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RESUMO 

CAMPOS, Valquíria Júnia. M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2015. 
Caracterização Fisiológica de Leveduras Fermentadoras de xilose. Orientador: 
Luciano Gomes Fietto. Coorientadores: Hilário Cuquetto Mantovani e Wendel Batista da 
Silveira. 
 
A produção economicamente viável de etanol de segunda geração, depende 

principalmente de microrganismos capazes de fermentar a xilose, sendo o principal 

açúcar presente na fração hemicelulósica. A levedura Saccharomyces cerevisiae, não 

pode utilizar a xilose, uma vez que não possui transportador específico e os genes do 

metabolismo são expressos em baixos níveis. Neste sentido, as leveduras Spathaspora 

arborariae, Spathaspora passalidarum e Sheffersomyces stipitis, tornam-se promissoras 

para a fermentação industrial de hidrolisados lignocelulósicos, por naturalmente 

converterem de maneira eficiente xilose em etanol. O presente trabalho teve como 

objetivo caracterizar fisiologicamente essas linhagens e definir as melhores condições de 

fermentação.  Foi realizado experimentos de fermentação em batelada com diferentes 

concentrações de xilose (4, 8 e 10%) e temperaturas (28, 32 e 35 °C). Posteriormente as 

melhores condições desta etapa para cada levedura, foram avaliadas em cofermentação 

com glicose (2 e 4%). O processo fermentativo foi realizado durante 70 horas, e amostras 

da cultura foram recolhidas para avaliação dos parâmetros cinéticos e fermentativos. 

Todas as leveduras crescem com velocidades similares em diferentes concentrações de 

açúcar, mostrando a tolerância a altas concentrações de xilose. Em relação às diferentes 

temperaturas avaliadas, S. arborariae, S. passalidarum e S. stipitis apresentam um bom 

crescimento em uma faixa de temperatura de 28 a 35°C. Ao avaliar o rendimento de 

etanol, S. arborariae apresentou o maior rendimento em 10% de xilose na temperatura de 

28°C (27,6 g/L), S. passalidarum e S. stipitis apresentaram maior rendimento em 10% de 

xilose em 32°C (38,4 g/L e 37,8 g/L, respectivamente). Nos ensaios de cofermentação, 

estas leveduras consomem preferencialmente a glicose. A viabilidade celular não foi 

alterada durante as 70 horas de fermentação. A adição de HMF não representou efeito 

inibitório no crescimento destas leveduras, o furfural inibiu apenas o crescimento de S. 

arborariae, enquanto o ácido acético apresentou efeito inibitório para todas as leveduras. 

S. passalidarum cresceu em 6% de etanol, enquanto as demais não. S. passalidarum 

demonstrou ser promissora para a produção de etanol por produzir as maiores 

concentrações em um período curto de tempo e baixos rendimentos de xilitol e glicerol, 

em todas as condições avaliadas e por ser mais tolerante aos inibidores.  
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ABSTRACT 

CAMPOS, Valquíria Júnia. M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2014. 
Physiological characterization of xylose-fermenting yeasts. Adviser: Luciano Gomes 
Fietto. Co-advisers: Hilário Cuquetto Mantovani and Wendel Batista da Silveira. 

 
The economically viable production of second generation ethanol depends mainly on the 

ability of microorganisms to ferment xylose, the main sugar present in the hemicellulose 

fraction. Sacchamomyces cerevisiae cannot utilize xylose since it does not have any 

specific carrier, and the genes of xylose metabolism are expressed at low levels. In this 

regard, the yeasts  Spathaspora arborariae, Spathaspora passalidarum and 

Sheffersomyces stipitis have been considered promising for industrial fermentation of 

lignocellulosic hydrolysates because they naturally convert xylose to ethanol efficiently. 

This study aimed to physiologically characterize these lines and set the best conditions 

for fermentation. Fermentation was performed in batch experiments with different xylose 

concentrations (4, 8 and 10%) and temperatures (28, 32 and 35 ° C). Then, the best 

conditions for each one of the yeasts were evaluated in co-fermentation with glucose (2 

and 4%). The fermentation process was carried out for 70 hours and culture samples were 

collected for further evaluation of kinetic and fermentation parameters. All yeast strains 

grown at similar rates in the different sugar concentrations tested, showing tolerance to 

high concentrations of xylose. Spathaspora arborariae, Spathaspora passalidarum and 

Sheffersomyces stipitis had important development at 28 - 35 °C temperature range. To 

assess ethanol yield, S. arborariae showed the highest rate in 10% xylose concentration 

at 28 °C (27.6 g/L), while S. passalidarum and S. stipitis showed the highest yields in 

10% xylose treatment, but at 32 °C (38.4 g/L and 37.8g/L, respectively). In the co-

fermentation assays, these yeasts preferentially consume glucose. Cell viability was not 

affected during the 70 hour fermentations. The addition of 5-hydroxymethylfurfural did 

not present inhibitory effect on the yeasts development; furfural only inhibited S. 

arborariae growth, and acetic acid showed inhibitory effects in all yeasts. S. 

passalidarum grew in 6% ethanol, while the others did not. S. passalidarum showed to 

be promising for ethanol production because it had the highest ethanol concentration rates 

in a short period of time, showed low yields of xylitol and glycerol in all tested conditions, 

and proved to be more tolerant to inhibitors. 
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 INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas décadas ocorreu uma crescente preocupação em substituir o uso de 

combustíveis fósseis por fontes renováveis de energia, em especial a substituição da 

gasolina pelo etanol. No Brasil, o etanol é produzido principalmente a partir do caldo da 

cana de açúcar. Neste processo, uma elevada quantidade de bagaço é gerado e pode ser 

utilizado como uma fonte alternativa de energia (Soccol, et al., 2010). 

Atualmente a indústria sucroalcooera queima o bagaço para gerar energia elétrica, 

mas mesmo assim uma grande parte desta biomassa é acumulada nos pátios das usinas. 

O bagaço de cana é rico em celulose e hemicelulose, que podem ser convertidos em 

hexoses e pentoses, e consequentemente em etanol utilizando microrganismos 

fermentadores (Canilha, et al., 2012).  

Segundo da Cunha-Pereira e colaboradores, (2011), um dos maiores desafios para a 

produção de etanol de segunda geração é a conversão microbiana de pentoses, que 

representam de 25-40% dos açúcares totais da biomassa lignocelulósica, sendo a xilose o 

principal monossacarídeo liberado a partir de hidrolisados. Linhagens do tipo selvagem 

de Saccharomyces cerevisiae extensivamente utilizadas para a produção de etanol de 

sacarose não fermentam pentoses. S. cerevisiae não pode utilizar xilose, uma vez que, não 

possui um transportador específico para esse açúcar e os genes do metabolismo de xilose 

são expressos em baixos níveis.  

Desta forma, para a produção de etanol a partir da biomassa ser uma alternativa viável, 

são necessários estudos sobre microrganismos que naturalmente fermentam xilose. As 

leveduras Scheffersomyces stipitis, Spathaspora arborariae e Spathaspora passalidarum, 

demostraram que podem converter xilose em etanol, sendo então consideradas 

promissoras para a fermentação industrial de hidrolizados lignocelulósicos (Agbogbo, et 

al., 2006; da Cunha-Pereira, et al., 2011; Hou, 2012). Neste sentido, espécies de leveduras 

fermentadoras de xilose foram caracterizadas fisiologicamente quanto a capacidade de 

fermentar em diferentes temperaturas, concentrações de xilose, presença e ausência de 

glicose, tolerância a inibidores e tolerância ao etanol.  
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 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1  Contexto energético  

Desde o século XX, o setor petroquímico tem impulsionado o desenvolvimento 

industrial e social, até então tem assegurado a disponibilidade de matéria prima para a 

indústria, combustíveis para transporte e geração de energia (Souza, 2011). No entanto, 

combustíveis fósseis não são renováveis e o processo de formação deste recurso é lento, 

oposto a capacidade de exploração pela humanidade.  

Além das reservas de combustíveis fósseis serem esgotáveis, nos últimos anos 

estão sendo exauridas. Além disso, o uso excessivo de produtos obtidos a partir do refino 

do petróleo tem causado problemas ambientais devido à emissão de gases que causam o 

agravamento do efeito estufa na atmosfera.  

Os combustíveis fósseis representam uma grande fração do consumo de energia 

primária (88%), sendo o petróleo (35%), o carvão (29%) e o gás natural (24%), as 

principais fontes utilizadas (Brennan & Owende, 2010). Uma alternativa promissora para 

garantir a produção de combustíveis e insumos químicos de forma sustentável é o 

estabelecimento de biorrefinaria, a figura 1 demostra o esquema de instalação de 

biorrefinaria (Taylor, 2008; Demirbas, Balat, & Balat, 2009; Menon & Rao, 2012). 

Atualmente há ímpeto global para o desenvolvimento de biorrefinarias para a 

produção de bioenergia e compostos de base biológica comercializáveis, tendo como 

matéria prima resíduos industriais, rurais e urbanos. O conceito de biorrefinaria tem sido 

identificada como uma oportunidade significativa para o desenvolvimento econômico 

(Leistritz, et al., 2008; Charlton, et al., 2009; Sharma, et al., 2011). 
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Figura 1: Esquema simplificado do processo de funcionamento de biorrefinaria, 

adaptado de: (Cherubini & Ulgiati, 2010). 

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2014), a cana-de-

açúcar é uma das principais culturas produzidas no Brasil, estima-se que a safra 2014-

2015 seja de 659,10 milhões de toneladas. Aproximadamente 270/280 Kg de bagaço e 

140 Kg de palha de cana de açúcar são gerados a cada tonelada de cana de açúcar 

processada na indústria sucroalcoeira (Rodrigues, et al., 2003; CENBIO, 2003), desta 

forma, pode-se estimar que a safra 2014/2015 irá gerar aproximadamente 181 milhões de 

toneladas de bagaço e aproximadamente 92 milhões de toneladas de palha. 

Segundo Soccol, et al., (2010), 6.000 litros de etanol são produzidos por hectare 

de cana de açúcar. A indústria sucroalcoeira utiliza 92% do bagaço gerado para produção 

de energia, se a fração de 8% restante for convertido em etanol, haveria um acréscimo de 

aproximadamente 2.000 litros de etanol por hectare, consequentemente, podendo reduzir 

o uso da área cultivada em 29%. Para a indústria é necessário gerar energia, no entanto, 

se utilizar a palha da cana para esta finalidade e converter 50% do bagaço em etanol de 

segunda geração haveria um acréscimo de aproximadamente 4.000 litros por hectare, 

totalizando assim 10.000 litros de etanol por hectare de cana plantada. 
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Para que hoje o aumento na produção de etanol seja significativo, sem aumentar 

a área de plantio, tecnologias devem ser desenvolvidas para converter os polissacarídeos 

presente nas folhas, palhas e no bagaço em etanol (Soccol, et al., 2010). 

2.2 Biomassa lignocelulósica 

As principais biomassas utilizadas para a produção de etanol são monoculturas 

cultivadas sem solos férteis (como cana de açúcar, milho, soja, colza, gramíneas e álamo 

híbrido), resíduos de biomassa (como a palha de milho, bagaço de cana de açúcar e 

resíduos de madeira) e resíduos sólidos urbanos (tais como papel processado e jornal) 

(Chandel & Singh, 2011). 

A biomassa lignocelulósica tem como principal constituinte a celulose, 

aproximadamente 45%, um polímero linear composto de subunidades de D-glicose, 

unidas por ligações glicosídicas β(1-4). Este polímero é associado a lignina, hemicelulose, 

amido, proteínas e minerais (Rocha, et al., 2012).  

A hemicelulose, é o segundo constituinte mais abundante, aproximadamente 27%, 

sendo um polímeros heterogêneo constituído de pentoses (xilose, arabinose), hexoses 

(manose, glicose, galactose) e ácidos de açúcares. Ao contrário de celulose, a 

hemicelulose não é quimicamente homogênea, podendo variar de acordo com tipo 

biomassa. No entanto, o principal constituinte é a xilana, e em muitos materiais vegetais 

são heteropolissacarídeos com cadeias homopoliméricas de unidades de ß-D-xilopiranose 

por ligação 1,4 (Figura 2). Além xilose, xilanas podem conter, arabinose, ácido 

glucurônico ou éter 4-O-metil, ácido acético, e ácidos p-comércio (Lachke, 2002; Saha, 

2003). A lignina, que constitui aproximadamente 21% em peso da biomassa seca, é um 

polímero aromático contendo resíduos fenólicos, a fração lignina, não contribui como 

fonte de carbono fermentável, e é uma fonte potencial de inibidores da fermentação 

microbiana (Souza, 2011).   
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Figura 2: Estrutura de xilana. Realizada no programa ChemSketch, o símbolo nas 

extremidades da cadeia chamam-se Broken Bond (ligação partida ou quebrada). 

 

2.3 Etapas de produção de etanol de segunda geração 

Segundo Himmel, et al., (2007), a produção de etanol a partir de biomassa 

lignocelulósica não é economicamente viável, pois, é um material recalcitrante que requer 

um trabalho intensivo e alto custo de capital para processamento. No entanto, avanços 

tecnológicos tem sido obtidos viabilizando a produção de biocombustíveis. A produção 

de etanol a partir de biomassa lignocelulósica exigem quatro etapas: pré-tratamento, a 

hidrólise, fermentação e recuperação do produto. 

O pré-tratamento modifica a estrutura da biomassa lignocelulósica de forma que a 

celulose se torne acessível à ação enzimática, (Figura 3) que convertem os polímeros de 

carboidratos em açúcares fermentáveis. Os tipos de pré-tratamentos podem ser 

classificados em físicos, químicos, biológicos e físico-químicos. Os processos de pré-

tratamento podem gerar substâncias tóxicas, como ácido acético, furfural, hidroximetil 

furfural e componentes fenólicos. Estes inibidores podem afetar tanto a etapa de hidrólise 

quanto a fermentação do processo (Kim, et al., 2013). 
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Figura 3. Pré-tratamento da cana-de-açúcar e a liberação dos polímeros de celulose, 
hemicelulose e lignina. Fonte: BIOFUELS, BIOFUELS. "biofuels” (2012). 

 
Atualmente o pré-tratamento com tendências a ser mais utilizado é o hidrotérmico, 

uma vez que apresenta vantagens ambientais e econômicas, pelo fato de não haver 

necessidade de utilizar produtos químicos. Outra vantagem deste método é o fato de 

grande parte da fração hemicelulósica ser hidrolisada, ou seja, convertida em açúcares 

fermentáveis (Garrote, et al., 1999). A hidrólise da celulose ocorre por tratamento 

enzimático, liberando unidades de glicose a ser assimilada pela levedura na etapa de 

fermentação. 

Para simplificar e reduzir custos no processo de produção de etanol de segunda 

geração, a integração de etapas como a sacarificação e fermentação simultânea (SSF) da 

matéria-prima lignocelulósica pré-tratada tem sido considerada uma boa alternativa. 

Oferecendo vantagens sobre a hidrólise e fermentação separada (SHF), este fato inclui 

melhor rendimento do etanol, uma vez que, diminui a inibição de hidrólise da celulose 

pelo produto final, uma vez que o microrganismo pode utilizar os açúcares para o 

crescimento e para produção de etanol à medida que são formadas (Saha, et al., 2011). 

No processo de produção de etanol a partir do caldo da cana de açúcar, a levedura S. 

cerevisiae é a mais utilizada, uma vez que é capaz de fermentar sacarose de forma rápida 

e eficiente. No entanto, quando se trata de produção de etanol de segunda geração, sobre 

hidrolisados que contém hesoxes e não é eficiente em fermentar  pentoses (Cunha-Pereira, 

2010). 

Entre as leveduras que convertem xilose e glicose à etanol as linhagens 

Scheffersomyces stipitis, Spathaspora arborariae e Spathaspora passalidarum, são 

consideradas promissoras para a fermentação industrial de hidrolizados lignocelulósicos 

(Agbogbo, et al., 2006;  Cadete, et al., 2009, 2012, 2013; Hickert, et al., 2013; Hou & 

Yao, 2012). 
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2.4  Tolerância a inibidores e temperatura 

Os compostos, 2-furaldeído (furfural) e o 5-hidroximetil-2-furaldeído (5- 

hidroximetilfurfural, HMF) são produzidos durante o pré-tratamento da biomassa pela 

desidratação de pentoses e hexoses açúcares, respectivamente. Podem apresentar efeito 

inibitório no crescimento dos microrganismos fermentativos, danificando as paredes e 

membranas celulares, inibem o crescimento celular, reduzem atividades enzimáticas, 

causam danos ao DNA, inibem a síntese de proteínas e RNA, e reduzem a produção de 

etanol (Liu et al., 2004; Van Maris et al., 2006; Liu et al., 2009; Jönsson et al., 2013). 

Segundo Liu (2004), ambos os compostos atuam inibindo o crescimento de 

leveduras, incluindo linhagens de aplicação industrial, tornando necessário tratamentos 

adicionais, como a detoxificação, adicionando complexidade e custo ao processo. 

Portanto, avaliar a tolerância a estes inibidores por leveduras que naturalmente fermentam 

xilose e analisar a expressão de genes relacionados a tolerância, é uma alternativa ao 

processo de detoxificação (Wahlbom & Hahn-Hagerdal, 2001). 

O ácido acético é formado principalmente por hidrólise de grupos acetil de 

hemicelulose, apresentando efeito tóxico sobre S. cerevisiae devido à forma não 

dissociada e aumentos na ordem de ácidos (ácido acético < ácido levulínico < ácido 

fórmico) (Jönsson et al., 2013). 

Segundo Birch & Walker (2000), mesmo em concentrações baixas o etanol é um 

inibidor do crescimento de leveduras, impedindo a divisão celular e consequentemente a 

velocidade específica de crescimento, em altas concentrações atua reduzindo a 

viabilidade celular. O principal alvo do etanol é a membrana celular e algumas proteínas 

(Walker, 1998), aumenta a fluidez da membrana e consequente diminuição da sua 

integridade (Mishra e Prasad, 1989). A diminuição da disponibilidade de água, devido à 

presença do etanol causa a inibição de enzimas chaves na via glicolítica e essas proteínas 

podem ser desnaturadas (Hallsworth, 1998). 

 

2.5  Metabolismo de xilose 

Para a produção de etanol de segunda geração, a partir de materiais lignocelulósicos, 

a hidrólise da hemicelulose gera quantidades substanciais de pentoses, principalmente 

xilose, que não podem ser fermentados pelo tipo selvagem S. cerevisiae (Van Maris et 

al., 2006). 
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Portanto, a geração de bioetanol a partir de biomassa, por microrganismos 

fermentadores depende da eficiente metabolização de xilose. Dessa forma, para aplicação 

biotecnológica é importante o estudo de leveduras capazes de assimilar esta pentose, e 

converter este açúcar em etanol e a outros produtos de interesse industrial. 

O transporte da xilose para o citoplasma celular é a primeira etapa do metabolismo 

deste monossacarídeo. De acordo com estudos realizados com leveduras que 

naturalmente assimilam e fermentam xilose, foi possível verificar que existem dois 

sistemas de transporte deste açúcar: um sistema de difusão facilitada de baixa afinidade, 

que é compartilhado por glicose e impulsionado apenas pelo gradiente de açúcar, e um 

sistema de simporte de prótons de alta afinidade (Hahn-Hägerdal, et al., 2007; Kilian & 

Uden, 1988; Hamacher, et al., 2002; Chu & Lee, 2007; Young et al., 2010). Após ser 

transportada pelos sistemas de transporte, a xilose pode ser metabolizada pelas vias de 

assimilação (Hahn-Hägerdal, et al., 1994). 

A primeira reação da via de metabolismo de xilose é catalisada pela enzima xilose 

redutase (XR), a qual reduz xilose em xilitol. A oxidação do xilitol à xilulose é catalisada 

pela enzima xilitol desidrogenase (XDH). Em leveduras e bactérias, o próximo passo é a 

fosforilação da xilulose pela enzima xilulocinase (XK) para formar xilulose-5-fosfato, 

que pode ser convertida, através da via das pentoses-fosfato, em gliceraldeído-3-fosfato 

e frutose-6-fosfato, os quais podem ser metabolizados na via glicolítica. A glicólise se 

conecta a outras vias, como o ciclo de Krebs e as reações de fermentação alcoólica (Hahn-

Hägerdal, et al., 2007; Hou, 2012). 

Uma via alternativa de conversão da xilose à xilulose em uma única reação pode 

ocorrer em bactérias e fungos anaeróbicos. Essa reação é catalisada pela enzima xilose 

isomerase (XI), sem que haja formação de xilitol. (Hahn-Hägerdal, et al., 2007; Madhava, 

et al., 2009; Hou, 2012). A figura 4 mostra as vias de assimilação das pentoses (via 

oxidorredutiva e isomerase), D-xilose e L-arabinose, encontradas em fungos e bactérias 

(Chandel, et al., 2011). 

Na via oxidorredutiva, as duas primeiras enzimas possuem diferentes preferências de 

cofatores, provocando um desequilíbrio redox. A maioria das enzimas XR possuem dupla 

especificidade pelos cofatores, usando tanto NADPH e NADH, mas normalmente com 

preferência para NADPH. A maioria das enzimas XDHs utilizam NAD+ como co-fator 

(Hahn-Hägerdal, et al., 2007; Hou, 2012). 
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Dessa forma, a disponibilidade de oxigênio determina a mudança do fluxo de carbono 

da xilose dentro da célula. Em condições anaeróbicas, o cofator NADH não pode ser 

reoxidado de forma eficiente a NAD+ por meio da cadeia transportadora de elétrons, 

provocando um desequilíbrio dos cofatores NADH/NAD+. Como consequência deste 

desequilíbrio ocorre o acúmulo e excreção do xilitol. Em baixa concentração de oxigênio 

durante a fermentação da xilose, o NAD+ é regenerado, através da cadeia transportadora 

de elétrons, evitando o acúmulo de xilitol e consequentemente o bloqueio do metabolismo 

de xilose (Hahn-Hägerdal, et al., 2007; Hou, 2012). Assim, em leveduras fermentadoras 

de xilose a produção de xilitol aumenta em condição de anaerobiose e a produção de 

etanol aumenta em condições de limitação de oxigênio.  

Em aerobiose, não ocorre o desequilíbrio dos cofatores NADH/NAD+, pois o oxigênio 

funciona como aceptor final de elétrons na cadeia transportadora de elétrons dessas 

leveduras, regenerando o NAD+. Neste caso, o fluxo de carbono da xilose é direcionado 

para produção de energia e conversão em biomassa celular.  

 

 

Figura 4: Representação esquemática do metabolismo das pentoses D-xilose e L-
arabinose em leveduras e bactérias. Duas vias distintas de assimilação de xilose são 
apresentadas: a via Oxidorredutiva, comum em leveduras, e via isomerase, encontrada 
em bactérias. Fonte: Chandel, et al., 2011.  
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2.6  Leveduras fermentadoras de xilose 

A levedura Spathaspora arborariae (Figura 5), foi isolada a partir da madeira em 

decomposição coletada no Parque Nacional da Serra do Cipó e no Parque Estadual do 

Rio Doce, em Minas Gerais. Fermenta D-xilose de forma eficiente e está relacionada com 

Cândida jeffriesii e Spathaspora passalidarum. Semelhante a S. passalidarum, a S. 

arborariae produz asco não conjugado com um único ascósporo alongado. Em ensaios 

sob agitação (28°C e 160 rpm) verificou-se o crescimento celular e fermentação 

utilizando xilose e/ou glicose como substrato, observando que esta levedura assimila e 

fermenta D-xilose de forma eficiente. A estirpe apresentou uma curva de crescimento 

típica, em que o açúcar é eficientemente fermentado, e após seu esgotamento do meio que 

o etanol produzido começa a ser consumido e usado como uma fonte de carbono (Cadete 

et al., 2009). 

 

Figura 5: Spathaspora arborariae, ascos com único ascósporos. Fonte: Cadete, et al., 
2009. 

Estudos realizados demonstram que S. arborariae possui boas perspectivas para 

sua utilização na produção de etanol, uma vez que esta levedura é uma fermentadora de 

hexoses e pentoses, e também tolerante a inibidores gerados a partir da hidrólise da 

biomassa lignocelulósica (Cunha-Pereira, 2012; Cadete, et al., 2012; Hickert, et al., 

2013). 

Durante pesquisas realizadas por Nguyen, et al., (2006), com o objetivo de isolar 

leveduras do intestino de besouros que se alimentam de madeira, foram descobertas duas 

leveduras fermentadoras de xilose, entre elas a Spathaspora passalidarum, demonstrada 

na figura 6. Esta levedura também é considerada promissora para a fermentação industrial 
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de hidrolizados lignocelulósicos, devido sua capacidade de converter xilose em etanol 

com maior eficiência sob condições anaeróbicas. Isso ocorre devido a preferência do 

cofator NADH pela enzima xilose redutase e NAD+ pela xilitol desidrogenase, havendo, 

portanto, um equilíbrio entre a oferta e procura dos cofatores (Hou, 2012).  

 

 

Figura 6: S. passalidarum NRRL Y-27907, isoladas de besouros que realizam perfuração 
de madeira. A) Brotamento das células; B) Células vegetativas e alongadas; C) Pseudo 
hifas; D) Hifas septadas com células vegetativas; E) Célula se diferenciando em um asco; 
F) Asco sem ascósporos. Fonte adaptada: Nguyen, et al., 2006. 

 

Estudos feitos por Long, et al., (2012) relevou a capacidade de cofermentação de 

açúcares presentes nas frações celulósicas e hemicelulósicas de hidrolisados 

lignocelulósico pela levedura S. passalidarum, confirmando seu potencial para 

bioconversão de materiais lignocelulósicos para a produção de bioetanol. Cadete (2012) 

também demonstrou o potencial de produção de etanol em materiais lignocelulósicos, 

bagaço de cana de açúcar.  

A levedura Sheffersomyces stipitis (Pichia stipitis), predominante haploide, 

pertencente ao filo ascomycota relaciona-se de forma endossimbiótica com o besouro 

Odontotaenius disjunctus que habita madeira em decomposição (Pignal, 1967; Suh, et al., 

2003). É uma das poucas espécies de leveduras capazes de fermentar xilose à etanol sob 

condições anaeróbias (Agbogbo & Coward-Kelly, 2008). Segundo Garcia (2012), esta 
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capacidade fermentativa é pelo fato da enzima xilose redutase utilizar ambos cofatores 

(NADH e NADPH). Outro fator que favorece a fermentação sobre condição anaeróbia, é 

a presença de um sistema respiratório oxidativo complexo na mitocôndria, que contém 

cadeias transportadoras de elétrons via citocromo e não-citocromo. A cadeia 

transportadora de elétrons não-citocromo é denominada SHAM (salicyl 

hydroxinamicacid) e gera um fator redox para superar o desequilíbrio dos cofatores. 

Desse modo, o uso de cofatores específicos juntamente com o equilíbrio redox resulta em 

baixa ou nenhuma produção de xilitol. 

Devido a capacidade de fermentar xilose esta levedura tem recebido atenção em 

estudos e tem sido considarada promissora para a aplicação industrial, com rendimentos 

elevados de etanol (Agbogbo, et al., 2006).  

Embora a literatura relate eficiência na produção de etanol por estas leveduras, 

estudos comparativos ou de avaliação das melhores condições de fermentação levando 

em consideração as características fisiológicas destas leveduras ainda não foram 

realizadas.  

 

  OBJETIVO GERAL 

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar fisiologicamente linhagens de 

leveduras fermentadoras de xilose (Scheffersomyces stipitis NRRL 7124, Spathaspora 

arborariae HM 19.1A e Spathaspora passalidarum NRRLY 27907). 

 

3.1 Objetivos específicos  
Verificar a influência de concentrações de xilose (4, 8 e 10%) na biomassa celular, 

velocidade de crescimento, rendimento em etanol e viabilidade; 

Verificar a influência da temperatura (28, 32 e 35 °C) na biomassa celular, 

velocidade de crescimento, rendimento em etanol e viabilidade; 

Avaliar os parâmetros cinéticos de crescimento e fermentação em um processo de 

cofermentação de xilose e glicose; 

Avaliar a influência de inibidores do crescimento microbiano: Furfural, 5-

Hidroximetilfurfural, ácido acético e etanol. 
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  MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Micr organismos e meio de cultivo 
Os microrganismos utilizados neste trabalho foram Scheffersomyces stipitis NRRL 

7124, Spathaspora arborariae HM 19.1A e Spathaspora passalidarium NRRLY 27907, 

disponibilizadas pelo professor Carlos Augusto Rosa do Laboratório de Ecologia e 

Biotecnologia de Leveduras da UFMG. As mesmas foram mantidas em meio completo 

YPD (2% extrato de levedura, 1% peptona e 2% glicose) com glicerol 30% (v/v) a -80 oC 

ou quando utilizadas com frequência, em placas de YPD sólido (2 % Agar) a 4 oC.  

 

4.2 Ensaios de fermentação e avaliação do crescimento 

Os ensaios de fermentação foram realizados em erlenmeyers de 125 ml em meio de 

cultivo contendo extrato levedura (5 g/L); peptona (5 g/L); NH4Cl (2 g/L); KH2PO4 (1 

g/L); MgSO47H2O (0,3 g/L) e glicose e/ou xilose sob agitação a 120 rpm por 70 horas. 

As cepas foram previamente crescidas em meio YP com 2% xilose, sob agitação 

de 120 rpm a 28 °C. A partir do pré-inóculo diluições foram realizadas de modo que a 

D.O(600nm) inicial de todas as cepas fosse 2. Cada linhagem foi inoculada em meio líquido 

de fermentação (4, 8 ou 10% xilose), obtendo um volume final de 50ml e cada ensaio foi 

realizado em triplicata. Os erlenmeyers foram incubados em agitador horizontal à 28 ºC 

por 70 horas. Nos intervalos de 0, 3, 6, 9, 12, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 horas, alíquotas de 

200 µl foram retiradas para avaliar a densidade óptica em espectrofotômetro à 600 nm, 

avaliar viabilidade celular por meio de diluição seriada e uma alíquota de 800 µl foi 

centrifugada à 10.000 rpm por 3 minutos, o sobrenadante foi filtrado por membrana de 

0,2 µm e posteriormente congelados para análise de xilose, xilitol, glicerol e etanol por 

high-performance liquid chromatography (HPLC). 

A melhor condição de crescimento dos microrganismos (concentração de xilose) 

foi aplicado as temperaturas 28 ºC, 32 ºC e 35 ºC a fim de verificar tolerância a estas 

temperaturas. 

Uma vez estabelecida a melhor condição para fermentação (concentração de 

xilose e temperatura), ensaios de cofermentação foram realizados, adicionando-se glicose 

(2 ou 4%). 

Os ensaios de tolerância a furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF) e ácido acético 

foram realizados na temperatura e concentração de xilose que as leveduras obtiveram 

melhor crescimento (S. arborariae 28 °C, S. passalidarum e S. stipitis a 32 °C, com 10% 



 

14 
 

de xilose em meio líquido). As concentrações de inibidores utilizados foram de acordo 

com as concentrações presentes no hidrolisado rico em xilose, nas concentrações de 2,5 

g/L de furfural, 0,5 g/L de HMF e 3 g/L de ácido acético. 

Para o teste de tolerância à etanol, as leveduras foram previamente crescidas em 

YP (2% de xilose), quando em fase log, a densidade óptica foi ajustada para 1, 

posteriormente foram realizadas diluições seriada na proporção, 1:1; 1:10; 1:100 e 10 µl 

da diluição foi inoculado em meio YP (2% de xilose e 2% de ágar) adicionado etanol nas 

concentrações 2, 4 e 6%.  

 

4.3  Matéria prima  

A matéria prima utilizada foi o bagaço de cana-de-açúcar (Saccharum spp.), 

variedade RB86-7515. O pré-tratamento empregado foi o hidrotérmico, realizado em um 

reator à 190 oC por 18 minutos e 44 segundos. Após o pré tratamento a fração líquida foi 

coletada e caracterizada quanto a presença de açúcares e inibidores como furfural, 

hidroximetilfurfural e ácido acético. 

 

4.4  Parâmetros fermentativos 

O rendimento em gramas de etanol por gramas de açúcar (xilose e/ou glicose) 

utilizada (YP/S) foi calculado dividindo-se a diferença da massa final e inicial de etanol 

(g) pela massa inicial de açúcar (g) (Equação 1). 

 

�ܻ/� =  ��௦௦� ௙�௡�௟−௠�௦௦� �௡�௖��௟ ௗ௘ ௘௧�௡௢௟௠�௦௦� ௙�௡�௟ ௗ௘ �ç௨௖�௥         (1) 

 

O rendimento do produto por tempo (QP (g/L.h-1)) foi calculado dividindo-se a 

diferença da massa final e inicial de etanol pelo tempo em que houve a maior produção 

de massa de etanol (Equação 2). 

 ܳ௣ =  ��௦௦� ௙�௡�௟−௠�௦௦� �௡�௖��௟ ௗ௘ ௘௧�௡௢௟௧௘௠௣௢       (2) 

 

A porcentagem do rendimento em gramas de etanol por gramas de substrato 

utilizado (Y%) foi calculado pela diferença entre o valor de YP/S encontrado nos 
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experimentos e o valor de YP/S teórico, multiplicado por 100 (Y%= YP/S (real) / YP/S 

(teórico) x 100) (Equação 3). 

 ܻ% =  ��� ሺ௥௘�௟ሻ��� ሺ௧௘�௥�௖௢ሻ  � ͳͲͲ          (3) 

 

Valores da velocidade máxima específica de crescimento (µmax) para cada espécie, 

foram calculados a partir da inclinação da reta do gráfico lnDO 600nm versus tempo durante 

a fase exponencial (log) de crescimento. 

 

4.5  Relação entre absorvância a 600 nm (A600) e massa celular seca (g/L) 

As cepas de S.stipitis NRRL 7124, S. arborariae HM 19.1A e S. passalidarum 

NRRLY 27907 foram previamente crescidas em 40 mL de meio YP (2% xilose), sob 

agitação de 120 rpm a 28 °C por 16 horas. Posteriormente, foi realizada a leitura em 

espectrofotômetro (600nm) e diluições em solução salina NaCl 0,85% (p/v) para obtenção 

de DO600nm 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0. As diluições foram centrifugadas a 5000 rpm por 

cinco minutos e lavadas novamente em solução salina. O procedimento de secagem foi 

realizado a 105 °C por 24 horas. Os cadinhos foram pesados em balança analítica até 

atingirem peso constante. Este experimento foi realizado em triplicata biológica e os 

dados obtidos foram a média entre as triplicatas. O resultado da análise foi expresso em 

massa celular seca (g/L). A regressão linear (equações 4, 5 e 6) entre peso celular seca 

(g/L) e D.O.(600nm) permitiu a determinação da massa celular seca das leveduras S. 

arborariae, S. passalidarum e S. stipitis, respectivamente. Sendo Y= D.O.(600nm) e X= 

massa seca (g/L). 

 ܻ = Ͷ,ͷ͵ͳͺ ܺ − Ͳ,ͲͲ͹ʹ  ܴʹ = Ͳ,ͻͻͶ͹              (4) 

 ܻ = ʹ,ͺͲͲʹ ܺ + Ͳ,ͲͷͶ ܴʹ = Ͳ,ͻͻ͵ʹ              (5) 

 ܻ = ʹ,͵Ͷ ܺ + Ͳ,Ͳͷͷʹ ܴʹ = Ͳ,ͻͻͺ͵               (6) 
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4.6  Métodos Analíticos 

A quantificação do consumo de açúcares (xilose e glicose) e a produção de 

metabólitos (etanol, xilitol e glicerol) foi determinado por high-performance liquid 

chromatography (HPLC), utilizando uma coluna de troca iônica Rezex ROA-Organic 

Acid H+ (8%) (Phenomenex), mantido a 45 °C. O eluente para separação foi solução de 

ácido sulfúrico 5 mM, aplicado a uma taxa de eluição 0.7 mL/min, a coluna foi acoplada 

ao detector de índice de refração SPD-20A. 

Na montagem dos métodos foram preparados padrões de 3, 5, 10, 15, 25, 35, 45, 

60, 75 e 100 mM para glicose, xilose, xilitol, glicerol e etanol. As amostras, quando 

necessário, foram diluídas. As concentrações determinadas permitiram calcular o 

consumo dos açúcares e produção de metabólitos ao longo do tempo de fermentação. 
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 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Fermentação em diferentes concentrações de xilose 
A figura 7 mostra o crescimento das leveduras em diferentes concentrações de 

xilose (4%, 8% e 10%) em 28 °C. Os resultados obtidos mostram que independente da 

concentração de xilose a biomassa celular se mantém constante, no entanto, pode ser 

observado que a levedura S. passalidarum produziu maior biomassa quando comparada 

a S. arborariae e S. stipitis. 

As leveduras do gênero Spathaspora apresentaram durante a fase log, nas 

diferentes concentrações de xilose, velocidades específicas de crescimento similares (S. 

arborariae μ= 0,1002 ± 0,003 h-1; S. passalidarum μ= 0,1042 ± 0,005 h-1), enquanto a 

levedura S. stipitis apresentou uma velocidade específica de crescimento média de 0,087 

± 0,005 h-1 (Tabela 1). Todas as linhagens mantiveram a viabilidade celular durante as 70 

horas do processo fermentativo (resultados não mostrados). 
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Figura 7: Cinética de fermentação em 28°C por S. arborariae (A, B e C), S. passalidarum (D, E e F) e S. stipitis (G, H e I) nas 
concentrações de 4, 8 e 10% de xilose. Sendo: Xilose (●); Etanol (▲); Massa Seca (♦); Glicerol (□); Xilitol ( x).
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Todas as leveduras produziram maior concentração de etanol em meio com 10% 

de xilose. O rendimento de etanol por xilose consumida (YP/S) encontrado na 

concentração de 10% xilose, foram 0,32 g/g em S. arborariae, 0,42 g/g em S. 

passalidarum e 0,37 g/g S. stipitis (Tabela 1). O rendimento de etanol durante a 

fermentação de xilose descrito na literatura por essas leveduras, é variável e está 

relacionado as condições diversas de experimentos.  

A levedura S. passalidarum obteve os maiores rendimentos de etanol em períodos 

mais curtos de tempo. O maior rendimento de etanol em 10% de xilose foi observado em 

40 horas de fermentação (YP/S 0,42 g/g), enquanto que em S. arborariae foi em 70 horas 

(YP/S 0,32 g/g) e a S. stipitis em 50 horas obtendo rendimento de YP/S 0,37 g/g. Em quase 

todos os experimentos as leveduras consumiram 100% da xilose presente no meio em 

período inferior à 70 horas, com exceção da S. arborariae que em 10% de xilose, 

consumiu aproximadamente 92% do açúcar (Figura 7 A-I). 

Em relação ao consumo de açúcar, as leveduras S. passalidarum e S. stipitis, 

consomem mais rapidamente comparando a S. arborariae. O esgotamento de 4% de 

xilose ocorre após 40 horas de fermentação pela S. arborariae (Figura 7A), as demais 

leveduras consomem 100% do açúcar em 20 horas de fermentação (Figura 7 D e G). O 

mesmo pode ser observado nas demais concentrações de xilose, sendo o consumo 

completo de 8% para S. arborariae ocorre em 60 horas (Figura 7 B), em S. passalidarum 

em 30 horas e S. stipitis em 40 horas (Figura 7 E e H). Em meio contendo 10% xilose, a 

levedura S. arborariae consome aproximadamente 92% da xilose durante a fermentação 

(Figura 7 C), enquanto nas demais ocorre o completo consumo de xilose em 40 horas 

(Figura 7 F e I).  

No presente trabalho, foi possível observar que todas as leveduras apresentaram 

curva típica de crescimento, após o esgotamento do açúcar ocorreu redução da 

concentração de etanol. Este comportamento também foi relatado para essas leveduras 

em estudos utilizando meio sintético e/ou hidrolisados lignocelulósicos (Cadete et al., 

2009; Cunha-Pereira et al., 2011). 

O principal produto obtido nestes ensaios de fermentação foi o etanol, e em 

menores concentrações co-produtos como o xilitol e o glicerol. Sendo o glicerol em 

baixas concentrações pela S. arborariae e S. passalidarum, em média 1,46 g/L e 1,04 g/L, 

respectivamente, apresentando concentrações máximas em ensaios com 10% de xilose. 

Este subproduto não foi produzido nos ensaios realizados com S. stipitis.  
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Apesar de baixa a produção de glicerol nos experimentos realizados, em altas 

concentrações de açúcares, este co-produto pode estar relacionado ao estresse osmótico, 

uma vez que, o glicerol atua como osmorregulador ou soluto compatível na célula 

(Nevoigt e Stahl, 1998). 

O xilitol produzido, não ultrapassou os rendimentos de etanol em todas as 

leveduras. Em S. passalidarum a produção de xilitol foi menor comparado com S. 

arborariae.  A maior concentração de xilitol foi observada em experimentos realizados 

com a S. arborariae, sendo 2,6 g/L, 8,0 g/L e 12,4 g/L em concentrações de 4%, 8% e 

10% de xilose, respectivamente. A levedura S. passalidarum e S. stipitis, apresentaram 

produção máxima de xilitol em 10% de xilose (1,7 g/L).  

Foi possível verificar elevada produtividade de etanol por S. passalidarum (QP = 

0,74 g/L.h-1 a 1,03 g/L.h-1) e ƞ entre 69% e 80% e para S. stipitis (QP = 0,72 g/L.h-1 a 0,79 

g/L.h-1) e ƞ entre 70 e 80% (Tabela1). Ambas apresentaram resultados similares, no 

entanto, S. passalidarum em 10% produziu maior concentração de etanol (38,0 g/L) e 

produtividade em etanol (QP = 0,94 g/L.h-1). 

Cadete (2009), em experimento com a levedura S. arborariae, no meio de 

fermentação contendo YP 2% de xilose, em 28 °C, apresentou rendimentos de etanol de 

0,37 g/g com uma densidade óptica inicial próxima a 0,1. 

Em experimentos fermentativos em meio sintético YP adicionado 50 g/L de xilose 

a temperatura de 30 °C, Cadete (2012), verificou produção de etanol variando de 15 g/L 

a 18 g/L para S. passalidarum, a produtividade de etanol (QP = 0,62 g/L.h-1 a 0,75 g/L.h-

1) e eficiência de fermentação de aproximadamente 70%.  

Os rendimentos mais altos de etanol obtidos nos experimentos com S. 

passalidarum podem ser devido à preferência da enzima xilose redutase (XR) pelo cofator 

NADH, não gerando desequilíbrio entre a oferta e procura dos cofatores, visto que a 

enzima xilitol desidrogenase (XDH) é NAD+ dependente (X. Hou, 2012). 
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Tabela 1: Parâmetros fermentativos em diferentes concentrações de xilose.  
Velocidade específica de crescimento (µ); rendimento de etanol (Y(P/S)); produtividade de etanol (Q(P)); eficiência de fermentação (Y%); desvio padrão inferior à 
0,005(*) 

Linhagem de 
levedura 

 

 

S. arborariae 

Xilose µ (h-1) 
Etanol 

(g/L) 
 

Y(P/S) 

(g/g) 
 

QP 

(g/L.h-1) 
 Y%  Tempo (horas) 

4% 0,10 12,9 ±0,11 0,34 ±0,01 0,32 ±0,03 65,1 ±0,06 40 

8% 0,10 24,2 ±0,27 0,31 ±0,02 0,39 ±0,01 57,1 ±1,08 60 

10% 0,10 27,6 ±0,68 0,32 ±0,01 0,39 ±0,01 60,8 ±1,49 70 

 

S. passalidarum 

4% 0,10 15,1 ±0,65 0,37 ±0,00* 0,74 ±0,03 70,9 ±0,16 20 

8% 0,11 31,3 ±1,77 0,40 ±0,05 1,03 ±0,06 68,5 ±2,25 30 

10% 0,11 38,0 ±0,72 0,42 ±0,00* 0,94 ±0,02 80,7 ±0,56 40 

 4% 0,09 15,8 ±0,44 0,42 ±0,01 0,78 ±0,02 81,05 ±2,50 20 

S. stipitis 8% 0,08 32,0 ±0,29 0,36 ±0,00* 0,79 ±0,00* 69,9 ±0,36 40 

 10% 0,09 36,3 ±2,24 0,37 ±0,02 0,72 ±0,04 71,5 ±4,7 50 
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5.2 Fermentação em diferentes temperaturas 

A partir dos resultados obtidos durante a fermentação em diferentes concentrações 

de xilose, pode-se concluir que a melhor concentração de açúcar para caracterização 

destas leveduras em diferentes temperaturas foi 10% de xilose, visto que nesta 

concentração ambas leveduras apresentaram bom crescimento celular e produção de 

etanol.     

O crescimento da levedura S. arborariae apresentou-se similar nas temperaturas 

de 28 °C e 32 °C, no entanto em 35 °C houve uma menor produção de biomassa celular 

(Figura 8 A-C). Em todas as temperaturas testadas a velocidade específica de crescimento 

se manteve semelhante (0,10 ± 0,01 h-1), demonstrando que esta espécie de levedura 

cresce em uma faixa de 28 °C a 35 °C (Tabela 2). As células permaneceram viáveis em 

diferentes temperaturas durante todo o processo fermentativo (dados não mostrados).  

A velocidade específica de crescimento, a viabilidade e o crescimento celular 

(massa seca g/L) pela levedura S. arborariae se manterem similares em 28 ºC, 32 ºC e 35 

ºC. No entanto, o rendimento de etanol obtido nas temperaturas de 32 °C e 35 °C foram 

inferiores comparado a menor temperatura de ensaio, sendo Y P/S 0,20 g/g e 0,19 g/g, 

respectivamente, nestas temperaturas, foi possível observar que houve a maior produção 

de xilitol comparado à etanol, sendo 0,28 g/g e 0,34 g/g, respectivamente, os rendimentos. 

Nestas temperaturas a maior produção de xilitol encontrada foi de 22,8 ± 0,1 g/L, no 

tempo de 70 horas de fermentação. No processo fermentativo em 28 °C, o rendimento em 

etanol observado foi de 0,32 g/g, e a maior produção de etanol foi de 27,6 g/L em 70 horas 

de experimento, e eficiência de conversão 61 (Tabela 2) para S. arborariae.  
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Figura 8: Cinética de fermentação em 10% de xilose, por S. arborariae (A, B e C) em 28°C, S. passalidarum (D, E e F) e S. stipitis (G, H e 
I) em 32°C. Sendo: Xilose (●); Etanol (▲); Massa Seca (♦); Glicerol (□); Xilitol ( x).
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A linhagem S. arborariae UFMG-HM19.1A, utilizada no presente trabalho, foi 

isolada do Parque Nacional da Serra do Cipó, o qual apresenta clima tropical de altitude, 

com verões frescos e chuvosos e uma estação seca bem estabelecida, com temperaturas 

médias anuais oscilando entre 17 e 18,5 °C (Cadete, et al., 2009). Dessa forma, 

temperaturas mais elevadas podem ter causado estresse para a levedura, desfavorecendo 

por exemplo, a atividade da enzima xilitol desidrogenase, levando ao acúmulo de xilitol, 

e/ou causado desequilíbrio de cofatores. 

 A levedura S. passalidarum, também apresentou crescimento similar durante todo 

o processo fermentativo nas três temperaturas avaliadas (28 °C, 32 °C e 35 °C).  A 

velocidade específica de crescimento foi maior na temperatura de 35 °C, com valor de 

0,15 h-1. Nas demais temperaturas, a velocidade específica de crescimento se mantiveram 

iguais, com valor de 0,11h-1 (Tabela 2) e a viabilidade celular também se manteve durante 

o processo fermentativo. 

 As concentrações produzidas de etanol pela levedura S. passalidarum foram 

similares nas temperaturas de 28 °C e 32 °C (38 ± 0,4 g/L), em 35 °C ocorreu a menor 

concentração de etanol (34,8 g/L). Ao contrário da levedura S. arborariae, a S. 

passalidarum produziu mais etanol comparando ao xilitol em todas as temperaturas, 

sendo 1,6 g/L ± 0,06, 6,4 g/L ± 0,30 e 4,9 g/L ± 0,12, em 28 °C, 32 °C e 35 °C, 

respectivamente. 

Comparando o crescimento (massa seca) da levedura S. stipitis durante a 

fermentação em diferentes temperaturas, foi possível observar o melhor crescimento em 

28 °C e nas temperaturas de 32 °C e 35 °C o crescimento foi similar (Figura 8 G-I). No 

entanto, a velocidade específica de crescimento foi inversamente proporcional, sendo a 

menor 0,09 h-1 em 28 °C e nas temperaturas de 32 °C e 35 °C foi semelhante, sendo, 0,13 

h-1 e 0,12 h-1, respectivamente (Tabela 2).  

O rendimento em etanol pela S. stipitis, foi similar em todas as temperaturas 

estudadas, tendo em média YP/S = 0,36 g/g, com concentração máxima de etanol (37,8 

g/L), em 60 horas de fermentação a 32 ºC. A produção de xilitol foi crescente de acordo 

com o aumento da temperatura. 

De forma semelhante a S. arborariae, a S. stipitis produziu menor concentração 

de xilitol em temperatura mais baixa (1,6 g/L ± 0,05), sendo produzido no máximo, 6,4 

g/L ± 0,15 e 11,8 g/L ± 0,26, nas temperaturas de 32 °C e 35 °C, respectivamente. No 

entanto, a produção de xilitol não ultrapassou as concentrações de etanol. A viabilidade 
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desta levedura em 28 °C se manteve constante durante todo o processo de fermentação, 

no entanto a 32 e 35 °C, após 50 horas de fermentação foi possível verificar a ausência 

do crescimento de colônias em meio sólido, mesmo em baixa diluição. 

Em relação a capacidade de assimilação da xilose, todas as linhagens de leveduras, 

consomem este açúcar em maior velocidade em 28 °C, comparado as demais. No entanto 

a levedura S. arborariae não consome toda a xilose presente no meio, sendo a assimilação 

máxima de aproximadamente 92% na temperatura de 28 °C em 70 horas, e assimilação 

mínima de aproximadamente 66% em 70 horas a 35°C. S. passalidarum e S. stipitis em 

40 horas de fermentação a 28 °C, consomem 100% da xilose presente no meio.  

A levedura S. passalidarum crescendo a 32 e 35 °C assimila 100% da xilose em 

60 horas e 92% em 70 horas, respectivamente. De forma semelhante, a S. stipitis 

crescendo na temperatura de 32 e 35 °C, em 70 horas de fermentação consome 

aproximadamente 97 e 94% da xilose, respectivamente. Tal fator pode estar relacionado 

a temperatura ótima de atividade das enzimas e/ou transportadores, além disso a 

temperatura mais elevada e concentração de etanol podem causar estresse celular. 

Em S. arborariae a maior produção de glicerol nas temperaturas 28, 32 e 35 °C 

foram 1,46, 2,73 e 2,88 g/L, respectivamente. Em S. passalidarum as concentrações deste 

subproduto foram menores quando comparado a S. arborariae, com valores de 1,04, 1,74 

e 1,33 g/L, para as temperaturas de 28, 32 e 35 °C.  

Em experimentos realizados por Hou (2012), a enzima XR de S. stipitis e S. 

passalidarum utilizam como cofator NADPH e NADH, no entanto, é possível observar 

preferência por NADPH por S. stipitis, e de NADH pela S. passalidarum. E verificou-se 

que a enzima XDH é NAD+ dependente em ambas, sendo assim a levedura S. stipitis 

requer concentrações baixas de oxigênio para que NAD+ seja regenerada, enquanto a 

processo de fermentação por S. passalidarum não há desequilíbrio de cofatores. Desta 

forma, podemos inferir que de forma similar ao estudo relatado com a levedura S. stipitis, 

a enzima XDH de S. arborariae tenha preferência por NAD+. 
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Tabela 2: Parâmetros fermentativos em diferentes temperaturas.  

Velocidade específica de crescimento (µ); rendimento de etanol (Y(P/S)); produtividade de etanol (Q(P)); eficiência de fermentação (Y%); desvio padrão inferior à 
0,005(*) 

 

Linhagem de 
levedura 

 
S. arborariae 

Temperaturas 
µ 

(h-1) 
Etanol 
(g/L) 

 
Y(P/S) 
(g/g) 

 
QP 

(g/L.h-1) 
 Y%  

Tempo 
(horas) 

28°C 0,10 27,6 ±0,7 0,32 ±0,01 0,39 ±0,01 60,8 ±1,5 70 

32°C 0,11 16,3 ±0,7 0,20 ±0,02 0,23 ±0,01 37,5 ±2,3 70 

35°C 0,10 13,1 ±0,1 0,19 ±0,01 0,18 ±0,01 36,6 ±1,5 70 

 
S. passalidarum 

28°C 0,11 38,0 ±0,7 0,42 ±0,00* 0,094 ±0,02 80,7 ±0,6 40 

32°C 0,11 38,4 ±0,3 0,38 ±0,01 0,77 ±0,01 72,2 ±2,2 50 

35°C 0,15 34,8 ±0,1 0,38 ±0,00* 0,58 ±0,00* 73,3 ±0,2 60 

 28°C 0,09 36,3 ±2,2 0,35 ±0,00* 0,72 ±0,04 73,2 ±2,4 50 

S. stipitis 32°C 0,13 37,8 ±1,0 0,36 ±0,02 0,61 ±0,03 71,0 ±1,6 60 

 35°C 0,12 33,6 ±0,4 0,34 ±0,03 0,68 ±3,4 68,5 ±3,4 60 
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5.3 Cofermentação de glicose e xilose 

 Os experimentos de cofermentação foram realizados considerando as melhores 

condições de fermentação de xilose. Em relação à concentração de açúcar, todas as 

leveduras apresentaram melhores rendimentos de etanol em fermentações com 10% de 

xilose. Porém, nas diferentes temperaturas, S. arborariae, S. passalidarum e S. stipitis se 

comportaram de maneira diferente em relação ao rendimento de etanol. Para a levedura 

S. arborariae, a melhor condição de temperatura foi de 28 °C, em contrapartida, para a 

levedura S. passalidarum e S. stipitis, a temperatura de 32 °C foi que apresentou melhores 

rendimentos de etanol. 

 De acordo com os resultados, foi possível observar que todas as leveduras 

consomem glicose e xilose simultaneamente, no entanto, o consumo de glicose 

inicialmente é rápido. Após o esgotamento de glicose, a xilose passa a ser consumida 

mais rapidamente, porém, devido à alta concentração de açúcares no meio, a xilose não é 

totalmente consumida no final de 70 horas de fermentação (Figura 9).  

A S. arborariae consume totalmente a glicose em 30 e 40 horas, na presença de 

2% e 4% de glicose, respectivamente (Figura 9 B e C). Em S. passalidarum, a glicose foi 

totalmente consumida em 20 e 40 horas, respectivamente (Figura 9 E e F). O esgotamento 

de 2% e 4% de glicose pela S. stipitis, ocorre respectivamente em 20 e 30 horas de 

cofermentação (Figura 9 H e I). Novamente, foi possível observar o consumo rápido dos 

açúcares por S. passalidarum e S. stipitis em comparação com S. arborariae.  

Na presença de glicose S. arborariae, S. passalidarum e S. stipitis apresentaram 

maior velocidade específica de crescimento quando comparado aos experimentos 

contendo apenas xilose. Este comportamento pode ser devido à maior afinidade dos 

transportadores de açúcares por glicose, e também devido a maior quantidade de 

transportadores específicos de glicose. 

A viabilidade celular se manteve constante na presença de 2% e 4% de glicose em 

S. arborariae, durante as 70 horas de fermentação. As leveduras S. passalidarum e S. 

stipitis apresentaram aumento no número de células viáveis durante as primeiras 30 horas 

nas duas concentrações de glicose. Possivelmente se deve ao fato destas leveduras, 

apresentarem maior velocidade específica de crescimento enquanto a fonte preferencial 

de açúcar está presente.
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Tabela 3: Parâmetros fermentativos em cofermentação.  
Velocidade específica de crescimento (µ); rendimento de etanol (Y(P/S)); produtividade de etanol (Q(P)); eficiência de fermentação (Y%); desvio padrão inferior à 

0,005(*) 

Linhagem de 
levedura 

 

Concentração 
de glicose 

µ 
(h-1) 

Etanol 
(g/L) 

 
Y(P/S) 
(g/g) 

 
QP 

(g/L.h-1) 
 Y%  Tempo (horas) 

 0% 0,10 27,6 ±0,7 0,32 ±0,01 0,39 ±0,01 60,8 ±1,5 70 

S. arborariae 
2% 0,37 26 ±0,1 0,29 ±0,0* 0,37 ±0,00* 57,1 ±0,6 70 

4% 0,35 25,7 ±0,8 0,28 ±0,02 0,36 ±0,02 55,0 ±3,8 70 

 
 

S. passalidarum 

0% 0,11 38,4 ±0,3 0,38 ±0,01 0,77 ±0,01 72,2 ±2,2 50 

2% 0,43 29,9 ±0,3 0,32 ±0,01 0,42 ±0,03 61,7 ±2,6 70 

4% 0,40 25,8 ±0,9 0,32 ±0,01 0,36 ±0,01 61,8 ±1,5 60 

 
S. stipitis 

0% 0,13 37,8 ±1,0 0,36 ±0,02 0,61 ±0,00* 71,0 ±1,6 60 

2% 0,14 29,3 ±1,3 0,36 ±0,02 0,42 ±0,02 69,4 ±3,8 70 

4% 0,16 32,0 ±1,7 0,35 ±0,0* 0,45 ±0,03 68,8 ±4,4 60 
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Para o cálculo de rendimento de etanol (YP/S) considerou-se a média da 

concentração dos substratos (glicose e xilose) inicial e final. Assim, o valor do rendimento 

teórico é 0,515 (0,52 da xilose e 0,51 da glicose).  

A levedura S. arborariae produziu aproximadamente a mesma concentração de 

etanol (26,0 g/L) nas duas concentrações de glicose. As concentrações de etanol 

observadas em S. passalidarum e S. stipitis, foram de 29,9 g/L e 29,3 g/L (2% de glicose) 

e 25,8 g/L e 32,0 g/L (4% de glicose), respectivamente (Tabela 3).  

 Em aproximadamente 72 horas de cofermentação em meio sintético contendo, 20 

g/L de xilose, 20 g/L de glicose e 10 g/L de arabinose, Cunha-Pereira (2011), verificou 

uma produção de etanol de 15 g/L pela levedura S. arborariae UFMG-HM-19.1A. os 

valores de YP/S e QP encontrados, foram equivalentes a 0,45 g/g e 0.21 g/L.h-1, 

respectivamente.  

 S. passalidarum apresentou rendimentos de 0,32 g/g e QP igual a 0,42 g/L.h-1, em 

2% e 4% de glicose. Os respectivos rendimentos para S. stipitis em cofermentação com 

2% e 4% de glicose foram de 0,36 g/g e 0,33 g/g, e produtividade volumétrica igual a 

0,42 g/L.h-1 e 0,45 g/L.h-1, respectivamente.    

 Considerando-se a concentração inicial elevada de xilose (100 g/L) em relação à 

concentração de glicose (20 g/L e 40 g/L, respectivamente) e os altos rendimentos de 

etanol encontrados 29,9 g/L para S. passalidarum e 32,0 g/L para S. stipitis, os resultados 

do estudo sugerem que a fermentação de hidrolisado lignocelulósico por estas estirpes 

são promissores para produção de etanol a partir da D-xilose.  

 O subproduto xilitol foi produzido com maiores rendimentos em S. arborariae, 

15,7 g/L em 2% de glicose, e 13,2 g/L em 4% de glicose. Em S. passalidarum, o 

rendimento foi 6,5 g/L e 8,1 g/L, em 2% e 4% de glicose, respectivamente. A levedura S. 

stipitis produziu no processo de cofermentação, concentrações de xilitol inferiores a 6 

g/L. Mais uma vez, S. arborariae demonstrou ser promissora para produção de xilitol, 

comparada as demais. 

Segundo resultados obtidos por Hou (2012), concluiu-se que a presença de glicose 

pode afetar o metabolismo de xilose em S. passalidarum por ocupar os transportadores 

da difusão facilitada de xilose. Ou ainda a presença de glicose intracelular pode causar 

um sinal de repressão da síntese das enzimas XR e XDH, as quais são induzidas pela 

xilose  
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Figura 9: Cinética da cofermentação das leveduras S. arborariae (A, B e C), S. passalidarum (D, E e F) e S. stipitis (G, H e I), em 10% de 
xilose com 0, 2 e 4% de glicose respectivamente. Sendo: Xilose (●); Etanol (▲); Massa Seca (♦); Glicerol (□); Xilitol ( x). 
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5.4  Avaliação do crescimento na presença de inibidores 

As linhagens foram submetidas a fermentação, nas temperaturas de 28 °C para S. 

arborariae e 32 °C para S. passalidarum e S. stipitis em meio líquido com 10% de xilose 

e adicionado de furfural (2,5 g/L), (HMF) (0,5 g/L) e ácido acético (3,0 g/L). As 

concentrações foram definidas de acordo com a caracterização do hidrolisado 

hemicelulósico, realizado no presente trabalho. 

Na figura 10 (A, B e C), pode ser observado que o ácido acético inibiu o 

crescimento de todas as leveduras, uma vez que na forma não dissociada, pode difundir 

através da membrana citoplasmática e se dissociar no citoplasma, reduzindo o pH 

(BELLIDO et al., 2011). 

 Figura 10: Produção de massa seca por S. arborariae (A), S. passalidarum (B) e S. stipitis 

(C). Controle (x); Furfural (◦); HMF (□); Ácido acético (△). 

 

O crescimento de S. arborariae na presença de furfural foi completamente inibido. 

Na presença de HMF, a produção de biomassa foi inferior comparado ao controle, no 

entanto, não inibiu o crescimento. 

As leveduras S. passalidarum e S. stipitis produziram mais biomassa na presença 

de furfural e HMF, sendo tolerantes a estes inibidores. 

Nas concentrações mais baixas de etanol, 2 e 4%, as leveduras S. arborariae e S. 

passalidarum cresceram normalmente (Tabela 4), a S. stipitis não sofreu com efeito inibitório 

de etanol em 2%, no entanto, houve decréscimo de crescimento em 4% e inibição total do 

crescimento em 6%. A S. arborariae, apesar de ter apresentado bom crescimento em 4%, 

quando em 6% houve inibição do crescimento, a figura 11 demonstra o padrão de avaliação do 

crescimento. 
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Tabela 4: Avalição do crescimento na presença de etanol. 

Linhagem de 

levedura 

Concentração de Etanol 

2% 4% 6% 

S. arborariae +++ +++ - 

S. passalidarum +++ +++ + 

S. stipitis +++ ++ - 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 11: Padrão para avaliação do crescimento em diferentes concentrações de etanol, 
nas diluições 1:1; 1:10; 1:100. 
  

+++ Crescimento 
bom

++ Crescimento 
médio
+ Crescimento 
baixo

- Sem crescimento 



 

33 
 

  CONCLUSÕES 

 
Os melhores rendimentos de etanol em 10% de xilose. Sendo na temperatura de 28 

°C  

(S. arborariae) e 32 °C (S. passalidarum e S. stipitis); 

A viabilidade celular se manteve nos ensaios de fermentação; 

Nos experimentos realizados com inibidores, a levedura S. arborariae, S. 

passalidarum e S. stipitis demonstraram ser tolerantes ao HMF;  

No entanto, a levedura S. arborariae não cresceu no meio contendo furfural, ao 

contrário da S. passalidarum e S. stipitis; 

No entanto, nenhuma das espécies toleram a concentração utilizada de ácido 

acético; 

Quanto a tolerância ao etanol, a S. passalidarum foi a única espécie que apresentou 

crescimento em 6%; 

Avaliando os resultados obtidos, podemos então sugerir a linhagem S. passalidarum 

como mais promissora para produção de etanol a partir da biomassa lignocelulósica, 

quando comparada as demais do presente trabalho. 
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