
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO CARLOS 

CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 

 PRODUÇÃO VEGETAL E BIOPROCESSOS ASSOCIADOS 

 

 

 

 

 

 

 

LEVEDURAS NÃO-Saccharomyces PARA PRODUÇÃO DE  ETANOL 

EM MOSTOS DE CANA-DE-AÇÚCAR 

 

 

 

 

 

JUDIELDO DE MORAIS LIMA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Araras 

2025 

 



 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO CARLOS 

CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 

 PRODUÇÃO VEGETAL E BIOPROCESSOS ASSOCIADOS 

 

 

 

LEVEDURAS NÃO-Saccharomyces PARA PRODUÇÃO DE  ETANOL 

EM MOSTOS DE CANA-DE-AÇÚCAR 

 

 

 

 

 

JUDIELDO DE MORAIS LIMA 

 

ORIENTADORA: PROFª. Drª. SANDRA REGINA CECCATO ANTONINI  

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa 
de Pós-Graduação em Produção 
Vegetal e Bioprocessos Associados 
como requisito parcial à obtenção do 
título de MESTRE EM PRODUÇÃO 
VEGETAL E BIOPROCESSOS 
ASSOCIADOS 

 

 
 
 
 
 

Araras - SP  

2025 

 







AGRADECIMENTOS 

 

Primeiramente a Deus, pelo discernimento e por me manter de pé diante de 

todas as dificuldades encontradas ao longo dessa caminhada. 

Aos meus pais Maria Josinete (Preta) e Damião que sempre me apoiaram e 

motivaram a buscar sempre o melhor para a minha vida. Agradeço também aos 

meus tios e tias que direta ou indiretamente participaram dessa jornada. 

Aos meus amigos Gabriel Marques, Lucas Radaelli, Bárbara Guimarães, 

Raimmy Arcanjo, Hugo, Mariana Leite e George Yuri, obrigado por estarem ao meu 

lado nos momentos de cansaço, pelas palavras de incentivo, pelas conversas que 

aliviaram a mente e pelo apoio incondicional durante toda essa caminhada. Vocês 

tornaram este percurso mais leve e significativo, sou grato por cada gesto de 

amizade e parceria.  

À minha orientadora Profa. Drª. Sandra Regina Ceccato Antonini, expresso 

minha profunda gratidão pela orientação, paciência, incentivo constante e pelos 

valiosos ensinamentos transmitidos ao longo desta jornada, o qual foi fundamental 

para a realização deste trabalho e para o meu crescimento pessoal e acadêmico, 

obrigado por acreditar em mim e por caminhar ao meu lado. 

À equipe do LAMAM (Laboratório de Microbiologia Agrícola e Molecular-

UFSCar-Araras), em especial ao Neto, Ana Zullo, Giovanna, Gabriel, Bruna, Bianca, 

Julieny, Liz Grimaldi e a todos os colegas de laboratório, meu sincero agradecimento 

pelo apoio técnico, pela disposição em ajudar e pelo ambiente colaborativo, pois 

cada conversa, troca de experiência e gesto de cooperação contribuiram 

significativamente para a realização desta pesquisa.  

Aos amigos que o vôlei me deu, minha profunda gratidão. Mais do que um 

esporte, o vôlei foi refúgio, força e alegria em momentos desafiadores da minha 

trajetória acadêmica. Em cada treino ou conversa no intervalo, encontrei apoio, 

leveza e amizades verdadeiras que fizeram toda diferença. 

À Diretoria do Centro de Ciências Agrárias-CCA-UFSCar, pela concessão da 

bolsa de extensão que permitiu a minha permanência no curso. 

Por fim agradeço ao Programa de Pós-Graduação em Produção Vegetal e 

Bioprocessos Associados, aos docentes do programa e à UFSCar-CCA por todos os 

ensinamentos. 

GRATIDÃO! 



SUMÁRIO 

 
ÍNDICE DE TABELAS .................................................................................................. i 

ÍNDICE DE FIGURAS ................................................................................................. ii 

RESUMO .................................................................................................................... vi 

ABSTRACT ............................................................................................................... vii 

INTRODUÇÃO ............................................................................................................ 1 

OBJETIVOS ................................................................................................................ 4 

Objetivo geral ........................................................................................................... 4 

Objetivos específicos ............................................................................................... 4 

REVISÃO DA LITERATURA ....................................................................................... 5 

1. Produção de etanol .............................................................................................. 5 

2. Saccharomyces cerevisiae .................................................................................. 6 

3. Leveduras não-Saccharomyces .......................................................................... 7 

3.1. Scheffersomyces stipitis ................................................................................... 8 

3.2. Wickerhamomyces anomalus ........................................................................... 9 

3.3. Meyerozyma guilliermondii ............................................................................. 11 

LITERATURA CITADA .............................................................................................. 13 

CAPÍTULO 1. TOLERÂNCIA AO ESTRESSE DE LEVEDURAS NÃO-

Saccharomyces E Saccharomyces cerevisiae SOB DIFERENTES CONDIÇÕES DE 

pH, TEMPERATURA, GLICOSE E ETANOL ............................................................ 21 

1. Resumo ................................................................................................................. 21 

2. Introdução ............................................................................................................. 21 

3. Materiais e Métodos .............................................................................................. 23 

3.1 Microrganismos................................................................................................ 23 

3.2 Testes de tolerância ao estresse das linhagens de leveduras ......................... 24 

3.2.1 Ensaio spot ................................................................................................... 24 

3.2.2 Crescimento em microplacas ........................................................................ 25 

4. Resultados e Discussão ........................................................................................ 26 

5. Conclusões ............................................................................................................ 37 

6. Literatura citada ..................................................................................................... 37 

CAPÍTULO 2.  EFEITO DOS MOSTOS DE CALDO, MELAÇO E MISTO SOBRE O 

CRESCIMENTO DE LEVEDURAS NÃO-Saccharomyces E Saccharomyces 

cerevisiae .................................................................................................................. 41 

1. Resumo ................................................................................................................. 41 

2. Introdução ............................................................................................................. 41 

3. Materiais e Métodos .............................................................................................. 44 

3.1 Microrganismos................................................................................................ 44 

3.2 Preparo dos meios de crescimento.................................................................. 44 

3.3 Preparação dos inóculos das leveduras .......................................................... 44 

3.4 Testes de crescimento das leveduras em mostos de cana-de-açúcar ............ 45 

3.5 Análises microbiológicas .................................................................................. 45 



3.6 Análises físico-químicas .................................................................................. 45 

3.7 Cálculo do rendimento em etanol .................................................................... 46 

4. Resultados e Discussão ........................................................................................ 46 

5. Conclusões ............................................................................................................ 56 

6.  Literatura citada .................................................................................................... 56 

CAPÍTULO 3.  DESEMPENHO FERMENTATIVO E VIABILIDADE DE Meyerozyma 

guilliermondii E Saccharomyces cerevisiae EM FERMENTAÇÃO ALCOÓLICA SOB 

BATELADA ALIMENTADA COM RECICLO CELULAR E TRATAMENTO ÁCIDO ... 60 

1. Resumo .............................................................................................................. 60 

2. Introdução ............................................................................................................. 61 

3  Materiais e Métodos .............................................................................................. 62 

3.1 Microrganismos................................................................................................ 62 

3.2  Preparo dos inóculos das leveduras e meios ................................................. 63 

3.3  Padronização dos inóculos ............................................................................. 63 

3.4  Fermentação em batelada com reciclo celular e tratamento das células ........ 63 

3.5 Análises microbiológicas .................................................................................. 65 

3.6 Análises físico-químicas .................................................................................. 65 

3.7 Análise estatística ............................................................................................ 66 

4. Resultados e Discussão ........................................................................................ 67 

4.1 Testes fermentativos com a levedura M. guilliermondii ................................... 67 

4.2 Testes fermentativos com a levedura S. cerevisiae CAT-1 ............................. 71 

4.3 Análise comparativa dos testes fermentativos comM. guilliermondii e S. 

cerevisiae ............................................................................................................... 76 

5. Conclusões ............................................................................................................ 82 

6. Literatura citada ..................................................................................................... 82 

CONSIDERAÇÕES FINAIS ...................................................................................... 86 

 

 



 i 

ÍNDICE DE TABELAS 
 
 

      Página 
 

Capítulo 2  

Tabela 1. Variação de crescimento (aumento do número de ciclos log ao final 

de 24 h) e rendimento em etanol (g etanol/g ART) das leveduras S. cerevisiae 
(linhagens PE-2 e CAT-1) e das leveduras não-Saccharomyces crescidas em 
meio de caldo, melaço e misto, a 30 oC, sob agitação, nos períodos de 12 e 24 
h de cultivo........................................................................................................... 

 
 
 
 

48 
  

Capítulo 3  

Tabela 1. Resultado da análise estatística das variáveis/parâmetros 

analisados durante fermentação em batelada alimentada com reciclo celular 
(seis ciclos fermentativos) da levedura M. guilliermondii em melaço de cana 
submetida a dois tratamentos celulares (água; ácido sulfúrico, pH 2,5).............. 
 

 
 
 

69 

Tabela 2. Resultado da análise estatística das variáveis/parâmetros 
analisados durante fermentação em batelada alimentada com reciclo celular 
(seis ciclos fermentativos) com melaço de cana da levedura S. cerevisiae 
CAT-1 em melaço de cana submetida a dois tratamentos celulares (água; 
ácido sulfúrico, pH 2,5)......................................................................................... 

 
 
 
 

73 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 ii 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 
      Página 

 
Capítulo 1  

Figura 1. Velocidade específica máxima de crescimento e duração da fase 

lag das leveduras S. cerevisiae (CAT-1 e PE-2) e não-Saccharomyces em 
meio YPD com valores de pH  variando de 1,5 até 6,2, a 30°C, 20 g/L de 
glicose…………………………………………………………………………………. 

 
 
 
27 

Figura 2. Ensaio spot das leveduras S. cerevisiae e não-Saccharomyces em 
meio YPD com pH variando de 1,5 até 6,0, nas concentrações de 107 

células/mL até 104 células/mL, a  30 oC, 20 g/L glicose.…………………………. 

 
 
28 

Figura 3. Velocidade específica máxima de crescimento e duração da fase 

lag das leveduras S. cerevisiae (CAT-1 e PE-2) e não-Saccharomyces em 
meio YPD com etanol nas concentrações de 0% a 14%, a 30 oC, 20 g/L 
glicose, pH 6,2.………………………………………………………………………... 

 
 
 
30 

Figura 4. Ensaio spot das leveduras S. cerevisiae e não-Saccharomyces em 
meio YPD com etanol nas concentrações de 0% a 14%, em concentrações de 
107 células/mL até 104 células/mL, a 30 oC, 20 g/L glicose, pH 6,2…………. 

 
 
31 

Figura 5. Velocidade específica máxima de crescimento e duração da fase 
lag das leveduras S. cerevisiae (CAT-1 e PE-2) e não-Saccharomyces em 
meio YPD com glicose nas concentrações de 20 a 600 g/L, a 30 oC, pH 6,2… 

 
 
32 

Figura 6. Ensaio spot das leveduras S. cerevisiae e não-Saccharomyces em 

meio YPD com glicose nas concentrações de 20 a 600 g/L, em concentrações 
de 107 células/mL até 104 células/mL, a 30 oC, pH 6,2…………………………. 

 
 
33 

Figura 7. Velocidade específica máxima de crescimento e duração da fase 

lag das leveduras S. cerevisiae (CAT-1 e PE-2) e não-Saccharomyces em 
meio YPD, 20 g/L glicose, pH 6,2,  em temperaturas variando de 30 a 40 oC… 

 
 
34 

Figura 8. Ensaio spot das leveduras S. cerevisiae e não-Saccharomyces em 

meio YPD 20  g/L glicose, pH 6,2, em temperaturas variando de 30 a 40 oC, 
em concentrações de 107 células/mL até 104 células/mL.……………………….. 

 
 
35 

Figura 9. Heatmaps do padrão de crescimento em (A), e com análise de 

agrupamento hierárquico (distância euclidiana) em (B), das leveduras S. 
cerevisiae e não-Saccharomyces submetidas a diferentes condições de 
estresse (pH, concentração de glicose e etanol, e  temperatura). As figuras 
foram geradas com base nos resultados da velocidade máxima de  
crescimento (µmax).……………………………………………………………………. 

 
 
 
 
 
36 

  

  

  



 iii 

Capítulo 2  

Figura 1.  Log do número de células viáveis/mL da levedura S. cerevisiae PE-

2, concentração de açúcar redutor total (ART, g/100 mL), pH final e teor 
alcoólico  (g/100 mL) do meio de caldo (A), melaço (B) e misto (C) cultivado 
com essa levedura, em um período de 24 h, a 30oC com 
agitação.………………………………………………………………..........……..….. 

 
 
 
 
47 

Figura 2. Log do número de células viáveis/mL da levedura S. cerevisiae 

CAT-1, concentração de açúcar redutor total (ART, g/100 mL), pH final e teor 
alcoólico  (g/100 mL) do meio de caldo (A), melaço (B) e misto (C) cultivado 
com essa levedura, em um período de 24 h, a 30oC com 
agitação..………………………………………………………………………........…. 

 
 
 
 
49 

Figura 3. Log do número de células viáveis/mL da levedura S. stipitis, 
concentração de açúcar redutor total (ART, g/100 mL), pH final e teor alcoólico  
(g/100 mL) do meio de caldo (A), melaço (B) e misto (C) cultivado com essa 
levedura, em um período de 24 h, a 30oC com 
agitação….............................................................................................…........… 

 
 
 
 
51 

Figura 4. Log do número de células viáveis/mL da levedura W. anomalus, 
concentração de açúcar redutor total (ART, g/100 mL), pH final e teor alcoólico  
(g/100 mL) do meio de caldo (A), melaço (B) e misto (C) cultivado com essa 
levedura, em um período de 24 h, a 30oC com 
agitação...………………………………………………………………………………. 

 
 
 
 
52 

Figura 5.  Log do número de células viáveis/mL da levedura M. guilliermondii, 
concentração de açúcar redutor total (ART, g/100 mL), pH final e teor alcoólico  
(g/100 mL) do meio de caldo (A), melaço (B) e misto (C)  cultivado com essa 
levedura, em um período de 24 h, a 30oC com 
agitação…..........................………………………………….....……………….……. 

 
 
 
 
54 
 

Figura 6. Log do número de células viáveis/mL das leveduras do meio de 
caldo (A), melaço (B) e misto (C) cultivado com essa levedura, em um período 
de 24 h, a 30ºC com agitação.……............…...................................................... 

 
 
55 

  

Capítulo 3  

Figura 1. Perfis de desprendimento de CO2 (mmol/g de biomassa úmida, A) e 
velocidade de fermentação (mmol CO2/g de biomassa úmida/h, B) ao longo 
dos reciclos celulares (C1 a C6) na fermentação em batelada alimentada em 
melaço de cana com a levedura M. guilliermondii, com (cor preta) e sem 
tratamento (cor azul) com ácido sulfúrico............................................................ 

 
 
 
 
68 



 iv 

Figura 2. Log do número de células/mL (A), viabilidade celular (%, B) e 

percentual de brotamento (%, C) da levedura M. guilliermondii ao longo dos 
reciclos celulares (C1 a C6) na fermentação em batelada alimentada com 
melaço de cana, com (barra rosa) e sem tratamento (barra azul) com ácido 
sulfúrico. A barra verde refere-se ao estágio de pé-de-cuba............................... 

 
 
 
 
69 
 

Figura 3. pH final (A), concentração de açúcar redutor total residual (ART em 
g/100 mL, B), teor alcoólico (g/100 mL, C) e rendimento (g etanol/g açúcar) D) 
ao longo dos reciclos celulares (C1 a C6) na fermentação em batelada 
alimentada com melaço de cana com a levedura M. guilliermondii, com (barra 
rosa) e sem tratamento (barra azul) com ácido sulfúrico...........…...................… 

 
 
 
 
70 
 

Figura 4. Perfis de desprendimento de CO2 (mmol/g de biomassa úmida, A) e 

velocidade de fermentação (mmol CO2/g de biomassa úmida/h, B) ao longo 
dos reciclos celulares (C1 a C6) na fermentação em batelada alimentada com 
a linhagem CAT-1, com (cor preta) e sem tratamento (cor azul) com ácido 
sulfúrico.…………………….................................................................................. 

 
 
 
 
72 
 

Figura 5. Log do número de células/mL (A), viabilidade celular (%, B) e taxa 

de brotamento (%, C) da levedura S. cerevisiae CAT-1 ao longo dos reciclos 
celulares (C1 a C6) na fermentação em batelada alimentada, com (barra rosa) 
e sem tratamento (barra azul) com ácido sulfúrico. A barra verde refere-se ao 
estágio de pé-de-cuba.…..................................................…………………..…… 

 

 
 
74 

Figura 6. pH final (A), concentração de açúcar redutor total residual (ART em 

g/100 mL, B), teor alcoólico (g/100 mL, C) e rendimento (g etanol/g açúcar) D) 
ao longo dos reciclos celulares (C1 a C6) na fermentação em batelada 
alimentada com a linhagem industrial CAT-1, com (barra rosa) e sem 
tratamento (barra azul) com ácido sulfúrico.…………………………………….… 

 

 

75 

Figura 7. Box plot da velocidade de fermentação (mmol CO2/g biomassa 
úmida/h) das leveduras M. guilliermondii (MG) e S. cerevisiae (SC-CAT), na 
fermentação em batelada alimentada com reciclo celular em melaço de cana, 
sem (água) e com tratamento ácido (ácido). Letras diferentes indicam 
diferença significativa ao nível de 5% (p<0,05). As médias estão 
representadas pelo retângulo preto dentro dos boxes azuis e as linhas 
verticais indicam os valores máximo e mínimo.................................................... 

 

 

 

77 

Figura 8. Box plot do log do número de células viáveis/mL das leveduras M. 

guilliermondii (MG) e S. cerevisiae (SC-CAT), na fermentação em batelada 
alimentada com reciclo celular em melaço de cana, sem (água) e com 
tratamento ácido (ácido). Letras diferentes indicam diferença significativa ao 
nível de 5% (p<0,05). As médias estão representadas pelo retângulo preto 
dentro dos boxes azuis e as linhas verticais indicam os valores máximo e 
mínimo.................................................................................................................. 

 

 

 

78 



 v 

Figura 9. Box plot do percentual de brotamento (%) das leveduras M. 

guilliermondii (MG) e S. cerevisiae (SC-CAT), na fermentação em batelada 
alimentada com reciclo celular em melaço de cana, sem (água) e com 
tratamento ácido (ácido). Letras diferentes indicam diferença significativa ao 
nível de 5% (p<0,05). As médias estão representadas pelo retângulo preto 
dentro dos boxes azuis e as linhas verticais indicam os valores máximo e 
mínimo.................................................................................................................. 

 

 

 

78 

Figura 10. Box plot da viabilidade (%) das leveduras M. guilliermondii (MG) e 
S. cerevisiae (SC-CAT), na fermentação em batelada alimentada com reciclo 
celular em melaço de cana, sem (água) e com tratamento ácido (ácido). Letras 
diferentes indicam diferença significativa ao nível de 5% (p<0,05). As médias 
estão representadas pelo retângulo preto dentro dos boxes azuis e as linhas 
verticais indicam os valores máximo e mínimo.................................................... 

 

 

 
79 

Figura 11. Box plot do pH das fermentações conduzidas pelas leveduras M. 
guilliermondii (MG) e S. cerevisiae (SC-CAT), em batelada alimentada com 
reciclo celular em melaço de cana, sem (água) e com tratamento ácido 
(ácido). Letras diferentes indicam diferença significativa ao nível de 5% 
(p<0,05). As médias estão representadas pelo retângulo preto dentro dos 
boxes azuis e as linhas verticais indicam os valores máximo e mínimo.............. 

 

 

 

80 

Figura 12. Box plot do rendimento (g etanol/g açúcar) das fermentações 
conduzidas pelas leveduras M. guilliermondii (MG) e S. cerevisiae (SC-CAT), 
em batelada alimentada com reciclo celular em melaço de cana,sem (água) e 
com tratamento ácido (ácido). Letras diferentes indicam diferença significativa 
ao nível de 5% (p<0,05). As médias estão representadas pelo retângulo preto 
dentro dos boxes azuis e as linhas verticais indicam os valores máximo e 
mínimo.................................................................................................................. 

 

 

 

81 

  

 
 

    

 
 

      

 

 

 



 vi 
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MOSTOS DE CANA-DE-AÇÚCAR 

 

Autor: JUDIELDO DE MORAIS LIMA 

Orientador: Profª. Drª. SANDRA REGINA CECCATO ANTONINI 

 

RESUMO 
 

A principal levedura utilizada no processo industrial de produção de etanol é a 
espécie Saccharomyces cerevisiae. No entanto, as leveduras não-Saccharomyces podem 

apresentar algumas vantagens, tais como maior adaptação ao ambiente fermentativo e uma 
maior diversidade genética. A fermentação alcoólica é uma etapa essencial na produção de 
etanol combustível, onde fatores como composição do mosto, sistema de condução do 
processo e forma de tratamento do fermento afetam a eficiência do processo. Nesse 
contexto, este trabalho teve como objetivo geral avaliar o potencial de leveduras não-
Saccharomyces (Wickerhamomyces anomalus, Meyerozyma guilliermondii e 
Scheffersomyces stipitis) para produção de etanol a partir de mostos de cana-de-açúcar em 
comparação com linhagens industriais de S. cerevisiae (PE-2 e CAT-1). Inicialmente, 

avaliou-se a tolerância ao estresse (pH, temperatura, concentração de glicose e etanol) das 
leveduras em microplacas e ensaio spot. Houve diferença entre as leveduras S. cerevisiae 
CAT-1 e PE-2. Entre as não-Saccharomyces, W. anomalus e M. guilliermondii apresentaram 
perfis de tolerância mais próximos às industriais, sendo W. anomalus semelhante à PE-2 e 
M. guilliermondii à CAT-1. Ambas as não-Saccharomyces demonstraram características 
promissoras para o processo fermentativo de etanol frente aos estresses típicos do 
ambiente industrial. Em seguida, foram avaliados o crescimento e o rendimento em etanol 
das leveduras em três diferentes mostos derivados da cana-de-açúcar (melaço, caldo, e 
misto) na concentração de 40 g/L de açúcar redutor total, sob agitação, a 30 oC. O melaço 
promoveu o aumento no número de células para S. cerevisiae e as não-Saccharomyces. A 

linhagem PE-2 teve maior rendimento em etanol em 12 h, com pouca variação entre os 
meios, enquanto CAT-1 obteve seu melhor rendimento em caldo após 24 h. Para S. stipitis e 
W. anomalus, os melhores rendimentos ocorreram em caldo, sendo que M. guilliermondii 

apresentou maior crescimento em melaço, mas com rendimentos semelhantes em meio de 
caldo e melaço. Considerando o melaço como meio de propagação de células e 
fermentação, procedeu-se aos testes fermentativos em sistema de batelada alimentada com 
reciclo celular (seis ciclos) em melaço, avaliando também o efeito do tratamento das células 
entre os ciclos fermentativos com ácido sulfúrico. Foram selecionadas as leveduras S. 
cerevisiae CAT-1 e M. guilliermondii, avaliando-se a viabilidade celular e os parâmetros 

fermentativos. O reciclo celular reduziu a velocidade fermentativa e a viabilidade em ambas 
as leveduras. Para M. guilliermondii, o tratamento ácido diminuiu a viabilidade, mas manteve 

o rendimento (50% do teórico), indicando tolerância ao estresse ácido e limitação ligada à 
sua capacidade fermentativa. Já para a S. cerevisiae CAT-1, o tratamento ácido aumentou o 
rendimento, apesar de reduzir a viabilidade e brotamento. A levedura M. guilliermondii não 
se mostrou competitiva com S. cerevisiae no tocante ao rendimento fermentativo, embora 
tenha demonstrado que mesmo diante do tratamento ácido quanto dos reciclos celulares, 
consegue manter a viabilidade celular em níveis que não impactam o seu rendimento em 
etanol, ainda que muito inferior ao demonstrado pela levedura S. cerevisiae CAT-1. 
 

Palavras-chave: Estresse, Etanol, Saccharomyces, Não-Saccharomyces.
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NON-Saccharomyces YEASTS FOR ETHANOL PRODUCTION IN SUGAR CANE 

MUSTS 

 

Author: JUDIELDO DE MORAIS LIMA 

Adviser: Profª. Drª. SANDRA REGINA CECCATO-ANTONINI 

 

ABSTRACT 

 
The main yeast used in the industrial ethanol production process is Saccharomyces 

cerevisiae. However, non-Saccharomyces yeasts may offer some advantages, such as 

greater adaptation to the fermentation environment and greater genetic diversity. Alcoholic 
fermentation is an essential step in fuel ethanol production, where factors such as must 
composition, process conduction system, and yeast treatment affect process efficiency. 
Therefore, this study aimed to evaluate the potential of non-Saccharomyces yeasts 
(Wickerhamomyces anomalus, Meyerozyma guilliermondii, and Scheffersomyces stipitis) for 
ethanol production from sugarcane musts compared to industrial strains of S. cerevisiae (PE-

2 and CAT-1). Initially, the stress tolerance (pH, temperature, glucose, and ethanol 
concentrations) of the yeasts was evaluated in microplates and spot assays. There was a 
difference between the yeasts S. cerevisiae CAT-1 and PE-2. Among the non-
Saccharomyces, W. anomalus and M. guilliermondii presented tolerance profiles closer to 
the industrial ones, with W. anomalus being similar to PE-2 and M. guilliermondii to CAT-1. 
Both non-Saccharomyces strains demonstrated promising characteristics for the ethanol 
fermentation process under typical industrial stresses. Next, the growth and ethanol yield of 
the yeasts were evaluated in three different sugarcane-derived musts (molasses, broth, and 
mixed) at a concentration of 40 g/L total reducing sugar, under agitation, at 30 °C. Molasses 
promoted an increase in cell number for S. cerevisiae and non-Saccharomyces strains. 

Strain PE-2 had the highest ethanol yield in 12 h, with little variation between media, while 
CAT-1 achieved its best yield in broth after 24 h. For S. stipitis and W. anomalus, the best 
yields occurred in broth, with M. guilliermondii showing the highest growth in molasses, but 
with similar yields in broth and molasses media. Considering molasses as a medium for cell 
propagation and fermentation, fermentation tests were performed in a fed-batch system with 
cell recycling (six cycles) in molasses, also evaluating the effect of treating the cells with 
sulfuric acid between fermentation cycles. The yeasts S. cerevisiae CAT-1 and M. 
guilliermondii were selected, and cell viability and fermentation parameters were evaluated. 
Cell recycling reduced the fermentation rate and viability of both yeasts. For M. guilliermondii, 

acid treatment decreased viability but maintained yield (50% of theoretical), indicating 
tolerance to acid stress and a limitation related to its fermentation capacity. For S. cerevisiae 
CAT-1, acid treatment increased yield, despite reducing viability and budding. M. 
guilliermondii was not competitive with S. cerevisiae in terms of fermentation yield, although 
it demonstrated that even with acid treatment and cell recycling, it can maintain cell viability 
at levels that do not impact its ethanol yield, although much lower than that demonstrated by 
S. cerevisiae CAT-1. 
 
 

 
 
Key-words: Stress, Ethanol, Saccharomyces, Non-Saccharomyces.
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INTRODUÇÃO 
 

A crescente demanda energética e as preocupações associadas ao uso de  

combustíveis fósseis fizeram com que houvesse um estímulo para o 

desenvolvimento de  combustíveis renováveis. Dentre os biocombustíveis, o etanol 

de cana-de-açúcar, com o avanço das tecnologias, tem se destacado como 

biocombustível de referência na matriz energética mundial (Eliodório et al., 2019).  

Os Estados Unidos lideram a produção mundial de etanol, o qual é produzido 

a partir do amido de milho (Hawaz et al., 2022). O Brasil é o segundo maior 

produtor mundial de etanol, com produção de 36,07 bilhões de litros, sendo 13,89 

bilhões de litros de etanol anidro e 22,18 bilhões de litros de etanol hidratado na 

safra 2024/2025, a partir da cana-de açúcar (Conab, 2025).  

O etanol é produzido principalmente pela fermentação de substâncias 

açucaradas, e dependendo de sua concentração e de suas impurezas, pode ser 

utilizado em diversos segmentos, como em indústrias farmacêuticas, de bebidas e 

de automóveis (Santos et al.,  2021). É um líquido incolor, inflamável, de odor 

característico, produzido pela fermentação de açúcar, amido, hemicelulose e 

materiais lignocelulósicos, de culturas como a cana-de-açúcar, beterraba e sorgo 

doce (Moreira et al., 2015). Segundo Pereira et al. (2019), o  etanol produzido por 

meio da cana-de-açúcar desempenha um papel fundamental no setor  de 

biocombustíveis, contribuindo para a redução das emissões de gases de efeito 

estufa e  promovendo a sustentabilidade energética.   

De modo geral, o processo de produção de etanol é formado por uma 

sequência de operações, as quais envolvem o preparo do mosto, a etapa de 

fermentação e a destilação.  Nas usinas, essas operações geralmente envolvem o 

processo de recuperação das leveduras, em que as células são separadas do vinho 

fermentado por centrifugação e tratadas com ácido sulfúrico ou antibiótico. No 

entanto, essas práticas podem intensificar as condições de estresse das leveduras, 

como alto teor alcoólico, alta pressão osmótica, baixo pH e altas temperaturas 

(Amorim et al., 2016; Basso; Basso; Rocha, 2011).  

O principal gênero de levedura utilizado em diversos processos industriais é  

Saccharomyces, devido a sua capacidade metabólica e sua vasta diversidade 

genética, que  possibilita tanto a sua utilização na forma de células como de seus 

metabólitos em  processos biotecnológicos. No Brasil, a espécie que apresenta a 
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melhor adaptação às condições industriais para a fermentação etanólica é 

Saccharomyces cerevisiae (Cerqueira Leite et al., 2009; Cinelli, 2012; Coutinho, 

2013).   

Segundo Andrietta et al. (2007), a levedura S.cerevisiae apresenta alta 

eficiência  fermentativa e de metabolização de açúcares, crescimento rápido, 

habilidade na produção  de etanol, tolerância a altas concentrações de etanol e 

baixos níveis de oxigênio, tolerância a grandes variações de temperatura, e 

atividade celular em ambientes ácidos,  características que são fundamentais em 

processos industriais (Andrietta et al., 2007; Dien;  Cotta; Jeffries, 2003).  

A escolha da linhagem apropriada de levedura é um dos passos importantes 

para assegurar o êxito da fermentação e a produção de etanol, uma vez que uma 

levedura com alto desempenho fermentativo pode vir a colaborar com o 

desenvolvimento tecnológico na medida em que pode possuir potencial para a 

produção de outras biomoléculas (Romo Sánchez et al., 2010).  

Analisando a capacidade fermentativa dos morfotipos de leveduras 

selvagens isoladas do caldo da cana, Barbosa et al. (2021) observaram que havia 

diferença entre os  isolados analisados, e que 6 dos 17 isolados apresentaram 

capacidade fermentativa. A busca de novos isolados, ou leveduras 

selecionadas/personalizadas pode ser uma alternativa segura e viável para 

aumentar o número de linhagens de leveduras que apresentem eficiência 

fermentativa com alto potencial para a produção de etanol.  

Embora a espécie S. cerevisiae seja a única utilizada atualmente na 

produção de etanol a partir de mostos de cana-de-açúcar (melaço e caldo de cana), 

conhecido como etanol de primeira geração (1G), as leveduras não-

Saccharomyces podem apresentar algumas vantagens em relação à espécie S. 

cerevisiae, como maior adaptação ao ambiente local e maior diversidade genética, 

o que pode resultar em uma melhor eficiência da fermentação (Almeida; 

Nascimento, 2021; Molinet; Cubillos, 2020). 

Dentre as principais espécies de leveduras reconhecidas nesse contexto, 

destacam-se Pichia stipitis, Pichia anomala, Candida shehatae, Meyerozyma 

guilliermondii, Pachysolen tannophilus e Spathaspora arborariae, especialmente na 

utilização de biomassa celulósica visando a produção de etanol de segunda 

geração-2G (Menezes; Castro; Rocha, 2022; Perna, 2023).   

A espécie Scheffersomyces stipitis (anteriormente denominada Pichia stipitis)  
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apresenta grande potencial para a fermentação de hidrolisados de biomassa 

lignocelulósica,  entretanto deve-se considerar vários fatores como tipo de substrato 

e concentração de  açúcares, pH e aeração (Yucel; Aksu, 2015). É um dos poucos 

microrganismos de ocorrência natural que tem a capacidade de fermentar açúcares 

como glicose, xilose, manose, galactose e celobiose, com alta produtividade de 

etanol. Devido a essas características, essa espécie de levedura é amplamente 

estudada para utilização em processos de produção de etanol 2G (Ruyters, 2015).  

Outra espécie de levedura não-Saccharomyces que possui capacidade de  

metabolizar uma vasta gama de açúcares como hexoses, pentoses, dissacarídeos,  

polissacarídeos, bem como alguns álcoois, ácidos orgânicos, ácidos graxos e  

hidrocarbonetos aromáticos é Wickerhamomyces anomalus (Walker, 2011), 

anteriormente denominada Pichia anomala. 

Levedura não convencional amplamente difundida no meio ambiente, a 

espécie M. guilliermondii apresenta características de interesse para a 

biotecnologia, como produção de riboflavina, etanol, enzimas industriais, 

metabólitos e xilitol (Papon et al., 2013), além da biodegradação de micotoxinas e 

uso no controle biológico (Fu  et al., 2021; Knob et al., 2020). Essa levedura 

apresenta ainda capacidade de assimilar e fermentar um amplo espectro de 

substratos, bem como capacidade de sintetizar numerosos produtos químicos.  

Portanto, ampliar os estudos sobre leveduras não-Saccharomyces é 

estratégico, pois sua diversidade genética, adaptação a diferentes condições e 

capacidade de metabolizar variados açúcares podem otimizar a fermentação, 

viabilizar a produção de etanol e fortalecer a sustentabilidade da matriz energética. 
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OBJETIVOS 

 
 
Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial de leveduras não-Saccharomyces em mostos de cana-de-

açúcar para produção de etanol em comparação com linhagens de S. cerevisiae 

industriais. 

 
Objetivos específicos 

 

● Avaliar a resposta ao estresse (concentração de açúcar, temperatura, pH, 

etanol) de três leveduras não-Saccharomyces (W. anomalus, M. 

guilliermondii e S. stipitis) em  comparação com duas linhagens de S. 

cerevisiae industriais (PE-2, CAT-1);   

● Avaliar o crescimento e o rendimento em etanol das leveduras não-

Saccharomyces e S. cerevisiae em meio de caldo de cana-de-açúcar, melaço 

e misto (caldo e melaço 1:1); 

● Avaliar o desempenho fermentativo e viabilidade das leveduras M. 

guilliermondii e S. cerevisiae CAT-1 em processo em batelada alimentada em 

melaço com reciclo celular com e sem tratamento ácido.  
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REVISÃO DA LITERATURA 
 

1. Produção de etanol  

O etanol 1G é obtido a partir da fermentação alcoólica dos açúcares hexoses 

(C6) provenientes de culturas como a cana-de-açúcar, o milho e outros grãos. Os 

Estados Unidos são responsáveis por 54,3% do volume global na produção desse 

biocombustível, obtido a partir da hidrólise do amido, seguido do Brasil, que 

contribui com 29,5% da  produção total, obtido a partir dos açúcares da cana-de-

açúcar (Silva; Mascarinha; Batistote,  2023).  

Conforme relatado por Câmara e Guimarães (2024), a produção anual de 

etanol nas usinas brasileiras varia de acordo com a demanda do mercado, 

significando um aumento na destinação do caldo para a fabricação do açúcar 

quando a remuneração deste produto no mercado internacional é mais vantajosa. 

Dessa forma, para atender as demandas da sociedade, tornam-se necessários 

estudos que aumentem a eficiência do processo de fermentação alcoólica, 

garantindo volumes maiores deste combustível de interesse. 

A procura por alternativas energéticas menos poluentes aumenta a 

importância e a demanda comercial pelos biocombustíveis, com foco notável para a 

produção de etanol (Ribeiro; Schirmer, 2017). O etanol que é produzido a partir da 

cana, por sua natureza biorrenovável, torna-se uma alternativa importante no 

contexto dos combustíveis (Cruz et al.,  2014).  

O processo de produção do etanol na indústria consiste em etapas, em que 

o caldo é extraído da cana-de-açúcar e filtrado em peneiras para a retirada de 

impurezas advindas do campo, e posteriormente, esse caldo segue por 

bombeamento até os aquecedores, com temperatura elevada para 105°C (Dias et 

al., 2015). Após essa etapa é adicionado leite de cal (suspensão de hidróxido de 

cálcio em água) para correção do pH na faixa entre 5,8 e  6,2, e segue para a etapa 

de decantação, em que são adicionados polímeros que aceleram  a sedimentação 

das impurezas, causando aglomeração na forma de flocos, em seguida  esse 

líquido é filtrado, originando o caldo clarificado e a torta de filtro (Castro et al., 

2019).   

O caldo clarificado é resfriado em trocadores de calor de placas até a 

temperatura de 30°C, que pode ser combinado com o melaço na etapa de 

preparação do mosto, o qual apresenta uma concentração de açúcares entre 18% e 
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22%. O mosto é transferido para as dornas, onde é misturado com a levedura, 

dando início ao processo de fermentação alcoólica, que geralmente dura de 8 a 12 

horas (De Souza et al., 2015). O resultado desta fermentação é o vinho levedurado, 

que possui um teor alcoólico que varia de 7% a 12% em volume e contém, em 

média, de 10% a 12% de células de levedura.   

O vinho obtido é centrifugado e direcionado ao setor de destilação, cujo 

objetivo é separar o etanol da mistura hidroalcoólica. Em seguida, o centrifugado de 

levedura, que possui concentração superior a 65%, passa por tratamento ácido em 

cubas e retorna ao processo para dar início ao novo ciclo (Câmara; Guimarães, 

2024). Esses autores ressaltam a importância da qualidade da matéria-prima, o 

preparo adequado do mosto, a manutenção do processo fermentativo sob 

condições controladas e o tratamento das leveduras, sendo estes fatores 

determinantes para maximizar a conversão dos açúcares em energia e etanol.  

Outro aspecto importante a ser considerado é a adaptação das leveduras ao 

processo (Ceccato-Antonini, 2018).   

Os fatores que podem influenciar na capacidade fermentativa das leveduras 

têm sido cada vez mais estudados, a fim de evitar a baixa eficiência do processo, 

sendo que os principais parâmetros analisados são temperatura, pH, contaminação 

pela presença de  outros microrganismos, tempo de fermentação e teor alcoólico 

(Cruz, 2021). Oliveira et al. (2020) relatam que esses fatores podem ser 

monitorados através de análises laboratoriais e  atividades realizadas na operação, 

favorecendo a redução de perdas industriais e auxiliando  na manutenção da 

qualidade do processo. 

Os trabalhos e pesquisas desenvolvidos na seleção e adaptação de cepas 

de levedura são fundamentais para atender às necessidades específicas dos 

processos industriais, melhorando não só a eficiência e o rendimento da produção, 

mas também contribui para a sustentabilidade da indústria (Câmara; Guimarães, 

2024). 

 

2. Saccharomyces cerevisiae 

As leveduras S. cerevisiae são as mais utilizadas no mundo para a produção 

de etanol em escala industrial e em uma série de outros processos biotecnológicos, 

como, por exemplo, a fabricação de pão e a produção de bebidas alcoólicas, como 

cerveja e vinho (Behera et al., 2010; Hirasawa et al., 2010; Lin; Tanaka, 2006). São 
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tradicionalmente utilizadas devido à sua alta produção e sua resistência ao etanol, 

são tolerantes a baixos valores de pH e oxigênio e altas concentrações de açúcares 

(Lima et al., 2001).   

Dentre as vantagens de utilizar S. cerevisiae, destacam-se a sua tolerância 

aos compostos formados durante a fermentação, que podem causar inibição a 

alguns microrganismos, e à capacidade de suportar concentrações mais elevadas 

de etanol.  Enquanto a maioria das leveduras fermentativas deixa de crescer ou de 

fermentar a partir de 6% (v/v), S. cerevisiae produz etanol em concentrações de até  

17% (v/v) ou superior, mantendo ainda a viabilidade celular (Santos et al., 2010).  

As linhagens industriais de grande importância para a produção de etanol no 

Brasil são PE-2 (Usina da Pedra), CAT-1 (Usina Catanduva), FT858L e Fermel 

(Fermentec), BG-1 (Usina Barra Grande) e SA-1 (Usina Santa Adélia). A 

complexidade do genoma das linhagens industriais representa uma nova 

oportunidade para selecionar variantes com combinações infinitas de genes em 

diferentes processos de fermentação (Lopes et al.,  2016).  

 

3. Leveduras não-Saccharomyces  

Em processos de fermentação industriais, as populações microbianas 

costumam ser bastante dinâmicas, constituídas de bactérias contaminantes e de 

leveduras selvagens e/ou nativas (Saccharomyces e não-Saccharomyces), ou seja, 

aquelas não inoculadas no  processo. Durante a produção de etanol pode ocorrer a 

substituição da levedura do processo por leveduras nativas, tanto de linhagens da 

própria espécie como de outras espécies. Isso porque o processo de batelada 

alimentada com o reciclo de células favorece a proliferação de alguns gêneros 

contaminantes, e a reciclagem de células exerce uma pressão seletiva, levando à 

cepas com maior tolerância às condições estressantes da fermentação (Basso et 

al., 2008; Ceccato-Antonini, 2010; Oliva-Neto; Yokoya, 1994). 

No Brasil, o processo fermentativo exige leveduras resistentes a tratamento 

ácido, reciclagem celular, altas temperaturas e estresse osmótico. Originalmente, 

leveduras de panificação eram usadas, mas estas foram substituídas por cepas 

selvagens de S. cerevisiae ao longo de uma safra. Cepas selvagens de S. 

cerevisiae, como SA-1, BG-1, CAT-1, VR-1 e PE-2, adaptadas em destilarias de 

cana-de-açúcar, tornaram-se predominantes devido à sua robustez (Fernandes et 

al., 2020). 
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 Estudos filogenéticos indicam origem comum entre essas cepas e as 

utilizadas na produção de cachaça, sugerindo sua pré-adaptação à fermentação 

alcoólica. Evidências indicam que as leveduras atualmente empregadas na 

produção de bioetanol de cana-de-açúcar possivelmente derivam de cepas 

adaptadas à fermentação. No entanto, leveduras selvagens ainda podem colonizar o 

sistema e, devido ao seu rápido crescimento, tornam-se predominantes ao longo dos 

ciclos de reciclagem. (Jacobus et al., 2021; Rego-Costa et al., 2023). 

As leveduras não-Saccharomyces são estudadas e aplicadas em diferentes 

setores industriais, como pesquisas biomédicas, produção heteróloga de proteínas, 

produção de fármacos, biorremediação, vacinas, entre outros (Johnson, 2013), 

destacando-se dentre elas as espécies S. stipitis, M. guilliermondii e W. anomalus, 

cujas principais características  descritas a seguir as tornam interessantes para 

serem avaliadas no contexto do etanol 1G,  ou seja, para fermentação de mostos 

de cana-de-açúcar.  

 

3.1. Scheffersomyces stipitis 

Dentre os microrganismos fermentadores de pentoses, S. stipitis é uma 

levedura predominantemente haploide, relacionada à Candida shehatae e a outras 

espécies de leveduras do Phylum Ascomycota (Kurtzman, 1990). Apresenta 

característica de fermentar xilose e hexoses a etanol a partir do hidrolisado da 

biomassa lignocelulósica, sendo condições como pH, temperatura, oxigênio, 

agitação e composição do meio fatores  importantes no processo de bioconversão 

(Agbogbo et al., 2008).  

Em geral, a fermentação costuma ser lenta e de baixo rendimento, fator este 

que pode estar relacionado à baixa resistência a altas concentrações de etanol, 

além de gerar vários co-produtos (Ruyters, 2015). Diferente de S. cerevisiae que é 

capaz de produzir etanol em meios com baixas concentrações de açúcares, sob 

condições aeróbias, S. stipitis é uma levedura do trato respiratório que produz 

etanol em resposta à limitação de oxigênio (Kinner et al., 2005).  

No contexto do etanol 2G, S. stipitis é uma levedura interessante devido a 

sua capacidade de fermentar glicose, xilose, manose, galactose e celobiose, que 

são açúcares já presentes na biomassa lignocelulósica sacarificada (Ruyters, 

2015).  No entanto, há necessidade de selecionar linhagens de leveduras que 
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sejam termotolerantes, tolerantes ao etanol, resistentes aos inibidores liberados 

durante o pré-tratamento do material lignocelulósico e capazes de utilizar um amplo 

espectro de substratos, com alto rendimento em etanol (Gutierrez-Rivera et al., 

2012; Hu et al., 2019). 

De acordo com Hughes et al. (2012), quando cultivadas em meio contendo 

xilose, S. stipitis (NRRL Y-7124) e Spathaspora passalidarum (NRRL Y-27907) 

apresentam maior produção de etanol em comparação ao crescimento em glicose, 

no entanto o rendimento celular é baixo. Biazi et al. (2022), aplicaram uma 

estratégia de adaptação para a linhagem de S. stipitis NRRL Y-7124 e observaram 

um aumento da tolerância ao ácido acético, o mais importante inibidor do 

hidrolisado hemicelulósico de cana-de-açúcar. Estudos recentes destacam a 

capacidade dessa linhagem em fermentar xilose de maneira eficiente em condições 

de baixa disponibilidade de oxigênio, alcançando rendimentos próximos de 0,49 g 

de etanol por g de xilose, com produtividade de até 0,17 g/L.h (Bolzico et al., 2024). 

A linhagem NRRL Y-7124 de S. stipitis foi selecionada para o presente trabalho, 

com o objetivo de avaliar seu desempenho em mostos de cana-de-açúcar para 

produção de etanol 1G. 

 

3.2. Wickerhamomyces anomalus 

A levedura W. anomalus já foi isolada de muitos habitats diferentes e mostra 

uma  notável robustez fisiológica a estresses como pH extremo e baixa atividade de  

água (Kuchen et al., 2023). Esta levedura pode ser encontrada amplamente no 

ambiente natural, como solo, superfícies de frutas e vegetais, poluentes industriais, 

corpo humano e até mesmo no mosquito da malária (Ceccarini et al., 2019). 

Segundo Passoth et al. (2011),  quando comparada com outras espécies de 

levedura, W. anomalus é altamente competitiva  em termos de crescimento e pode 

também inibir o crescimento celular de outros  microrganismos.  

Essa espécie apresenta capacidade de multiplicação em situações de 

estresse como ausência de oxigênio, ampla faixa de temperatura (entre 3 - 37 °C) 

condições extremas de pH (2,0 – 12,4), além de algumas cepas tolerarem 

concentrações de etanol até 12,5% (v/v)  (Padilla; Gil; Manzanares, 2018). Seu 

metabolismo central de carbono é regulado pela disponibilidade de oxigênio e não 

pela concentração de glicose, aumentando assim a velocidade da oxidação de 

açúcares pela via glicolítica sob restrição de oxigênio (Passoth et  al., 2006; Walker, 
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2011).   

Devido às suas características fisiológicas e metabólicas distintas, W. 

anomalus é  conhecida por sua adaptabilidade a condições ambientais adversas, 

incluindo estresse  oxidativo e osmótico, mudanças de pH e diferentes condições 

de temperatura, permitindo o  seu uso em uma variedade de aplicações industriais 

(Ceccarini et al., 2019; Fredlund et al.,  2002), incluindo aplicações em alimentos e 

bebidas (como probióticos, fermentações de  massas, aromas voláteis em vinho), 

biorremediação ambiental (produção de biossurfactantes), biofármacos (produção 

de ácido aminobutírico) e biocombustíveis  (produção de etanol e isobutanol) 

(Sehnem et al., 2017; Walker, 2011). 

Padilla, Gil e Manzanares (2018) relataram que W. anomalus contribui 

positivamente na fermentação de vinhos e agrega características únicas de aroma 

e sabor amadeirado. Essas leveduras também apresentam potencial de redução do 

teor alcoólico final e o controle de microrganismos deteriorantes. Segundo Sehnem 

et al. (2020), essa espécie é capaz de produzir etanol a partir de hidrolisados ácidos 

diluídos, mesmo na presença de compostos inibidores como furfural e 

hidroximetilfurfural (HMF).  

 Avaliando a viabilidade da fermentação etanólica por diferentes leveduras a 

partir de hidrolisados hemicelulósicos, Codato-Zumpano (2022) observou que para 

uma linhagem de W. anomalus isolada de madeira em decomposição (linhagem T1), 

a velocidade específica máxima de crescimento foi maior quando comparada com S. 

cerevisiae. No mesmo estudo foi observado que essa linhagem demonstrou 

capacidade de crescimento na presença de diferentes carboidratos tais como 

glicose, xilose, arabinose e celobiose. Mostrou-se também tolerante a até 5% de 

etanol e a concentrações de até 1,2% de ácido acético. A linhagem T1 de W. 

anomalus foi selecionada para o presente trabalho, com o objetivo de avaliar seu 

desempenho em mostos de cana-de-açúcar para produção de etanol 1G.  

 Estudando leveduras isoladas de madeira em decomposição, Souza (2015) , 

observou que das oito leveduras isoladas, foram selecionadas duas linhagens (T1 e 

R2) que apresentaram maior produção de etanol a partir de glicose, xilose e 

arabinose em meio sintético. A mesma observou que, em meio sintético com mistura 

de pentose e glicose e em hidrolisado ácido de bagaço de cana-de-açúcar, as 

linhagens T1 e R2 produziram menos etanol quando comparadas com a linhagem 
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311 (M. guilliermondii). Dentre as leveduras isoladas, a linhagem T1 foi a que 

apresentou resultados mais próximos à levedura de comparação. 

 

3.3. Meyerozyma guilliermondii 

M. guilliermondii é uma levedura ascomicética conhecida como Pichia 

guilliermondii até 2010 (Kurtzman; Suzuki, 2010). Apresenta semelhanças com 

outras leveduras do gênero Candida, destacando-se pela sua ampla capacidade de 

metabolizar diferentes fontes de carbono e de crescer em condições adversas, o 

que confere a esta espécie propriedades bioquímicas únicas (Maguire et al., 2013).  

Essa levedura vem sendo bastante utilizada na produção de etanol a partir 

de material lignocelulósico e outros resíduos agroindustriais (Martini et al., 2016; 

Yan et al.,  2020). Uma das características interessantes dessa espécie é a 

capacidade de resistir aos principais inibidores que podem ser encontrados em 

hidrolisados hemicelulósicos, como o ácido acético, e crescer mesmo em 

concentrações elevadas de HMF e furfural, sendo esta uma característica de 

resistência desejada para microrganismos que podem ser aplicados em processos 

de bioconversão industrial (Perna; Bastos; Ceccato-Antonini, 2018).  

Matos et al. (2014) avaliaram o potencial biotecnológico de uma linhagem de 

M.  guilliermondii isolada de cupins da Amazônia utilizando hidrolisado de bagaço 

de cana. Os autores observaram que essa levedura apresentou capacidade de 

crescer em D-xilose, termotolerância e sacarificação do substrato, além da 

neutralização do pH do meio. De acordo com Agbogbo et al. (2006), diversas 

leveduras são capazes de fermentar hexoses,  mas apenas algumas espécies 

podem produzir etanol a partir de D-xilose com viabilidade  econômica comparável 

à fermentação de hexose. A levedura M. guilliermondii tem sido objeto de pesquisas 

com a finalidade principalmente de produção de etanol e xilitol a partir de resíduos 

vegetais de diversas origens agroindustriais. 

Estudando uma linhagem de M. guilliermondii CCT7783 isolada de caldo de 

cana-de-açúcar, Martini et al. (2016) observaram a redução da concentração de 

ácido acético ea fermentação de pentoses em meios sintéticos e hidrolisado de 

bagaço em pH 5,5. Observaram também que a detoxificação do hidrolisado e a 

suplementação com extrato de levedura aumentaram a produção de biomassa, 

também favorecendo maiores produções de etanol e xilitol. A xilose foi consumida 
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preferencialmente, seguida da arabinose após esgotamento da glicose, 

evidenciando o potencial da linhagem para a fermentação de pentoses em 

processos de etanol 2G. A linhagem CCT7783 de M. guilliermondii foi selecionada 

para o presente trabalho, com o objetivo de avaliar seu desempenho em mostos de 

cana-de-açúcar para produção de etanol 1G. 

A exploração de novas linhagens de leveduras permite potencializar 

características benéficas e minimizar limitações, contudo, estudos adicionais são 

necessários para avaliar a viabilidade de celular dessas linhagens em diferentes 

tipos de mostos, considerando a dinâmica e o comportamento dessas espécies 

durante a fermentação. 
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APÍTULO 1. TOLERÂNCIA AO ESTRESSE DE LEVEDURAS NÃO-

Saccharomyces E Saccharomyces cerevisiae SOB DIFERENTES CONDIÇÕES 

DE pH, TEMPERATURA, GLICOSE E ETANOL 

 

1. Resumo 

 

O etanol produzido a partir da cana-de-açúcar desempenha um papel fundamental 

no setor de biocombustíveis, contribuindo para a redução das emissões de gases e 

promovendo a sustentabilidade energética. A principal levedura utilizada nesse 

processo industrial é a espécie Saccharomyces cerevisiae. No entanto, as leveduras 

não-Saccharomyces podem apresentar algumas vantagens, como maior adaptação 

ao ambiente fermentativo e uma maior diversidade genética, resultando em uma 

melhor eficiência da fermentação. Desta forma, este trabalho teve como objetivo 

avaliar a tolerância ao estresse de leveduras não-Saccharomyces 

(Wickerhamomyces anomalus, Meyerozyma guilliermondii e Scheffersomyces 

stipitis) quanto ao pH, temperatura, concentração de glicose e etanol em 

comparação com linhagens industriais de S. cerevisiae (PE-2 e CAT-1) 

extensivamente utilizadas na produção de bioetanol industrial. Os testes de 

tolerância foram realizados em microplacas e ensaio spot, avaliando diferentes 

condições: pH (6,2; 5,0; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5, 2,0 e 1,5), etanol (0; 4; 6; 8; 10; 12 e 14% 

v/v), glicose (100, 200, 300, 400, 500 e 600 g/L) e temperatura (30, 36 e 40°C). Entre 

as leveduras S. cerevisiae CAT-1 e PE-2 foram identificadas diferenças no perfil de 

tolerância aos estresses de pH, temperatura, glicose e etanol. Dentre as leveduras 

não-Saccharomyces, aquelas que apresentaram maior similaridade com as 

leveduras industriais quanto à tolerância aos estresses de pH, etanol, glicose e 

temperatura, foram as espécies W. anomalus e M. guilliermondii. Considerando-se 

que há diferença entre as linhagens industriais quanto à tolerância, W. anomalus foi 

mais semelhante à PE-2 enquanto M. guilliermondii assemelhou-se mais à CAT-1. 

De qualquer forma, são linhagens de espécies com características muito 

apropriadas para o processo fermentativo para produção de etanol 1G, no sentido 

de tolerarem ambiente ácido, variação de temperatura, altas concentrações de 

glicose e etanol, condições comumente encontradas no ambiente industrial. 

 
Palavra-chave: Estresse, Etanol, Saccharomyces, Não-Saccharomyces. 

 

2. Introdução 

 
A cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) é a principal matéria-prima 

utilizada na produção de etanol no Brasil, destacando-se pela sua versatilidade e 

elevado rendimento energético. É rica em sacarose, um dissacarídeo que pode ser 
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convertido em etanol e dióxido de carbono por meio da fermentação alcoólica 

conduzida por leveduras (Góes-Favoni et al.,2018). Além da produção de etanol, a 

cultura da cana permite a geração de eletricidade por meio da cogeração, utilizando 

resíduos do próprio processo produtivo, como o bagaço, bem como a obtenção de 

diversos subprodutos, incluindo melaço, açúcar e cachaça (Silva et al., 2021).  

A produção de etanol no Brasil é um processo biotecnológico consolidado. A 

eficiência e viabilidade econômica desse processo dependem de três parâmetros 

fundamentais: a eficiência na extração do caldo da cana-de-açúcar, a capacidade do 

microrganismo em converter os açúcares em etanol e a adequação do sistema 

industrial, incluindo equipamentos e condições que favoreçam a atividade 

microbiana (Góes-Favoni et al.,2018; Milanez et al., 2012). Dentre esses fatores, a 

fermentação alcoólica conduzida por leveduras, principalmente Saccharomyces 

cerevisiae, representa uma etapa crítica do processo, sendo diretamente 

influenciada por variáveis físico-químicas e microbiológicas (Câmara; Guimarães, 

2024). 

O metabolismo celular das leveduras envolve uma série de reações 

enzimáticas complexas, cuja eficiência pode ser afetada por condições ambientais 

adversas. Fatores como temperatura, pH, presença de nutrientes, inibidores, 

concentração celular, pressão osmótica, oxigenação e contaminações microbianas 

exercem influência direta sobre a taxa de crescimento e a capacidade fermentativa 

dos microrganismos, impactando a conversão de açúcares em etanol. Assim, o 

estudo sistemático desses parâmetros é essencial para a otimização do rendimento 

alcoólico em escala industrial (Reis; Ribeiro, 2009; Câmara; Guimarães, 2024). 

No Brasil, a produção de bioetanol é predominantemente realizada por meio 

do sistema de fermentação em batelada alimentada, caracterizado pela adição 

progressiva do substrato ao longo do processo (Veloso et al., 2023). Embora 

amplamente utilizada, essa abordagem apresenta desafios operacionais, como 

variações temporais nas condições do processo, alta complexidade na gestão da 

cinética fermentativa e sensibilidade à composição do mosto (Niaze et al., 2023). A 

oscilação dessas variáveis pode afetar significativamente o desempenho das 

leveduras, comprometendo a estabilidade e a qualidade do produto final (Almeida et 

al., 2021; Mohan et al., 2022). 

Para enfrentar esses desafios, diferentes linhagens industriais de S. 

cerevisiae adaptadas às condições específicas das usinas brasileiras foram 
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isoladas. Dentre elas, destacam-se as cepas CAT-1 (Usina Catanduva), PE-2 (Usina 

da Pedra), G-1 (Usina Barra Grande), CR-1 (Usina Cresciumal), AS-1 (Usina Santa 

Adélia) e CL (Usina Clealco), selecionadas por apresentarem maior resistência a 

estresses ambientais e melhor desempenho fermentativo (Lopes et al., 2016). No 

entanto, cada unidade industrial possui características particulares, relacionadas 

principalmente à variação da matéria-prima processada e às condições 

operacionais, exigindo uma abordagem personalizada na escolha e no manejo das 

leveduras (Câmara; Guimarães, 2024). 

 O processo de seleção depende de certas características do processo de 

fermentação, considerando não apenas os rendimentos de etanol exibidos pelas 

cepas de levedura, mas também características que permitem a sobrevivência das 

cepas em condições de estresse (Ceccato-Antonini; Covre, 2020). Além disso, a 

busca por novas linhagens, incluindo leveduras não-Saccharomyces, tem ganhado 

destaque devido à sua potencial resistência a estresses ambientais e à capacidade 

de complementar ou superar o desempenho de S. cerevisiae em determinadas 

condições (Almeida; Nascimento, 2021).  

O estudo da tolerância de leveduras a fatores físico-químicos é essencial para 

a otimização dos processos fermentativos, contribuindo diretamente para o 

desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes. Nesse contexto, o presente 

trabalho teve como objetivo avaliar a resposta de três leveduras não-Saccharomyces 

(Wickerhamomyces anomalus, Meyerozyma guilliermondii e Scheffersomyces 

stipitis) a diferentes condições de estresse (concentração de glicose, temperatura, 

pH e etanol), em comparação com duas linhagens industriais de Saccharomyces 

cerevisiae (PE-2 e CAT-1), a fim de prospectar o potencial dessas leveduras no 

contexto da produção de etanol. 

 

3. Materiais e Métodos 
 

3.1 Microrganismos  

Foram utilizadas três cepas de leveduras não-Saccharomyces, sendo elas:S. 

stipitis(linhagem cedida pela Profa. Drª. Inês Conceição Roberto, USP-Lorena, 

NRRL Y-7124), W.  anomalus (isolada de madeira em decomposição, linhagem T1, 

Souza, 2015), e M.  guilliermondii (isolada de caldo de cana, linhagem 311-

CCT7783, Martini et al., 2016). Para efeitos de comparação foram utilizadas duas 
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linhagens industriais de S. cerevisiae (PE-2 e CAT-1). Todas as linhagens de 

leveduras estão depositadas no banco de culturas do LAMAM/CCA/UFSCar-

Campus de Araras, mantidas em slants em meio YPD (10 g/L extrato  de levedura, 

20 g/L glicose, 20 g/L peptona e 20 g/L agar, em água destilada), a 4oC.  

 

3.2 Testes de tolerância ao estresse das linhagens de leveduras  

Foram utilizados dois testes para verificar o crescimento das leveduras em 

diferentes situações de estresse: o ensaio spot (spot assay), na qual avaliou-se a 

capacidade de  desenvolver colônias em meio sólido sob diferentes condições de 

estresse em diferentes  concentrações da levedura; e o teste de crescimento em 

microplacas para obtenção das  curvas de crescimento nas diferentes condições de 

estresse.  

 

3.2.1 Ensaio spot  

Para os testes de tolerância ao pH, as leveduras foram cultivadas em meio 

líquido YPD, overnight a 30°C com agitação, padronizadas a 1x107 células/mL e 

mantidas em solução salina (NaCl 0,85%). Em seguida, foram preparadas diluições 

seriadas para obtenção das concentrações de 1x106 células/mL, 1x105 células/mL e 

1x104 células/mL. Para cada concentração de células, foram retirados 10 µL e 

adicionados na superfície do meio YPD em placas de Petri ajustado para os 

seguintes valores de pH: 6,2; 5,0; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5 e 2,0,  com solução de ácido 

sulfúrico 1N.   

O meio de cultura foi preparado sem a adição de ágar, ajustado o pH 

respectivo e esterilizado em autoclave. A solução de ágar foi esterilizada 

separadamente. Antes de verter nas placas, as duas soluções foram misturadas. As 

placas inoculadas foram incubadas em estufa a 30°C por 7 dias, em seguida foi 

avaliada a presença ou ausência de colônias nos diferentes tratamentos e 

diluições. As placas foram fotografadas para registro do crescimento nos diferentes 

valores de pH do meio de cultura.  

Para os testes de tolerância ao etanol, foram realizados os mesmos 

procedimentos que para o pH, utilizando as concentrações finais de etanol de 0; 4; 

6; 8; 10; 12 e 14% (v/v).  Para o preparo do meio, o etanol foi adicionado no 

momento de verter o meio já esterilizado nas placas de Petri. As placas inoculadas 

foram embrulhadas em filme plástico para evitar a evaporação do etanol.  
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Para os testes de tolerância às diferentes concentrações de glicose, foram 

realizados os mesmos procedimentos que para o pH, utilizando as concentrações 

finais de glicose de 20, 100, 200, 300, 400, 500 e 600 g/L. A glicose foi adicionada 

ao meio YPD antes da  esterilização do mesmo.  

Para os testes de tolerância à temperatura, foi realizado o mesmo 

procedimento que para o pH, utilizando-se o meio YPD e incubando as placas nas 

temperaturas de 30, 36 e  40°C por 7 dias.  

 

3.2.2 Crescimento em microplacas 

As leveduras foram cultivadas em meio líquido YPD overnight a 30°C com 

agitação, padronizadas a 1x107 células/mL e mantidas em solução salina. Os 

ensaios foram realizados em placas de poliestireno Corning® Costar de 96 poços 

estéreis com fundo plano transparente. Foram pipetados 20 μL do inóculo 

padronizado e 180 μL de meio líquido YPD estéril aos poços das microplacas, 

sendo realizados os mesmos procedimentos de preparo dos meios descritos 

anteriormente em relação ao pH, glicose, etanol e temperatura, porém sem a 

adição de  ágar.  

O controle foi determinado a partir do meio YPD com 20 g/L de glicose, pH 

6–7, 0% de  etanol, 30°C. Os ensaios foram realizados em triplicata, e o 

crescimento da levedura foi monitorado medindo a absorbância a 600 nm a cada 15 

min usando um leitor de  microplacas (Tecan Infinite M200, Mannedorf, Suíça), com 

agitação, por um período de 24 h.  

As curvas de crescimento foram plotadas a partir dos resultados de 

absorbância (densidade óptica) nas diferentes condições de pH, etanol, 

concentração de glicose e  temperatura avaliadas ao longo do tempo de cultivo. Os 

dados foram transformados em ln(X), a fase exponencial de crescimento foi 

determinada e a velocidade específica máxima de crescimento (µmax, h-1) foi 

determinada em cada condição de cultivo considerando-se a regressão dos dados 

na região linear das curvas (fase exponencial de crescimento). Foi também 

determinada a duração da fase lag de crescimento (em h) para cada curva de  

crescimento.  

Foram gerados dois tipos de heatmaps a partir dos resultados da velocidade 

específica máxima de crescimento das leveduras nas diferentes condições de 

cultivo (estresse). O heatmap, ou mapa de calor, é uma forma de visualização de 
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dados que associacores à intensidade da variável mostrada, no caso, a velocidade 

específica máxima de crescimento, permitindo avaliar o efeito das diferentes 

condições de estresse sobre cada levedura de forma mais visual e comparativa. 

Dessa forma, quanto maior a velocidade, maior a intensidade da cor. 

Alternativamente, foi gerado também um heatmap com os mesmos dados, 

mas agregando o agrupamento hierárquico (hierarchical clustering). Nesse formato, 

é criado um dendrograma que ilustra o arranjo dos dados em grupos, permitindo 

visualizar quais leveduras mais se assemelham quanto à resposta às situações de 

estresse. O cálculo das distâncias para o agrupamento das leveduras foi baseado 

na Distância Euclidiana (Euclidean distance), que calcula as distâncias aos pares 

entre as condições de cultivo (estresse) e leveduras. Foi utilizado o método de 

ligação completa (complete linkage) para o agrupamento hierárquico, que se baseia 

na máxima dissimilaridade dos pares entre os pontos de dados. Valores positivos 

na escala (z-score) indicam valores acima da média; valores negativos indicam 

valores abaixo da média. 

Os heatmaps foram gerados no aplicativo SRPlot, disponível no endereço 

https://www.bioinformatics.com.cn/en (Tang et al., 2023). 

 
4. Resultados e Discussão 
 

Para as linhagens industriais, foi possível observar que para a levedura S. 

cerevisiae PE-2, a maior velocidade de crescimento foi observada no pH 4, 

enquanto que para a S.  cerevisiae CAT-1 a maior velocidade foi observada foi no 

pH 5, sendo que a fase lag da  levedura S. cerevisiae CAT-1 foi bem menor quando 

comparada com a S. cerevisiae PE-2.  Para as não-Saccharomyces, as três 

leveduras tiveram maior velocidade de crescimento no  pH 5. Para a levedura S. 

stipitis, em pH mais baixo, o tempo da fase lag é maior; para a  levedura W. 

anomalus observou-se uma variação na fase lag, sendo que do pH 5,0 ao 3,5 a  

duração da fase lag é maior e no pH 3,0 a duração dessa fase diminui. Para a 

levedura M. guilliermondii, o menor tempo da fase lag foi no pH 4,0 e o maior tempo 

foi no pH 3,0 (Figura  1).  

O pH da fermentação alcoólica tem grande influência no processo. Para a  

multiplicação das leveduras, o ideal está entre 4,5 e 5,5, o qual foi possível 

observar nos  experimentos (Câmara; Guimarães; 2024). Em relação ao pH 3, 
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houve redução na  velocidade de crescimento para todas as leveduras, no entanto, 

as mais sensíveis foram S.  cerevisiae CAT-1 e M. guilliermondii. A tolerância ao pH 

3,0 é uma característica comum  entre as cepas industriais utilizadas na indústria 

do bioetanol e atua como uma importante  pressão seletiva (Beato et al., 2016; 

Lopes et al., 2016; Reis et al., 2017).  

 

Figura 1. Velocidade específica máxima de crescimento e duração da fase lag das 

leveduras S. cerevisiae (CAT-1 e PE-2) e não-Saccharomyces em meio YPD com 
valores de pH  variando de 1,5 até 6,2, a 30°C, 20 g/L de glicose. 
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Para valores de pH igual e/ou abaixo de 2,5, não houve crescimento das 

leveduras  (Figura 1). Segundo Costa, Cerri, Ceccato-Antonini (2018), o baixo pH 

ajuda a controlar a  contaminação bacteriana e a floculação, no entanto, a 

multiplicação das células de levedura  é inibida pelo pH mais baixo, o qual foi 

possível observar.  

Os resultados do ensaio spot mostram o crescimento de todas as leveduras 

nos meios com pH entre 6,2 e 2,5, porém, quando comparado ao crescimento no 

meio sem  estresse, há redução no tamanho do spot. Para o meio com pH 2,0 é 

possível ver apenas o  crescimento da S. cerevisiae PE-2 nas diluições de 107 

células/mL, 106 células/mL e 105 células/mL. Com M. guilliermondii observa-se 

crescimento nas diluições de 107 células/mL e 106 células/mL, e com W. anomalus 

pode-se observar a formação dos spot mesmo que em  tamanho reduzido, porém 

no pH 1,5 não houve formação do spot (Figura 2). 

Ceccato-Antonini (2010) destaca que os limites de tolerância ao pH para as  

leveduras estão entre pH 2,2 e 8,0. As leveduras preferem meios ácidos, com pH 

em torno  de 4,5. De acordo com Diógenes e Carmo (2021), para uma boa 

eficiência no processo de fermentação, o pH deve se encontrar entre 5,0 e 6,2, 

valor ideal para o crescimento da  levedura. 

 

Figura 2. Ensaio spot das leveduras S. cerevisiae e não-Saccharomyces em meio 
YPD  com pH variando de 1,5 até 6,0, nas concentrações de 107 células/mL até 104 

células/mL, a  30 oC, 20 g/L glicose.  
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Referente ao etanol, a mais sensível (diminuição da velocidade de 

crescimento e aumento da fase lag) foi a levedura S. stipitis, sendo que as outras 

leveduras apresentaram tolerância nas concentrações testadas, apesar do aumento 

na duração da fase lag com o  aumento da concentração de etanol (Figura 3), 

também confirmada pelos ensaios spot (Figura 4). Uma baixa tolerância ao etanol é 

encontrada em S. stipitis além de uma tendência a assimilar etanol mesmo quando 

o açúcar está presente. Outra desvantagem dessa espécie de levedura é a 

incapacidade de crescer em condições anaeróbias. Apesar dessas características, 

S. stipitis é um dos microrganismos mais eficientes para fermentação de xilose, 

notavelmente etanol 2G (Ruchala et al., 2020).  

Em relação à adição de 14% de etanol (v/v), as leveduras W.  anomalus e M. 

guilliermondii apresentaram maior taxa de tolerância quando comparadas  com as 

linhagens de S. cerevisiae (Figura 3). Mukherjee et al. (2017) verificaram que as 

leveduras  Torulaspora delbrueckii e Pichia kudriavzevii conseguiram tolerar 13% 

v/v de álcool, e  Dekkera bruxellensis cresceu quando exposta a 12% v/v. Com 

esse estudo os autores  concluíram que as leveduras não-Saccharomyces podem 

apresentar eficiência igual ou  superior a S. cerevisiae na presença de certas 

condições estressantes. 

Nos ensaios spot, as leveduras S. cerevisiae (PE-2 e CAT-1) cresceram em 

todas as concentrações de etanol, e em todas as diluições testadas. Para as 

leveduras não Saccharomyces, foi possível observar que apenas as leveduras M. 

guilliermondii e W.  anomalus cresceram, havendo uma redução no tamanho do 

spot na diluição de 104 células/mL para todas as leveduras. Pelos resultados 

observa-se que S. stipitis teve menor crescimento em concentrações de etanol 

acima de 10% de etanol (Figura 4). 
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Figura 3. Velocidade específica máxima de crescimento e duração da fase lag das 

leveduras S. cerevisiae (CAT-1 e PE-2) e não-Saccharomyces em meio YPD com 
etanol nas concentrações de 0% a 14%, a 30 oC, 20 g/L glicose, pH 6,2.  
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Figura 4. Ensaio spot das leveduras S. cerevisiae e não-Saccharomyces em meio 

YPD com etanol nas concentrações de 0% a 14%, em concentrações de 107 

células/mL até 104 células/mL, a 30 oC, 20 g/L glicose, pH 6,2.  
 

 
 

 Nas diferentes concentrações de glicose testadas, foi possível observar que 

as leveduras S. cerevisiae PE-2 e W. anomalus apresentaram maior tolerância. 

Para a levedura M. guilliermondii na concentração de 600 g/L não houve 

crescimento; para S.  cerevisiae CAT-1 não houve crescimento nas concentrações 

de 500 g/L e 600 g/L, e para  S. stipitis não houve crescimento a partir da 

concentração de 500 g/L (Figura 5).  

A maior velocidade de crescimento para esta última levedura foi observada 

na concentração de 100 g/L de glicose e a menor em 300 g/L. Para as demais 

leveduras, a maior velocidade de  crescimento foi na concentração de 200 g/L, para 

S. cerevisiae CAT-1 a menor velocidade  de crescimento foi na concentração de 

400 g/L, e para S. cerevisiae PE-2, W. anomalus e  M. guilliermondii foi na 

concentração de 500 g/L (Figura 5). 

É possível observar que a fase lag aumenta de acordo com a quantidade de 

glicose presente no meio, pois para PE-2 a maior fase lag foi observada na 

concentração de 600  g/L, e para a CAT-1 foi na concentração de 400 g/L. De uma 

forma geral, as leveduras não Saccharomyces apresentaram maior fase lag quando 

comparadas com as S. cerevisiae  (Figura 5).  
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Figura 5. Velocidade específica máxima de crescimento e duração da fase lag das 

leveduras S. cerevisiae (CAT-1 e PE-2) e não-Saccharomyces em meio YPD com 
glicose nas concentrações de 20 a 600 g/L, a 30 oC, pH 6,2.  

 

 

 

 
 

Os resultados do ensaio spot mostraram que as leveduras S. cerevisiae, W. 

anomalus e M. guilliermondii cresceram nas concentrações de  glicose testadas. A 

levedura S. stipitis só cresceu nas concentrações de 20 g/L, 100 g/L, 200 g/L, e na 

concentração de 300 g/L só foi possível observar o spot nas diluições de 107 

células/mL e 106 células/mL (Figura 6).  
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Figura 6. Ensaio spot das leveduras S. cerevisiae e não-Saccharomyces em meio 

YPD com glicose nas concentrações de 20 a 600 g/L, em concentrações de 107 

células/mL até 104 células/mL, a 30 oC, pH 6,2.  
 

 
 
 

Os testes de temperatura mostraram que a 30ºC as leveduras que tiveram 

maior velocidade de crescimento foram CAT-1, S. stipitis e M. guilliermondii. As 

leveduras com menor velocidade de crescimento foram PE-2 e W. anomalus. A 

fase lag das leveduras PE-2 e M. guilliermondii foram maiores quando comparadas 

com as demais leveduras, e a menor fase lag foi observada para W. anomalus 

(Figura 7).   

Para a temperatura de 36ºC, observou-se que as leveduras industriais PE-2 

e CAT-1 tiveram a taxa de crescimento pouco afetada, sendo que as leveduras S. 

stipitis e W.  anomalus apresentaram taxa de crescimento mais baixa, comparando-

se com a  temperatura de 30 ºC. A levedura M. guilliermondii apresentou a maior 

termotolerância entre as leveduras testadas, sem que a taxa de crescimento fosse 

afetada pelo estresse térmico.  A maior fase lag observada para esta temperatura 

foi a da levedura W. anomalus, e a menor  fase lag foi observada na levedura 

industrial CAT-1 (Figura 7).  
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Figura 7. Velocidade específica máxima de crescimento e duração da fase lag das 

leveduras  S. cerevisiae (CAT-1 e PE-2) e não-Saccharomyces em meio YPD, 20 
g/L glicose, pH 6,2,  em temperaturas variando de 30 a 40 oC.  
 

 

 

 
 

As temperaturas ideais para o processo de produção industrial de etanol 

encontram-se entre 26 a 35°C (Pereira; Macri; Gimenez, 2020). De acordo com 

Dias et al. (2015),  temperaturas abaixo de 28ºC desaceleram o metabolismo da 

levedura, resultando em uma  fermentação mais lenta e, consequentemente, uma 

menor produção de etanol (Lima; Basso;  Amorim, 2001; Pereira; Vieira; Gimenez, 

2020). 

Em condições de estresse de temperatura a 40°C, foi possível observar que 
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as leveduras S. stipitis e W. anomalus e a levedura industrial PE-2 não cresceram 

(Figura 7).  Abdel-Banat et al. (2010) relatam que linhagens de S. cerevisiae não 

são capazes de  crescer em temperaturas maiores que 40°C, ressaltando que à 

medida que a temperatura vai aumentando, a contaminação bacteriana é 

favorecida e a levedura fica mais sensível à  toxidez do etanol.  

Foi possível observar que para essa condição de temperatura apenas as 

leveduras CAT-1 e a M. guilliermondii cresceram. Para a levedura M. guilliermondii 

é descrita uma temperatura máxima tolerada de 42ºC (Yan et al., 2021). Quando 

comparada a fase lag das duas leveduras, pode-se observar que o tempo de 

adaptação da levedura M. guilliermondii  foi menor com o aumento da temperatura 

(Figura 7).  

No ensaio spot, na temperatura de 30°C observa-se que todas as leveduras  

cresceramm nas quatro concentrações de células, e à medida que a concentração 

era menor, o tamanho do spot também diminuía. Na temperatura de 36°C, observa-

se uma redução no tamanho do spot para todas as leveduras (Figura 8). Nessa 

temperatura, as leveduras S. stipitis e W.  anomalus nas concentrações de 105 e 

104 células/mL foram as que tiveram maior redução no crescimento. Para a 

temperatura de 40ºC somente a levedura industrial CAT-1 cresceu, com spot menor 

quando comparado com as temperaturas de 30°C e 36°C (Figura 8).   

Figura 8. Ensaio spot das leveduras S. cerevisiae e não-Saccharomyces em meio 
YPD 20  g/L glicose, pH 6,2, em temperaturas variando de 30 a 40 oC, em 
concentrações de 107 células/mL até 104 células/mL.  

 
 

Em um ambiente industrial, onde o resfriamento do fermentador não é  

suficientemente eficiente na remoção de calor, e as temperaturas podem chegar a 

40°C  (Della-Bianca; Gombert, 2013), especialmente no verão, essa capacidade de 
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crescer em  altas temperaturas é uma característica importante para os processos 

de produção de  etanol.  

Os dados referentes aos testes de tolerância das leveduras aos diferentes 

estresses foram representados por meio de heatmaps, em que a intensidade da cor 

indica maior velocidade de crescimento (µmax). Na Figura 9(A), é possível observar 

que as leveduras que se destacam são S. cerevisiae CAT-1 e M. guilliermondii, ou 

seja, maiores valores de velocidade de crescimento em todas as condições de 

estresse. 

Na Figura 9(B), o dendrograma revela como elas se organizam em grupos 

com base em suas similaridades quanto à resposta aos estresses, com base na 

velocidade de crescimento (µmax). Verifica-se que as linhagens de S. cerevisiae 

CAT-1 e PE-2 não pertencem ao mesmo grupo. Assim, as leveduras CAT-1 e M. 

guilliermondii formaram um grupo, enquanto PE-2 e W. anomalus formaram outro. 

A levedura S. stipitis foi a levedura que apresentou menor similaridades na resposta 

ao estresse em relação às demais. 

 

Figura 9. Heatmaps do padrão de crescimento em (A), e com análise de 
agrupamento hierárquico (distância euclidiana) em (B), das leveduras S. cerevisiae 
e não-Saccharomyces submetidas a diferentes condições de estresse (pH, 
concentração de glicose e etanol, e  temperatura). As figuras foram geradas com 
base nos resultados da velocidade máxima de  crescimento (µmax).  
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Pode-se concluir que dentre as leveduras não-Saccharomyces, aquelas que  

apresentaram maior similaridade com as leveduras S. cerevisiae industriais quanto 

à tolerância aos  estresses de pH, etanol, glicose e temperatura, foram as espécies 

W. anomalus e M.  guilliermondii. Considerando-se que há diferença entre as 

linhagens industriais quanto à tolerância, W. anomalus foi mais semelhante à PE-2 

enquanto M. guilliermondii assemelhou-se mais à CAT-1. De qualquer forma, são 

linhagens de espécies com características muito apropriadas para o processo 

fermentativo para produção de etanol 1G.  

 
5. Conclusões 
 

 Entre as leveduras S. cerevisiae CAT-1 e PE-2 foram identificadas diferenças 

no perfil de tolerância aos estresses de pH, temperatura, glicose e etanol. Dentre as 

leveduras não-Saccharomyces, aquelas que apresentaram maior similaridade com 

as leveduras industriais quanto à tolerância aos estresses de pH, etanol, glicose e 

temperatura, foram as espécies W. anomalus e M. guilliermondii. Considerando-se 

que há diferença entre as linhagens industriais quanto à tolerância, W. anomalus foi 

mais semelhante à PE-2 enquanto M. guilliermondii assemelhou-se mais à CAT-1. 

De qualquer forma, são linhagens de espécies com características muito 

apropriadas para o processo fermentativo para produção de etanol 1Gem relação à 

tolerância aos estresses comumente encontrados no ambiente industrial. 
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CAPÍTULO 2.  EFEITO DOS MOSTOS DE CALDO, MELAÇO E MISTO SOBRE O 

CRESCIMENTO DE LEVEDURAS NÃO-Saccharomyces E Saccharomyces 

cerevisiae 

 

1. Resumo 

 

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de etanol, com destaque para o uso do 

caldo de cana e do melaço como meios para a fermentação. O processo 

fermentativo depende de fatores físico-químicos que afetam o desempenho das 

leveduras, sendo a viabilidade celular crucial para o rendimento alcoólico. O tipo de 

mosto exerce influência direta sobre o desempenho das leveduras. Nesse contexto, 

este trabalho teve como objetivo avaliar e comparar o crescimento e o rendimento 

em etanol de leveduras não-Saccharomyces (Meyerozyma guilliermondii, 

Scheffersomyces stipitis e Wickerhamomyces anomalus) e duas linhagens 

industriais de Saccharomyces cerevisiae (PE-2 e CAT-1) em três diferentes mostos 

derivados da cana-de-açúcar. O crescimento de leveduras foi avaliado em caldo de 

cana, melaço e caldo misto (1:1), sendo o pH ajustado para 5,5. Os meios foram 

inoculados com 10 mL de cultura padronizada (1×107 células/mL), incubados por 24 

h a 30 °C e 160 rpm. Amostras foram coletadas em diferentes tempos (4, 8, 12 e 24 

h) para análises microbiológicas (contagem celular) e físico-químicas (açúcar redutor 

total, pH e teor alcoólico).O melaço foi o meio de crescimento que possibilitou maior 

aumento do número de células de leveduras nas condições de cultivo avaliadas, 

tanto para as leveduras S. cerevisiae quanto para as não-Saccharomyces. Quanto 

ao rendimento em etanol, a linhagem PE-2 apresentou maior valor em 12 h e os 

valores não diferiram muito nos três meios, diferentemente para a linhagem CAT-1, 

onde o maior rendimento foi obtido em meio de caldo em 24 h.Os melhores 

resultados de rendimento foram obtidos em caldo para S. stipitis e W. anomalus, 

enquanto para a levedura M. guilliermondii, o crescimento foi também melhor em 

melaço, mas rendimentos muito próximos foram observados tanto em caldo e 

melaço. 

 

Palavra-chave: Meios de cultivo, Melaço, Caldo misto, Saccharomyces, Não-

Saccharomyces. 

 

2. Introdução 

 

O Brasil ocupa uma posição de destaque na produção mundial de etanol, 

sendo o segundo maior produtor global, com produção de 36,07 bilhões de litros, 

sendo 13,89 bilhões de litros de etanol anidro e 22,18 bilhões de litros de etanol 

hidratado na safra 2024/2025, a partir da cana-de açúcar (Conab, 2025). O processo 
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fermentativo, etapa central da produção de etanol, envolve uma série de fatores 

físico-químicos que podem impactar a viabilidade celular e o rendimento da 

fermentação, incluindo o mosto usado no processo. 

Os principais agentes microbianos usados na fermentação são as leveduras, 

as quais podem atuar em condições aeróbias ou anaeróbias. Em aerobiose, 

degradam completamente a glicose, gerando alta quantidade de ATP e baixo 

rendimento de etanol. Já na anaerobiose, condição predominante nas destilarias, 

ocorre a produção de etanol e CO2 como produtos principais, com menor geração de 

energia celular (Sampaio, 2021). A viabilidade celular é um fator determinante para o 

rendimento alcoólico, sendo impactada por parâmetros físico-químicos, 

contaminações, falhas operacionais e condições ambientais adversas (Cunha et al., 

2019; Jacob; Campos, 2023). 

Rodrigues et al. (2025) relataram que durante a fermentação, em 

concentrações de açúcares acima de 40 g/L, tem-se  uma  queda  proporcional  nas 

velocidades de  crescimento  celular  e  de produção de etanol, e acima de 80 g/L a 

atividade fermentativa pode cessar completamente, exigindo o uso de mostos 

relativamente diluídos para assegurar uma conversão eficiente dos açúcares. O teor 

de açúcares fermentescíveis, medido por meio do Açúcar Redutor Total (ART), é um 

parâmetro crucial para o sucesso do processo, influenciando diretamente o 

desempenho das leveduras e a qualidade final do produto (Basso et al., 2008). 

Em escala industrial, linhagens selecionadas de Saccharomyces cerevisiae, 

como CAT-1 e PE-2, têm sido amplamente utilizadas devido à sua adaptabilidade e 

eficiência nos processos fermentativos (Amorim et al., 2011). Essas linhagens foram 

isoladas originalmente nas dornas de fermentação das próprias usinas, hoje 

representando cerca de 80% da biomassa utilizada em destilarias e responsáveis 

por mais de 60% da produção nacional de etanol (Nascimento; Fonseca, 2019). De 

acordo com Crepin et al. (2012), seu sucesso está relacionado à sua eficiência na 

metabolização de açúcares simples como glicose e frutose, além da capacidade de 

regular a absorção de fontes nitrogenadas por via catabólica. 

No processo de produção de etanol as leveduras enfrentam estresses 

ambientais típicos do ambiente fermentativo, como altas concentrações de etanol, 

elevadas temperaturas e limitações nutricionais. Deficiências nutricionais podem 

comprometer a absorção de açúcares, desacelerar o crescimento celular e levar à 

interrupção da fermentação ocasionando baixa produção de etanol (Betite et al., 
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2012; Gobert et al., 2019). A suplementação do mosto com fontes nitrogenadas é 

uma prática comum para mitigar esses efeitos e garantir a continuidade do processo 

(Monteiro et al., 2015). 

O meio fermentativo exerce influência direta sobre o desempenho das 

leveduras. Na indústria sucroalcooleira, são utilizados caldo de cana, melaço e 

misturas desses, todos denominados de mosto (Lima, 2019). O caldo de cana-de-

açúcar é um líquido opaco e viscoso, apresentando em sua composição 

majoritariamente água (80%) e sólidos solúveis (20%), dos quais se destacam 

sacarose (17%), glicose (0,4%) e frutose (0,2%), além de compostos nitrogenados e 

minerais (Menezes, 2012; Stupiello, 1987). 

O melaço é um subproduto espesso e escuro, contendo elevada 

concentração de carboidratos e demanda química de oxigênio (DQO), sendo 

amplamente utilizado tanto na produção de etanol quanto na geração de biogás 

(Oliveira et al., 2020; Vilela et al., 2019). A composição típica do melaço de cana-de-

açúcar é de 25 a 35% de sacarose, 20 a 35% de açúcares redutores (glicose e 

frutose), 10 a 16% de cinzas e 0,5% de polissacarídeos (Yamakawa, 2016). 

Estudos têm apontado o potencial de leveduras não-Saccharomyces como 

alternativas promissoras para processos industriais e sua comercialização, com 

características semelhantes às linhagens S. cerevisiae, em determinadas condições 

fermentativas. Estas leveduras apresentam características metabólicas 

diversificadas, que podem contribuir para a melhoria da tolerância a estresses, 

aumento da viabilidade celular e expansão do espectro de substratos utilizados 

(Almeida; Nascimento, 2021; Molinet; Cubillos, 2020).  

Entretanto, são poucas as pesquisas que avaliam comparativamente o 

desempenho dessas leveduras em meios fermentativos reais, tais como caldo de 

cana, melaço e caldo misto (esse último uma mistura de caldo e melaço). Nesse 

contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar e comparar o crescimento e 

rendimento em etanol de leveduras não-Saccharomyces (Meyerozyma guilliermondii, 

Wickerhamomyces anomalus e Scheffersomyces stipitis), anteriormente avaliadas 

quanto à tolerância aos estresses comumente encontrados na produção de etanol 

de primeira geração (1G), e S. cerevisiae (duas linhagens industriais, CAT-1 e PE-2), 

em três diferentes mostos derivados da cana-de-açúcar (caldo de cana, melaço e 

caldo misto). Capacidade e rapidez de crescimento nesses mostos são essenciais 
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para a etapa de propagação do inóculo, anteriormente à etapa de fermentação 

propriamente dita. 

 

3. Materiais e Métodos 
 

3.1 Microrganismos  

Foram utilizadas três cepas de leveduras não-Saccharomyces, sendo elas S. 

stipitis (linhagem cedida pela Profa. Drª. Inês Conceição Roberto, USP-Lorena, 

NRRL Y-7124), W.  anomalus (isolada de madeira em decomposição, linhagem T1, 

Souza, 2015), e M.  guilliermondii (isolada de caldo de cana, linhagem 311-

CCT7783, Martini et al., 2016). Para efeitos de comparação foram utilizadas duas 

linhagens industriais de S. cerevisiae (PE-2 e CAT-1). Todas as linhagens de 

leveduras estão depositadas no banco de culturas do LAMAM/CCA/UFSCar-

Campus de Araras, mantidas em slants em meio YPD (10 g/L extrato  de levedura, 

20 g/L glicose, 20 g/L peptona e 20 g/L agar, em água destilada), a 4oC. 

 

3.2 Preparo dos meios de crescimento 

O meio de caldo foi preparado diluindo o caldo da cana-de-açúcar em água 

destilada para a concentração de 40 g/L de  ART (4°Brix), sendo que a 

concentração inicial de ART do caldo  de cana foi de 150 g/L (15° Brix). O meio de 

melaço foi preparado após diluição do melaço em água destilada para a 

concentração de 40 g/L de  ART (4°Brix). A concentração inicial de ART do caldo de 

melaço foi de 759 g/L. O caldo misto foi constituído de caldo de cana e melaço nas 

proporções de 1:1 (50% de melaço e 50% de caldo), para concentração final de 40 

g/L de ART.O pH dos mostos foi ajustado para 5,5 utilizando ácido sulfúrico (H2SO4  

1N). 

O melaço e caldo de cana foram obtidos na Usina Santa Lúcia, safra 

referente a 2023/2024, sendo utilizado o caldo clarificado. Após coleta na usina, o 

caldo foi filtrado em algodão para retirada de impurezas e armazenado em garrafas 

plásticas em freezer. O melaço também foi distribuído em garrafas plásticas e 

armazenado em freezer. 

 

3.3 Preparação dos inóculos das leveduras 

As leveduras foram cultivadas em meio líquido YPD (overnight a 30°C, em 
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agitação), padronizadas a 1x107 células/mL e mantidas em solução salina. Em 

seguida, as células foram centrifugadas e ressuspendidas no meio de crescimento 

(caldo, melaço e misto), constituindo-se o inóculo para as etapas seguintes. 

 

3.4 Testes de crescimento das leveduras em mostos de cana-de-açúcar 

Foram utilizados frascos Erlenmeyers de 500 mL contendo 90 mL do meio 

de crescimento (caldo, melaço ou misto), os quais foram autoclavados a 120ºC e 1 

atm por 15 minutos. Em seguida foram adicionados em cada frasco 10 mL do 

inóculo padronizado em 1x107 células/mL ressuspendido em seus respectivos 

meios. Os frascos foram mantidos em incubadora com agitação por um período de 

24 horas a 30ºC, a 160 rpm, em triplicata. 

Foram retiradas amostras de 8 mL nos tempos de 4, 8, 12 e 24 h para 

análises microbiológicas e físico-químicas. Antes da centrifugação da amostra a 

3400 rpm por 6 min,  foi retirado um volume para a análise microbiológica. O 

sobrenadante, obtido após centrifugação da amostra, foi utilizado para as análises 

físico-químicas. 

 

3.5 Análises microbiológicas  

O número de células viáveis foi determinado por meio da contagem das 

células em microscópio utilizando-se câmara de Neubauer, utilizando a solução de 

azul de metileno - citrato de sódio como corante, segundo Lee, Robinson e Wang 

(1981). Os resultados foram transformados em log do número de células viáveis/mL. 

 

3.6 Análises físico-químicas 

Após a centrifugação das amostras e separação das células de leveduras, o 

sobrenadante foi analisado quanto ao pH, utilizando pH-metro digital MS Tecnopon 

mPA210; etanol (em g/100 mL), por meio da destilação de 5 mL das amostras em 

microdestilador Tecnal TE-012 e determinação da densidade da solução 

hidroalcoólica em densímetro digital Anton-Paar®, conforme Amorim (1997). 

O teor de açúcar redutor total (ART) foi determinado pelo método do ácido 

3,5-dinitrossalicílico (ADNS) (MILLER, 1959, modificado). Para a quantificação 

desses açúcares, foi realizada hidrólise ácida para conversão da sacarose em 

glicose+frutose (ambos açúcares redutores). Foi transferido 1 mL de cada amostra 

para balões volumétricos de 100 mL, sendo em seguida, adicionados 30 mL de 
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água destilada e 2,5 mL de ácido clorídrico (HCl) concentrado e homogeneizado. 

Em seguida, os balões foram levados para banho-maria a 65°C por 15 minutos. As 

amostras foram resfriadas em banho térmico (água gelada) e em seguida 

adicionados 2,8 mL de solução de NaOH 12 mol/L e completado o volume do balão 

até o menisco com água destilada.  

Após a hidrólise, foi retirado 1 mL de cada solução preparada, transferindo 

para tubos de ensaio, onde foi adicionado 1 mL da solução estoque de ADNS e 1 

mL de água destilada, tendo no total 3 mL. As amostras foram submetidas ao banho 

térmico (água fervente) por 5 minutos, resfriadas em água corrente, e em seguida 

foram adicionados 5 mL de água destilada em cada tubo.  

Os tubos foram homogeneizados por 5 segundos em vórtex, sendo realizada 

a leitura da absorbância a 540 nm em espectrofotômetro digital (ThermoBiomate®). 

Um ensaio em branco foi conduzido substituindo a amostra por água destilada. Para 

o cálculo do ART foi elaborada uma curva padrão utilizando-se solução de glicose. 

A concentração de ART nas amostras foi calculada com base na equação da reta 

obtida a partir da curva padrão, conforme descrita abaixo: 

 

 

 

3.7 Cálculo do rendimento em etanol 

 O rendimento (g de etanol produzido/g de ART consumido) foi calculado com 

base nos resultados de teor alcoólico (g/100 mL) e consumo de ART (concentração 

inicial- concentração final, em g/100 mL) nos tempos de 12 e 24 h de cultivo. 

 

4. Resultados e Discussão  

 
A levedura S. cerevisiae PE-2 cresceu mais rápido e mais intensamente no 

meio de melaço (aumento de 2,0 ciclos log) quando comparado ao meio de caldo e 

misto (1,3 e 1,5 ciclos log, respectivamente). Em 12 h, o rendimento em etanol foi 

de 0,51, 0,46 e 0,48 g/g em melaço, caldo e misto, respectivamente (Figura 1, 

Tabela 1). Em 24 h, apesar do aumento de cerca de 50% no teor alcoólico, houve 

pouca variação na concentração de ART (menos de 30%) do melaço, o que pode 

ser atribuído ao consumo de alguma outra fonte de carbono presente no melaço 
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que não é redutora e portanto, não foi determinada pelo método do ADNS. A 

variação de pH foi a mesma nos três meios (Figura 1). 

 

Figura 1. Log do número de células viáveis/mL da levedura S. cerevisiae PE-2, 
concentração de açúcar redutor total (ART, g/100 mL), pH final e teor alcoólico  
(g/100 mL) do meio de caldo (A), melaço (B) e misto (C) cultivado com essa 
levedura, em um período de 24 h, a 30oC com agitação.  
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Tabela 1. Variação de crescimento (aumento do número de ciclos log ao final de 24 

h) e rendimento em etanol (g etanol/g ART) das leveduras S. cerevisiae (linhagens 
PE-2 e CAT-1) e das leveduras não-Saccharomyces crescidas em meio de caldo, 
melaço e misto, a 30 oC, sob agitação, nos períodos de 12 e 24 h de cultivo. 
 

Levedura 

Caldo Melaço Misto 

Ciclos 

log 

Rendimento Ciclos 

log 

Rendimento Ciclos 

log 

Rendimento 

12 h 24 h 12 h 24 h 12 h 24 h 

S. cerevisiae 

PE-2 
1,3 0,46 0,24 2,0 0,51 * 1,5 0,48 0,26 

S. cerevisiae 

CAT-1 
1,3 0,38 0,47 2,0 * 0,42 1,8 0,39 0,16 

S. stipitis 

 
1,6 * 0,50 1,9 0,12 0,08 1,9 0,26 0,18 

W. anomalus 

 
1,5 * 0,47 2,4 0,34 0,13 1,6 0,26 0,23 

M. 

guilliermondii 
1,2 0,47 0,37 2,0 0,50 0,29 1,6 0,26 0,17 

*valores não expressos por estarem acima do rendimento teórico (>0,51 g/g) 

 

Estudos apontam que a linhagem S. cerevisiae PE-2 se destaca entre as 

linhagens industriais devido a sua adaptabilidade e robustez em ambientes 

adversos com altos teores de açúcares fermentáveis (Della-Biancaet al., 2014). No 

mesmo estudo, os autores ressaltaram que o rendimento do teor alcoólico pode 

chegar a 50% em relação ao valor teórico mesmo em condições de estresse. 

A levedura S. cerevisiae CAT-1 teve crescimento semelhante no meio de 

melaço e no meio misto (aumento de 2,0 e 1,8 ciclos log, respectivamente). A fase 

exponencial nesses dois meios ocorreu entre 4-8 h, sendo que no meio de caldo a 

fase exponencial teve duração maior e o crescimento foi mais lento, aumentando 

somente 1,3 ciclos log em 24 h. Em 24 h, o rendimento em etanol foi de 0,47 e 0,42 

em caldo e melaço, respectivamente, sendo que em caldo misto o rendimento foi de 

0,16 nesse período de tempo, mas de 0,39 em 12 h. De qualquer forma, o 

rendimento foi menor em caldo misto. Houve mais sobra de ART no meio de caldo. 

O pH teve o mesmo comportamento nos três meios (Figura 2, Tabela 1). 
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Figura 2. Log do número de células viáveis/mL da levedura S. cerevisiae CAT-1, 

concentração de açúcar redutor total (ART, g/100 mL), pH final e teor alcoólico  

(g/100 mL) do meio de caldo (A), melaço (B) e misto (C) cultivado com essa 

levedura, em um período de 24 h, a 30oC com agitação. 
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A levedura S. stipitis cresceu mais rápido e mais intensamente no meio de 

melaço e misto (aumento de 1,9 ciclos log) quando comparado ao meio de caldo 

(1,6 ciclos log). Embora tenha crescido melhor no meio de melaço, o rendimento 

em etanol foi o mais baixo (0,08 g/g-0,12 g/g, 24 h-12 h, respectivamente) nesse 

meio. Referente ao pH, é possível observar que praticamente não houve variação 

nos valores em quaisquer dos meios (Figura 3, Tabela 1). 

A espécie S. stipitis tem sido bastante utilizada em processos de produção 

de etanol 2 G devido à sua capacidade de assimilar e fermentar xilose. Segundo 

Rodrigues et al. (2023), a glicose limita o transporte de xilose de forma não 

competitiva. Além disso, a S. stipitis é menos resistente ao etanol do que S. 

cerevisiae, e a necessidade de preservar as condições microaerofílicas dificulta sua 

aplicação em escala comercial. Hughes et al. (2012) destacam que, quando 

cultivada em meio contendo xilose, S. stipitis apresenta maior produção de etanol 

em comparação ao crescimento em glicose, no entanto o rendimento celular é 

baixo. 

A levedura W. anomalus cresceu melhor no meio de melaço (aumento de 2,4 

ciclos log) em comparação com o misto  (1,6 ciclos log) e caldo (1,5 ciclos log). O pH 

dos três meios foram semelhantes, com valores finais próximos de 4,5. Em 24 h, o 

rendimento em etanol foi de 0,47, 0,13 e 0,23 g/g em caldo, melaço e misto, 

respectivamente, destacando-se que em 12 h o rendimento foi maior em melaço 

(0,34 g/g) e misto (0,26 g/g). A maior sobra de ART ocorreu em meio de caldo 

(Figura 4, Tabela 1). 

 A W. anomalus é uma levedura menos tolerante ao estresse que pode 

apresentar um rendimento de etanolmenor quando comparado com espécies 

de Saccharomyces, e com duração de fermentação mais longa (Ruyters et al., 2025; 

Zha et al., 2013). Estudando técnicas de co-fermentação para investigar a 

viabilidade de aumentar a produção de etanol a partir do melaço de cana-de-açúcar, 

essa levedura apresentou menor produção de etanol (Hawaz et al., 2024).  
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Figura 3. Log do número de células viáveis/mL da levedura S. stipitis, concentração 

de açúcar redutor total (ART, g/100 mL), pH final e teor alcoólico  (g/100 mL) do 
meio de caldo (A), melaço (B) e misto (C) cultivado com essa levedura, em um 
período de 24 h, a 30oC com agitação. 
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Figura 4. Log do número de células viáveis/mL da levedura W. anomalus, 

concentração de açúcar redutor total (ART, g/100 mL), pH final e teor alcoólico  
(g/100 mL) do meio de caldo (A), melaço (B) e misto (C) cultivado com essa 
levedura, em um período de 24 h, a 30oC com agitação. 
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A levedura M. guilliermondii teve maior crescimento no meio de melaço  do 

que nos meios de caldo e misto (aumento de 2,0, 1,2 e 1,6 ciclos log, 

respectivamente). Os maiores rendimentos foram obtidos em 12 h de cultivo (0,47, 

0,50 e 0,26 g/g em caldo, melaço e misto, respectivamente). Em 24 h, o rendimento 

em etanol foi de 0,37, 0,29 e 0,17 g/g em caldo, melaço e misto, respectivamente, 

destacando-se que em 12 h o rendimento foi maior em melaço e caldo. As variações 

de pH foram muito semelhantes nos três meios (Figura 5, Tabela 1). 

Comparando-se os valores de rendimento em etanol obtidos para as 

linhagens de S. cerevisiae, verifica-se que a linhagem PE-2 apresenta maior 

rendimento em 12 h e os valores não diferem muito nos três meios, diferentemente 

para a linhagem CAT-1, onde o maior rendimento foi obtido em meio de caldo em 24 

h. Ainda que seja superior em caldo, o rendimento em melaço é ainda alto, porém 

em meio misto (caldo:melaço, 1:1), os rendimentos são bem inferiores, seja em 12 

ou 24 h. Quando se avalia o crescimento dessas leveduras, considerando a fase de 

propagação do inóculo em que a finalidade é obtenção de massa celular, o melaço é 

mais indicado por possibilitar maior aumento do número de células viáveis (Tabela 

1). 

 Para as leveduras não-Saccharomyces, o mesmo resultado se aplica quanto 

ao crescimento, sendo o melaço o meio mais indicado. Já para rendimento em 

etanol, os melhores resultados foram obtidos em caldo para S. stipitis e W. 

anomalus. Para a levedura M. guilliermondii, o crescimento foi também melhor em 

melaço, mas rendimentos muito próximos foram observados em caldo e melaço 

(Tabela 1). 

 O melaço, embora rico em açúcares, contém um alto teor de sais minerais e 

presença de compostos que podem levar à inibição das leveduras (Camargos, 

2019). Era esperado que o meio de melaço não fosse satisfatório para o crescimento 

das leveduras devido à presença de compostos inibidores, no entanto, foi o mosto 

que apresentou melhor resultado para todas as leveduras. A proposta de usar o 

meio misto (caldo e melaço em iguais proporções) era justamente para verificar se, 

em caso de inibição do crescimento em melaço, a mistura com caldo poderia aliviar 

a inibição, no entanto, o meio misto não apresentou resultados relevantes que 

justifiquem o seu uso em lugar do melaço sozinho. 
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Figura 5. Log do número de células viáveis/mL da levedura M. guilliermondii, 

concentração de açúcar redutor total (ART, g/100 mL), pH final e teor alcoólico  
(g/100 mL) do meio de caldo (A), melaço (B) e misto (C)  cultivado com essa 
levedura, em um período de 24 h, a 30oC com agitação. 
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A Figura 6 traz a comparação entre as leveduras para cada meio (caldo, 

melaço e misto) a fim de facilitar a visualização de quais leveduras e em qual meio 

se sobressaem quanto ao crescimento. É nítido que o melaço possibilita melhor 

crescimento e que as leveduras S. cerevisiae (linhagens CAT-1 e PE-2) e M. 

guilliermondii se sobressaem em termos de maior velocidade de crescimento (Figura 

6B). Uma vez que a levedura M. guilliermondii foi a que mais se assemelhou à 

linhagem CAT-1 nos testes de tolerância aos estresses relatados no Capítulo 1, 

essas duas leveduras foram selecionadas para os testes fermentativos em sistema 

de reciclo utilizando melaço como meio de fermentação na próxima etapa do 

trabalho. 

 

Figura 6. Comparativo do log do número de células viáveis/mL das  leveduras S. 

cerevisiae (PE-2 e CAT-1) e não-Saccharomyces (M. guilliermondii, MG; W. 
anomalus, WA; S. stipitis, SS) em meio de caldo (A), melaço (B) e misto (C) ao longo 
de 24 h de cultivo, a 30ºC com agitação. 
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5. Conclusões  

 

O melaço foi o meio de crescimento que possibilitou maior aumento do 

número de células de leveduras nas condições de cultivo avaliadas, tanto para as 

leveduras S. cerevisiae quanto para as não-Saccharomyces. Quanto ao rendimento 

em etanol, a linhagem PE-2 apresentou-se maior em 12 h e os valores não diferiram 

muito nos três meios, diferentemente para a linhagem CAT-1, onde o maior 

rendimento foi obtido em meio de caldo em 24 h. Os melhores resultados de 

rendimento foram obtidos em caldo para S. stipitis e W. anomalus, enquanto para a 

levedura M. guilliermondii, o crescimento foi também melhor em melaço, mas 

rendimentos muito próximos foram observados tanto em caldo e melaço. 
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CAPÍTULO 3.  DESEMPENHO FERMENTATIVO E VIABILIDADE DE Meyerozyma 

guilliermondii E Saccharomyces cerevisiae EM FERMENTAÇÃO ALCOÓLICA 

SOB BATELADA ALIMENTADA COM RECICLO CELULAR E TRATAMENTO 

ÁCIDO 

 

1. Resumo 

 

A fermentação alcoólica é uma etapa essencial na produção de etanol 

combustível, onde fatores como composição do mosto, sistema de condução do 

processo e forma de tratamento do fermento afetam a eficiência do processo. O 

reciclo celular (sistema Mélle-Boinot) assim como o uso de ácido sulfúrico no 

tratamento do fermento para diminuir a contaminação bacteriana e desfloculação do 

fermento são práticas comuns no sistema industrial brasileiro. Dessa forma, este 

estudo teve como objetivo avaliar o desempenho fermentativo e viabilidade de uma 

linhagem de Meyerozyma guilliermondii em comparação com uma linhagem 

industrial de Saccharomyces cerevisiae (CAT-1) em processo de fermentação 

alcoólica em sistema de batelada alimentada com reciclo celular, avaliando o efeito 

do tratamento das células entre os ciclos fermentativos com ácido sulfúrico. Utilizou-

se melaço de cana diluído como mosto de fermentação. Foram realizadas análises 

de viabilidade celular e físico-químicas (teor alcoólico, pH e açúcares redutores) 

após cada ciclo de tratamento, durante 6 ciclos fermentativos. O reciclo celular foi 

um fator determinante para a redução da velocidade fermentativa e da viabilidade 

celular em ambas as leveduras estudadas. Para M. guilliermondii, o tratamento ácido 

provocou queda na viabilidade, mas não alterou significativamente o rendimento 

fermentativo, que se manteve em torno de 50% do teórico, sugerindo tolerância ao 

estresse ácido e reforçando que a limitação principal está relacionada à capacidade 

fermentativa intrínseca da espécie e ao acúmulo de reciclos. Já para S. cerevisiae 

CAT-1, o tratamento ácido promoveu efeito positivo no rendimento fermentativo, 

mesmo diante de reduções na viabilidade, no brotamento e na velocidade de 

fermentação. A levedura M. guilliermondii não é competitiva com S. cerevisiae no 

tocante ao rendimento fermentativo, embora tenha demonstrado que mesmo diante 

do tratamento ácido quanto dos reciclos celulares, consegue manter a viabilidade 

celular em níveis que não impactam o seu rendimento em etanol, ainda que muito 

inferior ao demonstrado pela levedura S. cerevisiae CAT-1. 

 

Palavra-chave: Fermentação, Melaço, Reciclo celular, Saccharomyces, Não-

Saccharomyces 
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2. Introdução 

 

No Brasil, a produção de etanol é predominantemente realizada por meio da 

fermentação dos açúcares presentes na cana utilizando a levedura Saccharomyces 

cerevisiae (Parapouli et al., 2020). Esse processo encontra-se amplamente 

consolidado nas destilarias nacionais, sendo que a maioria das unidades industriais 

adota o sistema de fermentação em batelada alimentada (Almeida et al., 2024; 

Lopes et al., 2016). De acordo com Pacheco (2010), o processo de fermentação em 

batelada alimentada constitui uma das principais estratégias adotadas pelas usinas 

sucroalcooleiras no Brasil. Esse método caracteriza-se pela adição gradual do mosto 

ao reator ao longo do tempo, o que permite um controle mais rigoroso das variáveis 

do processo, como concentração de açúcares, temperatura e pH. 

Durante o processo de fermentação em batelada alimentada, o mosto é 

adicionado ao pé-de-cuba (ou tanque de tratamento), que já se encontra no interior 

da dorna (reator de fermentação), iniciando-se assim a fermentação. O processo, 

em condições operacionais ideais, é finalizado em um período médio de 6 a 10 

horas. Ao final da fermentação, as células de levedura são separadas por 

centrifugação, tratadas com ácido para controle da contaminação bacteriana e 

reaproveitadas em ciclos fermentativos subsequentes, por meio do sistema de 

reciclo celular (Pacheco, 2010). 

Na fermentação com reciclo, a viabilidade celular é, sem dúvida, um aspecto 

fundamental para o controle do processo. Segundo Naves et al. (2010), quanto 

maior a viabilidade das células, maior tende a ser o desempenho geral do processo 

fermentativo. Contudo, quando as células sofrem estresse, elas têm sua viabilidade 

reduzida. Um dos principais desafios é selecionar linhagens de leveduras que 

sobrevivam às condições industriais e dominem o meio fermentativo.  

No processo industrial brasileiro, as leveduras são recicladas até três vezes ao 

dia e, entre cada reutilização, submetidas à lavagem ácida com ácido sulfúrico 

diluído (pH 1,5–3,2) por cerca de uma hora, visando controlar a contaminação 

bacteriana e evitar floculação (Basso, 2008; Prado, 2020). Dados de unidades 

produtoras de etanol mostraram que o tratamento ácido é realizado comumente na 

faixa de pH 2,5-2,8 com aproximadamente 4-5% v/v de etanol, advindo do vinho que 

acompanha a massa celular após a centrifugação (Silva-Neto, 2024). Durante a 

fermentação, também se utilizam concentrações de 10 a 50 mg/L de ácido para 
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reforçar o controle da contaminação (Leite et al., 2013). Esse tratamento embora 

essencial, impõe forte estresse celular. Estudos demonstram que, após o tratamento 

ácido, há regulação positiva de genes ligados ao transporte e ancoragem de 

proteínas e à síntese de β-1,3-glucana na parede celular, favorecendo a tolerância 

ao baixo pH (Lucena, 2012). 

O pH ótimo para a fermentação situa-se entre 4,0 e 5,0, sendo que valores 

mais elevados reduzem o rendimento alcoólico e elevam a produção de ácido 

acético (Lima et al., 2001; Souza, 2009). Entretanto, no contexto do reciclo celular, a 

lavagem ácida em pH extremo é indispensável para a estabilidade do processo, e 

agregado a fatores como temperatura, microaeração e suplementação de nutrientes 

podem minimizar os impactos desse estresse, melhorando a produtividade e a 

concentração final de etanol (Rivera et al., 2024). 

Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar o desempenho 

fermentativo e viabilidade de uma linhagem de Meyerozyma guilliermondii em 

comparação com uma linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae (CAT-1) em 

processo de fermentação alcoólica em sistema de batelada alimentada com reciclo 

celular, avaliando também o efeito do tratamento das células entre os ciclos 

fermentativos com ácido sulfúrico. Para avaliar o potencial de uma levedura não-

Saccharomyces para produção de etanol 1G, é importante verificar o efeito que o 

reciclo celular e o tratamento ácido tem sobre a viabilidade celular e os parâmetros 

fermentativos, uma vez que tanto o reciclo quanto o tratamento ácido são práticas 

comuns no processo industrial brasileiro de produção de bioetanol. 

 

3  Materiais e Métodos 

 

3.1 Microrganismos  

Foi utilizada a levedura M. guilliermondii (isolada de caldo de cana, linhagem 

311-CCT7783, Martini et al., 2016) e uma linhagem industrial de S. cerevisiae 

(CAT-1). Essas linhagens de leveduras estão depositadas no banco de culturas do 

LAMAM/CCA/UFSCar-Campus de Araras, mantidas em slants em meio YPD (10 

g/L extrato  de levedura, 20 g/L glicose, 20 g/L peptona e 20 g/L agar, em água 

destilada), a 4oC.  
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3.2  Preparo dos inóculos das leveduras e meios 

O melaço foi obtido na Usina Santa Lúcia (Araras-SP), na safra 2023/2024. 

Após coleta na usina, o melaço foi armazenado em garrafas plásticas em freezer. 

Para a propagação das células, o melaço foi diluído para a concentração de 10% de 

açúcar redutor total (ART), e para a fermentação os meios foram preparados para 

15% de ART. 

Para o preparo do inóculo das leveduras, foram transferidas alçadas de 

leveduras recém-crescidas em placas de Petri com o meio YPD, para frascos 

Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL do meio YPD líquido (4% de Glicose). Os 

frascos foram mantidos durante 24 horas a 30ºC, a 160 rpm. Após esse período os 

inóculos foram transferidos para Erlenmeyers de 2 L com os meio de melaço a 10% 

deART, previamente autoclavados. A propagação do inóculo teve duração de 72h 

em condições estáticas a 30°C, e durante esse processo, os frascos foram agitados 

de tempos em tempos para liberar o CO2 aprisionado.  

 

3.3  Padronização dos inóculos 

Após o período de propagação, o vinho foi separado do creme de levedura e 

armazenado em frascos Erlenmeyers. Foi determinado o teor alcoólico do vinho por 

destilação da amostra e análise em densímetro digital Anton-Paar. Para a 

padronização do inóculo, foram adicionados cerca de 30 mL do creme de levedura 

em um tubo falcon previamente pesado, centrifugado a 4500 rpm por 15 min, sendo 

o sobrenadante descartado. A massa de levedura no tubo Falcon foi de 

aproximadamente 4 g (em base úmida). Se necessário foi adicionado volume 

adicional do creme de levedura para atingir a massa desejada por tubo. 

 

3.4  Fermentação em batelada com reciclo celular e tratamento das células  

Foi utilizado como meio de fermentação o melaço a 15% de ART, seguindo a 

metodologia descrita por Raghavendran et al. (2017). O pé-de-cuba (volume final de 

aproximadamente 12 mL) foi preparado adicionando à massa de levedura (cerca de 

4 g de massa úmida) um volume de 2 mL do vinho da propagação e um volume de 

até 6 mL de água destilada estéril. A concentração de etanol foi corrigida 

considerando-se a porcentagem (v/v) de etanol do vinho acrescido ao tratamento, 

considerando o volume final de 5% (v/v). Em seguida foram adicionados 9,25 mL do 

meio de fermentação, sendo o peso do tubo anotado antes e depois da adição do 
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meio. Após essa etapa, os tubos foram levados para incubadora a 30 ºC sem 

agitação. O meio de fermentação foi adicionado após 2 e 4h. Em intervalos de 2h 

(durante e após o processo de alimentação do mosto), os tubos foram agitados 

levemente para o desprendimento do CO2 e em seguida pesados. Esse 

procedimento se repetiu até 10 h do início da alimentação, sendo que a seguir, os 

tubos foram retirados da incubadora e mantidos na bancada no período da noite, e 

novamente pesados no dia seguinte, totalizando cerca de 20 h de fermentação. 

No final de cada ciclo de fermentação, os tubos foram homogeneizados, 

centrifugados a 4500 rpm por 15 min, sendo o sobrenadante armazenado em tubo 

falcon de 50 mL para as análises físico-químicas. Os tubos com a massa celular 

foram novamente pesados, e em seguida, a biomassa da levedura foi tratada com 

ácido sulfúrico, seguindo para um novo ciclo de fermentação. Após o tratamento 

com o ácido, uma alíquota de 1 mL foi coletada para análise microbiológica. Foram 

realizados 6 ciclos de fermentação, e todos os testes conduzidos em triplicatas. 

O tratamento ácido foi realizado da seguinte maneira: adicionou-se 2 mL do 

vinho de propagação juntamente com um volume de até 6 mL de água destilada 

estéril. O teor alcoólico foi ajustado para 5% (v/v) com etanol absoluto com base no 

teor alcoólico do vinho adicionado, subtraindo-se proporcionalmente o volume de 

água. Foram adicionadas gotas de uma solução de ácido sulfúrico 1 N monitorando 

o pH em pH-metro digital para o valor de 2,5. As amostras foram levadas à 

incubadora com agitação de 160 rpm, 30 ºC por 2h. Após o tratamento, esse pé-de-

cuba seguiu para um novo ciclo fermentativo (adição do mosto de melaço) conforme 

descrito acima. Foi realizado um tratamento controle, ou seja, sem adição de ácido 

sulfúrico. 

Foram realizadas 4 séries de experimentos: com a levedura M. guilliermondii 

com e sem tratamento ácido; e com a levedura S. cerevisiae CAT-1 com e sem 

tratamento ácido. 

Os pesos obtidos após a pesagem de cada tubo foram utilizados para calcular 

o desprendimento de CO2 em mmol/g biomassa úmida. A velocidade de 

fermentação (mmol CO2/g biomassa úmida/h) foi calculada com base na regressão 

linear dos resultados obtidos para o desprendimento de CO2 no intervalo de tempo 

de 0 a 8 h, para cada tubo, considerando-se a inclinação da reta como a velocidade 

de fermentação. 
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3.5 Análises microbiológicas  

Foi retirado 1 mL de amostra após o tratamento das células (com e sem ácido 

sulfúrico), em cada ciclo fermentativo, para as análises microbiológicas. A partir da 

amostra corada com solução de azul de metileno - citrato de sódio, segundo Lee, 

Robinson e Wang (1981), foi contado o número de células vivas, o número de 

células mortas e o número de células vivas com brotamento utilizando a câmara de 

Neubauer. Os resultados foram expressos como número de células viáveis/mL 

(transformado em log), percentual de brotamento (número de células vivas com 

brotamento em relação ao número total de células vivas) e viabilidade celular 

(número de células vivas em relação ao número total de células, em %). 

 

3.6 Análises físico-químicas 

Ao final de cada ciclo fermentativo, as células foram retiradas do meio de 

fermentação por centrifugação, a 4500 rpm por 15 min, em centrífuga Eppendorf®, e 

o sobrenadante foi armazenado em tubos Falcon, a -10ºC para as análises físico-

químicas. O pH foi analisado utilizando pH-metro digital MS Tecnopon mPA210; o 

etanol (em g/100 mL), por meio da destilação de 5 mL das amostras em 

microdestilador Tecnal TE-012, e determinação da densidade da solução 

hidroalcoólica em densímetro digital Anton-Paar®, conforme Amorim (1997). O teor 

de açúcar redutor total (ART) foi determinado pelo método do ácido 3,5-

dinitrossalicílico (ADNS) (MILLER, 1959, modificado). Para a quantificação desses 

açúcares, foi realizada hidrólise ácida para conversão da sacarose em 

glicose+frutose (ambos açúcares redutores). Foram transferidos 3 mL de cada 

amostra para balões volumétricos de 10 mL, sendo em seguida, adicionados de 250 

µL de ácido clorídrico (HCl) concentrado e homogeneizado. Em seguida, os balões 

foram levados para banho-maria a 65°C por 15 minutos. As amostras foram 

resfriadas em banho térmico (água gelada) e em seguida adicionados 280 µL de 

solução de NaOH 12 mol/L e completado o volume do balão até o menisco com 

água destilada.  

Após a hidrólise, foi retirado 1 mL de cada solução preparada, transferindo 

para tubos de ensaio, onde foi adicionado 1 mL da solução estoque de ADNS e 1 

mL de água destilada, tendo no total 3 mL. As amostras foram submetidas ao banho 

térmico (água fervente) por 5 minutos, resfriadas em água corrente, e em seguida 

foram adicionados 5 mL de água destilada em cada tubo.  
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Os tubos foram homogeneizados por 5 segundos em vórtex, sendo realizada 

a leitura da absorbância a 540 nm em espectrofotômetro digital (ThermoBiomate®). 

Um ensaio em branco foi conduzido substituindo a amostra por água destilada. Para 

o cálculo do ART foi elaborada uma curva padrão utilizando-se solução de glicose. 

A concentração de ART nas amostras foi calculada com base na equação da reta 

obtida a partir da curva padrão, conforme descrita abaixo: 

 

 

 

O rendimento em etanol (g de etanol produzido/g de ART consumido) foi 

calculado com base nos resultados de teor alcoólico (g/100 mL) e consumo de ART 

(concentração inicial - concentração final, em g/100 mL). O rendimento foi calculado 

com base no teor alcoólico corrigido, ou seja, descontando-se o volume adicionado 

de etanol na fase de tratamento celular. Da mesma forma, a concentração de ART 

inicial foi corrigida considerando-se a concentração de ART do meio de melaço e o 

fator de diluição gerado após alimentação do mosto em três parcelas de 9,25 mL em 

um volume de pé-de-cuba de 12 mL (diluição de 1,43 X). 

 

3.7 Análise estatística 

Para as variáveis e parâmetros avaliados (log do número de células 

viáveis/mL, percentual de brotamento, viabilidade, rendimento, pH e velocidade de 

fermentação), foi calculada a média das triplicatas e o desvio-padrão, em cada ciclo 

fermentativo, para cada um dos tratamentos utilizados na fermentação (com ou sem 

ácido). Os resultados foram avaliados por Análise de Variância para dois fatores 

(Two-way anova), considerando-se ‘Ciclo’ e ‘Tratamento’ como os fatores, 

mostrando a significância ao nível de 5% para cada fator e variável estudada.  

Uma análise comparativa somente entre as leveduras/tratamentos (2 

leveduras e 2 tratamentos, total de 4) foi feita por One-way anova, considerando os 

ciclos como repetições. Quando houve diferença significativa a 5%, os resultados 

foram comparados por meio do teste de Tukey a 5%. Nesse caso, os dados obtidos 

nos experimentos foram apresentados por meio de box plots, com o objetivo de 

visualizar a distribuição, média e dispersão das variáveis estudadas. 
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Utilizou-se o software Past (Palaeontological Statistics), versão 4.03 

(Hammer; Harper; Ryan, 2001) para a análise estatística. 

 

4. Resultados e Discussão  

 

4.1 Testes fermentativos com a levedura M. guilliermondii 

Os perfis de desprendimento de CO2 e velocidade de fermentação com a 

levedura M. guilliermondii, com e sem tratamento com ácido sulfúrico, estão 

apresentados na Figura 1A. Observou-se valor em torno de 12-14 mmol de CO2/g de 

biomassa no primeiro ciclo, decrescendo ao longo dos reciclos, independentemente 

do tratamento. A velocidade de fermentação diminuiu significativamente ao longo 

dos reciclos e entre os tratamentos, sendo de uma forma geral menor com 

tratamento ácido (Figura 1B, Tabela 1). 

O número de células viáveis e o percentual de brotamento não mostraram 

variação significativa entre os tratamentos, somente entre os ciclos (aumento ao 

longo dos ciclos) (Figura 2A e 2B, Tabela 1). Em relação à viabilidade (%), houve 

diminuição significativa entre os ciclos fermentativos e entre os tratamentos, de 

forma que para a fermentação sem tratamento ácido, o percentual variou de 87,1% a 

82,3%, e para a fermentação com tratamento ácido variou de 90 a 76,2% (Figura 

2C, Tabela 1). Estes resultados indicam que o tratamento ácido levou à morte de 

células, mas o incremento no percentual de brotamento ao longo dos reciclos não foi 

suficiente para manter a viabilidade nos mesmos níveis que no experimento sem 

tratamento ácido, impactando a viabilidade celular. 

Os resultados referentes ao teor alcoólico (g/100 mL), concentração de ART 

residual (g/100 mL) e pH final das fermentações com a linhagem M. guilliermondii ao 

final de cada ciclo fermentativo estão apresentados na Figura 3. Na fermentação 

com tratamento ácido, houve uma diminuição mais acentuada do pH de 5,14 para 

4,68; na fermentação sem tratamento ácido o pH mantém-se próximo de 5,17 a 

5,05, com pequenas variações (Figura 3A). Essa resposta pode ser explicada por 

dois fatos: a liberação de CO2 no processo fermentativo, incrementado pelo avanço 

dos ciclos fermentativos, resulta em diminuição do pH pela formação de ácido 

carbônico em reação com a água; e o ajuste do pH da solução no estágio de 

tratamento para 2,5, sendo que após o tempo de tratamento ocorreu a alimentação 
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com o melaço diretamente sobre essa solução, colaborando para a diminuição mais 

acentuada do pH na fermentação com tratamento ácido. 

 

Figura 1. Perfis de desprendimento de CO2 (mmol/g de biomassa úmida, A) e 

velocidade de fermentação (mmol CO2/g de biomassa úmida/h, B) ao longo dos 

reciclos celulares (C1 a C6) na fermentação em batelada alimentada em melaço de 

cana com a levedura M. guilliermondii, com (cor preta) e sem tratamento (cor azul) 

com ácido sulfúrico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 

(B) 
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Tabela 1. Resultado da análise estatística das variáveis/parâmetros analisados 

durante fermentação em batelada alimentada com reciclo celular (seis ciclos 
fermentativos) da levedura M. guilliermondii em melaço de cana submetida a dois 
tratamentos celulares (água; ácido sulfúrico, pH 2,5). 

Variável/Parâmetro 
Two-way anova 

Tratamento Ciclo Interação 

Velocidade de fermentação (mmol CO2/g biomassa/h) * * n.s. 

Brotamento (%) n.s. * n.s. 

Log do número de células viáveis (células/mL) n.s. * * 

Viabilidade (%) * * n.s. 

Rendimento (g etanol/g ART) n.s. * * 

pH final * * * 

   n.s.= não significativo (p>0,05)  *= significativo a 5% (p<0,05)  

 

Figura 2. Log do número de células/mL (A), viabilidade celular (%, B) e percentual 

de brotamento (%, C) da levedura M. guilliermondii ao longo dos reciclos celulares 
(C1 a C6) na fermentação em batelada alimentada com melaço de cana, com (barra 
rosa) e sem tratamento (barra azul) com ácido sulfúrico. A barra verde refere-se ao 
estágio de pé-de-cuba. 

 
 

 

(A) 

(C) 

(B) 
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Figura 3. pH final (A), concentração de açúcar redutor total residual (ART em g/100 
mL, B), teor alcoólico (g/100 mL, C) e rendimento (g etanol/g açúcar) D) ao longo 
dos reciclos celulares (C1 a C6) na fermentação em batelada alimentada com 
melaço de cana com a leveduraM. guilliermondii, com (barra rosa) e sem tratamento 
(barra azul) com ácido sulfúrico. 
 

 

 

 

A concentração de açúcar redutor total (ART) variou de aproximadamente 0,2 

a 0,3 g/100 mL (Figura 3B). O teor alcoólico oscilou entre os ciclos de fermentação, 

com um aumento do 1º para o 2º ciclo, permanecendo praticamente constante até o 

final do 6º ciclo para o experimento com tratamento ácido. Sem tratamento ácido, 

embora o aumento do teor alcoólico tenha sido maior do 1º para o 2º ciclo 

fermentativo, houve uma queda progressiva atingindo cerca de 1-2 g/100 mL no final 

do 6º. Ciclo (Figura 3C). 

Quando se analisa o parâmetro rendimento fermentativo, que mostra a 

relação entre a produção de etanol e açúcar consumido, houve diferença entre os 

reciclos, mas não entre os tratamentos (rendimento médio de 0,26 g/g).Há interação 

significativa entre ciclo e tratamento, sendo mais prejudicial na situação sem 

tratamento ácido(Figura 3D, Tabela 1).  

 

(B) (A) 

(C) (D) 
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Os resultados dos testes fermentativos com a levedura M. guilliermondii 

mostraram que o reciclo celular pareceu ter mais impacto sobre a fermentação do 

que o tratamento ácido em si, embora tenha havido uma velocidade de fermentação 

menor e menor viabilidade celular na situação com tratamento ácido. Essa levedura 

mostrou tolerância ao estresse ácido (resultados apresentados no Capítulo 1), de 

forma que o tratamento ácido não deve ser um fator limitante ao se prospectar o 

emprego dessa levedura no processo industrial. Testando a tolerância dessa mesma 

linhagem a inibidores de hidrolisados lignocelulósicos tais como o ácido acético, 

Perna et al. (2018) verificaram que  M. guilliermondii consome ácido acético e cresce 

em baixo pH. 

 O efeito do tratamento ácido sobre a viabilidade celular não prejudicou o 

potencial fermentativo, pois a questão principal parece ser realmente a capacidade 

fermentativa dessa levedura aliada à situação de reciclo celular, pois o rendimento 

fermentativo foi cerca de 50% do rendimento teórico (0,51 g/g) sem ou com 

tratamento ácido. Não foram encontrados na literatura estudos que evidenciem 

resultados semelhantes utilizando essa levedura em mosto de sacarose. Segundo 

Martini et al. (2016), em meio sintético, essa linhagem de M. guilliermondii mostrou 

moderada eficiência de crescimento e consumo de açúcares (pentoses/hexoses) em 

pH 5,5. No meio hidrolisado, os autores verificaram que a detoxificação aumentou a 

biomassa e a suplementação com extrato de levedura melhorou o rendimento de 

etanol. 

 

4.2 Testes fermentativos com a levedura S. cerevisiae CAT-1 

Os perfis de desprendimento de CO2 e velocidade de fermentação com a 

linhagem S. cerevisiae CAT-1, com e sem tratamento ácido, estão apresentados na 

Figura 4. Observou-se que o desprendimento de CO2 ao longo dos reciclos é 

superior na condição sem tratamento ácido principalmente a partir do 3º. ciclo 

(Figura 4A).   

Para a velocidade de fermentação, expressa como mmol CO2/g de biomassa 

úmida/h representada na Figura 4B, houve diferença significativa somente entre os 

ciclos mas não entre os tratamentos (Tabela 2). É possível observar um padrão de 

decaimento na velocidade de fermentação do 1º ao 4º ciclo nos tratamentos com e 

sem o ácido. No 5º ciclo ocorre um aumento na velocidade, baixando novamente no 

6º, sendo esse decaimento mais acentuado nas células tratadas com ácido. 
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Figura 4. Perfis de desprendimento de CO2 (mmol/g de biomassa úmida, A) e 

velocidade de fermentação (mmol CO2/g de biomassa úmida/h, B) ao longo dos 
reciclos celulares (C1 a C6) na fermentação em batelada alimentada com melaço de 
cana com a levedura S. cerevisiae CAT-1, com (cor preta) e sem tratamento (cor 
azul) com ácido sulfúrico. 

 

 

 

 

Na figura 5A é possível observar que o número de células/mL apresentou 

variação significativa somente ao longo dos reciclos. Quanto à viabilidade (Figura 

5B), observou-se diferença significativa entre os tratamentos e entre os reciclos 

(Tabela 2). Na fermentação sem tratamento ácido, ocorre um decaimento do 1º ao 

4º ciclo de 95,6 para 74,6%, nos ciclos seguintes a viabilidade aumenta para 82,3%. 

Para a fermentação tratada com ácido ocorre uma diminuição da viabilidade do 1º 

para o 2º ciclo de 95,7 para 78,2%, o qual se manteve na faixa de 78,1% nos ciclos 

seguintes (Figura 5B).  

(A) 

(B) 
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Tabela 2. Resultado da análise estatística das variáveis/parâmetros analisados 

durante fermentação em batelada alimentada com reciclo celular (seis ciclos 
fermentativos) com melaço de cana da levedura S. cerevisiae CAT-1 em melaço de 
cana submetida a dois tratamentos celulares (água; ácido sulfúrico, pH 2,5). 
 

Parâmetro 
Two-way anova 

Tratamento Ciclo Interação 

Velocidade de fermentação (mmol CO2/g 

biomassa/h) 
n.s. * n.s. 

Brotamento (%) * * n.s. 

Células viáveis (células/mL) n.s. * * 

Viabilidade (%) * * * 

Rendimento (g etanol/g açúcar redutor total) * * * 

pH final * * * 

n.s.= não significativo (p>0,05)  *= significativo a 5% (p<0,05)  

 

O percentual de brotamento variou significativamente entre os tratamentos e 

entre os ciclos (Tabela 2), sendo maior no tratamento sem o ácido, com aumento 

gradativo do 3º ao 6º ciclo, de 12,4 para 25,6%. Na fermentação tratada com ácido, 

o percentual de brotamento foi menor quando comparado com o tratamento sem o 

ácido, no entanto, ocorreu um aumento gradual entre o 3º ao 6º ciclo (Figura 5C). 

Os resultados referentes ao teor alcoólico (g/100 mL), concentração de ART 

residual (g/100 mL) e pH final das fermentações com a levedura S. cerevisiae CAT-1 

ao final de cada ciclo fermentativo estão apresentados na Figura 6. O pH apresentou 

diferença significativa entre os ciclos e os tratamentos (Tabela 2). Como explicado 

anteriormente para a M. guilliermondii, essa resposta pode ser explicado por dois 

fatos: a liberação de CO2 no processo fermentativo, incrementado pelo avanço dos 

ciclos fermentativos, resulta em diminuição do pH pela formação de ácido carbônico 

em reação com a água; e o ajuste do pH da solução no estágio de tratamento para 

2,5, sendo que após o tempo de tratamento ocorreu a alimentação com o melaço  

diretamente sobre essa solução, colaborando para a diminuição mais acentuada do 

pH na fermentação com tratamento ácido. Nas fermentações sem tratamento ácido, 

o pH manteve-se próximo de 5, enquanto que, nas fermentações com tratamento 

ácido, os valores permaneceram ao redor de 4,5. 
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Figura 5. Log do número de células/mL (A), viabilidade celular (%, B) e taxa de 

brotamento (%, C) da levedura S. cerevisiae CAT-1 ao longo dos reciclos celulares 
(C1 a C6) na fermentação em batelada alimentada, com (barra rosa) e sem 
tratamento (barra azul) com ácido sulfúrico. A barra verde refere-se ao estágio de 
pé-de-cuba. 

 

 
 

 

Em relação ao ART residual (Figura 6B), os valores variaram entre 0,3 e 0,5 

g/100 mL. Quanto ao teor alcoólico, houve oscilações nos três primeiros ciclos no 

tratamento com água, ao contrário do tratamento ácido onde os valores foram mais 

constantes. Ao final do 6º ciclo fermentativo, os valores são similares (Figura 6C). 

O rendimento em etanol (g/g) apresentou variação entre os ciclos e entre os 

tratamentos (Tabela 2). Em média, o rendimento foi de 0,42 e 0,48 g/g para a 

fermentação sem e com tratamento ácido, respectivamente. Nas fermentações com 

tratamento ácido, observou-se um aumento gradual no rendimento ao longo dos três 

primeiros ciclos, seguido de um declínio nos ciclos subsequentes. Já nas 

fermentações sem tratamento, houve uma leve queda entre o 2º e o 4º ciclo, com 

posterior aumento e estabilização do rendimento nos ciclos 5 e 6 (Figura 6D). 

 

(B) (A) 

(C) 
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Figura 6. pH final (A), concentração de açúcar redutor total residual (ART em g/100 

mL, B), teor alcoólico (g/100 mL, C) e rendimento (g etanol/g açúcar) D) ao longo 

dos reciclos celulares (C1 a C6) na fermentação em batelada alimentada com 

melaço de cana com a levedura S. cerevisiae CAT-1, com (barra rosa) e sem 

tratamento (barra azul) com ácido sulfúrico.  

 

 

 

 

Os resultados dos testes fermentativos com a levedura S. cerevisiae 

(linhagem industrial CAT-1) mostraram que o reciclo celular teve impacto sobre a 

fermentação, mas o tratamento ácido teve efeito benéfico sobre o rendimento 

fermentativo. Em comparação com a levedura M. guilliermondii, o tratamento ácido 

teve mais influência sobre a fermentação, porém de uma forma positiva 

considerando o rendimento fermentativo, a despeito do efeito sobre a velocidade de 

fermentação, brotamento e viabilidade. Os efeitos do tratamento ácido sobre a 

levedura ainda não são bem conhecidos.  

A resistência ao estresse ácido é amplamente associada à presença de 

carboidratos de reserva, como glicogênio e trealose, que desempenham um papel 

protetor frente às condições adversas (Basso et al., 2008). De acordo com Basso et 

al. (2011), leveduras industriais tendem a acumular maiores quantidades de trealose 

(B) (A) 

(D) (C) 
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e glicogênio em comparação com às leveduras não industriais. Esse acúmulo de 

carboidratos de reserva é uma característica adaptativa importante para processos 

industriais contínuos, onde a capacidade de tolerância ao estresse é crucial para a 

manutenção da viabilidade celular e para a eficiência do processo fermentativo ao 

longo do tempo. 

 

4.3 Análise comparativa dos testes fermentativos com M. guilliermondii e S. 

cerevisiae  

As fermentações conduzidas com as duas leveduras, uma não-

Saccharomyces (M. guilliermondii) e uma S. cerevisiae (linhagem industrial CAT-1), 

foram comparadas utilizando os gráficos box plot.  A fim de facilitar a comparação, 

os ciclos foram considerados como repetições, e assim utilizou-se a análise de 

variância com uma variável somente (levedura/tratamento), comparando-se, 

portanto entre quatro fermentações (duas leveduras e dois tratamentos). No modelo 

box plot é possível avaliar a variação existente entre os ciclos pelo tamanho dos 

boxes e os pontos máximo e mínimo. 

A maior velocidade de fermentação (mmol CO2/g biomassa úmida/h) foi 

observada com a fermentação com a levedura CAT-1 sem tratamento ácido, porém 

ela só diferiu significativamente da fermentação com a levedura M. guilliermondii no 

tratamento ácido (Figura 7). De acordo com Raghavendran et al. (2017), menor taxa 

de liberação de CO2 nem sempre está associada a menor capacidade fermentativa, 

já que parte do carbono pode ser desviada para a produção de carboidratos de 

reserva, como glicogênio e trealose, compostos utilizados para proteção celular e 

tolerância ao estresse. O acúmulo de carboidratos de reserva é uma característica 

comum em linhagens industriais, que possuem mecanismos otimizados de 

armazenamento energético (Zhang et al., 2020). 

Segundo Zhang et al. (2020), a síntese de ergosterol, componente essencial 

da membrana celular das leveduras, é dependente da presença de oxigênio e 

contribui significativamente para a resistência celular durante os ciclos fermentativos. 

Essa estabilidade de membrana é uma das características que garante a viabilidade 

e resiliência de linhagens industriais como a CAT-1. 
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Figura 7. Box plot da velocidade de fermentação (mmol CO2/g biomassa úmida/h) 

das leveduras M. guilliermondii (MG) e S. cerevisiae (SC-CAT), na fermentação em 
batelada alimentada com reciclo celular em melaço de cana, sem (água) e com 
tratamento ácido (ácido). Letras diferentes indicam diferença significativa ao nível de 
5% (p<0,05). As médias estão representadas pelo retângulo preto dentro dos boxes 
azuis e as linhas verticais indicam os valores máximo e mínimo. 

 

 

 

Todas as fermentações apresentaram valores semelhantes para o log do 

número de células/mL. Esses resultados indicam que as diferentes condições 

aplicadas não exerceram impacto significativo sobre a concentração de células para 

nenhuma das duas leveduras, independentemente da aplicação do tratamento 

ácido. A representação dos boxes e das linhas verticais mínima e máxima indica 

pouca variação dos valores também entre os ciclos fermentativos (Figura 8). 

Referente ao percentual de brotamento (%), os menores valores foram 

obtidos com a levedura S. cerevisiae, estatisticamente diferentes daqueles obtidos 

com a levedura M. guilliermondii, independentemente do tratamento ácido, exceção 

às fermentações sem tratamento ácido para as duas leveduras, cujas médias foram 

estatisticamente iguais (Figura 9). Apesar do menor percentual de brotamento para a 

levedura S. cerevisiae, não houve diferença significativa entre as leveduras nos dois 

tratamentos quanto à viabilidade celular (Figura 10). 

 

 



 78 

Figura 8. Box plot do log do número de células viáveis/mL das leveduras M. 

guilliermondii (MG) e S. cerevisiae (SC-CAT), na fermentação em batelada 
alimentada com reciclo celular em melaço de cana, sem (água) e com tratamento 
ácido (ácido). Letras diferentes indicam diferença significativa ao nível de 5% 
(p<0,05). As médias estão representadas pelo retângulo preto dentro dos boxes 
azuis e as linhas verticais indicam os valores máximo e mínimo. 
 

 

 

Figura 9. Box plot do percentual de brotamento(%)das leveduras M. guilliermondii 

(MG) e S. cerevisiae (SC-CAT), na fermentação em batelada alimentada com reciclo 
celular em melaço de cana,sem (água) e com tratamento ácido (ácido). Letras 
diferentes indicam diferença significativa ao nível de 5% (p<0,05). As médias estão 
representadas pelo retângulo preto dentro dos boxesazuis e as linhas verticais 
indicam os valores máximo e mínimo. 
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Figura 10. Box plot da viabilidade (%) das leveduras M. guilliermondii(MG) e S. 

cerevisiae (SC-CAT), na fermentação em batelada alimentada com reciclo celular 
em melaço de cana, sem (água) e com tratamento ácido (ácido). Letras diferentes 
indicam diferença significativa ao nível de 5% (p<0,05). As médias estão 
representadas pelo retângulo preto dentro dos boxes azuis e as linhas verticais 
indicam os valores máximo e mínimo. 
 

 
 

A manutenção da viabilidade celular é fundamental para o sucesso em 

processos com reciclos, sendo recomendado que a perda por ciclo não ultrapasse 

15% da massa celular ao final do ciclo, sob o risco de comprometer a atividade 

fermentativa (Westman et al., 2020). Para evitar essa situação, procedimentos 

podem ser adotados para aumentar a vida útil das leveduras, tais como tratamentos 

de revitalização, seleção de cepas adaptadas e nutrição suplementar (Ribeiro et al., 

2022). 

Portanto, na comparação entre as leveduras quanto à viabilidade celular no 

processo de fermentação em batelada alimentada conduzida com reciclos celulares 

e com tratamento ácido, práticas comuns no ambiente industrial, o perfil da levedura 

M. guilliermondii não difere muito do perfil da linhagem industrial de S. cerevisiae, 

sendo capaz de manter a viabilidade celular nessas condições. 

Quanto ao pH, como já discutido anteriormente, os menores valores foram 

obtidos com as duas leveduras no tratamento ácido devido ao fato de a alimentação 

do mosto ocorrer no pé-de-cuba onde foi realizado o tratamento ácido. Nas 

fermentações conduzidas sem tratamento ácido, o pH da fermentação foi menor 

com a levedura S. cerevisiae (Figura 11). A literatura aponta que o pH ideal para o 
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crescimento e multiplicação das leveduras encontra-se entre 4,5 e 5,5 (Dias et al., 

2019; Câmara; Guimarães, 2024), sendo que o pH de 3,0 atua como pressão 

seletiva sobre linhagens menos tolerantes (Beato et al., 2016; Reis et al., 2017). 

De acordo com Diógenes e Carmo (2021), a eficiência do processo 

fermentativo é favorecida quando o pH se mantém na faixa de 5,0 a 6,2, 

considerada ideal para o desenvolvimento das leveduras. Já Liu et al. (2015) 

destacam que um pH inicial mais baixo pode estimular o crescimento desses 

microrganismos; entretanto, valores ainda mais baixos tendem a inibir tal 

crescimento, ocasionando redução na taxa de fermentação e aumento na 

concentração final de ácido acético e glicerol. 

 

Figura 11. Box plot do pH das fermentações conduzidas pelas leveduras M. 

guilliermondii(MG) e S. cerevisiae (SC-CAT), em batelada alimentada com reciclo 
celular em melaço de cana, sem (água) e com tratamento ácido (ácido). Letras 
diferentes indicam diferença significativa ao nível de 5% (p<0,05). As médias estão 
representadas pelo retângulo preto dentro dos boxes azuis e as linhas verticais 
indicam os valores máximo e mínimo. 
 

 
 

O rendimento em etanol (g/g) foi significativamente mais baixo para a 

levedura M. guilliermondii, independentemente do tratamento ácido. Sem o 

tratamento ácido, houve maior variação entre os ciclos (demonstrada pelo tamanho 

dos boxes e linhas verticais mínima e máxima), mostrando maior instabilidade na 

produção de etanol do que na condição de tratamento ácido, para as duas leveduras 
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(Figura 12). Ainda que não tenha havido grandes diferenças na velocidade de 

fermentação entre as duas leveduras (Figura 7), o potencial fermentativo da 

levedura S. cerevisiae CAT-1 é muito superior, sendo ainda superior (embora não 

significativo) com o tratamento ácido, reforçando sua capacidade de conversão e 

estabilidade metabólica em condições de estresse (Fernandes, 2020). 

  

Figura 12. Box plot do rendimento (g etanol/g açúcar) das fermentações conduzidas 
pelas leveduras M. guilliermondii( MG) e S. cerevisiae (SC-CAT), em batelada 
alimentada com reciclo celular em melaço de cana, sem (água) e com tratamento 
ácido (ácido). Letras diferentes indicam diferença significativa ao nível de 5% 
(p<0,05). As médias estão representadas pelo retângulo preto dentro dos boxes 
azuis e as linhas verticais indicam os valores máximo e mínimo. 

 

 

 

Conclui-se que a levedura M. guilliermondii consegue manter a viabilidade 

celular nas condições de fermentação aqui utilizadas e que simulam as condições 

industriais (batelada alimentada, reciclo celular e tratamento ácido) provavelmente 

usando a estratégia de aumento do percentual de brotamento para manter o número 

de células viáveis. No entanto, sua limitação parece estar mesmo na capacidade 

fermentativa, que não foi influenciada pelo tratamento ácido, levando a rendimentos 

50% menores do que aqueles obtidos com a linhagem industrial de S. cerevisiae 

CAT-1. Convém destacar que nos experimentos de crescimento descritos no 



 82 

Capítulo 2, o rendimento fermentativo foi muito superior (0,50 g/g) ao final de 12 h de 

cultivo em melaço, porém a concentração de ART era inferior (4 g/L) do que no 

experimento de fermentação (aproximadamente 17 g/L no mosto de alimentação), 

podendo sugerir um efeito da concentração de açúcar sobre o rendimento 

fermentativo. 

Do ponto de vista de produção do etanol 1G, ou seja, produção de etanol a 

partir de mostos de cana-de-açúcar, a levedura M. guilliermondii não é competitiva 

com S. cerevisiae no tocante ao rendimento fermentativo, embora tenha 

demonstrado que mesmo diante do tratamento ácido quanto dos reciclos celulares, 

consegue manter a viabilidade celular. 

 

5. Conclusões 

 

O reciclo celular foi um fator determinante para a redução da velocidade 

fermentativa e da viabilidade celular em ambas as leveduras estudadas. Para M. 

guilliermondii, o tratamento ácido provocou queda na viabilidade, mas não alterou 

significativamente o rendimento fermentativo, que se manteve em torno de 50% do 

teórico, sugerindo tolerância ao estresse ácido e reforçando que a limitação principal 

está relacionada à capacidade fermentativa intrínseca da espécie e ao acúmulo de 

reciclos. Já para S. cerevisiae CAT-1, o tratamento ácido promoveu efeito positivo 

no rendimento fermentativo, mesmo diante de reduções na viabilidade, no 

brotamento e na velocidade de fermentação. A levedura M. guilliermondii não é 

competitiva com S. cerevisiae no tocante ao rendimento fermentativo, embora tenha 

demonstrado que mesmo diante do tratamento ácido quanto dos reciclos celulares, 

consegue manter a viabilidade celular em níveis que não impactam o seu 

rendimento em etanol, ainda que muito inferior ao demonstrado pela levedura S. 

cerevisiae CAT-1. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 As leveduras industriais S. cerevisiae CAT-1 e PE-2 demonstraram elevada 

tolerância aos estresses comumente encontrados na produção de bioetanol como 

baixo pH, altas concentrações de glicose e etanol e alta temperatura, confirmando 

sua adaptação ao processo industrial. Entre as não-Saccharomyces, as leveduras 

M. guilliermondii e W. anomalus apresentaram tolerâncias comparáveis às leveduras 

industriais, destacando-se pela viabilidade frente a diferentes condições de cultivo, 

sendo a primeira mais próxima do perfil da CAT-1 e a segunda mais semelhante à 

PE-2. 

 A avaliação em diferentes mostos de cana-de-açúcar demonstrou que o 

melaço favoreceu maior crescimento para as leveduras em relação ao caldo e misto 

(mistura de caldo e melaço), com destaque para a linhagem de S. cerevisiae CAT-1 

e M. guilliermondii. As diferenças de desempenho observadas entre as linhagens 

ressaltam a importância da seleção criteriosa da levedura e do mosto para 

maximizar a eficiência do processo fermentativo, sobretudo em sistemas de 

produção de etanol 1G. 

 Os testes fermentativos em batelada alimentada com reciclo celular e 

tratamento ácido conduzidos com as leveduras S. cerevisiae CAT-1 e M. 

guilliermondii em melaço revelaram que o reciclo celular reduz a velocidade 

fermentativa e a viabilidade celular para ambas as leveduras. Para M. guilliermondii, 

o tratamento ácido provocou queda na viabilidade, mas não alterou 

significativamente o rendimento fermentativo, que se manteve em torno de 50% do 

teórico, sugerindo tolerância ao estresse ácido e reforçando que a limitação principal 

está relacionada à capacidade fermentativa intrínseca da espécie e ao acúmulo de 

reciclos. Já para S. cerevisiae CAT-1, o tratamento ácido promoveu efeito positivo 

no rendimento fermentativo, mesmo diante de reduções na viabilidade, no 

brotamento e na velocidade de fermentação. A levedura M. guilliermondii não é 

competitiva com S. cerevisiae no tocante ao rendimento fermentativo, embora tenha 

demonstrado que mesmo diante do tratamento ácido quanto dos reciclos celulares, 

consegue manter a viabilidade celular. 

A levedura M. guilliermondii não se mostrou competitiva com S. cerevisiae no 

tocante ao rendimento fermentativo, embora tenha demonstrado que mesmo diante 

do tratamento ácido quanto dos reciclos celulares, consegue manter a viabilidade 
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celular em níveis que não impactam o seu rendimento em etanol, ainda que muito 

inferior ao demonstrado pela levedura S. cerevisiae CAT-1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


	ÍNDICE DE TABELAS
	ÍNDICE DE FIGURAS
	RESUMO
	ABSTRACT
	INTRODUÇÃO
	OBJETIVOS
	Objetivo geral
	Objetivos específicos

	REVISÃO DA LITERATURA
	1. Produção de etanol
	2. Saccharomyces cerevisiae
	3. Leveduras não-Saccharomyces
	3.1. Scheffersomyces stipitis
	3.2. Wickerhamomyces anomalus
	3.3. Meyerozyma guilliermondii

	LITERATURA CITADA
	APÍTULO 1. TOLERÂNCIA AO ESTRESSE DE LEVEDURAS NÃO-Saccharomyces E Saccharomyces cerevisiae SOB DIFERENTES CONDIÇÕES DE pH, TEMPERATURA, GLICOSE E ETANOL
	1. Resumo
	2. Introdução
	3. Materiais e Métodos
	3.1 Microrganismos
	3.2 Testes de tolerância ao estresse das linhagens de leveduras
	3.2.1 Ensaio spot
	3.2.2 Crescimento em microplacas

	4. Resultados e Discussão
	5. Conclusões
	6. Literatura citada
	CAPÍTULO 2.  EFEITO DOS MOSTOS DE CALDO, MELAÇO E MISTO SOBRE O CRESCIMENTO DE LEVEDURAS NÃO-Saccharomyces E Saccharomyces cerevisiae
	1. Resumo (1)
	2. Introdução (1)
	3. Materiais e Métodos (1)
	3.1 Microrganismos
	3.2 Preparo dos meios de crescimento
	3.3 Preparação dos inóculos das leveduras
	3.4 Testes de crescimento das leveduras em mostos de cana-de-açúcar
	3.5 Análises microbiológicas
	3.6 Análises físico-químicas
	3.7 Cálculo do rendimento em etanol

	4. Resultados e Discussão (1)
	5. Conclusões (1)
	6.  Literatura citada
	CAPÍTULO 3.  DESEMPENHO FERMENTATIVO E VIABILIDADE DE Meyerozyma guilliermondii E Saccharomyces cerevisiae EM FERMENTAÇÃO ALCOÓLICA SOB BATELADA ALIMENTADA COM RECICLO CELULAR E TRATAMENTO ÁCIDO
	1. Resumo (2)
	2. Introdução (2)
	3  Materiais e Métodos
	3.1 Microrganismos
	3.2  Preparo dos inóculos das leveduras e meios
	3.3  Padronização dos inóculos
	3.4  Fermentação em batelada com reciclo celular e tratamento das células
	3.5 Análises microbiológicas
	3.6 Análises físico-químicas
	3.7 Análise estatística

	4. Resultados e Discussão (2)
	4.1 Testes fermentativos com a levedura M. guilliermondii
	4.2 Testes fermentativos com a levedura S. cerevisiae CAT-1
	4.3 Análise comparativa dos testes fermentativos com M. guilliermondii e S. cerevisiae

	5. Conclusões (2)
	6. Literatura citada (1)
	CONSIDERAÇÕES FINAIS

