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Caminhante, são tuas pegadas 
o caminho e nada mais; 

caminhante, não há caminho, 
se faz caminho ao andar 

 
Ao andar se faz caminho 
e ao voltar a vista atrás 
se vê a senda que nunca 

se há de voltar a pisar 
 

Caminhante não há caminho 
senão há marcas no mar.... 
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RESUMO 
 
A exploração da biodiversidade de leveduras e o aperfeiçoamento do processo fermentativo 
são estratégias que podem gerar avanços que permitam a viabilização industrial da produção 
de etanol de segunda geração. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo 
aprofundar o conhecimento sobre as leveduras recentemente prospectadas da biodiversidade 
brasileira com capacidade de fermentar a glicose e xilose em etanol, bem como, desenvolver 
estratégias de fermentação de hidrolisados resultantes do tratamento ácido e tratamento 
enzimático da mistura 1:1 de casca de aveia com casca de soja buscando aperfeiçoar a 
produção de etanol a partir destes substratos. Na primeira etapa deste estudo, a capacidade de 
fermentação dos hidrolisados da mistura de casca de aveia com casca de soja pela levedura, 
recentemente prospectada, Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303 foi avaliada em 
fermentações em biorreator de tanque agitado e o efeito do oxigênio na conversão da glicose e 
xilose em etanol foi investigado. Três diferentes condições de aeração do meio de cultura 
foram testadas (anaerobiose, 0,5 vvm e 1 vvm). Limitações na capacidade de fermentação dos 
açúcares foram observadas nas culturas em anaerobiose e os parâmetros de produção de 
etanol se mostraram dependentes da condição de aeração aplicada e da concentração de 
açúcar do hidrolisado. Os rendimentos de conversão ao etanol (YEtOH/S) variaram de 0,23 até 
0,40 g•g-1 e as produtividades volumétricas(QP) variaram de 0,06 até 0,22 g•(L•h)-1. Na 
segunda etapa do estudo, a fermentação dos hidrolisados da mistura de casca de aveia com 
casca de soja foi testada em agitador rotacional, biorreator de tanque agitado e biorreator de 
células imobilizadas utilizando uma ampla diversidade de leveduras dos gêneros Spathaspora, 
Scheffersomyces, Sugiymaella e Candida, além de uma linhagem de Saccharomyces 
cerevisiae geneticamente modificada para fermentar glicose e xilose em etanol. Altos 
rendimentos de conversão ao etanol foram atingidos com a levedura Sp. passalidarum 
UFMG-CM-469 tanto em microaerofilia (0,42 g•g-1) quanto em anaerobiose (0,43 g•g-1), 
superando, até mesmo, os rendimentos de Sp. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 mostrados na 
etapa anterior. Aumentos consideráveis na produtividade volumétrica foram atingidos com 
células de Sp. passalidarum UFMG-CM-469 imobilizadas em LentiKats® fermentando os 
hidrolisados suplementados com extrato de levedura cru, atingindo 0,30 g•(L•h)-1 na 
fermentação do hidrolisado resultante do tratamento ácido e 0,29 g•(L•h)-1 na fermentação do 
hidrolisado resultante do tratamento enzimático. A estabilidade das células imobilizadas em 
LentiKats® foi testada em fermentações sequenciais de hidrolisados e o desempenho 
fermentativo se manteve estável por mais de 250 horas de fermentação. Na terceira etapa do 
estudo, Sp. passalidarum UFMG-CM-469, a levedura que conferiu os melhores resultados ao 
longo deste trabalho, foi testada em fermentação com células imobilizadas em LentiKats® em 
biorreator fluidizado e de leito fixo em cultura contínua na taxa de diluição de 0,05 h-1. O 
biorreator fluidizado mostrou melhores parâmetros fermentativos (YEtOH/S e QP) operando em 
cultura contínua na taxa de diluição de 0,05 h-1. Aumentos na taxa de diluição do biorreator 
fluidizado (0,1 e 0,2 h-1) em cultivo contínuo geraram altos valores de produtividade 
volumétrica de etanol, atingindo 1,69 g•(L•h)-1 na fermentação do hidrolisado resultante do 
tratamento ácido e 2,74 g•(L•h)-1 na fermentação do hidrolisado resultante do tratamento 
enzimático. 
 
 
 
Palavras-chave: Biorrefinaria; casca de aveia; casca de soja; hidrólise ácida e enzimática, 
células imobilizadas; fermentação contínua.  
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ABSTRACT 

 
The exploration of yeast biodiversity and the improvement of the fermentation process are 
strategies that can generate advances that allow the industrial viability of second generation 
ethanol production. In this context, the present work aimed to deepen the knowledge of 
recently prospected yeasts from Brazilian biodiversity with the ability to ferment glucose and 
xylose into ethanol, as well as developing fermentation strategies of hydrolysates resulting 
from acid treatment and enzymatic treatment of the 1:1 mixture of oat hull and soybean hull, 
seeking to improve the production of ethanol from these substrates. In the first step of this 
study, the fermentation capacity of hydrolysates from the mixture of oat hull and soybean hull 
by the recently prospected yeast, Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303 was evaluated 
in fermentations in a bioreactor stirred tank and the effect of oxygen on conversion of glucose 
and xylose to ethanol was investigated. Three different aeration conditions of the culture 
medium were tested (anaerobiosis, 0.5 vvm and 1 vvm). Limitations in the fermentation 
capacity of sugars were observed in anaerobic cultures and the parameters of ethanol 
production were shown to be dependent on the applied aeration condition and on the sugar 
concentration of the hydrolysates. The conversion yields to ethanol (YEtOH/S) ranged from 0.23 
to 0.40 g•g-1 and the volumetric productivity (QP) ranged from 0.06 to 0.22 g•(L•h)-1 . In the 
second stage of the study, the fermentation of hydrolysates from the mixture of oat hull and 
soybean hull was tested in a rotational shaker, bioreactor stirred tank and immobilized cell 
bioreactor using a wide variety of yeasts from the genera Spathaspora, Scheffersomyces, 
Sugiymaella and Candida, in addition to a strain of Saccharomyces cerevisiae genetically 
modified to ferment glucose and xylose into ethanol. High yields of conversion to ethanol 
were achieved with the yeast Sp. passalidarum UFMG-CM-469 both in microaerophilic (0.42 
g•g-1) and in anaerobiosis (0.43 g•g-1), even surpassing the yields of Sp. hagerdaliae UFMG-
CM-Y303 shown in the previous step. Considerable increases in volumetric productivity were 
achieved with cells immobilized of Sp. passalidarum UFMG-CM-469 in LentiKats® 
fermenting the hydrolysates supplemented with raw yeast extract, reaching 0.30 g•(L•h)-1 in 
the fermentation of the resulting hydrolysate of the acid treatment and 0.29 g•(L•h)-1 in the 
fermentation of the hydrolysate resulting from the enzymatic treatment. The stability of cells 
immobilized on LentiKats® was tested in sequential fermentations of hydrolysates and 
fermentation performance was stable for over 250 hours of contínuous fermentation. In the 
third stage of the study, Sp. passalidarum UFMG-CM-469, the yeast that gave the best results 
throughout this work, was tested in fermentation with cells immobilized in LentiKats® in a 
fluidized and packed-bed, in continuous culture in the dilution rate 0.05 h-1. The fluidized 
bioreactor showed better fermentation parameters (YEtOH/S and QP) operating in contínuous 
culture at a dilution rate of 0.05 h-1. Increases in the fluidized bioreactor dilution rate (0.1 and 
0.2 h-1) in contínuous cultivation generated high values of volumetric ethanol productivity, 
reaching 1.69 g•(L•h)-1 in the fermentation of the resulting hydrolysate of the acid treatment 
and 2.74 g•(L•h)-1 in the fermentation of the hydrolysate resulting from the enzymatic 
treatment. 
 
 
 
Keywords: Biorefinery; oat hull; soybean hull; acid and enzymatic hydrolysis; immobilized 
cells; contínuous fermentation. 
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1.  INTRODUÇÃO  
 
 

Processos biotecnológicos estão recebendo mais atenção pelas diversas indústrias por 

serem processos mais sustentáveis quando comparados com a tecnologia química clássica. 

Uma tendência biotecnológica crescente é a produção de biocombustíveis, em que se destaca 

a tecnologia de fermentação para conversão de resíduos agrícolas ricos em açúcares no 

chamado etanol de segunda geração. Esta tecnologia é impulsionada pelas preocupações com 

a viabilidade do uso de combustíveis fósseis, o rápido aquecimento do planeta e a geração de 

resíduos. 

 A biomassa lignocelulósica contém a maior reserva de açúcares do planeta, sendo 

composta pelas frações de celulose, hemicelulose e lignina. A glicose compõe a fração da 

celulose e é o açúcar mais abundante do planeta; já a xilose, o segundo mais abundante, 

compõe a fração de hemicelulose. Os açúcares das frações de celulose e hemicelulose formam 

até 70% de toda a biomassa de angiospermas e podem ser uma fonte alternativa de substrato 

para a produção de etanol de segunda geração. 

No contexto de fermentação, em escala industrial para a produção de etanol, as 

leveduras são os organismos mais adequados devido às vantagens: maior espessura de suas 

paredes celulares, exigências nutricionais menos rigorosas, maior tamanho de suas células, 

maior resistência à contaminação e melhor crescimento em pH ácido. Embora a glicose que 

compõe a biomassa lignocelulósica seja fermentada em etanol pela levedura S. cerevisiae, 

com rendimentos teóricos, a fermentação eficiente em etanol da xilose — principal 

componente da fração hemicelulósica — ainda é um desafio a ser superado para a conversão 

econômica da biomassa de lignocelulose em etanol. A descoberta de leveduras fermentadoras 

de xilose em novos nichos e a transformação genética de leveduras visando à rápida utilização 

de xilose passaram a ser exploradas na tentativa de viabilizar a produção de etanol de segunda 

geração. 

Avanços no desenvolvimento da tecnologia de produção de etanol de segunda geração 

foram alcançados, porém a consolidação da tecnologia ainda está distante. Nos últimos anos, 

novas abordagens para a obtenção de linhagens geneticamente modificadas de S. cerevisiae 

foram reportadas e, também, novos gêneros e novas espécies de leveduras com capacidade de 

conversão de xilose em etanol foram descritos. No Brasil, novos gêneros e novas espécies de 

leveduras com tal capacidade foram isolados de diferentes biomas, sendo micro-organismos 

candidatos para a domesticação e aplicação direta na produção do etanol de segunda geração.
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 Apesar da disponibilidade de grande diversidade natural e artificial de leveduras com 

possibilidade de aplicação na produção de etanol de segunda geração, grande parte destas 

leveduras ainda não teve seu potencial fermentativo avaliado de forma mais profunda em 

fermentações sob condições controladas em biorreatores. Além disso, resíduos 

lignocelulósicos com alta geração mundial, como casca de soja e casca de aveia, precisam ter 

seus potenciais de uso na produção de etanol de segunda geração mais explorados. É preciso 

também estudar novas tecnologias de fermentação que gerem contribuições significativas para 

a melhoria do bioprocesso de produção de etanol de segunda geração.  Nesse contexto, o 

objetivo principal deste trabalho é investigar a fisiologia de novas leveduras fermentadoras de 

xilose isoladas da biodiversidade brasileira em fermentações de hidrolisado ácido e 

enzimático da mistura de casca de aveia e casca de soja, e estudar estratégias de fermentação 

com células imobilizadas para a melhoria dos parâmetros de produção de etanol e aumento da 

eficiência do bioprocesso. 

Os objetivos específicos são: 

 Realizar triagem de leveduras isoladas da biodiversidade brasileira, selvagens 

ou geneticamente modificadas, em fermentações de hidrolisados de mistura de 

cascas de aveia e de cascas soja com alta pressão osmótica, estudando as 

respostas fisiológicas destas leveduras em diferentes condições de cultivo 

controladas em biorreator; 

 Avaliar a viabilidade da tecnologia de imobilização celular em LentiKats® para 

a aplicação em fermentações de hidrolisados ácido e enzimático; 

 Avaliar o efeito da suplementação dos hidrolisados e do cultivo com células 

imobilizadas, e a possibilidade de reúso das células imobilizadas em 

LentiKats®; 

 Desenvolver um sistema de fermentação contínua com células imobilizadas em 

LentiKats® para aumentar a eficiência do processo de produção de etanol de 

segunda geração. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 - Resíduos Lignocelulósicos  

Biomassa lignocelulósica ou resíduo lignocelulósico é toda a matéria orgânica 

proveniente de fontes vegetais ou resíduos agroindustriais oriundos do processamento 

industrial da biomassa vegetal (KIM et al., 2004). Estima-se que 3,3 Gigaton de resíduos 

agroindustriais são produzidos anualmente. O acúmulo desses resíduos em grandes 

quantidades traz prejuízos ao meio ambiente e também resulta na perda de materiais que 

podem ser potencialmente aproveitados (KIM et al., 2004). Embora seja difícil encontrar na 

literatura científica uma estatística atualizada da produção mundial de resíduos 

lignocelulósicos, a Figura 1 mostra a distribuição média do potencial mundial de geração 

destes resíduos em alguns países e continentes em milhões de toneladas. 

 
Figura 1: Potencial da geração de resíduos lignocelulósicos em milhões de 

toneladas. Adaptado de Bentsen e Elby (2010). 

 

Já a Figura 2 mostra a estimativa de geração de resíduos agroindustriais de acordo com 

cada tipo de produção agrícola. A análise dos dados mostra que o milho tem um potencial 

residual de mais de 900 milhões de toneladas; e trigo e arroz têm um potencial residual de 

mais de 600 e 400 milhões de toneladas, respectivamente. Os potenciais de cana-de-açúcar e 

soja estão entre 450 e 350 milhões de toneladas, respectivamente (BENTSEN et al., 2010). 

Outras culturas plantadas em menor proporção, como a aveia branca, que é cultivada em 

zonas temperadas no Noroeste da Europa, América do Norte, Ásia e em partes da América do 
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Sul (USDA, 2015), também produzem quantidades significativas de resíduos 

lignocelulósicos. Kim et al. (2004) afirmam que a cultura da aveia pode produzir, anualmente, 

mais de 10,6 milhões de toneladas de resíduos. 

 

 
Figura 2: Estimativa de produção de resíduos lignocelulósicos conforme o tipo de 

cultivo. Adaptado de Bentsen e Elby (2010).  

 

A biomassa lignocelulósica é composta, principalmente, pelos polissacarídeos celulose 

e hemicelulose (aproximadamente, 70% da massa seca) intercalados por lignina, que é uma 

macromolécula composta de álcoois aromáticos, cujo teor tende a aumentar com o 

envelhecimento das plantas (TEJADO et al., 2007). As frações de lignina, hemicelulose e 

celulose estão unidas fortemente entre si por forças não covalentes e ligações covalentes 

(TEJADO et al., 2007). A Figura 3 mostra os componentes da parede célula dos vegetais: 

celulose, hemicelulose e lignina, há, também, componentes em quantidade muito menores, 

como a pectina, a qual tem a função de cimentação intercelular. A pectina atua de forma 

conjunta com outros polissacarídeos, como celulose e hemicelulose, e, quando hidrolisada, 

gera ácido glucorônico (PELLOUX et al., 2007). 
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Figura 3: Componentes da parede celular da planta. Adaptado de ROCHA-

MENESES et al. (2020). 

 

 Dentre os componentes da parede célula das plantas, a celulose é o mais predominante, 

sendo caracterizada como um polímero linear de monômeros de D-glicose ligados por 

ligações β-1,4-glicosídicas que podem conter mais de 10.000 unidades de glicose (CHENG et 

al., 2011). As cadeias de celulose são reticuladas por fortes ligações de hidrogênio para 

formar microfibrilas de celulose (VAN DYK et al., 2012). Uma representação esquemática da 

molécula de celulose é mostrada na Figura 4. 

  

 
Figura 4: Representação da molécula de celulose. Adaptado de Radford et al. 

(1996). 

 

A celulose exibe uma região cristalina muito recalcitrante à decomposição e uma pequena 

parte de celulose amorfa, a qual é mais fácil de se decompor (H.P.S et al., 2014). A orientação 

das microfibrilas de celulose na parede celular tem um forte efeito sobre as propriedades 

estruturais de vários tipos de plantas (ABDUL KHALIL et al., 2012), conforme é 



 19 

representado na Figura 5, em que estão ilustradas as regiões cristalinas e as regiões amorfas 

da celulose. Naturalmente, as moléculas de celulose se apresentam como feixes que se 

agregaram na forma de microfibrilas, isto é, em regiões cristalinas e amorfas 

(TAHERZADEH et al., 2008). A composição de celulose varia muito se for madeira de lei, 

madeira branda ou gramínea. Por exemplo, madeiras duras têm uma quantidade maior de 

hemicelulose quando comparadas com resíduos de caules (ABDUL KHALIL et al., 2012). A 

celulose é um componente estrutural importante das paredes celulares das plantas, pois é 

responsável pela resistência mecânica (ANWAR et al., 2014). 

 

 
Figura 5: Representação das regiões amorfas e cristalinas da celulose. 

Adaptado de  Siqueira et al. (2010). 

 

Já a hemicelulose é um complexo heteropolímero composto por diversos açúcares que 

formam uma rede altamente ramificada. Os monossacarídeos estão ligados entre si por 

ligações glicosídicas β-1,4; formando uma estrutura principal composta por um tipo 

específico de açúcar, a partir do qual surgem ramificações laterais de cadeias curtas de outros 

açúcares. A hemicelulose tem estrutura com ramificações e cadeias laterais que interagem 

facilmente com a celulose, dando estabilidade e flexibilidade ao agregado (OGEDA et al., 

2010; RAMOS, 2003; SANTOS et al., 2012). As moléculas que compõem a fração de 

hemicelulose consistem em cerca de 100 a 200 unidades de açúcar. Dentre os açúcares que 

compõem a fração de hemicelulose, estão: hexoses (D-glicose, D-galactose e D-manose), 

pentoses (D-xilose e L-arabinose) e alguns ácidos de açúcares, como ácidos D-glucurônico, 

D-galacturônico e 4-O-metil-D-glucurônico (CHENG et al., 2011; MICHELIN et al., 2014). 
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Apesar da diversidade de composição, as moléculas de D-xilose são o principal componente 

da hemicelulose, unidas entre si por ligações β-1,4-glicosídicas (GÍRIO, F. et al., 2010; 

LIMAYEM et al., 2012). 

A função principal das hemiceluloses é atuar como um agente de ligação entre a 

lignina e celulose. Sua ligação covalente à lignina e sua interação não covalente com a 

celulose são fundamentais na manutenção da integridade da celulose in situ e ajudam a 

proteger as fibras contra a degradação por celulases produzida por micro-organismos 

(MICHELIN et al., 2014). Além disso, toda a hemicelulose possui cadeias laterais 

constituídas de ácido acético, ácidos hexurônicos e deoxihexoses, responsáveis pela 

solubilidade da hemicelulose em água e em álcalis (MENEZES, 2007). A Figura 6 mostra a 

representação da molécula de hemicelulose. 

 
 

Figura 6: Representação da hemicelulose. Adaptado de Santos et al. (2012). 

 

A Tabela 1 mostra as comparações entre as diferentes propriedades das moléculas de 

celulose e hemicelulose. 
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Tabela1: Principais diferenças entre as moléculas de celulose e hemicelulose. 

Adaptado de Santos et al. (2012) 

 

 
 

O terceiro componente da parede celular é a lignina, a qual é uma molécula altamente 

polimerizada, mas bastante amorfa quando comparada às frações supradescritas (AITKEN, 

2012). Lignina é um biopolímero aromático complexo hidrofóbico reticulado com um peso 

molecular de 10.000 Dalton (LIMAYEM et al., 2012; MIELENZ, 2001), composto por três 

grandes componentes fenólicos, nomeados álcool p-cumarílico, coniferílico e sinapílico 

(MENON et al., 2012). Sua proporção varia entre diferentes plantas, tecidos de madeira e 

camadas da parede celular (MENON et al., 2012). Plantas mais antigas e mais lenhosas 

contêm níveis mais altos de lignina depositada nas paredes celulares para fornecer rigidez e 

resistência, conferindo impermeabilidade às paredes celulares e formando uma barreira físico-

química contra o ataque microbiano e o estresse oxidativo (VAN DYK et al., 2012). Por isso, 

a lignina é o componente de material lignocelulósico mais recalcitrante à degradação 

(HIMMEL et al., 2007). A Figura 7 mostra a estrutura química da lignina. 
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Figura 7: Estrutura química da lignina. Mandlekar et al. (2018). 

 

A lignina representa um dos maiores estoques de carbono da natureza e é, ainda, o 

maior depósito natural de estruturas químicas aromáticas, constituindo-se uma fonte potencial 

de moléculas a serem aproveitadas em biorrefinarias (MANDLEKAR et al., 2018). Existem 

diferenças na composição estrutural da lignina entre angiospermas e gimnospermas 

(FUKUSHIMA et al., 2003; ZIEGLER et al., 2004). Existe também uma grande variação na 

composição monomérica de ligninas de diferentes espécies, órgãos, tecidos e, até mesmo, de 

frações da parede celular (SANTOS et al., 2012). 

De uma maneira geral, o teor de celulose da biomassa vegetal pode variar de 30 a 

50%, o de hemicelulose varia de 15 a 35% e o de lignina 10 a 20% (GÍRIO, F. M. et al., 

2010; MIELENZ, 2001). A Tabela 2 mostra a composição de celulose hemicelulose e lignina 

de alguns resíduos lignocelulósicos já publicados na literatura. A dissociação destas estruturas 

em monômeros de açúcares é estudada há alguns anos devido ao potencial para o 

aproveitamento destas moléculas que são de grande abundância na natureza. 
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Tabela 2: Composição química de  biomassas lignocelulósicas.  

 

 

2.2  Biorrefinarias e processos de tratamento e conversão de açúcares dos resíduos 

lignocelulósicos 

 

O conceito de biorrefinaria surgiu na busca do aproveitamento da biomassa vegetal para 

a transformação em produtos de valor agregado. A biorrefinaria é uma instalação que integra 

os processos e equipamentos para a conversão de biomassa vegetal para produção de 

combustíveis, produtos químicos e energia (SRIVASTAVA et al., 2014). Segundo Pereira 

Composição 
Resíduo Lignocelulósico Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Referências 

Ácer 40,9 19,4 29,1 Kim et al. 2011 
Álamo híbrido 4,38 14,9 29,1 Kim et al. 2011 
Algodão (talo) 5,85 14,4 21,5 Jiménez et al.2007 

Amêndoa (casca) 2,68 32,5 27,4 Nabarlatt et al 2007 

Arroz (casca) 

36,7 20,0 21,3 Garrote et al. 2007 
33,6 37,2 19,3 Kim et al. 2008 
29,7 19,6 24,6 Nabarlatz et al. 2007 
36,7 20,0 21,3 Parajó et al. 2004 

Bambu 50,4 24,2 23,4 Alves et al. 2010 
Banana 13,2 14,8 14,0 John et al. 2006 

Cana-de-açúcar (bagaço) 
43,1 32,3 23,2 Alves et al. 2010 
44,7 36,9 11 Son and Wei 2010 

Canola 27,3 21,9 14,2 Petersson et al. 2007 
Centeio 40,8 26,1 16,1 Petersson et al. 2007 

Cevada (casca) 21,4 36,6 19,2 Parajó et al. 2004 
Cevada (palha) 30,8 25,3 16,7 Nabarlatz et al. 2007 

Eucalipto 46,7 20,7 29,2 Alves et al. 2010 
46,6 25,8 22,9 Parajó et al. 2004 

Faba bean 28,4 20,4 14,4 Petersson et al. 2007 
Girassol (talo) 4,21 29,7 13,4 Jiménez et al.2007 

Milho (espiga) 

34,3 37,2 17,7 Garrote et al. 2007 
34,3 40,6 18,8 Garrote et al. 2007 
35,4 35,1 14,8 Michelin et al. 2012 
38,5 36,8 18,7 Nabarlatz et al. 2007 
34,4 40,8 18,8 Parajó et al. 2004 

Oliveira 25,0 18,3 16,6 Cara et al. 2008 
Sorgo (palha) 3,51 24 25,4 Vuez et al. 2007 

Trigo (Palha) 

39,7 36,5 17,3 Jiménez et al. 1990 
31,5 25,2 15,9 Nabarlatz et al. 2007 
37,4 33,8 19,4 Ruiz et al. 2011a 
48,6 27,7 8,2 Saba et al. 2005 

Videira (ramos) 41,1 26,0 20,3 Jiménez et al. 2007 
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Junior et al. (2008), uma biorrefinaria utiliza matérias-primas renováveis, ou seja, a biomassa 

e seus resíduos, de maneira integral e diversificada para a produção, por meio de rota química 

ou biotecnológica, de uma variedade de substâncias e energia com o mínimo de emissões e de 

geração de resíduos.  

Entre as razões que levaram à criação das biorrefinarias estão a necessidade de 

compensar o aumento contínuo dos preços dos recursos fósseis, a disponibilidade incerta 

desses, e as preocupações ambientais causadas pela exploração de combustíveis fósseis 

(NREL, 2008). Demirbas (2009) afirma que o aspecto mais interessante do conceito de 

biorrefinara é que quase todos os tipos de biomassa podem ser convertidos em diferentes 

classes de biocombustíveis e bioquímicos por meio de tecnologias de conversão aplicadas em 

conjunto. Segundo Alvim et al. (2014), fica evidente que o conceito de biorrefinaria é muito 

abrangente e engloba todas as vertentes de uso da biomassa, seja para produção de 

bicombustíveis seja para a produção de outros produtos de interesse da indústria. 

As vantagens das biorrefinarias são inúmeras: ao produzir diversos produtos, as 

biorrefinarias podem explorar o potencial máximo das biomassas e agregar maior valor 

possível a estas; aumentando a rentabilidade, reduzindo a demanda energética e, por 

consequência, reduzindo a emissão de gases do efeito estufa (SAINI et al., 2019). Além disso, 

uma maior sustentabilidade no uso racional da biomassa, como no caso do aproveitamento de 

resíduos lignocelulósicos, reduz a competição existente entre o uso de biomassa para a 

produção de alimentos e de combustíveis. (GHATAK, 2011). 

Nesse contexto, SAINI et al. (2019) apontam três diferentes categorias de 

biorrefinarias: 

1) biorrefinarias de culturas, cujo objetivo é processar e consumir grãos integrais para 

a obtenção do produto desejado. Pode-se mencionar a produção de etanol a partir de milho 

como um exemplo de processo realizado neste tipo de biorrefinaria, em que processo de 

conversão de biomassa e energia é iniciado por processos mecânicos de separação da 

biomassa em diferentes componentes que são tratados separadamente;  

2) biorrefinarias verdes, em que é utilizada a biomassa verde, como, por exemplo, 

plantas e grãos verdes para a produção de produtos químicos como ácido lático e 

aminoácidos, ou energia a partir da geração de biogás; 

3) biorrefinaria de matérias-primas lignocelulósicas, em que é utilizada biomassa 

renovável para a produção de uma variedade de produtos por meio de uma combinação de 

tecnologias, sendo essa biomassa composta por três frações químicas básicas — hemicelulose, 
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celulose e lignina. 

A biorrefinaria de lignocelulósicos é bastante vantajosa já que as fontes 

lignocelulósicas são encontradas em abundância e não são utilizadas como alimento pelos 

seres humanos (GHATAK, 2011). A segunda geração de biocombustíveis utiliza, 

principalmente, materiais lignocelulósicos para a produção de combustíveis líquidos (etanol e 

butanol) ou combustíveis gasosos (hidrogênio ou metano) (SAINI et al., 2019). A Figura 8 

mostra os processos que ocorrem em uma biorrefinaria de biomassas lignocelulósicos. 

 

 

 

 

 
Figura 8: Representação esquemática dos processos realizados em uma 

biorrefinaria de lignocelulósicos. Adaptado de Kamm et al. (2006). 

 

Em uma biorrefinaria, vários processos podem ser utilizados para aproveitar os 

componentes da biomassa lignocelulósica. Entre os processos que ocorrem em uma 

biorrefinaria, está o processo bioquímico, que é utilizado para transformar os açúcares 

liberados pela biomassa lignocelulósica hidrolisada em produtos de valor agregado, como 

etanol, xilitol, ácido lático, e 2,3 butanodiol (CORTIVO et al., 2018; OURIQUE et al., 2020). 

Para o aproveitamento dos resíduos lignocelulósicos em biorrefinaria por processos 

bioquímicos, é necessário que estes passem por pré-tratamentos. Segundo Isikgor et al. 

(2015), uma biorrefinaria lignocelulósica ideal aplicaria processos universais para a 

solubilização dos açúcares e lignina, e, depois, processos específicos seriam aplicados para a 
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conversão em diferentes produtos de interesse, porém, devido à enorme variação dos 

materiais lignocelulósicos, se torna difícil encontrar um projeto de processo geral para uma 

biorrefinaria. 

Para que os açúcares das biomassas lignocelulósicas possam ser aproveitados por 

processos fermentativos, é necessário que eles estejam livres para o ataque dos micro-

organismos no processo fermentativo. Inúmeros métodos para o pré-tratamento e 

solubilização dos açúcares da biomassa lignocelulósica foram desenvolvidos, e, também, 

métodos para o aproveitamento da lignina em processos fermentativos (MANDLEKAR et al., 

2017). Quanto aos pré-tratamentos dos materiais lignocelulósicos, uma característica comum 

a todos os métodos é que previamente o material lignocelulósico deve ser mecanicamente 

quebrado ou moído a fim de aumentar a área superficial (LJUNGDAHL et al., 1985). A 

Tabela 3, abaixo, resume os principais métodos de pré-tratamento que são aplicados nas 

biomassas lignocelulósicas para a solubilização dos açúcares, apresentando as vantagens e 

desvantagens de cada. 

Tabela 3: Principais métodos de pré-tratamento dos resíduos 

lignocelulósicos. Adaptada de OJEDA et al. (2011) 

 

 
Método 

 
Vantagens 

 
Desvantagens 

 

 
Ácido 
concentrado 

 Pouca formação de 
inibidores 

 Realizado à temperatura 
ambiente 

 

 Alto custo do ácido ou na 
recuperação do ácido utilizado 

 Problemas de corrosão dos 
equipamentos 

 
 
 
Ácido diluído 

 
 Método de duas etapas: 

bom rendimento de 
glicose e de açúcares de 
hemicelulose 

 Menos problemas com 
corrosão quando 
comparado ao ácido 
concentrado 

 
 Formação de produtos de 

degradação 
 Necessidade de reatores mais 

sofisticados para a  obtenção de 
altos rendimentos 

 Concentração baixa de açúcar no 
fluxo de saída 
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Líquidos 
Iônicos 

 

 Reuso do líquido iônico 
após o processo 

 Substrato final com 
digestibilidade >90% 

 O líquido iônico deve ser 
completamente retirado antes da hi-
drólise (interfere na atividade 
hidrolítica das enzimas) 

 Alto custo dos líquidos iônicos 
 
 
 
Explosão à 
Vapor  

 Ótimo para madeira 
macia (na presença de 
um catalisador ácido) 

 Altos rendimentos de 
glicose e açúcares de 
hemicelulose 

 Formação de produtos de 
degradação 

 Etapa adicional é necessária para a 
remoção da lignina 

 
 
Uso de Fungos 
ou bactérias  

 Remove quantidade 
considerável de lignina 

 Pré-tratamento brando 
(ótimo para materiais 
com alto conteúdo de 
carboidratos) 

 Maior tempo de residência 
 Bactérias/fungos consomem um 

pouco do carboidrato disponível – 
menor rendimento de açúcar 

   

 

O pré-tratamento com ácido diluído é um dos mais aplicados, pois, além de realizar o 

pré-tratamento da biomassa com diminuição da cristalinidade da celulose e retirada da lignina 

solúvel (OJEDA et al., 2009), ocorre a liberação dos açúcares da fração de hemicelulose, os 

quais podem ser aproveitados. Como a hemicelulose é amorfa, condições menos severas são 

necessárias para liberar os açúcares desta fração e rendimentos de 80-90% dos açúcares 

podem ser recuperados da fração da hemicelulose com temperaturas em torno de 160ºC, 

tempos de reação de cerca de 10 min e níveis ácidos de 0,7% (BORNEMAN et al., 1984). 

Após o tratamento com ácido, aproximadamente, 90% da celulose sólida restante pode ser 

digerida enzimaticamente para produzir glicose. Este desempenho motiva o uso de ácido 

sulfúrico diluído na hidrólise ácida para aplicações em curto prazo (LIU et al., 1987; LI et al., 

1991). Apesar desta vantagem, neste processo, pode haver a degradação dos açúcares, em que 

produtos da degradação podem ser formados, como furfural e hidroximetilfurfural (HMF). De 

uma maneira geral, a degradação dos açúcares liberados pode ser modesta o suficiente para 

recuperar cerca de 80-90% do máximo possível de açúcares (BORNEMAN et al., 1983). 

 Após passar pelo processo de pré-tratamento pela hidrólise ácida, a fração de 

celulose fica suscetível ao ataque das enzimas do complexo da celulase, a hidrólise da 

celulose também pode ser dada em água pura espontaneamente, porém este processo é muito 
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lento e precisa ser acelerado pela adição de enzimas celulases. A remoção de hemicelulose 

aumenta o rendimento da hidrólise enzimática de celulose (GROHMANN, et al., 1985; 

SADDLER, et al., 1985). Ligninas também devem ser removidas porque a enzima celulase 

adsorve sobre elas (CLARK et al., 1989). Estes pré-requisitos são previamente atendidos pelo 

tratamento com ácido diluído que retira a lignina solúvel e a hemicelulose. 

As enzimas que digerem a celulose, celulases, são complexos enzimáticos cujas 

enzimas atuam sinergicamente e estão subdivididas em três classes: endoglucanases – que 

quebram as ligações glicosídicas das cadeias de celulose criando novos terminais; exo-

glucanases ou celobio-hidrolases – responsáveis pela ação nos terminais gerando a celobiose 

– e as β- glucosidades, que hidrolisam a celobiose à glicose. A Figura 9 é uma representação 

simplificada da ação enzimática de cada classe de enzimas celulases. A atividade catalítica 

pode ser medida por meio da análise dos produtos da degradação da celulose, ou seja, 

celobiose e glicose (OJEDA et al., 2011). 
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Figura 9: Representação esquemática da ação das enzimas de 

despolimerização da celulose. Adaptado de Ojeda et al. (2011). 

 

O sistema da celulase do fungo Tricoderma reesei foi o primeiro sistema fúngico a ser 

utilizado na produção industrial de celulase, permanecendo ainda como a fonte mais utilizada 

devido a vantagens, como o sinergismo entre a ação das endoglucanases e celobio-hidrolases, 

gerando a hidrólise completa da celulose com baixa presença de celobiose no meio (OJEDA 

et al., 2011). Recentemente, Cortivo et al. (2018) relataram que um coquetel comercial 

CELLUCLAST 1.5 ® (Novozymes), que tem atividades de cinco endoglucanases-exo-

glucanases (conversão de celulose em celobiose) e duas atividades de β-glucosidase 

(conversão de celobiose em glicose) originário do fungo Trichoderma reesei, demostrou alta 
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eficiência de sacarificação da mistura de casca de aveia e de casca de soja pós-hidrólise ácida. 

Este coquetel enzimático também foi reportado na sacarificação de outras biomassas 

lignocelulósicas, como de bagaço da cana e palha de trigo (SANTOS et al., 2010).  

Na produção industrial de celulases, as pesquisas centraram-se em mutação e seleção 

de melhores descendências para a produção de enzimas em escala industrial. Além de 

celulases de fungos, há celulases que são produzidas por bactérias aeróbicas e anaeróbicas 

(OJEDA et al., 2011), mas estas são menos empregadas. Uma característica geral das 

celulases é que elas apresentam maior atividade na faixa de temperatura de 60 a 70oC e pH 

entre 4,5 e 5 (TÉBÉKA et al., 2009), por isso a grande maioria dos estudos de sacarificação 

opera nestas faixas de temperatura e de pH. O aquecimento pode favorecer a diminuição da 

cristalinidade e a mobilidade da água de hidratação durante a hidrólise da celulose (TÉBÉKA 

et al., 2009).  

 

2.3 Produção de etanol em biorrefinarias  

 

O etanol, um dos principais produtos produzidos em uma biorrefinaria, pode ser 

classificado em etanol de primeira geração, segunda ou terceira geração. A base desta 

classificação é o substrato utilizado para sua produção (FARRELL et al., 2006). A produção 

de etanol de primeira geração utiliza como substrato a biomassa amilácia e sacarínea. No 

Brasil, utiliza-se o caldo da cana-de-açúcar, já no Estados Unidos, é utilizado o amido de 

milho, e, na Europa, a sacarose da beterraba (FARRELL et al., 2006). O etanol de primeira 

geração é uma tecnologia consolidada e a produção já é realizada em escala industrial. Já a 

produção de etanol de segunda geração emprega como substrato os açúcares que compõem a 

biomassa lignocelulósica, e, para a produção de etanol de terceira geração, utiliza-se como 

substrato a biomassa de algas (TAN et al., 2008). A tecnologia de produção de etanol tanto de 

segunda quanto de terceira geração ainda precisa ser consolidada. 

Atualmente, a produção de etanol no Brasil ocorre em larga escala, e o país é o 

segundo maior produtor mundial de álcool combustível, atrás apenas dos Estados Unidos 

(SHIKIDA et al., 2012). A Figura 10 demostra os países produtores de etanol com a 

quantidade produzida em cada local em milhões de litros. 
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Figura 10: Países e quantidade produzida de etanol. Adaptado de  Maitah et al. 

(2020). 

 

O etanol brasileiro é feito partir do beneficiamento da cana-de-açúcar, e este processo 

é mais eficiente que o processo de produção utilizado nos Estados Unidos a partir do amido 

de milho (BENTSEN et al., 2010). A principal razão é a produtividade da cana-de-açúcar, 

uma vez que a quantidade de biomassa produzida por unidade de área plantada de cana-de-

açúcar é significativamente superior àquela de qualquer outro vegetal que pode ser usado 

como biomassa energética. A beterraba, utilizada na Europa, sob tal perspectiva, também é 

pouco recomendável (BENTSEN et al., 2010).  

Mundialmente, o aumento da demanda de etanol é causado, principalmente, pela 

significativa diminuição do uso do petróleo. A fim de evitar que haja limite de oferta, bem 

como, a competição pelo uso da terra para a geração de energia e para produção de alimentos, 

especialmente em locais que não dispõem de clima favorável ou extensão territorial para 

cultivo, torna-se necessário investir no desenvolvimento de tecnologias de segunda geração de 

produção de etanol. Essa nova tecnologia representa uma alternativa para o uso energético da 

biomassa, apresentando vantagens ambientais e econômicas. 

As matérias-primas usadas para a produção do etanol de segunda geração são resíduos 

agroindustriais e florestais. A principal vantagem das biorrefinarias de segunda geração é a 
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não concorrência com alimentos ou terras agrícolas para alimentação humana ou animal 

(GUPTA et al., 2015). Além disso, o aproveitamento desses resíduos é um método alternativo 

para algumas das estratégias convencionais de gerenciamento de resíduos sólidos, como 

aterro ou queima (BENTSEN et al., 2010; GUPTA et al., 2015; KIM et al., 2004a). 

Comparativamente, a consolidação da tecnologia de produção de etanol de segunda 

geração permitiria aumentar a produção de etanol de cana, com a mesma área plantada, em 

200%, devido ao aproveitamento do bagaço e da palha (GUPTA et al., 2015); além da 

possibilidade de aproveitamento de inúmeros outros resíduos lignocelulósicos, como cascas 

de soja, cascas e palha de arroz e sabugo de milho. O desenvolvimento tecnológico do etanol 

de segunda geração não exclui a tecnologia em uso, ambas podem coexistir e ser 

complementares. É possível contínuar com os avanços da tecnologia de etanol de primeira 

geração e atingir grandes ganhos com tecnologias em desenvolvimento de etanol de segunda 

geração (GUPTA et al., 2015). 

 

2.4 Produção de xilitol em biorrefinarias 

 

O xilitol é um álcool de cinco carbonos com várias propriedades biológicas, sendo 

uma das mais importantes a doçura relativa equivalente à sacarose, com quase um terço a 

menos do conteúdo calórico. Possui também propriedades farmacológicas, como prevenção 

de cárie e também é usado como substituto do açúcar para diabéticos (DASGUPTA et al., 

2017; MAGUIRE et al., 2003). A demanda industrial por xilitol aumenta anualmente, 

mantendo um alto valor de mercado (LINGA et al., 2016; PAL et al., 2016). A produção 

industrial de xilitol ainda ocorre por hidrogenação catalítica de uma solução pura de D-xilose, 

o que requer uma aplicação de alta energia, fazendo com que o processo tenha custo elevado 

(ALBUQUERQUE et al., 2014). Diante desse problema, a produção de xilitol pela rota 

biotecnológica, utilizando a xilose presente na fração hemicelulose dos resíduos como 

substrato, tornou-se uma alternativa interessante. 

 Para a utilização da via biotecnológica de produção de xilitol, é necessário utilizar 

algum micro-organismo como biocatalisador, as leveduras são os organismos mais adequados 

para este processo (DASGUPTA et al., 2017). A produção de xilitol por leveduras é dada em 

uma única etapa: ocorre a redução de xilose que é convertida em xilitol via xilose redutase, e 

o xilitol é secretado para fora da célula ou oxidado em xilulose pela enzima xilitol 

desidrogenase, em que, posteriormente, será convertida em etanol. A dependência e o 
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equilíbrio dos cofatores das enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase são o fator crucial 

para a excreção do xilitol e está relacionado a aspectos genéticos e fisiológicos das leveduras, 

ou às condições de cultura (GUAMAN-BURNEO et al., 2015; JUNYAPATE et al., 2013).  

Existem leveduras cujo principal produto de fermentação da xilose é o xilitol, como 

muitas leveduras do gênero Candida. As espécies C. tropicalis, C guilliermondii e C. mogii 

demonstraram ser produtoras eficientes de xilitol (ONISHI e SUZUKI 1969; (BARBOSA et 

al., 1988; GUO et al., 2006; MAYERHOFF et al., 1997). Entretanto, na fermentação de 

hidrolisados de biomassa lignocelulósica pela maioria das leveduras, ocorre algum desvio do 

fluxo de carbonos que iria para o etanol formando xilitol, que, muitas vezes, é subproduto 

indesejável (DASGUPTA et al., 2017).  

 

2.5 Leveduras fermentadoras de xilose  

 

2.5.1 Leveduras selvagens fermentadoras de xilose na produção de etanol de 

segunda geração 

 

A hidrólise da fração de celulose libera moléculas de glicose que são facilmente 

fermentadas em etanol com rendimento teórico pela levedura S. cerevisiae, a qual é utilizada 

industrialmente na produção de etanol a partir do caldo da cana-de-açúcar no Brasil. S. 

cerevisiae é capaz de fermentar hexoses rápida e eficientemente, exibe alta tolerância ao 

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

et al., 2010). Infelizmente, S. cerevisiae é incapaz de fermentar pentoses, como a xilose, que 

estão presentes em grandes quantidades em hidrolisados da fração de hemicelulose da 

biomassa lignocelulósica (HARNER et al., 2015). O sequenciamento genético mostrou que S. 

cerevisiae tem todos os genes necessários para o metabolismo da xilose, porém estes são 

pouco expressos, por isso a grande maioria das linhagens não consegue assimilar este açúcar e 

convertê-lo em etanol (TOIVARI et al., 2004).  

Devido ao interesse no desenvolvimento do etanol de segunda geração e à 

incapacidade de S. cerevisiae de fermentar xilose, houve preocupação da comunidade 

científica em prospectar e domesticar leveduras fermentadoras desse açúcar. Apesar do 

conhecimento de que algumas bactérias tenham capacidade de fermentarem xilose em etanol, 

como Zymomona mobilis (GRISALES DÍAZ et al., 2019), as leveduras sempre foram os 

organismos preferidos nesses estudos já que apresentam vantagens sobre as bactérias na 
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fermentação em escala industrial devido à espessura de sua parede celular, exigências 

nutricionais menos rigorosas, maior tamanho, maior resistência à contaminação e melhor 

crescimento em pH ácido. Em 1983, du Preez e colaboradores descreveram e avaliaram a 

levedura Candida shehatae na fermentação da xilose para a produção de etanol e, desde 

então, muitos grupos de pesquisa desenvolveram programas de isolamento e triagem para 

identificar esses micróbios fermentadores de xilose, outros gêneros e as espécies foram 

descritas como: Brettanomyces, Candida, Clavispora, Kluyveromyces, Pachysolen, Pichia e 

Schizosaccharomyces (HAHN-HÄGERDAL et al., 1988)  

Após a publicação de vários estudos independentes, houve consenso de que as 

leveduras mais capazes de realizar a fermentação da xilose com maiores rendimentos eram 

Candida shehatae, Pachysolen tannophilus e Pichia stipitis (PEREGO et al.,1990). Uma série 

de estudos para o aprimoramento genético dessas leveduras nativas foi desenvolvida, como o 

uso de técnicas de adaptação evolutiva, mutagênese aleatória, embaralhamento do genoma e 

fusão de protoplasto. Recentemente, Harner et al. (2015) revisaram todos esses estudos de 

melhoramento genético destas leveduras.  

 A Figura 11 mostra o caminho metabólico da xilose em leveduras e bactérias que, 

naturalmente, fermentam esse açúcar. Existem diferenças marcantes entre as duas vias. Na via 

bacteriana, a xilose é isomerizada em xilulose pela ação da enzima xilose isomerase (XI EC 

5.3.1.5) e, depois, é convertida em xilulose-5-fosfato pela enzima xiluloquinase (XK EC 

2.7.1.17) que entra por meio da via pentose-fosfato, que é, finalmente, convertido em etanol 

(KWAK et al., 2017). Em leveduras, a xilose sofre, inicialmente, uma reação de redução 

catalisada pela xilose redutase (XR EC 1.1.1.30) que converte a xilose em xilitol. Depois que 

o xilitol é oxidado em xilulose pela enzima xilitol desidrogenase (XDH EC 1.1.1.9), na 

próxima etapa, a xilulose é fosforilada pela enzima xilulocinase (XK EC 2.7.1.17) em 

xilulose-5P, que é um intermediário comum de leveduras e bactérias, que entra nas vias da 

pentose-fosfato, em que é, finalmente, convertido em etanol (PITKÄNEN et al., 2003). Um 

aspecto relevante nas leveduras é que as duas primeiras enzimas da rota (XR e XDH) 

possuem especificidades diferentes para os cofatores NADH e NADPH, e o sinergismo das 

atividades entre as duas enzimas é crucial para manter o fluxo de carbono para o etanol ou a 

secreção de xilitol para fora da célula (JEPPSSON et al., 2006). 
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Figura 11: Via metabólica da xilose em leveduras e bactérias. Adaptado de 

Jeppsson et al. (2006). 

 

  Em 2006, houve a descrição de um novo gênero de leveduras denominado 

Spathaspora, que ganhou importância devido ao potencial de aplicação destas leveduras na 

produção de etanol de segunda geração. Este novo gênero foi descrito para acomodar uma 

cepa de uma nova espécie de levedura que produz asci contendo um único ascósporo com 

extremidades curvas. Asci e ascósporos eram distintos dos já descritos para qualquer outra 

levedura conhecida, por isso um novo gênero foi descrito. A primeira espécie descrita foi 

Spathaspora passalidarum, isolada do intestino do escaravelho Odontotaenius disjunctus 

(Coleoptera: Passalidae), encontrado no Leste dos Estados Unidos. Esse estudo de Nguyen et 

al. (2006) mostrou que os besouros e os ambientes colonizados por esses insetos são 

potenciais fontes de novas espécies de leveduras que tenham capacidade de fermentação da 

xilose. 

Além da primeira linhagem de Sp. passalidarum isolada por Nguyen et al. (2006), 

várias outras cepas já foram descritas. Cadete et al. (2012) relataram o isolamento de seis 

cepas de Sp. passalidarum de um total de 224 isolados de leveduras de amostras de madeira 
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podre coletadas em áreas da Floresta Amazônica brasileira. Também foram obtidas duas 

novas linhagens isoladas de madeira podre por Ren et al. (2014) no centro da China. Mais 

recentemente, seis linhagens foram isoladas de na Floresta Amazônica brasileira (GISELE et 

al., 2017), sendo que uma foi isolada no intestino do besouro Popilus marginatus (Coleoptera: 

Passalidae) e cinco em galerias de troncos habitados por esses insetos. Por fim, Rodrussamee 

et al. (2018) isolaram uma nova cepa Sp. Passalidarum CMUWF1-2 do solo do Sudeste da 

Ásia e esta cepa mostrou a capacidade de fermentar xilose a temperaturas mais altas do que as 

linhagens já descritas. 

Além de Sp. passalidarum, Cadete et al. (2009) descreveram uma nova espécie do 

gênero Spathaspora que foi isolada de madeiras em decomposição da Mata Atlântica no 

Brasil e foi denominada Sp. arborárias. Anos mais tarde, outras leveduras do gênero 

Spathaspora foram encontradas em vários habitats no Brasil. Quatro outras espécies desse 

clado foram descritas por Cadete et al. (2013): Sp. brasiliensis, Sp. roraimanensis, Sp. suhii e 

Sp. xilofermentans isoladas de raízes em decomposição na Floresta Amazônica. Três espécies, 

Sp. girioi, sp. gorwiae e Sp. hagerdaliae, foram relatadas por Lopes et al. (2016) com base em 

isolados obtidos de madeira podre na Mata Atlântica. Embora Sp. gorwiae e Sp. hagerdaliae 

formem um subclato separado pela análise da filogenia molecular (LOPES et al., 2016), as 

características morfológicas são compatíveis com o gênero Spathaspora. Zhang et al. (2016) 

descreveram três isolados de leveduras no intestino dos besouros hospedeiros Allomyrina 

dichotoma (Coleoptera: Scarabeidae) coletados na Reserva Natural Nacional de Baotianman, 

Nanyan, Província de Henan, China. Comparações das sequências de DNA indicaram que os 

três isolados representam três linhagens de uma mesma espécie do clado Spathaspora, que foi 

denominada Spathaspora allomyrinae.  

Morais et al. (2017) propuseram a nova espécie denominada Sp. Boniae, baseados em 

dois isolados que produzem ascósporos alongados contendo asci com extremidades curvas 

típicas do gênero Spathaspora, esta levedura foi encontrada em madeiras em decomposição 

na zona da Floresta Atlântica, no estado de Minas Gerais, no Brasil. Varize et al. (2018) 

isolaram do tronco de uma árvore ornamental de Tibouchina granulosa em Piracicaba, no 

estado de São Paulo, Brasil, uma levedura que não produz ascósporos, mas análise das 

sequências dos transcritos espaçadores internos (ITS-5.8S) e dos domínios D1/D2 do gene 

rRNA da subunidade grande mostraram que essa espécie pertence ao clado Spathaspora e foi 

denominada Sp. Piracicabensis. Esta levedura tem o etanol como principal produto da 

fermentação da xilose, em fermentações de meio sintético. 
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Além das leveduras do gênero Spathaspora, nas últimas décadas, novas linhagens, 

espécies e até gêneros de leveduras com alguma capacidade de fermentar xilose foram 

isolados da biodiversidade mundial: Candida jeffriesii (NGUYEN et al., 2006) isolada no 

EUA do intestino em Odontotaenius disjunctus (Coleoptera: Passalidae); Scheffersomyces 

henanensis (REN et al., 2014) isolada de amostras de madeira podre coletadas da Reserva 

Natural Baotianman na província de Henan, China Central; Scheffersomyces parashehatae; 

Scheffersomyces xylosifermentans, Candida broadrunensis e Candida manassasensis foram 

associados a insetos em Broad-Run, Virgínia, EUA (SUH et al., 2013). Novas leveduras 

fermentadoras de xilose também foram isoladas em madeira em decomposição e insetos 

encontrados nos biomas brasileiros, entre elas: Scheffersomyces amazonensis (CADETE et 

al., 2016), Scheffersomyces queiroziae (MORAIS et al., 2013; Rocha et al., 2018) 

Scheffersomyces stambukii (LOPES et al., 2018), Sugiyamaella xylanicola (MORAIS et al., 

2013) e uma variedade de outras novas espécies do gênero Sugiyamaella (SENA et al., 2017). 

 

2.5.2 Leveduras geneticamente modificadas para fermentar xilose para a 

produção de etanol de segunda geração 

 

Embora a fermentação das pentoses seja realizada por leveduras não pertencentes ao 

gênero Saccharomyces, diversos trabalhos foram desenvolvidos com o objetivo de criar 

linhagens geneticamente modificadas de S. cerevisiae para a aplicação na produção do etanol 

de segunda geração, buscando obter linhagens fermentadoras de xilose tão robustas quanto S. 

cerevisiae. Assim, se apresenta para fermentar a glicose, além das outras características que 

conferem vantagens para a aplicação industrial de S. cerevisiae (GÍRIO, F. M. et al., 2010). 

Estudos de clonagem dos genes da xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH) 

de P. stipitis, e expressão em S. cerevisiae para metabolizar a xilose foram relatados desde os 

anos 90 (AMORE et al., 1991; KÖTTER et al., 1993). A escolha dos genes de P. stipitis para 

o desenvolvimento de linhagens geneticamente modificadas deve-se, provavelmente, ao fato 

de que as tentativas de expressão do gene bacteriano em leveduras, até então, não mostraram 

resultados satisfatórios de assimilação de xilose com produção de etanol (D'AMORE et al., 

1989; SARTHY et al., 1987) e as melhores leveduras fermentadoras de xilose da época, P. 

tannophilus e C. shehatae, mostraram fluxo de carbono e rendimentos de conversão de xilose 

em etanol menores que P.stipitis (DU PREEZ et al., 1986; HO et al., 1990). Atualmente, os 
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genes de P.stipitis contínuam sendo preferidos pela maioria dos cientistas pelo amplo 

conhecimento genético e fisiológico desta levedura (JANSEN et al., 2017). 

Uma estratégia abordada por Hector et al. (2011) foi estudar a influência da origem 

genética da linhagem parental na fermentação da xilose, porque, até então, a maioria dos 

estudos usava haploides de laboratório como progenitor, devido à facilidade de transformação 

genética, mas, na maioria dos casos, essas leveduras não mostravam boa adaptação à 

fermentação de xilose no caldo gerado pela biomassa lignocelulósica hidrolisada 

(MATSUSHIKA et al., 2009). A partir destas observações, esses autores decidiram avaliar a 

transformação genética usando como progenitor leveduras de aplicação industrial e alta 

ploidia. Os autores desenvolveram seis linhagens e observaram que três das linhagens 

selecionadas produziam mais etanol que o controle que foi clonado usando uma linhagem 

haploide. 

 Essas leveduras também metabolizaram os açúcares do hidrolisado de capim, 

produzindo mais etanol do que a cepa como progenitor haploide. Seguindo a mesma ideia, 

Lopes et al. (2017) utilizaram como parental para a transformação uma levedura utilizada 

industrialmente na produção de primeira geração no Brasil S. cerevisiae PE-2, que é uma 

levedura diploide altamente etanogênica, esta levedura mostrou bons resultados em 

fermentações de meio sintético, mas ainda são necessários testes complementares em 

hidrolisados. 

 

2.6  Tecnologia de fermentação 

 

2.6.1 Características dos hidrolisados e influência no processo de fermentação 

 

Os hidrolisados de biomassa lignocelulósica passam por processos de preparação que 

utilizam altas temperaturas e concentrações de ácido causando a solubilização da lignina e a 

degradação de parte dos açúcares que geram outros compostos. Por isso, os hidrolisados têm 

características diferenciadas dos meios sintéticos, como altas pressões osmóticas, formação de 

ácidos orgânicos e presença de compostos furânicos que são produtos da degradação dos 

açúcares (ALMEIDA et al., 2007).  

A alta pressão osmótica do hidrolisado é causada porque, após o processo de hidrólise, 

o caldo resultante é concentrado por evaporação da água para aumentar o teor de açúcar, além 

de passar pela etapa de correção do pH para que o hidrolisado possua condições propícias 
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para fermentação. Esse processo acumula todos os compostos formados, além de gerar 

grandes quantidades de sais a partir da correção do pH, consequentemente, ocorre aumento 

brusco da pressão osmótica (ZHAO et al., 2009). O título de pressão osmótica dos 

hidrolisados depende da biomassa utilizada e dos tratamentos realizados. Comparativamente, 

Schirmer-Michel et al. (2009) reportaram que um meio sintético com 50 g•L-1 de açúcar tem 

pressão osmótica de 300 Osm•kg-1. Hickert et al. (2013) reportaram que a pressão osmótica 

do hidrolisado da casca de arroz com, aproximadamente, 50 g•L-1 de açúcares é de 1300 

Osm•kg-1, já para a mistura de um hidrolisado ácido e enzimático de cascas de soja com, 

aproximadamente, 55 g•L-1 de açúcares. Hickert et al. (2014) reportaram que a pressão 

osmótica foi de 2500 Osm•kg-1.  

O efeito osmótico do hidrolisado faz com que as leveduras, durante a fermentação, 

passem por estresse que afetam a taxa de multiplicação celular, além de mudanças na 

permeabilidade da membrana plasmática (CLARO et al., 2007). Uma medida utilizada pelas 

células para se adaptar a essa condição é a síntese de osmólitos, que são grupos de solutos de 

baixo peso molecular envolvidos na estabilização protéica, em resposta a condições 

ambientais de estresse (VIANA et al., 2005). S. cerevisiae e grande parte das leveduras 

sintetizam, principalmente, o glicerol, como osmólito (GARAY-ARROYO et al., 1999). 

Geralmente, no processo de fermentação, as leveduras podem usar até 9% do total de açúcar 

para bioconversão de glicerol para a regulação omótica (BASSO et al., 2008). 

Os processos de hidrólise também acabam gerando compostos tóxicos que são 

produtos da degradação dos açúcares e da lignina. É dificil haver algum processo de hidrólise 

em que não ocorra a degradação dos açúcares em compostos furânicos e a geração de ácidos 

fracos, já que a desacetilação da hemicelulose gera ácido acético e a degradação dos açúcares 

gera compostos fenólicos (ALMEIDA et al., 2007). De uma maneira geral, os principais 

inibidores de metabolismo das leveduras presentes nos hidrolisados de biomassas 

lignocelulósicas são o furfural, que é formado pela desidratação das pentoses e HMF, que é 

formado pela desidratação das hexoses (LENIHAN et al., 2010; LIN et al., 2009). Em 

leveduras, a toxicidade destes furaldeídos interfere no metabolismo, aumentando a fase lag de 

crescimento e atrasando a produção de metabólitos. Esses efeitos aumentam de acordo com o 

aumento da concentração do furaldeído (NILSSON et al., 2005). 

A formação de furfural e HMF nos hidrolisados está relacionada, principalmente, ao 

tipo de biomassa lignocelulósico utilizado. Aguilar et al. (2002) reportaram ter encontrado 

altas concentrações de furfural, atingindo até 5 g•L-1 em hidrolisado de bagaço de cana-de-
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açúcar. Já LARSSON et al. (1999) reportaram ter encontrado 6 g•L-1 de HMF no hidrolisado 

de pedaços de madeira da árvore Picea abies. Em contraste, CORTIVO et al. (2019) 

reportaram que hidrolisados ácido e enzimático da casca de soja possuem concentrações 

muito baixas de furfural e HMF inferior a 1 g•L-1. Baixas concentrações de furfural e HMF 

(<1 g•L-1)  também foram observados nos hidrolisados da mistura de cascas de aveia e cascas 

de soja (CORTIVO et al., 2018), e no hidrolisado de cascas de arroz (HICKERT et al., 2013). 

 

2.6.2 Biorreatores e configurações para a produção de etanol  

 

Muitos estudos de fermentação para a produção de etanol de segunda geração abordam 

somente a fermentação em frasco agitado, mas esta abordagem não é completa, é preciso 

escalonar a fermentação em biorreator com condições controladas para a obtenção de 

parâmetros cinéticos mais efetivos e de menor variação (CORTIVO et al., 2018). Os 

biorreatores do tipo tanque agitado (STR) permitem o controle preciso da temperatura de 

fermentação e da agitação, além de controle de outros parâmetros inexistentes em 

fermentações em frasco agitado, como controle de pH e da aeração. O controle destes 

parâmetros é muito importante em estudos de produção de etanol em que a aeração, 

geralmente, é um parâmetro crucial, já que, muitas vezes, uma microaerofilia restrita ou 

anaerobiose é necessária para a fermentação eficiente da xilose em etanol (GARCIA-OCHOA 

et al., 2011; KIM et al., 2004b). 

Biorreatores STR são reatores agitados mecanicamente por meio de pás internas 

(impelidores). A aeração dos sistemas é feita por meio de um compressor de ar e a sua entrada 

no biorreator é feita pela parte inferior, sendo que a distribuição ocorre por meio de difusores. 

A troca de calor se dá por serpentina interna ou de camisa externa (DORAN, 1995). A 

agitação mecânica é convencionalmente utilizada na indústria ou em biorreatores de bancada 

devido a baixos custos de operação. Em escala industrial, estes reatores são, geralmente, 

fabricados em aço inoxidável e em escala laboratorial, e são feitos de vidro. Para prevenir a 

integridade do vaso, chicanas são acopladas aos tanques de modo que impedem a formação de 

vórtice causado por altas frequências de agitação. Tipicamente, 75% do volume de trabalho é 

preenchido com o fluído e o restante do volume, usualmente, serve para a passagem de ar e 

eventual formação de espuma. (GARCIA-OCHOA et al., 2011). A Figura 12 mostra as partes 

de um biorreator modelo STR. 

 



 41 

 

 Figura 12: Representação esquemática de um biorreator de tanque agitado 

STR. Disponível em Yang (2007). 

Um aspecto importante desta configuração é a transferência de oxigênio do sistema e a 

relação com a agitação. Caso a altura do biorreator seja igual ao seu diâmetro, usualmente, 

utiliza-se um agitador; se essa razão for maior, são necessários mais agitadores e a distância 

entre eles deve ser igual, principalmente em cultivos aerados que precisam de uma 

transferência de oxigênio uniforme (YANG, 2007). Embora reatores STR sejam amplamente 

utilizados em sistemas de fermentação com células suspensas, esta configuração é pouco 

empregada para células imobilizadas devido à tensão de cisalhamento exercida sobre as 

matrizes de imobilização, que podem ser sensíveis e pouco resistentes (KOSSEVA, 2011; 

WILLAERT, 2011). Para fermentações com células imobilizadas, são necessários 

biorreatores que permitam manter a integridade do suporte com o biocatalisador (KOSSEVA, 

2011; WILLAERT, 2011). 

Reatores de coluna têm se mostrado adequados para a utilização com células 

imobilizadas, pois, na grande maioria dos casos, preservam o biocatalisador, sendo três 

configurações mais relatadas na literatura: 

 1) Reator de leito empacotado, também chamado de leito fixo. Nesta configuração, 

não há mistura longitudinal, o material suporte é adicionado em seu interior, por onde também 
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passa o meio de alimentação de forma ascendente, a movimentação das partículas na coluna é 

sutil ou praticamente inexistente, ocorrendo gradiente de concentração ao longo do 

comprimento da coluna do biorreator. Esse sistema apresenta algumas vantagens, como a 

possibilidade de empacotamento de diversos tipos de suportes com variadas geometrias, a 

simplicidade de operação, o baixo custo, altas taxas de conversão e produtividades 

volumétricas, além da simplicidade do projeto (KOSSEVA, 2011; VERBELEN, PIETER J. et 

al., 2006). Apesar disso, este sistema apresenta algumas desvantagens, como o acúmulo de 

gases e de biomassa suspensa, os quais podem levar à formação de caminhos preferenciais e 

prejudicar a transferência de massa, e as taxas de produção, além de ser inapropriado para 

cultivos aerados devido à depleção rápida do oxigênio no início da coluna (VERBELEN et 

al., 2006; KOSSEVA et al., 2009).  

2) Reator de leito fluidizado: este sistema  caracteriza-se pela movimentação das 

partículas ao longo da coluna do biorreator devido à agitação do meio de cultivo. Esta 

agitação pode ser dada de duas maneiras: pela recirculação do próprio meio de cultura ou por 

meio da injeção de ar ou de um gás inerte, como no caso de reatores airlift e de coluna de 

bolhas. Neste sistema, a transferência de massa é facilitada devido à homogeneização do meio 

e à movimentação das partículas, o que facilita a remoção de gases e evita a decantação de 

células no fundo do biorreator. A principal vantagem dos biorreatores de leito fluidizado é a 

combinação entre reatores de mistura completa e de leito fixo, apresentando boas condições 

de mistura e baixas tensões de cisalhamento. É importante que o tamanho e a densidade do 

suporte bem como a taxa de fluxo de líquidos e gases que passam pela coluna devem ser 

configurados para que o sistema mantenha a maior homogeneidade possível (GROBOILLOT 

et al., 1994; VERBELEN et al., 2006; KOSSEVA et al., 2009).  

 3) Reatores de membrana utilizam membranas seletivas com fluxo cruzado 

permitindo a separação entre as células que ficam delimitadas em um espaço enquanto ocorre 

o trânsito de açúcares com saída dos produtos de fermentação (RADOČAJ et al., 2014). Esse 

sistema pode apresentar limitações, entre elas: decaimento de fluxo e incrustações na 

membrana em função do tempo de operação, que são causadas devido à alta concentração de 

sólidos solúveis e insolúveis nas matérias-primas e de interações químicas entre as moléculas. 

Muitas vezes, é necessária a limpeza da membrana ao longo do processo ou desenvolvimento 

de tecnologias que permitam a diminuição da incrustação da membrana (MACHADO et al, 

2014). 

A Figura 13 mostra uma representação esquemática dos biorreatores de colunas. 
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Figura 13: Biorreatores em coluna de células imobilizadas: (A) leito fixo ou 

empacotado, (B) leito fluidizado pela recirculação do meio, (C) leito fluidizado pelo 

sistema airlift, (D) leito fluidizado pelo sistema de coluna de bolhas. Adaptado de 

Gabardo (2015). (E) Fotografia de um biorreator de coluna da marca PID Fermenter 

AWS (Wald, Suíça). Disponível em Antunes (2015). 
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A principal finalidade da utilização de biorreatores com células imobilizadas é a 

vantagem de realização da operação contínua de fermentação ou a possibilidade de realização 

de fermentações em sequência com reaproveitamento das células. Processos com 

reaproveitamento de células são interessantes pela redução de custos do bioprocesso 

(GABARDO et al., 2016). O reaproveitamento das células imobilizadas é relatado na 

literatura em fermentações sequenciais de permeado de soro de queijo para a produção de 

etanol utilizando as leveduras S. cerevisiae e K. marxianus imobilizadas em arginato de cálcio 

(GABARDO et al., 2016). O aproveitamento de células de Candida shehatae imobilizadas 

em alginato de cálcio em fermentações sequenciais de hidrolisado hemicelulósico de bagaço 

da cana também já foi relatado (ANTUNES et al., 2016). 

Já o processo contínuo se caracteriza pela manutenção do volume de reação constante, 

sendo um sistema aberto em que a vazão de alimentação é idêntica à vazão de retirada de 

meio, mantendo, assim, o volume de reação constante. Nesse sistema, as células precisam 

manter o mesmo estado fisiológico e a formação dos produtos precisa ser constante. Dessa 

forma, o estado estacionário é alcançado e as variáveis de estado permanecem constantes ao 

longo do tempo de operação (GHALY et al., 1997). Sistemas de fermentação contínua 

apresentam vantagens, como o aumento na produtividade, minimização das perdas e operação 

em biorreatores de menor escala (GHALY et al., 1997; VERBELEN, PIETER J. et al., 2006). 

Sistemas de fermentação contínuos ainda em escala laboratorial são relatados em 

algumas pesquisas de conversão de soro de queijo e permeado do soro de queijo com 

diferentes configurações de biorreator de leito fixo e leito fluidizado, utilizando sistemas com 

células imobilizadas de K. marxianus em alginato de cálcio (GABARDO et al., 2011; 

GABARDO et al., 2015). Em escala industrial, já é aplicada a produção contínua de álcool a 

partir de células floculentas. Este sistema desenvolvido pela empresa Natrontec, que tem sido 

implementado em algumas plantas industriais no Brasil, mostrou considerável elevação de 

eficiência sobre o processo tradicional, com diminuição dos custos de produção e manutenção 

(ZANIN et al., 2000). Além disso, em fermentações industriais para a produção de alimentos, 

já estão sendo utilizados sistemas contínuos de fermentação. Diversas cervejarias, em vários 

países, já utilizam processos contínuos de produção. As cervejarias Kirin Brewery Company 

(Japão), Labbat Breweries (Canadá) e Meura Delta (Bélgica) aplicam diferentes tecnologias 

de fermentação contínua, que são altamente produtivas e rentáveis (VIRKAJÄRVI, 2001).  
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2.7  Imobilização celular 

O processo de imobilização celular consiste no confinamento de células em uma 

estrutura física, preservando a atividade catalítica (KAREL et al., 1985). A imobilização de 

células também pode ser definida como uma técnica utilizada para a fixação física ou química 

das células, organelas, enzimas ou outras proteínas (por exemplo, anticorpos monoclonais) em 

um suporte sólido, em uma matriz sólida ou retidas por uma membrana, a fim de aumentar 

sua estabilidade e facilitar uso repetido ou contínuado (IUPAC, 1997). Muitos micro-

organismos apresentam a capacidade de se aderir a diferentes tipos de superfícies na natureza 

(KOURKOUTAS et al., 2004). Os processos de imobilização, geralmente, simulam o 

crescimento natural de células no interior de estruturas naturais ou em superfícies. 

A técnica de imobilização celular tem sido utilizada em alguns estudos, pois pode 

apresentar vantagens frente a processos com células suspensas, como redução dos tempos de 

fermentação, aumento da produtividade, possibilidade de reuso das células, além de redução 

dos riscos de contaminação, já que é possível operar com alta densidade celular durante o 

processo de fermentação. Além disso, há melhora na estabilidade do biocatalisador e proteção 

contra o estresse ambiental, gerando maior tolerância às altas concentrações de substrato e 

produto final (MUSSATTO et al., 2010; ZHANG et al., 2002). 

Diversos processos de imobilização celular são reportados, dentre eles: ligação a 

superfícies sólidas, aprisionamento em matrizes porosas, floculação (natural ou artificial), e 

contenção por membranas (KOSSEVA et al., 2009). A Figura 14 mostra, esquematicamente, 

alguns destes processos de imobilização. Cada um desses métodos apresenta vantagens e 

desvantagens, por isso é necessário levar em conta a finalidade da utilização da imobilização 

celular. As técnicas de envolvimento em matriz porosa foram avaliadas em processos de 

produção de etanol a partir de glicose ou melaço ou permeado soro de queijo. Nesta 

metodologia, as células podem ser protegidas do estresse ambiental, mas enfrentam problemas 

difusionais de transferência de massa (GABARDO et al., 2016; VERBELEN, P. J. et al., 

2006). 
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Figura 14: Métodos de imobilização celular: (A) ligação a superfícies sólidas, (B) 

aprisionamento em matrizes porosas, (C) floculação e (D) contenção por membranas. 

Adaptado de  Kourkoutas et al. (2004). 

 

Um método de imobilização que mostra resultados promissores para células e enzimas 

é a imobilização em álcool polivinílico (PVA), que é um polímero sintético que pode ser 

usado para formar hidrogéis com excelentes propriedades mecânicas, não é tóxico e pode ser 

economicamente viável para aplicações em escala industrial. A tecnologia de imobilização 

comercial em PVA patenteada é chamada de LentiKats® e permite que o processo de 

imobilização seja feito em temperatura ambiente sem a adição de compostos tóxicos 

(KRASŇAN et al., 2016).  

Esta tecnologia gera partículas em forma semelhante a lentes, diferente da forma 
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esférica, que é a mais típica em processos de imobilização celular. Apesar de o formato 

esférico permitir uma descrição fácil dos efeitos de difusão por modelos matemáticos que 

auxiliam a entender e a aperfeiçoar o bioprocesso, se as esferas possuírem um diâmetro 

grande, o centro do biocatalisador sofrerá limitações de difusão, e, no caso de células vivas, 

elas serão inibidas e somente as células sob a superfície estarão viáveis (KRASŇAN et al., 

2016). Além disso, partículas grandes são mais suscetíveis à deterioração causada por 

agitação e outras cargas mecânicas, já as muito pequenas podem obstruir a linha de saída em 

biorreatores e são difíceis de serem retidas (JAHNZ et al., 2002). A estrutura em forma de 

lente da tecnologia proporciona que essas partículas combinem os benefícios de esferas 

grandes e pequenas. A forma e o tamanho permitem também uma difusão eficiente, devido a 

sua área superficial máxima e, ao mesmo tempo, ao volume. Sendo assim, as limitações de 

difusão associadas ao transporte do substrato para a lente e os produtos para o exterior da 

lente são significativamente reduzidos (LENTIKAT'S BIOTECHNOLOGIES). A Figura 15 

mostra, esquematicamente, o processo de difusão nas LentiKats®. 

 

 

 

Figura 15: Processo de difusão nas partículas de Lentikats®. Adaptado de  

Krasňan et al. (2016). 

Lentikats® também possuem alta porosidade interna, gerando alta capacidade de 

imobilização, e excelente estabilidade física e mecânica (elasticidade e baixa abrasão) 

(Lentikat's Biotechnologies). O benefício da imobilização em LentiKats® é demonstrado por 
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alguns exemplos de imobilização bem-sucedida de células inteiras e enzimas, como, por 

exemplo, a redução do consumo de energia para tratamento de águas e produção contínua de 

cerveja (BEZBRADICA et al., 2007; KRASŇAN et al., 2016).  
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3. RESULTADOS 

 

 

Nesta secção são apresentados os resultados obtidos neste trabalho no formato de 

artigos científicos (itens 3.1, 3.2 e 3.3). Em cada um destes artigos, consta a introdução, os 

materiais e as metodologias empregadas, juntamente com a discussão dos resultados obtidos e 

as conclusões pertinentes a cada etapa de trabalho desenvolvida.  

 

3.1 - Resultado I 

 

Conversion of fermentable sugars from hydrolysates of soybean and oat hulls into 

ethanol and xylitol by Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303 

 

 

Neste artigo, a levedura recentemente prospectada Spathaspora hagerdaliae UFMG-

CM-Y303 foi testada em fermentações de hidrolisado resultante do tratamento ácido, 

tratamento enzimático e na mistura destes hidrolisados, com alta concentração de glicose e 

xilose, e alta pressão osmótica. Diferentes condições de aeração dos meios foram testadas em 

biorreator. Sp.hagerdaliae UFMG-CM-Y303 foi capaz de assimilar tanto a glicose quanto a 

xilose dos hidrolisados, mas mostrou-se sensível às altas pressões osmóticas, também  houve 

conversão da xilose em xilitol impactando nos rendimentos de etanol, além disso, melhores 

rendimentos de etanol só foram atingidos em condições de microaerofilia. Este artigo está 

publicado na revista Industrial Crops and Products (fator de impacto 5,64) com o DÓI: 

10.1016/j.indcrop.2020.112218. 
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3.2 - Resultado II 
 
 

Performance of xylose-fermenting yeasts in oat and soybean hulls hydrolysate and 

improvement of ethanol production using immobilized cell systems 

 

Neste artigo, uma ampla diversidade de leveduras com capacidade de fermentar 

glicose e xilose, dos gêneros Spathaspora, Scheffersomyces Sugiymaella e Candida, 

além de uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada para 

fermentar a glicose e xilose em etanol foram testadas no hidrolisado resultante do 

tratamento ácido da mistura de casca de aveia e soja, buscando selecionar a levedura 

com a melhor capacidade de conversão dos açúcares em etanol. Sp. passalidarum 

UFMG-CM-469 mostrou os melhores parâmetros cinéticos de produção de etanol, 

superando até Sp. hagerdaliae UFMG-CM-Y303, cujos resultados foram mostrados na 

etapa anterior, por isso, foi selecionada para estudos de fermentação com as células 

imobilizadas por envolvimento em matriz porosa, utilizando a tecnologia LentiKats® 

(álcool polivinílico).  

Fermentações do hidrolisado resultante do tratamento ácido com células 

imobilizadas mostraram melhoria da produtividade quando comparadas com o cultivo 

com células suspensas; e as culturas imobilizadas também foram viáveis na fermentação 

do hidrolisado resultante do tratamento enzimático com pressão osmótica mais elevada. 

Um aumento maior na produtividade de etanol também foi alcançado suplementando os 

hidrolisados com extrato de levedura cru. Por fim, as células imobilizadas em 

LentiKats® foram testadas em uma sequência de fermentação de hidrolisado resultante 

do tratamento ácido, enzimático e na mistura ácido/enzimático buscando avaliar a 

tolerância do suporte de LentiKats® às variações de concentração de açúcar e pressão 

osmótica, e a manutenção da viabilidade das células imobilizadas por um longo período. 

Observou-se que as células imobilizadas em LentiKats® mostraram capacidade de 

fermentação da glicose e xilose por mais de 240 horas com bons parâmetros de 

produção de etanol. Este artigo está publicado na revista Biotechnology Letters (fator de 

impacto 2,46) com DÓI : https://doi.org/10.1007/s10529-021-03182-2 

Este artigo possui uma quantidade significativa de material suplementar 

(descrição detalhada das cinéticas de fermentação, que no artigo foi resumido em 

tabelas). O material suplementar pode ser consultado em 

https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs10529-021-03182-2 
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3.3 - Resultado III 

 

 

 

Continuous bioreactor bioprocess using immobilized Spathaspora passalidarum to ferment 

hydrolysates of oat and soybean hulls to ethanol 

 

 

Neste artigo, a levedura Sp. passalidarum UFMG-CM-469 foi testada em fermentações 

com as células imobilizadas em LentiKats® em sistema de biorreator fluidizado e de leito fixo 

operando continuamente. O biorreator fluidizado mostrou melhores parâmetros de produção de 

etanol.  Diferentes taxas de diluição foram testadas no biorreator fluidizado e o aumento da taxa 

de diluição gerou aumento na produtividade volumétrica de etanol. Fotografias de microscopia 

eletrônica de varredura da superfície da LentiKats® mostraram a colonização da LentiKats®  por 

Sp. passalidarum UFMG-CM-469. Artigo a ser submetido.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. DISCUSSÃO GERAL E PERSPECTIVAS  

  

Este trabalho teve por objetivo utilizar leveduras recentemente prospectadas da 

biodiversidade brasileira em diferentes estratégias de fermentação para a produção de etanol 

de segunda geração. Para tanto, uma série de etapas foram desenvolvidas abrangendo desde 

experimentos com diferentes gêneros de leveduras e diferentes espécies dentro do mesmo 

gênero, estudos testando diferentes condições de aeração dos meios de cultura durante a 

fermentação, testes com suplementação dos hidrolisados a partir de diferentes concentrações 

de açúcares, utilização da técnica de imobilização celular, diferentes estratégias de 

fermentação com biorreatores operados em regime batelada, batelada repetida e cultura 

contínua. Cada etapa teve significativa contribuição para que o objetivo final desta pesquisa 

fosse alcançado, especialmente no sentido de apresentar novas abordagens para a produção de 

etanol de segunda geração.  

A mistura 1:1 de casca de aveia com casca de soja foi utilizada como substrato para a 

produção do etanol de segunda geração. Estudos para aplicação destes resíduos na produção 

do etanol são importantes, uma vez que a soja é a oleaginosa mais produzida no mundo e a 

aveia é plantada em regiões temperadas, ambas passam por processamento agroindustrial 

gerando uma quantidade abundante de resíduos que estão prontamente disponíveis para a 

utilização na produção de etanol. A hidrólise ácida diluída, seguida pelo processo de hidrólise 

enzimática utilizando a enzima Celluclast® 1.5 L (Novozymes, Brazil), permite alta 

recuperação da glicose e xilose presente na fração de celulose e hemicelulose da casca de 

aveia e casca de soja, gerando caldos com baixa concentração dos inibidores da fermentação 

(furfural, HMF e ácido acético). 

Este estudo utilizou uma variedade de leveduras com capacidade de fermentar a 

glicose e a xilose, recentemente prospectadas da biodiversidade brasileira, pertencendo aos 

gêneros Spathaspora, Scheffersomyces, Sugiymaella, e Candida, além de S. cerevisiae YRH 

1415, que foi construída utilizando como parental a linhagem S. cerevisiae PE-2, que é, 

atualmente, a levedura mais utilizada na produção de etanol de primeira geração no Brasil. A 

capacidade de fermentação da xilose nesta levedura foi conferida por integração 

cromossômica dos genes de metabolismo da xilose de Sc stipitis. Observou-se, ao longo deste 

estudo, que as leveduras testadas foram capazes de crescer e fermentar os açúcares dos 

hidrolisados, mas diferenças marcantes no desempenho de produção de etanol entre os 

diferentes gêneros e também entre as diferentes espécies de leveduras foram observadas. 

As leveduras do gênero Spathaspora mostraram um ótimo desempenho na 
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fermentação da glicose e xilose do hidrolisado, algumas espécies tiveram o principal produto 

da fermentação da xilose o etanol e outras, o xilitol, como Sp. xylofermentans UFMG-HMD-

23.3, que teve como principal produto da fermentação da xilose o xilitol. Este também é um 

resultado interessante, uma vez que esta levedura tem potencial para ser aplicada em sistemas 

que são exclusivos de produção de xilitol, este que tem um alto valor agregado, visto o poder 

adoçante e a aplicabilidade na indústria de alimentos. Outras leveduras mostraram a 

necessidade de condições específicas de aeração para a manutenção do fluxo de carbonos da 

xilose para o etanol, como no caso da Sp. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 em que o cultivo em 

microaerofilia gerou maior conversão ao etanol, enquanto, com uma aeração maior, o xilitol 

foi o principal produto. 

Porém, para uma aplicação prática na indústria de produção de etanol de segunda 

geração, que exige maior simplicidade do processo, é necessário que a levedura consiga 

converter a glicose e xilose em etanol em condição de anaerobiose. Neste sentido, a levedura 

Sp passalidarum UFMG-CM-469 mostrou os melhores resultados, pois os açúcares foram 

convertidos em etanol com baixa produção de xilitol e glicerol, em condição de cultura 

anaeróbica, além disso, a levedura foi capaz de tolerar a alta pressão osmótica do hidrolisado.  

A partir deste resultado de triagem, a levedura Sp passalidarum UFMG-CM-469 foi 

selecionada para ser aplicada em estudos para o melhoramento dos parâmetros fermentativos. 

Fermentações com as células de Sp passalidarum UFMG-CM-469 imobilizadas em 

LentiKats® foram testadas, a imobilização em LentiKats® é um aprimoramento do suporte de 

álcool polivinílico, permitindo que o processo de imobilização seja realizado em temperatura 

ambiente e sem a adição de produtos químicos tóxicos. Esta técnica tem a vantagem de gerar 

partículas com alta porosidade interna, alta capacidade de imobilização e resistentes ao 

cisalhamento, permitindo que a fermentação seja realizada em alta densidade celular, até 

então, este é o primeiro relato do uso da tecnologia de imobilização em LentiKats® na 

produção de etanol de segunda geração. 

Culturas com células imobilizadas mostraram melhoria nos parâmetros de produção de 

etanol e a suplementação dos hidrolisados com extrato de levedura cru mostrou um aumento 

considerável na produtividade de etanol, isso mostra que o hidrolisado ácido e o hidrolisado 

enzimático da mistura de casca de aveia e casca de soja, ambos são caldos adequados para a 

aplicação na produção de etanol de segunda geração, pois não exigem suplementação 

extensiva. O uso prolongado das células imobilizadas também foi testado em fermentações 
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sequenciais de hidrolisado resultante do tratamento ácido, tratamento enzimático e da mistura 

de hidrolisados ácido e enzimático utilizando as mesmas células imobilizadas em LentiKats®, 

estas mantiveram a eficiência de fermentação por mais de 240 horas, mostrando que a 

imobilização em LentiKats® é estável e eficiente. 

Por fim, foi testada a utilização de células imobilizadas em biorreator de coluna 

fluidizado e com leito fixo. Biorreatores de leito fixo e de leito fluidizado têm diferentes 

configurações, o que pode resultar em diferentes tipos de resultados. Na configuração de leito 

fixo, embora as transferências de massa sejam menores, o biorreator opera com densidade 

celular alta, o que pode beneficiar o processo fermentativo. Já a configuração de leito 

fluidizado, embora trabalhe com densidades celulares mais baixas, a fluidização do sistema 

permite uma maior transferência de massa, além de evitar que caminhos preferenciais se 

formem no reator. Neste estudo, considerando a natureza do suporte de imobilização, o 

biorreator fluidizado mostrou melhores resultados, tanto na fermentação em batelada como 

em biorreator de cultura contínua, a estratégia de fermentação utilizando células imobilizadas 

em biorreatores fluidizado operando em taxas de diluição maiores mostrou resultados 

promissores, já que o aumento da taxa de diluição gerou aumento na produtividade 

volumétrica de etanol. 

Entre as perspectivas para a continuação deste trabalho, como a levedura Sp 

passalidarum UFMG-CM-469 mostrou melhores parâmetros de produção de etanol a  partir  

da fermentação dos hidrolisados da mistura de casca de aveia com casca de soja, entre uma 

grande variedade de outras leveduras que foram testadas, estudos da expressão gênica, 

análises proteômica, metabolômica e de atividade enzimática relacionada às vias de 

metabolismo da glicose e xilose durante a fermentação de hidrolisados poderiam melhor 

elucidar os fatores que conferem o desempenho fermentativo superior desta levedura. A 

capacidade fermentativa de Sp passalidarum UFMG-CM-469 ainda pode ser melhorada por 

processo de evolução adaptativa ou transformação genética gerando mutantes com maior e 

mais rápida capacidade conversão dos açúcares em etanol. 

As estratégias de fermentação também podem ser aperfeiçoadas, a fermentação em 

biorreator contínuo com células imobilizadas pode ser aprimorada testando a fermentação de 

hidrolisados com outras concentrações de açúcares, bem como, a operação de dois 

biorreatores em sequência em que o segundo biorreator é alimentado com efluente do 

primeiro, esta estratégia pode gerar um maior título de produção de etanol e menor quantidade 
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de açúcares residuais quando se opera o biorreator contínuo com diluições mais altas. Outra 

possibilidade é projetar novos modelos de biorreatores para operação com células 

imobilizadas que permitam maior controle das variáveis relacionadas com o processo de 

fermentação.   
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5. CONCLUSÕES 

 

A triagem de leveduras realizada neste estudo mostrou que as diferentes leveduras 

isoladas da biodiversidade brasileira tiveram diferenças marcantes na assimilação da glicose e 

xilose do hidrolisados resultantes do tratamento ácido e tratamento enzimático da mistura 1:1 

de casca de aveia com casca de soja com diferentes perfis de conversões aos produtos, etanol 

e xilitol. Sp passalidarum UFMG-CM-469 que foi a levedura que mostrou melhores 

parâmetros de produção de etanol, tendo capacidade de conversão dos açúcares destes 

hidrolisados em etanol tanto em microaerofilia quanto em anaerobiose com baixa produção de 

xilitol e glicerol. Sp passalidarum UFMG-CM-469 foi selecionada para a utilização em 

bioprocessos com as células imobilizadas em LentiKats®. A utilização deste suporte de 

imobilização mostrou resultados promissores, pois foi capaz de proteger as células da alta 

pressão osmótica do hidrolisado e operar a fermentação com alta densidade celular, gerando 

melhores parâmetros de produção de etanol, foi possível também a reutilização das células 

imobilizadas em fermentações sequenciais de hidrolisados. 

A suplementação do hidrolisado resultante do tratamento ácido e do hidrolisado 

resultante do tratamento enzimático com extrato de levedura cru, mostrou-se como uma 

alternativa interessante, pois é uma suplementação barata que gerou aumentos significativos 

na produtividade volumétrica de etanol para os dois hidrolisados. Finalmente, as culturas com 

células imobilizadas em biorreator fluidizado e em biorreator de leito fixo, operando 

continuamente, mostram resultados promissores de produção de etanol. Nas condições deste 

estudo, o biorreator fluidizado mostrou melhores parâmetros de produção de etanol a partir 

dos hidrolisados de casca de aveia e soja. Aumentos na taxa de diluição do biorreator 

fluidizado geraram aumentos na produtividade volumétrica de etanol. Todos estes resultados 

são relevantes, pois as leveduras testadas neste estudo bem como as estratégias de 

fermentação geraram resultados que contribuem para avanços na viabilização da produção 

industrial da produção do etanol de segunda geração. 
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