segundo 

Vaughan-Martini et al. (2005), estudos recentes de amostras classificadas como P. 

guilliermondii e seu anamorfo C. guilliermondii têm mostrado que se trata de um 

complexo geneticamente heterogêneo compreendendo vários taxa fenotipicamente 

indistinguíveis (BAI, 1996; SAN MILLA´N et al., 1997). Um deles, a recém-

reintegrada espécie C. fermentati foi originalmente descrita como Torula fermentati 

(BAI, 1996). As comparações moleculares mostraram que as cepas formadoras de 

ascósporos representam o estado perfeito de C. fermentati. Além disso, as 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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comparações moleculares também mostraram que C. guilliermondii var. carpophila 

(MILLER; MRAK, 1953; PHAFF; MILLER, 1961), que tem sido considerada um 

sinônimo de P. guilliermondii (KURTZMAN, 1998),  representa uma espécie distinta 

que está intimamente relacionada com ambas, P. guilliermondii e C. fermentati 

(VAUGHAN-MARTINI et al., 2005). 

Além do trabalho anteriormente apresentado sobre o isolamento e a 

predominância de P. caribbica na fermentação para produção de cachaça (NOVA et 

al., 2009), verificou-se que esta espécie foi também estudada para controle da 

deterioração pós-colheita por Rhizopus em morangos (ZHAO et al., 2012). Os 

resultados desse estudo mostraram que a atividade antagônica de P. caribbica pode 

ser potencializada pela adição de trealose no meio, que pode oferecer grande 

potencial prático para reduzir as doenças de pós-colheita de morangos. 

A eficiência da sacarificação quimica e enzimática do resíduo hemicelulósico 

do bagaço de Agave tequilana para produção de etanol por P. caribbica foi estudada 

por Luna et al. (2011). Nesse estudo, caracterizou-se a composição química do 

bagaço de Agave tequilana, que foi adicionalmente sacarificado e fermentado para 

produzir etanol. A levedura P. caribbica UM-5 foi utilizada para fermentar licores de 

açúcar a partir da hidrólise ácida e enzimática, gerando 8,99 g etanol/50 g de 

bagaço. Desta forma, o bagaço de A. tequilana pode ser utilizado como uma 

matéria-prima lignocelulósica para a produção de etanol e pode contribuir para a 

eliminação deste resíduo do meio ambiente. 

No presente trabalho a linhagem selecionada 311 será considerada como 

Meyerozyma guilliermondii, conforme relatório gerado pela comparação de dados do 

sequenciamento dos domínios D1 e D2 do gene 26S, uma vez que a sequência 

deste gene pareceu ser capaz de distinguir entre as espécies caribbica e 

guilliermondii (NOVA et al., 2009). 

 

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Embora tenha sido testado um número considerável de linhagens de 

leveduras (350), a maioria tendo sido isolada de materiais lignocelulósicos a partir de 

meios seletivos contendo xilose ou arabinose como única fonte de carbono, somente
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11 % das linhagens demonstrou capacidade de fermentação das pentoses. Dentre 

estas, uma linhagem com atividade de fermentação de ambas as pentoses foi 

identificada como Meyerozyma guilliermondii por biologia molecular e selecionada 

para os testes posteriores de otimização do meio de cultura e condições ambientais, 

visando a fermentação de pentoses em meios sintéticos e hidrolisados de bagaço de 

cana-de-açúcar. 
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Capítulo 3 

 AVALIAÇÃO DO CRESCIMENTO E FERMENTAÇÃO DA LINHAGEM DE 

LEVEDURA Meyerozyma guilliermondii EM MEIOS SINTÉTICOS CONTENDO 

XILOSE E ARABINOSE COMO ÚNICAS FONTES DE CARBONO EM 

DIFERENTES CONDIÇÕES AMBIENTAIS 
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RESUMO 

 

A composição do meio e as condições de cultivo exercem um efeito pronunciado 

sobre a fermentação da xilose, dependendo do micro-organismo/linhagem utilizada. 

Uma linhagem de levedura isolada de caldo de cana-de-açúcar e identificada como 

Meyerozyma guilliermondii foi avaliada quanto à habilidade de crescimento e 

fermentação de pentoses utilizando meio sintéticos em diferentes condições 

ambientais. Os ensaios foram realizados para avaliar a influência da fonte de 

carbono (glicose, xilose ou arabinose), pH (3,5; 4,5; 5,5) e temperatura (30 oC,       

35 oC, 40 oC) sobre o crescimento da levedura; e a influência do pH (4,5; 5,5) e 

temperatura (30 oC, 35 oC) sobre a fermentação de xilose em concentrações 

variando de 40 g/L a 100 g/L. A variação nos valores de pH e temperatura não 

resultou em diferenças na velocidade específica de crescimento de M. guilliermondii 

quando crescida em 20 g/L de arabinose, xilose ou glicose. Nos ensaios 

fermentativos, o aumento na concentração de xilose (40 g/L para 100 g/L) não 

contribuiu para o aumento na produção de álcool. Um máximo de 1,5 g/L de álcool 

foi produzido a partir de 40 g/L de xilose a 30 oC, pH 5,5, em 96 horas de 

fermentação. Os resultados também revelaram que a linhagem de levedura utilizada 

foi capaz de crescer em temperaturas de 35 oC – 40 oC e pH de 3,5 – 4,5, o que a 

torna apropriada para aplicação industrial. 

Palavras-chave: pentoses, etanol de segunda geração, crescimento, fermentação. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A levedura Saccharomyces cerevisiae é o micro-organismo mais usado na 

fermentação etanólica devido à sua capacidade de crescer tanto em açúcares 

simples como em dissacarídeos, porém, não fermenta pentoses (KUMAR; SINGH; 

GHOSH, 2009). Linhagens naturais de leveduras fermentadoras de xilose como 

Pichia stipitis, Candida shehatae, Pachysolen tannophilus e Kluyveromyces 

marxianus são as mais exaustivamente estudadas e os organismos fermentadores 

de xilose mais eficientes (OLSSON; HÄHN-HAGERDAL, 1996; LALUCE et al., 

2012). Elevados rendimentos de etanol a partir de pentoses são ainda um desafio, 

além do fato de que a levedura deve tolerar os inibidores liberados durante o 

processo de hidrólise do substrato (CHANDEL et al., 2011). Neste contexto, a 

pesquisa de leveduras nativas que fermentam açúcares de hidrolisados 

hemicelulósicos deve ser estimulada, assim como a utilização de técnicas de 

biologia molecular moderna para obter linhagens modificadas que possam fermentar 

pentoses e serem capazes de suportar os inibidores da fermentação. 

Cadete et al. (2012) isolaram novas linhagens de leveduras fermentadoras de 

D-xilose da Floresta Amazônica Brasileira para produção de etanol ou xilitol a partir 

de hidrolisados hemicelulósicos de bagaço de cana-de-açúcar. Entre as novas 

espécies testadas, Spathaspora passalidarum apresentou os maiores rendimentos 

de etanol (0,31 g/g a 0,37 g/g) e produtividades (0,62 g/L.h a 0,75 g/L.h). Rao; 

BHADDRA; SHIVAJI (2008) isolaram linhagens de leveduras produtoras de etanol a 

partir de xilose de uma variedade de frutas deterioradas e cascas de árvores. 

Linhagens de Pichia, Candida, Kluyveromyces, Issatchenkia, Zygossacharomyces, 

entre outras, foram capazes de assimilar xilose e produzir 0,12 - 0,38 g de etanol por 

grama de xilose. 

Meyerozyma guilliermondii é uma levedura amplamente distribuída nos 

ambientes, tendo sido isolada de árvores e exsudatos de insetos (ARAUJO et al., 

1995; SIBIRNY, 1996), solo, plantas (CAPRIOTTI; RANIERI, 1964), atmosfera, água 

do mar, alimentos processados (DIRIYE et al., 1993), madeira podre (CADETE et al., 
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2012) e suco de laranja deteriorado (GUO; DAI; ZHOU, 2012). Linhagens de M. 

guilliermondii tem demonstrado atividades antifúngica (LIMA et al., 2012; CODA et 

al., 2013) e de solubilização de fosfato (NAKAYAN et al., 2013) e são relatadas 

como boas produtoras de etanol a patir de xilose (SREENATH; JEFFRIES, 2000; 

RAO et al., 2004). 

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do pH e temperatura sobre o 

crescimento e fermentação de uma linhagem de levedura isolada do caldo de cana-

de-açúcar e identificada como Meyerozyma guilliermondii, usando meio sintético 

com xilose e arabinose como únicas fontes de carbono, visando a utilização dessa 

linhagem em hidrolisados hemicelulósicos para produção de etanol de segunda 

geração.  

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.1. Inóculo  

 

A linhagem de Meyerozyma guilliermondii (denominada 311) foi isolada a 

partir de caldo de cana-de-açúcar (MARTINI, 2009) e inicialmente avaliada quanto à 

fermentação de pentoses pela produção de gás no tubo de Durham em meio 

contendo xilose e arabinose como fontes únicas de carbono. A linhagem foi 

identificada por meio da amplificação e sequenciamento dos domínios D1/D2 do 

gene 26S e da região ITS do DNA ribossomal. Os procedimentos quanto ao 

isolamento e identificação estão descritos no Capítulo 1. O isolado está sendo 

mantido em YPD (10 g/L extrato de levedura, 20 g/L de glicose, 20 g/L de peptona, 

20 g/L de ágar) em slant inclinado, a 4 °C. 
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2.2. Metodologia dos testes de crescimento e fermentação 

 

2.2.1. Caracterização do crescimento de M. guilliermondii em diferentes 

fontes de carbono, valores iniciais de pH e de temperaturas em meio 

sintético 

 

O inóculo foi preparado por meio da inoculação de duas alçadas de células 

em 10 mL de meio de cultura YPD e incubando a 30 ºC, por 12 horas (overnight) sob 

agitação de 160 rpm.  Em seguida as células da levedura foram lavadas com 

solução salina (NaCl  0,85 %), centrifugadas e diluídas até uma absorbância de 0,5 

(a 600 nm). O meio de crescimento consistiu em 6,7 g/L de YNB - YEAST 

NITROGEN BASE com aminoácidos e sulfato de amônio (Difco®), e glicose ou 

arabinose ou xilose a 20 g/L de concentração final, em frascos do tipo erlenmeyers 

de 250 mL com 50 mL de volume final e 10 % de inóculo (v/v). O pH inicial do meio 

de crescimento foi ajustado a 3,5, 4,5 ou 5,5 com HCl 1 mol/L. Os frascos foram 

incubados a 30, 35 ou 40 ºC em um agitador a 150 rpm por 72 horas. Foram 

retiradas amostras a cada 12 horas para análises.  

 

2.2.2. Caracterização da fermentação de M. guilliermondii em diferentes 

concentrações de xilose, valores iniciais de pH e temperaturas em meio 

sintético 

 

O inóculo foi preparado por meio da inoculação de duas alçadas de células 

em 10 mL de caldo YPD e incubando por 12 horas (overnight) a 30 ºC, sob agitação 

de 160 rpm. Em seguida as células de levedura foram lavadas com solução salina 

(NaCl 0,85 %), centrifugadas e adicionadas ao meio de cultura YPD para um novo 

ciclo de crescimento. Os procedimentos foram repetidos até uma concentração de   

6 g/L de biomassa ser alcançada. O meio de fermentação consistiu de 5 g/L de 

fosfato hidrogenado de potássio, 1 g/L de cloreto de potássio, 1,5 g/L de cloreto de 

amônio, 1 g/L de sulfato de magnésio hepta-hidratado, 6 g/L de extrato de levedura 

e xilose como única fonte de carbono nas concentrações de 40; 60; 80 e 100 g/L, em 

frascos do tipo erlenmeyers de 500 mL com 200 mL de volume final e 10 % de 

inóculo (v/v). O pH inicial do meio de fermentação foi ajustado para 4,5 ou 5,5 com
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HCl 1 mol/L. Os frascos foram incubados a 30 ou 35 ºC em um agitador a 150 rpm 

por 120 horas. Foram retiradas amostras a cada 24 horas para análises. 

 

2.3. Parâmetros analisados 

 

A biomassa (g/L) foi determinada pela conversão dos valores de absorbância 

obtidos a 600 nm em um espectrofotômetro Bio-Mate® utilizando uma curva padrão 

de absorbância X biomassa seca (massa celular seca a 105 ºC até peso constante). 

A velocidade específica de crescimento máxima (μ, em h-1) foi determinada para 

cada combinação dos tratamentos (fonte de carbono X valores iniciais de pH X 

temperaturas de incubação) na região linear da curva de crescimento 

semilogarítmica. Nas amostras livres de células (centrifugadas a 4.000 rpm durante 

5 minutos), o pH foi determinado em um medidor de pH digital; açúcares redutores, 

pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (MILLER, 1959), utilizando curvas padrões 

de xilose, arabinose e glicose, dependendo do meio de cultura utilizado; e a 

produção de álcool, após a destilação das amostras e determinação da 

concentração de álcool em um densímetro digital Anton-Paar.  

Para avaliação estatistica dos dados foram gerados Diagramas de Pareto 

visando a estimativa dos efeitos das variáveis nas velocidades específicas de 

crescimento máximas, ao nível de 5% de significância. 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A linhagem de M. guilliermondii foi selecionada com base no resultado de 

produção de gás a partir de xilose e arabinose em tubo de cultivo com tubo de 

Durham, conforme descrito no Capítulo 2, e por esta razão foi então avaliada quanto 

a capacidade de crescimento e fermentação em meio sintético à base de pentoses 

em diferentes pH e temperaturas de incubação. O objetivo foi verificar o potencial 

desta levedura para uso em aplicações industriais visando o etanol de segunda 

geração.  

À temperatura de 30 ºC, verificou-se um efeito do pH do meio de cultura sobre 

o crescimento em diferentes fontes de carbono, pois em pH 3,5 o melhor
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desempenho em produção de biomassa foi alcançado em meio com glicose, 

enquanto em pH 4,5 não há diferença entre glicose e xilose, e em pH 5,5 não há 

diferença entre as fontes de carbono. O pH final do meio de cultura apresentou 

pouca variação independentemente da fonte de carbono e pH inicial do meio. Houve 

sobra de açúcar redutor no meio de cultura em todos os experimentos, dentro do 

período de 72 horas de cultivo (Figura 1).  

A 35 ºC, o comportamento da linhagem de M. guilliermondii foi muito 

semelhante àquele apresentado a 30 ºC, ou seja, mostrando crescimento mais 

expressivo em meio com arabinose em pH mais alto (pH 5,5). Em pH 3,5 ou 4,5, 

tanto a xilose quanto a glicose foram consumidas para produção de biomassa 

(Figura 2). 

A 40 ºC, o crescimento da levedura em meio com arabinose foi menor que em 

meio com glicose ou xilose, em quaisquer dos valores de pH avaliados. As curvas de 

crescimento em glicose e xilose não diferiram muito entre si. Embora a levedura 

tenha apresentado produção de biomassa menor em meio com arabinose, o 

consumo deste açúcar foi alto, comparado com o consumo de xilose e glicose, o que 

pode indicar a utilização da fonte de carbono para outras finalidades que não a de 

crescimento (Figura 3). 
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A 

 
 

 

B 

 
  

C 

   

Figura 1. Biomassa (g/L), açúcar redutor residual (g/L) e pH final do meio de crescimento 

cultivado com M. guilliermondii, a 30 
o
C, 150 rpm de agitação, pH inicial 3,5 (A), 4,5 (B) e 5,5 (C). 

Legenda: em vermelho= meio com glicose; em azul= meio com arabinose; em verde= meio com 

xilose.  
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A 

  
 

B 

 
 

 

C 

   

Figura 2. Biomassa (g/L), açúcar redutor residual (g/L) e pH final do meio de crescimento 

cultivado com M. guilliermondii, a 35 
o
C, 150 rpm de agitação, pH inicial 3,5 (A), 4,5 (B) e 5,5 (C). 

Legenda: em vermelho= meio com glicose; em azul= meio com arabinose; em verde= meio com 

xilose.  

 

 

Embora tenham sido observadas diferenças no crescimento da levedura em 

decorrência da fonte de carbono utilizada, do pH inicial do meio de cultura e da 

temperatura de incubação, não houve efeito significativo destes parâmetros sobre a 

velocidade específica de crescimento (μ) da levedura. O diagrama de Pareto foi 

utilizado para representar os efeitos estimados do pH e da temperatura sobre o 

crescimento desta levedura em cada fonte de carbono. No intervalo dos valores 

utilizados, o pH inicial (3,5, 4,5 ou 5,5) ou temperatura de incubação (30 ºC, 35 ºC ou 

40 ºC) não apresentaram influência estatística ao nível de 5% de significância sobre 

a velocidade específica de crescimento (Tabela 1, Figura 4), apesar das diferenças
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observadas nos valores das velocidades específicas de crescimento (variando de 

0,006 a 0,028). 

Fonseca; Spencer-Martins; Hahn-Hägerdal (2007) verificaram que uma 

linhagem de Pichia guilliermondii cresceu vigorosamente nas três fontes de carbono 

(glicose, arabinose e xilose) em culturas aeróbias, porém, os valores de μ foram 

cerca de dez vezes superiores, a 30 ºC e 140 rpm de agitação. Os resultados aqui 

encontrados também mostraram que a linhagem de levedura é capaz de crescer em 

temperaturas elevadas como 35 ºC – 40 ºC e pH baixo como 3,5 - 4,5, tornando 

essa linhagem apropriada para a aplicação industrial. 

 

A 

   

B 

   

C 

   

Figura 3. Biomassa (g/L), açúcar redutor residual (g/L) e pH final do meio de crescimento 

cultivado com M. guilliermondii, a 40 
o
C, 150 rpm de agitação, pH inicial 3,5 (A), 4,5 (B) e 5,5 (C). 

Legenda: em vermelho= meio com glicose; em azul= meio com arabinose; em verde= meio com 

xilose.  
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Tabela 1. Valores de velocidade específica de crescimento máxima (μ, em h
-1

) de M. guilliermondii 

crescendo em meio sintético com arabinose, xilose ou glicose (20 g/L) como única fonte de carbono, 

em diferentes valores de pH inicial e temperaturas de incubação, durante 72 horas, sob agitação de 

150 rpm. 

  Velocidade específica de crescimento  

(μ, em h-1) 

 
Açúcar 

 
pH inicial 

 
Temperatura 

  30 ºC 35 ºC 40 ºC 

Arabinose 3,5 0,013 0,016 0,018 

 4,5 0,025 0,025 0,018 

 5,5 0,012 0,021 0,020 

Glicose 3,5 0,011 0,010 0,015 

 4,5 0,024 0,028 0,011 

 5,5 0,012 0,011 0,006 

Xilose 3,5 0,013 0,009 0,018 

 4,5 0,012 0,018 0,014 

 5,5 0,015 0,012 0,010 

 

 

Considerando os resultados acima, foram realizados testes de fermentação 

em concentrações crescentes de xilose (40 g/L a 100 g/L), a 30 ºC e 35 ºC, e valores 

de pH inicial de 4,5 e 5,5, em meio sintético. Os resultados estão representados nas 

Figuras 5 a 8. 

O aumento da concentração de xilose não proporcionou maior produção de 

álcool, não variando consideravelmente (1,0 - 1,5 g/L), independentemente da 

condição de temperatura e pH utilizado. No entanto, em pH 4,5 a 35 ºC, o consumo 

de xilose foi maior em qualquer concentração de xilose comparando-se com os 

outros tratamentos de temperatura e de pH, mas não houve um aumento na 

formação de biomassa. Considerando-se a eficiência da conversão de açúcares em 

etanol, cerca de 10 % foram obtidos em condições de 40 g/L de xilose, a 30 ºC, pH 

5,5 em 120 horas de fermentação. 
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Figura 4. Diagrama de Pareto para estimar os efeitos da temperatura (fator 1) e do pH 

inicial (fator 2) sobre a velocidade específica de crescimento máxima de M. guilliermondii 

crescendo em meio sintético com arabinose (A), glicose (B) ou xilose (C) a 20 g/L. 

 

 

Altas reduções de xilose (60 a 98 %) foram observadas com 40 g/L e 60 g/L 

de xilose em qualquer condição de pH e temperatura. Considerando que a produção 

de álcool foi baixa, a xilose consumida foi direcionada para a formação de biomassa, 

a qual foi elevada (produção maior que 20 g/L de biomassa). 

A composição do meio e as condições de cultivo exercem um efeito 

pronunciado sobre a fermentação da xilose, dependendo do micro-

organismo/linhagem utilizada. Além disso, a aeração é considerada o fator de maior 

importância que afeta a fermentação de xilose pelas leveduras (DU PREEZ, 1994).
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Silva et al. (2011) verificaram que o aumento da agitação e da aeração 

diminuiu a produção de etanol por Pichia stipitis, sendo que a maior concentração de 

etanol (26,7 g/L) foi atingida em 250 rpm de agitação e aeração de 0,25 vvm. 

Neste trabalho, foi utilizada uma incubadora com agitação de 150 rpm para os 

frascos erlenmeyers e provavelmente não foi forte o suficiente para produzir uma 

boa oxigenação. Como consequência, a produção de etanol foi muito baixa.  

Cadete et al. (2012) apresentaram rendimentos de etanol elevados (3,1 a     

18 g/L), mas o meio de fermentação consistia em 50 g/L de xilose, suplementado 

com extrato de levedura e peptona (10 e 20 g/L, respectivamente) em frascos 

agitados a 200 rpm, enquanto nos experimentos aqui realizados foi utilizado meio 

sintético (sais de fósforo, potássio, magnésio e nitrogênio) com xilose e 

suplementado com 6 g/L de extrato de levedura, a 150 rpm de agitação. 

Silva et al. (2011) utilizaram um meio misto (90 g/L de xilose, 15 g/L de 

arabinose e 15 g/L de glicose) suplementado com uréia (2,3 g/L), sulfato de 

magnésio (1 g/L) e extrato de levedura (3 g/L), na obtenção de elevados 

rendimentos de etanol por P. stipitis. Com leveduras isoladas a partir de uma grande 

variedade de frutos apodrecidos e cascas de árvores, Rao; Bhaddra; Shivaji (2008) 

obtiveram produção de etanol dez vezes mais elevada a partir de 40 g/L de xilose, 

no entanto, o meio foi suplementado com extrato de levedura (5 g/L), peptona       

(20 g/L), sais de potássio, nitrogênio e magnésio, a 150 rpm de agitação. Silva et al. 

(2012) verificaram que a adição simultânea de uréia, sulfato de magnésio e extrato 

de levedura no meio de fermentação mostrou-se importante para a produção de 

etanol, diminuindo a conversão de substrato para massa celular.  

A concentração inicial de células utilizada em nossos experimentos (6 g/L) foi 

maior do que aquelas realizadas por Cadete et al. (2012), Silva et al. (2011) e 

Agbogbo et al. (2006), os quais utilizaram 0,5, 1 e 2 g/L, respectivamente. Este é um 

parâmetro importante a ser padronizado para a fermentação das pentoses, pois para 

Saccharomyces cerevisiae em caldo de cana-de-açúcar, são exigidas altas 

concentrações de células para iniciar a fermentação (10-15 % p/v) (AMORIM et al., 

2011). 
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Figura 5. Testes de fermentação de M. guilliermondii em meio sintético contendo xilose como 

única fonte de carbono, a 30
 o
C, pH 4,5, a 150 rpm. Legenda: açúcar redutor residual (g/L),         

biomassa (g/L),  álcool (g/L),  pH final. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

 

  

  
Figura 6. Testes de fermentação de M. guilliermondii em meio sintético contendo xilose como 

única fonte de carbono, a 30 ºC, pH 5,5, a 150 rpm. Legenda: açúcar redutor residual (g/L),        

 biomassa (g/L),  álcool (g/L),  pH final. 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 

 

 

  

  
Figura 7. Testes de fermentação de M. guilliermondii em meio sintético contendo xilose como 

única fonte de carbono, a 35 ºC, pH 4,5, a 150 rpm. Legenda: açúcar redutor residual (g/L),            

 biomassa (g/L),  álcool (g/L),  pH final. 
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Figura 8. Testes de fermentação de M. guilliermondii em meio sintético contendo xilose como 

única fonte de carbono, a 35 ºC, pH 5,5, a 150 rpm. Legenda: açúcar redutor residual (g/L),            

 biomassa (g/L),  álcool (g/L),  pH final. 

 

 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Embora a linhagem de Meyerozyma guilliermondii tenha apresentado 

capacidade de crescimento e fermentação de pentoses sob várias condições 

ambientais, a produção de álcool ainda é considerada baixa no meio de cultura 

utilizado. O aumento na concentração de xilose não resultou em maior produção de 

etanol, justificando a escolha da concentração de 40 g/L de xilose, pH 5,5, 

temperatura de 30 oC, como condições estabelecidas para a fermentação de 

hidrolisados ácidos de bagaço de cana. 
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Capítulo 4 

CARACTERIZAÇÃO DO HIDROLISADO DE BAGAÇO DE CANA-DE-AÇÚCAR 

OBTIDO POR HIDRÓLISE ÁCIDA 
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RESUMO 

 

A utilização de resíduos lignocelulósicos para produção de etanol de segunda 

geração requer uma etapa de hidrólise para a despolimerização da fração 

hemicelulósica. Os ácidos tem sido utilizados frequentemente para este fim devido 

ao seu baixo custo e alta eficiência. No entanto, inibidores podem também ser 

liberados juntamente com os açúcares, ocasionando inibição da atividade 

fermentativa das leveduras. No presente trabalho, o objetivo foi a obtenção e 

caracterização de hidrolisado ácido de cana-de-açúcar quanto aos açúcares e 

inibidores presentes, analisando os hidrolisados obtidos logo após a hidrólise, após 

a concentração por evaporação para atingir 40 g/L de açúcares redutores, e após a 

detoxificação do hidrolisado concentrado.  Os resultados mostraram que a xilose foi 

o açúcar liberado em maior quantidade, seguida por arabinose e glicose. A 

concentração do hidrolisado por evaporação resultou em uma diminuição 

significativa do teor de furfural, um importante inibidor da fermentação, no entanto, 

os demais inibidores e os açúcares apresentaram aumento na concentração, como 

esperado. A detoxificação realizada por aumento do pH e adição de carvão ativado 

resultou em redução expressiva na concentração dos inibidores, com perda de 8 % 

na concentração de glicose, enquanto para a xilose e arabinose houve perda de 

10,5 % e 32 %, respectivamente.  

 

Palavras-chave: hidrolisado, bagaço de cana-de-açúcar, inibidores, arabinose, 

xilose e glicose. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os materiais lignocelulósicos também podem ser convertidos em etanol, pois 

são ricos em celulose e hemicelulose, porém com uma dificuldade muito maior que 

as conversões de materiais ricos em açúcar e amido. Isto acontece pela estrutura 

que esses compostos apresentam, na qual as moléculas de celulose e hemicelulose 

estão entrelaçadas entre si e envoltas por lignina que dá resistência à estrutura 

(CHENG; TIMILSINA, 2010). A hidrólise ácida, empregando ácido sulfúrico diluído, 

tem sido referida como um dos processos mais utilizados para a despolimerização 

da fração hemicelulósica em material lignocelulósico, devido ao seu baixo custo e 

alta eficiência (SUN; CHENG, 2005). 

O hidrolisado obtido a partir da hidrólise ácida contem açúcares pentoses 

como D-xilose e L-arabinose e hexoses como D-glicose, além de compostos que 

podem inibir o desempenho dos micro-organismos fermentadores (CADETE et al., 

2012). 

Segundo Rodrigues (2007), a hidrólise ácida apresenta até 90% de 

recuperação dos açúcares fermentescíveis, podendo gerar alguns produtos 

inibidores da fermentação e ocorrer degradação dos açúcares decorrente do tempo 

de hidrólise. Entre os produtos formados, destaca-se o ácido acético, que é formado 

pela hidrólise do grupo acetil presente na hemicelulose; ácidos fórmicos e 

levulínicos, produtos da degradação do açúcar; compostos fenólicos, formados 

principalmente pela degradação parcial da lignina; e furaldeídos ou aldeídos furanos, 

e furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF), que sob altas pressões e temperaturas são 

formados pela degradação de pentoses e hexoses (FENGEL; WEGENER, 1989; 

MARTÍN et al., 2007). O efeito inibitório pode ser superado submetendo-se o 

hidrolisado a tratamentos adequados que incluem alterações do pH do meio com 

adição de ácidos e bases, e também a utilização de carvão ativo (TAMANINI; 

HAULY, 2004). 

Esses subprodutos podem inibir significativamente a fermentação e diminuir a 

produtividade do etanol (MUSSATTO; ROBERTO, 2004a; XIMENES et al., 2010), e
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a quantidade destes inibidores e sua toxicidade depende do tipo de  pré-tratamento 

e de fermentação dos micro-organismos (CHEN et al., 2013). Os compostos 

fenólicos causam perda da integridade das membranas biológicas, não afetando sua 

capacidade de servir como barreiras seletivas e matrizes de enzimas (KANG et al., 

2012).  

O ácido acético, o principal composto presente alifático, é liberado a partir dos 

grupos acetil e o ácido fórmico é um produto de degradação do HMF (ULBRICHT et 

al., 1984). Quando estes ácidos (na forma não dissociada) entram na célula, 

dissociam-se no protoplasma por causa do seu pH. Este fato leva a uma diminuição 

do pH intracelular e pode gerar a morte celular (VERDUYN et al., 1990). 

Trabalho realizado por Codato (2013) utilizando o processo Organosolv (ácido 

sulfúrico, acetona e etanol) para hidrólise do bagaço de cana-de-açúcar, mostrou a 

presença de etanol no hidrolisado em concentração inibitória para a levedura testada 

(Dekkera bruxellensis), de forma que foi necessária a etapa de evaporação a fim de 

diminuir a concentração de etanol no hidrolisado. 

Devido à presença dos compostos formados pode ocorrer a inibição do 

processo fermentativo pela alteração do metabolismo das leveduras (FUGITA, 

2010). As alternativas seriam a adaptação das linhagens ao substrato contendo os 

compostos tóxicos (CARNEIRO, 2011) ou a detoxificação do hidrolisado. A escolha 

de um método eficaz de detoxificação depende do tipo de hidrolisado hemicelulósico 

e da espécie microbiana empregada, uma vez que cada um tem diferente grau de 

toxicidade e cada espécie de micro-organismo tem um grau diferente de tolerância 

aos inibidores (LARSSON et al., 1999).  

Os métodos de detoxificação mais conhecidos são: elevação de pH com CaO 

e Ca(OH)2, seguido de ajuste de pH para a condição de fermentação com H2SO4 e 

H3PO4 (ALVES et al., 1998); utilização de carvão ativado, colunas de troca iônica, 

precipitação, extração com solventes orgânicos, evaporação, peneiras moleculares, 

polieletrólitos, enzimas (OLSSON; HÄHN-HAGERDAL, 1996; HÄHN-HAGERDAL et 

al., 2007) e micro-organismos (FONSECA, 2009). Alguns tratamentos mostram ser 

eficientes na remoção de inibidores, mas podem criar condições que afetam as 

características do meio e geram uma maior condição de estresse ao micro-

organismo. Por exemplo, tratamentos com variação de pH podem desencadear 

aumentos excessivos na força iônica do meio. Outros tratamentos podem provocar
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redução na concentração de açúcares do hidrolisado, como em precipitações ou uso 

de carvão ativado (MOUTTA, 2009). 

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar o hidrolisado de bagaço de 

cana-de-açúcar após tratamento ácido e pressão com vistas à presença de 

inibidores e concentração de açúcares liberados. O hidrolisado foi analisado antes 

da etapa de concentração (até atingir 40 g/L de açúcares redutores), após a etapa 

de concentração e após processo de detoxificação com a utilização de elevação de 

pH e carvão ativado. Os hidrolisados obtidos serão utilizados como substrato para 

fermentação com a linhagem Meyerozyma guilliermondii, nas condições de 

fermentação otimizadas e descritas nos capítulos anteriores. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Material lignocelulósico 

 

O bagaço de cana-de-açúcar utilizado foi coletado de usinas da região de 

Araras/SP, sendo acondicionado em sacos plásticos em laboratório a temperatura 

ambiente (25 ºC) e em seguida triturado em um Moinho de Facas Andamo®, 

contendo uma peneira de Mesh 20 (abertura de 0,84 mm). Em seguida, as partículas 

foram classificadas em conjunto de peneiras Tyler para selecionar material com 

tamanho na faixa de 0,59 e 0,84 mm. 

 

2.2. Hidrólise ácida do bagaço de cana-de-açúcar e concentração do 

hidrolisado 

 

As partículas de bagaço de cana-de-açúcar foram previamente selecionadas 

conforme item 2.1, sendo lavadas com água destilada, para retirada de possíveis 

resíduos de caldo de cana-de-açúcar, e colocadas em estufa a 40 oC por 24 horas. 

 Após esse período, o bagaço foi preparado de acordo com Carneiro (2011), 

com modificações. O bagaço foi pesado e acondicionado em frascos de vidro com 

tampa rosqueável tipo Boeco, adicionando-se ácido sulfúrico na proporção de 100 

mg de ácido sulfúrico/g bagaço seco, em uma razão de 1:10 sólido/líquido. A reação
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da hidrólise foi realizada a 120 ºC, 1 atm de pressão, durante 50 minutos, em uma 

autoclave. Em seguida o hidrolisado foi separado do bagaço por filtração à vácuo 

com papel de filtro qualitativo e foram determinados o pH, em um medidor de pH 

digital; e açúcares redutores, pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (MILLER, 

1959), utilizando curva padrão de xilose. O hidrolisado apresentou em média pH 1,7 

e 16,58 g/L de açúcares redutores. Para atingir a concentração de 40 g/L de 

açúcares redutores, o hidrolisado foi colocado em bequers de vidro sem tampa, os 

quais foram mantidos em banho-maria a 65 oC, sendo monitorada a concentração de 

açúcares redutores do hidrolisado periodicamente. Após a concentração, o 

hidrolisado foi mantido em frascos de vidro a 4 ºC. 

 

2.3. Detoxificação e concentração do hidrolisado de cana-de-açúcar 

 

O hidrolisado de cana-de-açúcar foi detoxificado de acordo com Alves et. al. 

(1998). O procedimento da detoxificação consistiu na alteração do pH do hidrolisado 

concentrado por adição de óxido de cálcio comercial (CaO) até pH 7,0, seguido da 

diminuição do pH para 5,5 com ácido sulfúrico (H2SO4). Após esta etapa, o 

hidrolisado foi misturado ao carvão ativado (3 % p/v), em seguida incubado a 30 ºC 

sob agitação de 200 rpm durante 60 minutos. Ao final dessa etapa, em decorrência 

dos precipitados formados, o líquido foi filtrado a vácuo, sendo em seguida 

centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos e armazenado a 4 ºC até ser utilizado. 

Para atingir a concentração de 40 g/L de açúcares redutores, o hidrolisado foi 

colocado em bequers de vidro sem tampa, os quais foram mantidos em banho-maria 

a 65 oC, sendo monitorada a concentração de açúcares redutores do hidrolisado 

periodicamente. Após a concentração, o hidrolisado foi mantido em frascos de vidro 

a 4 ºC. 

 

2.4. Quantificação dos açúcares e inibidores do hidrolisado de cana-

de-açúcar 

 

As análises de açúcares e inibidores presentes nas amostras de hidrolisados 

(antes de concentrar; após concentração a 40 g/L de açúcares redutores; 

detoxificado e concentrado a 40 g/L de açúcares redutores) foram realizadas no



88 

 

 

Departamento de Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade 

de São Paulo – EEL/USP, Lorena/SP. 

As concentrações de xilose, glicose, arabinose, ácido acético, glicerol e xilitol 

foram determinadas por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em um 

aparelho Aguilent Technologies 1260 Infinity com detector de índice de refração e 

coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 X 7,8 mm) (Hercules, CA, USA), nas 

seguintes condições: temperatura de 45 °C; eluente: ácido sulfúrico 0,01 N; fluxo do 

eluente 0,6 mL/min; volume de amostra de 20 µL. Para as análises, as amostras 

foram diluídas com água deionizada e filtradas em Sep-Pack Cartidge C18 (Waters 

Associate – MILLIPORE®). As concentrações dos compostos foram calculadas a 

partir de curvas de calibração obtidas de soluções padrão.  

As concentrações de furanos (furfural e hidroximetilfurfural) e os compostos 

derivados de lignina (CDL) ácido p-hidroxibenzóico, vanilina, ácido vanílico, ácido 

siríngico, ácido ferúlico e siringaldeído, também foram determinados por CLAE em 

equipamento Aguilent Technologies 1260 Infinity utilizando a coluna Waters 

Spherisorb C18 5um ODS2 4,6 x 100 mm, sob as seguintes condições: temperatura 

ambiente; eluente: acetonitrila/água (1/8 com 1% de ácido acético); fluxo 0,8 mL/min; 

volume de amostra de 20 µL e detector UV a 276 nm. As amostras foram diluídas 

com água deionizada e filtradas em membranas do tipo HSWP com poros de      

0,45 µm (Waters Associate – MILLIPORE®). As concentrações destes compostos 

foram calculadas a partir de curvas de calibração obtidas de soluções padrão. 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados da quantificação de açúcares e inibidores analisados por CLAE 

estão demonstrados nas Figuras 1 e 2, para as três amostras de hidrolisado. Os 

resultados comparativos permitem avaliar o efeito da concentração do hidrolisado do 

processo de detoxificação sobre a quantidade de açúcares e inibidores presentes no 

hidrolisado. Após detoxificação, o hidrolisado apresentou alteração na cor, conforme 

Figura 3, provavelmente devido ao uso do carvão ativado. 

O hidrolisado foi concentrado até atingir 40 g/L de açúcares redutores e não 

40 g/L de xilose, como estabelecidos nos ensaios fermentativos descritos no capítulo
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3, devido a inexistência do cromatógrafo líquido no laboratório da UFSCar para 

realizar o monitoramento do hidrolisado na etapa de concentração. 

Houve aumento nas quantidades de açúcares após a etapa de concentração 

por evaporação (Figura 1). Comportamento semelhante foi encontrado por Alves et 

al. (1998) durante a concentração do hidrolisado hemicelulósico de bagaço. 

Segundo Fengel e Wegener (1989), a xilose pode ser degradada a furfural durante o 

processo de concentração, fato que no presente trabalho não ocorreu, pois foi 

observado que o aumento da concentração dos açúcares glicose, xilose e arabinose 

foi diretamente proporcional ao fator de concentração do hidrolisado (cerca de 2,5-3 

vezes).  

Com a detoxificação houve perda de 8 % de glicose enquanto para a xilose e 

arabinose houve perda de 10,5 % e 32 %, respectivamente. Em estudo realizado por 

Rodrigues et al. (2010) em hidrolisado de bagaço de cana utilizando ácido diluído, a 

concentração de glicose permaneceu em torno de 1 g/L, semelhante à concentração 

aqui encontrada (0,93 g/L). Mesmo xilose sendo a fonte de carbono em maior 

concentração (9,32 g/L), outros açúcares redutores tais como glicose, arabinose, 

manose, galactose, também estão presentes após o processo de pré-tratamento 

(BETANCUR; PEREIRA-JUNIOR, 2010). Isto pode ser confirmado pelo fato de o 

hidrolisado ter sido concentrado até 40 g/L de açúcares redutores (determinados 

pelo método do ácido 3,5-dinitrossalicílico), e no entanto, a soma das concentrações 

de xilose, arabinose e glicose totalizou 34,37 g/L, indicando a presença de outros 

açúcares redutores no hidrolisado. Segundo Aguilar et al. (2002), arabinose e xilose 

são provenientes da hemicelulose e como a xilose está presente em maiores 

concentrações, torna-se o produto de maior liberação no bagaço de cana quando 

comparado com arabinose, após hidrólise ácida.  
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Figura 1. Quantificação dos açúcares nas amostras de hidrolisado de bagaço de cana-de-

açúcar. O hidrolisado foi concentrado por evaporação em banho-maria a 65 
o
C até atingir 40 g/L de 

açúcares redutores. A detoxificação foi realizada por elevação do pH e adição de carvão ativado. 
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Figura 2. Quantificação dos inibidores nas amostras de hidrolisado de bagaço de cana-de-

açúcar. O hidrolisado foi concentrado por evaporação em banho-maria a 65 
o
C até atingir 40 g/L de 

açúcares redutores. A detoxificação foi realizada por elevação do pH e adição de carvão ativado. 
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Figura 3. Frascos contendo bagaço após hidrólise ácida, à esquerda, e hidrolisado 

concentrado (H) e hidrolisado concentrado e detoxificado (HD), à direita. O hidrolisado foi 

concentrado por evaporação em banho-maria a 65 
o
C até atingir 40 g/L de açúcares redutores. A 

detoxificação foi realizada por elevação do pH e adição de carvão ativado. 

 

 

Os resultados da caracterização dos inibidores presentes nos hidrolisados 

estão representados na Figura 2. O processo de hidrólise com a utilização de ácidos 

produz furfural, hidroximetilfurfural e ácido acético, resultantes da degradação das 

hexoses e pentoses submetidas a um meio ácido e de alta temperatura 

(MUSSATTO; ROBERTO, 2004b). Estes compostos são tóxicos às leveduras e 

prejudicam a fermentação do hidrolisado, e dependendo de suas concentrações, 

podem inibir consideravelmente a fermentabilidade das leveduras (MATOS, 2001; 

LASER et al., 2002).  

Com exceção do siringaldeído, o qual não foi detectado em nenhuma das 

amostras analisadas, os outros compostos apresentaram aumento nos teores (ao 

redor de 2-3 vezes) com a concentração do hidrolisado por evaporação, com 

exceção do furfural (Figura 2). Este composto apresentou redução drástica no teor 

após a concentração do hidrolisado, provavelmente devido à volatilização 

(RODRIGUES et al., 2001). 

 O ácido acético, considerado como forte inibidor da fermentação de xilose 

(FERRARI et al., 1992; FELIPE et al., 1996) teve sua concentração elevada de 

forma não proporcional (1,8 vezes) ao fator de concentração do hidrolisado,
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provavelmente devido à volatilização parcial na etapa de concentração, como 

ocorrido com Canettieri; Silva;  Felipe (2002), Figura 2. O ácido acético é gerado a 

partir dos grupos acetil presentes na estrutura hemicelulósica, sendo reportadas 

concentrações de até 17 g/L em hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar, 

dependendo das condições de hidrólise ácida (PARAJÓ; DOMÍNGUEZ; 

DOMÍNGUES, 1998). De acordo com Tosetto (2008), a presença de ácido acético 

no meio de fermentação pode provocar queda nos parâmetros de rendimento em 

biomassa, produtividade e consumo de ART (açúcares redutores totais). Segundo 

Rodriguez-Chong et al. (2004) concentrações acima de 4 g/L podem inibir o 

crescimento de micro-organismos devido à sua difusão via membrana celular que 

leva à queda do pH intracelular. Os valores aqui obtidos são comparativamente 

baixos, ao redor de 3 g/L. 

O processo de detoxificação ocasionou redução significativa na concentração 

dos inibidores, com exceção do furfural e ácido gálico, onde os valores determinados 

antes da detoxificação e após a detoxificação não diferem entre si (Figura 2).  

A toxicidade do hidroximetilfurfural (5-HMF) é considerada equivalente à do 

furfural, entretanto sua concentração em hidrolisado hemicelulósico é menor devido 

principalmente à sua menor concentração em hemiceluloses (PALMQVIST; HÄHN-

HAGERDAL, 2000). Tosetto (2008) afirmou que em cepas de Saccharomyces 

cerevisiae, o aumento da concentração de HMF proporciona uma diminuição no 

rendimento em produto e no consumo de açúcares redutores totais, chegando à 

zero em concentrações acima de 500 mg/L. Os valores aqui encontrados para HMF 

são abaixo de 150 mg/L no hidrolisado não-detoxificado. 

De acordo com Pacheco e Damásio (2010), o ácido vanílico é um composto 

intermediário formado antes da produção de vanilina a partir do ácido ferúlico. 

Daugsch e Pastore (2005) reportaram que concentrações acima de 1 g/L inibem o 

crescimento de micro-organismos. Concentrações inferiores a 10 mg/L foram 

encontradas no hidrolisado aqui obtido, antes da detoxificação. 

Dentre os compostos fenólicos, o siringaldeído e o ácido siríngico são dois 

dos derivados mais abundantes nos hidrolisados lignocelulósicos (ROSSELL et al., 

2005), e em concentrações de 2 g/L, são capazes de afetar fortemente o consumo 

de xilose em meio fermentativo (CORTEZ, 2005). Estas substâncias são geradas 

nos processos de degradação da lignina, que ocorrem durante a hidrólise ácida.
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Entre as substâncias fenólicas geradas da degradação da lignina encontram-se o 

ácido p-hidroxibenzóico, ácido m-hidroxibenzóico, ácido vanílico, ácido siringico, p-

hidroxibenzaldeído, vanilina, ácido cinâmico, siringaldeído, cinamaldeido, p-

hidroxicinamaldeido, álcool coniferílico e álcool 3,5 dimetoxi-4-hidroxinamílico 

(PARAJÓ; DOMÍNGUEZ; DOMÍNGUES, 1998; PALMQVIST; HÄHN-HAGERDAL, 

2000). 

Em trabalho realizado por Arruda et al. (2008), o tratamento do hidrolisado 

hemicelulósico de bagaço de cana utilizando a combinação de ajuste de pH e 

adsorção em carvão vegetal ativado, foi mais eficiente para a remoção de fenóis 

totais com consequente favorecimento da bioconversão de xilose em xilitol por C. 

guilliermondii, em comparação ao tratamento em que se empregou o polímero 

vegetal. Marton (2002), ao avaliar a detoxificação do hidrolisado hemicelulósico de 

bagaço de cana também obtido por hidrólise ácida pela metodologia de alteração de 

pH combinada à adsorção em carvão vegetal ativado, constatou que este 

procedimento diminuiu a concentração de compostos fenólicos, porém propiciou a 

remoção também de xilose. Segundo o mesmo autor, a condição de maior remoção 

de compostos tóxicos não coincidiu com a de maior fermentabilidade do hidrolisado. 

A concentração do hidrolisado se fez necessária para a obtenção de maior 

concentração de açúcar, porém ocorreu também aumento na concentração dos 

inibidores presentes no hidrolisado. A detoxificação diminuiu consideravelmente os 

inibidores, embora com certa perda de açúcares. Torna-se importante verificar assim 

o efeito da detoxificação sobre a produção de etanol a partir de hidrolisados, a fim de 

se constatar a real necessidade da detoxificação para a melhoria do processo 

fermentativo. 

 

 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A concentração do hidrolisado se fez necessária para a obtenção de maior 

teor de açúcar, porém ocorreu também aumento nos teores dos inibidores. A 

detoxificação diminuiu consideravelmente os inibidores, embora com certa perda de 

açúcares. Considera-se importante verificar o efeito da detoxificação sobre a
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produção de etanol a partir de hidrolisados, para a melhoria do processo 

fermentativo. 
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Capítulo 5 

AVALIAÇÃO DA FERMENTAÇÃO DE HIDROLISADOS DE CANA-DE-AÇÚCAR 

POR Meyerozyma guilliermondii  
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RESUMO 

 

A hidrólise ácida dos resíduos lignocelulósicos pode gerar produtos tóxicos às 

leveduras e dependendo das concentrações, podem inibir a fermentabilidade destes 

micro-organismos. Esse trabalho teve o objetivo de avaliar a influência da 

detoxificação e suplementação nutricional sobre a fermentação conduzida pela 

levedura Meyerozyma guilliermondii em hidrolisados de bagaço de cana-de-açúcar 

obtidos por hidrólise ácida. Os resultados mostraram que a adição de extrato de 

levedura teve efeito significativo sobre o consumo das pentoses pela levedura M. 

guilliermondii e a produção de etanol e xilitol. Houve maior produção de biomassa 

nos hidrolisados detoxificados. A linhagem de levedura utilizada foi capaz de 

consumir glicose, xilose e arabinose, provavelmente nesta ordem preferencial, além 

de ácido acético, promovendo detoxificação biológica. Apesar da detoxificação e da 

suplementação terem aumentado a produtividade em etanol (de 0,023 para       

0,044 g/L.h), os resultados obtidos para M. guilliermondii são ainda pouco 

expressivos. 

 

Palavras-chave: Hidrolisado, suplemento nutricional, pentoses, detoxificação, 

Meyerozyma guilliermondii, fermentação. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os biocombustíveis de segunda geração estão sendo vistos como uma forma 

de reciclagem da matéria orgânica e de se evitar o principal problema enfrentado 

pelos biocombustíveis de primeira geração, como a disponibilidade de terras para as 

monoculturas, cuja demanda é cada vez maior devido à crescente produção deste 

tipo de combustível (SALEMI, 2009; CHENG; TIMILSINA, 2010; EISENTRAUT, 

2010; NYKO et al., 2010). 

Os materiais lignocelulósicos, como madeira, bagaço de cana-de-açúcar, 

resíduos da plantação de trigo, arroz, mandioca, também podem ser convertidos em 

etanol, porém com uma dificuldade muito maior que as conversões de materiais 

ricos em açúcar e amido. Isto acontece pela estrutura que esses compostos 

apresentam, na qual as moléculas de celulose e hemicelulose estão entrelaçadas 

entre si e envoltas por lignina, que dá resistência à estrutura (CHENG; TIMILSINA, 

2010). 

A pré-hidrólise com a utilização de ácidos produz furfural, hidroximetilfurfural e 

ácido acético, os quais são resultantes da degradação das hexoses e pentoses 

submetidas a um meio ácido e de alta temperatura (MUSSATTO; ROBERTO, 2004). 

Tais produtos são tóxicos às leveduras e prejudicam a fermentação do hidrolisado, e 

dependendo das suas concentrações, podem inibir a fermentabilidade das leveduras 

(LASER et al., 2001; MATOS, 2001). No entanto, além da produção de compostos 

tóxicos, é necessário que o pH do hidrolisado seja neutralizado para o meio ser 

propício à fermentação (TAHERZADEH; KARIMI, 2007).  

Em estudos realizados por Roberto et al. (1991), submetendo o bagaço de 

cana-de-açúcar à hidrólise por steam explosion e à detoxificação por meio do 

método de alteração de pH, verificou-se uma melhoria da fermentabilidade do 

hidrolisado com estes procedimentos. Marton (2002), ao avaliar a detoxificação do 

hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana obtido por hidrólise ácida, pela 

metodologia de alteração de pH combinada à adsorção em carvão vegetal ativado, 
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observou que a condição de maior remoção de compostos tóxicos não coincidiu com 

a de maior fermentabilidade do hidrolisado. 

Além disso, durante a fermentação, a levedura pode estar sujeita a vários 

fatores estressantes como alta concentração de etanol, temperaturas elevadas e 

acidez do meio (BASSI, 2011). Os fatores ambientais, tais como oxigenação do 

meio, fontes de carbono e compostos inibidores do metabolismo microbiano, 

influenciam fortemente a expressão gênica e a síntese de enzimas em leveduras 

(CARNEIRO, 2011). Neste sentido, estudos que avaliem o efeito dos métodos de 

detoxificação sobre a fermentação conduzida por leveduras tornam-se 

imprescindíveis, uma vez que a remoção dos inibidores pode ocorrer 

concomitantemente com a diminuição nos teores de açúcares, prejudicando o 

rendimento. Ademais, há de se levar em conta o custo da utilização de tais métodos 

no emprego de reagentes e energia. 

O presente trabalho objetivou avaliar a capacidade fermentativa da levedura 

Meyerozyma guilliermondii, isolada de caldo de cana-de-açúcar, em hidrolisados de 

bagaço de cana obtidos por hidrólise ácida, detoxificados e não-detoxificados, com e 

sem suplementação nutricional. Resultados descritos no Capítulo 4 mostraram que o 

hidrolisado detoxificado e concentrado apresentou uma redução significativa nas 

concentrações de inibidores, embora com relativa perda de açúcares. Avaliar os 

parâmetros fermentativos sob a ótica da detoxificação e suplementação contribuirá 

para o melhor planejamento do processo visando o scale-up. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Hidrolisados 

 

Os hidrolisados foram obtidos por hidrólise ácida e detoxificação conforme 

descrição no Capítulo 4. Foram utilizados quatro tipos diferentes de hidrolisados com 

as seguintes características: 

- hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar concentrado (40 g/L açúcares 

redutores) sem detoxificação e sem adição de suplemento, pH 5,5;
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- hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar concentrado (40 g/L açúcares 

redutores) sem detoxificação e com adição de suplemento (3 g/L de extrato de 

levedura), pH 5,5; 

- hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar detoxificado e concentrado (40 g/L 

açúcares redutores) sem adição de suplemento, pH 5,5; 

- hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar detoxificado e concentrado (40 g/L 

açúcares redutores) com adição de suplemento (3 g/L de extrato de levedura), pH 

5,5. 

O pH dos hidrolisados foi ajustado com adição de ácido sulfúrico concentrado  

para as amostras de hidrolisados detoxificados, e com solução de hidróxido de sódio 

10 mol/L para as amostras de hidrolisados não-detoxificados. 

 

2.2. Preparo do inóculo e montagem dos experimentos 

 

O inóculo foi preparado mediante inoculação de duas alçadas de células da 

levedura Meyerozyma guilliermondii (linhagem 311, isolada de caldo de cana-de-

açúcar), reativada em placas com meio YPD a partir dos slants mantidos a 4 ºC com 

meio YPD, em 10 mL de caldo YPD em tubos falcon previamente tarados e 

incubando-se por 12 horas (overnight) a 30 ºC, sob agitação de 160 rpm. O meio de 

cultura YPD foi renovado (os tubos foram centrifugados, o sobrenadante foi 

descartado e novo meio foi adicionado) até atingir a massa celular úmida desejada 

de 5 g/L (peso úmido). Em seguida as células de levedura foram lavadas por duas 

vezes em solução salina (NaCl 0,85 %), sendo essas centrifugadas a 3400 rpm por 

5 minutos, e o sobrenadante descartado. Após a última lavagem, os tubos foram 

pesados em balança analítica para estimativa do peso da massa úmida. Utilizou-se 

a proporção de 5 g de massa úmida/litro de meio de fermentação. Com a massa 

celular desejada, as células foram ressuspendidas em 40 mL de meio de 

fermentação de hidrolisado de cana-de-açúcar, sendo em seguida realizada a leitura 

de absorbância a 600 nm. Um volume de 20 mL desse inóculo foi adicionado aos 

erlenmyers de 500 mL contendo 180 mL de hidrolisado de bagaço de cana-de-

açúcar. Os testes foram realizados em duplicata, por um período de 144 horas, a   

30 oC, sob agitação de 150 rpm. 
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2.3. Parâmetros analisados  

 

Amostras foram retiradas periodicamente para avaliação da absorbância em 

espectrofotômetro Thermo® Biomate a 600 nm. A biomassa (g/L) foi determinada 

pela conversão dos valores de absorbância utilizando uma curva padrão de 

absorbância X biomassa seca (massa celular seca a 105 ºC até peso constante ).   

Após centrifugação, no sobrenadante determinou-se pH, em pH-metro digital; 

etanol, por destilação das amostras e determinação da densidade da solução 

hidroalcoólica em densímetro digital Anton-Paar DMA-45; xilose, arabinose, glicose, 

xilitol e ácido acético por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE); e açúcares 

redutores pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (MILLER, 1959), utilizando curva 

padrão de xilose. As determinações de açúcares, xilitol e ácido acético por CLAE 

foram realizadas nas amostras retiradas a cada 48 horas, enquanto as análises de 

biomassa, açúcares redutores, pH e  etanol foram realizadas nas amostras retiradas 

a cada 24 horas. 

As análises de açúcares por CLAE foram realizadas no Departamento de 

Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo – 

EEL/USP. As concentrações de xilose, glicose, arabinose, xilitol e ácido acético 

foram determinadas por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em um 

aparelho Aguilent Technologies 1260 Infinity com detector de índice de refração e 

coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 X 7,8 mm) (Hercules, CA, USA), nas 

seguintes condições: temperatura de 45 °C; eluente: ácido sulfúrico 0,01 N; fluxo do 

eluente 0,6 mL/min; volume de amostra de 20 µL. Para as análises, as amostras 

foram diluídas com água deionizada e filtradas em Sep-Pack Cartidge C18 (Waters 

Associate – MILLIPORE®). As concentrações dos compostos foram calculadas a 

partir de curvas de calibração obtidas de soluções padrão.  

O cálculo do rendimento g etanol/g de xilose foi realizado através da seguinte 

fórmula:  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados dos testes fermentativos com os hidrolisados não-detoxificados 

e detoxificados, com e sem adição de suplemento (extrato de levedura) estão 

demonstrados nas Figuras 1 a 4. 
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Figura 1. Teste fermentativo realizado com o hidrolisado concentrado, não-

detoxificado e sem adição de suplemento, pH 5,5, a 30 oC, 150 rpm, utilizando-se a levedura 

M. guilliermondii. 
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Figura 2. Teste fermentativo realizado com o hidrolisado concentrado, não-

detoxificado e com adição de suplemento (3 g/L de extrato de levedura), pH 5,5, a 30 oC, 

150 rpm, utilizando-se a levedura M. guilliermondii. 
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Figura 3. Teste fermentativo realizado com o hidrolisado concentrado, detoxificado e 

sem adição de suplemento, pH 5,5, a 30 oC, 150 rpm, utilizando-se a levedura M. 

guilliermondii. 

 

 

 

 

 



108 

 

 

A B 

  

Biomassa (g/L)

0

25

50

75

100

125

150

0 24 48 72 96 120 144

Tempo (h)
 

0

1

2

3

4

5

0 24 48 72 96 120 144

Tempo (h)

Etanol e xilitol (g/L)

 

 

C D 

0

1

2

3

4

5

0

5

10

15

20

25

30

0 48 96 144

A
ra

b
in

o
s
e
, 

g
li
c
o

s
e
 e

 á
c
id

o
 a

c
é
ti

c
o

 (
g

/L
)

X
il
o

s
e
 (

g
/L

)

Tempo (h)
 

 

4

4,5

5

5,5

6

6,5

7

7,5

8

8,5

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

0 24 48 72 96 120 144

p
H

A
ç
ú

c
a
re

s
 r

e
d

u
to

re
s
 (

g
/L

)

Tempo (h)

 

 

Figura 4. Teste fermentativo realizado com o hidrolisado concentrado, detoxificado e 

com adição de suplemento (3 g/L de extrato de levedura), pH 5,5, a 30 oC, 150 rpm, 

utilizando-se a levedura M. guilliermondii. 

 

 

A glicose foi a fonte de carbono consumida mais rapidamente pela levedura 

M. guilliermondii nos hidrolisados, independentemente da detoxificação e da 

suplementação com extrato de levedura. Em 48 horas de cultivo, a concentração de 
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glicose foi próxima a zero (Figuras 1 a 4, C). Nos estudos de Moutta (2009), nas 

fermentações de hidrolisado de palha de cana-de-açúcar utilizando-se uma cepa de 

Pichia stipitis, a glicose já havia sido completamente consumida em 15 horas, 

enquanto que xilose prosseguiu do início ao final de 110 horas de processo, sendo 

consumida mais lentamente na presença de glicose.  

Quanto à xilose, houve consumo quase total em 96 horas de cultivo da 

levedura no hidrolisado detoxificado adicionado de extrato de levedura. No 

hidrolisado não detoxificado com extrato de levedura, o consumo foi mais lento, 

ocorrendo somente em 144 horas de cultivo o consumo total de xilose. Nos 

hidrolisados sem adição do extrato de levedura, o consumo foi ainda mais lento com 

sobra de xilose no meio de cultura (cerca de 10-15 g/L), Figuras 1 a 4, C. Estes 

resultados demonstram que a adição de extrato de levedura teve efeito significativo 

sobre o consumo da pentose pela levedura M. guilliermondii.  

A utilização de extrato de levedura como suplemento nutricional se deve 

principalmente à sua composição: proteína 31 a 48 %; elevados teores de vitaminas, 

especialmente do complexo B (B1, B2, B6, niacina, ácido pantotênico, ácido fólico e 

biotina); minerais, incluindo macroelementos (Ca, P, Mg, K, Na, Al e Fe) e 

microelementos (Mn, Cu, B, Zn, Mo, Cd, Cr, Ni, Pb, Si e Se); e carboidratos, entre 

25-35% (HALÁSZ; LASZTITY, 1991). 

Quanto aos resultados dos teores de arabinose, só houve consumo deste 

açúcar no hidrolisado detoxificado com adição de extrato de levedura, chegando a 

concentração próxima a zero ao final de 144 horas de cultivo. Nos experimentos 

com os outros hidrolisados (detoxificado ou não sem adição de extrato de levedura), 

a arabinose não foi consumida até 144 horas de fermentação. No hidrolisado 

detoxificado com adição de extrato de levedura, houve consumo total de glicose e 

xilose dentro de 48 e 96 horas, respectivamente, o que pode ter levado a levedura 

ao consumo de arabinose. Nos outros experimentos não foi observado consumo de 

arabinose, pois no período de 144 horas ainda havia xilose disponível para 

consumo, com exceção do hidrolisado concentrado não detoxificado com adição de 

extrato de levedura (Figuras 1 a 4, C) 

 A via de assimilação de arabinose por leveduras é bastante similar à da 

xilose (SHI et al., 2000), no entanto, como observado neste trabalho o consumo da 

arabinose foi mais tardio do que o da xilose. De fato, ao se analisar as Figuras 4 A e 

4 C, verifica-se uma fase de crescimento entre 24 e 72 horas sustentada pelo 
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consumo de glicose. Após 120 horas, quando as concentrações de xilose e ácido 

acético são praticamente desprezíveis, há uma segunda fase de crescimento o que 

sugere diauxia sustentada pelo consumo de arabinose. 

 Esse comportamento também foi observado por Silva; Roberto (2001) e Lima 

(2002) durante a fermentação de hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-

açúcar, assim como em meio sintético por Felipe et al. (1995). Nos experimentos 

realizados em meios sintéticos contendo arabinose, xilose ou glicose como única 

fonte de carbono, o crescimento da linhagem de M. guilliermondii foi também mais 

tardio e menor quando arabinose foi utilizada, conforme discutido no Capítulo 3. 

A arabinose e a xilose estão diretamente envolvidas no metabolismo de 

pentoses por leveduras, sendo consideradas como principais responsáveis pela 

ativação das enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase em Pachysolen 

tannophilus (BOLEN; DETROY, 1985) e Candida tenuis (KERN et al., 1997). De 

acordo com Matos et al. (2002), a arabinose, utilizada como fonte de carbono no 

cultivo de Candida guilliermondii, promoveu uma melhoria de 35 % na bioconversão 

de xilose em xilitol por esta levedura. 

Segundo Schlegel (1990) quando micro-organismos são expostos a mistura 

de açúcares, geralmente a glicose é catabolizada preferencialmente e inibe a quebra 

de outros substratos, caracterizando assim fenômenos de diauxia. De acordo com 

Du Preez; Bosch; Prior (1986), a diauxia pode causar um considerável período de 

fase de adaptação, sendo de ocorrência comum durante a fermentação de xilose ou 

celobiose na presença de glicose. 

Em estudos realizados por Mouro (2012) foram mostrados vários padrões de 

fermentação de xilose e glicose pelas leveduras, sendo que linhagens do clado 

Spathaspora, particularmente Spathaspora passalidarum, fermentam eficientemente 

a xilose. 

Gong et al. (1999) reportaram a assimilação preferencial de glicose em 

relação a pentoses e concluíram que o comportamento de leveduras cultivadas em 

mistura de açúcares, hexoses e pentoses, apresenta uma inibição ou retardamento 

da utilização de xilose pela presença de glicose no meio. Hähn-Hagerdal et al. 

(1991) reportaram que concentrações acima de 2 % de glicose, mesmo em espécies 

que possuem afinidade no transporte de pentoses, como P. stipitis, são capazes de 

reprimir a absorção de xilose. 
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Mouro (2012) revelou que leveduras como Kluyveromyces marxianus e 

Candida materiae são melhores fermentadoras de glicose do que xilose, enquanto 

as leveduras Spathaspora passalidarum e alguns isolados de Candida shehatae, 

apresentam melhor produção de etanol a partir de xilose. Já as leveduras 

Scheffersomyces stipitis e as do gênero Spathaspora apresentaram praticamente a 

mesma produção de etanol a partir de ambos os açúcares (glicose e xilose). No 

entanto, os resultados sugeriram que a espécie Scheffersomyces stiptis e leveduras 

do gênero Spathaspora são as que apresentam um melhor rendimento em etanol 

quando consomem xilose como fonte de carbono.  

No presente trabalho, a linhagem de levedura utilizada foi capaz de consumir 

glicose, xilose e arabinose, provavelmente nesta ordem preferencial, embora isto 

não possa ser afirmado com certeza com relação à glicose e xilose, pois a primeira 

análise foi realizada em 48 horas de cultivo, quando a glicose já havia se esgotado. 

O ácido acético (Figuras 1 a 4, C) esteve presente em maiores quantidades 

nos hidrolisados não detoxificados, indicando que com a detoxificação ocorreu uma 

maior remoção desse inibidor (aproximadamente 4 g/L e 2,5 g/L, nos hidrolisados 

não-detoxificados e detoxificados, respectivamente). Ocorreu diminuição nas 

concentrações de ácido acético ao longo do período de cultivo, muito mais 

acentuada nos hidrolisados detoxificados, o que pode ser devido à volatilização ou 

ao consumo deste composto pela levedura. A dinâmica da curva do ácido acético 

não é a mesma nos quatro tipos de hidrolisados testados, o que não sugere que 

tenha ocorrido volatilização. É possível que a levedura tenha realmente consumido o 

ácido, como verificado para Issatchenkia occidentalis em hidrolisado de bagaço de 

cana, a qual promoveu a detoxificação biológica do bagaço (GONÇALVES et al., 

2013). Esta questão merece estudos posteriores, pois aponta uma característica 

positiva a favor desta levedura, ainda não relatada, do que se tem conhecimento. 

O ácido acético é o principal ácido presente nos hidrolisados hemicelulósicos 

de biomassa vegetal. Sua concentração depende do tipo de biomassa empregada e 

do processo de hidrólise utilizado, com variações de concentração de 0,6-12 g/L, e 

níveis de tolerância dos micro-organismos a esse ácido podendo variar de acordo 

com as espécies e com as condições de cultivo empregadas (HELLE et al., 2003). 

O resultado das concentrações de açúcares redutores (Figuras 1 a 4, D) nos 

hidrolisados utilizados mostrou que o maior consumo ocorreu no hidrolisado não
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detoxificado com adição de extrato de levedura seguido do hidrolisado detoxificado 

sem adição. O teor inicial de açúcares redutores para os quatro meios à base de 

hidrolisados utilizados ficou por volta de 40 g/L. No entanto, a soma dos teores de 

glicose, xilose e arabinose totaliza cerca de 30 g/L, indicando a existência de outras 

substâncias redutoras no meio de cultura e que podem estar sendo consumidas 

pelas leveduras. 

Em relação ao etanol (Figuras 1 a 4, B), no hidrolisado detoxificado com 

adição de extrato de levedura foram obtidos maiores teores em 48 horas (2,1 g/L) e 

96 horas (2,3 g/L), apresentando uma diminuição significativa em 144 horas         

(0,3 g/L). Com o hidrolisado não detoxificado com adição de extrato de levedura, a 

produção de etanol foi crescente, atingindo cerca de 3 g/L em 144 horas. Com os 

hidrolisados sem adição de extrato de levedura, não foi detectada produção de 

etanol com o meio detoxificado, enquanto para o hidrolisado não detoxificado os 

maiores resultados foram obtidos de 48 horas a 96 horas (1,1 a 1,3 g/L), com 

redução em 144 horas (0,60 g/L). A produção de etanol pela levedura P. stipitis a 

partir de hidrolisados hemicelulósicos de diferentes biomassas, com concentrações 

de xilose em torno de 50 g/L, tem sido reportado por vários autores (ZHU et al., 

2010; WHITE; YOHANNAN; WALKER, 2008). 

Em todos os experimentos, ocorreu alcalinização significativa do meio de 

cultura, passando de pH inicial 5,5 para pH final entre 7,5 e 8,5 (Figuras 1 a 4, D). 

Em relação à biomassa (Figuras 1 a 4, A), a levedura M. guilliermondii 

apresentou maior crescimento no hidrolisado detoxificado com adição de extrato de 

levedura, seguida pelo hidrolisado detoxificado. Para este parâmetro – produção de 

biomassa – a detoxificação teve um efeito mais pronunciado que a adição de extrato 

de levedura, ao contrário do observado em relação à produção de etanol. Os valores 

de biomassa obtidos nos experimentos com os hidrolisados detoxificados são muito 

altos e inesperados considerando-se a concentração de açúcares determinados 

(glicose, xilose e arabinose). Mesmo considerando-se a utilização de etanol como 

fonte de carbono, ainda assim valores de biomassa ao redor de 100-120 g/L são 

inexplicáveis, a não ser que outras substâncias presentes nos hidrolisados e que 

não foram determinadas na cromatografia líquida de alta eficiência possam estar 

sendo utilizadas pela levedura, que possam justificar a alta conversão de substrato 

em biomassa. Nas Figuras 3 e 4 – A, verifica-se diauxia após 96 horas de
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fermentação, mais marcante quando se utilizou o hidrolisado detoxificado com 

adição de extrato de levedura. Esta observação coincide com a diminuição drástica 

na concentração de etanol e xilitol do meio de fermentação com o hidrolisado 

detoxificado com adição de extrato de levedura, os quais podem também estar 

sendo mobilizados para a produção de biomassa. A detoxificação de alguma 

maneira permitiu que outros compostos ficassem disponíveis para a levedura para a 

produção de biomassa. Estes resultados podem também estar relacionados com o 

alto e rápido consumo de ácido acético (em 48 e 96 horas, para o hidrolisado 

detoxificado sem adição de suplemento, e para o hidrolisado detoxificado com 

adição de suplemento, respectivamente), deixando o meio de fermentação menos 

tóxico para a levedura, levando ao consumo de outras substâncias presentes no 

meio, uma vez que a xilose e glicose estavam praticamente esgotadas. 

Alta densidade celular é utilizada nas destilarias com processos fermentativos 

convencionais a partir de caldo de cana-de-açúcar e/ou melaço, para diminuir o 

tempo de fermentação e elevar a produtividade do processo (Amorim et al., 2011). 

Em hidrolisados de madeira, Sreenath; Jeffries (2000) utilizaram em torno de 1,5 a 

3,0 g/L com P. stipitis e Candida shehatae, concentração semelhante utilizada por 

Canilha et al. (2010) em hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar com P. stipitis. No 

presente trabalho foi utilizada concentração inicial de biomassa ao redor de 4-5 g/L.  

Foi detectada a presença de xilitol (Figuras 1 a 4, B) durante as fermentações 

com os hidrolisados detoxificados e não-detoxificados com e sem adição de extrato 

de levedura, em maior quantidade nos hidrolisados suplementados (produção 

máxima ao redor de 4 g/L). O rendimento em etanol produzido pelas leveduras 

fermentadoras de pentoses em meios de cultivo com D-xilose é limitado 

principalmente por dois fatores: a utilização concorrente do etanol na presença de 

concentrações elevadas de xilose e a formação de xilitol e outros compostos como 

subprodutos (DUARTE, 1989).  

O xilitol é um composto orgânico (poliálcool, natural de cinco átomos de 

carbonos) de fórmula C5H12O5. Sua molécula possui estrutura aberta e é conhecido 

como polihidroxiálcool acíclico, ou pentitol, por ter cinco grupos OH em sua 

molécula, e cada grupo hidroxila se encontrar ligado a um átomo de carbono. Sua 

conformação molecular tem sido proposta como um “zig-zag”, apresentando rotação
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nas ligações entre C2 e C3, e entre, C3 e C4, assim como uma interação entre O2 e 

O4 (MÄKINEN, 2000). 

Para a conversão de xilose em xilitol, é necessário o transporte do açúcar 

xilose através da membrana celular. Uma vez dentro da célula, a xilose é reduzida a 

xilitol pela enzima xilose redutase (EC1.1.1.21) com a participação das coenzimas 

NADPH ou NADH (JEFFRIES, 1983). Em seguida, o xilitol é excretado para o 

exterior da célula ou oxidado a xilulose pela enzima xilitol desidrogenase              

(EC 1.1.1.9), com a participação de NAD+ (SLININGER; BOLEN; KURTZMAN, 

1987). A xilulose é fosforilada a xilulose 5-fosfato, a qual pode ser convertida em 

piruvato através do complexo enzimático transcetolase-transaldolase, que faz a 

conexão entre a via das fosfopentoses e a via EMP (NOLLEAU et al., 1993).  

A bioconversão de xilose a xilitol e ou etanol é influenciada por diversos 

fatores, mas dentre eles o mais importante é o nível de aeração, a qual afeta as 

rotas bioquímicas envolvidas na metabolização da xilose (PARAJÓ; DOMINGUEZ; 

DOMINGUEZ, 1998; ROBERTO; MANCILHA; SATO, 1999). Em condições aeróbias, 

pode ocorrer desvio no metabolismo microbiano para a produção de células, 

diminuindo a produção de xilitol. Em condições limitadas de oxigênio, ocorre o 

acúmulo de xilitol (NÁHLIK et al., 2003).  

Considerando que nos experimentos aqui realizados o nível de agitação dos 

frascos foi o mesmo para os quatro hidrolisados testados, teoricamente 

proporcionando o mesmo nível de aeração, a diferença observada na produção de 

xilitol deve ser creditada à utilização do suplemento nutricional, pois 

independentemente da detoxificação ter ocorrido ou não, somente os hidrolisados 

suplementados apresentaram produção considerável de xilitol. 

Os valores de rendimento e produtividade em etanol dos testes fermentativos 

estão descritos na Tabela 1. Verifica-se que o melhor rendimento em etanol foi 

obtido com o hidrolisado não detoxificado sem adição de suplemento, no entanto, no 

período estabelecido de 48 horas houve consumo de somente 14,1 % de xilose, 

resultando em alto teor de açúcar residual. Nos hidrolisados com adição de 

suplemento, não houve diferença quanto ao rendimento, porém a produtividade em 

etanol foi maior no hidrolisado detoxificado. 

Canilha et al. (2010) avaliaram a produção de etanol por P. stipitis utilizando 

hidrolisado de bagaço de cana, em frascos agitados a 200 rpm, 30 oC por 120 horas.
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A hidrólise do bagaço foi realizada com ácido sulfúrico diluído, a 150 oC por            

30 minutos, e os autores compararam os efeitos de diferentes estratégias de 

detoxificação para reduzir os compostos inibitórios liberados durante a hidrólise. 

Comparando os resultados aqui obtidos com aqueles obtidos pelos autores acima 

para o hidrolisado não-detoxificado (0,044 g/L.h, 120 h), somente a metade da 

produtividade em etanol foi alcançada neste trabalho, apesar de em menor período 

de tempo. A suplementação com nutrientes deve fazer a diferença, pois extrato de 

levedura, extrato de malte e peptona foram utilizados por Canilha et al. (2010).  

Com estratégias de detoxificação, tanto Canilha et al. (2010) quanto Cadete et 

al. (2012) obtiveram melhores resultados para produtividade em etanol (0,13 -     

0,16 g/L.h; 0,2 g/L.h, respectivamente) utilizando P. stipitis em hidrolisado de 

bagaço, comparado aos resultados aqui obtidos para os hidrolisados detoxificados e 

suplementados. Cadete et al. (2012) utilizaram extrato de levedura como suplemento 

do hidrolisado. 

Desta forma, apesar da detoxificação e da suplementação terem aumentado a 

produtividade em etanol (de 0,023 para 0,044 g/L.h, Tabela 1), os resultados obtidos 

para M. guilliermondii são ainda muito baixos quando comparados com P. stipitis, 

por exemplo. Outras estratégias como aumentar e diversificar as fontes nutricionais, 

testar outras concentrações de inóculo inicial e agitação dos frascos e proceder à 

adaptação do inóculo ao hidrolisado antes da fermentação, podem contribuir para a 

melhoria do processo fermentativo. Carneiro (2011) desenvolveu estratégias de 

adaptação da levedura P. stipitis ao hidrolisado de palha de arroz não-detoxificado e 

verificou aumentos de 7 % e 50 % no rendimento em etanol e produtividade, 

respectivamente, quando o inóculo foi preparado após cultivos sucessivos da 

levedura no hidrolisado. 
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Tabela 1.  Valores de produtividade e rendimento de etanol nas fermentações conduzidas com 

hidrolisados detoxificados e não-detoxificados, com e sem adição de suplemento (extrato de 

levedura), utilizando-se a levedura M. guilliermondii. 

 
 

Parâmetro 

Hidrolisado 
não 

detoxificado 
com adição 

de 
suplemento 

Hidrolisado 
não 

detoxificado 
sem adição de 

suplemento 

Hidrolisado 
detoxificado 

com adição de 
suplemento 

Hidrolisado 
detoxificado 
sem adição 

de 
suplemento 

Rendimento (g 
etanol/g de 

xilose) 

0,16  0,31  0,16  0 

     

Produtividade 
(g etanol/L.h) 

 

0,028  0,023  0,044  0 

     

 

 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

As estratégias de detoxificação e suplementação dos hidrolisados de bagaço de 

cana aumentaram a produtividade em etanol e possibilitaram maior crescimento da 

levedura, porém os resultados ainda são baixos quando comparados com a 

literatura, especialmente para a levedura P. stipitis. A linhagem de M. guilliermondii 

além de consumir glicose e xilose do hidrolisado, consumiu também ácido acético, 

promovendo uma detoxificação biológica. 
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CONCLUSÕES FINAIS 
 

 O trabalho aqui apresentado apontou o potencial do banco de culturas de 

leveduras isoladas das fontes naturais, caldo de cana-de-açúcar, rizosfera de cana-

de-açúcar, bagaço de cana-de-açúcar e palha de milho, para produção de etanol e  

outros compostos. Há ainda 38 linhagens de leveduras com capacidade de 

fermentação de pentoses que não foram testadas. A levedura selecionada, isolada 

de caldo de cana-de-açúcar (código 311) e identificada como Meyerozyma 

guilliermondii, apresentou capacidade de crescimento e fermentação de pentoses 

(arabinose e xilose) tanto em meios sintéticos quanto em hidrolisados de cana. 

Embora a detoxificação e a suplementação nutricional com extrato de levedura 

tenham ocasionado aumento na produtividade em etanol, há ainda necessidade de 

prosseguir com o trabalho de otimização das condições ambientais e do meio de 

cultura para a obtenção de melhores resultados. 

 A levedura selecionada além de ter apresentado rendimento e produtividade 

em etanol, apresentou uma habilidade bastante interessante para as indústrias 

alimentícia e farmacêutica, devido a sua produção e rendimento em xilitol, um 

composto que poderia ser mais explorado utilizando essa levedura, pois o xilitol 

apresenta características interessantes por ser um carboidrato natural com poder 

adoçante semelhante ao da sacarose, além de apresentar propriedades 

anticariogênicas, sendo tolerado por diabéticos e recomendado para pessoas 

obesas. 

 A levedura isolada apresentou algumas características interessantes do 

ponto de vista industrial que poderiam ser melhor exploradas, como a capacidade de 

crescer e fermentar em temperaturas acima de 30 oC e em valores baixos de pH, 

como 3,5 e 4,5. Além disto, foi capaz de consumir ácido acético, um inibidor 

comumente encontrado em hidrolisados ácidos, promovendo a chamada 

“detoxificação biológica”. Esta característica merece uma especial atenção, uma vez 

que não é comumente encontrada em leveduras. 

   

 

 


