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“People are gonna tell you who you are your 

whole life. You just gotta puch back and say: 

“No, this is who I am”. You want people to look 

at you differently? Make them. You want to 

change things? You’re gonna have to go out 

there and change them yourself”. 

“There are always people who want you to give 

up. Never facilitate their work”. 

 (Kitsis; Horowitz, 2011) 

 



 
 

RESUMO 

 

As limitações geográficas e climáticas de Pernambuco impossibilitam a produção de 

cana-de-açúcar o ano inteiro e por toda a sua extensão, sem a adição de sistema de 

irrigação adequado, já que 48% da região Nordeste está inserida no clima 

árido/semiárido. Dentro deste cenário, avaliou qual a melhor época do ano e período 

do dia para a colheita da biomassa de palma forrageira, considerando-se o pH ideal 

para a realização da etapa de hidrólise enzimática. Além disso, determinou a melhor 

temperatura e o tempo de secagem, desse vegetal, para a etapa de produção de 

carboidratos. Os resultados sugeriram que o início da manhã e a estação seca são os 

melhores períodos de colheita, enquanto que a melhor temperatura e tempo de 

secagem da biomassa são 105°C e 12h, respectivamente. Já o segundo capítulo 

objetivou a avaliação da fermentação dos hidrolisados ácidos dos bagaços de cana-

de-açúcar (HBC) e sorgo (HBS), além da biomassa de palma forrageira (HPF), por 

Meyerozyma Caribbica. Além disso, realizou-se a fermentação de blends com 

diferentes proporções de melaço e hidrolisado, avaliando-se a influência da 

concentração de carboidratos na produção de etanol, por esta levedura. M. Caribbica 

fermentou tais substratos, apresentando eficiências superiores a 75%, para a 

produção de etanol 1G e, >80%, para a 2G. No meio M3, composto pela mistura de 

25% de melaço, 25% do HBC, 25% do HBS e 25% do HPF, obteve-se a melhor 

concentração de etanol (50 g/L) e eficiência fermentativa (90,60%) com M. caribbica, 

na comparação com S. cerevisiae (37 g/L, 66,48%). Esses dados sugerem que, em 

condições de não suplementação nutricional, M. caribbica apresenta-se mais 

adaptada a meios estressantes que S. cerevisiae. Assim, a princípio, a condição 

proposta de utilizar 25% de cada um dos substratos parece ser a mais adequada, sob 

a ótica de realizar um processo com produção de etanol satisfatória e baixo custo. 

 

Palavras-chave: Biomassa; Hidrólise; Palma forrageira; Sorgo sacarino; Cana-de-

açúcar. 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The geographic and climatic limitations of Pernambuco make it impossible to produce 

sugarcane throughout the year and throughout its extension, without the addition of an 

adequate irrigation system, since 48% of the Northeast region is located in an 

arid/semi-arid climate. Within this scenario, it evaluated the best time of year and time 

of day for the harvesting of cactos pear biomass, considering the ideal pH for carrying 

out the enzymatic hydrolysis step. In addition, it determined the best temperature and 

drying time for this vegetable for the carbohydrate production stage. The results 

suggested that the early morning and the dry season are the best harvest periods, 

while the best temperature and biomass drying time are 105°C and 12h, respectively. 

The second chapter aimed to evaluate the fermentation of acid hydrolyzates from 

sugarcane bagasse (HBC) and sorghum (HBS), in addition to forage cactus biomass 

(HPF), by Meyerozyma Caribbica. In addition, blends with different proportions of 

molasses and hydrolyzate were fermented, evaluating the influence of carbohydrate 

concentration on ethanol production by this yeast. M. Caribbica fermented such 

substrates, showing efficiencies above 75% for the production of 1stG ethanol and 

>80% for 2ndG ethanol. In the M3 medium, composed of a mixture of 25% molasses, 

25% SCH, 25% SSH and 25% CPH, the best concentration of ethanol (50 g/L) and 

fermentative efficiency (90.60%) with M. caribbica, in comparison with S. cerevisiae 

(37 g/L, 66.48%). These data suggest that, under conditions of no nutritional 

supplementation, M. caribbica is more adapted to stressful environments than S. 

cerevisiae. Thus, at first, the proposed condition of using 25% of each of the substrates 

seems to be the most adequate, from the point of view of carrying out a process with 

satisfactory ethanol production and low cost. 

 

 

 

Keywords: Biomass; Hydrolysis; Cactus pear; Sweet sorghum; Sugarcane. 
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1 INTRODUÇÃO 

Soluções para produção de etanol, a partir de biomassas lignocelulósicas, são 

vastamente estudadas pelo mundo, com base nas características locais de cada 

região. Entender o comportamento da agricultura local e suas limitações faz-se 

importante e necessário. Portanto, o Brasil, o qual é um país majoritariamente agrário 

e de dimensões continentais, apresenta características de clima e culturas 

completamente diferentes, nas suas mais diversas regiões. Deste modo, avaliações 

regionais, e até mesmo estaduais, são necessárias. 

O Estado de Pernambuco apresenta cerca de 8.000 km2 de área plantada de 

cana-de-açúcar, uma região que vai do litoral até a cidade de Vitória de Santo Antão. 

Porém, a indústria sucroalcooleira do estado sofre com o período de entressafra, no 

qual se diminui consideravelmente a produção de etanol. Desta forma, faz-se 

necessário aumentar e diversificar a área produtiva pernambucana, de modo a suprir 

essa carência. Assim, fontes alternativas de biomassa lignocelulósica, como sorgo 

sacarino e palma forrageira, juntamente com resíduos da produção de açúcar, como 

o bagaço da cana e melaço, podem contribuir para reduzir o efeito da entressafra na 

produção de etanol, gerando álcool, por meio de hidrolisados ácidos, ricos em 

carboidratos, e melaço. Ademais, utilizar vegetais oriundos de climas áridos e 

semiáridos pode alterar cenários econômico-sociais no sertão pernambucano. 

Utilizar fontes alternativas de carbono implica em usar micro-organismos 

fermentadores não convencionais, já que serão fornecidos não apenas a glicose, o 

qual é o monossacarídeo base do processo, mas também pentoses, como a xilose, a 

qual não pode ser fermentada pela tradicional levedura Saccharomyces cerevisiae. 

Por consequência, processos precisam ser reavaliados, de modo a tornar as etapas 

da produção de etanol de segunda geração, cada vez mais, viáveis economicamente, 

principalmente no que se refere a produtos com maior valor agregado, como o xilitol. 

As fontes de carbono supracitadas foram e são largamente estudadas pelos 

grupos de pesquisa “Energia da biomassa” (DEN/UFPE) e “Biologia Molecular e 

Engenharia Metabólica da UFPE” (DGEN/UFPE), no qual esta tese está inserida. 

Porém a atual proposta é ampliar estes estudos, tentando entender os modos como 

biomassas/fontes de carbono não convencionais, além de micro-organismos não 
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tradicionais, podem contribuir no desenvolvimento e no aumento da produção 

energética do Estado.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 CANA-DE-AÇÚCAR, SORGO SACARINO E PALMA FORRAGEIRA: 

COMPOSIÇÃO, CULTIVO E PRODUTIVIDADE  

2.1.1 Cana-de-açúcar e melaço 

Originária da Nova Guiné, localizado no continente Oceania, a cana-de-açúcar 

(Figura 1) foi largamente difundida pelo mundo, durante do período das grandes 

navegações. Esse vegetal apenas chegou ao Brasil no ano de 1532 e, desde então, 

tem a finalidade de produção de açúcar e álcool, sendo este primariamente utilizado 

para consumo humano, e, posteriormente, produção de energia (NOVACANA, 2018). 

Pertencente à família Poaceae, a cana-de-açúcar apresenta, em sua estrutura, 

3 regiões: a raiz, as folhas e o caule, do tipo colmo, cujo, ainda é subdividido em 

“ponteiro” e o “colmo industrializável” (Figura 2). Esta última porção é a principal fonte 

energética da planta, por ser a região central de reserva de carboidratos (MATSUOKA 

et al., 2012), a partir da qual será extraído o caldo da cana, para produção, 

principalmente, de açúcar e álcool. 

Figura 1 -  Plantação de cana-de-açúcar e seu caule em destaque. 

 

Fonte: NOVACANA, 2018. 
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Figura 2 - Estrutura da cana-de-açúcar, ressaltando-se as regiões do colmo e ponteiro. 

 

Fonte: MATSUOKA et al., 2012. 

 

O Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar do mundo, tendo sua produção 

aumentado em mais de 100% nas últimas décadas, com a intenção de atender às 

demandas energéticas globais (BORDONAL et al., 2018; CONAB, 2019). Na safra de 

2019/2020, a área plantada desta biomassa, no Brasil, correspondeu a 8.442 mil ha, 

com uma produtividade média de 76.133 kg/ha. Já no estado de Pernambuco, os 

valores foram iguais a 237,3 mil ha de área cultivada, com produtividade de 52.768 

kg/ha (CONAB, 2020). No sentido leste-oeste, a área possível de ser utilizada para 

plantação de cana-de-açúcar segue do litoral até a altura da cidade de Vitória de Santo 

Antão. 

Durante a produção de açúcar e álcool, existe a geração de subprodutos, desde 

a etapa de colheita, até o término do processo, como o melaço, a torta de filtro, 

palmitos e folhas, proteínas do caldo e o bagaço da cana-de-açúcar, cujos podem ser 

utilizados para as mais diversas finalidades (MATSUOKA et al., 2012) (Figura 3). Esta 

revisão será centralizada apenas no bagaço e no melaço.  
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Figura 3 - Resíduos da produção de açúcar e álcool, a partir da cana-de-açúcar. 

 

Fonte: MATSUOKA et al., 2012. 

 

O bagaço de cana-de-açúcar é produto da extração do caldo produzido no 

caule do vegetal. A sua composição química é caracterizada por teores de celulose e 

hemicelulose relativamente elevados (Tabela 1), porém, neste caso, cerca de 50% da 

estrutura do homopolímero está na sua conformação cristalina, o que dificulta o 

acesso à glicose ali existente (GUILHERME et al., 2015; ROCHA et al., 2015). Devido 

a esta dificuldade, pesquisadores sempre relataram a necessidade do uso de pré-

tratamentos, sejam químicos e/ou físicos, para melhorar a obtenção do 

monossacarídeo em etapas subsequentes do processo (HOANG et al., 2020; 

LADEIRA-ÁZAR et al., 2019; SAVOU et al., 2019). Porém, o uso de pré-tratamentos 

acarreta um aumento de 16-30% dos custos de produção do etanol de segunda 

geração (também denominado de etanol celulósico), sendo este um dos fatores que 

dificulta a sua viabilidade (HUMBIRD et al., 2011).  

Por outro lado, a porção denominada de hemicelulose é amorfa e mais 

facilmente removível, em relação à celulose, quando o heteropolímero é hidrolisado, 

principalmente na presença de ácidos fortes, como H2SO4 e HCl (KUMAR et al., 2015; 

LAVARACK; GRIFFIN; RODMAN, 2002). Deste modo, sendo realizada em etapa 

única, diminuindo assim os custos de produção, a hidrólise ácida da hemicelulose 

pode fornecer, relativamente, altas concentrações de xilose, a qual pode ser 
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fermentada a etanol (PHAIBOONSILPA et al., 2020; RECH et al., 2016; TIZAZU; 

MOHOLKAR, 2018). Assim, essas condições fornecem, ao bagaço da cana-de-

açúcar, uma relevante função na produção de etanol de segunda geração, fazendo 

dele não o ator principal, mas, um importante coadjuvante neste cenário. Isso se deve, 

principalmente, ao fato do mesmo, a princípio, já estar no local onde será produzido o 

etanol celulósico, facilitando, portanto, a sua utilização. 

O outro subproduto, denominado de melaço, é derivado da produção do açúcar 

e é o seu último estágio, a partir do qual não é possível mais retirar a sacarose para a 

produção do alimento, através dos processos tradicionalmente realizados. Porém, 

ainda é possível encontrar carboidratos em sua composição, os quais podem ser 

utilizados no processo fermentativo (PALMONARI et al., 2020; RASMEY et al., 2018; 

WU et al., 2020). A Tabela 1 descreve a composição química e mineral do melaço de 

cana-de-açúcar, a partir da qual é possível identificar que cerca de 62% da matéria 

seca, deste resíduo, é composto por açúcar. Destes, quase 50% é sacarose, seguido 

de frutose (8%), e glicose (5%), não sendo identificado xilose na sua composição. 

Porém, é identificada uma quantidade relativamente elevada de cátios e ânios, os 

quais agem inibindo o metabolismo celular, através da pressão osmótica gerada, 

afetando negativamente o processo fermentativo (D’AMORE et al., 1988; NISHINO; 

MIYAZAKI; TOHJO, 1985). Apesar disso, trabalhos recentes têm reportado o potencial 

da produção de etanol, a partir do uso do melaço, como meio de fermentação 

(JAGTAP et al., 2019; MAYZUHROH; ARINDHANI; CAROENCHAI, 2016; SHARMA; 

KUMAR; SHUKLA, 2018). 
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Tabela 1 - Descrição da composição química do melaço de cana-de-açúcar (% de matéria seca, exceto 

quando indicado o oposto).  

Item Média (%) Desvio Padrão (%) Mínimo (%) Máximo (%) 

Matéria seca 76,80 1,00 75,70 79,60 

Proteína bruta total 6,65 1,79 2,22 9,31 

Carboidratos totais 62,30 4,70 57,00 71,00 

Sacarose 48,80 6,40 39,20 67,30 

Glicose 5,29 2,69 1,30 12,07 

Frutose 8,07 2,83 2,30 14,28 

Rafinose 0,03 0,00 0,02 0,03 

Galactose 0,04 0,00 0,04 0,04 

Arabinose 0,01 0,02 0,00 0,04 

Xilose ND1 ND ND ND 

Amido 0,33 0,25 0,06 1,07 

Levanas 0,86 0,26 0,26 1,21 

Dextranas 0,79 0,42 0,27 1,63 

Arabinanas 0,20 0,05 0,06 0,28 

Ácido cítrico 1,42 0,85 0,24 3,78 

Ácido láctico 6,10 2,82 1,62 12,75 

Ácido málico 0,10 0,05 0,03 0,21 

Ácido cítrico 0,13 0,04 0,08 0,22 

Ácido pirocarbônico 0,34 0,13 0,18 0,62 

Ácido oxálico 0,06 0,02 0,04 0,09 

Ácido glicólico 0,00 0,00 0,00 0,00 

Ácido acético 0,44 0,28 0,16 1,04 

Cinzas 13,10 1,50 10,20 16,30 

Ca 1,39 0,55 0,82 3,13 

Mg 0,43 0,14 0,19 0,63 

Na 0,08 0,10 0,01 0,42 

K 1,82 1,91 0,31 7,99 

Sulfatos 2,09 0,88 0,81 4,09 

Enxofre2 0,69 0,29 0,27 1,36 

Fosfatos 2,03 0,77 0,70 2,97 

Nitratos, mg/kg 464,00 337,00 17,00 999,00 

Cloretos, mg/kg 60,00 86,00 1,00 340,00 
1ND: Não detectado; 2Valor de enxofre obtido a partir de sulfatos, considerando seus respectivos pesos 

moleculares. 

Fonte: Adaptado de (PALMONARI et al., 2020). 

 

2.1.2 Sorgo sacarino 

A revisão de sorgo sacarino será apresentada através da revisão de literatura, 

publicada pela autora na revista “Cadernos do semiárido – Riquezas e 

Oportunidades”, no ano de 2020, a qual está intitulada “Potencial de produção de 

etanol a partir da biomassa de sorgo sacarino”. Os autores deste capítulo de livro 

foram Rômulo Simões Cezar Menezes, Bárbara Ribeiro Alves Alencar, Emmanuel 

Damilano Dutra e José Nildo Tabosa. 
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O crescimento mundial da produção de biocombustíveis é motivado pela 

diminuição da disponibilidade de combustíveis fosseis, bem como pela ação 

destrutiva, proveniente da queima desses combustíveis, no meio ambiente (GAURAV 

et al., 2017). A escolha da matéria-prima para a produção do biocombustível depende 

das condições ambientais da região. No Brasil, em relação ao etanol, predomina–se 

o cultivo da cana-de-açúcar. Porém, em algumas regiões do país a limitação hídrica 

afeta diretamente a viabilidade dessa cultura. A limitação hídrica atual, bem como o 

cenário de possíveis reduções das precipitações, como consequência de mudanças 

climáticas, além da redução nas produtividades das culturas energéticas, exige 

estudos com biomassas de elevada produtividade e menor exigência hídrica. Nesse 

sentido, apresenta-se como alternativa o sorgo sacarino (ROONEY et al., 2007). 

O sorgo sacarino é uma cultura tradicionalmente utilizada como forragem, 

ração e fibras (MURRAY et al., 2008; REDDY et al., 2005). Como principais 

características, destacam-se a eficiência no uso de água (1/3 da cana-de-açúcar e 1/2 

do milho) e bom desenvolvimento em diferentes condições edafoclimáticas. Em geral, 

o sorgo sacarino produz 2 t ha-1 de grãos rico em amido e 50 t ha-1 de colmos rico em 

açúcares solúveis como sacarose, glicose e frutose (WU et al., 2010) no caldo e 

carboidratos insolúveis (celulose e hemicelulose) no bagaço gerado após extração do 

caldo. Devido a essas características, o sorgo sacarino é relatado como uma opção a 

produção de bioetanol (ALMODARES; HADI, 2009; VASILAKOGLOU et al., 2011). 

De uma forma geral, essa produção, a partir do caldo, situa-se em aproximadamente 

3.450 L.ha-1 (PRASAD et al., 2007), do amido em 800 L.ha-1 e da fração celulósica e 

hemicelulósica do bagaço em 5400 L.ha-1 (ZHAO et al., 2009). 

Dessa forma, é importante no contexto do semiárido brasileiro reunir 

informações referentes à utilização da biomassa do sorgo sacarino como matéria-

prima para a produção de etanol, a partir das diferentes frações da biomassa. Além 

disso, discutir as principais dificuldades da implantação desta cultura e as novas 

perspectivas do em relação às biorrefinarias. 

 

2.1.2.1 Aspectos gerais da biomassa de sorgo sacarino 

Na mesorregião semiárida, dados de cultivares sacarina apontam baixas 

produtividades influenciadas por fatores edafoclimáticos. Mas, quando manejado 

adequadamente, com adubação química e orgânica, e sob regime de irrigação, 
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durante o ciclo de cultivo, a cultivar SF 15 pode atingir níveis de produtividade 

experimental de 194 t.ha-1 sob excepcionais condições de fertilidade e de irrigação 

(TABOSA et al., 2013a). 

Apesar da grande variabilidade para a produção de biomassa, o 

aproveitamento da biomassa de sorgo sacarino para produção de etanol está centrado 

em três tecnologias principais: 1) fermentação direta dos açúcares presentes no caldo 

dos colmos; 2) hidrólise enzimática do amido presente nas panículas e fermentação 

dos hidrolisados e 3) aproveitamento do material lignocelulósico presente no bagaço, 

após pré-tratamento, hidrólise e fermentação dos açúcares liberados para a produção 

de etanol. 

 

2.1.2.2 Composição química da biomassa de sorgo sacarino 

As partes vegetais de sorgo sacarino, com potencial para a produção de 

biocombustíveis, são o colmo, cuja é a maior fração, as folhas, o caldo e os grãos. O 

caldo é rico em glicose, frutose e sacarose, os quais são passiveis de fermentação 

pela principal levedura da indústria alcooleira: a S. cerevisiae. Em algumas cultivares 

de sorgo sacarino também é relatado pequenas frações de amido (BARCELOS, 

2012). A composição dos açúcares pode variar fortemente dependendo do tipo de 

cultivar avaliada além do local de cultivo e a época de colheita dos colmos (TEETOR 

et al., 2011). 

O teor de carboidratos presente no caldo classifica a cultivar de sorgo para a 

produção de açúcar ou exclusivamente para a produção de biocombustíveis. Dessa 

forma, é importante salientar a lacuna atual de informações agroindustriais em relação 

às cultivares, tais como grau de pureza e fibra, os quais são parâmetros utilizados na 

indústria sucroalcooleira para determinar a qualidade da matéria-prima (COSTA et al., 

2011). Além dos teores de açúcares, o caldo possui macro e micronutrientes que são 

essenciais para a viabilidade do processo de bioconversão dos açúcares em 

biocombustíveis. Além do caldo, o grão de sorgo é uma fração importante da planta. 

Essa porção apresenta composição química semelhante à do grão de milho, com 

teores de amido entre 60 a 80%. Além do amido, o grão também possui lipídeos e 

proteínas. O percentual de cinzas é geralmente baixo, com valores entre 1-2%, assim 

como os teores de fibra bruta (1,4%). Algumas cultivares de sorgo apresentam 
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elevados teores de taninos, o que dificulta a conversão enzimática e, 

consequentemente, a produção de etanol. 

Além do caldo e do grão de sorgo sacarino, o bagaço e as folhas são materiais 

lignocelulósicos, com grande variação em sua composição. O percentual de celulose 

é de 32 a 45%, o de hemicelulose entre 16 a 27% e o de lignina varia de 14 a 20%, 

sendo os teores de lignina mais elevado nas folhas que no bagaço (KIM et al., 2012). 

 

9.3. Produção de etanol a partir do caldo do sorgo sacarino 

A produção de etanol, a partir do caldo do sorgo sacarino, é realizada de forma 

semelhante à produção a partir do caldo da cana-de-açúcar. Após moagem dos 

colmos, o caldo é purificado e submetido à fermentação com leveduras industriais. A 

eficiência da etapa fermentativa apresenta valores entre 85 – 90 % de conversões dos 

açúcares em etanol para caldos com 120 g.L-1 de açúcares redutores total inicial 

(LAOPAIBOON et al., 2007). Um importante parâmetro tecnológico de produção é a 

eficiência de extração de caldo dos colmos, com valores aceitáveis entre 50 a 70% de 

eficiência de extração (EGGLESTON, COLE; ANDRZEJEWSKI, 2013). 

Estima-se que o sorgo sacarino possa produzir cerca de 2500 a 4000 litros de 

etanol por hectare, a partir do caldo do colmo (ALMODARES; HADI, 2009). Por se 

tratar de uma cultura de ciclo curto, pode-se ocorrer mais de um ciclo por ano, 

dependendo das condições ambientais, aumentando, dessa forma, a produção de 

etanol por unidade de área. O caldo é composto principalmente por açúcares, 

sacarose, glicose e frutose, prontamente fermentescíveis pelas leveduras industriais 

(WU et al., 2010). Uma desvantagem em relação à cultura da cana-de-açúcar é a 

rápida decomposição dos açúcares presentes no caldo do sorgo sacarino. Esta 

observação é crítica quando se postula a introdução do sorgo sacarino como matéria-

prima na região Nordeste do Brasil, uma vez que são observadas altas temperaturas 

ambientais que podem maximizar a decomposição dos açúcares presentes no caldo. 

Grande parte dos estudos com a fração do caldo de sorgo sacarino busca novas 

cultivares com potencial de produção de etanol. Em recente estudo conduzido na 

região Nordeste do Brasil (DUTRA et al., 2013) avaliaram oito cultivares de sorgo 

sacarino quanto à concentração de açúcares redutores no caldo para a produção de 

etanol. Os resultados indicaram diferenças significativas entre as cultivares avaliadas 

(64 g.L-1 a 164,8 g.L-1), sendo as mais promissoras para a produção de etanol a BR 

506 (59,07 ± 1,3 g.L-1), Willey (64,77 ± 4,4 g.L-1), Wray (59,07 ± 1,3 g.L-1) e IPA 467-
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4-2 (52,10 ± 0,7 g.L-1). Para o conjunto dos dados experimentais, a eficiência de 

conversão dos açúcares presentes nos caldos para etanol foi, teoricamente, 88,4 %. 

Os maiores potenciais de produção de etanol por hectare foram observados nas 

cultivares BR 506 e SF 15. 

Objetivando formas de diminuir a decomposição dos carboidratos no caldo de 

sorgo sacarino, Laopaiboon et al. (2007) investigaram a produção de etanol a partir 

do caldo da variedade keller, na Tailândia, em sistemas em batelada e batelada 

alimentada com a levedura S. cerevisiae. No sistema operado em batelada, com 

concentração inicial celular de 1x108 células mL-1 e sólidos solúveis totais (SST) de 

24 °Brix, a concentração de etanol (P), rendimento (Yp/s) e produtividade (Qp) foram 

100 g L-1, 0,42 g g-1 e 1,67 g L-1 h-1, respectivamente. No sistema em batelada 

alimentada, os autores sugeriram uma única alimentação como a melhor estratégia, 

com o teor de sólidos solúveis inicial de 24 °Brix, com resultados para os parâmetros 

cinéticos P, Yp/s e Qp de 120 g L-1, 0,48 g g-1 e 1,11 g L-1 h-1, respectivamente. 

Alternativas como fermentações com altas concentrações de açúcares iniciais (>270 

g.L-1) são avaliadas como modo de diminuir os custos energéticos do processo, já 

que produzem, por conseguinte, altas concentrações de etanol (LAOPAIBOON et al., 

2007). Porém, uma das limitações destas condições são as baixas produtividades 

volumétricas obtidas, devido ao elevado tempo de processo (40 - 120h), além de afetar 

a viabilidade celular. 

Na abordagem com altas concentrações iniciais de açúcares, esforços são 

realizados para melhorar a eficiência de fermentação. Um estudo com fermentação 

de caldo de sorgo sacarino, avaliando as influências de Zn, Mg, Mn e de extrato    de 

levedura como fonte de nitrogênio no processo, indicou que o extrato de levedura é o 

que mais influencia positivamente, seguido do Mn+2, Zn+2 e Mg+2 (DEESUTH et al., 

2012). 

 

2.1.2.3 Produção de etanol a partir dos grãos do sorgo sacarino 

O processo de produção de etanol, a partir dos grãos de sorgo sacarino está 

baseado na transformação do amido em glicose, através de hidrólise enzimática, com 

α-amilase e glucoamilase e posterior fermentação dos hidrolisados com leveduras. No 

entanto, ainda são escassas as publicações sobre o uso dos grãos de sorgo para 

produção de etanol, principalmente devido ao aproveitamento alimentício dos grãos. 
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A produção de grãos de sorgo granífero e sacarino situa-se entre 2 a 3 t ha-1. A 

concentração média de amido nos grãos de sorgo é bastante variável e depende da 

cultivar e do local de produção. Em média, pode-se produzir aproximadamente 815 L 

de etanol por hectare (ZHAO et al., 2009). 

 

2.1.2.4 Produção de etanol a partir do bagaço e das folhas do sorgo sacarino 

Estudos com a fração lignocelulósica do bagaço do sorgo sacarino são 

fundamentais para aumentar a produção de etanol por unidade de área plantada e 

tornar o balanço energético mais positivo. Estima-se que a produção de etanol a partir 

do bagaço seja de aproximadamente 2.423 litros de etanol por hectare (PRASAD et 

al., 2007). 

Para transformar os polissacarídeos insolúveis constituintes do bagaço e das 

folhas, geralmente são necessárias etapas de pré-tratamento e hidrólise, enzimática 

ou ácida. Em relação à produção de etanol, a partir da palhada (colmos e folhas) de 

sorgo forrageiro, avaliou-se a cultivar BRS 655, desenvolvida pela Embrapa, com três 

tipos de pré-tratamento (alcalino com NaOH, ácido com H2SO4 e H2SO4 seguido de 

NaOH) e dois tempos de reação (15 e 30 min). Observou-se melhoras significativas 

na etapa de hidrólise enzimática, com eficiências acima de 90% de conversão de 

celulose em glicose (CARDOSO et al., 2013). 

Otimizações na etapa de hidrólise enzimática são fundamentais para viabilizar 

a tecnologia de conversão pela rota bioquímica. Neste cenário, os estudos com 

hidrólise enzimática da biomassa de sorgo, que inicialmente eram desenvolvidos para 

baixas concentrações de biomassa (20 a 100 g.L-1), (Shen et al., 2012), já utilizam 

cargas de sólidos > 250 g.L-1, obtendo, dessa forma, maiores concentrações de etanol 

(WANG et al., 2013). 

 

2.1.2.5 Biomassa de sorgo como matéria-prima para biorrefinarias 

O conceito recente de biorrefinaria refere-se a um sistema integrado de 

instalações e equipamentos desenvolvidos para conversão da biomassa, por rota 

termoquímica ou bioquímica, com o objetivo de produzir combustíveis, energia e 

produtos químicos (PATRICK et al., 2010). Neste cenário, o sorgo sacarino é avaliado 

como matéria-prima para o desenvolvimento de biorrefinarias, em diversas rotas de 

aproveitamento integral da biomassa, pois apresenta características como elevada 
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produção de biomassa, com menor consumo de água e insumos (XIN; WANG, 2011). 

O balanço geral para a produção de etanol a partir de 1 ton de biomassa de sorgo foi 

de 59 kg de etanol (KIM et al., 2012). 

Na região Nordeste do Brasil, ainda não foi implantado estudos que integrem 

as diferentes fases de produção de biomassa (agronômica) com processamento 

(engenharias, química), desta biomassa, para a produção de biocombustíveis, energia 

e produtos de alto valor agregado, o que indica um alto nicho de aproveitamento. 

 

2.1.2.6 Considerações finais 

A região litorânea do Nordeste do Brasil é uma área de tradição no cultivo de 

cana-de-açúcar para a produção de açúcar e etanol. Esta região abrange uma 

pequena fração da área total do Nordeste e, em algumas partes, o gradiente de 

precipitação se reduz e inviabiliza o cultivo desta cultura energética. É neste contexto 

que o cultivo do sorgo sacarino pode ser inserido, atuando como matéria-prima 

complementar à produção de combustíveis, energia e produtos de alto valor agregado. 

Como uso potencial, no semiárido brasileiro, apresenta-se as áreas irrigáveis para 

produção de energia e do subproduto (bagaço) para a alimentação animal. 

Para o aproveitamento da biomassa de sorgo sacarino, ainda são necessários 

vários esforços em diferentes áreas de pesquisa: 1) Melhoramento vegetal de 

cultivares de sorgo sacarino; 2) Melhora nas eficiências dos processos fermentativos, 

a partir do caldo; 3) Viabilidade de produção de etanol, a partir dos grãos de cultivares 

de sorgo, sem interferir, ou interferindo minimamente, na oferta de alimentos; 4) 

Design de processos de pré-tratamentos, hidrólise enzimática ou ácida, e fermentação 

de hidrolisados competitivos; 5) Integração das diferentes abordagens na produção 

de etanol, a partir da biomassa de sorgo sacarino e aproveitamento dos seus resíduos 

para geração de energia e outros produtos; e 6) Levantamento dos custos de 

produção de etanol a partir da biomassa de sorgo sacarino. 

 

2.1.3 Palma forrageira 

Pertencente à família Cactaceae, a palma forrageira é uma planta do tipo CAM 

(processo fotossintético conhecido como metabolismo ácido das crassuláceas), a qual 

é caracterizada por apresentar alta resistência aos longos períodos de estiagem e, 

sendo assim bem adaptadas à ambientes áridos e semiáridos (PINHEIRO et al., 
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2014). Esse mecanismo de adaptação é caracterizado pelo uso eficiente da água 

devido à absorção de dióxido de carbono à noite e sua conversão em biomassa pela 

luz solar durante o dia. Essa adaptação, em seu metabolismo, confere à planta a 

capacidade de crescer naquelas regiões onde a água é um importante fator limitante 

para o desenvolvimento agrícola. (PINHEIRO et al., 2014; QUEIROZ et al., 2015). 

Além disso, devido a essa propriedade, são 10 vezes mais eficientes no uso de água 

do que as plantas C4, que fixam carbono na forma de oxaloacetato, como a cana-de-

açúcar. Para vegetais C3 (vegetais que fixam carbono na forma de 3-fosfoglicerato), 

como a soja, essa capacidade pode chegar a 20 vezes. (SAMPAIO, 2005). 

Entre as variedades resistentes à cochonilha, as variedades Orelha de Elephant 

México e IPA-Sertânia foram as mais eficientes na produção de matéria fresca em 

condições de sequeiro, com valores em torno de 112,1 e 101,1 kg/ha/mm, 

respectivamente em relação à taxa de evaporação real das culturas (MOURA et al., 

2014). Por outro lado, a cana-de-açúcar, sob o mesmo regime, possui uma eficiência 

de 59,6 kg/ha/mm (OLIVEIRA et al, 2011). 

O Nordeste do Brasil é a maior área de palma forrageira do mundo, com cerca 

de 600.000 hectares. (JÚNIOR et al. 2013). Nesta região, são encontradas algumas 

variedades. Dentre elas, as mais abundantemente encontradas são a gigante, a 

redonda (ambas das espécies Opuntia ficus-indica) e a miúda (Nopalea cochenilifera) 

(SILVA; SANTOS, 2006, VASCONCELOS et al., 2009). No Instituto Agronômico de 

Pernambuco tem desenvolvido cultivares que sejam resistentes à cochonilha do 

carmim (VASCONCELOS et al., 2009). O cultivo de variedades resistentes à 

colchonilha é necessário, visto que essa praga dizima plantações da cactácea em 

questão. Assim, o cultivo dessas variedades garante a plantação dessa biomassa, 

principalmente pelo fato dela ser usada como reserva forrageira, de grande valor e 

impacto na pecuária da região (SILVA et al., 2014). 

A palma forrageira se credencia como alternativa para a produção de etanol 

também devido algumas características químicas/bioquímicas. Dentre elas, 

destacam-se a sua alta conversão de carboidratos fermentescíveis e sua baixa 

exigência nutricional, o que diminui os custos do seu cultivo (CUSHMAN et al., 2015), 

Ademais, esse vegetal dispõe de vasta disponibilidade, fácil plantio, ausência de 

entressafra (pelo fato de ser um vegetal perene), baixa necessidade de tecnologia 

para cultivo, baixo teor de lignina e alto conteúdo de celulose amorfa (NETO, 2010; 

YANG et al. 2015), o que diminui a necessidade de pré-tratamentos agressivos. 
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A produtividade de etanol, a partir da palma pode atingir valores 

correspondentes a 1490-1875 L/ha.ano-1 (Santos et al., 2016), em detrimento da cana-

de-açúcar (5300-9400 L/ha.ano-1) e a beterraba sacarina (5000-6000 L/ha.ano-1). No 

entanto, Alencar et al. (2018) fizeram apontamentos importantes, relacionados ao 

processamento desta biomassa. Eles destacaram que, devido as variedades IPA-

Sertânia e Orelha de elefante mexicana apresentarem valores de lignina <10%, e 

cristalinidade <8%, a palma não necessita de pré-tratamentos químicos. Isso se faz 

relevante, visto que a etapa de pré-tratamento corresponde de 15-30% dos custos do 

etanol de 2G. No entanto, o processo de secagem dessa biomassa requer muita 

energia, visto que ela armazena grandes volumes de água. Tratamentos biológicos, 

através do uso de bactérias, para obtenção de carboidratos para a produção de etanol 

de palma forrageira também foram relatados. Nesse sentido, Pectobacterium 

cacticida, dentre as eubactérias, demonstrou ser a mais promissora (BLAIR; YIM; 

CUCHMAN, 2021). 

 

2.2 HIDRÓLISE DE BIOMASSAS LIGNOCELULÓSICAS 

A hidrólise é uma das principais etapas da produção de etanol de segunda 

geração. É nela em que ocorre a quebra das cadeias de celulose e hemiceluloses, 

com o objetivo de se obter os monossacarídeos originários dessas matrizes. Aqui, 

destacamos a obtenção de glicose, pelo homopolímero, e xilose através do 

heteropolímero. A glicose e a xilose são os monossacarídeos base para produção de 

etanol e xilitol, respectivamente, devido ao fato da hexose ser a molécula que iniciará 

a via glicolítica, a qual, em anaerobiose, irá culminar na produção do álcool. Já em 

relação à pentose, na presença de oxigênio, essa molécula será convertida a xilitol. 

A hidrólise poder ser realizada através do uso de duas classes de moléculas: os 

ácidos ou as enzimas. Ambos os processos apresentam vantagens e desvantagens. 

No caso dos ácidos, as vantagens estão relacionadas ao fato de serem mais baratos, 

as reações serem realizadas com menos tempo, além de poderem agir sobre as 

matrizes celulósicas e hemicelulósicas indiscriminadamente, devido a ação não 

específica de soluções ácidas. Como exemplos mais comuns, estão os H2SO4 ou HCl. 

Em contrapartida, existe a necessidade do uso de altas temperaturas (100-150°C), 

formação de inibidores e correção de pH, para que os hidrolisados possam ser usados 

na etapa de fermentação (CHEUNG; ANDERSON, 1996; WINGREN; GALBE; 
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ZACCHI, 2003). Os compostos obtidos, através da hidrólise ácida da biomassa de 

cana-de-açúcar, são descritos na Tabela 2. A facilidade de obtenção desses 

compostos, da matriz hemicelulósica, se dá pelo fato do heteropolímero ser amorfo. 

Tabela 2 - Composição de hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar, em reator piloto.  

Propriedades físicas 

pH 0,97 

ºBrix 4,00 

Condutibilidade (mS) 40,20 

Carboidratos (g/L) 

D-xilose 19,19 

D-glicose 0,98 

L-arabinose 1,82 

Produtos da degradação dos 

carboidratos (g/L) 

(compostos furfurais) 

Furfural 0,08 

5-hidroxumetilfurfural 0,07 

 

Compostos fenólicos (g/L) 

Ácido gálico 0,04 

Ácido Vanílico nd* 

Ácido siríngico nd* 

Ρ-Ácido coumarílico 0,15 

Ácido ferulíco 0,12 

Aldeído protocatecuico 0,07 

Vanilina 0,08 

Ácido hidroxibenzóico nd* 

Total de compostos fenólicos 
(g/L) 

Compostos fenólicos (g/L) 1,95 

Ácido Acético (g/L) Ácido acético (g/L) 3,49 

Compostos Inorgânicos (mg/L) 

Cobre ˂0,10 

Ferro 554,40 

Cromo ˂0,10 

Cálcio 34,10 

Magnésio 51,10 

Sódio 41,00 

Potássio 103,90 

Manganês 8,20 

Zinco 6,50 

Níquel 27,80 

Enxofre 3433,60 
*nd = não detectado. 

Fonte: Adaptado de (RODRIGUES et al., 2010). 

 

Tizazu e Moholkar (2018) avaliaram o perfil de formação de carboidratos e 

compostos de degradação, a partir da hidrólise ácida do bagaço de cana-de-açúcar, 



29 
 

em diferentes temperaturas. Eles observaram que as condições ótimas, para a 

produção de hidrolisados, ricos em xilose (concentração: 9,00 g/L; yp/s = 0.76 g/g), foi 

120°C, durante o período de 30 minutos, usando 2% v/v de H2SO4, com carga de 

sólidos de 1:30 m/v. A partir da mesma biomassa, Sá et al. (2020) relataram a 

formação de 24,42 g/L de xilose, ao usar a proporção de 1:4 m/v de biomassa, usando 

o mesmo tempo de hidrólise, porém, com a concentração de 1,6% v/v de H2SO4. 

 Já em relação a hidrólise enzimática, as vantagens estão relacionadas, 

principalmente, à maior especificidade da reação, não formação de inibidores e maior 

rendimento de produto. Por outro lado, essas reações são mais demoradas e, os 

processos que usam enzimas ainda são mais onerosos que àqueles que utilizam 

compostos inorgânicos (SUBHEDAR; BABU; GOGATE, 2015). Nesse tipo de 

hidrólise, um coquetel enzimático atuará, principalmente na matriz celulósica. Nesse 

liquor, haverão enzimas da classe das exo-glucanases, as quais atuarão entre dois 

monômeros de celobiose. Em contrapartida, o outro grupo, denominado, 

endoglucanases, agirá na região amorfa da cadeia de celulose. Existe ainda um 

terceiro grupo, o qual é responsável por quebrar o dissacarídeo celobiose em dua 

moléculas de glicose.  A ele, damos o nome de β-glucosidases (GALBE; ZACCHI, 

2002). Na hidrólise enzimática da biomassa de palma forrageira, Alencar et al. (2018), 

obtiveram, ao aplicar a carga de 30 m/v de sólidos, valores de glicose maiores que 80 

g/L. Isso lhes conferiu, no processo fermentativo, concentrações de etanol >35 g/L e 

eficiências de fermentação >85%. 

 No entanto, algumas estratégias tem sido utilizadas para para melhorar ainda 

mais os rendimentos desse tipo de hidrólise. Uma alternativa é uso de proteínas 

acessórias como as expansinas. Essas moléculas atuam com o objetivo de afrouxar 

a estrutura rígida da celulose, e promover a hidrólise dessa fração da parede celular 

(ZHANG et al., 2021). Sendo assim, a partir do uso da expansina BsEXLX1, de 

Bacillus subtilis, num meio contendo endogluganases, a taxa de adsorção desse 

grupo de enzimas, à matriz celulósica, pode aumentar em quase 5 vezes (ZHANG et 

al., 2021). 

 Faz-se importante ressaltar que as enzimas celulolíticas podem ser inibidas 

pelo seu próprio produto, conforme foi demonstrado por Xiao et al. (2004). Nesse 

ensaio, eles observaram a inibição de 50% da atividade de β-glucosidase, ao adicionar 

100 g/L de glicose, em uma carga de sólidos celulósicos de 10%. No entanto, 
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alternativas como a fermentação e sacarificação simultâneas (SSF) podem diminuir 

esse efeito inibitório. 

 

2.3 FERMENTAÇÃO 

A produção de etanol é dependente de uma etapa denominada fermentação. 

Essa etapa inicia na fosforilação da glicose, no citoplasma celular, e culmina na 

conversão de acetaldeído a etanol. Essa reação ocorre devido a uma necessidade 

biológica da levedura, em equilibrar as concentrações molares de NAD+/NADH, 

disponíveis no citoplasma, com o objetivo de manter a via glicolítica em 

funcionamento. Na reação de conversão de gliceraldeído-3-fosfato a 1,3-

bifosfoglicerato, na glicólise, são reduzidos 2 NAD+, já que as reações, a partir da 

conversão de Frutose-1,6-bisfosfato a gliceraldeído-3-fosfato são duplicadas. Como a 

disponibilidade de oxigênio no meio é limitada, o direcionamento do piruvato para a 

cadeia respiratória é reduzido, e, por conseguinte, não haveria como restituir a 

concentração de NAD+ para manutenção da via glicolítica, havendo, por conseguinte 

o acúmulo de NADH no citoplasma.  

 

Figura 4. Produção de etanol, Saccharomyces cerevisiae, em condições anaeróbias. 

 

Fonte: GURDO (2016). 
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Sendo assim, como modo de manter essa via, o piruvato, através de uma 

descarboxilização (↑CO2), é convertido a acetaldeído, o qual, pela oxidação de NADH, 

na presença da acetaldeído desidrogenase, é convertido a etanol. Nessa oxidação, o 

NAD+ é restituído e pode voltar a ser utilizado na conversão de gliceraldeído-3-fosfato 

a 1,3-bifosfoglicerato. Por estas razões, a metabolização da glicose produz 2 mols de 

etanol e 2 mols de CO2, conferindo, à reação, um rendimento de 0,511 de etanol, para 

cada mol de glicose. 

Os organismos que conseguem fazer isso com maior eficiência são as 

leveduras. Não obstante, Saccharomyces cerevisiae é a levedura mais adaptada ao 

processo, devido alta eficiência fermentativa, alta capacidade de competição e 

sobrevivência no ambiente industrial (ANDRIETTA et al., 2007). Sendo assim, relatos 

dessa levedura atestam sua capacidade de fermentar desde hidrolisados ácidos, 

quanto enzimáticos, com altas eficiências e diversas biomassas. A variedade de 

vegetais estudados, para essa finalidade, permeia desde os mais tradicionais, como 

bagaço de cana-de-açúcar, até mesmo outros menos comuns, como sorgo sacarino, 

palma forrageira, algodão e batata doce (WANDERLEY et al., 2013, DUTRA et al., 

2013, ALENCAR et al., 2018; MALIK et al., 2020; RIZZOLO et al., 2021). 

No entanto, S. cerevisiae não dispõe da capacidade de metabolizar xilose a 

produtos como etanol e xilitol. Essa consideração se faz importante pois, hidrolisados 

provenientes de biomassas lignocelulósicas são compostos por uma riqueza de 

carboidratos, dentre os mais abundantes são a glicose e a xilose. O não 

aproveitamento da pentose restringe o potencial energético da biomassa. Sendo 

assim, pesquisadores identificaram uma levedura denominada Spathaspora 

passalidarum, a qual apresenta a capacidade de co-fermentar carboidratos como 

glicose, xilose e celobiose (NGUYEN et al., 2006; LONG et al., 2012). 

Já em relação à produção de xilitol, leveduras do gênero Meyerozyma, como a 

Meyerozyma guilliermondii e Meyerozyma caribbica, tem apresentado a capacidade 

de produzir esse carboidrato, além de produzir etanol (NAGARAJAM et al., 2021; 

TADIOTO et al., 2022). No entanto, a produção do açúcar de interesse industrial é 

dependente da disponibilidade de oxigênio no meio, em contrapartida à fermentação 

etanólica.  Assim, a presença de produtos com alto valor agregado, na rota de 

produção de etanol de segunda geração, principalmente quando realizado por uma 

levedura que tenha a capacidade de gerar ambos, é recomendado para auxiliar na 

viabilidade econômica do processo. Isso ocorre devido aos custos ainda relativamente 
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elevados para a produção de etanol 2G, exigindo, assim, que outros subprodutos 

sejam sintetizados. 
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3 OBJETIVOS 

3.1.1 Objetivo geral 

Avaliar aspectos da produção de etanol, a partir de blends de hidrolisados 

ácidos de biomassas lignocelulósicas e melaço, como alternativa para o período de 

entressafra da cana-de-açúcar no estado de Pernambuco. 

 

3.1.2 Objetivos específicos 

a) Determinar o melhor horário, e época do ano, para colheita da biomassa de 

palma forrageira; 

b) Determinar o tempo e a temperatura necessários para a secagem de palma 

forrageira, para o processo de hidrólise; 

c) Produzir etanol a partir de blends de hidrolisados ácidos de bagaço de cana de 

açúcar, bagaço de sorgo sacarino e palma forrageira, usando M. caribbica; 

d) Comparar a produção de etanol, nesses substratos, entre S. cerevisiae e M. 

caribbica; 

e) Avaliar a produção de xilitol por M. caribbica. 
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4 ARTIGO 1 - MEYEROZYMA CARIBBICA URM 8365 ISOLATED FROM 

SUGARCANE PLANTATION SOILS AND ITS POTENTIAL FOR ETHANOL 

AND XYLITOL PRODUCTION FROM ACID HYDROLYSATES OF 

LIGNOCELLULOSIC BIOMASSES 

 

INTRODUÇÃO 

A área de produção de cana-de-açúcar no Brasil é de cerca de 9.750 mil há, com 

a produção total de 642.070 toneladas de cana e produtividade média de 76,4 

toneladas ha-1. O estado de São Paulo lidera ambos os parâmetros, enquanto que 

Pernambuco é o segundo estado com maior área plantada e produção no nordeste 

brasileiro, com 251 mil ha de plantio e 11.500 mil toneladas de cana, e produtividade 

média de 54,1 toneladas ha-1 (CONAB, 2020). Todos esses valores de produção são 

reduzidos na entressafra da cana, fazendo com que a produção de etanol diminua 

nesse intervalo. Alternativas como o uso de melaço e bagaço de cana são sugeridas 

e já aplicadas, como forma de suprir essa demanda energética (LALUCE et al., 2016; 

CRUZ et al., 2021). Além disso, há o agravante de que cerca de 80% da área do 

estado de Pernambuco apresenta déficit hídrico, o qual se torna ainda limitante, na 

mesorregião do semiárido. Assim, sugere-se a ampliação da área plantada, por meio 

da utilização de outras biomassas lignocelulósicas, mais adaptadas aos climas áridos 

e semiáridos, como o sorgo sacarino e a palma forrageira. Essas plantas já foram 

relatadas como alternativas para esse processo, pois apresentam eficiências de 

fermentação satisfatórias, sem a necessidade de suplementação nutricional dos 

respectivos substratos, o que reduz os custos do processo (SANTOS et al, 2016; 

ALENCAR et al, 2018; DUTRA et al., 2018). A partir dessas fontes de biomassa 

lignocelulósica, é possível produzir hidrolisados ácidos, ricos em carboidratos. Esses 

licores açucarados podem, quando misturados ao melaço, contribuir para reduzir o 

efeito da entressafra na produção de etanol (PALMONARI et al., 2020; RASMEY et 

al., 2018; WU et al., 2020). Assim, essa demanda poderia ser alcançada, a partir da 

formulação de substratos mistos, utilizando uma levedura capaz de produzir etanol 

nestas condições. Nessas condições, leveduras do gênero Meyerozyma tem 

apresentado resultados associados tanto a produção de etanol, quanto xilitol, a partir 

de substrato como hidrolisados de biomassas lignocelulólicas e melaço (SANTOS et 

al., 2020; TADIOTO et al. 2022). A geração de produtos secundários, no conceito de 
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biorrefinaria, é importante para se tentar viabilizar, economicamente, os custos ainda 

elevados, inerentes à produção de etanol 2ºG. 

Neste contexto, o presente trabalho objetiva avaliar o potencial de M. caribbica, 

previamente isolada de canaviais pernambucanos, na fermentação de hidrolisados 

ácidos de biomassas lignocelulósicas e melaço, para a produção de etanol e xilitol. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Biomassa vegetal e Melaço 

A biomassa do bagaço de cana-de-açúcar foi cedida gentilmente por pela usina 

“Olho d’água”, enquanto que o bagaço do sorgo sacarino foi doado pelo Instituto 

Agronômico de Pernambuco (IPA). Já a palma forrageira foi coletada em uma estação 

do IPA, na cidade de Arcoverde - PE, e levada para o Laboratório de Energia da 

Biomassa, em Recife. Ao chegar, os cladódios desta biomassa foram lavados com 

água destilada, cortado em cubos e transferidos para liquidificador industrial, no qual 

foram convertidos a uma textura semelhante a um purê.  Essa pasta foi disposta em 

bandejas de alumínio, e mantidas em estufa de circulação de ar por 48h, a 105°C. Em 

contrapartida, os bagaços foram lavados com água destilada, sendo secos em estufa 

de circulação de ar, a 65°C, durante 48h. Após o processo de secagem, as biomassas 

foram trituradas, em moinho de facas, até atingir a granulometria de 20 mesh, e 

armazenadas em bombonas de 200 L. O melaço foi gentilmente cedido pela Destilaria 

Agroindustrial de Ipojuca, localizada no município de Ipojuca, Pernambuco, Brasil. 

 

Produção de hidrolisados ácidos e formulação dos blends com melaço 

Os hidrolisados de bagaços de cana-de-açúcar, sorgo sacarino e biomassa de 

palma forrageira foram produzidos aplicando-se uma carga sólida de 10 m/v para os 

bagaços e 15% m/v para palma forrageira. As hidrolises foram realizadas em 

erlenmeyers de 500 mL, usando a solução de H2SO4, a 1,5 % v/v, com volume 

reacional de 300 mL (CHEN et al., 2012). A reação ocorreu em autoclave, a 121°C, 

durante 30 minutos. Posteriormente, os frascos foram resfriados em banho de gelo e 

a suspensão foi transferida para tubos do tipo Falcon, de 50 mL, para centrifugação. 

Os parâmetros, para este processo, foram 3600 rpm e 5 minutos. Em seguida, a fração 

líquida foi armazenada, a -20C, em frascos âmbar de 1L. Este procedimento foi 

repetido até obter-se o volume de cerca de 2L de cada tipo de hidrolisado. 
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Já os blends foram formulados conforme descrito na Tabela 2.1, tendo sido 

preparados em volumes de 2L. 

Tabela 2. 1. Blends formulados a partir de hidrolisados ácidos de bagaços de cana-de-açúcar e sorgo 

sacarino, biomassa de palma forrageira e melaço. 

Blends 

Composição (%) Concentração inicial 

de carboidratos 

fermentescíveis 
Melaço SCB SSB CPB 

M1 70,00 10,00 10,00 10,00 504,56 

M2 50,00 16,67 16,67 16,67 306,97 

M3 25,00 25,00 25,00 25,00 108,80 

M4 10,00 30,00 30,00 30,00 36,63 

Fonte: A autora (2022). 

Crescimento microbiológico e fermentação de hidrolisados ácidos e blends 

As fermentações, usando como substrato, o melaço, os hidrolisados ácidos e 

os blends foram realizados conforme descrito por Alencar et al., 2018. Primeiramente, 

a levedura M. caribbica foi crescida em meio YPD, contendo 20 g/L de glicose, 20 g/L 

de peptona e 10 g/L de extrato de levedura. O volume de 100 mL deste meio de 

crescimento foi transferido para um erlenmeyer de 250mL, sendo, em seguida, o 

conjunto, esterilizado, em autoclave, por 20 minutos, a 121°C. Ao frasco, foram 

transferidas, a partir de colônias previamente crescidas em placas de petri, com 

células de M. caribbica. Este pré-inóculo foi mantido em mesa incubadora rotativa, a 

30°C e 250 rpm. Após 24h, esta suspensão microbiológica foi dividida e transferida 

para 2 erlenmeyers de 2L, previamente esterilizados, os quais continham, cada um, 

200 mL meio YPD. A cada 24h, o volume reacional de inóculo era dobrado, a partir da 

adição do meio de crescimento. Esse procedimento foi repetido por 4 dias. Ao final, 

as suspensões foram distribuídas em tubos do tipo Falcon, de 50 mL cada. O conjunto 

foi centrifugado, a 3600 rpm, durante 5 minutos. Esse procedimento foi repetido até 

cada um dos tubos ter 2g de levedura. Ao final da última centrifugação, foi adicionado 

10mL de solução de NaCl, a 0,9% m/v, para a manutenção celular. Os tubos com as 

células foram mantidos, até o dia seguinte, em geladeira, a 4°C. No dia seguinte, 

ocorreu nova centrifugação e, após o descarte do sobrenadante, foram transferidos 

18 mL de cada um dos substratos para cada um dos tubos, a fim de se realizar as 

primeiras fermentações. Nestas, avaliou-se a capacidade de M. caribbica produzir 
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etanol, a partir dos hidrolisados ácidos das biomassas lignocelulósicas e do melaço, 

diluído 6 vezes, previamente. As fermentações ocorreram no período de 72h, a 30°C, 

em modo estático, em duplicata. Houve coleta de amostras em 0, 6, 24, 48 e 72h. 

O segundo conjunto de fermentações ocorreu, utilizando como substrato, os 

blends apresentados na Tabela 2.1. Porém, nestes experimentos, cujo objetivo era 

avaliar a possibilidade de produção de etanol, em altas concentrações de 

carboidratos, utilizou-se, além da M. caribbica, S. cerevisiae como micro-organismo 

referência. Os ensaios aconteceram sob as mesmas condições que as fermentações 

anteriores, ou seja, mesma capacidade do tubo Falcon, relação micro-

organismo:volume reacional, tempo, temperatura, modo estático e intervalo de coleta 

de amostras, às 0, 6, 24, 48 e 72h. 

Para o ensaio da hierarquia de consumo, durante a fermentação, por M. 

caribbica, foi produzida uma solução de sacarose, glicose e frutose, contendo 8g/L de 

cada carboidrato. Desde modo, foi transferido, para o tubo Falcon, contendo a 

levedura previamente crescida e centrifugada, 45 mL da solução de carboidratos. 

Amostras foram coletadas a cada 1 hora, durante o período de 12h. 

A relação glicose/xilose adequada também foi avaliada, em ensaios utilizando 

meio sintético, com a proporção de glicose e xilose de 1:5, 1:8, 1:10, 1:15 e 1:25 em 

duas condições de cultivo: estático (sem agitação) ou com agitação a 70 rpm. Os 

experimentos foram realizados por 120 horas, a 30°C, com coletas de amostras a 

cada 24 horas. A biomassa inicial 100 g/L, previamente preparada em meio YPD, 

conforme descrito acima. Todos os ensaios foram realizados em duplicata biológica. 

 

Métodos analíticos 

Os metabólitos (glicose, xilose, ácido acético, glicerol, sacarose, frutose e etanol) 

foram identificados por Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), no dispositivo 

Agilent Technologies 1200 Series, usando coluna HPX87H+ (BioRad), a 35°C. Como 

fase móvel, foi utilizado o ácido sulfúrico, 5 mM, na vazão de 0,6 mL/min. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A capacidade de M. caribbica URM8365 fermentar hidrolisados de biomassas 

lignocelulósicas foi avaliada. A referência foi o melaço de cana-de-açúcar, o qual é 

composto por uma mistura de sacarose, glicose e frutose (Figura 1a). A sacarose foi 

completamente consumida, seguida pela glicose. A concentração de frutose 

aumentou durante o consumo de sacarose, indicando que as células excretam 

invertase e hidrólise de sacarose no meio. O etanol foi produzido para atingir o 

rendimento final de 0,39 g/g (Figura 1a). Foram produzidos três hidrolisados vegetais 

diferentes.  

Figura 2. 1. Produção de etanol, por M. caribbica, em melaço e hidrolisados ácidos de biomassa de 

cana-de-açúcar, sorgo sacarino e palma forrageira. 

 

Fonte: A autora (2022). 

O bagaço da cana-de-açúcar liberou mais xilose e menos glicose (Figura 1b) do 

que o bagaço do sorgo sacarino (Figura 1c). Os hidrolisados de palma forrageira 

apresentaram uma enorme quantidade de glicose devido ao alto índice de celulose 

amorfa, cerca de 70%, além de baixo teor de lignina (YANG et al, 2015). Em 
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experimentos estáticos, toda a glicose foi consumida pelas células para produzir 

etanol nos três substratos, enquanto a xilose permaneceu intocada. Os rendimentos 

de etanol foram calculados como 0,42 g/g para cana-de-açúcar, 0,45 g/g para sorgo 

e 0,49 g/g para palma forrageira. 

Posteriormente, os testes realizados com os blends de hidrolisados e melaço 

foram fermentados por M. caribbica URM8365 e S. cerevisiae JP1. Os resultados 

obtidos sugerem que M. caribbica pode se adaptar a ambientes com altas 

concentrações de carboidratos iniciais, além de detalhar sua preferência de consumo, 

relacionada aos carboidratos glicose, sacarose e frutose (Figura 2). Nesses dados, 

observa-se que a sacarose é metabolizada primeiramente a partir de uma invertase 

extracelular, independentemente da concentração inicial de carboidratos. Isso é 

suportado pelo acúmulo de carboidratos glicose e frutose no meio (Figura 3).  

Figura 2. 2. Hierarquida de consumo, na fermentação dos carboidratos sacarose, glicose e fructose, 

por M. caribbica URM8365. 

 

Fonte: A autora (2022). 

Nos ensaios M1 (Figuras 3a e 3b), para ambas as leveduras, mais de 73% da 

sacarose disponível foi metabolizada. Além disso, em M. caribbica, houve, 

concomitantemente, a assimilação de glicose no meio. No entanto, em ambos os 

testes, a produção de etanol não foi observada. Entretanto, nos ensaios com substrato 

M2 (Figuras 3c e 3d), o etanol foi produzido exclusivamente por M. caribbica, porém, 

em baixas concentrações (5 g/L) e somente após 48 horas do processo. Isso indica 

que M. caribbica pode se adaptar e produzir etanol em meios cujas concentrações 
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são superiores a 300 g/L de carboidratos fermentáveis. Deve-se notar também que 

isso ocorreu, mesmo sem quaisquer suplementos nutricionais, que visam melhorar 

essas assimilações. 

Já no M3 (Figuras 4e e 4f), a resposta parece ser a mais promissora. Ao utilizar 

25% de cada um dos substratos testados, a produção de etanol chega a 50 g/L, 

superando o mínimo exigido, segundo Larsen et al. (2008). Os parâmetros de 

fermentação para M3 foram Y = 0,46 g/g e Ef = 90,60%. Além disso, toda a sacarose 

foi convertida em glicose e frutose, em 24h, e toda a glicose foi assimilada em 48h. 

Ainda há frutose residual, o que pode gerar ainda mais álcool ao longo do tempo. Isso 

é sugerido pela curva ascendente de produção de etanol, a partir de 48h, e pela curva 

descendente de frutose, a partir de 24h. Nos ensaios com S. cerevisiae, para o mesmo 

meio, a assimilação dos monossacarídeos foi mais lenta, com concentrações ainda 

elevadas de glicose e frutose ao final do tempo de 72h, quando comparadas com M. 

caribbica. Esse comportamento indica certa dificuldade de S. cerevisiae em converter 

esses carboidratos em etanol, nas condições de meio propostas. 

Na última condição avaliada, M4 (Figuras 4g e 4h), glicose, frutose e sacarose 

foram completamente consumidos em 48h. A produção de etanol, para ambas as 

leveduras, foi de aproximadamente 7 g/L. Ou seja, em baixas concentrações de 

carboidratos, as diferenças nas respostas, no que diz respeito à concentração de 

etanol produzido, na comparação entre as duas leveduras, não são significativas. 

Em testes realizados com uma mistura de 40% v/v de melaço e 60% de 

hidrolisado de palha de arroz pré-tratado, com suplementação de nitrogênio e fontes 

minerais, obteve-se uma concentração de etanol de 97 g/L e rendimento de 0,46 g/g 

(PANDEY et al., 2022). Na mistura de xarope de açúcar celulósico (CCS) e melaço, 

na proporção 20:80, suplementado com uréia, após 48 horas de fermentação, obteve-

se 75 g/L, com 92% de eficiência (NETSOPA et al., 2022). Esses ensaios são 

semelhantes às condições de substrato propostas em M3, ou seja, com 

concentrações de carboidratos fermentáveis abaixo de 250 g/L. No entanto, em 

ambos os estudos, as fermentações foram realizadas por cepas de S. cerevisiae. Em 

comparação com os resultados obtidos no presente trabalho, observa-se que a 

eficiência fermentativa de M caribbica, em M3, é semelhante à obtida por S. 

cerevisiae, com suplementação nutricional, relatada em outros trabalhos. Isso confere 

uma vantagem econômica ao uso de M caribbica, durante o processo, já que não 
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haveria a necessidade desse tipo de adição nutricional, em detrimento de S. 

cerevisiae. 

 

Figura 2. 3. Fermentação de M. caribbica e S. cerevisiae, em blends de hidrolisados ácidos e melaço. 

 

Fonte: A autora (2022). 

Por outro lado, as fermentações de alta gravidade (HGV), caracterizadas por 

concentrações de carboidratos >250 g/L, são normalmente realizadas com a adição 

gradual do substrato ao reator, a fim de não afetar substancialmente o metabolismo 

celular. No entanto, neste trabalho os processos foram realizados em batelada, o que 

confere uma situação de maior estresse e rearranjo metabólico às leveduras. Isso 

indica que M. caribbica parece se adaptar melhor a essas situações de estresse do 

que S. cerevisae JP1, conseguindo, mesmo assim, produzir etanol. 

Outro fator que parece interferir substancialmente, para esse tipo de 

fermentação, é a nutrição e a carga inicial das células. Na fermentação da mistura de 

caldo de cana, rico em minerais, e melaço, com 15% v/v de carga de S. cerevisiae, 

em sistema contínuo, obteve-se a produção de 135 g/L de etanol, em 30h, (CRUZ et 

al., 2021). A concentração total de carboidratos foi de 300 g/L, gerando uma eficiência 

fermentativa de 90%. Nos ensaios com caldo de sorgo sacarino, as concentrações de 

etanol podem chegar a 160 g/L, a partir de uma concentração de carboidratos de 330 
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g/L, em meio suplementado com 16 mM de uréia (APPIAH-NKANSAH et al. 2018). 

Esses dados indicam, portanto, que de fato, fatores como nitrogênio e fontes de 

nutrientes são essenciais para obter melhores resultados, no que diz respeito às 

fermentações de alta gravidade. Assim, o atraso e a baixa eficiência na produção de 

etanol nos testes M2 podem ser justificados. 

Além dos ensaios com blends, também foram realizados testes envolvendo a 

fermentação e xilose por M. caribbica. Deste modo, glicose e xilose foram misturadas 

em diferentes proporções para definir a melhor composição de carboidratos nos 

substratos (Figura 4). Em experimentos estáticos, no qual o sistema rapidamente se 

torna anaeróbico, devido à alta densidade celular, a produção de etanol não foi 

observada quando a quantidade de glicose foi muito baixa (1 g/L), mesmo em excesso 

de xilose. A pouca xilose consumida foi transformada em xilitol, após 72 h de cultivo 

(Figuras 4a a 4d). Nesses casos, a eficiência de produção de xilitol se aproximou de 

100%, embora quase toda a xilose tenha ficado no meio. Quando a quantidade de 

glicose foi aumentada (3 g/L), o etanol foi inicialmente produzido até a exaustão da 

glicose e o rendimento de etanol foi de 0,16 g/g na proporção de glicose para xilose 

de 1:5 (Figura 5b) e 0,33 g/g a 1:8 (Figura 4e). O xilitol foi produzido após 72h na 

proporção 1:5 (Figura 4b) e após 48h na proporção 1:8 (Figura 4e).  

Na proporção glicose-xilose de 1:10, o maior rendimento de etanol (0,48 g/g) 

foi observado simultaneamente com o maior rendimento de xilitol (0,46 g/g). Neste 

caso, observou-se um consumo mais rápido de xilose (Figura 4c). Quando o sistema 

foi submetido à baixa agitação (70 rpm), o mínimo aporte de oxigênio fez com que a 

xilose fosse assimilada mais rapidamente e transformada, em xilitol 

independentemente da presença de glicose (Figuras 5f a 5j). Neste caso, ficou claro 

que a menor quantidade de xilose (15 g/L) com a maior proporção de glicose para 

xilose (1:5) resultou na melhor eficiência geral de fermentação, com um rendimento 

de xilitol de 0,88 g/g e muito pouca xilose residual (Figura 4b). 
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Figura 2. 4. Experimentos de fermentação utilizando Meyerozyma caribbica URM836,5 em meio 

contendo diferentes proporções de glicose e xylose, em condições estáticas (a-e) e agitadas a 70 rpm 

(f-j). 

 

Fonte: A autora (2022). 

Quando a quantidade inicial de xilose foi aumentada para 25 g/L, o rendimento 

de xilitol foi um pouco superior a 0,9 g/g com a penalidade de maior açúcar residual, 

independentemente da quantidade inicial de glicose (Figuras 4i e 4j). Curiosamente, 

o menor rendimento de xilitol de 0,46 g/g foi calculado na concentração média de 

xilose e proporção intermediária de açúcar de 1:10 (Figuras 4h). Esta foi a melhor 

condição para a produção de xilitol em experimentos estáticos (Figuras 4c). Assim, é 

necessário adequar as condições de fermentação para produzir simultaneamente 

etanol e xilitol pelas células da levedura. Este valor de rendimento de xilitol pareceu 

muito atrativo do ponto de vista industrial quando comparado a relatórios recentes. 

Tadioto et ai. (2022) obtiveram rendimento de xilitol de 0,32 g/g a partir de meio YNB 

contendo xilose a 20 g/L, enquanto Nagarajan et al. (2021) relataram rendimento de 

xilitol de 0,44 g/g em meio sintético de xilose após suplementação com (NH4)2SO4, 

Na2HPO4 e extrato de levedura. Embora a suplementação de substrato com sais seja 

acessível, o uso de suplementos complexos como extrato de levedura e peptona é 

proibitivo devido aos altos custos que pode impor ao processo industrial. 
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CONCLUSÃO 

 

Os ensaios demonstraram que, na mistura de melaço e hidrolisados ácidos dos 

bagaços de sorgo sacarino e cana-de-açúcar e da biomassa de palma forrageira, com 

as proporções de 25% para cada um dos substratos (condição M3), é possível 

produzir mais de 50 g/L de etanol, utilizando M. caribbica como levedura 

fermentadora. A proposta do uso deste micro-organismo se faz devido a resposta 

fermentativa de S. cerevisiae JP1 não ter sido promissora, para as condições 

avaliadas. Nesse sentido, considerando-se apenas as condições testadas no presente 

trabalho, sugere-se que a composição do meio de fermentação M3 é a ideal para 

auxiliar a produção de etanol, no período de entressafra da cana-de-açúcar, desde 

que se utilize, na dorna de fermentação, a levedura M. caribbica. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A partir dos dados obtidos, tanto no artigo intitulado “Bioethanol production from 

cactus cladode biomass: considerations of harvesting time, dry matter concentrations, 

and enzymatic hydrolysis”, quanto no artigo submetido  “Meyerozyma caribbica URM 

8365 isolated from sugarcane plantation soils and its potential for ethanol and xylitol 

production from acid hydrolysates of lignocellulosic biomasses” é possível fazer as 

seguintes considerações: (1) A biomassa de palma forrageira, visando sua hidrólise 

enzimática, deve ser coletada até as 4:00h da amanhã; (2)  Para se atingir a carga de 

30% m/v de sólidos, de modo que se tenha o menor gasto energético, deve-se secar 

a palma forrageira durante 12h, a 105ºC; (3) Que a partir do blend composto por 25% 

de melaço, 25% de hidrolisado ácido do bagaço de sorgo sacarino, 25% de hidrolisado 

ácido de cana-de-açúcar e 25% do hidrolisado ácido de palma forrageira (condição 

M3), é possível produzir mais de 50 g/L de etanol, utilizando M. caribbica como 

levedura fermentadora. Nesse sentido, considerando-se apenas as condições 

testadas no presente trabalho, sugere-se que a composição do meio de fermentação 

M3 é a ideal para auxiliar a produção de etanol, no período de entressafra da cana-

de-açúcar, desde que se utilize, na dorna de fermentação, a levedura M. caribbica.  
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ANEXO A – ARTIGOS PUBLICADOS SEM VÍNCULO COM A TESE 

 Os artigos adicionados à esta sessão foram produzidos durante o período de 

doutorado da aluna. Ao longo dos quatro anos de doutoramento, a aluna desenvolveu 

pesquisas relacionadas à produção de etanol, a partir de biomassas lignocelulósicas. 

Os estudos abordaram desde problemáticas relacionadas às etapas de pré-

tratamento e hidrólise (ácida e/ou enzimática), quanto a fase fermentativa. No primeiro 

artigo adicionado, a doutoranda foi responsável por toda a parte experimental, bem 

como escrita, relacionada às sessões de “resultados e discussão” e “materiais e 

métodos”. No processo de revis No segundo artigo adicionado, “Production and 

Application of Lignin-Based Chemicals and Materials in the Cellulosic Ethanol 

Production: An Overview on Lignin Closed-Loop Biorefinery Approaches”, a autora 

desta tese redigiu toda a sessão relacionada ao uso de lignina na etapa de hidrólise 

enzimática. No terceiro artigo, “Valorization of Sugar-Ethanol Industry Waste Vinasse 

for Increased Second-Generation Ethanol Production Using Spathaspora 

passalidarum Yeast Strains”, a autora da presente tese colaborou na organização dos 

dados e escrita da sessão de “resultados e discussão”. No último manuscrito, 

“Chemical pretreatment of sugarcane bagasse with liquid fraction recycling” a 

doutoranda colaborou no ensinamento da técnica de reciclo de pré-tratamento à 

primeira autora do manuscrito, bem como escreveu sessões relacionadas a pré-

tratamento e hidrólise. 
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