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““Existem muitas hipóteses em ciência que estão erradas. Isso é 

perfeitamente aceitável, elas são a abertura para achar as que estão 

certas.” 

(Carl Sagan) 
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RESUMO 

RAMÍREZ, María Ximena Díaz, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
maio de 2017. Seleção e identificação de leveduras para fermentação 
direta de amido de mandioca tipo industrial. Orientadora: Monique 
Renon Eller. Coorientadores: Paulo Henrique Alves da Silva e Mônica 
Ribeiro Pirozi. 
 

O objetivo deste trabalho foi o isolamento de leveduras para produção de 

etanol a partir de amido de mandioca industrial, uma variedade adaptável 

a diversas condições climáticas e, portanto, cultivável em locais onde 

outros alimentos não poderiam ser produzidos. Para tanto, 62 isolados 

foram obtidos a partir de inhame, milho, batata inglesa e mandioca 

industrial e avaliados quanto á sua capacidade de produção de etanol em 

um meio contendo amido. O isolado N43, obtido de inhame, apresentou 

maior capacidade de conversão (> 6 g.L-1 de etanol), enquanto o isolado 

BB4, obtido de batata inglesa, foi o mais produtivo (0,78 g.L-1.h-1 de 

etanol), seguido por MB9, obtido de mandioca. Eles foram identificados 

por sequenciamento do gene 26S como Cândida quercitrusa (N43), Pichia 

kudriavzevii (BB4) e Hanseniaspora opuntiae (MB9) e avaliados quanto à 

tolerância a meios contendo etanol. Nesse contexto, a levedura BB4 foi 

selecionada e utilizada para a definição de condições de processo 

visando a maiores rendimentos em etanol. Em geral, menores 

concentrações de amido no meio induziram maior produção de etanol (até 

3,4 g.L-1 de etanol em 30 g.L-1 de amido). A modalidade de sacarificação 

e fermentação separadas (SHF) foi a que gerou maior quantidade de 

etanol após 96 h de processo, seguida pelo bioprocesso consolidado 

(CBP) e então sacarificação e fermentação simultâneas (SSF), mostrando 

a importância das condições de fermentação na produtividade dessa 

levedura e o potencial da BB4 em produzir enzimas amilolíticas. Os 

resultados evidenciam o potencial das matérias-primas amiláceas como 

fontes de leveduras para processos fermentativos, o que pode levar ao 

desenvolvimento de uma nova estratégia de baixo custo para a produção 

de biocombustíveis no Brasil. 
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ABSTRACT 

Ramirez, María Ximena Díaz, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
May, 2017. Yeast selection to production of ethanol from industrial 
cassava’s starch. Advisor: Monique Renon Eller. Co-advisors: Paulo 
Henrique Alves da Silva and Mônica Ribeiro Pirozi. 
 

The objective of this investigation was the yeast’s isolation for production 

of ethanol from industrial cassava’s starch, which is adapted to several 

climate conditions and, therefore, possible to cultivate where other kinds of 

food cannot. To do so, 62 isolates were obtained from yam, corn, England 

potato and industrial cassava and analyzed by their capacity of ethanol’s 

production in a medium containing starch. The isolate N43, obtained from 

yam, presented the highest capacity of conversion, while the isolates BB4 

and MB9, obtained from England potato and cassava, respectively, were 

the most productive. The yeasts in these isolates were identified using a 

sequence of the gene 26S as Cândida quercitrusa (N43), Pichia 

kudriavzevii (BB4) and Hanseniaspora opuntiae (MB9) and then evaluated 

by their tolerance to media containing ethanol. In this sense, the BB4 

yeast was selected and used to define the process conditions aiming a 

higher efficiency on ethanol production. In general, smaller concentrations 

of starch resulted in better yields. The Separated Hydrolysis & 

Fermentation (SHF) had the best yield in ethanol after 96 hours of 

process, followed by the Consolidated Bio-processing (CBP) and the 

Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF), respectively, 

showing the importance of the fermentation’s conditions in the yeast 

productivity and the BB4 potential to produce amylolitic enzymes. The 

results shows the starchy raw materials’ potential as yeast’s sources to 

fermentation process. The optimization of the conditions is essential to 

simplify the ethanol production from this yeast, which can help the 

developing of a new low cost process to produce biofuel in Brazil. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

A indústria de etanol combustível enfrenta uma série de desafios 

como à busca por matéria-primas que não concorram com a produção 

alimentícia e que sejam rentáveis. Uma fonte alternativa que tem sido 

estudada para esse fim é a mandioca, especificamente a do tipo 

“industrial”. Esta planta é capaz de se adaptar a uma grande diversidade 

de condições climáticas, podendo, portanto, ser cultivada em locais onde 

outras espécies vegetais não se desenvolveriam. Além disso, ela possui 

teores elevados de compostos cianogênicos, não sendo útil para consumo 

direto na alimentação humana.  

A produção de etanol a partir de matérias-primas amiláceas passa 

por uma série de etapas, dentre as quais se destacam a hidrolítica, para 

disponibilização do substrato ao biocatalisador, e a fermentativa. Para a 

primeira são utilizadas enzimas amilolíticas, principais responsáveis pelos 

custos da produção do combustível. Para a etapa fermentativa são 

utilizados microrganismos, principalmente leveduras, essenciais para o 

rendimento do processo.   

Nas indústrias cujo objetivo é o uso de matérias-primas amiláceas 

para produção de bioetanol, faz-se necessária a busca por 

microorganismos capazes de hidrolisar e fermentar de forma direta o 

amido, o que tornaria o processo mais viável. Ao longo dos anos, várias 

pesquisas têm buscado a obtenção de leveduras amilolíticas capazes de 

hidrolisar o amido e, ao mesmo tempo, capazes de utilizar os produtos 

resultantes com alta eficiência para a produção de álcool. Alguns 

pesquisadores identificaram essas leveduras, porém com baixa eficiência 

de conversão, o que tornaria necessário o uso de um segundo 

microorganismo para a transformação dos açúcares em etanol.  

O objetivo desse trabalho foi isolar e selecionar leveduras 

capazes de viabilizar a produção de etanol a partir da mandioca 

industrial a fim de tornar o processo mais rápido e menos oneroso. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 Isolar e identificar uma levedura apropriada para fermentação 

direta de amido de mandioca industrial para produção de etanol.  

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Isolar leveduras a partir de fontes amiláceas; 

- Caracterizar, identificar e selecionar as leveduras com maior capacidade 

de fermentar amido a etanol; 

- Determinar as condições de maior produtividade pela levedura 

selecionada; 

- Avaliar a produção de etanol pela levedura nas modalidades de 

processo de sacarificação e fermentação separadas, sacarificação e 

fermentação simultâneas e bioprocesso consolidado. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA – PRODUÇÃO DE BIOETANOL A 

PARTIR DE AMIDO 

O Brasil é o maior exportador de bioetanol, o qual é produzido a 

partir de cana-de-açúcar com alto rendimento e baixo custo de produção 

(Brasil, 2014). Entretanto, a atual crise energética mundial tem 

aumentado o interesse pela busca de matérias-primas alternativas para 

a produção de biocombustíveis, assim como o desenvolvimento de 

novos processos que permitam fornecer um produto acessível ao 

mercado.  Nesta revisão serão abordados os aspectos ecônomicos da 

produção de bioetanol e como essa produção pode ser realizada 

utilizando amido de mandioca industrial como matéria-prima. 

3.1. BIOETANOL  

Aspectos econômicos  

A população mundial está em constante crescimento e com ela 

cresce também a demanda energética. Em breve as fontes utilizadas para 

a produção de energia (combustíveis fósseis como o petróleo e seus 

derivados) não serão suficientes para cobrir a demanda mundial. Além 

disso, o uso deste tipo de combustível é apontado como uma das 

principais razões da poluição ambiental e do aquecimento global (Balat, 

2011). A sua queima gera grandes quantidades de gases de efeito estufa, 

e por isso alternativas sustentáveis de produção de energia têm sido 

encorajadas, como os biocombustíveis.  

Biocombustivel é definido como “combustível derivado de biomassa 

renovável para uso em motores à combustão interna ou, conforme 

regulamento, para outro tipo de geração de energia, que possa substituir 

parcial ou totalmente combustíveis de origem fóssil”, segundo a 

Legislação Brasileira (Conselho Nacional de Política Energética, 1997). O 

termo biocombustível inclui combustíveis líquidos como o etanol, metanol 

e o biodiesel, ou gasosos como o hidrogênio e o metano, os quais são 

produzidos a partir da biomassa e oferecem vantagens de 
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sustentabilidade, diversidade, aumento do número de empregos na área 

rural, desenvolvimento agrícola, competitividade internacional, redução da 

dependência do petróleo importado e, principalmente, redução das 

emissões de gases do efeito estufa (Balat, 2011; Balat, Balat e Öz, 2008).  

O bioetanol é o biocombustível mais utilizado mundialmente. Sua 

produção aumenta a cada ano, passando de 65 bilhões de litros em 

2008 a mais de 90 bilhões de litros em 2015, segundo dados da 

Renewable Fuel Association (2016). Os países com maior produção de 

biocombustível são os Estados Unidos e o Brasil, representando mais de 

80% da produção mundial (RFA, 2016). As matérias-primas mais 

empregadas nesses países são o milho e a cana-de-açúcar, 

respectivamente.  

O Brasil vem produzindo etanol desde o ano de 1975, quando o 

programa Pró-Álcool do Governo Federal foi implementado com o 

objetivo de garantir o fornecimento de energia à população em vista das 

crises do setor petrolífero (Kohlhepp, 2010). Nos últimos cinco anos o 

Brasil aumentou a produção de etanol em 30%, tendo produzido cerca 

de 27 bilhões de litros no ano 2016 (RFA, 2016). 

Ao longo da história da produção de etanol há a preocupação com 

relação às fontes vegetais utilizadas, uma vez que estas são utilizadas 

também para a produção de alimentos, afetando sua disponibilidade no 

mundo. Matérias-primas alternativas são alvos de pesquisa, tais como o 

sorgo e a mandioca brava, também chamada de mandioca industrial 

(Kang et al., 2014).  

3.2. PRODUÇÃO DE BIOETANOL A PARTIR DE AMIDO 

A produção tradicional de etanol a partir de amido ocorre em cinco 

etapas, iniciando-se com uma hidrólise, que é feita devido à dificuldade 

de ruptura da estrutura dos grânulos de amido, o que permite a liberação 

de açúcares fermentescíveis para a produção do etanol. A hidrólise inclui 

as etapas de liquefação e sacarificação; em seguida, é feita a 

fermentação usando principalmente leveduras; destilação do fermentado 
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para produção de etanol hidratado, e finalmente, a desidratação para 

obtenção do bioetanol anidro. 

Características da matéria-prima 

A produção de mandioca aumentou em 60% entre os anos de 

2000 e 2012, segundo dados da FAO (Food and Agriculture 

Organization). Ainda segundo a agência, este aumento foi impulsado 

pelo incremento das aplicações industriais dessa matéria-prima, 

especialmente para a produção de etanol e amido.  

Existem dois tipos de mandioca, as chamadas doces e as 

amargas, as quais se diferençam nos teores de compostos cianogênicos 

e mediante os quias é estabelecida a destinação final da mandioca. As 

espécies doces possuem baixos teores destes compostos, portanto são 

destinadas ao consumo in natura, enquanto as variedades amargas, as 

quais possuem maiores teores de compostos cianogênicos, são 

utilizadas após processamento, sendo também conhecidas como 

mandioca tipo industrial (FAO, 2013).  

A mandioca industrial possui teores de amido mais elevados em 

comparação com as espécies doces (quadro 1), sendo portanto uma 

matéria-prima cotada para produção de bioetanol. Além disso, 

mandiocas deste tipo possuem resistência a condições climáticas 

adversas e alta produtividade em terras improdutivas (Ajibola, Edema e 

Oyewole, 2012; Alves, 2002; Zhu, 2015). Dessa forma, a mandioca 

industrial pode ser cultivada em áreas onde outras culturas alimentares 

não se desenvolvem, favorecendo a estabilidade no fornecimento de 

alimentos uma vez que não compete com recursos como água e terra. 
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Quadro 1. Diferenças na composição da raíz de mandioca tipo doce e a raíz de 

mandioca tipo industrial.   

Composição média de mandioca doce e industrial na América Central  
(100 g de amostra, base seca) 

COMPOSTOS RAIZ DE 
MANDIOCA DOCE 

RAIZ DE MANDIOCA 
INDUSTRIAL 

Valor energético (Cal) 132 148 
Úmidade (%) 65.2 60.6 

Proteína (%) 1.0 0.8 
Gordura (%) 0.4 0.3 

Carboidratos totais (%) 32.8 37.4 

Fibra (%) 1.0 1.0 
Cinzas (%) 0.6 0.9 

Cálcio (mg) 40.0 36.0 
Fósforo (mg) 34.0 48.0 
Ferro (mg) 1.4 1.1 

Vitamina A (mg) T2 5.0 
Tiamina (mg) 0.05 0.06 

Riboflavina (mg) 0.04 0.04 

Niacina (mg) 0.60 0.70 
Ácido ascórbico (mg) 19.0 40.0 

Porção não comestível  (%) 32.0 32.0 

 

O amido é o principal carboidrato presente na mandioca, este é 

um polímero natural, semicristalino, renovável e biodegradável produzido 

por muitas plantas como fonte de energia. É o segundo material 

biomássico mais abundante na natureza, precedido apenas pela 

biomassa lignocelulósica. Também pode ser encontrado em grandes 

quantidades em diferentes resíduos gerados pelas empresas 

processadoras de alimentos (Corre, Le, Bras e Dufresne, 2010). 

O amido é composto de dois polissacarídeos: amilose e 

amilopectina. Além disso, contém pequenas quantidades de outros 

componentes não pertencentes aos hidratos de carbono, tais como 

lipídeos, fosfatos e proteínas. Nos grânulos de amido, a amilose e a 

amilopectina estão densamente compactadas em um estado 

semicristalino com ligações inter e intramoleculares (Chen et al., 2011; 

Martin e Smith, 1995). 

A amilose apresenta predominantemente cadeia linear e é 

composta por até 3000 moléculas de glicose interconectadas por 
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ligações glicosídicas alfa-1,4 (Beninca et al., 2013). Por outro lado, a  

amilopectina é um polímero ramificado que consiste de cadeias 

relativamente curtas de alfa-D-(1,4) glicopiranose unidas por ligações 

alfa-D-(1,6) glicosídicas a cada 22 unidades de glicose, 

aproximadamente (Corre, Le, Bras e Dufresne, 2010). As proporções de 

amilose e amilopectina nos grânulos de amido geralmente correspondem 

à aproximadamente 30 e 70%, respectivamente, mas podem variar 

dependendo da fonte botânica (Martin e Smith, 1995). 

Hidrólise do amido 

A hidrólise do amido consiste na clivagem desse polímero em 

fragmentos de cadeia curta, como dextrina e maltose, ou monômeros de 

glicose. Essa fragmentação implica na ruptura de ligações glicosídicas e 

a adição de uma molécula de água por cada ligação rompida (Tasic´ e 

Veljkovic, 2011).  

 

(C6H10O5)n + nH2O = nC6H12O6 
 

 
 

A hidrólise do amido pode ocorrer por via enzimática ou ácida. A 

hidrólise catalisada por ácidos é pouco utilizada, devido principalmente à 

necessidade de neutralização do hidrolisado antes da fermentação e de 

um maior investimento em equipamentos para a manutenção das 

condições ácidas. Assim, o método enzimático tem recebido maior 

atenção nas últimas décadas (Tasic´ e Veljkovic, 2011).  

Enzimas responsáveis pela hidrólise do amido 

As enzimas responsáveis pela hidrólise do amido são chamadas 

de enzimas amilolíticas, ou simplesmente de amilases, e são de grande 

importância na área da biotecnologia devido às aplicações em alimentos, 

fermentados, têxtis e na indústria de papel.  

As amilases podem ser derivadas de plantas, animais e 

microrganismos e são classificadas em quatro principais grupos: 

Amido                             Glicose 
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endoamilases, exoamilases, enzimas desramificadoras e ciclodextrinas 

glicosiltransferases (Gupta et al., 2003). A figura 1 mostra a atuação dos 

diferentes tipos de enzimas amilolíticas e os seus produtos, derivados a 

partir da clivagem das moléculas de amido. 

 
Figura 1. Atuação das enzimas amilolíticas. (•) Resíduo redutor de α-D-glicose; (◦) 
resíduo não-redutor de α-D-glicose. Fonte: (Horváthová, Janeček e Šturdík, 2000).  

 

Endoamilases: Catalisam a hidrólise de forma aleatória no interior da 

molécula de amido, permitindo a formação de oligossacarídeos tanto 

lineares como ramificados de vários comprimentos de cadeia (Gupta et 

al., 2003). A α-amilase é a principal representante desse grupo e é capaz 

de catalisar as ligações glicosídicas internas α-1,4 e gerar produtos de 

baixo peso molecular como glicose, maltotriose e ciclodextrinas (Souza e  

Magalhães, 2010). 

Exoamilases: São enzimas que atuam a partir da extremidade não 

redutora, clivando as ligações α-1, 4-glucano produzindo unidades 

sucessivas de maltose e β-límite-dextrina. No entanto, algumas 

exoamilases também são capazes de clivar ligações α-1,6 como as 

glicoamilases (Gupta et al., 2003; Horváthová, Janeček e Šturdík, 2000). 
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Enzimas desramificadoras: Nesse grupo podem ser encontradas as 

isoamilases e as pulalanases, ambas capazes de clivar especificamente 

ligações α-1,6 da amilopectina. (Hii et al., 2012; Horváthová, Janeček e 

Šturdík, 2000). 

Ciclodextrinas Glicosiltranferases (CGTases): Atuam sobre o amido 

produzindo ciclodextrinas, que são oligômeros cíclicos de 6 ou mais 

unidades de D-glicose unidas por ligações α-1,4. As CGTases também 

podem catalisar a degradação das ciclodextrinas, as quais não possuem 

extremidades não redutoras, inibindo a ação das enzimas com 

exoatividade (Arellano-Carbajal, F; Olmos-Soto, 1999). 

Por serem especificas para clivar cada ligação glicosídica dentro do 

amido, estas enzimas atuam em diferentes etapas dentro da própria 

hidrólise. 

Liquefação 

A liquefação do amido consiste na hidrólise parcial da moléculas 

sob elevadas temperaturas, entre 90 e 110 °C, pH 6,0 – 6,5 e é catalisada 

por enzimas alfa-amilases termoestáveis, capazes de hidrolisar ligações 

α-1,4- glicosídicas internas no amido, liberando oligômeros de dextrose 

(Derez et al., 2014; Li et al., 2015; Lucyna, Zielonka e Jaros, 2013). 

A liquefação do amido envolve uma etapa prévia de gelatinização 

em água, na qual há quebra das associações intermoleculares de amilose 

e amilopectina em estado sólido (grânulos). Isso é feito mediante um 

tratamento hidrotérmico que envolve a absorção de água aquecida pelos 

grânulos, provocando o seu inchamento, e consequente ruptura com a 

liberação de amilose e amilopectina solúveis (Borglum, 1980; Charles et 

al., 2014; Tako et al., 2014; Xu, Yan e Feng, 2016). 

Sacarificação 

Após a etapa de liquefação ocorre a sacarificação do amido, a qual 

é realizada em temperaturas relativamente brandas (60 - 70 ºC) e 

preferencialmente na presença de enzimas como as glucoamilases, 
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capazes de hidrolisar as ligações α- (1-4) e α- (1-6), permitindo a 

obtenção de maltose ou xaropes de D-glicose (Ajibola, Edema e Oyewole, 

2012). 

Fermentação 

A fermentação baseia-se na conversão de fontes de caborno, 

especialmente açúcares, do substrato por microrganismos. Na 

fermentação alcóolica essas moléculas são transformadas principalmente 

em etanol e gás carbônico, gerando duas moléculas de ATP ao longo do 

processo (Nelson e Cox, 2008). 

Processos fermentativos podem ser realizados em batelada, 

batelada com alimentação ou de forma contínua. Na fermentação em 

batelada, a matéria-prima já hidrolisada é adicionada ao reator, 

juntamente com os microrganismos, nutrientes e outros ingredientes. Na 

batelada alimentada, um ou mais ingredientes são acrescentados no 

decorrer da fermentação (Zabed et al., 2014). Na fermentação contínua o 

reator é continuamente alimentado por uma ou mais correntes de entrada, 

contendo os nutrientes necessários, enquanto as células, produtos e 

resíduos são removidos continuamente (Lim e Shin, 2013). 

A seleção do modo mais adequado de fermentação depende, 

principalmente, da cinética dos microrganismos utilizados e da natureza 

da matérias-prima (Zabed et al., 2014). Os microrganismos usados na 

indústria para a produção de etanol são selecionados de forma que 

apresentem características tais como: habilidade de fermentar 

rapidamente um amplo espectro de carboidratos, capacidade de produzir 

e tolerar altas concentrações de etanol, produção de poucos subprodutos 

e tolerância a variações na temperatura e a baixos valores de pH (Binod, 

Sindhu e Pandey, 2013; Dien, Cotta e Jeffries, 2003). 

Leveduras usadas na produção de bioetanol a partir do amido 

As leveduras são ubíquas ao meio ambiente, mas geralmente são 

isoladas de fontes ricas em açúcares, como exsudados de plantas, e 

também de fontes ricas em amido como tubérculos de mandioca, batata 



21 
 

doce, inhame, dentre outras (Tikka et al., 2013). Elas são o grupo 

microbiano mais importante na produção industrial de etanol, sendo 

Saccharomyces cerevisiae a espécie mais utilizada (Hajar et al., 2017).  

Assim há uma crescente demanda por leveduras com características que 

permitam maior eficiência desse processo, especialmente quando são 

utilizados substratos com estruturas complexas, como é o caso do amido 

e da biomassa lignocelulósica. 

O amido é um substrato renovável e de alta disponibilidade, é 

facilmente hidrolisado em açúcares fermentescíveis usando enzimas 

amilolíticas produzidas por microrganismos, como as leveduras. Alguns 

desses microrganismos são capazes de se multiplicar em presença de 

amido e fermentá-lo, como por exemplo Saccharomyces diasstaticus 

(Banerjee, Debnath e Majumdar, 1988; Verma et al., 2000), 

Endomycopsis capsularis (Verma et al., 2000), Cândida albicans (Aruna et 

al., 2015) e Scheffersomyces shehatae (Tanimura et al., 2015). O uso 

deste tipo de levedura contribuiria na redução dos custos de operação do 

processo de produção de etanol. A necessidade de adição de enzimas 

exógenas onera o processo, tornando o bioetanol obtido de fontes como o 

amido ou biomassa lignocelulósica um combustível menos viável 

economicamente em relação ao bioetanol produzido a partir da cana-de-

açúcar (Tanimura et al., 2015). 

Destilação 

A destilação permite a separação de materiais por meio de 

diferenças na volatilidade, devido à possibilidade de vaporizar uma 

substância a partir de uma solução em ebulição. Assim, no final da 

fermentação, é obtida uma solução composta por etanol e água, a qual é 

transportada para o sistema de destilação para separação parcial da água 

presente e recuperaração do etanol produzido (Ravagnani et al., 2009). 

Ao final da fermentação obtém-se uma solução de até 12% (m/v) 

de etanol, sendo necessária a sua concentração pelo processo de 

destilação (Kiss e Suszwalak, 2012), a qual permite que a solução atinja 
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concentrações similares à composição azeotrópica (96% m/v). Porém, 

para que o etanol possa ser misturado com a gasolina e utilizado como 

combustível, o teor de água deve ser ainda menor, pois a gasolina e a 

água são substâncias imiscíveis. Assim, é necessária uma etapa 

adicional, a desidratação (Palacios-Bereche et al., 2014). 

Desidratação 

É a última etapa no processo de produção de etanol e permite a 

remoção de água remanescente para obtenção do etanol anidro (>99,6% 

(v/v)) (Karimi, Ghobadian e Omidkhah, 2016), representando altos custos 

no processo de produção de etanol. 

 A desidratação pode ser feita de modo isotérmico usando um 

fluido de aquecimento ou em modo adiabático usando vapor diluído (Maia 

et al., 2016).  

3.3. FORMAS DE CONDUÇÃO DE PROCESSOS NA PRODUÇÃO DE 

ETANOL A PARTIR DE AMIDO 

Diferentes métodos têm sido aplicados para o desenvolvimento de 

cada uma das etapas anteriormente descritas na produção de etanol a 

partir de matérias-primas amiláceas. Os dois processos mais utilizados 

são: sacarificação e fermentação separadas (SHF), a sacarificação e 

fermentação simultâneas (SSF). O bioprocesso consolidado (CBP) 

corresponde a outra técnica, ainda está em processo de pesquisa. 

A figura 2 mostra um esquema das etapas envolvidas na produção 

de etanol a partir de amido em diferentes modalidades de processo: SHF, 

SSF e CBP.   
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Figura 2: Etapas envolvidas na produção de etanol a partir de amido. Aqui, são 

apresentadas três possíveis rotas para a produção de bioetanol a partir de amido: 

Hidrólise e fermentação separadas (SHF), Sacarificação e fermentação simultâneas 

(SSF), Bioprocesso consolidado (CBP) (Ali et al., 2016). 

Hidrólise e fermentação separadas (SHF) 

Envolve a realização das etapas de hidrólise e fermentação de 

forma individual, na qual as reações ocorrem em unidades separadas. A 

principal vantagem deste método consiste na eficiência de cada uma das 

etapas, já que ao serem realizadas de forma individual podem ser 

realizadas sob condições ótimas. Isso porque para cada agente de 
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catálise, as temperaturas ótimas de atuação das enzimas hidrolíticas são 

diferentes daquelas usadas pelos microrganismos capazes de fermentar 

os açúcares liberados (Axelsson, 2011; Olofsson, Bertilsson e Lidén, 

2008). As enzimas responsáveis pela liquefação, por exemplo, hidrolisam 

o amido sob temperaturas de 90 a 110 °C, enquanto as atuantes na 

sacarificação possuem atividade máxima entre os 60 e 75 °C (Ajibola, 

Edema e Oyewole, 2012). Entretando, a fermentação é realizada 

normalmente entre 28 a 30 °C pelas leveduras.  

Sacarificação e fermentação simultâneas (SSF) 

É uma alternativa ao método SHF e envolve a realização da 

hidrólise e da fermentação em uma mesma etapa, apresentando como 

principal vantagem o consumo imediato pelo microrganismo fermentador 

da glicose liberada durante a hidrólise, evitando a inibição das enzimas 

atuantes (Axelsson, 2011; CASTAÑO et al., 2011). Outra vantagem da 

implementação desse método é a redução nos custos, uma vez que a 

reação acontece em um único reator. Porém, o SSF tem a desvantagem 

de estabelecer condições médias nos parâmetros do processo 

(temperatura, pH, tempo) que não seriam as ideais para nunhum dos 

agentes atuantes (enzimas e leveduras) (Olofsson, Bertilsson e Lidén, 

2008).  

A desvantagem dos processos de SHF e SSF consistem, entre 

outros, nos custos elevados de produção devido à necessidade de adição 

de enzimas endógenas ao processo. Devido a isso tem sido desenvolvida 

a técnica de condução de processo via Bioprocesso consolidado: 

Bioprocesso consolidado (CBP) 

O bioprocesso consolidado (CBP) combina de forma simultânea a 

produção de enzimas, hidrólise do substrato e a fermentação do etanol 

em um único biorreator (Hasunuma e Kondo, 2012; Li e Zhu, 2011; 

Tanimura et al., 2015).   O CBP tem sido reconhecido como um potencial 

avanço para a produção de bioetanol a baixo custo, mas a sua viabilidade 

depende em grande parte da capacidade do microrganismo utilizado de 
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produzir enzimas amiloliticas em quantidade suficiente e em fermenter os 

açúcares com alta eficiencia de conversão (Zerva et al., 2014). Fungos 

filamentosos, bactérias e leveduras têm sido utilizados para produção 

direta de etanol a partir de substratos complexos como o amido e a 

biomassa lignocelulósica (Ali et al., 2016). 

A busca por microrganismos com capacidade de fermentar 

matrizes complexas renováveis é essencial, para fazer do etanol um 

combustível com maior viabilidade econômica e, portanto, mais 

acessível. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

Meios de cultura  

 O meio de enriquecimento YW (0,3% m/v de extrato de levedura, 

0,3% m/v de extrato de malte, 0,5% m/v de peptona e 1% m/v de glicose) 

foi utilizado para estimular a multiplicação das leveduras presentes nas 

matérias-primas amiláceas escolhidas como fontes de isolamento. O meio 

YEP (0,5% m/v de extrato de levedura e 1% m/v peptona) foi utilizado 

como base para os demais experimentos, adicionado de amido solúvel 

(YEPS), glicose (YEPG) e/ou ágar.  

4.1. Isolamento e manutenção das leveduras 

As fontes amiláceas utilizadas para o isolamento de leveduras 

foram mandioca industrial, obtida em estado fresco de uma fazenda no 

Estado do Espírito Santo, além de inhame, milho e batata inglesa, obtidos 

em estado fresco no comércio local da cidade de Viçosa - MG. De cada 

fonte foram maceradas 25 g usando almofariz e pestilo. Em seguida, cada 

macerado foi adicionado de 75 mL de meio YW e posteriormente, 

incubado a 28 °C ± 1 °C para enriquecimento. A cada 24 h durante 3 dias 

diluições foram plaqueadas em meio YEPS-ágar e as placas foram 

incubadas a 28 ± 1°C por 72 h. Finalizada a incubação, coletou-se 10 

colônias de leveduras por placa com características morfológicas 

diferentes por placa. As colônias foram estriadas três vezes consecutivas 

para obtenção de culturas puras. (Moreira, Huising e Bignell, 2010). 

Além destas, outras 19 leveduras isoladas a partir de fontes 

apícolas (Silva, 2016) e armazenadas no banco de leveduras do 

Laboratório de Processos Bioquímicos e Fermentativos do Departamento 

de Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Viçosa 

(UFV) foram utilizadas para os testes. 

Todas as leveduras foram ativadas em meio YEPG e concentradas 

por centrifugação. Os estoques foram congelados a -20 ºC para ativação 
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de rotina.   

Antes de cada teste, as leveduras foram ativadas em meio, YEPG 

2% m/v, a 28 ± 1 °C por 24 h e inoculadas na concentração de 106 células 

viáveis/mL no meio a ser testado. A viabilidade das células foi 

determinada em câmara de Neubauer utilizando corante azul de metileno. 

4.2. Caracterização morfológica 

As colônias foram avaliadas com relação às características 

macroscópicas em quatro aspectos: (I) forma, podendo ser circular ou 

irregular; (II) tamanho, com diâmetros pequeno  (2 mm), médio (2-5 mm) 

ou grande (5 mm ou maior); (III) superfície, podendo ser com estrias 

concêntricas, estrias radiais, vales radiais ou granulosas; e (IV) bordas, 

sendo essas lisas, franjeadas, onduladas, pregueadas, crenadas, 

lobuladas ou filamentosas conforme ao descrito por Moreira, Huising e 

Bignell, 2010. 

Microscopicamente, os isolados foram caracterizados em relação 

à sua forma como elipsoide, globoso, cilíndrico, apiculado, triangular, 

taloide, globular com hifas, globular com pseudo-hifas e formas variadas 

com ascósporos (Moreira, Huising e Bignell, 2010). 

4.3. Avaliação da produção de etanol 

Cada um dos isolados foi avaliado em relação à sua capacidade 

de produzir etanol a partir de amido. Aproximadamente 2,0 x 106 células 

viáveis de leveduras foram inoculadas em 25 mL de meio YEPS líquido (3 

% m/v de amido), e incubadas a 28 ± 1 °C durante 10 dias. Alíquotas de 2 

mL dessa solução foram recolhidas, após 5 e 10 dias de incubação, 

centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para determinação da 

produção de etanol por meio de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(HPLC). 

Os sobrenadantes foram filtrados em filtro Gelman poro de 0,22 

μm (ANALITICA®) e diluídos 5 vezes. Posteriormente, o diluído foi 
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injetado no cromatógrafo CTO-20A, (Shimadzu, Japan) acoplado a um 

detetor de índice de refração e coluna Aminex® HPX- 87H a temperatura 

de 60 °C, com fase móvel de ácido sulfúrico a 5 mM (VETEC®). Padrões 

dos compostos de interesse (glicose - SYNTH®, etanol - VETEC®, 

maltose - VETEC®, glicerol - SYNTH®) foram submetidos ao mesmo 

processo para correlação do tempo de retenção e concentrações 

(SCMIDELL et al., 2001). As concentrações utilizadas para cada padrão 

foram de 15, 30, 60, 90, 120 e 150 mM.  

Determinação dos coeficientes de rendimento 

Os coeficientes de rendimento (YP/S), produtividade (Qp), e 

eficiência (η) foram determinados segundo as equações a seguir:                           
na qual Pf e Po representam as massas (g) final e inicial de etanol, 

respetivamente; So – Sf representam as massas (g) de amido inicial e final, 

respetivamente. Neste caso, assumiu-se a conversão completa do amido 

à glicose na proporção de 100 g de amido:111 g de glicose, além do 

consume de toda a glicose presente no meio.    =
       

na qual Pmáx indica a produção máxima de etanol (g·L-1) e tf indica o tempo 

respectivo de fermentação (h). 

                                   

 

na qual Yp/s real é o coeficiente de rendimento calculado por meio da 

equação 1 e Yp/s teórico é o coeficiente de rendimento teórico de conversão 

de glicose a etanol, de valor igual a 0,51 g·g-1 (Okamoto et al., 2014).  

 

(equação 2) 

(equação 3) 

(equação 1) 
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4.4. Identificação dos isolados  

Os isolados selecionados foram identificados por meio da análise 

das sequências de DNA da região D1/D2 que codificam parte da 

subunidade maior do gene do rRNA (Meyer, Rosa e Lachance, 1998). 

A extração do DNA foi realizada pelo método descrito por 

Lachance (1990) com algumas modificações. Soluções contendo os 

isolados foram incubadas por 48 h em meio YEPG 2% a 28 °C, e o 

material foi centrifugado a 2.500 x g por 10 min. O material decantado foi 

então incubado em tampão de lise [50 mL de Tris-HCl 1 M, pH 8,0; 10 mL 

de EDTA 0,5 M, pH 8,0; 20 mL de NaCl 5 M; 50 mL de SDS a 10% (m/v) ] 

a 65 °C durante 30 min. Após este período foram adicionados 100 μL de 

solução fenol:clorofórmio:álcool isopropílico na proporção 25:24:1. Em 

seguida, cada amostra foi agitada por 3 min e submetida a centrifugação 

a 6.000 x g por 15 min. O sobrenadante foi transferido para outro tubo, 

onde foram adicionados 100 μL de etanol 95% v/v gelado e 20 μL de 

solução de acetato de sódio 3 mol·L-1. Cada amostra foi homogeneizada 

por inversão e novamente submetida à centrifugação a 6.000 xg por 3 

min. O sobrenadante foi descartado e o DNA ressuspendido em 100 μL 

de solução tampão TE pH 8,0 (10 mL de Tris- HCL 1 M, pH 8,0; 2 mL de 

EDTA 0,5 M, pH 8,0) (Rosa et al., 2003). O DNA genômico total foi 

quantificado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies). 

Finalizada a extração do material genético cada uma das amostras 

foi enviada para a empresa Macrogen® Inc. (Coréia do Sul) para o 

sequenciamento da região D1-D2 com uso dos iniciadores NL1 (5’- 

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL4 (5’- 

GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) (Meyer, Rosa e Lachance, 1998). As 

sequências foram analisadas utilizando o programa BLASTn (Basic Locus 

Alignment Search Tool) disponível no portal NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) e comparadas com aquelas 

depositadas no banco de dados GenBank. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)


30 
 

4.5. Efeito do etanol sobre o crescimento dos isolados.  

Cada um dos três isolados foram inoculados em uma concentração 

de 2,0x106 células viáveis.mL-1 em meio YEPG liquido acrescido de 

diferentes concentrações de etanol (0; 50; 70; 100; 120 e 150 g·L-1) e 

incubados a 28 ± 1 °C, durante 24 h. A cada 3 h foram recolhidas 

alíquotas para determinação da densidade ótica (DO600nm) da solução em 

espectofotômetro. As velocidades específicas de crescimento dos 

isolados foram calculadas em função das concentrações de etanol. 

Os resultados de inibição foram representados como a razão de 

inibição do crescimento: (velocidade específica de crescimento do isolado 

no meio contendo o inibidor/ velocidade específica de crescimento na 

ausência do inibidor) x 100.  

O comparativo foi realizado mediante esquema factorial, no qual o 

fator 1 foi determinado pelo tipo da levedura e o fator 2 pela variação das 

concentrações de etanol no meio, com três repetições cada, totalizando 

54 unidades experimentais. Foi realizada uma análise de variância 

(ANOVA) e o teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade para 

comparação entre médias finais de inibição do crescimento frente às 

diferentes concentrações de etanol, usando o programa ASSISTAT 7.7 

(distribuído gratuitamente pela Universidade Federal de Campina 

Grande, Brasil). 

A linhagem que apresentou maior produtividade e estabilidade 

frente ao efeito do etanol foi escolhida para avaliação do efeito da 

concentração do substrato e da modalidade de condução do processo 

fermentativo sobre a produção de etanol. 

4.6. Avaliação da concentração de substrato sobre a produção de 

etanol 

 A levedura selecionada foi inoculada em 25 mL de meio YEP com 

diferentes concentrações de amido (5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50; 
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55 e 60 g·L-1) em frascos Erlenmeyer de 125 mL, os quais foram 

incubados a 28 ± 1 °C, durante 5 dias. A cada 24 h alíquotas de 2 mL 

foram recolhidas para análises de produção de etanol, conforme ítem 4.3.   

4.7. Avaliação da modalidade do processo fermentativo sobre a 

produção de etanol 

 Para a seleção da modalidade de processo fermentativo foram 

realizados de forma paralela tratamentos de sacarificação e fermentação 

separadas (SHF), de sacarificação e fermentação simultânea (SSF) e 

bioprocesso consolidado (CBP), com três repetições. Ao final de cada 

processo foi determinada a concentração de amido residual presente no 

meio e os coeficientes de fermentação, conforme descrito a seguir.  

Sacarificação e fermentação separadas (SHF) 

Uma suspensão com 60 g·L-1 de amido foi submetida a 

aquecimento com a finalidade de incentivar a quebra dos grânulos. 

Durante 45 min, a suspensão foi mantida a 80 °C e homogeneizada com 

um bastão de vidro a cada 10 min. Passado o tempo, foi acrescentada a 

enzima StarMax 300 (Prozyn) em uma dosagem de 0,2% m/v sobre a 

quantidade em base seca de amido (recomendação da empresa), e por 

mais 45 min a solução foi mantida à mesma temperatura. 

 Finalizada a hidrólise do amido, a suspensão foi resfriada até 30 °C 

e inoculada uma concentração de leveduras de 2,0x106 células.mL-1 para 

iniciar a produção de etanol durante 96 h. A cada 12 h foram recolhidas 

alíquotas de 2 mL para determinação da concetração de etanol via HPLC.   

Sacarificação e fermentação simultâneas (SSF) 

 Uma suspensão de 60 g·L-1 de amido foi submetida a aquecimento 

(80 °C) por 45 min, seguido de resfriamento até 30 °C. Uma vez atingida 

essa temperatura, foi acrescentada 0,2% m/v da enzima StarMax 300 

(Prozyn), e após 15 min a levedura foi inoculada. Esse procedimento visa 

a liberação prévia de uma quantidade de glicose que permita a adaptação 

da levedura ao meio. A produção de etanol foi avaliada a cada 12 h, 
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durante 96 h.  

Bioprocesso consolidado (CBP) 

 A fim de avaliar a capacidade das células para fermentar o amido 

de forma direta até etanol, a levedura foi inoculada em uma concentração 

de 2,0x106 células.mL-1 em uma suspensão de amido 6% m/v, e incubada 

a 30 °C. Levando em consideração que a levedura precisa de um tempo 

maior de adaptação em ausência de enzimas amiloliticas puras, o tempo 

de incubação foi extendido a 10 dias com o objetivo de avaliar a 

manutenção da atividade fermentativa nessa modalidade de processo.  A 

produção de etanol foi avaliada a cada 12 h. Os coeficientes de 

rendimento obtidos pela levedura em cada modalidade foram comparados 

no tempo de incubação de 96 h.  

Determinação da concentração de amido residual no meio 

 Para determinação do amido residual foi utilizado o kit GOPOD® 

(Megazyme), segundo metodologia recomendada pelo fabricante. Para 

isso, 2 mL da solução foram diluídas 20X para o tratamento CBP e 5X 

para os tratamentos SHF e SSF. Um total de 2 mL dessas amostras foram 

acrescidos de 8 mL de etanol 95% v/v e incubados por 30 min, com o 

objetivo de solubilizar os açúcares simples remanescentes. As soluções 

foram centrifugadas a 1800 x g por 10 min e o passo foi repetido para 

garantir a retirada completa dos açúcares do meio. Em seguida, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 1 mL 

de água. O volume da solução foi ajustado até 3,9 mL com tampão 

acetato 100 mM, pH 5,0 e, em seguida, foi adicionado 0,1 mL da enzima 

amiloglicosidase (AMG) (diluída 50X em tampão acetato). A solução foi 

incubada em banho-maria a 50 °C durante 30 min. Passado o tempo de 

incubação, 0,1 mL da solução foi transferido a um tubo de ensaio, ao qual 

foram adicionados 3 mL do reagente GOPOD e o tubo foi incubado a 50 

°C por 20 min. Uma solução padrão de glicose (1 mg.mL-1) foi utilizada 

como controle desta reação. Finalizada a incubação a absorbância da 

solução foi lida a 510 nm e a quantidade de amido foi calculada utilizando 
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a equação 4: 

                                               
na qual A é a absorbância da amostra, F é o fator de conversão e D é o 

fator de diluição da mesma. 

Determinação dos coeficientes de rendimento 

Finalizada a fermentação, os coeficientes de rendimento (YP/S), 

produtividade (Qp), e eficiência (η) foram determinados em cada 

tratamento usando as equações 1 a 3, mas considerando a conversão 

real do amido à glicose, o que foi calculado por meio da diferença entre a 

massa de amido adicionada e a massa de amido residual encontrada. 

 As médias referentes aos coeficientes de rendimento foram 

comparadas a fim de determinar se os tratamentos testados 

apresentaram diferencias significativas. Para isso, foi realizada uma 

análise de variância (ANOVA) e a comparação entre médias pelo teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(equação 4) 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1. Isolamento e caracterização morfológica de leveduras 

Com o isolamento realizado a partir das fontes amiláceas após 24 

h de fermentação se obteve leveduras com uma variabilidade morfológica 

maior do que a correspondente às 72 h. Após 48 h de fermentação o 

número de colônias aumentou, deixando em evidência a multiplicação das 

leveduras predominantes de acordo com as condições de isolamento 

utilizadas (tabela 1) 

Tabela 1. Contagem de leveduras nas fontes amiláceas após incubação em meio de 

enriquecimento. 

Fonte 

Tempo de fermentação (h) 

24 48 72 

*Contagem (log UFCmL-1) 

Mandioca industrial 4,32 5,40 5,46 

Inhame 4,36 5,43 5,51 

Milho 4,49 5,58 5,60 

Batata inglesa 4,39 5,03 5,08 

*Média de três repetições.  

 Oguntoyinbo (2008) e Schwan e colaboradores (2007) realizaram o 

isolamento de leveduras em fermentados de mandioca em diferentes 

tempos e, similarmente a este trabalho, encontraram menores contagens 

no início da fermentação, com aumento progressivo após 24 e 48 h. Da 

mesma forma, leveduras mais adaptadas às condições de cultivo se 

tornaram mais populosas, ao mesmo tempo impossibilitando o 

desenvolvimento de outras menos adaptadas e, portanto, diminuindo a 

variabilidade morfológica.  

 Dentre as colônias obtidas, 62 foram capazes de se multiplicar 

nas condições de isolamento utilizadas e foram posteriormente 

caracterizadas quanto à sua morfologia e quanto à capacidade em 

produzir etanol. A codificação utilizada para identificação dos isolados 

selecionados é apresentada na tabela 2. 
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Tabela 2. Número de isolados com seus respetivos códigos por fonte. 

Isolados N° de 
isolados 

Código 

 
Mandioca 
industrial 

 
20 

 
MB0, MB1, MB2, MB3, MB4, MB5, MB6, 
MB9, MB10, MB11, MA0, MA1, MA2, MA3, 
MA4, MA5, MA6, MA7, MA8, MA9 

Inhame 14 N21, N22, N23, N24, N25, N26, N27, N28, 
N29, N41, N42, N43, NA21, NA22 

 
Milho 

 
17 

M21, M22, M23, M26, M27, M28, M29, M41, 
M42, M43, M44, M45, M46, MA01, MA21, 
MA22, MA25 

Batata inglesa 11 BB0, BB1, BB2, BB3, BB4, BB5, BB6, BB7, 
BB8, BB9, BB10  

 

As colônias formadas pelos isolados eram predominantemente de 

forma circular (71%) com um tamanho médio entre 2 a 5 mm (54%), e 

superfície granulosa (97%); com bordas lisa (37%), ondulada (11%), 

crenada (34%) ou filamentosa (14%). Durante a observação microscópica 

foi observada uma predominância da forma de reprodução assexuada por 

brotamento (71%) com formato globoso (47%) e cilíndrico (23%). O 

isolado MA6, proveniente da mandioca industrial, gerou colônias com 

superfícies de estrias concêntricas, lisa e côncava e reprodução 

assexuada por fissão. A diversidade obtida a partir das diferentes 

matérias-primas utilizadas mostra o seu potencial como fontes de 

leveduras, as quais poderiam ser verificadas para os mais distintos 

processos. 

Caraterísticas morfológicas similares foram relatadas por 

Guimarães (2016), em estudo com isolados de sorgo sacarino, as quais 

foram atribuídas aos gêneros Cândida, Meyerozyma e Pichia, conhecidos 

também por agruparem espécies capazes de usar o amido como 

substrato para ser fermentado.  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1105522192
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5.2. Avaliação da produção de etanol pelos isolados 

Dentre os 62 isolados obtidos das fontes amiláceas e os 19 de 

fontes apícolas, o de código N43, obtido a partir de inhame, apresentou a 

maior conversão de amido em etanol após 10 dias de fermentação, com 

uma eficiência de conversão de 37%. Os isolados BB4 e MB9, isolados de 

batata inglesa e mandioca industrial, respectivamente, apresentaram 

menores eficiências, mas foram mais produtivos uma vez que produziram 

as maiores quantidades de etanol em apenas 5 dias de fermentação 

(Tabela 3). Menores tempos de fermentação reduzem a incidência de 

possíveis contaminações e os custos do processo.  

Tabela 3. Coeficientes de rendimento de etanol (YP/S), η’ (eficiência), Qp 

(produtividade) obtidos pelos isolados.  

Isolado Fonte 
Etanol 
(g.L-1) 

Y’p/s 

etanol 

(g.g-1) 

η’ 
etanol 

(%) 

Tempo de 
fermentação 

(dias) 
Qp’ 

N43 Inhame 6,42 0,19 37 10 0,642 

BB4 
Batata 
inglesa 

3,92 0,12 24 5 0,784 

MB9 
Mandioca 
industrial 

2,13 0,064 13 5 0,426 

*Média de três repetições.  

De forma geral, isolados de inhame e milho se mostraram mais 

eficientes no 10º dia da fermentação. Já os isolados de batata inglesa e 

mandioca industrial tiveram as maiores concentrações de etanol 

detectadas em menor tempo (Figura 3), o que pode ser graças à 

similaridade do substrato (amido de mandioca industrial) em relação às 

matérias-primas de onde estes últimos foram isolados. O grânulo de 

amido na forma solúvel apresenta características similares com os 

grânulos de batata e mandioca nos teores de amilose, enquanto os 

amidos de milho e inhame possuem teores de amilose mais elevados em 

seus grânulos (Cereda, 2001). 
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Figura 3. Produção de etanol (g·L-1) a partir de amido solúvel (3% m/v) pelos isolados 

obtidos de fontes apícolas, de mandioca industrial e batata inglesa. 
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Figura 4. Produção de etanol (g·L-1) a partir de amido solúvel (3% m/v) pelos isolados 

obtidos de milho e inhame. 

As leveduras isoladas de pólen apícola e mel foram as que 

obtiveram em geral menor eficiência de conversão. O pólen apresenta 

amido em sua composição, o qual é hidrolisado dentro da colmeia no 

decorrer do armazenamento feito pelas abelhas. Supõe-se que as 

modificações que ocorrem nos produtos apícolas dentro da colmeia 

sejam consequência da ação de leveduras amilolíticas (Ahmed et al., 
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2013; Modro et al., 2009), dentre as quais se destacam os gêneros 

Cândida, usado na produção de etanol a partir de fermentação direta de 

amido, e Cryptococcus (Papiliotrema), capaz de produzir biodiesel a partir 

de amido mediante bioprocesso consolidado (Pereira, Fernandes e 

Ulhoa, 2016; Tanimura et al., 2014). Entretanto os isolados testados não 

podem ser considerados como fermentadores diretos de amido, podendo 

ser consequência das condições de isolamento utilizadas para a obtenção 

destes, nas quais não foi empregado meio seletivo contendo amido. Além 

disso, o teor deste substrato nos produtos apícolas como o pólen é baixo 

em comparação com as matérias-primas amiláceas utilizadas como fontes 

de isolamento neste estudo (Silva, 2016).   

Embora a otimização das condições do processo seja essencial para 

acessar todo o potencial das leveduras para a produção de etanol, a 

comparação dos rendimentos obtidos na primeira avaliação de eficiência 

de fermentação já evidencia o potencial do isolado N43 para produção de 

etanol a partir de amido. Uma levedura da espécie Scheffersomyces 

shehatae, por exemplo, produziu 9,78 g.L-1 de etanol também em 10 dias 

de fermentação, a partir de meio contendo 10% m/v de amido solúvel 

(Tanimura et al., 2015) sendo, até onde se tem conhecimento, a levedura 

com o maior rendimento já obtido via fermentação direta de amido a 

etanol.  

 A nível industrial, as produtividades de etanol variam de acordo 

com a fonte botânica (tabela 3). Enquanto o processo industrial gera 

cerca de 147 litros de etanol por tonelada de matéria-prima, a N43 foi 

capaz de produzir o equivalente a 62,4 L.ton-1. As leveduras BB4 e MB9 

geraram cerca de 38 e 20 L.ton-1, respetivamente, porém na metade do 

tempo produtivo (Tabela 4). Vale ressaltar que nenhum estudo de 

otimização havia sido até então realizado para a produção de etanol por 

essas leveduras. 
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Tabela 4. Rendimento em etanol obtido de diferentes matérias-primas utilizadas na 

indústria. 

Matéria-prima Produção de álcool (L.ton-1) 

 
Cana moída 

 
74 

Milho 400 

 
Mandioca 

 
174 

Beterraba 110 

Sorgo 380 

  Fonte: FAO, 2008  

Mandioca industrial (N43)* 62 

Mandioca industrial (BB4)* 38 

Mandioca industrial (MB9)* 20 

* Considerando meios contendo 3% m/v de amido solúvel e que 1 ton de raízes de 

mandioca fresca geram 230 kg de amido.  

 A produtividade é o fator mais importante a ser considerado para 

escolha do biocatalisador a ser utilizado em um processo fermentativo. 

Longos tempos de fermentação podem gerar problemas de 

contaminação, tornando o mosto susceptível à ação de microrganismos 

contaminantes capazes de reduzir o rendimento fermentativo (Cherubin, 

2003). Com base nessas informações, três isolados - N43, BB4 e MB9 - 

foram selecionados para avaliação da estabilidade da população em 

meios contendo etanol. 

5.3. Identificação dos isolados 

A comparação das sequências obtidas da região D1/D2 de cada 

um dos isolados, com as sequências disponíveis no GenBank usando o 

programa BLASTn (Basic Locus Alignment Search Tool), permitiu a 

identificação dos mesmos a nível de espécie (Tabela 5). 
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Tabela 5. Alinhamento das sequências dos isolados via software Blast®. 

Isolado Descrição* Código* 
Ident 
(%) 

E-value 

N43 
Candida quercitrusa strain 

JHSb 
EF375703.1 100 0.0 

BB4 
Pichia kudriavzevii isolate 

JW2-1 
KU316741.1 100 0.0 

MB9  
Hanseniaspora opuntiae 

isolate JW11-4 
KU316739.1 100 0.0 

*Descrição e códigos das sequências alinhadas com maior identidade e cobertura. 

   O isolado N43, obtido do inhame e com a maior capacidade de 

conversão registrada, foi identificado como pertencente à espécie 

Cândida quercitrusa. Organismos desse gênero são reconhecidos como 

eficientes produtores de etanol, inclusive por meio da modalidade de 

bioprocesso consolidado para fermentação de matrizes complexas como 

amido e xilose (Okamoto et al., 2014). A exemplo, nos estudos realizados 

por Jefries (1981) e Oguntoyinbo (2008), a espécie C. guilliermondii, 

às vezes denominada como C. tropicallis, foi capaz de converter xilose e 

maltose até etanol sob condições aeróbicas, mas não sob condições 

anaeróbicas. O etanol foi produzido em maior velocidade pelas células 

em presença de meio mínimo enriquecido com xilose do que com glicose 

(Jeffries, 1981; Oguntoyinbo, 2008). 

Em 2012 foi isolada uma nova linhagem de C. shehatae ATY839 

capaz de produzir etanol a partir de xilose a 37 °C, sendo considerada a 

linhagem mais termotolerante dentre todas a C. shehatae (Tanimura et 

al., 2012). Mais tarde em um novo estudo foram identificadas espécies 

de C. subhashii apropriadas para converter diretamente o amido em 

etanol, atingindo produções de até 6 g.L-1 a partir de 10% m/v de amido 

(Tanimura et al., 2015), habilidade também determinada para C. 

albicans a partir de 5% m/v de amido (Aruna et al., 2015) e C. tropicalis a 

partir de 9% m/v de amido (Jamai et al., 2007) Tamanha eficiência foi 

associada à capacidade dessas espécies de produzir grandes 

quantidades de glucoamilases e fermentar simultaneamente os açúcares 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_125711037
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_125711037
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liberados. A espécie C. quercitrusa já tinha sido caracterizada como 

produtora de arabitol, um poliálcool utilizado como edulcorante na 

indústria de alimentos (Kordowska-Wiater, 2015), mas até então não 

havia sido descrito nenhuma cepa dessa espécie capaz de produzir 

etanol. 

As espécies pertencentes ao gênero Pichia possuem um grande 

potencial biotecnológico, como por exemplo, as espécies P. pastoris e P. 

angusta, utilizadas na expressão de proteínas recombinantes; e P. stipitis 

e P. kudriavzevii, capazes de fermentar xilose para produção de etanol 

(Caspeta et al., 2012). Leveduras da espécie P. kudriavzevii, à qual 

pertence o isolado de maior produtividade, BB4, podem ser utilizadas na 

biorremedação dos solos, pois produzem a enzima fitase e hidrolisam o 

fitato, liberando fósforo (Chan et al., 2012). P. kudriavzevii MTCC 5493 é 

caracterizada como uma levedura oleaginosa, capaz de produzir biodiesel 

a partir de substratos de baixo custo como o glicerol cru, o que permitiria 

uma redução nos custos de produção deste combustível (Sankh et al., 

2013) .  

Em 2016, a cepa P. kudriavzevii ITV-S42 foi isolada a partir de 

fermentados de sorgo doce e caracterizada, apresentando osmotolerância 

(acima de 200 g.L-1 de glicose), termotolerância (até 40 ºC), tolerância a 

ácido acético e à presença de furfural e 5-hidroximetilfurfural (Díaz-Nava 

et al., 2017). Espécies do gênero Pichia mostram-se como 

microrganismos com alto potencial nos diferentes processos 

biotecnológicos, oferecendo soluções a gargalos encontrados em 

pesquisa e a nível industrial, como resistência a altas temperaturas, pHs 

variados, altas concentrações de substratos, dentre outros.   

O gênero Hanseniaspora, ao qual pertence a levedura MB9, se 

diferencia a partir da produção e tolerância aos níveis de etanol (MOLINA, 

2007). Mesmo não apresentando boa capacidade de produção de etanol 

durante a fermentação do vinho, elas contribuem com características 

sensoriais, produzindo compostos aromáticos como ésteres, aldeídos e 

álcoois, entre outros (Fleet, 1993). Recentemente, foi observado que H. 
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opuntiae ou H. guilliermondii exercem um papel importante na formação 

de compostos voláteis, que contribuíram para a aceitação do aroma do 

vinho, embora tenham um período de fermentação menor que 

a Saccharomyces cerevisiae (SILVA, 2014). 

5.4. Efeito do etanol sobre os isolados 

Após determinação da razão da inibição do etanol sobre a 

velocidade de crescimento das leveduras, constatou-se que as leveduras 

apresentaram comportamentos diferentes com a variação das 

concentrações de etanol testadas.  

Tabela 6. Avaliação da sobrevivência (%) das leveduras nas diferentes concentrações 

de etanol testadas. 

Concentrações 
de etanol (g·L-1) 

Leveduras 
N43 BB4 MB9 

0 100 aA 100 aA 100 aA 

50 89,5 ± 2,1 aB 83,5 ± 2,1 bB 93,0 ± 1,4 aB 

70 67,0 ± 3,0 bC 66,0 ± 0,3 bC 86,5 ± 2,1 aC 

100 n.d. 50,5 ± 2,1 bD 68,5 ± 2,1 aD 

120 n.d. n.d. n.d. 

150 n.d. n.d. n.d. 

* Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma linha (letras minúsculas) não diferem 

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Médias seguidas pela mesma letra em uma 

mesma coluna (letras maiúsculas) não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 

0,05). 

n.d. = não foi observada multiplicação celular em nenhuma das repetições. 

 

Em geral, MB9 possui maior resistência ao etanol em relação aos 

demais, enquanto que N43 apresentou menor resistência ao etanol, 

sendo a concentração de 100 g·L-1 (12,7 ºGL) suficiente para causar a 

completa inibição do seu crescimento. Os isolados BB4 e MB9 

apresentaram comportamento similar, com inibição completa observada 

em valores de 120 g·L-1 (15,2 ºGL) e 150 g·L-1 (19,1 ºGL).  
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O etanol é um inibidor natural da multiplicação de microrganismos 

pois aumenta a fluidez da membrana plasmática, destruindo sua 

integridade, reduzindo a disponibilidade de água, o que induz a 

desnaturação e inibição de enzimas glicolíticas (Silva, Da, Batistote e 

Cereda, 2013). As leveduras são capazes de responder a esse efeito, o 

que envolve vários aspectos da sinalização celular, transdução de sinal, 

controle transcricional e pós-traducional, reparo das proteínas 

desnaturadas, alteração na composição da membrana, como aumento n 

número de molécullas de ácidos graxos insaturados e ergosterol, 

necessitando de um tempo de adaptação para responder ao estresse 

proporcionado pelo etanol (Ding et al., 2009). Durante o processo 

fermentativo de produção de etanol, o aumento da concentração desse 

metabólito é gradativo no meio, podendo-se inferir que os isolados em 

estudo podem ser capazes de se desenvolver em soluções ainda mais 

concentradas desse composto.  

Considerando a elevada produtividade e estabilidade a meio 

contendo etanol, a levedura BB4 foi selecionada para a avaliação das 

condições de processo visando maiores rendimentos em etanol.   

5.5. Efeito da concentração de amido sobre a produção de etanol  

 A levedura BB4 foi capaz de fermentar diretamente o mosto de 

amido até etanol até mesmo nas maiores concentrações de amido 

testadas, embora os maiores rendimentos tenham sido obtidos nas 

menores concentrações (Tabela 7). Concentrações baixas de amido 

permitem um melhor tratamento do meio de cultura, como a gelatinização, 

tornando-o mais fluido e reduzindo a retrogradação do amido presente, a 

qual impede o acesso da levedura aos grânulos.  
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Tabela 7. Produção, rendimento (YP/S) e eficiência (η) de etanol nas diferentes 

concentrações testadas de amido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Resultados obtidos pela média de três repetições.  

 A determinação da capacidade fermentativa da levedura BB4 nos 

mostos com altas concentrações é necessária uma vez que, 

tradicionalmente, as concentrações de amido nos mesmos oscilam em 

uma faixa de 12 – 38% m/v (Bialas, Czerniak e Szymanowska-

Powalowska, 2014). À medida que a concentração do substrato no mosto 

aumenta, há a necessidade de maior quantidade de enzimas para a 

quebra dos grânulos de amido, podendo levar à necessidade de adição 

de enzimas exógenas, o que oneraria o processo. O fato de a levedura 

BB4 ter sido capaz de fermentar diretamente o amido a etanol mesmo nas 

concentrações de substrato mais elevadas reforça seu potencial uso 

nessa indústria e a necessidade de padronização das condições de 

processo visando aumento de sua produtividade. 

5.6. Seleção da modalidade do processo fermentativo 

O tratamento SHF foi o que levou à maior produtividade de etanol 

pela levedura BB4 (Tabela 8). Embora o processo SSF seja 

Concentração de amido 
( g.L-1) 

Etanol  
(g.L-1) 

Yp/s etanol 

(g.g-1) 
η etanol 

(%) 

5 2,360 0,425 83,377 

10 3.100 0,279 54,760 

15 1,910 0,114 22,493 

20 1,545 0,069 13,646 

25 2,685 0,097 19,144 

30 3,420 0,102 20,137 

35 0,825 0,021 4,163 

40 1,845 0,041 8,147 

45 1,390 0,027 5,456 

50 1,470 0,026 5,193 

55 0,930 0,015 2,986 

60 0,860 0,012 2,531 



46 
 

rotineiramente empregado como uma forma de aumentar a produção de 

etanol, reduzindo os tempos de fermentação, o emprego desta 

modalidade de processo, nas condições avaliadas, levou às menores 

concentrações de etanol obtidas. Dessa forma, sugere-se trabalhar com 

tratamento SHF usando a levedura BB4.  

Tabela 8. Parâmetros de rendimento da levedura BB4 nos tratamentos de sacarificação 

e fermentação separados (SHF), sacarificação e fermentação simultâneos (SSF) e 

bioprocesso consolidado (CBP). 

*Resultados obtidos pela média de três repetiôes, obtidas dos três tratamentos: SHF, 

SSF, CBP.  

 Os tratamentos SHF e SSF, nos quais foi utilizada a enzima 

exógena, foram conduzidos durante 96 h e resultaram e baixas 

quantidades de amido residual graças à eficiência de hidrólise da enzima, 

disponibilizando os açúcares fermentescíveis em menor tempo em 

comparação com o CBP. Neste último, a levedura necessita de um maior 

tempo de adaptação para sintetizar as enzimas hidrolíticas capazes de 

clivar a matriz de amido e fornecer açúcares fermentescíveis. A baixa taxa 

de hidrólise refletiu na eficiência de conversão observada nesta 

modalidade de processo, a qual foi idêntica à encontrada no SHF, mesmo 

em uma concentração final de etanol 6 vezes inferior em 96 h de 

fermentação. A disponibilização dos açúcares de forma gradual também 

permitiu que a fermentação fosse mantida até o 10º dia de fermentação, 

quando foram cessadas as análises (Figura 4). 

Modalidade 
de 

processo 

Amido 
residual 
(g.L-1) 

Etanol 
(g.L-1) 

Yp/s etanol  

(g.g-1) 
Qp etanol (g.L-

1.h-1) η etanol (%) 

SHF 1,08 4,05 0,069±0,02 a 0,042±0,01 a 0,135±0,03 a 

SSF 2,46 1,02 0,018±0,01 a 0,011±0,01 b 0,035±0,01 a 

CBP 46,77 0,66 0,014±0,05 a 0,007±0,04 b 0,133±0,09 a 
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Figura 4. Produção de etanol pela levedura BB4 nas modalidades de processo de 

sacarificação e fermentação separados (SHF), sacarificação e fermentação 

 

De forma geral, nos tratamentos SHF e SSF a quantidade de 

substrato hidrolisado foi alta, correspondente a um potencial para 

produção de até de 35 g.L-1 de etanol. Deste valor, somente 11% foi 

obtido no tratamento SHF e 2,85% no SSF. Uma das explicações para a 

baixa eficiência de conversão da levedura nesses processos seria a 

possível indução de vias alternativas no metabolismo da levedura, gerada 

pelo excesso de açúcares no meio. Chandrakant e colaboradores 

(Chandrakant et al., 1991) descreveram a obtenção industrial de sorbitol a 

partir de hidrolisados de amido de milho e mandioca, evidenciando que 

existe a possibilidade de que a levedura BB4 tenha produzido esse 

composto além de etanol. Os cromatogramas obtidos ao final do processo 

fermentativo por essa levedura mostram que ela utilizou os açúcares 

hidrolisados para produzir outros compostos, tais como sorbitol (min. 17 

na figura 5), um poliálcool obtido a partir de glicose, e que a nível 

industrial é produzido a partir de hidrolisados de amido de milho e 

mandioca.  
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Figura 5. Cromatograma obtido durante a análise de produção de etanol da levedura 
BB4. O pico no min 17,376 supõe-se que representa o sorbitol produzido.  

 

6. CONCLUSÕES GERAIS 

 Neste trabalho foram isoladas linhagens de leveduras provenientes 

de fontes amiláceas para produção de etanol a partir de amido de 

mandioca industrial. As fontes amiláceas foram consideradas boas para a 

obtenção de microrganismos capazes de fermentar diretamente o amido. 

Dos 62 isolados obtidos, três deles (N43, BB4 e MB9) apresentaram a 

maior produtividade em etanol. 

 O isolado BB4, identificado como Pichia kudriavzevii, apresentou 

estabilidade em diferentes concentrações de etanol, tendo seu 

crescimento inibido seomente a partir de concentrações superiores a 100 

g·L-1. A modalidade de sacarificação e fermentação separadas (SHF) foi a 

mais eficiente na conversão do amido a etanol, com uma produção de até 

4,05 g·L-1. Dessa forma, a levedura BB4 pode ser indicada para a 

produção de etanol a partir de amido de mandioca industrial a partir dessa 

modalidade de processo. 
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