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RESUMO  

 

Diante da necessidade da transição da matriz energética mundial, o desenvolvimento 

biorrefinarias integradas surge como uma alternativa, promovendo a conversão de subprodutos 

em produtos de interesse à sociedade por meio de processos sustentáveis. Dentre os subprodutos 

disponíveis em abundância no Brasil, aqueles provenientes do processamento da cana se 

destacam, como o melaço e o bagaço de cana. O 2,3-butanodiol (BDO), por sua vez, é um 

composto químico de grande relevância industrial que possui ampla gama de aplicações, o qual 

é tradicionalmente produzido por rota não-renovável. Sua produção a partir de fontes 

renováveis representa um avanço significativo do ponto de vista de sustentabilidade. Neste 

sentido, o presente trabalho teve por objetivo contribuir para o desenvolvimento de um processo 

de produção de BDO a partir de subprodutos do processamento da cana-de-açúcar utilizando a 

levedura recombinante Saccharomyces cerevisiae HGS37. Primeiramente, avaliou-se a 

performance da cepa utilizando melaço como substrato. Apesar de apresentar metabolismo mais 

lento do que em glicose por conta da etapa de hidrólise da sacarose, a cepa foi capaz de produzir 

56,1 g/L de BDO com uma produtividade de 0,6 g/L/h ao utilizar melaço. Adicionalmente, o 

uso deste subproduto rico em nutrientes permitiu a remoção da suplementação do meio. Em 

seguida, as condições de processo foram avaliadas por meio de um planejamento experimental 

2³ variando densidade ótica inicial (DO0 5-50), pH (4-6) e concentração inicial de etanol (5-40 

g/L), onde observou-se que a concentração inicial de células impacta significativamente a 

produção de BDO, com a maior conversão de açúcares e produção de BDO (69,5% e 54,67 

g/L) obtidas utilizando DO0 50, pH 6 e 5g/L de etanol. Neste sentido, visando aumentar a carga 

de células no processo, a imobilização celular aumentou significativamente a eficiência da cepa 

em melaço, alcançando resultados notáveis em produção de BDO (122,99 g/L) e produtividade 

(1,28 g/L/h). A levedura também apresentou bom desempenho em hidrolisado de bagaço de 

cana sem destoxificação, atingindo 92,15% do rendimento teórico de BDO. Por fim, a produção 

de BDO em um processo integrado utilizando hidrolisado e melaço mostrou-se uma estratégia 

interessante para alcançar concentrações elevadas de BDO, acima de 100 g/L, em menor tempo 

de processo (reduzindo de 96 para 72 horas). Esses resultados reforçam o potencial da cepa 

HGS37 e a viabilidade técnica da produção de BDO por fermentação utilizando melaço e 

hidrolisado lignocelulósico como substratos.  

  

Palavras chaves: 2,3-Butanodiol; Biorrefinaria; Saccharomyces cerevisiae; Levedura 

recombinante; Melaço; Biomassa lignocelulósica  



 
 

ABSTRACT  

 

In light of the global need to transition the current energy matrix, the development of integrated 

biorefineries emerges as a promising alternative by enabling the conversion of by-products into 

value-added compounds through sustainable processes. Among the abundantly available by-

products in Brazil, those derived from sugarcane processing—such as molasses and bagasse—

are particularly noteworthy. 2,3-Butanediol (BDO) is a highly relevant chemical compound 

with a wide range of industrial applications and is traditionally produced via non-renewable 

routes. Its production from renewable sources represents a significant advance in terms of 

sustainability. In this context, the present study aimed to contribute to the development of a 

BDO production process using by-products from sugarcane processing and the recombinant 

yeast Saccharomyces cerevisiae HGS37. Initially, the performance of the strain was evaluated 

using molasses as the substrate. Despite exhibiting a slower metabolism compared to glucose 

due to the need for sucrose hydrolysis, the strain was able to produce 56.1 g/L of BDO with a 

productivity of 0.6 g/L/h when cultivated in molasses. Additionally, the nutrient-rich 

composition of molasses enabled the elimination of medium supplementation. Subsequently, 

process conditions were assessed through a 2³ factorial experimental design, varying initial 

optical density (OD₀ 5–50), pH (4–6), and initial ethanol concentration (5–40 g/L). The results 

indicated that the initial cell density significantly influenced BDO production, with the highest 

sugar conversion (69.5%) and BDO titer (54.67 g/L) achieved under conditions of OD₀ 50, pH 

6, and 5 g/L ethanol. To further enhance cell loading, cell immobilization significantly improved 

the strain's performance in molasses, leading to remarkable BDO production (122.99 g/L) and 

productivity (1.28 g/L/h). The yeast also performed well in non-detoxified sugarcane bagasse 

hydrolysate, reaching 92.15% of the theoretical BDO yield. Finally, BDO production in an 

integrated process using both hydrolysate and molasses proved to be an effective strategy to 

achieve high BDO concentrations (above 100 g/L) in a shorter process time (reduced from 96 

to 72 hours). These findings highlight the potential of the HGS37 strain and the technical 

feasibility of BDO production via fermentation using molasses and lignocellulosic hydrolysate 

as substrates. 

  

Keywords: 2,3-Butanediol; Biorefinery; Saccharomyces cerevisiae; Recombinant yeast; 

Molasses; Lignocellulosic biomass.  
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

O aquecimento global representa uma grande ameaça a biodiversidade animal e vegetal 

e por isso é uma das pautas de maior preocupação no atual cenário geopolítico (YUAN et al., 

2022). Atualmente, os combustíveis fósseis são as principais fontes de energia e para muitos 

especialistas e pesquisadores ambientais também são os principais responsáveis pelos danos 

ambientais e atmosféricos presenciados na atualidade (NONG; SIMSHAUSER; NGUYEN, 

2021).  

Para minimizar as previsões sobre o aquecimento global, iniciativas são firmadas entre 

diferentes nações, como o acordo de Paris na 21ª Conferência das Partes (COP21), onde 196 

países se responsabilizaram em reduzir as emissões de gases de efeito estufa em um contexto 

de desenvolvimento sustentável. Mais recentemente, na Conferência das Partes (COP28), 

realizada em Dubai, Emirados Árabes Unidos, em 2023, a urgência de uma transição energética 

global foi enfatizada, a qual deve ser baseada em processos sustentáveis, com matérias primas 

renováveis (BRASIL, 2024).  

Nesse contexto, surge o conceito de biorrefinaria como uma estratégia importante para 

a transição energética global para uma matriz renovável, a qual consiste em uma unidade 

industrial que contempla uma ampla conversão de biomassa vegetal em biocombustíveis e 

químicos de alto valor agregado com o objetivo de substituir os recursos fosseis (RAMOS, 

2023). A lignina, a celulose e a hemicelulose são os principais componentes da biomassa vegetal 

e são valorizadas pelas biorrefinarias de forma que o interesse principal é na criação de rotas 

produtivas que transformem esse material lignocelulósico em produtos de alto valor agregado 

(USMANI et al., 2021). A utilização dessas matrizes biológicas para a produção de 

combustíveis é uma estratégia de integração desses insumos na indústria defendida pela 

economia circular, que visa a produção em larga escala de produtos aliando o ser sustentável 

com a rentabilidade (UBANDO; FELIX; CHEN, 2020).  

O potencial da biomassa como matéria prima em processos fermentativos está ligado à 

sua composição, onde celulose e hemicelulose são frações ricas em açúcares fermentescíveis. 

Porém, para se utilizar a biomassa lignocelulósica é necessário que antes haja um pré-

tratamento, que consiste na quebra da estrutura recalcitrante da biomassa para que ocorra a 

liberação da celulose e da hemicelulose da estrutura da matriz da lignina (KUMAR; VERMA, 

2021). Essa etapa tem por objetivo facilitar o acesso aos açúcares fermentescíveis para o 

processo de sacarificação e aumentar o rendimento do produto. O passo subsequente ao pré-

tratamento da biomassa é a hidrolise, etapa onde as frações celulósica e hemicelulósica são 
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convertidas em açúcares fermentescíveis, geralmente pela ação de enzimas hidrolíticas, de 

forma que o grande desafio dessa etapa é o custo elevado dos coquetéis enzimáticos necessários 

(RAMOS, 2023).  

No Brasil, a biomassa mais abrangente é a cana-de-açúcar, cuja produção, segundo a 

Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) está estimada em 678,67 milhões de toneladas 

de cana na safra de 2024/25 Os principais produtos feitos a partir do processamento da cana de 

açúcar são o etanol e o açúcar, cuja produção ultrapassa os 36,08 bilhões de litros para o 

biocombustível e 44 milhões de toneladas para o açúcar (BRASIL, 2024). Além do mais, o 

processamento da cana-de-açúcar gera subprodutos com potencial como matéria-prima em 

bioprocessos para obtenção de diversos produtos de interesse a sociedade, sendo que os 

principais são o melaço, a palha e o bagaço de cana (BRASIL, 2023).  

Um importante composto que pode ser produzido a partir de subprodutos do 

processamento da cana de açúcar é o 2,3-butanodiol (BDO), um produto químico de plataforma 

com inúmeras aplicações industriais. O BDO pode ser convertido em um aditivo de combustível 

atraente, também tem seu uso como agente anticongelante, além de poder ser convertido em 

monômeros para a produção de borracha sintética. Atualmente, sua produção está relacionada 

a processos químicos a partir do petróleo por meio da hidrólise do óxido de 2,3-butano em um 

processo com uso intenso de energia e prejudicial ao meio ambiente (HUO et al., 2022).  

A produção de compostos de alto valor agregado a partir de biomassa por bioprocessos 

é a alternativa mais interessante na transição da matriz energética, uma vez que podem 

contribuir significativamente para a viabilidade econômica da biorrefinaria baseada em 

biomassa lignocelulósica. Graças aos avanços na engenharia genética, a produção microbiana 

de BDO tem se tornado promissora. O desafio enfrentando nesse tipo de produção são os baixos 

rendimentos e altos custos de produção, o que leva à necessidade do desenvolvimento de cepas 

de microrganismos eficientes, capazes de utilizar substratos baratos e de fácil acesso para que 

o BDO se torne uma plataforma química acessível (HAKIZIMANA; MATABARO; LEE, 

2020).  

A cepa Saccharomyces cerevisiae HGS37 que foi desenvolvida pelo grupo do Prof. 

Johan M. Thevelein da NovelYeastbv (Bélgica) é um destaque na produção de BDO visto que 

exibiu um rendimento de 96% do máximo teórico (0,51 g/g) em cultivos com as células livres 

utilizando glicose como substrato, atingindo 120-130 g/L de BDO e uma alta produtividade de 

1,58 g/L/h com níveis mínimos de acetoína e glicerol produzidos como subprodutos (HUO et 

al., 2022). Estes valores são significativamente superiores aos comparados na literatura, como 
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reportado por Amraoui et al. (2022); Lee et al., (2022); Roncal et al. (2023) que obtiveram 

concentrações de BDO de 9,5g/L; 69,2 g/L e 18g/L, respectivamente.  

Porém, muitos esforços vêm sendo dedicados ao desenvolvimento de novas cepas, mas 

pouco da engenharia de bioprocessos para a produção de BDO é explorado, de forma a se obter 

um processo escalonável. Adicionalmente, há uma carência de estudos de produção BDO 

utilizando meios industriais, o que torna de grande relevância a avaliação destes 

microrganismos em condições reais de processo, uma vez que a presença de compostos 

inibidores do metabolismo microbiano provenientes da etapa de pré-tratamento, assim como a 

presença de lignina residual, pode interferir significativamente no desempenho da levedura, 

levando à baixos rendimentos e produtividades.  

A imobilização celular, por sua vez, é uma técnica que além de permitir a fácil 

recuperação das células, pode aumentar a produtividade e a estabilidade do biocatalisador, uma 

vez que permite o uso de elevada carga celular e a matriz de imobilização cria um efeito protetor 

às células por conta do microambiente dentro das esferas do biocatalisador (SOARES et al., 

2022). Outro aspecto que reforça a importância da imobilização celular é a simplificação dos 

processos de separação e purificação dos produtos, devido à ausência de células livres no meio. 

Essa característica torna a imobilização celular uma estratégia promissora para otimizar o 

desempenho produtivo de microrganismos em fermentações e outros bioprocessos (ZHENG; 

LIANG, 2024).  

Dessa forma, o presente trabalho buscou contribuir para o desenvolvimento de uma 

tecnologia escalonável para a produção de BDO, empregando a levedura recombinante de alto 

desempenho HGS37. O processo proposto integra o uso de subprodutos do processamento da 

cana-de-açúcar, utilizando como substratos tanto o melaço, proveniente da produção de açúcar, 

quanto o bagaço de cana, obtido após a moagem da matéria-prima.  
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2.  OBJETIVOS  

 

O objetivo geral desse trabalho foi contribuir para o desenvolvimento de estratégias para 

a valorização de subprodutos de cana-de-açúcar na produção de 2,3-butanodiol (BDO) 

utilizando a levedura recombinante de alta performance Saccharomyces cerevisiae HGS37.  

Objetivos específicos:  

• Avaliar a performance da levedura HGS37 na produção de BDO utilizando melaço de 

cana como substrato e selecionar as condições de processo mais adequadas; 

• Avaliar a produção de BDO utilizando células imobilizadas;   

• Avaliar a performance da levedura HGS37 na produção de BDO utilizando hidrolisado 

celulósico de cana como substrato;  

• Estudar a produção de BDO a partir de meios industriais reais baseados em melaço de 

cana e hidrolisado celulósico de bagaço de cana, considerando um processo integrado.   
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3.  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

  

3.1  Desenvolvimento de bioprocessos sustentáveis  

O aquecimento global constitui uma ameaça significativa à biodiversidade terrestre e, 

devido aos seus impactos abrangentes, configura-se como uma das principais questões de 

preocupação no cenário geopolítico contemporâneo. Esse fenômeno pode ser retratado como o 

aumento da temperatura média da terra, que é ocasionado graças ao aumento exponencial dos 

gases do efeito estufa proporcionado após a revolução industrial (YUAN et al., 2022). O 

dióxido de carbono (CO2) é o gás de efeito estufa mais abundante, sendo responsável por cerca 

de 55% da composição das emissões de gases do efeito estufa no mundo. A liberação de CO2 

na atmosfera está extremamente ligada a queima de combustíveis fosseis para a geração de 

eletricidade e calor, transporte e inúmeras outras aplicações (GRANGEIA; SANTOS; 

LAZARO, 2022).  

A projeção para o futuro acerca do efeito estufa e os gases que o compõem causam 

preocupação em inúmeras nações, visto que é esperado que as emissões de CO2 aumentem em 

37 gigatoneladas até 2035 e que a temperatura média da terra aumente em 2ºC até 2100 

(KIEHBADROUDINEZHAD et al., 2023). Esse aumento deriva do crescimento populacional 

mundial e do progresso industrial, que apesar de acarretar vários benefícios também ocasiona 

um aumento na demanda por energia. Hoje, os combustíveis fosseis são as principais fontes de 

energia e os principais responsáveis pelos danos ambientais e atmosféricos presenciados na 

atualidade (NONG; SIMSHAUSER; NGUYEN, 2021).  

Para reverter as previsões sobre o aquecimento global, em 2015 foi realizado o acordo 

de Paris na 21ª Conferência das Partes (COP21) da Convenção-Quadro das Nações Unidas 

sobre a Mudança do Clima (UNFCCC) em que 195 países integrantes aprovaram o acordo e se 

responsabilizaram em reduzir as emissões de gases de efeito estufa em um contexto de 

desenvolvimento sustentável. A geração de energia renovável e a eficiência energética são as 

principais pautas na descarbonização e na melhoria da qualidade ambiental (SHAH et al., 

2023).  

O Painel Intergovernamental sobre Mudanças Climáticas (IPCC), por meio dos 

relatórios de avaliação (AR5 e AR6), destaca que mais de 90% das emissões de gases de efeito 

estufa são atribuídas a atividades humanas. O aumento no consumo de combustíveis fósseis 

tem sido um dos principais responsáveis pela elevação dessas emissões, com aproximadamente 

metade dos gases emitidos permanecendo na atmosfera, intensificando o aquecimento global 

(MEHMOOD et al., 2024).  
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A mais recente Conferência das Partes (COP29), realizada em Baku, Azerbaijão, em 

2024, trouxe à tona novos relatórios especiais do IPCC sobre mudanças climáticas. A COP29 

foi marcada pelo lema "Solidariedade para um Mundo Verde" e teve como principal objetivo 

estabelecer uma nova meta de financiamento climático global. Entre os principais pontos 

discutidos, assim como na conferência anterior (COP28), o acordo estabelecido visa triplicar a 

capacidade global de geração de energia renovável, promovendo uma transição energética mais 

acelerada. Isso envolve a redução do uso de combustíveis fósseis e carvão mineral, além do 

aumento da adoção de combustíveis de transição e de tecnologias de captura de carbono e 

processos alternativos para obtenção de produtos tradicionalmente obtidos de fontes não 

renováveis (BRASIL, 2024).  

Nesse contexto, surge o conceito de biorrefinaria como uma estratégia importante para 

a transição energética global, a qual consiste em uma unidade industrial que contempla um 

processo principal (espinha dorsal) e uma ampla variedade de processos integrados de 

conversão de biomassa em biocombustíveis e químicos de alto valor agregado com o objetivo 

de substituir os recursos fosseis (KUMAR; VERMA, 2021).  

O principal motivo para as biorrefinarias ainda não serem a principal fonte de energia 

para o mundo, são os obstáculos técnicos, econômicos, sociais e regulatórios relacionados à sua 

implementação (MAKEPA; CHIHOBO, 2024). Tendo em vista esses problemas, as 

biorrefinarias em geral, necessitam estar sempre evoluindo a partir de tecnologias emergentes 

para ter melhorias de rendimentos, na eficiência e competividade frente ao mercado. 

Existem diversos tipos de biorrefinarias, que podem utilizar uma ampla variedade de 

subprodutos e métodos para alcançar seus objetivos de produção, com destaque para as 

biorrefinarias de algas, as biorrefinarias lignocelulósicas e as biorrefinarias de resíduos urbanos 

(SHARMA et al., 2025; RAMANDANI et al., 2025). Entre os produtos obtidos por meio dessas 

instalações industriais, destacam-se os biocombustíveis, como biodiesel e etanol; combustíveis 

gasosos, como o biogás, biohidrogênio e biometano; ácidos orgânicos; pigmentos; 

biopolímeros; químicos de plataforma como butanodiol e propanodiol; e produtos de alto valor 

agregado como ácido hialurônico e xilooligossacarídeos (GAUR et al., 2024; PATEL et al., 

2025). Adicionalmente, um fator crucial para a consolidação das biorrefinarias em comparação 

às refinarias tradicionais baseadas em combustíveis fósseis é a produção de produtos de alto 

valor agregado (HVLV – do inglês High-value Low-volume). Esses produtos possuem um valor 

unitário significativamente maior em relação aos produtos de baixo valor agregado (LVHV – 

do inglês Low-value High-volume). Exemplos de HVLV incluem produtos farmacêuticos, 
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cosméticos e químicos, enquanto exemplos de LVHV são biocombustíveis (SADHUKHAN et 

al., 2024).  

Essa gama de produtos e processos que podem ser implementados nas biorrefinarias 

está alinhada ao conceito de economia circular, que busca minimizar a formação de resíduos, 

as emissões e as perdas de energia, além de otimizar o aproveitamento dos recursos, como a 

biomassa e os subprodutos do seu processamento. Isso é alcançado através da melhoria contínua 

dos processos e da implementação de novas tecnologias (GAFFEY et al., 2024). 

Adicionalmente, a diversificação do portifólio de produtos de uma biorrefinaria pela inclusão 

de diferentes processos de produção de novos produtos por rotas sustentáveis, pode contribuir 

expressivamente com a viabilidade econômica da planta (MANICARDI et al., 2023). Um 

produto de alto valor agregado (HVLV) com inúmeras aplicações e que pode ser produzido por 

rotas biológicas utilizando subprodutos do processamento de cana-de-açúcar é o 2,3-butanodiol 

(BDO). A inclusão do BDO na cadeia produtiva das biorrefinarias não só agregaria valor 

significativo, mas também otimizaria o aproveitamento máximo da biomassa (GOUWS et al., 

2024).  

  

3.2  Subprodutos do processamento da cana-de-açúcar  

No Brasil, a maior parte das biorrefinarias atuais concentra-se na coprodução de açúcar, 

etanol e bioeletricidade utilizando a cana-de-açúcar como matéria-prima. De acordo com a 

Figura 3.1, nota-se que o processamento da cana-de-açúcar nas biorrefinarias brasileiras gera 

diversos subprodutos, como a palha e o bagaço da cana, o melaço proveniente da produção de 

açúcar, a vinhaça e CO2, cada um deles adequado para diferentes usos (BATLLE et al., 2022). 

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

etanol e açúcar no Brasil na safra de 2024/25 está estimada respectivamente em 678,67 milhões 

de toneladas de cana, 36,08 bilhões de toneladas para o biocombustível e 44 milhões de 

toneladas de açúcar (BRASIL, 2024). 
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Figura 3.1. Fluxograma de uma biorrefinaria para a produção de etanol 1G e açúcar a 

partir de cana-de-açúcar (Adaptado de Nogueira et al., 2008). 

 

 

O melaço da cana-de-açúcar é um subproduto da produção de açúcar. É um líquido 

viscoso, de cor marrom escuro e odor pronunciado, composto por aproximadamente 50% (m/m) 

de açúcar contendo (principalmente sacarose, glicose e frutose), juntamente com outros 

nutrientes, como ácidos orgânicos, vitaminas e minerais, bem como teor de nitrogênio variando 

de 0,5% a 0,9% (m/v) (Tabela 3.1), sendo um subproduto interessante para ser utilizado como 

substrato em bioprocessos em biorrefinarias integradas (EL ASRI et al., 2023; 

VANDENBERGHE et al., 2022).  
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Tabela 3.1. Composição química do melaço de cana-de-açúcar. 

Referências  Matéria 

seca (%)  

Sacarose  

(%)  

Cinzas  

(%)  

Proteínas  

(%)  

Nitrogênio 

g/Kg  

PALMONARI et al., (2020)  76,8  48,8  13,1  6,7  0,46  

ASSIS et al., (2023)  73,2  40,2  2,0  6,3  -  

MORDENTI et al.,(2021)  72,0  49,0  9,0  3,7  -  

AKAR; CANBAZ, (2016)  82,0  50,3  14,0  -  -  

MALAIKA et al., (2025)  60,0  40-68,5  -  -  -  

Média  72,8  48,5  9,5  5,6  0,46  

  

O dióxido de carbono (CO2) é o principal gás responsável pelo efeito estufa e 

desempenha um papel fundamental no ciclo do carbono, atuando em diversos processos 

naturais e industriais. Nas refinarias, independentemente de sua natureza, o CO2 é emitido para 

a atmosfera como um resíduo dos processos fermentativos assim como na queima dos 

compostos de origem fóssil, contribuindo para o aumento das concentrações atmosféricas desse 

gás e, consequentemente, para o agravamento do aquecimento global (PÉREZ- HERNÁNDEZ 

et al., 2023). Pesquisas recentes afirmam que caso a concentração de CO2 dobre, os efeitos 

adversos ocasionados por esse gás na atmosfera aumentariam cerca de 25% (SUN et al., 2024).  

Nas biorrefinarias, o CO2 é amplamente produzido, como por exemplo na produção de 

bioetanol por fermentação (0,48 gCO2/gAçúcar) a partir de biomassa. Nessas plantas industriais, 

o ciclo do carbono pode ser parcialmente compensado pela captura de CO2 da atmosfera durante 

o cultivo de biomassa, como por exemplo a cana-de-açúcar. Durante o crescimento, as plantas 

absorvem CO₂ por meio da fotossíntese, contribuindo para a mitigação das emissões geradas 

nos processos industriais, o que torna o ciclo de carbono mais sustentável em comparação com 

fontes fósseis de energia (LUO et al., 2024).  

A vinhaça (também denominada resíduo de lavagem, vinhaça rala ou efluente de 

destilaria) é um subproduto gerado durante a destilação para recuperação do etanol produzido. 

Quando tratada adequadamente, a vinhaça apresenta potencial para ser considerada um 

subproduto valioso, devido às suas propriedades e ao conteúdo de sua estrutura composta 

principalmente de moléculas orgânicas, incluindo ácidos, açúcares, álcoois, cetonas, aldeídos e 

ésteres. A partir da digestão anaeróbica da vinhaça por bactérias, é possível produzir biogás, o 
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que destaca ainda mais seu valor como recurso renovável quando tem o seu uso de forma 

adequada (MELLYANAWATY et al., 2024).  

A vinhaça, quando não adequadamente tratada, deixa de ser um subproduto para se 

tornar um resíduo altamente poluente, sendo significativamente mais agressiva que o esgoto 

doméstico. Isso se deve à sua composição rica em matéria orgânica, açúcares residuais, álcool, 

compostos não voláteis, fenóis, polifenóis, melanoidinas e metais pesados (SILVA et al., 2024). 

Além disso, a vinhaça pode alterar o pH de ecossistemas aquáticos e apresenta uma elevada 

demanda bioquímica de oxigênio (DBO), o que a torna um potencial contaminante do solo, 

bem como das águas subterrâneas e superficiais, agravando os impactos ambientais (DIAS et 

al., 2024).  

Outro subproduto de grande relevância, com ampla gama de aplicações, é a palha da 

cana-de-açúcar. Trata-se de um material lignocelulósico rico em nutrientes, composto 

principalmente por celulose, hemicelulose e lignina. Além de seu potencial como matéria-prima 

para processos biotecnológicos, a palha desempenha um papel crucial na proteção do solo, 

atuando como uma camada de cobertura que favorece a recomposição de nutrientes. Esse 

material também contribui para a redução das emissões de gases de efeito estufa, reforçando 

sua importância tanto ambiental quanto econômica (FIORANELLI; BIZZO, 2023).  

O subproduto mais abundante resultante do processamento da cana-de-açúcar é o 

bagaço de cana-de-açúcar. Este material é constituído predominantemente por celulose (26-

47%), hemicelulose (19-33%) e lignina (14-25%) (SIRIWONG et al., 2024). Essa biomassa é 

gerada em larga escala nos setores agroindustriais e agrícolas, sendo principalmente utilizada 

para a produção de energia. Por meio dos bioprocessos realizados em biorrefinarias, o bagaço 

representa matéria-prima importante a ser utilizada na produção de uma ampla variedade de 

produtos (HASSA et al., 2024). O bagaço de cana corresponde, em média, a 25–30% da massa 

da cana-de-açúcar processada. Isso significa que, para cada tonelada de cana moída, são gerados 

aproximadamente 250 a 300 kg de bagaço úmido. Esse valor pode variar dependendo do teor 

de fibra da cana, da eficiência da extração do caldo e do tipo de equipamento utilizado no 

processamento. Além disso, o bagaço gerado apresenta, em geral, um teor de umidade em torno 

de 50% (MATOS et al., 2021).  

  

3.3  Processamento da biomassa  

O potencial da biomassa lignocelulósica como matéria-prima está relacionado com sua 

composição, a qual é formada principalmente por celulose, hemicelulose e lignina (Figura 3.2). 

Estes materiais são valorizados pelas biorrefinarias de forma que o interesse principal é na 
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criação de rotas produtivas que transformem esse material em sua totalidade em produtos de 

alto valor agregado (USMANI et al., 2021).  

 

Figura 3.2. Estrutura da biomassa lignocelulósica (Adaptado de NORFARHANA et al., 

2024). 

 
  

A lignina é um material polifenólico e amorfo caracterizado por sua estrutura reticulada 

e que apresenta uma ampla gama de aplicações em diversas áreas, incluindo a produção de 

produtos químicos e intermediários industriais, biocombustíveis e energia, materiais e 

biomateriais, além de aplicações farmacêuticas e cosméticas. Entre os principais produtos 

derivados da lignina estão hidrocarbonetos renováveis, resinas, fibras de carbono e compostos 

BTX (benzeno, tolueno e xileno), entre outros (MARROCCHI, 2025). 

A celulose é um biopolímero constituído predominantemente por monômeros de 

glicose, os quais estão interligados por ligações glicosídicas β-1,4, organizando-se em regiões 

amorfas e cristalinas (OSEI-BONSU et al., 2024). Devido às suas propriedades físico-químicas 

e à sua abundância, a celulose apresenta ampla aplicação em diversos setores industriais, 

incluindo a produção de biocombustíveis, papel, plásticos biodegradáveis, fibras têxteis, entre 

outros produtos (EVARISTO et al., 2023). 

A hemicelulose é um dos componentes mais complexos da biomassa vegetal, sendo um 

polímero de estrutura amorfa composto por uma diversidade de monossacarídeos, incluindo 

pentoses (xilose, arabinose) e hexoses (glicose, galactose, manose). Representando 

aproximadamente 20–35% da biomassa vegetal, a hemicelulose possui potencial para aplicação 

em diversas indústrias, como a farmacêutica, alimentícia e química, entre outras (SCAPINI et 

al., 2021). 
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Porém, para se utilizar a biomassa lignocelulósica é necessária a realização de uma etapa 

de pré-tratamento, que consiste na quebra da estrutura recalcitrante da biomassa para que ocorra 

a liberação e solubilização da celulose e hemicelulose presente na estrutura da matriz da 

biomassa (Figura 3.3). Essa etapa tem por objetivo facilitar o acesso aos açúcares 

fermentescíveis para o processo de sacarificação e aumentar o rendimento em produto. 

 

Figura 3.3. Rompimento da estrutura lignocelulósica obtida a partir do pré-tratamento 

(Adaptado de RAMOS, 2023). 

 

 

Há inúmeras técnicas para o pré-tratamento, as quais são divididas em físicas, químicas, 

físico-químicas bem como biológicas (KUMAR; VERMA, 2021). Os métodos de pré-

tratamento utilizando agentes físicos e químicos são mais rápidos, mas também são mais caros 

e podem ser mais danosos ao meio ambiente do que os métodos biológicos (SALEEM et al., 

2024). Os pré-tratamentos físicos em sua maioria necessitam de alta energia e equipamentos 

especiais, o que aumenta o custo em geral. Por outro lado, os pré-tratamentos químicos 

precisam de uma quantidade de energia comparativamente menor, porém utilizam solventes e 

produtos químicos, que além de tornarem o processo menos verde também aumenta o custo do 

processo (LI et al., 2022). É observado que ao combinar e complementar variadas técnicas de 

pré-tratamento, essas podem ser facilitadas e ter necessidade energética menor em uma escala 

industrial (CULABA et al., 2022). A Figura 3.4 ilustra os diferentes métodos de pré-tratamento 

de biomassa disponíveis na atualidade.  

  



24 
 

Figura 3.4. Diferentes tipos de pré-tratamentos existentes para materiais lignocelulósicos 

(adaptado de AGUIAR et al., 2021). 

 

 

O pré-tratamento hidrotérmico é um método interessante do ponto de vista ambiental 

pois emprega apenas água, em contato com a biomassa lignocelulósica, sem a necessidade de 

catalisadores ou produtos químicos (SHEN et al., 2024). Esse processo gera uma fase sólida, 

predominantemente composta por celulose e lignina, e uma fração líquida, rica em hemicelulose 

despolimerizada e solubilizada (ZHENG et al., 2024). Basicamente, dentro de uma faixa de 

temperatura entre 160°C e 230°C, a constante de ionização da água aumenta, criando um 

ambiente ácido que facilita a degradação da biomassa. Após o pré-tratamento, ocorrem 

alterações estruturais na lignina e na celulose, resultando na redistribuição da lignina sobre a 

superfície da fibra, o que promove o aumento do tamanho dos poros e da área de superfície da 

celulose pré-tratada (AGUIAR et al., 2021). Simultaneamente, temperaturas mais elevadas 

promovem a dissolução de moléculas orgânicas pela água, devido à diminuição de sua constante 

dielétrica (KIM; JEONG, 2024). A autoionização da água em condições de alta temperatura e 

pressão promove a geração de íons hidrônio, que, em conjunto com o ácido acético liberado 

pela desacetilação das cadeias de hemicelulose, contribuem para a degradação das moléculas 

de hemicelulose. O pré-tratamento hidrotérmico é considerado uma alternativa ambientalmente 

sustentável devido a características como a baixa geração de inibidores, a ausência de 

catalisadores químicos, a solubilização eficiente da hemicelulose e o baixo custo operacional. 

No entanto, apresenta algumas desvantagens, como o alto consumo de água e o elevado gasto 

energético (MILESSI, 2017).  
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3.4 Hidrólise enzimática 

Para a liberação dos açúcares presentes na fração sólida pré-tratada, o passo subsequente 

ao pré-tratamento é a hidrólise, que converte as frações celulósica e hemicelulósica em açúcares 

fermentescíveis. Nesse contexto, podem ser empregadas duas abordagens principais: a hidrólise 

ácida, que utiliza ácidos minerais para a quebra das ligações glicosídicas; e a hidrólise 

enzimática, que se baseia na ação de enzimas celulolíticas e hemicelulolíticas para a conversão 

dos polímeros em monossacarídeos (SALIHU et al., 2015). A hidrólise ácida se caracteriza por 

sua alta velocidade de reação e baixo custo. No entanto, apresenta algumas desvantagens, como 

a necessidade de operar em condições severas, incluindo temperaturas elevadas, risco de 

corrosão e exigência de equipamentos especializados (HOSSEINZADEH et al., 2024). Além 

disso, a degradação dos açúcares durante a hidrólise ácida pode levar à formação de compostos 

inibidores, que podem comprometer a eficiência de processos fermentativos subsequentes 

(BARRETO et al., 2025). A hidrólise enzimática, por sua vez, ocorre em condições mais 

brandas, com temperaturas moderadas (40-50 °C) e pH entre 4 e 5 (MOYA et al., 2023). Além 

disso, apresenta maior especificidade e eficiência na conversão de açúcares quando comparada 

à hidrólise ácida, resultando em rendimentos superiores e menor formação de compostos 

inibidores (GOMES et al., 2022). O grande desafio dessa etapa é o custo elevado e a obtenção 

de um coquetel enzimático eficiente na hidrólise dos polissacarídeos da biomassa 

lignocelulósica, sendo que as enzimas celulases e hemicelulases são as responsáveis pela 

hidrolise da celulose e hemicelulose, respectivamente (RAMOS et al., 2023).  

As celulases são um conjunto de enzimas que desempenham um papel sinérgico na 

hidrólise da celulose: as endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases (EC 3.2.1.91) e a β-

glicosidase (EC 3.2.1.21). As endoglucanases atuam na clivagem das ligações internas da 

celulose (ligações glicosídicas β-1,4), enquanto as exoglucanases atuam na clivagem de 

ligações próximas às extremidades do oligossacarídeo para que a β-glicosidase, por sua vez, 

converta celobiose em glicose (RAMOS et al., 2022). A degradação da celulose pode ser 

facilitada por enzimas chamadas monooxigenases de polissacarídeos (LPMOs – EC 1.14.99). 

Essas enzimas atuam por meio de um mecanismo de oxidação, em que quebram as ligações nas 

cadeias de celulose, tornando-a mais acessível para outras enzimas degradarem (YUAN et al., 

2025). Ao oxidar certas regiões da cadeia de celulose, as LPMOs introduzem quebras estruturais 

que aceleram o processo de decomposição, complementando a ação de enzimas como as 

celulases, que fazem a hidrólise das ligações glicosídicas (SHARMA et al., 2024). Já para a 

degradação da hemicelulose remanescente na fração sólida, por possuir uma heterogeneidade 

na sua composição, é necessária uma mistura complexa de enzimas, como β-xilosidases (EC 
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3.2.1.37), mananases (EC 253-446-5), xilanases (EC 3.2.1.8) e arabinofuranosidase (EC 

3.2.1.55) para que ocorra a hidrólise (PENDSE et al., 2023). Essas enzimas podem ser 

classificadas em endo-xilanases, exoxilanases e β-xilosidases, de acordo com seu mecanismo 

de ação (KAUR et al., 2024). 

As xilanases são enzimas responsáveis pela degradação da xilana, catalisando a quebra 

das ligações β-1,4-glicosídicas entre os monômeros de xilose, o que resulta na conversão do 

xilana em oligossacarídeos menores e, eventualmente, em xilose livre (JAILANI et al., 2025). 

Atualmente, as xilanases possuem ampla aplicação industrial, sendo utilizadas na produção de 

biocombustíveis, alimentos e ração animal, além de desempenharem um papel fundamental na 

indústria de papel e celulose, entre outros setores (RASHID et al., 2024). Sua produção ocorre 

principalmente por bactérias, fungos e actinomicetos, com destaque para os gêneros 

Trichoderma, Aspergillus e Bacillus, considerados alguns dos principais produtores industriais 

dessas enzimas (MU et al., 2024).  

As β-xilosidases são enzimas de ampla aplicação industrial, derivadas de diversos 

microrganismos, especialmente fungos. Essas enzimas desempenham um papel essencial na 

hidrólise de materiais lignocelulósicos, promovendo a conversão de xilooligossacarídeos por 

meio da clivagem de suas extremidades não redutoras, o que resulta na liberação de resíduos de 

xilose como produtos da degradação da xilana (MARTINS et al., 2018).   

Além disso, enzimas acessórias, como α-L-arabinofuranosidase, α-Dglucuronidase (EC 

3.2.1.139) e acetil xilano esterase (EC 3.1.1.72), desempenham um papel fundamental na 

remoção das cadeias laterais do xilana. Atuando de forma sinérgica com outras enzimas 

hidrolíticas, essas enzimas auxiliam na degradação da estrutura da xilana, promovendo sua 

conversão em unidades monoméricas de xilose (CINTRA et al., 2017). Uma vez liberados, os 

açúcares fermentescíveis se encontram disponíveis para serem transformados em bioprodutos 

de interesse.  

  

3.5  2,3-Butanodiol (BDO)  

O 2,3-butanodiol (BDO) é um composto orgânico que possui dois grupos hidroxilas cuja 

estrutura molecular consiste em quatro átomos de carbono e apresenta três estereoisômoeros 

distintos. Este composto possui uma vasta gama de aplicações industriais, abrangendo os 

setores alimentício, farmacêutico, de combustíveis, cosmético e agrícola (NARISETTY et al., 

2022). Devido à sua estrutura molecular, o BDO pode participar de diversas reações químicas, 

incluindo desidratação e desidrogenação, ampliando seu potencial para a produção de vários 

derivados químicos (KARAYANNIS et al., 2024).  
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A fórmula química do BDO é C₄H₁₀O₂, com um peso molecular de 90,1 g/mol. O BDO 

(Figura 3.5) apresenta um ponto de ebulição que varia entre 177 e 182°C e um ponto de 

congelamento relativamente baixo, em torno de -60°C. Além disso, pode ser encontrado tanto 

no estado líquido quanto na forma cristalina e é uma substância inodora (MAINA et al., 2022).  

 

Figura 3.5. Estrutura do 2,3-butanodiol (BDO) (Adaptado de KIM et al., 2017). 

  (a) (b) (c) 

 
L-(+)-BDO Meso-BDO D-(+)-BDO 

(2S,3S)-; Forma dextrogira Forma opticamente inativa (2R,3R)-; Forma levogira 

   

 

O BDO apresenta grande relevância industrial devido à sua versatilidade estrutural, 

permitindo uma ampla gama de aplicações. É amplamente utilizado na produção de polímeros 

industriais, como o poliuretano comercialmente conhecido como "Vulkollan" (DUVAL et al., 

2022). Além disso, devido ao seu baixo ponto de fusão (-60 °C), o BDO demonstra potencial 

como agente anticongelante (AGLIARDI, 2018). Também encontra aplicação como aditivo em 

combustíveis, tintas de impressão, fumigantes e agentes umectantes. Entre os principais 

produtos químicos derivados do BDO, destacam-se a metil-etil-cetona, o 1,3-butadieno e o 

diacetil (GOUWS et al., 2024).  

Prevê-se que o mercado global de BDO atinja seu auge por volta de 2030 (JO et al., 

2024). Além disso, estima-se que o mercado de metil-etil-cetona, um dos principais derivados 

do BDO, avaliado em US$ 3,36 bilhões em 2021, apresente uma taxa composta anual de 

crescimento (CAGR) de 4,62% até 2030 (VARMA et al., 2024). Estima-se que o BDO atinja 

até 2032 e uma CAGR de 18,92% e 600 milhões de dólares anuais de valor de mercado em 

comparação aos atuais 150 milhões de dólares (Market Research Intellect, 2025, online). O 

preço de venda do BDO é em torno de 3,23 US$/kg (TINOCO et al., 2021). Seu valor comercial 

é calculado considerando também o mercado de seus derivados, como a metil-etil-cetona, que 

é formada pela desidratação do BDO e é usada como aditivo de combustível ou solvente para 

resinas (TORRES-VINCES et al., 2020).  



28 
 

O processo de recuperação do BDO representa um dos principais desafios para sua 

produção em larga escala, devido ao elevado ponto de ebulição e à alta hidrofilicidade da 

molécula, associados às baixas concentrações de produto obtidas ao final do processo 

fermentativo. Essas características dificultam a separação do BDO dos demais componentes da 

mistura reacional (JANKOVIC et al., 2025). Atualmente, a recuperação do BDO em 

bioprocessos é realizada predominantemente por meio da tecnologia de leito móvel simulado, 

um método de separação baseado em adsorção com fluxo contracorrente, desenvolvido e 

patenteado pela LanzaTech. Embora essa técnica apresente alta eficiência, seu elevado custo 

operacional limita sua aplicabilidade em larga escala. Uma alternativa promissora para a 

recuperação do BDO é a extração por salting-out (SOE), um processo de grande potencial que 

se baseia na redução da solubilidade das moléculas na fase aquosa devido ao aumento da 

concentração salina, favorecendo a separação do composto de interesse (KARAVANNIS et al., 

2024). 

Na atualidade, a produção de BDO está relacionada a processos químicos baseados em 

petróleo, especificamente através da hidrólise do óxido de 2,3-butano. Este processo é 

altamente intensivo em energia e prejudicial ao meio ambiente (HUO et al., 2022). 

Adicionalmente, de acordo com Tinoco et al., (2021), o preço de químicos de plataforma deve 

ficar em torno de 1 US$/kg para ser viável, de forma que a produção via rota biotecnológica a 

partir de matérias-primas de baixo custo pode ser uma estratégia para se atingir competitividade 

de mercado.  

Dentre microrganismos que naturalmente produzem BDO se destacam Klebsiella 

pneumoniae, atingindo 150 g/L de produto em batelada alimentada (MA et al., 2009), e Serratia 

marcescens com 139,9 g/L de BDO (ZHANG et al., 2010). No entanto, ambas as bactérias são 

patogênicas, e a atenção da biotecnologia para a produção industrial de BDO vai para 

microrganismos com status geralmente reconhecido como seguro (GRAS – do inglês Generally 

Recognized as Safe).  

Graças aos avanços na engenharia genética, a produção microbiana de BDO tornou-se 

promissora. No entanto, o desafio nesse tipo de produção é a baixa produtividade e os altos 

custos de produção, o que torna necessário desenvolver cepas eficientes, capazes de utilizar 

substratos baratos e de fácil acesso, para que o BDO obtido por rota sustentável se torne uma 

plataforma química viável (HAKIZIMANA et al., 2020).  
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3.6  Microrganismos produtores de 2,3-Butanodiol   

A produção de BDO por rota microbiana apresenta-se como uma alternativa mais 

sustentável quando comparada à produção a partir de combustíveis fósseis. Diversas bactérias, 

incluindo Bacillus, Enterobacter, Klebsiella, Ralstonia, Paenibacillus, Serratia marcescens, 

além de leveduras geneticamente modificadas como Saccharomyces cerevisiae (YG01_SDBN 

e YPH499/pol3/BD_392), podem ser empregadas na produção de BDO (FERNÁNDEZ-

DELGADO et al., 2024).  

Em escala laboratorial, o principal substrato utilizado para a produção biológica de BDO 

é a glicose. No entanto, a glicose comercial é um substrato de custo elevado e um importante 

produto alimentício, o que motiva a busca por substratos alternativos que não comprometam a 

rentabilidade das biorrefinarias e não concorram como recursos alimentares. Entre esses 

substratos alternativos, destacam-se o glicerol bruto, melaço de cana-de-açúcar e biomassa 

lignocelulósica (JIANG et al., 2021).  

Os microrganismos selvagens produtores de BDO geralmente apresentam baixa 

eficiência na síntese de BDO a partir de xilose. Isso ocorre principalmente porque muitos desses 

microrganismos não conseguem metabolizar eficientemente os açúcares presentes nas 

biomassas lignocelulósicas. A xilose, um dos principais componentes desses materiais, 

representa um desafio significativo para a conversão biológica em BDO devido à limitada 

capacidade metabólica dos microrganismos naturais em utilizar esse açúcar como fonte de 

carbono (YANG; ZHANG, 2019).  

A busca por células capazes de metabolizar novos substratos e fontes de nitrogênio, 

como alternativa à glicose, ao extrato de levedura e à peptona, é essencial para reduzir os custos 

operacionais de biorrefinarias, particularmente na produção de BDO. Tinoco et al. (2024) 

investigaram a utilização da cepa Paenibacillus peoriae NRRL BD- 62 para a produção de 

BDO, substituindo fontes comerciais de carbono e nitrogênio por substratos mais econômicos, 

como melaço de cana-de-açúcar, licor de maceração de milho e cloreto de amônio. O estudo 

demonstrou uma economia de 75,2% nos custos operacionais, com a célula produzindo BDO 

de alta pureza óptica, alcançando um título de 8,56 g/L e um rendimento de 0,28 g/g. Esses 

resultados destacam o potencial do uso de substratos alternativos, promovendo uma abordagem 

mais sustentável para bioprocessos industriais.  

A polpa de beterraba sacarina (SBP), um subproduto relevante da indústria 

sucroalcooleira, é geralmente utilizada na alimentação de bovinos e suínos como fonte de fibras. 

Narisetty et al. (2022) investigaram o uso do SBP como substrato, suplementado com 

hidrolisado de arabinose puro, em fermentações com uma cepa mutante de Enterobacter 
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ludwigii para a produção de BDO. O cultivo, conduzido em reatores de batelada alimentada, 

resultou na produção de 42,9 g/L de BDO, com um rendimento de 0,31 g/g.  

A cepa mutante de Enterobacter ludwigii também demonstrou capacidade de produzir 

BDO a partir de outras fontes de carbono, como o bagaço de malte, um subproduto da indústria 

cervejeira, e pães residuais (BW do inglês “bread waste”) da indústria alimentícia. Amraoui et 

al. (2021) investigaram a produção de BDO utilizando um mutante de Enterobacter ludwigii 

com bagaço de malte como substrato, alcançando um rendimento de 0,48 g/g e um título de 9,5 

g/L de BDO. Narisetty et al. (2022), com o objetivo de reaproveitar pães residuais, utilizaram 

como substrato para a produção de BDO por E. ludwigii. Em reatores de batelada alimentada, 

utilizando glicose pura e hidrolisados ácidos e enzimáticos dos pães, obtiveram títulos de BDO 

de 144,5, 135,4 e 138,8 g/L após 96 horas, com rendimentos de 0,47, 0,42 e 0,48 g/g, 

respectivamente.  

O coeficiente de transferência volumétrica de oxigênio, conforme os resultados obtidos 

no estudo de Maina et al. (2021), tornou-se um parâmetro crucial para aumentar a eficiência da 

produção de BDO por Bacillus amyloliquefaciens. Os melhores resultados foram observados 

em biorreatores com fermentações descontínuas. No estudo, foram realizados experimentos 

utilizando resíduos de pães como substrato, resultando em uma produção de BDO de 55,2 g/L. 

Além disso, foi observado que o baixo fornecimento de oxigênio favorece a produção de BDO.  

O estudo realizado por Ebrahimian et al. (2022) relatou a produção de 42,5 g de BDO 

por quilograma de fração biodegradável de resíduos sólidos urbanos, utilizando fermentação 

com culturas de Clostridium acetobutylicum e Enterobacter aerogenes. A pesquisa destacou 

uma vantagem sinérgica significativa no cocultivo bacteriano, por meio de bioprocessamento 

integrado para a geração de biocombustíveis, quando comparado aos monocultivos de C. 

acetobutylicum ou E. aerogenes. O processo integrou várias etapas, incluindo pré-tratamento 

com etanol, hidrólise enzimática, fermentação com cocultivo bacteriano e digestão anaeróbica 

dos sólidos residuais não fermentados. O melaço de cana é um importante subproduto do 

processamento de cana-de-açúcar, com isso o estudo de Omeroglu et al. (2024) utilizou células 

imobilizadas da cepa Bacillus licheniformis BD43 para realizar uma fermentação utilizando 

melaço como substrato, obtendo 31,6 g/L de BDO ao fim do processo.  

  

3.7  Desenvolvimento de microrganismos para produção de 2,3-Butanodiol  

A capacidade de metabolizar diferentes substratos é um fator crucial para os 

microrganismos utilizados na produção de BDO. Com os avanços na engenharia genética, as 

pesquisas têm se concentrado nas possíveis modificações que podem ser realizadas nas cepas 
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para aumentar a eficiência da produção de BDO, utilizando uma variedade mais ampla de fontes 

de carbono. Essas modificações genéticas visam otimizar as vias metabólicas dos 

microrganismos, permitindo a utilização de substratos alternativos e não convencionais, o que 

pode reduzir os custos de produção e evitar a competição com recursos alimentares.  

O estudo realizado por Lee et al. (2022) teve como objetivo a produção de meso- BDO 

por meio da engenharia metabólica da cepa Saccharomyces cerevisiae. Para otimizar os 

rendimentos de produção, a cepa foi geneticamente modificada para eliminar a dependência de 

compostos formados por dois carbonos (C2), através da introdução de um gene negativo para 

piruvato descarboxilase (PDC) no contexto do efeito Crabtree. Além disso, a cepa foi 

geneticamente modificada por meio da introdução de cromossomos adicionais contendo o gene 

budC, que codifica a enzima meso-2,3-butanodiol desidrogenase (BlBDH) da bactéria Bacillus 

licheniformis. Essa modificação tem como objetivo reduzir o acúmulo de acetoína e otimizar a 

conversão metabólica para aumentar a produção de BDO. 

Outra abordagem utilizada para aprimorar a capacidade produtiva das cepas envolve a 

otimização dos fluxos de carbono e o balanço de NADH/NAD⁺. Nesse contexto, o estudo de 

Lu et al. (2022) com a cepa Enterobacter aerogenes interrompeu os genes que codificam a 

lactato desidrogenase (ldh) e a piruvato formato liase (pfl) utilizando o método de 

recombinação λ-Red e a técnica CRISPR-Cas9, com o objetivo de reduzir a produção de 

subprodutos e o consumo de NADH. Adicionalmente, a pesquisa superexpressou dois genes, 

sendo eles a acetolactato sintase (budB) e a acetoína redutase (budC), para direcionar ainda 

mais o fluxo metabólico em direção à produção de BDO.  

Wang et al. (2022) desenvolveram uma cepa recombinante de Raoultella terrigena HC6 

com superexpressão do gene xynB para utilizar frações de hemicelulose como substrato na 

produção de BDO. O estudo focou na otimização da despolimerização da xilana, na 

identificação dos metabólitos resultantes de sua degradação por HC6, e no mapeamento e 

análise dos perfis de expressão de genes metabólicos envolvidos na produção de BDO.  

Islam et al. (2023) desenvolveram uma cepa de Escherichia coli com superexpressão 

dos genes beta-cetotiolase (phaA), acetoacetil-CoA redutase (phaB), Butiraldeído 

desidrogenase (bld) e álcool desidrogenase yqhD, visando otimizar a produção de BDO. Para 

maximizar a eficiência do processo, foram deletadas vias metabólicas concorrentes, evitando a 

formação de subprodutos. De forma semelhante, Jantama et al. (2015) eliminaram as enzimas 

álcool desidrogenase E (adhE), acetato quinase A-fosfotransacetilase (ackApta) e lactato 

desidrogenase A (ldhA) na cepa Klebsiella oxytoca KMS005, selecionada por suas 

modificações genéticas que favorecem o consumo de glicose para a produção de BDO, 
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minimizando a coprodução de subprodutos indesejados. Um dos desafios na engenharia 

genética de cepas para a produção de BDO é a redução no consumo de glicose observada 

quando os genes envolvidos na síntese de etanol e coprodutos são deletados. Morita et al. (2022) 

desenvolveram uma cepa da levedura YPH499 com deleções nos genes PDC5 e PDC6 

(pdc56Δ), controlando a expressão de PDC1 por meio da utilização de dCas9. Essa abordagem 

resultou em uma diminuição na produção de etanol sem comprometer o consumo de glicose.  

O estudo conduzido por Jiang et al. (2024) examinou os impactos da inativação do gene 

hycEFG (hidrogenase-3) em Klebsiella pneumoniae na produção de BDO. O estudo investigou 

os efeitos da deleção dos genes responsáveis pela síntese de etanol e ácido lático, observando 

inicialmente um aumento na produção, seguido de uma diminuição quando a produção de etanol 

foi completamente eliminada. A produção de BDO foram substancialmente aprimoradas com a 

supressão de hycEFG utilizando glicose como fonte de carbono. A Tabela 3.2 mostra o 

comparativo entre diversas cepas recombinantes com capacidade de produzir BDO a partir de 

diferentes tipos de substrato.  
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Tabela 3.2. Comparação entre cepas recombinantes produtoras de BDO. 

    

Microrganismo  

  

Substrato  

 Qp    

[BDO](g/L) (g/L/h)  

Rendimento  Tempo 

de  

cultivo  

(h)  

  

Referências  

Klebsiella pneumoniae  

ΔldhAΔadhEΔhycEFG  

Glicose/Glicerol  6,88  0,49  0,73  

(mol/mol)  

14  (Jiang et al.,  

2024)  

Raoultella terrigena  

HC6-xynB  

Hemicelulose  3,53  0,015  0,39 (g/g)  240  (Wang et al.,  

2022)  

Saccharomyces 

cerevisiae SCM116  
Glicose  0,70  0,014    48  (Morita et al.,  

2022)  

Klebsiella oxytoca  

KMS005-73T  

Glicose  117,47  1,20  0,49 (g/g)  96  (Jantama et 

al., 2015)  

Saccharomyces 

cerevisiae  

S5_mBDO4  

  

Glicose  

  

171  

  

1,80  

  

0,49 (g/g)  

  

96  

(Lee et al.,  

2022)  

Enterobacter aerogenes  

IAM1183-  

LPBC  

Sacarose  10,75  0,24  0,42 (g/g)  44  (Lu et al.,  

2022)  

P. polymyxa M1-L31-  

Pb  

Glicose/Xilose  21,70  0,52  0,46 g/g  42  (Zhang et al.,  

2024)  

Saccharomyces 

cerevisiae HGS37 (cepa 

utilizada nesse estudo)  

  

Glicose  

  

130,64  

  

1,58  

  

0.48 (g/g)  

  

96  

(Huo et al.,  

2022)  

  

Com base no exposto na Tabela 3.2, dentre os estudos de produção de BDO reportados 

na literatura, as três cepas que mais se destacam são: Saccharomyces cerevisiae S5_mBDO4, 

Saccharomyces cerevisiae HGS37 e Klebsiella oxytoca KMS005-73T.  

Outra cepa que apresentou resultados promissores foi Klebsiella oxytoca KMS005-7, 

alcançando um rendimento de 0,49 g/g, superior ao obtido pela cepa deste estudo. Além disso, 

essa cepa também demonstrou uma produção elevada de BDO, com 117,47 g/L, e uma 

produtividade de 1,2 g/L/h. As cepas Enterobacter aerogenes IAM1183-LPBC e Paenibacillus 

polymyxa M1-L31-Pb demonstraram rendimentos satisfatórios de 0,42 g/g e 0,46 g/g, 

respectivamente, destacando-se por sua capacidade de metabolizar substratos diferentes da 

glicose, como a sacarose e a xilose. No entanto, em seus respectivos estudos, as produções de 

BDO não atingiram concentrações elevadas, sendo 10,75 g/L para a cepa IAM1183-LPBC e 

21,7 g/L para a cepa M1-L31-Pb.  
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Visando aproveitar resíduos dos laticínios, Roncal et al. (2023) utilizaram a cepa 

mutante não modificada Lactococcus lactis 43103 para produzir BDO a partir da lactose dos 

soros de leite. A cepa apresentou uma concentração de BDO próxima de 18 g/L, representando 

76,8% do rendimento teórico máximo. Com a adição de acetoína, que é o precursor imediato 

na via metabólica da cepa, esse rendimento aumentou para 94,7%.  

O estudo de Li et al. (2024) identificou a cepa Raoultella ornithinolytica TH-21 como 

um biocatalisador promissor para a produção de BDO. A cepa TH-21 demonstrou a capacidade 

de utilizar uma variedade de substratos como fonte de carbono, incluindo xilose, manitol, 

celobiose e xilana e teve produção máxima 20,04 g/L, 16.56 g/L, 20,06 g/L e 11,25 g/L, 

respectivamente. Além disso, essa cepa mostrou-se capaz de degradar lignina, celulose e 

hemicelulose presentes no bagaço de cana-de-açúcar, ampliando seu potencial para a produção 

eficiente de BDO a partir de biomassa lignocelulósica. Os principais desafios residem no 

microrganismo empregado e nas baixas concentrações obtidas nos experimentos. A cepa 

Raoultella ornithinolytica é classificada como um patógeno com potencial risco à saúde 

humana, o que inviabiliza sua aplicação em escala industrial ou fora de ambientes laboratoriais 

controlados.  

Zhang et al. (2010) investigaram diferentes estratégias de alimentação com o objetivo 

de otimizar o desempenho do bioprocesso. O estudo propôs uma abordagem combinada, 

integrando o controle do quociente respiratório com a manutenção constante da concentração 

residual de sacarose em um sistema de alimentação por batelada alimentada (fed-batch). Essa 

estratégia visou maximizar a eficiência do processo e a produtividade do sistema. Utilizando 

insumos comerciais e a cepa mutante Serratia marcescens H30, obtiveram uma concentração 

máxima de BDO de 139,92 g/L e com uma produtividade de 3,49 g/L/h. Apesar dos resultados 

promissores obtidos nos experimentos, as cepas da família Serratia marcescens são patógenas 

e amplamente reconhecidas como altamente agressivas à saúde humana. Elas estão associadas 

a uma variedade de doenças graves, como pneumonia, septicemia e infecções urinárias, o que 

limita seu uso em aplicações biotecnológicas de larga escala.  

Um fator diferencial na produção de BDO é a utilização dos açúcares disponíveis na 

biomassa lignocelulósica, como demonstrado pela cepa Raoultella terrigena HC6- xynB, que 

utilizou hemicelulose como substrato para a produção de BDO. No entanto, os resultados foram 

modestos, com uma produção de 3,53 g/L, produtividade de 0,015 g/L/h e um rendimento de 

0,39 g/g. Além disso, o longo tempo de cultivo, de 240 horas, representou uma desvantagem 

significativa.   
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A cepa recombinante Saccharomyces cerevisiae HGS37 foi desenvolvida por Huo et al., 

(2022) com o objetivo de aumentar sua eficiência na produção de BDO e será a cepa utilizada 

no presente trabalho. Ao comparar a cepa utilizada neste estudo com outras cepas 

geneticamente modificadas para o mesmo fim, apenas a cepa Saccharomyces cerevisiae 

S5_mBDO4 (LEE et al., 2022) demonstrou resultados superiores em todos os parâmetros de 

produção analisados. Porém, vale destacar que a cepa S5_mBDO4 obteve esta performance em 

condições já otimizadas e utilizando pulsos de glicose (até 100 g/L de concentração de açúcar 

no reator) sempre que a glicose era totalmente consumida, enquanto a cepa HGS37 ainda não 

teve suas condições de cultivo em meios industriais exploradas e otimizadas, o que será o foco 

deste trabalho.  

  

3.8  Saccharomyces cerevisiae HGS37  

A Saccharomyces cerevisiae é uma levedura eucariota unicelular do reino Fungi, 

amplamente utilizada na produção de pão, cerveja e etanol combustível. Cepas geneticamente 

modificadas desta levedura também podem gerar bioquerosene, biodiesel e outros 

biocombustíveis. Esta espécie é conhecida por sua excelente capacidade fermentadora, um 

histórico genético bem definido e a facilidade de edição genética (ZHANG et al., 2024). A 

utilização de Saccharomyces cerevisiae na produção de BDO é particularmente interessante 

devido à sua elevada robustez, além de sua resistência a altos teores de etanol e altas 

concentrações de açúcares iniciais. Essas características tornam a levedura altamente adaptável 

a diferentes tipos de meios, favorecendo sua aplicação em bioprocessos industriais (CHEN et 

al., 2025).  

 A cepa Saccharomyces cerevisiae HGS37 foi desenvolvida por Huo et al. (2022) com 

o objetivo de maximizar a produção de BDO por meio da expressão e deleção de genes como 

mostrado na Figura 3.6. A levedura parental utilizada foi a MDS130, a qual apresenta deleções 

direcionadas em genes-chave que afetam aspectos específicos do metabolismo e da seleção em 

meios definidos. As deleções nos genes galactose-1-fosfato uridililtransferase - GAL1 (EC 

2.7.1.6), UDP-galactose-4-epimerase -GAL10 (EC 5.1.3.2) e galactose-1-fosfato 

uridililtransferase - GAL7 (EC 2.7.7.12), envolvidos no metabolismo da galactose, impedem a 

utilização desse açúcar como fonte de carbono, o que pode ser explorado para controle 

metabólico ou em estratégias de engenharia genética dependentes de promotores galactose-

indutíveis. Além disso, as mutações nos genes tróficos imidazolglicerol-fosfato desidratase 

(biossíntese de histidina) HIS3 (EC 4.2.1.19), β-isopropilmalato desidrogenase (biossíntese de 

leucina) LEU2 (EC 1.1.1.85) e orotidina-5′-fosfato descarboxilase (biossíntese de uridina 
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monofosfato, UMP) URA3 (EC 4.1.1.23) inviabilizam a síntese dos respectivos aminoácidos e 

nucleotídeos, permitindo a seleção da cepa em meios mínimos quando esses genes são 

complementados por plasmídeos ou inserções cromossômicas (DEMEKE et al., 2024; PÉREZ 

et al., 2022). A MDS130 foi desenvolvida a partir da cepa Ethanol Red, uma cepa industrial 

caracterizada por sua elevada tolerância ao etanol e altos rendimentos na produção desse 

biocombustível, além de manter viabilidade celular em diversas condições de fermentação.   

 

Figura 3.6. Construção da cepa HGS37 de acordo com HUO et al. (2022). 

 
 

 

A cepa MDS130 destacou-se pela capacidade de consumir completamente glicose e 

xilose nos ensaios conduzidos por Demeke et al. (2024), apresentando rendimentos próximos 

ao limite teórico em substratos lignocelulósicos.  Adicionalmente, a cepa MDS130 tem sido 

empregada como plataforma para engenharia metabólica com o objetivo de viabilizar a 

produção de compostos de alto valor agregado, como o BDO. Nesse contexto, genes 

codificadores de enzimas-chave da via de biossíntese de BDO, como alsS e alsD de Bacillus 

subtilis, bem como BDH1, endógeno de Saccharomyces cerevisiae, foram superexpressos na 

MDS130, com a finalidade de redirecionar o fluxo metabólico em direção ao produto de 

interesse. A introdução dos genes alsS e alsD de Bacillus subtilis em cepas de Saccharomyces 

cerevisiae visa redirecionar o metabolismo do piruvato para a produção de BDO, representando 

uma estratégia promissora para reduzir a formação de etanol e aumentar o rendimento de 

produtos de maior valor agregado. Essa abordagem aproveita a robustez natural da levedura 

frente a estresses industriais, como alta osmolaridade e variações de pH, aliada à capacidade de 

utilizar substratos variados, incluindo hidrolisados lignocelulósicos. No entanto, a engenharia 
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dessa via heteróloga apresenta desafios, como o desequilíbrio no metabolismo central, 

especialmente no balanço redox (NADH/NAD⁺), além de dificuldades na expressão funcional 

das enzimas bacterianas devido às diferenças entre os sistemas de expressão de procariotos e 

eucariotos. Além disso, a eficiência do processo pode depender da deleção de genes endógenos 

que desviam o fluxo metabólico, como os envolvidos na produção de etanol. Comparada a 

bactérias naturalmente produtoras de BDO, como Klebsiella pneumoniae, a levedura oferece 

maior segurança e tolerância industrial, embora exija maior modificação genética para alcançar 

produtividades competitivas (LI et al., 2016; KIM et al., 2019; YOON et al., 2013).  

As modificações genéticas realizadas na cepa ocorreram sem a aplicação de mutagênese 

externa, com o objetivo de minimizar potenciais efeitos adversos sobre outras propriedades 

comerciais importantes da cepa. Entre as estratégias exploradas para o aprimoramento da cepa, 

os principais fatores que contribuíram positivamente para a produção de BDO incluíram a 

eliminação das vias de produção de etanol, a regulação negativa da produção de acetoína, 

glicerol e do consumo de piruvato mitocondrial. Além disso, a supressão da produção de 2,3- 

dimetilglicerato e a redução da osmossensibilidade também favoreceram aumentos na 

produção. O aumento adicional da tolerância à glicose na cepa contribuiu ainda mais para 

melhorar os rendimentos de BDO. Os genes piruvato-descarboxilase PDC1, PDC5 e PDC6 

são fundamentais no metabolismo celular, sendo precursores na produção de álcoois, óleos fúsel 

e ácidos aromáticos. Assim, a deleção desses genes é uma estratégia eficaz para inibir a 

produção de etanol e outros produtos indesejados. No entanto, essa inibição leva a um problema 

significativo: a célula se torna auxotrófica para compostos C2, como etanol ou acetato, 

comprometendo seu crescimento e metabolismo e uma das maneiras de contornar esse 

problema é com a adição de etanol ao meio de cultivo. (HASSING et al., 2021).   

O piruvato é um precursor tanto da produção de etanol quanto de BDO. Com base nisso, 

Huo et al. (2022) deletaram os genes PDC1, PDC5 e PDC6 e expressaram os genes da 

acetolactato sintase (alsS) e acetolactato descarboxilase (alsD), além de promoverem a 

superexpressão do gene endógeno da BDO desidrogenase 1, codificado por BDH1. Essas 

modificações visaram bloquear a produção de etanol e redirecionar o fluxo de carbono para a 

síntese de BDO. Na sequência da construção da cepa de levedura HGS37, ocorreu a expressão 

do gene NoxE, que codifica a enzima NADH oxidase, a qual desempenha um papel crucial no 

metabolismo redox das células microbianas. Essa enzima catalisa a oxidação do NADH a 

NAD⁺, utilizando o oxigênio molecular como aceptor final de elétrons e gerando água como 

subproduto. Além disso, a NADH oxidase é fundamental para a manutenção do equilíbrio redox 

intracelular em organismos que dependem de NAD⁺/NADH como cofatores em diversas vias 
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metabólicas. Sua atividade é indispensável para garantir a eficiência metabólica e a adaptação 

celular em condições de alta demanda energética ou de estresse oxidativo (SHAH et al., 2025). 

Por fim, os genes glicerol- fosfato desidrogenase 1 e 2 (GPD1 e GPD2) foram deletados, e o 

gene CYC1p- GPD1 foi expresso.  

A produção de glicerol representa um fator que pode influenciar negativamente a síntese 

de BDO, uma vez que o glicerol pode atuar como inibidor ou competir metabolicamente pela 

utilização de precursores e enzimas essenciais no metabolismo da cepa. Em leveduras, os genes 

GPD1 e GPD2 são os principais responsáveis pela biossíntese de glicerol. A deleção desses 

genes, ou sua substituição por versões de menor atividade, como CYC1p-GPD1, pode 

redirecionar o fluxo metabólico e, consequentemente, favorecer o aumento na produção de 

BDO (WYK et al., 2020).  

No estudo de Huo et al. (2022), os últimos passos para a construção da cepa HGS37 

incluíram a deleção do gene Ora1, responsável pela produção de 2,3- dimetilglicerato, e a 

introdução do gene STL1 de Candida albicans (denominado CSTL1). Essa modificação visou 

aumentar a resistência da célula a concentrações iniciais elevadas de açúcares, otimizando o 

desempenho metabólico da cepa em condições de alta carga osmótica. Porém é válido ressaltar 

que a levedura HGS37 ainda é considerada NB1 (nível de biossegurança 1), pois de acordo com 

a Resolução normativa 2 de 27 de novembro de 2006 da Comissão Técnica Nacional de 

Biossegurança (CTNBio) (CAPÍTULO IV DA CLASSIFICAÇÃO DE RISCO):   

  

Art. 8º As classes de risco dos OGM serão assim definidas: “§ 3º O OGM que 

contenha sequências de ADN/ARN derivadas de organismos de classe de risco 

superior e com potencial de expressão poderá, a critério da CTNBio, ser 

classificado na classe de risco do organismo receptor, desde que 

reconhecidamente não associadas à toxicidade ou patogenicidade nas 

atividades e projetos propostos (disponível em 

https://ctnbio.mctic.gov.br/resolucoes-normativas).  

  

O gene STL1 codifica um simportador de glicerol/próton que desempenha um papel 

crucial na resposta ao estresse osmótico. Este gene está presente tanto em Saccharomyces 

cerevisiae quanto em Candida albicans, evidenciando sua homologia e função similar em 

ambas as espécies (ZHANG et al., 2020). Embora o STL1 não esteja diretamente associado à 

virulência, C. albicans é comumente encontrada em humanos e atua como um patógeno 

oportunista, afetando indivíduos com comprometimento imunológico. Os fatores de virulência 

dessa espécie incluem sua capacidade de aderir a superfícies, invadir tecidos, formar biofilmes, 

secretar enzimas e realizar alterações morfológicas (JHA; KUMAR, 2024). Porém, o alvo de 

modificação na cepa HGS37, não está diretamente relacionado a essas propriedades de 
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virulência. O acúmulo de glicerol é um processo natural em leveduras convencionais que atua 

como um mecanismo de proteção contra o estresse, especialmente o estresse osmótico. Essa 

diferença é principalmente atribuída à resposta ao carbono: enquanto em S. cerevisiae o STL1 

transporta ativamente glicerol apenas quando as células são cultivadas em fontes de carbono 

não fermentáveis, em C. albicans sua expressão ocorre também na presença de glicose 

(KAYINGO et al., 2009).  

  

3.9  Metabolismo da cepa S. cerevisiae HGS37  

A produção de BDO a partir de subprodutos do processamento da cana exigirá a 

assimilação eficiente dos açúcares disponíveis nestes compostos. O melaço de cana é rico em 

sacarose, glicose e frutose, enquanto hidrolisados lignocelulósicos são ricos em glicose e xilose 

e, dependendo do tratamento pode apresentar inibidores (ZETTY-ARENAS et al., 2021). A 

conversão da sacarose em S. cerevisiae inicia-se pela sua hidrólise em glicose e frutose pela 

enzima invertase, que são subsequentemente canalizadas para a via glicolítica (MARQUES et 

al., 2016). Durante o processo fermentativo para a produção de BDO, cada molécula de 

glicose/frutose é metabolizada, resultando na formação de BDO, dióxido de carbono (CO₂) e 

água (H2O) como produtos. As Equações 1 e 2 ilustram o processo. 

 

C12H22O11 + H2O → 2C6H12O6 (Hidrólise da sacarose)   

  

Equação (1)  

C6H12O6 → C4H10O2 + 2CO2 + H2O (Fermentação de BDO)   Equação (2)  

  

Desta forma, considerando a massa molar dos compostos envolvidos (Sacarose: 342,296 

g/mol, Glicose: 180,156 g/mol e BDO: 90,122 g/mol), o rendimento teórico de BDO a partir da 

sacarose do melaço de cana (YBDO/Sacarose) é dado por 0,526 g/g. Já considerando os hidrolisados 

lignocelulósicos, o rendimento de BDO a partir de glicose será de 0,50 g/g e de xilose 0,51 g/g. 

Na prática, o rendimento real em BDO é inferior ao rendimento teórico devido a fatores como 

a formação de subprodutos, além de perdas metabólicas e ineficiências do processo 

fermentativo (LEE et al., 2019). A Figura 3.7 ilustra o metabolismo celular da cepa. 
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Figura 3.7. Metabolismo da levedura recombinante S. cerevisiae HGS37 para 

produção de BDO (adaptado de HUO et al., 2022). 

 

 

 

3.8  Imobilização celular  

A imobilização celular é uma técnica biotecnológica que visa fixar microrganismos de 

interesse em bioprocessos sobre suportes sólidos ou dentro de matrizes, restringindo seus 

movimentos sem comprometer a atividade metabólica. Essa abordagem é amplamente 

empregada em processos fermentativos e biocatalíticos, proporcionando maior estabilidade, 

possibilidade de reutilização das células e aumento da eficiência do bioprocesso 

(KHUMSUPAN et al., 2025).  

Diversas metodologias são empregadas para a imobilização celular, destacandose quatro 

abordagens amplamente utilizadas em bioprocessos: ligação a superfícies, aprisionamento em 

matrizes porosas, autoagregação e contenção por barreiras. A adsorção celular, por sua vez, 

baseia-se na adesão física das células a um suporte sólido, mediada por interações eletrostáticas 

ou hidrofóbicas. Essa técnica se destaca por sua simplicidade operacional e baixo custo, porém 

apresenta a limitação de possível liberação das células ao longo do processo, o que pode 

comprometer a estabilidade do sistema (YOUNGWILAI et al., 2020). O encapsulamento é 

outra técnica amplamente utilizada, na qual as células são aprisionadas dentro de uma matriz 

porosa, permitindo a difusão de nutrientes e produtos. Materiais como alginato de cálcio, 

quitosana, carragenana e gel de sílica são comumente empregados nessa abordagem, que 
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protege as células contra variações ambientais, mas pode apresentar limitação na difusão de 

substratos e produtos (COSTA et al., 2024). O aprisionamento em gel, que envolve a mistura 

das células com um gel polimérico que, ao ser polimerizado, forma uma rede tridimensional, 

mantendo as células aprisionadas. Essa técnica permite um controle adequado do ambiente 

microbiano, porém pode restringir a troca de nutrientes e produtos (SAXENA et al., 2021). A 

ligação covalente é uma alternativa na qual as células são quimicamente fixadas a uma 

superfície ou suporte sólido por meio de ligações covalentes. Essa técnica promove uma fixação 

robusta, reduzindo a perda celular, mas pode levar à inativação parcial das células devido à 

agressividade das reações químicas envolvidas (YANG et al., 2025). Por fim, a técnica de 

formação de biofilme consiste em incentivar as células a desenvolverem biofilmes sobre 

superfícies sólidas, criando uma camada biológica funcional. Entre as vantagens dessa técnica 

estão a resistência a variações ambientais e a capacidade de automanutenção, embora o controle 

preciso da estrutura do biofilme represente um desafio técnico significativo (REN et al., 2025).  

A imobilização por alginato de cálcio merece destaque entre as técnicas de imobilização 

celular, pois utiliza um material não tóxico, biocompatível e biodegradável. Além dessas 

características, o processo apresenta alta versatilidade, podendo ser aplicado em uma ampla 

variedade de bioprocessos que envolvem cepas selvagens, organismos geneticamente 

modificados e até consórcios microbianos (RAMOS, 2023).   

A literatura disponível sobre a aplicação de técnicas de imobilização celular na produção 

de BDO é extremamente limitada, evidenciando a necessidade de mais pesquisas nessa área 

para explorar o potencial dessa abordagem na otimização do bioprocesso. O estudo de Joshi et 

al. (2025), ao investigar a imobilização de células de Paenibacillus polymyxa não patogênico, 

comparando os métodos de encapsulamento por carragenina-quitosana e alginato de cálcio para 

a produção de BDO, demonstrou que as células imobilizadas em carragenina produziram 3,58 

g/L de BDO, representando um aumento de 16,2% em relação à produção obtida pelas células 

imobilizadas em alginato.   

A pesquisa de Omeroglu et al. (2024), utilizando Bacillus licheniformis BD43 para a 

produção de BDO a partir de células imobilizadas por meio da técnica de encapsulamento com 

alginato de sódio como agente de aprisionamento, obteve uma produção de 31,6 g/L de BDO.  
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4.  MÉTODOLOGIA  

 

O desenvolvimento do presente trabalho foi dividido em quatro etapas principais (Figura 

8). Desta forma, primeiramente a performance da levedura em meio baseado em melaço foi 

avaliada (Etapa1), uma vez que a sua performance em sacarose, assim como no melaço, era 

desconhecida. Nesta etapa, considerando que o melaço de cana é um meio complexo rico em 

nutrientes, avaliou-se também a necessidade da suplementação do meio de fermentação com 

extrato de levedura e peptona (fontes de nitrogênio), uma vez que a eliminação destes 

componentes no meio significa uma redução importante de custos no processo. Em seguida, 

por ser uma levedura nova desenvolvida recentemente, as condições de processo (concentração 

do inóculo, pH e concentração de etanol inicial) foram avaliadas por planejamento fatorial na 

Etapa 2, de forma a se determinar as condições que levassem à maiores produtividades e 

concentrações de BDO.  

 

Figura 4.1. Etapas de desenvolvimento do presente projeto para a produção de BDO 

utilizando a levedura HGS37. 

 
  

  

Em seguida, a viabilidade técnica da produção de BDO utilizando células imobilizadas 

(Etapa 3) foi analisada nas condições selecionadas na Etapa 2. Por fim, na Etapa 4, foi avaliada 

a performance da cepa em diferentes fontes de carbono industriais com o objetivo de integrar a 

Etapa   1   -   Avaliação   da   performance   da   levedura   HGS 37   utilizando   melaço   como   substrato   

Etapa   2   -   Seleção   das  condições   de   produção   de   BDO   utilizando   melaço   como   substrato   

Etapa   3   -   Aplicação   de   células   imobilizadas   na   produção   de   BDO   

bagaço   de   cana   

Etapa   4   –   Avaliação da performance da levedura em hidrolisado  lignocelulósico   

Estudos da produção de BDO em   hidrolisado bruto e suplementado com melaço   

Avaliação   da    aplicabilidade   de   células   imobilizadas   nas condições definidas no planejamento   

Definição   das   condições   de   concentração   de   células,   etanol   inicial   e   pH   utilizando   planejamento   fatorial   

  

Performance   em   melaço   e   sacarose   e   avaliação   da   necessidade   de   suplementação   
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produção de BDO em biorrefinarias, sendo testados meios à base de melaço e hidrolisado bruto 

sem destoxificação.  

  

4.1  Microrganismo e inóculo  

A levedura HGS37 foi desenvolvida a partir da levedura MDS130, que por sua vez foi 

desenvolvida a partir da levedura industrial Ethanol Red (HUO et al., 2022), a qual é 

amplamente utilizada na Europa e Estados Unidos para a produção industrial de etanol a partir 

de milho (SECCHES et al., 2022). A Figura 4.2 expõe a metodologia utilizada para o processo 

de pré-inóculo e inóculo do microrganismo. 

 

Figura 4.2. Etapas de preparo do pré-inóculo e inóculo da levedura HGS37 

 

 

 

Em todos os experimentos, foi utilizada a levedura Saccharomyces cerevisiae HGS37, 

desenvolvida e gentilmente cedida pelo grupo do Prof. Johan Thevelein (NovelYeast/Bélgica). 

Inicialmente, uma alçada da levedura estoque (mantida a -80ºC) foi estriada em placa de Petri 

em meio YPD(E)-ágar 0,5% (10 g/L extrato de levedura, 20 g/L peptona, 20 g/L glicose, 15 g/L 

ágar e 5 g/L etanol) e mantida a 30ºC por 48h. Uma colônia de levedura (retirada da placa de 

Petri) foi transferida para 3 mL de meio YPD(E) 0,5% (10 g/L extrato de levedura, 20 g/L 
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peptona, 20 g/L glicose, 5 g/L etanol) e mantida por 12h a 200 rpm e 30 ºC em incubadora 

rotatória. Após este período, os 3 mL do pré- inóculo foram totalmente transferidos para 50 mL 

de meio YPD(E) 0,5 em Erlenmeyers de 300 mL e mantidos por 16-20h a 30 ºC e 200 rpm para 

propagação celular. Em todas as etapas utilizou-se ampicilina (1 ppm). As células em fase 

exponencial de crescimento foram centrifugadas (6000 rpm por 10 minutos e 4ºC) e utilizadas 

nos ensaios de produção de BDO (HUO et al., 2022).  

 

4.2  Seleção das condições de processo para a produção de BDO  

Com o objetivo de substituir os componentes comerciais por alternativas industriais e 

reduzir o custo do meio de cultivo, experimentos foram realizados conforme os meios descritos 

na Tabela 4.1, onde foram testados o melaço de cana além da remoção dos suplementos extrato 

de levedura e peptona (YP) do meio, os quais possuem alto custo. Em estudos anteriores do 

grupo, a levedura recombinante S. cerevisiae T18 apresentou desempenho similar em meio à 

base de melaço, tanto na presença quanto na ausência desses componentes (PEREZ et al., 

2022), o que motivou o presente estudo. Meio sintético utilizando sacarose comercial foi 

utilizado como controle positivo e meio baseado em glicose comercial foi utilizado como 

controle negativo, reproduzindo o experimento de Huo et al. (2022) durante o desenvolvimento 

da levedura. Da mesma forma, a concentração inicial de açúcares foi baseada nos resultados 

destes autores. Os experimentos foram realizados em duplicatas, e a principal variável resposta 

foi a produção de BDO. Devido à modificação genética realizada na cepa HGS37 (deleção dos 

genes PCD) que causou auxotrofia de compostos C2, os meios foram suplementados com etanol 

(40 g/L). Os ensaios foram realizados em Erlenmeyers de 300 mL, com 50mL de meio de 

cultivo, pH 5, DO0= 5 e mantidos por 96 h a 30 ºC e 120 rpm. Vale destacar que os meios 

baseados em melaço foram preparados a quente para possibilitar a manipulação deste 

subproduto extremamente viscoso.  

  

Tabela 4.1. Diferentes composições dos meios de cultivo avaliados para a produção de BDO. 

Ensaio/Meio 
Glicose 

(g/L) 

Sacarose 

(g/L) 

Melaço 

(ART*) (g/L)  

Peptona 

(g/L)  

Extrato de 

levedura (g/L) 

[EtOH] 

(g/L) 

1/YPD(E) 300 0 0 20 10 40 

2/YPS(E) 0 300 0 20 10 40 

3/YPM(E) 0 0 300 20 10 40 

4/ M(E) 0 0 300 0 0 40 

*acúcares redutores totais  
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4.3  Seleção das condições de processo por planejamento fatorial   

O planejamento fatorial consiste em uma técnica estatística voltada para a avaliação 

estratégica de múltiplas variáveis simultaneamente, com o intuito de identificar os fatores que 

otimizam os resultados em relação ao objeto de estudo (RIND et al., 2024). Com base nos dados 

obtidos no tópico anterior, foi elaborado um planejamento fatorial 23 visando analisar, de 

maneira simultânea, três variáveis: pH, Densidade Ótica (DO) e concentração inicial de etanol. 

Esse método permite a redução do número de ensaios experimentais em comparação com 

abordagens uni-variadas, promovendo uma análise mais eficiente e abrangente dos parâmetros 

investigados. Os ensaios foram realizados em Erlenmeyers de 300 mL, com 50mL de meio de 

cultivo por 96 h a 30 ºC e 120 rpm. Os níveis e valores das variáveis estudadas encontram-se 

na Tabela 4.2. A matriz do planejamento fatorial encontra-se apresentada na Tabela 4.3.  

A análise estatística do planejamento fatorial foi realizada utilizando-se o software 

Protimiza® Experimental Design. Os resultados estão expressos em forma de superfícies de 

resposta e tabelas de estimativas de efeitos, erros-padrão, análise de variância e nível de 

significativa (p) em nível de confiança de 90%.  

  

Tabela 4.2. Variáveis estudadas e seus respectivos níveis no planejamento fatorial para 

produção de BDO pela S. cerevisiae HGS37 a partir de melaço de cana-de-açúcar. 

 Variáveis    

Nome da variável  Unidades  -1      0  +1  

DO (x1)   5    27,5 50 

pH (x2)    4     5 6 

[Etanol]0 (x3)  (g/L) 5    22,5 40 
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Tabela 4.3. Matriz do planejamento fatorial para avaliação das condições de produção de 

BDO pela S. cerevisiae HGS37 a partir de melaço de cana-de-açúcar. 

Ensaios  X1  X2  X3  

1  5  4  5  

2  50  4  5  

3  5  6  5  

4  50  6  5  

5  5  4  40  

6  50  4  40  

7  5  6  40  

8  50  6  40  

9  27,5  5  22,5  

10  27,5  5  22,5  

11  27,5  5  22,5  

12  27,5  5  22,5  

  

 

4.4  Imobilização celular e cultivo com células imobilizadas  

A imobilização celular foi realizada conforme a metodologia descrita por Milessi 

(2017). Inicialmente, a suspensão de biomassa concentrada, obtida após centrifugação, foi 

incorporada na proporção de 10% m/m a uma solução contendo 1% m/m de alginato de sódio. 

A mistura resultante, contendo células e alginato, foi gotejada em uma solução de coagulação 

composta por CaCl₂ 0,25 M, promovendo a formação dos beads. Após a imobilização, os beads 

foram coletados por peneiramento e mantidos a 4°C por 12 horas em solução de cura (Figura 

4.3), composta por extrato de levedura (10 g/L) e peptona (20 g/L) (PEREZ et al., 2022). Após 

a etapa de cura das células, os cultivos foram conduzidos em duplicata utilizando células 

imobilizadas e melaço como substrato (300 g/L), sem suplementação adicional. O processo foi 

conduzido com DO₀ 100, pH 6,0 e concentração de etanol 5,0 g/L, foram estabelecidas com 

base no planejamento fatorial. Os cultivos foram realizados em Erlenmeyers de 125 mL, 

contendo 25 mL de meio de cultivo, com os beads imobilizados na proporção de 50% v/v a 30 

ºC e 200 rpm.  
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Figura 4.3. Beads da levedura HGS37 em solução de cura. 

  

  

4.5  Pré-tratamento e hidrólise enzimática do bagaço de cana-de-açúcar  

O pré-tratamento hidrotérmico do bagaço de cana-de-açúcar foi conduzido em um reator 

de alta pressão Parr, modelo 4848, com capacidade de 2 L, equipado com controle de agitação 

mecânica e aquecimento. O processo foi realizado conforme as condições estabelecidas por 

Furlong (2015), utilizando uma temperatura de 195 ºC por 10 minutos e uma relação 

sólido:líquido de 1:10 (m/v). Ao término do pré-tratamento, o bagaço foi filtrado ainda quente 

para evitar a precipitação da lignina solubilizada. A fração sólida obtida foi submetida à 

hidrólise enzimática conforme descrito por Sandri et al. (2023). As hidrólises foram realizadas 

utilizando a enzima Cellic® CTec 2 (Novozymes, Dinamarca), com uma carga sólida de 15% 

m/v (base seca) a 50 ºC. O processo foi conduzido em frascos de 50 mL contendo bagaço de 

cana pré-tratado, garantindo a carga sólida necessária para um volume final de 20 mL (relação 

Vmeio:Vfrasco de 1:2,5). A carga enzimática utilizada foi de 45 FPU/gcelulose. Além disso, foram 

adicionados ampicilina (100 μg/mL) e polietilenoglicol (PEG: 0,05 g/g de biomassa seca), 

conforme metodologia descrita por Cebreiros et al. (2019). O pH inicial foi ajustado para 5 com 

NaOH (3 mol/L). O líquido resultante foi posteriormente analisado por cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE) para quantificação dos açúcares liberados.  

  

4.6 Produção de BDO utilizando hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar e hidrolisado 

suplementado com melaço  

A capacidade fermentativa da levedura HGS37 no hidrolisado celulósico obtido no item 

4.5 foi avaliada por meio de ensaios utilizando o hidrolisado bruto, sem destoxificação. O 

cultivo, realizado em duplicata, foi conduzido a 30 ºC e 120 rpm em Erlenmeyers de 125 mL 

contendo 25 mL de volume reacional, sob as condições de pH e concentração celular 
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previamente definidas neste estudo. Os hidrolisados foram suplementados com YP (10 g/L de 

extrato de levedura e 20 g/L de peptona) e etanol (5 g/L). Após a avaliação do hidrolisado 

individualmente, foi realizada a adição de melaço ao meio visando representar a integração 

entre os processos de primeira e segunda geração. Esses cultivos tiveram como objetivo atingir 

uma elevada concentração de BDO utilizando hidrolisado como substrato. Para isso, o cultivo 

com hidrolisado foi realizado e, após 24h de processo, foi realizada uma suplementação de 6 

mL de melaço, o que corresponde a uma adição de 150 g/L de açúcares redutores totais (ART). 

O cultivo com hidrolisado suplementado com melaço seguiu os mesmos procedimentos dos 

cultivos utilizando apenas hidrolisado.  

  

4.7  Métodos analíticos  

  

4.7.1 Viabilidade celular  

A viabilidade das leveduras foi avaliada por coloração com azul de metileno e contagem 

em câmara de Neubauer de acordo com a metodologia de Sandri et al. (2023). A amostra foi 

incubada com o corante na proporção 1:1 por 5 min em temperatura ambiente. As células não 

viáveis foram aquelas que adquiriram coloração azul e as células viáveis aquelas que ficaram 

transparentes. A viabilidade celular foi definida como a razão entre células viáveis e células 

totais (viáveis e não viáveis) computadas em um espaço definido da câmara de contagem.  

  

4.7.2 Quantificação de substratos e produtos  

A quantificação de açúcares e produtos foi realizada por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE). Inicialmente, as amostras foram tratadas para remoção dos sólidos 

insolúveis por meio da centrifugação, sendo congeladas por pelo menos 24 h, descongeladas e 

centrifugadas duas vezes conforme Demeke et al. (2013). As análises foram realizadas em um 

cromatógrafo Waters e2695 dotado de detectores de índice de refração e UV-VIS (λ= 210 nm). 

Para quantificar etanol, glicerol e BDO, foi utilizada a coluna de exclusão iônica RezexTM 

ROA-Organic acid H+, com H2SO4 5mM como fase móvel no fluxo de 0,6 mL/min e 

temperatura de operação 65 °C (RAMOS, 2023). Os açúcares sacarose, glicose, xilose e frutose 

foram quantificados em coluna Sugar Pak I 6.5×300 mm (Waters, USA) com detector RID 

usando água ultrapura com 50 mg/g Ca-EDTA como fase móvel (0.5 mL/min) a 80 ºC 

(SANDRI et al., 2023).  
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4.7.3 Cálculos  

Para avaliação dos ensaios de produção de BDO, a partir dos dados obtidos pelas 

análises em HPLC foram calculados a conversão de substrato (X, %), o fator de rendimento 

(YP/S, g/g) e a produtividade volumétrica (QP, gBDO/L/h) (SHULER e KARGI, 2002), 

conforme apresentado na Tabela 4.4, onde CS0 é a concentração de açúcares redutores totais 

(ART) no tempo inicial (g/L); CSf é a concentração de ART final no caldo fermentado (g/L); 

CPf é a concentração final de BDO (g/L); CP0 a concentração de produto no início do processo 

(g/L); CEtOHf é a concentração final de etanol (g/L) CEtOH0 a concentração de etanol no início do 

processo (g/L);e ∆t é tempo de processo (h). CPBDO é a concentração de BDO final e CPGliOH é 

a concentração final de glicerol do cultivo.  

 

Tabela 4.4. Parâmetros fermentativos utilizados para avaliar a produção de BDO com a 

levedura HGS37 (SHULER e KARGI, 2002). 

 

4.7.4 Análise de variância e método Tukey  

A Análise de Variância (ANOVA) é uma ferramenta estatística amplamente utilizada 

para comparar as médias de três ou mais grupos de dados, com o objetivo de determinar a 

existência de diferenças estatisticamente significativas entre eles. Esse método avalia se a 

variação observada nas médias pode ser atribuída a diferenças entre os grupos (variabilidade 

intergrupos) ou se é decorrente de variações dentro dos próprios grupos (variabilidade 

intragrupos). A ANOVA calcula a estatística F, que representa a razão entre a variabilidade 

Paramêtro Equação  

Conversão final de substrato - X (%)   X =
𝑐𝑠0 − 𝑐𝑠𝑓

𝑐𝑠0
× 100 (3) 

Rendimento de substrato em BDO - YP/S (g/g) 𝑦𝜌∕𝑆 =
𝐶𝑃𝑓 − 𝐶𝑃0

𝐶𝑆0 − 𝐶𝑆𝑓
 (4) 

Produtividade volumétrica - Qp (g/L/h) 𝑄𝑝 =  
𝐶𝑃𝑓 − 𝐶𝑃0

𝛥𝑡
 (5) 

Seletividade de BDO/GliOH em gBDO/gGliOH 
𝑆 =

𝐶𝑃𝐵𝐷𝑂

𝐶𝑃𝐺𝐿𝐼𝑂𝐻
 

  

(6) 
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intergrupos e a variabilidade intragrupos. Um valor elevado de F sugere que as diferenças entre 

as médias são maiores do que seria esperado ao acaso, levando à rejeição da hipótese nula, o 

que indica que pelo menos um dos grupos apresenta uma média significativamente diferente. 

No entanto, a ANOVA não especifica quais grupos diferem entre si. Para identificar essas 

diferenças específicas, são necessários testes pós- hoc, como o teste de Tukey, que compararam 

pares de grupos individualmente (CORDEIRO et al., 2018).  

O teste de Tukey é um procedimento estatístico que realiza comparações entre todas as 

combinações de pares de grupos, ajustando o nível de significância para controlar o erro do tipo 

I (falsos positivos). Este teste calcula a diferença entre as médias de cada par de grupos e a 

compara a um valor crítico, que é determinado em função do número total de comparações 

realizadas e da variabilidade observada dentro dos grupos. Quando a diferença entre as médias 

de dois grupos ultrapassa o valor crítico, conclui-se que esses grupos apresentam médias 

significativamente diferentes. Além disso, o teste de Tukey pode fornecer intervalos de 

confiança para as diferenças entre as médias, o que facilita a interpretação e visualização das 

comparações realizadas (SILVA et al., 2022). O teste de Tukey dos resultados obtidos foi 

realizado utilizando o software OriginPro® 8.5.  
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5.  RESULTADOS E DISCUSSÃO  

  

5.1  Performance da cepa HGS37 em melaço de cana-de-açúcar  

Considerando que a cepa Saccharomyces cerevisiae HGS37 foi desenvolvida a partir da 

cepa MDS130, a qual possui como parental a cepa industrial Ethanol Red, sua performance em 

melaço foi avaliada. A Figura 5.1 apresenta uma comparação da produção de BDO em meios 

com diferentes composições. O meio contendo sacarose comercial foi testado com o intuito de 

investigar se as variações na taxa de consumo de açúcares e na produção de BDO entre os meios 

contendo melaço e glicose comercial são atribuíveis ao metabolismo específico da cepa ou à 

complexidade composicional do melaço.  

   

Figura 5.1. Produção de BDO (A) e consumo de açúcares redutores totais (ART) (B) pela 

levedura S. cerevisiae HGS37 em diferentes meios sintéticos (YPD(E) e YPS(E)) e industriais 

baseados em melaço (YPM(E) e M(E)) com e sem suplementação com extrato de levedura e 

peptona (YP). 

 

 
  

De maneira geral, a levedura foi capaz de produzir BDO a partir de substratos 

alternativos aos comerciais, como o melaço. Apesar do meio YPM(E) apresentar menor 

velocidade de produção de BDO quando comparado ao meio sintético YPD(E), o processo foi 

semelhante ao meio contendo sacarose comercial YPS(E), o que sugere que a taxa de consumo 

desse açúcar está associada ao metabolismo da cepa microbiana utilizada e não pela influência 

do melaço. A diferença observada na produção e consumo entre os meios contendo açúcares na 

(A) (B) 
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forma de sacarose e o meio à base de glicose pode ser atribuída à necessidade de hidrolise da 

sacarose, que provavelmente retarda a assimilação dos açúcares e, consequentemente, a 

produção de BDO (HAWAZ et al., 2024). A sacarose é um dissacarídeo composto por glicose 

e frutose ligadas por ligações β-1,4, que precisa ser previamente hidrolisada pela enzima 

invertase produzida pelas leveduras S. cerevisiae, gerando frutose e glicose, que são açúcares 

diretamente assimiláveis pelo metabolismo celular. Esse processo de hidrólise adiciona uma 

etapa extra no uso da sacarose, o que retarda o consumo dos açúcares e, consequentemente, 

diminui a produtividade em comparação à utilização direta de glicose (MARQUES et al., 2018).  

O estudo dirigido por Marques et al. (2016) demonstrou uma diferença significativa na 

taxa de consumo de sacarose e glicose por Saccharomyces cerevisiae. Foi observado que a taxa 

específica de consumo do substrato foi 50% inferior em meios contendo sacarose, em 

comparação aos meios contendo glicose. Dário (2012), utilizando um cultivo contínuo em 

condições de quimiostato com a cepa Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-5D, avaliou a 

eficiência da cepa em diferentes substratos, especificamente glicose e sacarose. Os resultados 

indicaram que a velocidade específica de consumo de substrato foi 10% maior em meios 

contendo glicose em comparação aos meios com sacarose. Dessa forma, os cultivos realizados 

exclusivamente com glicose como substrato demonstraram resultados superiores quando 

comparados às células cultivadas com sacarose em termos de produtos formados e açucares 

consumidos.  

O estudo conduzido por Silva et al. (2024) teve como objetivo analisar os parâmetros 

cinéticos em cultivos anaeróbicos utilizando diferentes substratos e 13 cepas distintas de S. 

cerevisiae. Entre as cepas avaliadas, destacaram-se Saccharomyces cerevisiae CAT-1 e S. 

cerevisiae BB9. Ao comparar o desempenho dessas cepas em meios contendo glicose e 

sacarose, verificou-se que as taxas específicas de consumo de substrato foram maiores nos 

cultivos com glicose. Além disso, os meios contendo sacarose apresentaram maiores 

concentrações de açúcares residuais e com um tempo total para consumo de todo o substrato 

maior em ambas as cepas, em comparação aos meios com glicose.   

Desta forma, percebe-se que quando a sacarose é a única fonte de carbono disponível, o 

consumo pela levedura ocorre de forma menos eficiente em comparação à glicose, devido à 

etapa adicional de hidrólise extracelular. Desta forma, essa característica parece ser intrínseca 

à espécie (BADOTTI et al., 2008; MARQUES et al., 2016), evidenciando que as modificações 

genéticas da HGS37 não influenciaram negativamente a produção de invertase na levedura, o 

que era uma preocupação considerando a menor velocidade dos ensaios em sacarose observada.  
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De maneira geral, essa diferença de assimilação dos monossacarídeos e da sacarose 

resultou em parâmetros fermentativos superiores para o meio YPD(E) (diferença significativa 

a 95% de confiança de acordo com teste de Tukey, Tabela 5.1), porém vale ressaltar que todos 

os meios baseados em sacarose tiveram desempenhos semelhantes. Entretanto, a substituição 

da glicose comercial por sacarose e melaço de cana-de-açúcar como substratos não apresentou 

impacto significativo no metabolismo celular da cepa, o que é demonstrado pelo rendimento 

semelhante de 0,41 g/g em todos os meios avaliados, o que sugere que o microrganismo foi 

capaz de converter um grama de qualquer substrato na mesma quantidade de BDO, sem desvio 

de metabolismo. Os resultados experimentais corresponderam a 81% do rendimento teórico 

máximo de 0,51 g/g para glicose, conforme descrito por Huo et al., (2022) e 77,94% do 

rendimento teórico máximo de 0,526 g/g para sacarose.  

 

Tabela 5.1. Parâmetros fermentativos da produção de BDO pela cepa Saccharomyces 

cerevisiae HGS37 usando meio à base de melaço. Letras iguais representam que as medias 

não diferiram significativamente, de acordo com o teste de Tukey com nível de confiança de 

95%. 

Meio  BDO (g/L)  YP/S (g/g)  Qp (g/L/h)  YP/S (%)  X (%)  

YPDE  75,70±3,93a  0,41±0,04c  0,8±0,08d  81,00±1,32f  65±0,02g  

YPSE  54,15±0,72b  0,41±0,00c  0,6±0,00e  77,94±1,32f  54±0,04h  

YPME  56,16±1,38b  0,41±0,04c  0,6±0,02e  77,94±1,32f  48±0,01h  

ME  56,10±0,69b  0,41±0,05c  0,6±0,01e  77,94±1,32f  49±0,00h  

YP/S: rendimento de BDO; QP: produtividade de BDO; YP/S (%): porcentagem do rendimento teórico 

alcançado (0,51 g/g para glicose; 0,526 g/g para sacarose); X: conversão de açúcares redutores totais;  

YP/EtOH: rendimento de BDO por grama de etanol consumido.   

  

Além disso, a produção de BDO foi equivalente tanto nos meios suplementados com 

extrato de levedura e peptona quanto no meio sem essa suplementação (não há diferença 

significativa de acordo com teste de Tukey 95% de confiança), indicando que a cepa pode 

manter sua eficiência produtiva mesmo sem adição destas fontes de nitrogênio.  

A ausência de necessidade de suplementação com nutrientes torna o uso do melaço para 

a produção de BDO economicamente interessante, uma vez que esses suplementos elevam os 

custos do processo produtivo, podendo comprometer sua viabilidade. Em pesquisas anteriores 
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conduzidas pelo grupo, também foi constatada a ausência de necessidade de suplementação de 

nutrientes para fermentações eficientes. No estudo de Perez et al. (2022), foi utilizado melaço 

associado a hidrolisado bruto de cana-de- açúcar para a produção de etanol de segunda geração 

(2G) pela levedura S. cerevisiae T18, e os autores observaram produtividades equivalentes aos 

meios contendo suplementações comerciais. Esses resultados reforçam a evidência de que a 

suplementação de nutrientes em meios contendo melaço não é indispensável para se obter 

fermentações de alto desempenho.  

Na literatura, há poucos relatos sobre a produção de BDO utilizando melaço como 

substrato. A maioria das publicações que abordam esse tema foca na produção de BDO a partir 

de glicose, geralmente resultando em baixos rendimentos e produtividades como 

respectivamente descritos nos seguintes estudos de HE et al. (2025) 22,0 (g/L) e 0,30 (g/L/h), 

JIANG et al. (2024) 6,88 (g/L) e 0,73 (g/L/h); e Morita et al. (2022) 0,70 (g/L) e 0,014 (g/L/h). 

Esses dados sugerem que, apesar do potencial do melaço como uma fonte de carbono alternativa 

e mais acessível, ele permanece pouco explorado em relação à produção de BDO.  

Apesar do número limitado de publicações, alguns estudos exploraram essa alternativa. 

Um exemplo é o trabalho de Tinoco et al. (2024), que visou reduzir os custos de produção de 

BDO. Nesse estudo, uma economia de 75,2% foi alcançada através do cultivo da cepa 

Paenibacillus peoriae NRRL BD-62 em meio contendo melaço como substrato, suplementado 

com NH4Cl como fonte de nitrogênio de baixo custo. O custo final de produção foi de 42,69 

US$/m3 de BDO, comparado com 171,87 US$/m3 do meio de controle com glicose como 

substrato e suplementado com extrato de levedura e sais minerais, evidenciando o potencial 

econômico do uso de melaço nesse processo.   

O estudo de Yang et al. (2022) focou na produção de BDO por Clostridium ljungdahlii, 

uma cepa não patogênica, utilizando melaço como substrato sem suplementação adicional. A 

pesquisa alcançou uma produtividade de 0,46 g/L/h. No entanto, o estudo enfrentou o desafio 

da inibição por substrato, o que exigiu a utilização de concentrações iniciais de açúcares 

relativamente baixas. Concentrações superiores a 35 g/L de açúcares tornaram o processo 

inviável devido à inibição, limitando o potencial de escalonamento e eficiência do processo 

fermentativo.   

No estudo de Stoklosa et al. (2022), a produção de BDO foi investigada utilizando a 

cepa Paenibacillus polymyxa em bateladas alimentadas com melaço sem suplementação. Os 

resultados mostraram baixas concentrações de BDO (25 g/L), além da produção concomitante 

de acetoína e etanol. Durante o processo, parte do BDO formado foi convertido em acetoína 

pela própria célula, resultando em uma concentração final de acetoína superior à de BDO. O 
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estudo também identificou o mesmo problema relatado por Yang et al. (2022), no qual altas 

concentrações iniciais de açúcares inibiram a produção de BDO, limitando a eficiência do 

processo fermentativo.  

A cepa utilizada neste trabalho foi geneticamente modificada para não ser afetada por 

altas concentrações de açúcares iniciais, superando um dos principais desafios observados em 

outros estudos. Além disso, essa cepa não produz produtos concorrentes ao BDO no 

metabolismo celular, uma vez que os genes responsáveis pela síntese desses metabólitos foram 

deletados. Outro diferencial importante é a resistência da cepa a concentrações elevadas de 

etanol, o que potencializa sua eficiência em processos fermentativos. O estudo demonstrou que 

o melaço, sem necessidade de suplementação, serviu como substrato autossuficiente para a 

produção de BDO, destacando o potencial do processo para aplicações industriais.  

Outro aspecto relevante observado nesses ensaios foi o consumo incompleto dos 

açúcares redutores totais fermentescíveis (ART). Durante todos os cultivos, a levedura não foi 

capaz de consumir totalmente o açúcar disponível, o que sugere que a produção de BDO pode 

ser aumentada se o consumo de ART for otimizado. As concentrações de açúcares 

remanescentes após o processo de fermentação nos meios YPD(E), YPS(E), YPM(E) e M(E) 

foram, respectivamente, 114,8 g/L, 110,9 g/L, 161,59 g/L e 142,29 g/L, indicando uma variação 

no grau de consumo de açúcares dependendo da composição do meio.  

A Figura 5.1 B mostra que o consumo de açúcares totais foi menor nos meios à base de 

melaço em comparação aos meios contendo sacarose e glicose comercial, o que pode ser 

atribuído à maior complexidade do substrato de melaço e à hidrolise da sacarose, conforme 

discutido anteriormente. Tal comportamento pode também ser explicado pela baixa densidade 

celular no meio (DO0 5), além de um sinergismo entre a alta concentração inicial de etanol (40 

g/L) com a complexidade do meio à base de melaço, que podem exercer um efeito inibitório 

sobre o metabolismo celular e, consequentemente, sobre o consumo de açúcares.  

Analisando a produtividade, a concentração de BDO e o rendimento apresentados na 

Tabela 3.2, a cepa HGS37 destacou-se como mais eficiente na produção de BDO, superando os 

demais estudos, com exceção de Klebsiella oxytoca KMS005-73T e Saccharomyces cerevisiae 

S5_mBDO4. Estas últimas mostraram resultados superiores em todos os parâmetros analisados, 

especialmente a cepa S5_mBDO4, que alcançou uma produção de BDO de 171 g/L. A HGS37, 

quando cultivada em meio de melaço sem suplementação. Embora as cepas IAM1183-LPBC e 

M1-L31-Pb tenham apresentado rendimentos superiores, seus valores de produtividade e 

produção de BDO foram consideravelmente mais baixos.  
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Além disso, é importante destacar que todos os estudos comparados na tabela utilizaram 

substratos comerciais e suplementação de nutrientes extras, diferentemente do presente estudo, 

que se baseou exclusivamente no uso de melaço como substrato sem suplementação. Ademais, 

alguns microrganismos mencionados anteriormente têm alto potencial de patogenicidade, o que 

os torna inviáveis para escalonamento industrial, reforçando a viabilidade e segurança da 

HGS37 no contexto de bioprocessos industriais.  

  

5.2  Seleção das condições de produção de BDO em melaço de cana-de-açúcar  

Uma vez determinada a capacidade da HGS37 de produzir BDO a partir de melaço sem 

suplementação, as condições de processo foram selecionadas. Para isso, foi realizado um 

planejamento experimental 23 com o objetivo de avaliar a influência da carga de células iniciais, 

da concentração inicial de etanol e do pH na produção de BDO por fermentação utilizando a 

cepa HGS37 em melaço. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 5.2, onde é possível 

verificar que a produção de BDO variou consideravelmente de 13,04 a 60,60 g/L, assim como 

as demais variáveis resposta estudadas. De maneira geral, o consumo de açúcares não foi 

completo em todos os experimentos, atingindo a maior conversão (69,5%) no Experimento 4, 

onde se utilizou DOO 50, pH 6 e 5 g/L de etanol inicial. 
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Tabela 5.2. BDO produzido e parâmetros fermentativos do planejamento experimental 23 

realizado variando DO inicial, concentração inicial de etanol e pH inicial do cultivo usando a 

cepa S. cerevisiae HGS37 (300 g/L de ART iniciais, 30ºC e 120 rpm). 

Exp. DO0 pH [EtOH]0  

(g/L)  

Qs  

(g/L/h)  

BDO  

(g/L)  

Qp  

(g/L/h)  

YP/S 

(g/g)  

YP/S (%)  X (%)  Viabilidade  DOfinal 

celular (%)  

 1  5  4  5  0,60  6,69  0,07  0,12  22,81  19,3  14  7,25  

 2  50  4  5  1,14  46,10  0,48  0,42  79,84  58,5  64  37,5  

 3  5  6  5  0,59  36,70  0,38  0,30  57,03  41,3  38  2,9  

 4  50  6  5  1,41  54,67  0,57  0,40  76,04  69,5  50  52,4  

 5  5  4  40  0,30  13,04  0,14  0,46  87,45  15,8  82  3,35  

 6  50  4  40  1,46  49,66  0,52  0,35  66,53  56  72  49,7  

 7  5  6  40  0,11  14,74  0,15  0,38  72,24  14,3  77  6,2  

 8  50  6  40  1,53  60,60  0,63  0,41  77,94  58,8  67  50,3  

 9  27,5  5  22,5  1,23  55,05  0,57  0,46  85,55  53,5  87  26  

10  27,5  5  22,5  1,23  57,66  0,60  0,45  85,55  50,5  84  25,2  

11  27,5  5  22,5  1,37  50,32  0,52  0,38  72,24  53  73  26,6  

12  27,5  5  22,5  1,33  47,04  0,49  0,37  70,34  47  86  26,8  

 DO0: densidade óptica inicial; Qs: produtividade de substrato; YP/S: rendimento de BDO; YP/S (%): 

porcentagem sobre o rendimento teórico; X (%): conversão de substrato em porcentagem; DOfinal: 

densidade óptica final; 

 

Considerando o consumo incompleto de açúcares em todos os experimentos, a Figura 

5.2 traz as concentrações de sacarose, glicose e frutose finais para cada um dos experimentos 

do planejamento fatorial realizado, onde é possível se observar que nos experimentos onde 

obteve-se maiores quantidades de açúcares consumidos (2, 4 e 8), tanto sacarose quanto glicose 

foram totalmente consumidas, enquanto a frutose manteve-se como o principal açúcar residual. 

Um detalhamento do acompanhamento das concentrações de açúcares com o tempo de processo 

para o Experimento 4, o qual apresentou menor concentração de açúcares residuais, é 

apresentado na Figura 5.3, onde é possível observar o esgotamento da sacarose, assim como o 

consumo da glicose preferencialmente à frutose. Embora o experimento 8 tenha apresentado a 

maior concentração de BDO em g/L, ele não foi o mais adequado a ser considerado uma vez 

que apresentou maior concentração de açúcar residual devido ao fato de ter utilizado 

concentrações elevadas de etanol. 
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Figura 5.2. Concentrações finais de sacarose, glicose e frutose nos experimentos do 

planejamento fatorial 23 para produção de BDO a partir de melaço usando a cepa S. cerevisiae 

HGS37 (300 g/L de ART iniciais, 30ºC e 120 rpm). 

 
 

 

Figura 5.3. Acompanhamento das concentrações de açúcares no Experimento 4 do 

planejamento fatorial 23 para produção de BDO a partir de melaço usando a cepa S. cerevisiae 

HGS37 (DO0=50; pH 6; [EtOH]0=5 g//L; 300 g/L de ART iniciais, 30ºC e 120 rpm). 

 
 

Uma característica marcante das cepas de Saccharomyces cerevisiae é sua preferência 

pelo metabolismo fermentativo em presença de glicose, mesmo na disponibilidade de oxigênio, 

um fenômeno conhecido como efeito crabtree. Nesse estado, a levedura prioriza a fermentação 

em vez da respiração celular, suprimindo o uso de fontes alternativas de carbono e inibindo a 

glicogênese (repressão catabólica). A via de sinalização Snf3/Rgt2 é responsável por detectar 

os níveis extracelulares de glicose e regular sua captação, enquanto a via de sinalização Snf1 é 

crucial para a regulação da repressão catabólica por glicose, desempenhando um papel central 

no equilíbrio dos níveis de energia celular (KAYIKCI; NIELSEN, 2015).  
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Em concentrações elevadas de glicose, a quinase Snf1 permanece inativa, o que mantém 

o fator de transcrição Mig1 desfosforilado. Isso permite que Mig1, em conjunto com o 

complexo Ssn6/Tup1, reprima genes envolvidos na utilização de outras fontes de carbono. 

Quando os níveis de glicose se tornam limitados, a quinase Snf1 é ativada e fosforila Mig1, 

aliviando a repressão e permitindo a expressão de genes previamente reprimidos pela presença 

de glicose (GANCEDO, 1998; HEDBACKER e CARLSON, 2008).  

No presente estudo, o efeito da repressão catabólica por glicose é evidenciado pela 

diferença no consumo de glicose e frutose observada na Figura 5.2. Durante o cultivo, a 

levedura demonstrou uma preferência clara pela glicose, resultando em altas concentrações de 

açúcares residuais na forma de frutose. É provável que, à medida que a glicose se esgota, a 

repressão catabólica seja aliviada, permitindo o consumo completo da frutose. No entanto, do 

ponto de vista industrial, não seria viável estender o cultivo até que toda a frutose fosse 

consumida, uma vez que o tempo de 96 horas já é considerado elevado para processos de 

fermentação.  

Outro fator que pode ter contribuído para a elevada concentração de frutose residual é o 

fato de a cepa utilizada ser derivada da Ethanol Red, uma cepa industrial conhecida por seu alto 

desempenho na produção de etanol a partir de milho, onde o substrato é principalmente 

composto por amido, e não sacarose (HUO et al., 2022). Como essa cepa foi desenvolvida para 

metabolizar preferencialmente glicose, e não frutose, é possível que a capacidade de consumo 

de frutose seja limitada nesse microrganismo, refletindo sua adaptação a processos industriais 

que priorizam a eficiência no uso de glicose (CAGNIN et al., 2021). Em experimentos onde a 

glicose não foi totalmente consumida (Exp 3, Figura 5.2), a concentração de frutose permaneceu 

constante durante todo o experimento, ou seja, não foi nem parcialmente consumida.  

De maneira geral, os ensaios com densidade celular mais elevada apresentaram os 

melhores desempenhos na produção de BDO, levando à hipótese de que a concentração celular 

influencia diretamente no processo e na produção de BDO. Assim, os resultados obtidos foram 

analisados utilizando o software PRO\TIMIZA® e a estimativa dos efeitos de cada variável 

encontra-se na Tabela 5.3. 
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Tabela 5.3. Efeitos e coeficientes das variáveis concentração inicial de células (DO), 

concentração inicial de etanol e do pH inicial na fermentação de melaço por S. cerevisiae 

HGS37 pelo delineamento fatorial 23 com 4 repetições no ponto central (condições de 

processo: 300 g/L de ART iniciais, 30ºC e 120 rpm). Efeitos significativos a 90% de confiança 

(p<0,1) destacados em vermelho. 

 Efeito  Erro  T  p  Significativo  

Consumo de substrato            

DO (X1)  50,72  11,02  4,60  0,0058  SIM  

pH (X2)  5,38  11,02  0,49  0,6463  NÃO  

Etanol inicial (X3)  -7,67  11,02  -0,70  0,5171  NÃO  

X1*X2  2,88  11,02  0,26  0,8045  NÃO  

X1*X3  18,27  11,02  1,66  0,1581  NÃO  

X2*X3  -0,93  11,02  -0,08  0,9363  NÃO  

Conversão (X)            

DO (X1)  0,21  0,03  7,01  0,0009  SIM  

pH (X2)  0,06  0,03  2,06  0,0942  SIM  

Etanol inicial (X3)  -0,07  0,03  -2,47  0,0562  SIM  

X1*X2  -0,03  0,03  -0,91  0,4059  NÃO  

X1*X3  0,04  0,03  1,32  0,2441  NÃO  

X2*X3  -0,02  0,03  -0,66  0,5385  NÃO  

YP/S            

DO (X1)  0,10  0,03  2,95  0,0319  SIM  

pH (X2)  0,07  0,03  2,20  0,0792  SIM  

Etanol inicial (X3)  -0,01  0,03  -0,34  0,7486  NÃO  

X1*X2  -0,06  0,03  -1,91  0,1146  NÃO  

X1*X3  0,00  0,03  -0,09  0,9295  NÃO  

X2*X3  0,03  0,03  1,01  0,3600  NÃO  

Qp            

DO (X1)  0,20  0,05  3,72  0,0137  SIM  

pH (X2)  0,08  0,05  1,56  0,1788  NÃO  

Etanol inicial (X3)  -0,02  0,05  -0,47  0,6607  NÃO  

X1*X2  -0,03  0,05  -0,61  0,5662  NÃO  

X1*X3  0,05  0,05  0,93  0,3962  NÃO  

X2*X3  -0,02  0,05  -0,31  0,7665  NÃO  

Produção de BDO            

DO (X1)  19,13  5,14  3,72  0,0137  SIM  

pH (X2)  8,03  5,14  1,56  0,1794  NÃO  

Etanol inicial (X3)  -2,40  5,14  -0,47  0,6603  NÃO  

X1*X2  -3,15  5,14  -0,61  0,5669  NÃO  

X1*X3  4,78  5,14  0,93  0,3957  NÃO  

X2*X3  -1,63  5,14  -0,32  0,7648  NÃO  
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Pelos dados estatísticos é possível verificar que o uso de altas cargas celulares iniciais é 

fundamental para aumentar a eficiência do processo, uma vez que possui efeito positivo e 

significativo em todas as variáveis resposta estudadas, ou seja, um aumento na concentração 

celular provoca um aumento na variável resposta. De fato, o consumo de substrato, a 

produtividade e a produção de BDO dependeram exclusivamente da densidade celular inicial. 

Os experimentos que apresentaram os melhores resultados foram aqueles em que a 

concentração celular inicial estava elevada, com uma densidade óptica (DO) inicial de 50 (25 

g/L de células). Além disso, os pontos centrais, que também apresentaram densidades ópticas 

relativamente altas (DO de 27,5), também obtiveram bom desempenho nos parâmetros 

mencionados, reforçando a importância da densidade celular no sucesso do processo 

fermentativo.   

O desenvolvimento de bioprocessos que mantenham altas densidades celulares, visando 

aumentar os rendimentos, é de grande relevância para a indústria atual. A pesquisa de Zhang et 

al. (2024) explorou a estratégia de fermentações sob alta densidade celular utilizando Bacillus 

subtilis para otimizar o rendimento na produção de lipopeptídeos cíclicos. O aumento da 

densidade celular promoveu a ativação da via do metabolismo energético, resultando na 

produção elevada de ATP, o que contribuiu para a manutenção da vitalidade celular e, 

consequentemente, para o aumento dos rendimentos dos lipopeptídeos. Pawar et al. (2021) 

desenvolveram uma estratégia baseada em altas cargas celulares para a produção de óleo rico 

em ácido docosahexaenóico por meio da fermentação de Thraustochytrids. O estudo evidenciou 

que a adoção de altas densidades celulares resultou em um aumento significativo na 

produtividade de ácido docosahexaenóico durante o cultivo contínuo. Adicionalmente, 

processos bem estabelecidos industrialmente também são conduzidos com alta carga celular, 

como por exemplo a produção de etanol de primeira geração no Brasil (LOPES et al., 2016).  

A regressão multivariável gerada para cada resposta foi representada graficamente por 

meio de superfícies de resposta, as quais permitem a visualização das interações entre as 

variáveis estudadas. As Anovas referentes aos modelos encontram-se no Anexo A. Essas 

superfícies foram construídas com base nas principais variáveis resposta do planejamento 

experimental, levando em consideração os resultados significativos observados na Tabela 5.3. 

Esse método de análise facilita a interpretação dos efeitos das variáveis independentes sobre o 

consumo de substrato, produtividade e produção de BDO, destacando as condições mais 

adequadas para maximizar os resultados. Os modelos analisados por meio da ANOVA 

apresentaram coeficientes de determinação (R²) dentro de uma faixa de excelência, indicando 

que explicam os dados de maneira confiável. Os parâmetros avaliados, como conversão, 
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rendimento, produtividade e produção de BDO, apresentaram R² em torno de 80%, (ANEXO 

A) enquanto o consumo de substrato alcançou um R² próximo de 90%, demonstrando uma 

elevada aderência dos modelos aos dados experimentais.  

 

Figura 5.4. Superfícies de resposta das variáveis estudadas no planejamento fatorial 23 na 

produção de BDO a partir de melaço pela cepa S. cerevisiae HGS37. (A-C) Variação na 

produção de BDO; (D-F) Variação da produtividade; e (G-I) variação do rendimento. 

 

 

Observa-se que, de maneira geral, a produção de BDO (Figura 5.4A-C), a produtividade 

(Figura 5.4D-F) e o rendimento (Figura 5.4G-I) são favorecidos por maiores concentrações 

celulares iniciais, pH mais básico e concentrações iniciais de etanol mais baixas, desde que uma 

alta densidade celular inicial seja mantida. Esse fator foi identificado como o determinante para 

o aumento da eficiência nos experimentos em bancada. A combinação de um pH alcalino e 

baixa concentração de etanol otimiza o processo, mas sua eficácia depende diretamente da 

elevada carga celular no início da fermentação. Além disso, conforme mostrado na Tabela 5.3, 

tanto o pH quanto a concentração de etanol foram variáveis significativas para o metabolismo 
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celular na conversão do substrato. O pH, em particular, demonstrou ser um fator determinante 

para alcançar melhores rendimentos. Desta forma fica evidente que, dentre as condições 

estudadas, DO0 50, pH 6,0 e concentração de etanol inicial 5 g/L são mais adequados para a 

condução do processo.  

Entre os principais desafios que podem surgir nas condições estabelecidas pelo 

planejamento fatorial estão as limitações impostas pelas altas cargas celulares, que podem gerar 

problemas de transferência de massa. Essas limitações podem restringir o acesso das células 

aos açúcares e ao oxigênio. Diante desses obstáculos, torna-se essencial desenvolver estratégias 

que minimizem os impactos negativos associados a essas condições de processo. Isso pode 

incluir a otimização das condições de cultivo, como a densidade celular e a implementação de 

técnicas de alimentação que favoreçam a transferência de massa e a redução da inibição por 

etanol, visando aumentar a eficiência e a produtividade do processo fermentativo.   

Para a condução de bioprocessos com elevadas cargas celulares, a imobilização celular 

se apresenta como uma alternativa promissora, oferecendo diversas vantagens. Dentre elas, 

destacam-se a facilidade de separação das células do meio de cultivo, a possibilidade de 

conduzir processos com alta densidade celular e a proteção das células contra contaminantes, 

bem como a inibição causada pelo etanol no meio (SOARES et al., 2022). Esses benefícios 

ajudam a mitigar efeitos inibitórios, promovendo um ambiente mais favorável as células e para 

a produção de BDO. Além disso, a imobilização permite a operação de processos contínuos, 

aumentando a eficiência e a produtividade das fermentações (ORTIZ, 2017). Essa abordagem 

pode ser uma solução viável para enfrentar os desafios associados ao processo em questão em 

larga escala.  

A faixa de pH ideal para a produção de BDO, conforme descrito pelo delineamento 

fatorial, tende à basicidade. Essa preferência está diretamente relacionada à cepa doadora dos 

genes, que também realiza processos fermentativos de maneira eficiente em pH básico. A 

pesquisa de Perez et al. (2022), que avaliou a tolerância ao etanol em fermentações com xilose, 

revelou que a cepa parental da HGS37, S. cerevisiae MDS130, opera preferencialmente em pH 

mais básico, com valor ideal próximo de 5,6. Rehman et al. (2022) conduziram uma pesquisa 

sobre a produção de BDO pela cepa Enterococcus faecalis OPS1 em diferentes níveis de pH e 

identificaram que o melhor desempenho em termos de produção, medido em g/L de BDO, 

ocorreu em um pH de 6,5. Este valor foi determinado como o pH ótimo para o bioprocesso com 

essa cepa específica. O estudo de Karayannis et al. (2024) sobre a produção de BDO pela cepa 

Klebsiella oxytoca ACA-DC1581 também identificou que um pH básico é mais favorável para 

seu processo fermentativo. Os pesquisadores implementaram um sistema de duas bombas 
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automatizadas para garantir a manutenção do efeito tampão durante as bateladas, de modo a 

estabilizar o pH em 6. A faixa de pH entre 5 e 7 é frequentemente explorada nos estudos para a 

produção de BDO. Outro aspecto observado, conforme descrito na Tabela 5.2, foi a baixa de 

produção de BDO no experimento 5. Esse experimento se caracterizou pela alta concentração 

inicial de etanol (40 g/L) e pelo pH reduzido (4), o que possivelmente gerou um efeito sinérgico 

entre esses fatores, aliado à baixa carga celular inicial. Essa combinação pode ter comprometido 

a viabilidade celular, inibindo a produção de BDO.  

Da mesma forma que a levedura HGS37 necessita do etanol para crescimento e 

produção de BDO por conta das modificações genéticas realizadas, o mesmo pode ser toxico 

em altas concentrações. O etanol age de forma a diminuir a capacidade de seletividade da 

membrana plasmática da célula, ocasionando deficiências nutricionais na cepa o que intensifica 

a inibição alcoólica. Em altas concentrações o etanol tende a inibir de forma não competitiva o 

transporte de substratos por meio da membrana plasmática de S. cerevisiae (DORTA, 2006). 

Adicionalmente, a elevada concentração de etanol combinada com um meio ácido (pH 4) pode 

induzir a um sinergismo negativo entre o etanol e o pH, resultando em estresse extremo nas 

células (DORTA, 2006). Essa condição adversa pode levar à diminuição da viabilidade celular, 

comprometendo, assim, a produtividade de BDO, conforme observado nos experimentos com 

um pH ácido e alta concentração de etanol.  

  

5.3  Performance da HGS37 imobilizada   

Os experimentos anteriores foram caracterizados pela presença de elevados níveis de 

açúcar residual. Para otimizar o consumo total de açúcares pela cepa HGS37, foi realizado um 

experimento em melaço empregando células imobilizadas (IM), sob as condições de processo 

estabelecidas pelo delineamento fatorial: DO0 de 100, pH 6 e concentração de etanol de 5 g/L. 

Um aspecto crucial avaliado nesse experimento foi o impacto da imobilização celular na 

capacidade produtiva da cepa. Embora a técnica de imobilização ofereça vantagens, ela também 

apresenta desafios, como a limitação na disponibilidade de oxigênio e nutrientes, fatores que 

poderiam comprometer o desempenho fermentativo. Como demonstrado em tópicos anteriores, 

a cepa HGS37 necessita de oxigênio devido à dependência ocasionada pela expressão do gene 

NoxE, que catalisa a oxidação do NADH em NAD⁺, transferindo elétrons para o oxigênio 

molecular. Esse processo desempenha um papel crucial na regeneração do NAD⁺, influenciando 

diretamente os processos fermentativos, o metabolismo energético e o balanço redox. Desta 

forma, a avaliação do impacto da imobilização na performance da levedura se mostra crucial.  
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Os resultados deste experimento são apresentados na Tabela 5.4, onde atingiu-se o 

melhor desempenho na produção de BDO dentre todos os experimentos realizados neste estudo, 

com uma concentração de 123,0 g/L de BDO. Embora o consumo de açúcares não tenha sido 

completo, observou-se uma melhora significativa em relação aos experimentos anteriores. Os 

resultados também indicaram um rendimento de 0,50 g/g, o que corresponde a 94,4% do 

máximo teórico, uma conversão de açúcares de 89,90% e uma produtividade de 1,28 g/L/h.   

 

Tabela 5.4. BDO produzido e parâmetros fermentativos do experimento utilizando células 

imobilizadas e melaço como substrato. 

Paramêtros  Unidade de medida  Valor  

BDO  g/L  123,0±4,63  

X  %  89,9±0,01  

YP/S  g/g  0,50±0,06  

YP/S (%)  %  94,4±11,47  

Qp  g/L/h  1,28±0,05  

Qs  g/L/h  2,58±0,18  

YP/S: rendimento BDO; QP: produtividade BDO; YP/S (%): porcentagem 

sobre o YP/S teórico (0,526 g/g); X: conversão de açúcares redutores 

totais; Qs produtividade por substrato; BDO concentração de BDO 

final.  

  

O experimento com células imobilizadas destacou-se como aquele com a maior 

conversão de açúcares entre todos os realizados neste estudo. Até então, o Experimento 04 do 

planejamento fatorial havia apresentado a melhor conversão de açúcares, porém uma vez que a 

concentração de células apresentou efeito positivo na produção de BDO, o experimento com 

células imobilizadas foi realizado com DO0 100, uma vez que a aplicação de microorganismos 

imobilizados possibilita a aplicação de elevadas densidades celulares. A produção de BDO em 

g/L praticamente dobrou com a adoção da imobilização celular, enquanto o consumo de 

açúcares também foi significativamente favorecido, com um incremento na velocidade de 

consumo de substrato de 1,41 g/L/h para 2,40 g/L/h, resultando em uma menor quantidade de 

açúcares residuais no meio fermentativo. 

A literatura apresenta uma escassez significativa de estudos envolvendo células 

imobilizadas para a produção de BDO. No entanto, a pesquisa conduzida por Omeroglu et al. 

(2024) demonstrou resultados promissores. Utilizando fermentação não estéril de melaço com 

células imobilizadas de Bacillus licheniformis BD43, constatou-se que, sob condições ótimas 
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de processo, a imobilização celular aumentou a eficiência e a produção de BDO. Além disso, o 

estudo evidenciou uma redução no consumo energético durante a produção e comprovou a 

viabilidade de reutilização das células imobilizadas. Observouse que somente após a 4ª e 5ª 

reutilizações houve diminuições perceptíveis na concentração final de BDO. A pesquisa 

alcançou uma concentração máxima de BDO de 31,6 g/L ao final de 24 horas de incubação. 

Comparativamente, a cepa HGS37 apresentou uma produção de BDO semelhante à relatada 

por Omeroglu et al. (2024), atingindo 32,48 g/L em 24 horas de fermentação. Um ponto 

relevante é que, enquanto Omeroglu et al. (2024) utilizou melaço suplementado com peptona e 

minerais para otimizar a produção, este estudo empregou apenas o melaço como substrato, sem 

qualquer adição suplementar.  

O consumo de açúcares seguiu o mesmo padrão observado nos experimentos anteriores: 

inicialmente, houve a hidrólise completa da sacarose, seguida pelo consumo da glicose e, por 

fim, da frutose, conforme ilustrado na Figura 5.6. O diferencial em relação aos experimentos 

prévios foi a significativa redução nas concentrações de açúcares residuais. É provável que, 

com a extensão do experimento por mais algumas horas, todo o açúcar remanescente fosse 

consumido. Contudo, do ponto de vista industrial, um tempo de fermentação de 96 horas já é 

considerado elevado e, portanto, inviável para processos de larga escala, devido às implicações 

econômicas e operacionais.  

 

Figura 5.5. Consumo de sacarose, glicose e frutose no experimento com células imobilizadas 

para produção de BDO a partir de melaço usando a cepa S. cerevisiae HGS37 (300 g/L de 

ART iniciais, 30ºC e 120 rpm). 
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A melhoria de bioprocessos pela aplicação de células imobilizadas, apesar de pouco 

explorada para BDO, é amplamente relatada na literatura. Milessi et al. (2020) estudaram a 

aplicação de células da levedura S. cerevisiae T18 imobilizadas na produção de etanol a partir 

de xilose e, utilizando a mesma concentração de células livres e imobilizadas, observaram um 

aumento na produtividade do processo de 0,64 para 1,32 g/L/h. Perez et al. (2022) utilizaram a 

levedura S. cerevisiae MDS130 imobilizada em alginato de cálcio para a produção de etanol a 

partir de uma mistura de hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana e melaço, e obtiveram 

produtividades de 22 g/L/h em 20 bateladas repetidas. O estudo de Kong et al. (2025) investigou 

a produção de etanol a partir da celulose, utilizando um sistema de biocatálise que combinou 

celulase imobilizada em nanopartículas e a cepa Saccharomyces cerevisiae pYD1-LV 

imobilizada na superfície celular. Essa abordagem sinérgica permitiu a conversão eficiente da 

celulose em etanol, resultando em um título máximo de 79,5 g/L e um rendimento teórico de 

88,2%. Além disso, o processo demonstrou elevada eficiência enzimática, alcançando esses 

resultados com uma baixa carga de celulase de apenas 10 FPU/g de celulose.  

Comparando os resultados com as pesquisas apresentadas na Tabela 3.2, os valores 

obtidos para rendimento, produtividade e produção de BDO superaram os relatados na maioria 

dos estudos. As únicas exceções foram os trabalhos de Lee et al. (2022) e Huo et al. (2022), 

que alcançaram concentrações e produtividades de BDO superiores. Com base nesses 

resultados, pode-se afirmar que a técnica de imobilização celular melhora significativamente o 

consumo de açúcares e aumenta a produção de BDO, especialmente quando associada às 

condições otimizadas de processo estabelecidas pelo delineamento fatorial. Esses avanços 

destacam o potencial dessa abordagem para aplicações industriais.  

  

5.4  Performance da HGS37 em hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar  

Visando avaliar a eficiência da cepa HGS37 em substratos provenientes de diferentes 

subprodutos do processamento de cana, foram realizados experimentos em hidrolisado 

celulósico de bagaço de cana. A fermentação foi conduzida sob as condições definidas pelo 

delineamento fatorial: DO0 50, pH 6 e concentração de etanol de 5 g/L. O hidrolisado 

lignocelulósico, proveniente do bagaço de cana-de-açúcar, é a fração líquida obtida após pré-

tratamento do bagaço e subsequente hidrólise enzimática, sendo composto principalmente de 

glicose e xilose (72,2 g/L glicose, 5,4 g/L xilose, 0 g/L ácido acético, 3,0 g/L furfural e 10,8 g/L 

HFM). No entanto, a concentração de açúcares disponível no hidrolisado (~80 g/L) é inferior à 

presente no melaço. Esse menor teor de açúcares permitiu que a cepa consumisse todo o 
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substrato em aproximadamente 24 horas, com uma velocidade de consumo de substrato de 2,76 

g/L/h conforme ilustrado na Figura 5.7.  

 

Figura 5.6. Consumo de glicose e xilose no experimento usando hidrolisado lignocelulósico 

para produção de BDO a partir da cepa S. cerevisiae HGS37 (80 g/L de ART iniciais, 10 g/L 

de Y, 20 g/L de P, 30ºC e 120 rpm). 

 
  

O elevado consumo dos açúcares em um período reduzido pode ser atribuído ao fato de 

o hidrolisado lignocelulósico conter predominantemente hexoses já na forma de glicose. Em 

contraste, nos meios à base de melaço, a maior parte dos açúcares está presente como sacarose, 

exigindo uma etapa adicional de hidrólise mediada pela invertase para liberar glicose e frutose, 

o que prolonga o tempo necessário para a fermentação. Além disso, vale ressaltar que os 

experimentos foram realizados com o hidrolisado bruto, sem uma etapa de destoxificação para 

remoção de compostos tóxicos como ácido acético, furfural e HMF, o que torna o desempenho 

da HGS37 notável, alcançando uma produção de 31,19 g/L de BDO e um rendimento de 0,47 

g/g, correspondendo a 89,39% do rendimento teórico máximo (Tabela 5.5).   
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Tabela 5.5. BDO produzido e parâmetros fermentativos do experimento utilizando 

hidrolisado como substrato. 

Parâmetros Unidade de medida Valor 

BDO g/L 31,19±0,06 

X % 91,53±0,02 

YP/S g/g 0,47±0,02 

YP/S (%) % 89,39±3,62 

Qs g/L/h 2,76±0,10 

Qp g/L/h 1,30±0,00 

YP/S: rendimento de BDO; YP/S (%): porcentagem do rendimento sobre 

o rendimento teórico; Qs: produtividade de substrato; Qp: 

produtividade de BDO; X: conversão de substrato 

 

Em comparação, o estudo de Stoklosa et al. (2024), utilizando hidrolisados 

lignocelulósicos como substrato e a bactéria Paenibacillus polymyxa, alcançou concentrações 

finais entre 14 e 18 g/L de BDO após 24 horas de fermentação em garrafas anaeróbicas. O 

trabalho de Um et al. (2017) obteve um rendimento de 0,395 g/g com hidrolisado de bagaço de 

cana como fonte de carbono, com uma produção de aproximadamente 3 g/L de BDO em 72 

horas. Já Hazeena et al. (2016), utilizando hidrolisados de folhas de palmeira e a cepa isolada 

Enterobacter cloacae SG-1, reportou uma concentração de 7,67 g/L de BDO ao final de 36 

horas de fermentação. Esses resultados ressaltam a superioridade da cepa HGS37, tanto em 

termos de concentração quanto de eficiência, destacando seu potencial para aplicações 

industriais na produção de BDO a partir de substratos lignocelulósicos.  

Outro destaque importante da fermentação com hidrolisado foi a produtividade de BDO, 

que atingiu 1,30 g/L/h. Conforme indicado na Tabela 3.2, apenas duas pesquisas apresentaram 

produtividades superiores. Durante o processo, a produção de glicerol foi relativamente baixa, 

assim como o experimento com células imobilizadas descrito anteriormente, um fator que 

corrobora isso é a seletividade entre BDO/Glicerol, que foi semelhante entre os dois 

experimentos com 4,40 gBDO/gGliOH para o imobilizado, utilizando melaço, e 5,22 gBDO/gGliOH 

para o hidrolisado. A concentração final de glicerol foi de 5,97 g/L, e a produção de BDO 

acompanhou o consumo de açúcares, cessando assim que os açúcares foram completamente 

consumidos, conforme ilustrado na Figura 5.8. Outro indicativo da estabilidade da cepa em 
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relação à produção de glicerol, independentemente do meio de cultivo, foi o fator de rendimento 

de glicerol por substrato.   

 

Figura 5.7. Consumo de açúcares e etanol versus produção de BDO e glicerol do 

experimento com hidrolisado para produção de BDO pela cepa S. cerevisiae HGS37 (80 g/L 

de ART iniciais, 10 g/L de Y, 20 g/L de P, 30ºC e 120 rpm). 

 

  

5.5  Intensificação da produção de BDO utilizando hidrolisado e melaço de cana 

Diante do desempenho positivo da HGS37 na produção de BDO a partir de hidrolisado, 

experimentos foram realizados visando aumentar a concentração final de BDO, de forma a se 

tornar o processo de purificação economicamente mais viável. Tal objetivo poderia ser 

alcançado realizando-se a concentração do hidrolisado. Porém, ao se concentrar o hidrolisado, 

os demais compostos presentes também são concentrados, como os compostos inibidores. Perez 

et al., (2022) demonstrou que a toxicidade dos hidrolisados hemicelulósicos aumenta 

significativamente após a etapa de concentração. Adicionalmente, a etapa de concentração está 

atrelada a um consumo energético significativo. Assim sendo, o melaço de cana surge como 

uma opção de integração de processo para a produção de BDO, especialmente considerando-se 

o escalonamento da produção de BDO para uma biorrefinaria de cana-de-açúcar.   

Desta forma, a performance da levedura foi avaliada em um processo utilizando 

hidrolisado de bagaço suplementado com melaço de cana. Para isso, após a fermentação do 

hidrolisado (24h), melaço foi adicionado ao meio de forma a se obter açúcares disponíveis para 

atingir-se concentrações superiores de BDO. Tal estratégia já foi aplicada com sucesso por 
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Sandri (2023) na produção de etanol de segunda geração. A fermentação foi conduzida sob as 

condições ótimas estabelecidas pelo planejamento fatorial (DO0 50, pH 6 e concentração de 

etanol de 5 g/L).  

A cepa demonstrou eficiência, atingindo uma conversão de açúcares de 90,27 % (Tabela 

5.6) em 72 horas de processo, com uma produção de BDO de 106,10 g/L, valor dentro da meta 

de 100 g/L estabelecida para esse experimento.  

  

Tabela 5.6. BDO produzido e parâmetros fermentativos do experimento utilizando 

hidrolisado como substrato. 

Paramêtros  Unidade de 

medida  

Valor  

YP/S  g/g  0,49±0,13 

X  %  90,27±6,87  

Qp  g/L/h  1,48±0,19  

Qs  g/L/h  2,84±0,33  

BDO  g/L  106,10±13,60  

ΔART  g/L  204,60±24,44  

 YP/S: rendimento de BDO; YP/S (%): porcentagem do rendimento 

sobre o rendimento teórico; Qs: produtividade de substrato; Qp: 

produtividade de BDO; X: conversão de substrato; ΔART açúcares 

redutores totais consumidos; 

 

A cepa não consumiu completamente todos os açúcares disponíveis nas primeiras 24 

horas, antes da suplementação com o melaço, como evidenciado pela Figura 5.9, que ilustra o 

consumo de açúcares ao longo do experimento. No entanto, ao final do processo fermentativo, 

os açúcares residuais foram mínimos, refletidos pelo elevado ΔART de 204,60 g/L e pelo alto 

consumo de substrato de 1,48 g/L/h. Esse comportamento é uma característica observada em 

experimentos com a HGS37, que frequentemente apresenta melhores resultados com períodos 

mais longos de cultivo, um fator que pode ser atribuído ao seu metabolismo e capacidade 

adaptativa às condições do meio.  
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Figura 5.8. Consumo de sacarose, glicose, xilose e frutose no experimento com hidrolisado 

suplementado com melaço para produção de BDO usando a cepa S. cerevisiae HGS37 (80 g/L 

de ART iniciais, com adição de 150g/L de ART, 30ºC e 120 rpm). 

 

 

 

Outro parâmetro analisado, que segue o padrão observado em outros experimentos, foi 

o rendimento. Nesse experimento, a cepa alcançou um rendimento de 0,49 g/g (89,66% do 

rendimento máximo teórico) além de apresentar uma produtividade de 1,48 g/L/h de BDO. 

Esses resultados reforçam a consistência da HGS37 em manter bons índices de eficiência em 

diferentes condições de processo.  

A análise da suplementação de meios contendo hidrolisado como substrato primário 

com melaço para a produção de BDO é pouco explorada na literatura científica. Por isso, é 

desafiador encontrar pesquisas que abordem especificamente esse tema para efeito 

comparativo. Um exemplo é o estudo conduzido por Neves (2021), que investigou a produção 

de BDO utilizando melaço e substratos sintéticos em fermentações por batelada e batelada 

alimentada. Ao realizar a batelada alimentada com hidrolisado de bagaço, foi observada uma 
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improdutividade da cepa Paenibacillus polymyxa. O estudo sugere que componentes presentes 

no hidrolisado podem ter causado inibição na produção de BDO durante a alimentação. Esse 

cenário ressalta ainda mais o potencial da cepa HGS37, utilizada no presente estudo, pois, 

diferentemente de outras cepas, conseguiu consumir os açúcares presentes no hidrolisado sem 

apresentar sinais de inibição quando submetida à alimentação com melaço.  

É possível observar que a sacarose foi praticamente consumida nas primeiras 12 horas 

após a adição do melaço, o que resultou no aumento das concentrações dos açúcares 

fermentescíveis, glicose e frutose, no cultivo. Ao final do experimento, praticamente todos os 

açúcares disponíveis haviam sido consumidos, e a concentração final de BDO não sofreu 

alterações significativas (Figura 5.10), comportamento distinto do observado nos primeiros 

momentos do cultivo, quando a presença de ART era abundante. O acúmulo de frutose 

apresentado na figura é explicado pela preferência metabólica da célula em consumir glicose, 

quando essa se encontra em maior concentração, em relação à frutose. 

 

Figura 5.9. Consumo de açúcares e etanol versus produção de BDO e glicerol do 

experimento com hidrolisado suplementado com melaço para produção de BDO usando a 

cepa S. cerevisiae HGS37 (80 g/L de ART iniciais, com adição de 150g/L de ART, 30ºC e 120 

rpm). 
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Nesse experimento, a cepa produziu baixas concentrações de glicerol, alcançando 15,86 

g/L, enquanto as concentrações de etanol permaneceram praticamente constantes ao longo do 

cultivo. A produção máxima de BDO foi de 106,10 g/L ao término das 72 horas de fermentação. 

Nas primeiras 24 horas, a cepa conseguiu atingir 44,06 g/L de  

BDO, sem consumir completamente os açúcares disponíveis, resultando em um ART 

residual de 22,04 g/L. Esses resultados indicam que a suplementação com melaço não é 

absolutamente necessária, considerando que ainda houve uma quantidade significativa de 

açúcares residuais e a cepa conseguiu alcançar alta concentração de BDO. Sob a perspectiva de 

um processo industrial, o tempo de fermentação é um parâmetro fundamental para determinar 

a viabilidade do bioprocesso. Dessa forma, atingir as maiores concentrações de BDO no menor 

tempo possível é crucial para viabilizar a aplicação de uma rota biotecnológica nas indústrias, 

garantindo maior eficiência e competitividade do processo. Adicionalmente, não foram 

encontrados estudos de análise técnico-econômica da purificação do BDO, indicando 

concentrações mínimas necessárias para viabilidade do processo.  

Neste contexto, a condução de um estudo para determinar a concentração necessária 

para purificação pode orientar a tomada de decisão no desenvolvimento do processo, assim 

como a inclusão da adição do melaço. De toda forma, os resultados obtidos no presente estudo 

se destacam pela elevada produção de BDO e elevada produtividade em diferentes meios 

industriais sem destoxificação, representando um avanço no desenvolvimento de um processo 

sustentável de produção deste composto. Os principais resultados obtidos no presente estudo 

são destacados na Tabela 5.7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 
 

Tabela 5.7. Comparativo entre os experimentos realizados utilizando a HGS37. 

Experimento BDO (g/L) 
Produtividade 

(g/L/h) 

Conversão 

(%) 

Rendimento 

YP/S (g/g) 

YPM(E) 75,9±3,93 0,80±0,08 65,00±0,02 0,41±0,04 

YPS(E) 54,15±0,72 0,60±0,00 54,00±0,04 0,41±0,00 

M(E)  56,10±0,69 0,60±0,01 49,00±0,00 0,41±0,05 

EXP4 54,67 0,57 69,5 0,40 

Imobilizado 

(Melaço) 
123,00±4,63 1,28±0,05 89,90±0,0 0,50±0,06 

Hidrolisado  31,19±0,06 2,76±0,10 91,53±0,02 0,47±0,02 

Hidrolisado + 

melaço  
106,10±13,60 1,48±0,19 89,66±8,13 0,49±0,12 

 

Os experimentos iniciais demonstraram a capacidade da cepa em produzir BDO a partir 

de substratos alternativos, como o melaço, sem a necessidade de suplementação nutricional 

(YPM(E), YPS(E) E M(E). Na sequência, o planejamento fatorial permitiu a identificação das 

condições fermentativas mais favoráveis à produção de BDO, evidenciando que maiores 

concentrações de inóculo (densidade óptica inicial), pH neutro e menores concentrações iniciais 

de etanol favorecem a síntese do produto (Exp 4). Em seguida, a técnica de imobilização celular 

foi empregada com sucesso, aumentando expressivamente a conversão dos açúcares, com 

concentração final de BDO de 122,99 g/L. Por fim, a levedura foi capaz de consumir hidrolisado 

de bagaço de cana sem destoxificação em 24h e a integração do processo utilizando hidrolisado 

suplementado com melaço possibilitou alcançar concentrações superiores a 100 g/L de BDO 

em menor tempo. Nesse ensaio, a concentração de BDO atingiu 106 g/L, com produtividade de 

1,48 g/L/h – a maior produtividade obtida entre todos os experimentos realizados, evidenciando 

o potencial dessa estratégia. 
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6.  CONCLUSÕES  

 

A cepa Saccharomyces cerevisiae HGS37 demonstrou elevada eficiência na produção 

de 2,3-butanodiol utilizando melaço como substrato, sem perdas de rendimento associadas a 

desvios metabólicos e sem a necessidade de suplementação com extrato de levedura ou peptona. 

Este estudo evidenciou a viabilidade técnica do processo de produção microbiana de BDO a 

partir de melaço, contribuindo para o desenvolvimento de bioprocessos mais sustentáveis. A 

análise por planejamento fatorial revelou que a concentração inicial de células é um fator 

determinante na produção de BDO, influenciando diretamente a produtividade, o rendimento e 

a eficiência de conversão dos substratos. A operação do processo com elevadas cargas celulares 

favoreceu a produção de BDO. As condições selecionadas para produção de BDO foram pH 

6,0, 5 g/L de etanol e elevada concentração celular inicial.  

A imobilização celular se mostrou uma técnica viável que resultou em melhorias 

significativas no desempenho da levedura, tanto no consumo completo dos substratos quanto 

na produção de BDO, atingindo a maior concentração do produto observada neste trabalho 

(122,99 g/L). Apesar da dependência de O2 para a produção de BDO, a presença do suporte de 

imobilização não prejudicou a transferência de massa desse composto, proporcionando 

operação em cargas de células elevadas.  

Ademais, o uso de meio de cultivo baseado em hidrolisado sem destoxificar como 

substrato provou ser uma alternativa viável para a produção de BDO via bioprocesso utilizando 

a cepa HGS37. Desta forma, a integração da produção de BDO em biorrefinarias pode ser uma 

importante maneira de valorizar o bagaço de cana gerado na planta. Além disso, a integração 

do processo por meio da suplementação extra de melaço ao hidrolisado provou ser uma 

estratégia interessante para elevar a concentração de BDO produzida utilizando hidrolisado, 

sem a necessidade de concentração dele, e reduzindo o tempo de cultivo do processo utilizando 

o melaço separadamente.   
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APÊNDICE  

ANEXO A – Parâmetros da análise de variância (ANOVA) utilizados na regressão 

multivariável 

 Análise de variância - ANOVA    

 Consumo de Substrato    

Fonte de Variação Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio Fcal p-valor 

Regressão 23256,0 2 11628,0 18,6 0,00064 

Resíduos 5630,8 9 625,6   

Falta de ajuste 5491,3 6 915,2 19,7 0,01656 

Erro puro 139,5 3 46,5   

Total 
R2 = 80,51% 

28886,8 11 

 

 

 

 

 

 

  Conversão (X)    

Fonte de Variação Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio Fcal p-valor 

Regressão 0,4 3 0,1 19,8 0,00005 

Resíduos 0,1 8 0,0   

Falta de ajuste 0,1 5 0,0 11,2 0,03735 

Erro puro 0,0 3 0,0   

Total 
R2 = 88,15% 

0,5 11 

 

 

 

 

 

 

  YP/S    

Fonte de Variação Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio Fcal p-valor 

Regressão 0,2 6 0,0 3,1 0,12060 

Resíduos 0,0 5 0,0   

Falta de ajuste 0,0 2 0,0 8,9 0,05515 

Erro puro 0,0 3 0,0   

Total 
R2 = 78,56% 

0,2 11 

 

0,0 

 

 

 

 

  Qp    

Fonte de Variação Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio Fcal p-valor 

Regressão 0,4 6 0,1 3,0 0,12621 

Resíduos 0,1 5 0,0   

Falta de ajuste 0,1 2 0,1 21,9 0,01622 

Erro puro 0,0 3 0,0   

Total 
R2 = 78,10% 

0,5 11 

 

 

 

 

 

 

 Produção de BDO    

Fonte de Variação Soma dos Quadrados  Graus de Liberdade Quadrado Médio Fcal p-valor 

Regressão 3770,3 6 628,4 3,0 0,12625 

Resíduos 1057,6 5 211,5   

Falta de ajuste 988,8 2 494,4 21,5 0,01662 

Erro puro 68,9 3 23,0   

Total 
R2 = 78,09% 

4828,0 

 

11 

 

 

 

 

 

 

 


