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RESUMO 

 

Nas últimas décadas tem se intensificado o estudo de estratégias que proporcionem 

melhores rendimentos em etanol a partir do uso de biomassas lignocelulósicas. Neste 

trabalho foi utilizado o resíduo agroindustrial do processo de beneficiamento do óleo do 

dendê (Elaeis guineensis) para obtenção de um hidrolisado ácido hemicelulósico para 

posterior fermentação. O hidrolisado foi obtido através da utilização de ácido sulfúrico 

diluído o qual se mostrou eficiente na solubilização da hemicelulose. Três métodos de 

destoxificação dos inibidores foram testados dentre os quais se destacaram os tratamentos 

por carvão ativado e a combinação do tratamento empregando overliming e carvão 

ativado, com remoção de compostos fenólicos, furfural e 5-hidroximetilfurfural acima de 

90% do hidrolisado. As linhagens de Scheffersomyces stipitis NRRLY 1214 e NRRLY 

7124 apresentaram os maiores valores de etanol, com valores correspondentes de 6,2 e 

6,13 g L-1, no meio destoxificado por overliming com suplementação. Estas linhagens, 

neste mesmo meio, alcançaram as maiores taxas de Yp/s (0,32 e 0,33) e Ef (64,46 e 

64,89%). Os dados obtidos corroboram que as linhagens estudadas apresentam potencial 

para a fermentação da fração hemicelulósica da torta de dendê. O uso de meio de 

hidrolisado ácido da torta de dendê, sem suplementação, se mostra inviável nas condições 

testadas, pois reflete em valores insignificantes de etanol. Os dados obtidos contribuirão 

de forma positiva no aproveitamento de resíduos agroindustriais, bem como para os 

avanços na área de obtenção de etanol de segunda geração. 

 

Palavras-chave: Bioetanol. Hemicelulose. Hidrólise ácida. Scheffersomyces stipitis. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

In recent decades, the study of strategies that provide better yields in ethanol from 

lignocellulosic biomass has intensified. In this study we used the agroindustrial residue 

from the palm oil milling process (Elaeis guineensis) to obtain an acid-hydrolyzed 

hemicellulose for fermentation. The hydrolyzate was obtained using dilute sulfuric acid, 

which was efficient at dissolving the hemicellulose. Three methods of detoxification of 

inhibitors were tested, including the use of activated carbon treatment and a combination 

treatment employing overliming and activated carbon. Greater than 90% of the phenolic 

substances, furfural and 5-hydroxymethylfurfural were removed from the hydrolysis 

product. The NRRLY 1214 and NRRLY7124 strains of Scheffersomyces stipitis produced 

the highest yields of ethanol, 6.2 and 6.13 g L-1, in the medium detoxified by the 

overliming procedure. These strains achieved the highest rates of Yp / s (0.32 and 0.33) 

and Ef (64.46 and 64.89%) in the same medium. The data confirm that these strains have 

a potential for fermentation of the hemicellulose fraction of palm kernel cake. The use of 

the acid hydrolyzate of palm kernel cake without supplementation was shown to be 

unfeasible under the conditions tested, as reflected in the insignificant yields of ethanol. 

The data obtained will contribute positively to the use of agro-industrial waste, as well as 

to advances in the area of the production of second-generation ethanol. 

 

Keywords: Bioethanol. Hemicellulose. Acid hydrolysis. Scheffersomyces stipitis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O aumento da demanda de energia nos últimos anos, somado ao aquecimento 

global e esgotamento das fontes fósseis de energia tem se tornado um dos grandes 

desafios para a comunidade científica. Nesta conjuntura, a indústria do bioetanol tem se 

desenvolvido de forma progressiva nas últimas décadas, principalmente, por meio do uso, 

aplicação e incremento de novas técnicas que visam o favorecimento desse crescimento. 

Dentre as estratégias para o desenvolvimento do uso de energia renovável, tem-se o 

aproveitamento de biomassas lignocelulósicas, que nos últimos anos tem merecido 

atenção sendo alvo de vários estudos científicos. Algumas biomassas lignocelulósicas 

figuram como matérias-primas atrativas para a produção de bioetanol (TOQUERO & 

BOLADO, 2014; GUTIERREZ-RIVERA et al., 2015), dentre estas tem-se o dênde 

(Elaeis guineensis), cultura agrícola dominante em muitos países como a Malásia e 

Indonésia, que são os dois maiores produtores de óleo deste fruto do mundo. Gan & Li 

(2014) e Lam et al. (2009), reportaram que esta cultura tem destaque principalmente 

devido ao seu alto rendimento em óleo, o qual pode ser explorado na produção de 

biodiesel. Na América do Sul, o Brasil é o terceiro maior produtor depois da Colômbia e 

do Equador, produzindo 340 milhões de toneladas, o que representa 0,58% da produção 

de óleo de dendê em todo o mundo. O Brasil tem uma área potencial para cultivar o 

dendezeiro com cerca de 70 milhões de hectares, o que pode torna-lo um dos maiores 

produtores mundiais (MEDINA et al., 2015).  

Em paralelo com a produção de óleo, a massa fibrosa proveniente da separação 

(debulhamento) dos frutos do cacho [oil palm empty fruit bunches (OPEFB)] e a torta 

fibrosa residual produzida após o processo de extração do óleo dos frutos frescos [palm 

pressed fiber (PPF)] são coprodutos gerados que não possuem destino certo (Shinoj et al., 

2011). Todavia, este resíduo tem despertado interesse na produção de etanol de segunda 

geração devido aos consideráveis conteúdos de celulose e hemicelulose presentes na 

parede celular desta cultura (ZAKARIA et al., 2014; ZAKARIA et al., 2015, SHINOJ et 

al, 2011) 

O etanol lignocelulósico envolve algumas variáveis que contribuem de forma 

significativa para o desempenho do processo fermentativo. Dentre estas, temos as etapas 

de pré-tratamento que devido à recalcitrância do material lignocélulosico, torna-se 

necessária de forma a superar tal condição. As metodologias de pré-tratamento referem-
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se à solubilização e/ou remoção das frações que compõe a biomassa lignoceluósica 

(GUPTA & VERMA, 2015). As três principais formas de pré-tratamento dessas 

biomassas utilizam processos biológicos, físicos ou químicos. Dentre estas, os métodos 

químicos que utilizam ácidos diluídos vêm sendo amplamente empregados a fim de 

solubilizar a fração hemicelulósica, que resulta, principalmente, em açúcares como a D-

xilose, L-arabinose, D-glicose e outros (CERVERÓ et al., 2010; MENON et al., 2012). 

A D-xilose é o açúcar mais abundante formado nos processos de hidrolise da 

hemicelulose (SILVA et al., 2012; KUNDU et al., 2015). No entanto, a Saccharomyces 

cerevisae, levedura comumente empregada nos processos de fermentação de glicose a 

etanol, não possui habilidade para converter açúcares de cinco carbonos, no processo de 

transformação a etanol. Sendo assim, a fim de alcançar maiores rendimentos por meio da 

utilização destes açúcares nos processos de fermentação, faz-se necessário o uso de 

micro-organismos especializados, como a Scheffersomyces stipitis (KURTZMAN et al., 

2010), descrita anteriormente como Pichia stipitis (PIGNAL, 1967), que apresenta a 

capacidade de metabolizar tais açúcares. Esta levedura tem sido amplamente utilizada nos 

processos de fermentação provenientes de hidrolisados hemicelulósicos para a produção 

de álcool (AGBOGBO et al., 2006; MATEO et al., 2013; GUPTA et al., 2012) devido a 

sua eficiente capacidade de metabolizar a D-xilose. Além das pentoses esta levedura é 

capaz de fermentar açúcares como glicose, manose, galactose e celobiose que também 

estão presente no processo de hidrólise (SILVA et al., 2012). Porém, várias substâncias 

definidas como toxicas e inibidoras do processo fermentativo são formadas durante as 

etapas de hidrolise ácida do material lignocelulósico (CAMESASCA et al., 2015; 

KUNDU et al., 2015) diminuindo assim, as taxas de rendimento e produtividade do 

processo por afetar de forma negativa o metabolismo do micro-organismo (SUN et al., 

2012). Dentre os principais inibidores, provenientes da etapa de hidrólise, tem-se os 

compostos fenólicos, formados a partir da degradação da lignina (GUPTA et al., 2012); 

o furfural e o 5-hidroximetilfurfural produzidos a partir da desidratação das pentoses e 

hexoses, respectivamente (MATEO et al., 2013) e ainda, o ácido acético proveniente da 

hidrólise ácida dos grupamentos acetila da hemicelulose (KUNDU et al., 2015). Por tanto, 

visando reduzir os impactos desses inibidores no metabolismo microbiano e 

consequentemente aumentar as taxas de rendimento do processo faz-se necessário uma 

etapa adicional de destoxificação. A etapa de destoxificação se apresenta como uma 

estratégia de remoção total ou parcial dos compostos tóxicos formados durante o pr-e-

trtamento que findam por minimizar os pronunciados efeitos no desempenho da 
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fermentação. Dentre os principais tratamentos, o carvão ativado e hidróxido de cálcio 

(overliming) têm sido utilizados nos processos de destoxificação do hidrolisado 

hemicelulósico (CHI et al., 2013; MATEO et al., 2013; KAMAL et al.  2011). Neste 

contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito dos processos de 

destoxificação por carvão ativado, overliming e a combinação dos dois tratamentos no 

desempenho de três linhagens de Scheffersomyces stipitis na fermentação alcoólica de 

hidrolisados hemicelulósicos da torta de dendê. 
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2. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito dos processos de destoxificação por carvão ativado, overliming e a 

combinação dos dois tratamentos no desempenho de três linhagens de Scheffersomyces 

stipitis na fermentação alcoólica de hidrolisados hemicelulósicos da torta de dendê. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

Avaliar a eficiência dos três métodos de destoxificação (carvão ativado, 

overliming e a combinação dos dois métodos, carvão ativado e overliming) na remoção 

de compostos fenólicos, ácido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural do hidrolisado 

ácido hemiceluósico da torta de dendê. 

Avaliar a produção de etanol pelas três linhagens de Scheffersomyces stipitis 

frente ao hidrolisado ácido hemicelulósico da torta de dendê com e sem os processos de 

destoxificação. 

Avaliar o efeito da diluição dos hidrolisados ácidos da torta de dendê com e sem 

os processos de destoxificação, a partir da adição de uma fonte nutricional, no 

desempenho fermentativo das três linhagens de Scheffersomyces stipitis. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Etanol de 2ª geração e suas biomassas lignocelulósicas 

 

O aumento da demanda de energia nos últimos anos, somado ao esgotamento das 

fontes fósseis de energia e ao aquecimento global tem se tornado um dos grandes desafios 

para a comunidade científica (TRUMBO & TONN, 2016; KOIZUMI, 2015). O planeta 

contém uma grande quantidade de fontes energéticas não renováveis, muitas destas 

esgotáveis na escala de tempo humano, pois apesar dos incentivos na produção de energia 

a partir de fontes renováveis, a grande maioria dos países ainda depende das fontes não 

renováveis (TRUMBO & TONN, 2016). Alguns cientistas têm relatado que a sociedade 

atingiu, ou atingirá em breve, o máximo de exploração de petróleo, e que após esse 

período de exploração a produção começará a declinar (HALLOCK et al., 2014). Mohr 

et al. (2015) analisaram a projeção da produção de carvão, gás natural e petróleo no 

mundo para as próximas décadas e relataram que o declínio na produção de petróleo 

ocorrerá em aproximadamente 84 anos, para o carvão em 34 e para o gás natural, 44 anos. 

Estas circunstâncias, juntamente com protocolos políticos e fatores econômicos levaram 

uma mudança global de paradigma quanto aos combustíveis alternativos que ofereçam 

um desenvolvimento mais sustentável, que sejam renováveis e que zelem pela 

preservação do meio ambiente (AKHLAGHI et al., 2015).  

Dentre as propostas viáveis para substituição dos combustíveis fósseis, os 

biocombustíveis têm se mostrado potenciais, pois são obtidos da biomassa vegetal ou 

orgânica que apresentam baixo custo e estão disponíveis de forma abundante no planeta 

(SERNA et al., 2016). ZIOLKOWSKA (2014) classificou os biocombustíveis em dois 

grupos: (I) os convencionais produzidos a partir de culturas comestíveis (etanol a partir 

de milho, beterraba sacarina, cana de açúcar, cereais, mandioca e outras fontes de 

açúcares; biodiesel a partir de óleos vegetais, por exemplo, soja, girassol e óleo de palma) 

e (II) os avançados que abrangem tanto o etanol celulósico produzido a partir de resíduos 

agrícolas, resíduos florestais, resíduos sólidos urbanos, quanto o biodiesel produzido a 

partir de microalgas.  

Os biocombustíveis produzidos a partir de matérias-primas convencionais (grupo 

I) confrontam com a produção de alimento, o que gera discussão em torno do tema. 

Alguns cientistas argumentam a respeito da mudança do uso do solo, que são destinados 

para produção de energia em detrimento com a indústria de produção de alimentos e que 
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este fato teria um impacto sobre o preço dos alimentos, o que certamente, afetaria 

principalmente os países subdesenvolvidos (TOMEI & HELLIWELL, 2015; KOIZUMI, 

T., 2015). Por outro lado, os biocombustíveis avançados (grupo II), apresentam 

vantagens, por não competir diretamente com a produção de alimentos; ter alta 

disponibilidade na natureza, mesmo na forma de resíduos agroindustriais; ser matéria-

prima para substituição das fontes fósseis de energia; contribuir para redução dos gases 

do efeito estufa e por ser considerada uma fonte renovável de energia (SERNA et al., 

2016; NEGAHDAR et al., 2016; ZHUANG et al., 2016). 

Normalmente a produção do bioetanol 2G compreende-se em três etapas: (I) pré-

tratamento para desorganizar a estrutura lignocelulósica (FIG 1), (II) hidrólise enzimática 

para produzir açúcares fermentescíveis e (III) a fermentação alcoólica, propriamente dita, 

destes açúcares a partir de micro-organismos (ZHUANG et al., 2016).  

 

Figura 1 - Esquema ilustrativo da estrutura lignocelulósica da biomassa vegetal. 

Fonte: RUBIN (2008). 

 

Dentre as etapas da produção de etanol 2G, o pré-tratamento destaca-se por ser 

determinante nos eventos posteriores. O principal objetivo do pré-tratamento, como já 

relatado, é desorganizar a estrutura recalcitrante, tornando a biomassa mais susceptível 

ao ataque enzimático, e assim, otimizar o rendimento de açúcares. Entretanto, o 
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rendimento final destes depende não apenas das características da biomassa, mas também 

da sua interação com as condições de pré-tratamento e ação de diferentes enzimas 

utilizadas na sacarificação (TIMUNG et al., 2015). A exploração das frações 

polissacarídicas, celulose e hemicelulose, é essencial para a produção rentável e 

econômica do bioetanol 2G (SCORDIA et al., 2012). 

A biomassa lignocelulósica é constituída por um polímero heterogêneo composto 

principalmente por carboidratos (celulose e hemicelulose) e lignina. Estas moléculas 

interagem intimamente umas com as outras na construção da parede celular das plantas, 

estes componentes não estão apenas misturados, mas sim, fortemente entrelaçados através 

de ligações covalentes e não covalentes (SUN et al., 2016). A celulose, macromolécula 

constituída por unidades monoméricas de D-glicose ligadas entre si através de ligações 

glicosídicas β-1,4 (FIG 2) é o homopolissacarídeo mais abundante na natureza 

representando cerca de 1,5x1012 toneladas da produção anual de biomassa (NAGAHDAR 

et al., 2016). Cada unidade de repetição desta molécula contém três grupos hidroxilas os 

quais estão ligados em rede com unidades adjacentes através das ligações de hidrogênio. 

A disposição das ligações torna a estrutura da celulose cristalina e amorfa formando fibras 

que garante a estabilidade da molécula (SUN et al., 2016). 

 

Figura 2 - Estrutura química da celulose 

Fonte: NAGAHDAR et al. (2016). 

 

A hemicelulose é um heteropolissacarídeo (Figura 3), muitas vezes ramificado, 

com baixo grau de polimerização presente em maior quantidade nas células vegetais após 

a celulose. Os principais monômeros que constituem a cadeia heterogênea da 

hemicelulose são xilose, arabinose, glicose, manose e galactose, além de ácido 
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glucorônico, cumárico e felúrico (JONSSӦN et al., 2016). A hemicelulose se liga à 

celulose através das ligações de hidrogênio e na lignina, através de ligações covalentes 

(RAVINDRAN et al., 2016). 

 

 

Figura 3 - Esquema da estrutura da hemicelulose. Tipo arabinoxilana (1:1). 

Fonte: NAGAHDAR et al. (2016). 

 

A lignina (FIG 4) é um polímero complexo de natureza aromática e amorfa 

tridimensional composta pelo acoplamento de álcoois monolignóis, especialmente ρ-

hidroxicinamil, coniferílico e sinapílico. A estrutura distinta da lignina pode variar 

conforme a origem e condições de crescimento da planta (MORANDIM-GIANNETTI et 

al., 2012). A lignina liga-se em conjunto aos componentes da parede celular resultando 

em uma estrutura rígida e integra (SUN et al., 2016). Sendo assim, sua principal função 

é oferecer rigidez, força física, transporte de nutrientes e proteção para as plantas contra 

microorganismos (GORDOBIL et al., 2016). 

A presença elevada da hemicelulose e lignina na biomassa impede o contato das 

enzimas com a celulose no processo de sacarificação, o que resulta em uma baixa 

velocidade de hidrólise enzimática da matéria-prima. Sendo assim, a remoção destas 

frações pode aumentar o tamanho dos poros e a superfície acessível do material 

lignocelulósico, reduzir a adsorção não produtiva de enzimas à lignina, e melhorar 

significativamente a digestibilidade da biomassa (RABEMANOLONTSOA & SAKA, 

2016; RAVINDRAN & JAISWAL, 2016; SERNA et al., 2016). 

Os resíduos de lignina provenientes da produção de etanol 2G, geralmente são 

incinerados na própria usina para produção de energia térmica, e assim, compensar o alto 
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custo da produção de etanol lignocelulósico. Entretanto, considerando a produção do 

bioetanol no aspecto de biorrefinaria, alguns autores têm estudado o aproveitamento da 

lignina na produção de substâncias com maior valor agregado, tais como cimento, pastilha 

de ração animal, pesticidas e outros (LI et al., 2013; SANTOS, 2011). 

 

Figura 4 - Esquema da estrutura química da lignina. 

Fonte: RABEMANOLONTSOA & SAKA, (2016). 

 

Uma grande variedade de biomassa lignocelulósica tem sido utilizada em estudos 

recentes na produção de bioetanol 2G (TAB 1). A diferença na composição química das 

biomassas reflete em diferentes estratégias na etapa de pré-tratamento para desfazer a 

estrutura intrínseca e recalcitrante do complexo lignocelulósico. Desta forma, conhecer a 

composição química da biomassa se faz essencial para condução dos processos de 

obtenção do bioetanol 2G. Dentre os resíduos potenciais que têm sido estudados para 

produção de etanol lignocelulósico destacam-se, a palha de arroz, a palha de trigo, o 

bagaço de cana-de-açúcar e bagaço do sorgo. Uma breve abordagem sobre estas matérias-
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primas encontra-se a seguir, todavia, foi dada ênfase a torta de dendê (Elaeis guineensis) 

por ser alvo deste estudo. 

A palha de arroz é o resíduo industrial mais abundante produzido em todo o 

mundo, cerca de 600-900 milhões de toneladas são produzidas todo ano (DEVENDRA 

& PANDEY, 2016). Este resíduo tem sido explorado na produção de bioetanol 2G pela 

sua abundância e consideráveis valores de celulose (32-47%) e hemicelulose (19-27%), 

entretanto, ainda existem desafios e limitações na conversão da biomassa a etanol 

(BIONOD et al., 2010). 

Tabela 1 - Biomassas lignocelulósicas utilizadas na produção de bioetanol de 

segunda geração sob diferentes estratégias de pré-tratamentos e agentes 

fermentativos. 

Biomassa Pré-tratamento 
Agente 

fermentativo 

Eficiência 

fermentativa 

% 

Referência 

Palha de arroz 

(Oryza sativa) 

Ultra-som e 

enzimático 

Saccharomyces 

cerevisiae 61 
Sindhu et al., 

2016 

Palha de trigo 

(Triticum spp) 

Hidro-térmico e 

enzimático 

Saccharomyces 

cerevisiae 85 
Ruiz et al., 2012 

Torta de dendê 

(Elaeis guineensis) 

Térmico e 

enzimático 

Saccharomyces 

cerevisiae 
80 

Ceveró et al., 

2010 

Bagaço de cana 

(Saccharum 

officinarum) 

Ácido, explosão 

a vapor e 

enzimático 

Saccharomyces 

cerevisiae 91 
Neves et al., 2016 

Bagaço de cana 

(Saccharum 

officinarum) 

Ácido 
Scheffersomyces 

shehatae 
85 

Dussán et al., 

2016 

Capim-elefante 

(Pennisetum 

purpureum) 

Ácido, alcalino 

e enzimático 

Saccharomyces 

cerevisiae e 

Scheffersomyces 

stipitis 

72 (hexoses) e 

66 (pentoses) 

Camesasca et al., 

2015 

Cana-do-reino 

(Arundo dona) 
Ácido 

Scheffersomyces 

stipitis 
64 

Scordia et al., 

2012 

Resíduos da 

beterraba (Beta 

vulgaris) 

Ácido 
Scheffersomyces 

stipitis 
49 

Yucel & Aksu, 

2015 

Reísduos da 

tulipeira 

(Spathodea 

campanulata) 

Ácido 
Scheffersomyces 

stipitis 
90 

Kundu et al., 

2015 

Fonte: O AUTOR 
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A palha de trigo é o segundo resíduo industrial mais abundante da agricultura 

mundial, gerando cerca de 350-600 milhões de toneladas de palha anualmente que são 

utilizados como alimento de baixo valor comercial para o gado (SINGHANIA et al., 

2014; RUIZ et al., 2012). Considerando sua composição lignocelulósica, Sarkar et al., 

(2012) reportaram que a partir de 35 a 45% de celulose e 20 a 30 % de hemicelulose, 

submetidos a hidrólise e fermentação poderiam ser produzidos cerca de 100 bilhões de 

litros de bioetanol 2G. 

O bagaço de cana-de-açúcar é um resíduo fibroso gerado durante a extração do 

caldo da cana-de-açúcar das usinas de beneficiamento de açúcar ou etanol e se constitui 

em uma biomassa atrativa na produção de etanol 2G. Este fato está atrelado à sua 

abundância e elevados teores de celulose e hemicelulose (38 e 24%) (NEVES et al., 

2016). Em países tropicais tais como Brasil e China, um montante de 500 milhões de 

toneladas de bagaço de cana-de-açúcar são produzidos anualmente, todavia, metade desse 

montante é utilizado na produção de energia e a outra metade não possui destino 

(SAMBUSITI et al., 2015). 

 O sorgo é uma cultura perene que cresce em áreas marginais que pode ser adaptada 

a clima temperado e tropical (KHALIL et al., 2015; JAFARI et al., 2016). O bagaço do 

sorgo sacarino tem se mostrado promissor na produção de etanol 2G devido ao seu baixo 

período de maturação, cerca de 3 a 5 meses, valores consideráveis de polissacarídeos 

(26% de celulose e 17 % de hemicelulose) (KHALIL et al., 2015) e alto rendimento em 

biomassa. No entanto, a cada 10 toneladas de planta maceradas, cerca de 5 a 6 toneladas 

são resíduos úmidos sem destino.  

Dentre as culturas vegetais já mencionadas e outras com potencial na área de 

biocombustíveis, o dendê (Elaeis guineensis) (FIG 5) tem se destacado devido ao seu alto 

rendimento em óleo com potencial para produção de biodiesel (GAN & LI, 2014; LAM 

et al., 2009).  

O dendê, ou óleo de palma, é uma Arecaceae de origem africana que produz frutos 

do tipo drupa com elevado teor de óleo altamente saturado, comumente utilizado na 

indústria alimentícia em países africanos, sudeste asiático e na América do Sul (VICENT 

et al., 2014). O ranking dos cincos maiores produtores mundiais dos frutos do dendê 

incluem Indonésia, Malásia, Tailândia, Colômbia e Nigéria (MBA et al., 2015).  

Estima-se que a produção em óleo deverá atender a uma demanda mundial de 78 

milhões de toneladas até 2020, devido aos investimentos tecnológicos e expansão agrícola 

que vêm sendo aplicados, tais como, melhoramento genético das culturas, seleção de 
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culturas com alto potencial de produção e a utilização de áreas degradadas para plantio 

(GAM & LI, 2014). O aumento na produção de óleo refletirá em um considerável 

aumento de resíduos agroindustriais do dendê, os quais possuem teores de celulose e 

hemicelulose significativos e passíveis de serem explorados na indústria de produção de 

álcool lignocelulósico (ZAKARIA et al., 2015; PRADO et al., 2014; CEVERÓ et al., 

2010). 

 

Figura 5 - Aspecto do dendê: (A) Aparência física do fruto em corte transversal 

com os frutos tipo drupa e (B) cachos do dendezeiro. 

 

Fonte: BIODIESELBR (2016). 

 

Nas últimas décadas o Brasil tem sido o décimo maior produtor de óleo de dendê 

no mundo, sendo 80% de toda produção utilizada na indústria alimentícia. Todavia, o 

lançamento do Programa Nacional de Produção de Biodiesel (PNPB) incluiu o óleo de 

dendê como matéria-prima na produção de biodiesel, fato que contribui para agregar 

maior valor a esta cultura. Neste contexto Medina et al., (2016) reportam que na região 

Nordeste já foram identificados 31,8 milhões de hectares de área florestal com boas 

condições climáticas e de solo para cultivo do dendê, e que além disso, a região já conta 

com a operação de 13 plantas pilotos que melhorou a produção desta cultura gerando 751 

milhões de litros de óleo/ano. 

Um dos coprodutos do beneficiamento do óleo de dendê, que tem sido explorado 

como biomassa para produção de etanol de segunda geração, são os cachos vazios do 

dendezeiro [oil palm empty fruit bunches (OPEFB)] remanescentes da colheita. 

Duangwang et al.  (2016) estudaram as condições adequadas para maximizar a produção 

de xilose a partir da ráqui OPEFB em escala piloto. Os autores utilizaram a hidrólise ácida 

e explosão a vapor para solubilização da hemicelulose, e recuperaram 87,58 ± 0,21 

A B 



36 

 

gramas de xilose por kilograma de OPEFB seco. A fermentação deste hidrolisado pela 

levedura Candida shehatae TISTR 5843 resultou em um rendimento de 0,30 ± 0,08 

gramas de etanol por gramas de xilose. Medina et al.  (2016) também estudaram o efeito 

do pré- tratamento a partir da explosão a vapor na catálise desta OPEFB e observaram 

uma redução de 60,12% no teor de hemicelulose e um aumento na concentração de 

celulose em 34,69%. Foi observado que o tratamento aumentou a digestibilidade da 

celulose em 33% resultando em um hidrolisado com 4,2 g L-1 de glicose.  

Um outro coproduto do dendê é aquele oriundo da extração do óleo que se 

constitui do resíduo deste processo, e é denominado de torta de dendê ou fibra pressionada 

da palma (palm pressed fiber). A produção de óleo no Brasil tem sido cerca de 416.000 

ton ano-1, que conduz a produção de 318.000 ton ano-1 de torta de dendê comumente 

utilizado na suplementação animal e como combustível de caldeiras que são subprodutos 

de baixo valor agregado (PRÁ et al., 2016). Tendo em conta os valores de polissacarídeos 

presentes na torta de dendê, 25 a 65% de celulose e 21 a 33,5% de hemicelulose 

(ZAKARIA et al., 2014; ZAKARIA et al., 2015; SHINOJ et al., 2011; SAIDU et al., 

2014; BOONSAWANG et al., 2012), esta biomassa se apresenta como potencial para 

exploração do bioetanol 2G. No Brasil, a produção de etanol 2G é realizada a partir do 

bagaço da cana-de-açúcar, um fato a ser considerado é que as concentrações das frações 

de celulose e hemicelulose desta biomassa são similares da torta do dendê, mostrando 

assim haver um potencial que deve ser explorado. Cabe ressaltar que os estudos 

envolvendo o pré-tratamento da torta de dendê para produção de etanol lignocelulósico 

ainda são incipientes necessitando de maiores abordagens. 

 

3.2 Pré-tratamento e Destoxificação 

 

 A etapa de pré-tratamento tem como propósito tornar mais acessível a reação das 

enzimas hidrolíticas com a fração celulósica da biomassa (GUPTA et al., 2015). Desta 

forma, o pré-tratamento reduz a recalcitrância do material lignocelulósico de tal forma a 

superar as características intrínsecas da biomassa. O aumento da porosidade da estrutura 

lignocelulósica para o ataque enzimático é essencial para a viabilidade econômica do 

processo (CHEN et al., 2016).   

 As três principais formas de pré-tratamento da biomassa lignocelulósica são 

aquelas utilizando processos biológicos, físicos ou químicos. No processo de pré-

tratamento biológico são utilizados microrganismos capazes de degradar o complexo 
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lignocelulósico. Uma grande variedade de bactérias e fungos é utilizada na degradação 

da celulose e hemicelulose em seus monômeros de açúcares, dentre esses destaca-se o 

gênero de bactérias Clostridium sp. Estas bactérias possuem um complexo sistema 

enzimático extracelular denominado celulossoma o qual possui enzimas associadas, tais 

como a endo e exoglucanases, hemicelulases e pectinases (RABEMANOLONTSOA et 

al., 2016). Os principais fatores avaliados para um melhor processo de sacarificação 

biológica da biomassa são temperatura, pH, tamanho da partícula da biomassa, 

acessibilidade do substrato e pressão parcial de hidrogênio. Os monossacarídeos 

resultantes da hidrolise são compostos intermediários no metabolismo dos 

microorganismos, desta forma torna-se difícil interromper o metabolismo ao nível deste 

substrato (DIONISI et al., 2014). 

 

3.3 Pré-tratamento físico 

 

 Os tratamentos físicos possuem o objetivo de diminuir as partículas da biomassa 

e assim aumentar a superfície de contato para o ataque enzimático e digestibilidade da 

celulose. As tecnologias de tratamentos físicos incluem algumas metodologias tais como 

a explosão a vapor, tratamento hidrotérmico e radiação de alta energia (ZHENG et al., 

2009).  

O tratamento por explosão a vapor ocorre sob alta temperatura e pressão durante 

segundos até alguns minutos. O vapor de água saturado penetra na biomassa e expande 

as paredes celulares das fibras. Em seguida, a pressão é reduzida rapidamente até o nível 

da pressão atmosférica (RABEMANOLONTSOA et al., 2016).  

O tratamento líquido com água quente é conduzido em temperaturas próximas a 

200°C e pressão elevada. A água sob alta pressão penetra na biomassa e remove grande 

parte da hemicelulose e uma pequena parte da lignina, a solubilização da hemicelulose é 

catalisada por íons de hidrogênio produzidos pela auto-ionização da água (JONSSӦN et 

al., 2016).  

O modo de ação da radiação de alta energia está atrelado às alterações das 

características da biomassa celulósica, incluindo aumento da área de superfície, 

diminuição do grau de polimerização e de cristalinidade da celulose, hidrólise da 

hemicelulose, e despolimerização parcial da lignina. Os métodos de radiação de alta 

energia icluem a utilização de raios gama, ultra-som, feixe de elétrons e ultravioleta (UV) 

(ZHENG et al., 2009). 



38 

 

3.4 Pré-tratamento químico 

 

 O pré-tratamento químico utiliza substâncias químicas como catalisadores na 

reação de hidrólise da biomassa lignocelulósica. O pré-tratamento envolve a utilização de 

ácidos, bases, solventes orgânicos (Organosolv) dentre outros.   

O pré-tratamento alcalino tem sido utilizado na deslignificação da biomassa, o que 

permite melhor acessibilidade e posterior hidrólise da celulose através das enzimas. Os 

principais reagentes alcalinos são hidróxido (NaOH) de sódio, hidróxido de potássio 

(KOH), hidróxido de amônio (NH4OH) e hidróxido de cálcio [Ca(OH)2] 

(RABEMANOLONTSOA et al., 2016).   

A metodologia Organosolv é utilizada na deslignificação e solubilização 

simultânea da hemicelulose. Neste processo, um solvente orgânico é utilizado na presença 

ou não de um catalisador ácido ou básico, normalmente, a presença do catalisador 

aumenta a solubilização da lignina e celulose (ZHENG et al., 2009).  

A utilização de ácido diluído tem sido explorada na solubilização da hemicelulose, 

neste caso, os ácidos são utilizados como catalisadores no processo de solubilização. 

Dentre eles o ácido sulfúrico, clorídrico, fosfórico, fluorídrico e nítrico 

(RABEMANOLONTSOA et al., 2016). A hemicelulose solubilizada pode ser recuperada 

na forma de seus monossacarídeos presentes no hidrolisado ácido, a fração sólida 

resultante da hidrólise apresenta celulose e lignina isoladas. Os principais açúcares 

resultantes da hidrólise ácida da hemicelulose são xilose (açúcar majoritário), arabinose, 

glicose, galactose e manose (MENON et al., 2012; KUHAD et al., 2011).  

Recentemente, Negahdar et al.  (2016) abordaram uma revisão de modelos básicos 

para a hidrólise ácida da celulose e hemicelulose, sendo eles: (I) modelo cinético 

tradicional e (II) modelo cinético considerando oligossacarídeos como intermediários. 

A hidrólise da hemicelulose pelo modelo I foi descrito por Kobayashi & Sakai 

(1955) através da proposta de hidrólise da xilana em uma cinética bifásica: xilana de 

reação rápida e xilana de reação lenta. Este modelo foi baseado no fato de que a taxa de 

reação de hidrólise diminui significantemente após 70% de conversão. Dessa forma, a 

modelagem cinética da hidrolise da hemicelulose foi baseada no seguinte esquema de 

reação (FIG 6). Este modelo avalia a hidrólise da xilana em xilose, seguida da 

desidratação da xilose em furfural e a degradação do furfural em outros compostos 

(produto degradado).  
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Figura 6 - Esquema do processo de hidrólise ácida da hemicelulose baseada na 

proposta da hidrólise da xilana em cinética bifásica. 

Fonte: NEGAHDAR et al.  (2016). 

 

 O modelo II descrito por Abatzoglou et al. (1992), assume que os oligômeros não 

são quebrados instantaneamente em sua forma monomérica e considera a presença de 

intermediários oligoméricos de forma abundante durante a hidrólise da hemicelulose. 

Moléculas de galactoglucomanas e arabinogalactonas já foram identificadas como 

intermediários da hidrólise ácida da hemicelulose (NEGAHDAR et al., 2016). Sendo 

assim, uma nova modelagem foi proposta considerando a presença de intermediários (FIG 

7). 

 

Figura 7 - Hidrólise ácida da hemicelulose baseado na presença de intermediários 

oligoméricos. 

  

Fonte: NEGAHDAR et al.  (2016). 

 

No processo de hidrólise ácida da hemicelulose, além dos monômeros liberados, 

várias substâncias definidas como tóxicas e inibidoras do processo fermentativo são 

produzidas durante a etapa de hidrolise ácida do material lignocelulósico (KUNDU et al., 

2015; CAMESASCA et al., 2015), diminuindo assim, as taxas de rendimento e 
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produtividade do processo (SUN et al., 2011). Dentre os principais inibidores, têm-se os 

compostos fenólicos formados a partir da lignina (GUPTA et al., 2012), o furfural a partir 

das pentoses e o 5-hidroximetilfurfural a partir das hexoses (MATEO et al., 2013) e ainda, 

proveniente da hidrólise ácida dos grupamentos acetila da hemicelulose, o ácido acético 

(KUNDU & LEE, 2015). 

De acordo com Agirrezabal-Telleria & Gandarias (2014), o mecanismo de 

desidratação da xilose a furfural (FIG 8) consiste na eliminação de duas moléculas de 

água a partir das hidroxilas presentes nas posições 2 e 4 da molécula de xilose. Um H+ 

ataca o par de elétrons do oxigênio da hidroxila e cria um átomo trivalente de oxigênio 

carregado positivamente. O oxigênio é mais eletronegativo que o carbono, de modo que 

a carga positiva desloca imediatamente o carbono vizinho para produzir uma quebra da 

ligação C-O, um carbono carregado positivamente e a liberação de uma molécula de água. 

Sob esta situação, dois elétrons são atraídos para formação de uma dupla ligação C=C. 

Nesta etapa, o anel é aberto e o hidrogênio busca por outro par de elétrons não ligado. 

Assim como anteriormente, o H+ ataca um novo par de elétrons do oxigênio liberando 

mais uma molécula de água e criando uma nova dupla ligação de carbono. Nesta última 

desidratação, o átomo não cria outra ligação carbono-carbono, mas fecha o anel na 

posição 1,4 devido ao fato que os átomos que participam de ligações duplas formam 

estruturas planares caracterizada por ângulos de ligação de 120° (orbitais planos 

trigonais) o que leva a formação de furfural.  

Figura 8 - Mecanismo de desidratação da xilose durante a formação do furfural 

Fonte: NEGAHDAR et al.  (2016). 
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Agirrezabal-Telleria et al.  (2014), reportam ainda, que o mecanismo de conversão 

de carboidratos de 6 carbonos a 5-hidroximetilfurfural é uma tripla desidratação da 

hexose que ocorre em um processo semelhante ao que acontece com as pentoses na 

produção de furfural. A reação de hexoses com o ácido também pode gerar intermediários 

os quais podem diminuir a produção de 5-hidroximetilfurfural (FIG 9). 

 

Figura 9 - Mecanismos de conversão de hexoses a 5-hidroximetilfurfural. 

Fonte: AGIRREZABAL-TELLERIA et al.  (2014). 

 

 

3.5 Destoxificação do hidrolisado ácido hemicelulósico 

 

O processo de destoxificação do hidrolisado ácido hemicelulósico tem por 

objetivo à eliminação ou diminuição da concentração dos inibidores fermentativos no 

hidrolisado. Esta é uma etapa adicional anterior ao processo fermentativo e é necessária 

para garantir o crescimento microbiano, bem como o desempenho de suas atividades 

metabólicas. O tratamento de destoxificação pode ser utilizado de forma individual ou 

combinado através de processos químicos, físicos ou biológicos (KUNDU et al., 2015).  

Na literatura, tratamentos como troca iônica, membranas de separação, métodos 

enzimáticos, eletrodiálise, carvão ativado e hidróxido de cálcio (overliming) têm sido 

utilizados como estratégias nos processos de destoxificação do hidrolisado 

hemicelulósico (KUNDU et al., 2015; MATEO et al., 2013; CHI et al., 2013; KAMAL 

et al., 2011). A seguir encontram-se relatos de autores evidenciando os efeitos de alguns 

tratamentos no processo de destoxificação. 

Brás et al.  (2014) estudaram o aumento potencial do poder fermentativo do 

hidrolisado do resíduo de oliveira (Olea europaea) utilizando membranas de 

nanofiltração e observaram uma redução de 99,7% na concentração de ácido acético, 

100% de furanos, bem como uma significativa melhora na fermentação do hidrolisado 

tratado quando comparados ao hidrolisado não tratado. 
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Lee et al.  (2014) estudaram a remoção de inibidores fermentativos, na forma de 

ácidos orgânicos fracos, do hidrolisado ácido hemiceliulósico dos resíduos de cogumelo 

utilizando um processo de eletrodiálise. Os autores observaram remoção de 40% do ácido 

acético e uma total remoção do ácido oxálico do hidrolisado. 

Klasson et al.  (2013) avaliaram a destoxificação, sacarificação e fermentação 

simultânea do hidrolisado ácido dos resíduos industriais de “shives” (depuração da massa 

não branqueada da indústria de papel celulose). Os autores demonstraram que a maioria 

dos furanos pode ser removida em menos de 2h utilizando adsorção por carvão ativado, 

e ainda, que pode haver uma redução da fase de latência da levedura Saccharomyces 

cerevisiae e consequente melhora no processo fermentativo. 

Nasidi et al.  (2015) estudaram a melhoria na produção de etanol a partir de 

diferentes cultivares de sorgo, e após a etapa de hidrólise ácida da hemicelulose obtiveram 

a sua destoxificação por meio da combinação dos métodos de overliming e carvão 

ativado. A remoção dos inibidores este hidrolisado aumentou a produtividade de álcool 

em 25% em relação ao hidrolisado não destoxificado. 

Shah et al. (2016) escreveram que o carvão ativado é largamente utilizado devido 

a sua alta porosidade, elevada área superficial específica e complexo superficiais 

interligado contendo oxigênio. Rocha et al., (2006) relataram que estas características 

garantem alta adsorção dos inibidores, devido à ocorrência significativa de grupos 

funcionais presentes nos poros do carvão ativado com alta afinidade para com os 

inibidores. 

 Em se tratando da destoxificação por overliming vários autores relatam que esse 

processo vem sendo amplamente utilizado em virtude do baixo custo e eficiência na 

remoção de compostos tóxicos em hidrolisados ácidos hemicelulósicos em uma tapa 

anterior ao processo fermentativo (YUCEL & ASKU, 2015; MATEO et al., 2013; 

MILLATI et al., 2002). Esse processo ocorre em função da elevação do pH a partir da 

adição de Ca(OH)2 no hidrolisado ácido hemicelulósico, e consequentemente, promove a 

neutralização de compostos ácido acético, os quais são precipitados na forma de sal, bem 

como a adsorção de furfural, 5-hidroximetilfurfural e compostos fenólicos (ANDARY et 

al., 2012). 
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3.6 Metabolismo da xilose na fermentação alcoólica 

  

Hahn-Hägerdal et al., (1994) descreveram a via metabólica da xilose (FIG 10) a 

qual ocorre através de reações de oxi-redução levando à produção de álcool em várias 

etapas como descrito a seguir: A primeira reação da via ocorre na transformação da xilose 

em xilitol, uma reação catalisada pela enzima xilose redutase (XR), na presença de NADH 

e/ou NADPH. Esta etapa é seguida pela oxidação do xilitol a xilulose catalisada pela 

coenzima NAD+ ligada à xilitol desidrogenase (XDH). A xilulose pode então ser 

fosforilada a xilulose 5-fosfato, a qual pode ser convertida, através de reações não 

oxidativas da via hexose monofosfato, a intermediários da via glicolítica (gliceraldeído 

3-fosfato e frutose 6-fosfato). Esses intermediários podem então ser metabolizados por 

esta via, a qual está conectada a outras como o ciclo de Krebs e as de fermentação 

alcoólica. Li et al. (2016) reportam que a fermentação alcoólica da xilose conduzida em 

anaerobiose através da via XR/RDH produz um excedente de NADH a qual resulta na 

produção de xilitol e glicerol. Desta forma, um aceptor final de elétrons (O2) se faz 

necessário de tal forma a reoxidar o NADH e assim inibir a produção de xilitol e facilitar 

o processo fermentativo.  

Figura 10 - Via metabólica da conversão da xilose e glicose a etanol. 

Fonte: HAHN-HÄGERDAL et al., (1994) 
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3.7 Processo fermentativo 

 

A fermentação alcoólica é um conjunto de reações enzimáticas, que ocorrem no 

interior da célula microbiana, com o intuito de gerar energia para o crescimento e 

manutenção das atividades metabólicas. A conversão de hexoses e pentoses em etanol 

são vias metabólicas distintas (FIG 10) e podem ser representadas de forma simplificada 

de acordo coma as Equações 1 e 2 abaixo, respectivamente: 

 

C6H12O6   2C2H5OH + 2CO2 ......................................................................................(1) 

3C5H10O5  5C2H5OH + 5CO2.......................................................................................(2) 

 

A fermentação de hexoses (C6) é um processo estabelecido e o agente 

fermentativo mais utilizado é a levedura Saccharomyces cerevisiae. Esta levedura está 

adaptada para fermentação devido a sua alta tolerância ao etanol, crescimento em pH 

baixos e boa receptividade para modificações genéticas (BAEYENS et al., 2015), no 

entanto, não possui habilidade para fermentar pentoses (C5). Nesse contexto, a levedura 

Scheffersomyces stipitis tem se destacado pela sua habilidade em fermentar açúcares C5, 

em especial nos hidrolisados hemicelulósicos resultantes da cadeia de produção de álcool 

lignocelulósico (AGBOGBO et al., 2006; MATEO et al., 2013; GUPTA et al., 2012). A 

S. stipitis, anteriormente descrita como Pichia stipitis (PIGNAL, 1967), recebeu nova 

denominação com base nos estudos de Kurtzman & Suzuki (2010). Estes autores por meio 

de estudos moleculares da coenzima Q-9 descreveram novos gêneros para diversas 

espécies do filo ascomicetos. A espécie Scheffersomyces stipitis é um fungo unicelular 

que forma ascos com um ou dois ascósporos na forma de chapéu os quais são liberados 

após a formação. A reprodução é assexuada por brotamento multilateral sobre uma base 

estreita e as células em brotamento podem ser esféricas ou alongadas, com formação de 

pseudo-hifas e ausência de hifas verdadeiras. A levedura possui habilidade de fermentar 

glicose, bem como outros monômeros de açúcares, incluindo a xilose, importante na 

produção de biocombiustíveis. 

A levedura S. stipitis tem sido estudada na fermentação de hidrolisados 

hemicelulósicos de diferentes biomassas sob o efeito dos métodos de destoxificação, e, 

tem demonstrado boa desenvoltura na fermentação de hidrolisados do bagaço da cana-

de-açúcar, resíduos agroindustriais da beterraba, palha de arroz e bagaço de milho 

(DUSSÁN et al., 2016; YUCEL et al., 2015; CAMESASCA et al., 2015; HUANG et al., 
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2009; GUPTA et al., 2012). A utilização da S. stipitis na produção de etanol 2G surge 

como proposta para: aproveitar de forma integral os açúcares resultantes do pré-

tratamento durante a fermentação, aumentar o rendimento final de etanol, e assim tornar 

economicamente viável a tecnologia de produção do etanol lignocelulósico. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Aquisição da torta de dendê 

 

A torta de dendê (Elaeis guineensis) foi cedida pela empresa AGROPALMA 

localizada na cidade de Belém (PA) - Brasil, proveniente do processamento do dendê para 

extração do óleo (prensagem mecânica). Para este estudo, a torta de dendê foi cominuída 

em moinho de facas a fim de aumentar a superfície de contato e facilitar os posteriores 

procedimentos analíticos. 

Neste estudo, a torta de dendê utilizada como matéria-prima não foi submetida a 

caracterização química, todavia, para fins de conhecimento sobre esta matéria-prima 

foram utilizados como parâmetros os dados obtidos anteriormente por Ferreira (2013) em 

seus estudos relacionados a avaliação da torta de dendê para produção de bioetanol de 

segunda geração. A referida autora caracterizou a torta de dendê quimicamente quanto ao 

teor de umidade, lipídeos, cinzas, fibra bruta, proteína bruta, açúcares solúveis totais, 

amido, celulose, hemicelulose e lignina, conforme descrito a seguir (TAB 2).  

 

Tabela 2 - Composição química da torta de dendê. 

Frações (%) Torta de dendê 

Umidade 5,14 ± 0,07 

Lipídeos 2,72 ± 0,08 

Cinzas 4,68 ± 0,57 

Fibra Bruta 24,29 ± 0,24 

Proteína Bruta 5,44 ± 0,29 

AST 4,56 ± 0,11 

Amido 5,02 ± 0,35 

Celulose 25,83 ± 0,30 

Hemicelulose 19,73 ± 0,98 

Lignina 30,17 ± 1,62 

Fonte: FERREIRA (2013). 

 

4.2 Preparo do hidrolisado hemicelulósico 

 

O preparo do hidrolisado ácido hemicelulósico da torta de dendê foi realizado 

seguindo adotando as condições ótimas do processo de pré-tratamento descritas por 

Ferreira (2013) (TAB3). O hidrolisado foi preparado ampliando a escala experimental em 

100 vezes a fim de obter maior quantidade de hidrolisado disponível para o presente 

estudo. 
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Tabela 3: Condições experimentais utilizadas na ampliação da escala experimental 

para obtenção dos hidrolisados hemicelulósicos da torta de dendê. 

Fator 
Valores 

críticos 

Concentração de H2SO4 (% m/v) 5,3 

Concentração de torta (% m/m) 29,0 

Tempo (minutos) 61,5 

Fonte: FERREIRA (2013). 

 

Para a realização desse processo, a torta de dendê foi adicionada em frascos tipo 

Erlenmeyer de 1L e tratada com ácido sulfúrico 5,33% (v/v) a uma razão sólido-líquido 

de 29,056%. Em seguida, esse material, foi submetido a hidrólise em autoclave vertical a 

121 ºC, por 61,5 minutos. Posteriormente, o material foi filtrado em bomba de vácuo em 

papel de filtro (Grau 292, 100 x 150mm Sartorius®) previamente pesado. O filtrado foi 

reservado e o material sólido contido no papel de filtro foi novamente submetido a 

filtração, com sucessivas lavagens de água destilada até a neutralidade do pH. A seguir, 

o material foi submetido a secagem em estufa com circulação forçada de ar a 60 ºC, 

durante 24 horas, e, então, analisado quanto ao peso. 

O filtrado reservado (líquido proveniente da primeira filtração), denominado 

hidrolisado ácido, foi neutralizado com uma solução 2M de hidróxido de sódio e 

caracterizado quanto aos teores de açúcares redutores, glicose, compostos fenólicos 

totais, furfural, 5-hidroximetilfurfural e ácido acético de acordo com as metodologias 

descritas a seguir. 

Os açúcares redutores (AR) foram quantificados de acordo com o método do ácido 

3,5-dinitrosalicílico, conforme Miller (1959). O teor de AR foi determinado pela adição 

de 100 μL do hidrolisado (centrifugado e devidamente diluído em água destilada) em 

micro tubos tipo Eppendorf® de 2 mL, seguido da adição de 100 μL do reagente de DNS, 

e após homogeneização, incubados em banho de água fervente por um período de 5 

minutos. A seguir, foram adicionados 1,0 mL de água destilada, e após homogeneização 

procedeu-se a leitura da intensidade de cor formada pelo método colorimétrico em 

espectro fotômetro a 540nm. Uma curva analítica, utilizando glicose a 1g L-1 como 

padrão, foi preparada a fim de se obter a regressão linear para o cálculo da concentração 

de açúcares redutores presentes nas amostras. Os teores de açúcares redutores foram 

expressos em g L-1. 
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O teor de glicose foi realizado seguindo o procedimento padrão enzimático 

Glicose - oxidase/peroxodase - GOD/POD (LLOYDE & WHELAN, 1969). A 

quantificação pelo método enzimático GOD/POD por meio do Kit enzimático GLICOSE 

Liquiforme, LABTEST® empregando glicose a 1g L-1 como padrão. Alíquotas de 10 μL 

do hidrolisado para uma concentração máxima de 5,0 g L-1 (limite de linearidade do teste) 

foram adicionadas a micro tubos tipo Eppendorf® de 1,5 mL, seguido da adição de 1,0 

mL da solução enzimática. O padrão foi preparado a partir da adição de 10 μL da solução 

de glicose a 1g L-1 em micro tubos tipo Eppendorf® de 1,5 mL, seguido da adição de 1,0 

mL da solução enzimática. As amostras foram incubadas em banho-maria a 37 °C, por 

10 minutos. Em seguida, procedeu-se a leitura em espectrofotômetro a 505 nm. O 

espectrofotômetro foi previamente calibrado com um branco constituído apenas pela 

solução enzimática. Os resultados do teor de glicose foram calculados de acordo com a 

Equação 3 e expressos em g L-1 de glicose. 

 

Glicose (g/L) = ( 
absorbância da amostra diluída

absorbância do padrão
 𝑋 100)  ÷ 1000  ..................................(3) 

 

 A determinação do teor de compostos fenólicos totais presentes na amostra foi 

conduzida conforme o método descrito por Singleton e Rossi (1965). Em micro tubo tipo 

Eppendof® de 2 mL foram adicionados 100 μL de hidrolisado (centrifugado e 

devidamente diluído em solução de metanol 80%) e 100 μL do reagente de Folin 

Ciocateau 1N, seguidos de homogeneização e repouso por 5 minutos. Posteriormente a 

este intervalo foram adicionados 1000 μL de uma solução de carbonato de sódio 1M, e 

após 6 minutos, 800 μL de água destilada. A mistura foi, então, homogeneizada e mantida 

em ambiente escuro por 90 minutos. O teor dos compostos fenólicos totais nas amostras 

foi determinado pelo método colorimétrico através da leitura em espectrofotômetro a 750 

nm. O teor de compostos fenólicos da amostra foi calculado a partir da regressão linear 

de uma curva analítica utilizando ácido gálico como padrão nas concentrações de 0 a 0,10 

g L-1. Os resultados foram expressos em g L-1 de compostos fenólicos. 

As concentrações de ácido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural foram 

determinados através de cromatografia sobre sistema Shimadzu Prominence FPLC 20A, 

equipado com uma coluna Rezex ROA-Shodex® (300 x 7.8 mm). O volume injetado foi 

de 5 µL. Os analitos foram eluídos com H2SO4 a 2,5 mM, com uma vazão de 0,6 mL  

min-1 e a uma temperatura de forno de 60 ° C. Os compostos foram detectados a 210 nm 
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(ácido acético) e 254 nm (furanos). Foram utilizados padrões externos para identificação 

e quantificação dos analitos. 

 

4.3 Destoxificação do hidrolisado ácido hemicelulósico da torta de dendê 

 

O hidrolisado ácido hemicelulósico da torta de dendê (HAH) produzido foi dividido 

em partes iguais a fim de submetê-lo aos diferentes tratamentos de destoxificação, sendo: 

a) Sem tratamento de destoxificação (HAH); 

b) Destoxificação por overliming (HDO);  

c) Destoxificação por carvão ativado (HDCA);  

d) Destoxificação por combinação dos tratamentos b e c (HDOCA) 

 

O hidrolisado ácido sem tratamento de destoxificação foi utilizado como parâmetro 

da eficiência dos demais processos de destoxificação. 

A destoxificação por overliming foi realizada de acordo com Purwadi et al.  (2004). 

Neste processo, o HAH foi tratado com Ca(OH)2 (hidróxido de cálcio) até elevação do 

pH a 10. Em seguida, foi incubado em banho-maria a 60 °C sob agitação intermitente 

durante 30 minutos com posterior adição de ácido sulfúrico até a neutralidade do pH. O 

hidrolisado foi separado por centrifugação a 5000 rpm e o sobrenadante reservado para 

posterior etapa de fermentação. 

A destoxificação com carvão ativado (HDCA) foi realizada segundo Mateo et al. 

(2013) pela adição de 5% (m/v) de carvão ativado ao HAH. A mistura foi mantida sob 

agitação vigorosa, em agitador magnético, por 30 min a 50ºC, seguido de filtração a 

vácuo. O líquido obtido do processo de filtração foi reservado para posterior etapa de 

fermentação. 

A dextoxificação por combinação dos dois processos descritos anteriormente 

(HDOCA) foi realizada submetendo o HAH primeiramente ao método de overliming, 

seguido do método de destoxificação com carvão ativado, conforme a metodologia 

descrita anteriormente. 

Os hidrolisados destoxificados, assim como, o hidrolisado bruto (sem 

dextoxificação) foram caracterizados quanto aos teores de açúcares redutores, glicose, 

compostos fenólicos totais, furfural, 5-hidroximetilfurfural e ácido acético conforme os 

métodos descritos anteriormente. 
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4.4 Condições de cultivo das linhagens de Scheffersomyces stipitis 

 

As linhagens de S. stipitis NRRLY 1214, NRRLY 7124 e CBS 6054 conservadas em 

meio liquido YMA (0,3 % de extrato de levedura 0,3% de extrato de malte, 0,5 % de 

peptona e 1% de glicose) e adicionada de glicerol 10% mantidas sob congelamento (-18 

°C) foram reativadas. A reativação foi realizada a partir do inoculo feito com alça de 

platina calibrada 10 μL da cultura no meio de conservação, YMA, seguida de incubação 

a 28°C por 48h sob agitação a 128 rpm. Após este período, procedeu-se novo inoculo por 

plaqueamento em estria no meio ágar YMA seguido de incubação a 28°C por 48 horas.  

 

4.5 Curva de crescimento celular das linhagens de Scheffersomyces stipitis 

 

A fim de se conhecer o perfil de crescimento as linhagens estudadas foram 

monitoradas quanto ao seu crescimento por meio de uma curva de crescimento celular. 

A curva de crescimento foi realizada através da contagem direta de células em câmara 

de Neubauer (ALVES & MORAES, 1998) a cada 2 horas até expressivo decaimento do 

número de células. As linhagens foram cultivadas em 50 mL do meio sintético (MSI) 

descrito por PEREIRA Jr., (1991) (20 g L-1 de xilose, 1,25 g L-1 de ureia, 1,1 g L-1de 

KH2PO4, 2,0 g L-1 de extrato de levedura e 40 mL L-1 de uma solução de sais [12,5 g L-

1MgSO4.7H2O, 1,25 g L-1 CaCl2.2H2O, 12,5 g L-1de ácido cítrico, 0,9 g L-1de 

FeSO4.7H2O, 0,19 g L-1de MnSO4, 0,30 g L-1de ZnSO4.7H2O, 0,025 g L-1de CuSO4.5H2O, 

0,025 g L-1de CoCl2.6H2O, 0,035 g L-1 de NaMoO4.2H2O, 0,050 g L-1de H3BO3, 0, 009 

g L-1de KI e 0,0125 g L-1de Al2(SO4)3]. As amostras foram incubadas a 30°C sob agitação 

a 128 rpm. A partir dos dados obtidos foram plotados gráficos mostrando o perfil de 

crescimento celular com resultados expressos em n°células mL-1 em função do tempo de 

crescimento. Após a conclusão desta etapa foram realizados os ensaios fermentativos 

conforme descrito a seguir. 

 

4.6 Processo Fermentativo  

 

 Os processos fermentativos foram conduzidos utilizando hidrolisado ácido 

hemicelulósico como meio de fermentação. Todavia, estes meios (HAH) foram 

utilizados, com e sem destoxificação, e ainda sem e com diluição em meio suplementado 

conforme descrito a seguir.  
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Em função da diluição dos hidrolisados em meio suplementado para o processo 

fermentativo, este foi conduzido em duas etapas: a primeira etapa foi realizada sem 

diluição em meio suplementado (HAHns), e a segunda foi realizada com diluição dos 

hidrolisados em meio suplementado (HAHs) conforme ilustrado no esquema apresentado 

na Figura 11.  

A suplementação do meio de fermentação foi feita pela adição de 10 g L-1 de extrato 

de levedura, 20 g L-1 de peptona, 0,47 g L-1 de (NH4)2SO4, 12,8 g L-1 de KH2PO4, 0,51g 

L-1 de Na2HPO4 e 0,47 g L-1 de MgSO4.7H2O conforme proposto por Bellido et al.  

(2011), entretanto sem as fontes de carbono. O meio HAH com e sem destoxificação 

quando suplementado foi preparado na proporção de 1:1 (meio:HAH:suplemento). 

Os processos fermentativos foram conduzidos em batelada simples, em frascos 

cônicos de 125 mL, nas condições apresentadas (FIG11) utilizando as linhagens de S. 

stipitis (NRRLY1214; NRRLY 7124 e CBS 6054) como agente fermentativo. Para 

obtenção do inóculo as culturas foram previamente crescidas em meio liquido MSI, com 

incubação a 30°C sob agitação a 128 rpm por um período suficiente para atingir 1 nm de 

densidade óptica, com leitura a 600nm. Após crescimento o meio foi centrifugado a 4000 

rpm e o sobrenadante descartado, o precipitado foi resuspendido com 10 mL de água 

destilada. Em seguida foi realizado o inoculo na concentração de 10% v/v do meio de 

fermentação utilizado. 

Na fermentação 1 o bioprocesso foi monitorado a cada 24 horas, quanto ao 

crescimento celular por contagem em câmara de Neubauer (ALVES & MORAES, 1998); 

açúcares redutores (MILLER, 1959) e glicose, realizada pelo método enzimático 

GOD/POD por meio do Kit enzimático GLICOSE PAPLiquiforme, LABTEST®, 

conforme descrito anteriormente, e etanol, realizado ao final do processo fermentativo 

seguindo a metodologia descrita por Isarankura-Na-Ayudhya et al. (2007). Para 

determinação da concentração do teor de etanol as amostras foram submetidas a 

destilação em microdestilador de álcool (TEC132/TECNAL). A partir do destilado foi 

retirado uma alíquota de 150uL e transferidos para um micro tubo tipo Eppendorf de 2 

mL, seguidos da adição de 1,5 mL do reagente dicromato de potássio (0, 1M) em ácido 

sulfúrico (5M) e, homogeneização. A reação foi deixada em repouso por 15 minutos e a 

concentração do teor alcoólico determinada por espectrofotometria a 590 nm. Os 

resultados foram calculados a partir da regressão linear de uma curva analítica utilizando 

etanol como padrão nas concentrações de 0 a 30 g L-1. 
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Figura 11 - Representação esquemática da obtenção dos ensaios fermentativos 1 (sem suplementação) e 2 (com suplementação). HAH= 

hidrolisado ácido hemicelulósico. HDO= hidrolisado ácido hemicelulósico destoxificado por overliming. HDCA= hidrolisado ácido 

hemicelulósico destoxificado por carvão ativado. HDCOA= hidrolisado ácido hemicelulósico destoxificado pela combinação dos métodos 

overliming e carvão ativado. SS= sem suplementação. CS= com suplementação. 
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Na fermentação 2 o bioprocesso foi monitorado a cada 4 horas e analisado conforme 

metodologia descrita na fermentação 1. 

Os ensaios fermentativos foram conduzidos com duas repetições e as análises 

realizadas em triplicata. Os dados obtidos foram examinados por meio de análises de 

variância e a comparação de médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, 

utilizando o programa estatístico OriginPro ® Versão 8. 

 

4.7 Parâmetros cinéticos da fermentação 

 

Os processos fermentativos foram avaliados quanto às taxas de rendimento em etanol 

(Yp/s, getanol gaçúcar
-1), calculado a partir da razão entre o etanol produzido e a glicose 

consumida; taxa de produtividade volumétrica (Qp, g L.-1 h-1), calculada com base na 

concentração máxima de etanol e o respectivo tempo de fermentação; a eficiência 

fermentativa (Ef, %), conversão do açúcar a etanol, calculada com base na razão entre 

(Yp/s) e o valor teórico de etanol (0,511 g g-1) (SILVA et al., 2011). Além destes, foram 

avaliadas a taxa específica de crescimento, µx, calculada com base na produção de 

biomassas por meio de análise por regressão linear, e tempo de geração (tg), tempo 

necessária para célula se dividir de acordo com Schmidell et al. (2001). Os parâmetros 

foram calculadas de acordo com as equações 5 a 9 abaixo. Considerando que o processo 

fermentativo 2 foi monitorado a cada 24 horas não foi possível apresentar as taxas de 

crescimento específico e tempo de geração. 

 

𝑌𝑝/𝑠 =
P

𝑆𝑜−𝑆
                                                                                                                                 (5) 

Yp/s: rendimento em etanol 

P: concentração final de etanol (g L-1) 

S0: concentração inicial de açúcar redutor (g L-1) 

S: concentração final de açúcar redutor (g L-1) 

 

𝐸𝑓 =
𝑌𝑝/𝑠

0,511 
 𝑥 100                                                                                                                        (6) 

Ef: eficiência fermentativa 

Yp/s: rendimento em etanol 
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𝑄𝑝 =
P

𝑡
                                                                                                                             (7) 

Qp: produtividade volumétrica 

P: concentração de etanol 

t: tempo de fermentação 

 

𝜇𝑥 =
1 dx

X dt
                                                                                                                                      (8) 

µx: taxa específica de crescimento 

x: número de células 

t: tempo 

 

𝑡𝑔 =
ln2

𝜇𝑥
                                                                                                                                        (9) 

tg: tempo de geração 

µx: taxa específica de crescimento 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A torta de dendê foi facilmente cominuída e o preparo do hidrolisado foi 

reproduzido com facilidade dentro das condições previamente estabelecidas por Ferreira 

(2013) em estudos com hidrolisados ácidos hemicelulósicos de torta de dendê. A 

ampliação experimental da escala de trabalho do referido autor em 100 vezes possibilitou 

realizar um maior volume de trabalho. 

Os resultados do efeito do processo de hidrolise na liberação de açúcares 

redutores, glicose, compostos fenólicos (CF), ácido acético (AcA), furfural e 5-

hidroximetilfurfural (HMF), bem como a influência dos tratamentos de destoxificação 

sobre a concentração destes componentes encontram-se na Tabela 5. 

O tratamento ácido ocasionou a solubilização da hemicelulose, resultando em um 

HAH com elevada concentração de açúcares redutores (AR), com média de 83,10±1,60 

g L-1. Estes resultados foram próximos ao relatado por Shupe & Liu (2012) que obtiveram 

86,08 g L-1 em hidrolisado ácido hemicelulósico de resíduos florestais de carvalho 

(Quercus sp.). A concentração de glicose no hidrolisado ácido (HAH) foi baixa, 

apresentando valores de 0,91±0,02 g L-1. Sendo assim, pode-se inferir que a hidrólise 

ácida da torta de dendê não ocasionou uma quebra expressiva da molécula de celulose em 

monômeros de glicose. Todavia, esses resultados possibilitam deduzir haver uma alta 

concentração de pentoses (xilose) no meio do HAH, representando um percentual de até 

98%. A baixa eficiência da hidrólise da celulose através da utilização de ácido diluído é 

relatada na literatura (JEONG et al., 2014; KUNDU et al., 2015; RAVINDRAN & 

JAISWAL, 2016), assim como, sobre o favorecimento do processo quando submetido à 

temperatura elevada entre 230 e 240°C. Entretanto, o processo nestas condições fica mais 

susceptível a produção de coprodutos resultantes da degradação da glicose (GÍRIO et al., 

2010; NEGAHDAR et al., 2016). Este efeito de degradação torna prejudicial o andamento 

da fermentação alcoólica, uma vez que os produtos gerados, por exemplo, o 5-

hidroximetilfurfural, é tóxico ao metabolismo das leveduras. 

Os resultados obtidos provenientes dos efeitos dos tratamentos de destoxificação 

sobre os HAH evidenciaram que estes influenciaram na concentração do teor de açúcares 

redutores (TAB 5). Foi observado que o tratamento utilizando overliming e a combinação 

dos métodos de overliming e carvão ativado resultaram em uma diminuição de 56,4±7,3 

e 64,3%±4,0 dos teores de açúcares redutores, respectivamente. Esse fato pode ter 



56 

 

ocorrido devido à degradação destes açúcares, pois de acordo com Amartey & Jeffries 

(1996), os íons de cálcio catalisam a degradação de monossacarídeos com os seus 

intermediários enolato. Mateo et al. (2013) também estudando hidrolisados ácidos de 

resíduos agrícolas da oliveira, observaram uma perda de massa nos teores de açúcares 

após estes hidrolisados terem sidos submetidos ao processo de destoxificação por 

overliming. Millati et al. (2002) igualmente observaram o mesmo fenômeno ao 

destoxificar o hidrolisado ácido de resíduos florestais por overliming. Embora este 

tratamento apresente como desvantagem a perda de carboidratos, ainda tem sido utilizado 

nos processos de destoxificação devido à eficiência na remoção de compostos tóxicos e 

o baixo custo (CHI et al., 2013; MATEO et al., 2013; YUCEL et al., 2015; MARTINEZ 

et al., 2000).  

O tratamento HDCA resultou em um aumento de 12,43±0,12% nos teores de AR. 

Díaz et al. (2009) também observaram o mesmo efeito estudando hidrolisado de resíduos 

de oliveira e relataram que este fato é decorrente da evaporação da água durante a 

aplicação deste método de destoxificação que finda por concentrar estes açúcares.  

Em relação a glicose foi observado que a partir dos três tratamentos de 

destoxificação aplicados, o com overliming foi o menos adequado devido seu elevado 

grau de remoção (42,8 %) deste açúcar. Alguns autores (YADAV et al., 2011; 

CAMESASCA et al., 2015 e GUPTA et al., 2012) aplicando as mesmas condições de 

destoxificação com overliming em hidrolisados ácidos hemicelulósicos, relataram em 

seus estudos ter havido perda destes açúcares. Gupta et al. (2012) descreveram perdas de 

até 77% e Camesasca et al., (2015) de até 50 % das pentoses e 60% das hexoses. Em 

contrapartida, Chi et al., (2013) não observaram perdas significativas dos açúcares em 

seus processos de destoxificação e Yadav et al., (2011) relataram ter havido apenas 

diminutas perdas do teor de açúcares (3%).  

A maior dificuldade proveniente dos tratamentos ácidos de biomassa 

lignocelulósica advém da produção de inibidores que afetam o processo fermentativo. 

Dentre estes, o ácido acético, os compostos fenólicos, o furfural e o 5-

hidroximeteilfurfural (HMF). A seguir encontra-se uma abordagem sobre a concentração 

destes compostos no HAH de dendê, obtida neste estudo, bem como os efeitos dos 

processos de destoxificação na sua remoção. 
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Tabela 5. Composição química do hidrolisado ácido hemicelulósico da torta de 

dendê (HAH) antes e após os processos de destoxificação e efeito destes processos 

na remoção dos açúcares redutores, glicose, ácido acético, compostos fenólicos, 

furfural e o 5-hidroximeteilfurfural (HMF). 

 

Componente 
 Tratamentos 

HAH HDO HDCA HDOCA 

AR (g L-1) 83,10 ± 1,60 60,74 ± 4,00 94,9 ± 0,64 62,38 ± 3,47 

Glicose (g L-1) 0,91 ± 0,020 0,52 ± 0,01 1,06 ± 0,03 0,72 ± 0,01 

CF (g L-1) 0,66 ± 0,030 0,443 ± 0,015 0,058 ± 0,009 0,026 ± 0,004 

Ácido acético (g L-1)  12,02 ± 1,02 19,64 ± 1,80 16,65 ± 1,20 13,81 ± 1,10 

Furfural (mg L-1) 489,50 246,20  3,37 2,84  

HMF (mg L-1) 46,14 28,20 ND ND 

HAH= Sem tratamento de destoxificação; HDO= Destoxificação por overliming; HDCA= Destoxificação por 

carvão ativado e HDOCA= Destoxificação por combinação dos tratamentos com overliming e carvão ativado; 

HMF= 5-hidroximetilfurfural. AR= açúcares redutores; CF=Compostos fenólicos; ND= não detectado. 

 

A concentração de ácido acético, composto formado a partir do grupamento cetila 

da hemicelulose, presente no hidrolisado ácido sem destoxificar foi de 12,02 g L-1. Este 

valor é superior aos relatados na literatura para processos utilizando diferentes biomassas 

na produção do hidrolisado ácido hemicelulósico. Como por exemplo, podemos citar 

Trinh et al. (2014) que trabalhando com a hidrolise ácida do álamo amarelo relataram 

uma concentração inferior, 61% (7,33 g L-1) no hidrolisado. Kundu & Lee (2016) do 

mesmo modo, estudando o hidrolisado ácido de eucalipto observaram uma concentração 

de ácido acético (6,34 g L-1) inferior em cerca de 50% quando comparada aos valores 

encontrados neste estudo. Todavia, Kundu et al. (2015) ao estudar a hidrólise ácida do 

álamo amarelo observaram teores de ácido acético próximos ao encontrados neste estudo, 

com concentração de 11,25 g L-1. De forma semelhante, Brás et al. (2014) observaram 

valores de 13,52 g L-1 deste ácido no hidrolisado ácido hemicelulósico do bagaço de 
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azeitona. Sendo assim, foi possível inferir que nas condições de hidrólise empregada, o 

ácido diluído (5,33%) à 121°C, desencadeou no processo de hidrólise da torta de dendê a 

coprodução de ácido acético, a qual ocorre a partir dos grupamentos acetila da 

hemicelulose. Em relação ao ácido acético não foi observado nenhum efeito dos 

tratamentos de destoxificação na remoção destes compostos. Yucel e Asku (2015), 

também relataram que não obtiveram efeito dos tratamentos de destoxificação na remoção 

do ácido acético presente no hidrolisado ácido hemicelulósico da polpa de beterraba.  

Os compostos fenólicos, formados durante o processo de hidrólise ácida, 

provenientes da degradação da lignina, causam perda da integridade da membrana celular 

microbiana afetando sua capacidade de seletividade (HEIPIEPER et al., 1994). Neste 

estudo a concentração de compostos fenólicos (CF) encontrada no HAH sem tratamento 

de destoxificação foi de 0,66 g L-1 (Tabela 6). Estes valores quando comparados com 

dados relatados na literatura provenientes de hidrolisados hemicelulósicos de diferentes 

matérias-primas pode ser considerado baixo, pois, teores variando de 1,57 a 3,76 g L-1 de 

CF foram relatados em diferentes hidrolisados ácido hemicelulósico tais como, polpa de 

beterraba (YUCEL & ASKU, 2015), resíduos agrícolas de oliveira (MATEO et al., 2013) 

e espiga de milho (GUPTA et al., 2012). A baixa concentração de CF foi satisfatória, pois 

indica pouca influência da hidrolise ácida na degradação da lignina, o que leva a uma 

baixa concentração destes compostos no meio diminuindo a possibilidade de inibição do 

processo fermentativo.  

Os furanos (furfural e 5-hidroximetilfurfural), potentes inibidores microbianos, 

são disponibilizados em função da hidrólise ácida, em concentrações relativamente altas. 

No HAH da torta de dendê foram observados valores na ordem de 0,49 ± 0,004 g L-1 de 

furfural e 0,046 ± 0,003 g L-1 de 5-hidroximetilfurfural.  Estes compostos são, 

provavelmente, os mais importantes grupos de inibidores, uma vez que interferem no 

sucesso do processo de fermentação do hidrolisado ácido hemicelulósico, afetando 

fortemente a produção de etanol que segundo Mateo et al. (2013) é inversamente 

proporcional a concentração destes compostos no meio. O furfural, assim como o 5-

hidroximetilfurfural são conhecidos por reduzir as atividades de enzimas essenciais no 

processo fermentativo como, álcool desidrogenase, aldeído desidrogenase e piruvato 

desidrogenase (MODIG et al., 2002). Guo et al.  (2008) relatam que estes compostos 

quando presentes em concentração acima de 1g L-1 já dificultam a atividade metabólica 

da levedura Scheffersomyces stipitis no que diz respeito à fermentação alcoólica. 
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Ao obter a concentração dos furanos no processo de hidrolise estudado, foi 

possível observar que o furfural estava presente em uma concentração 10 vezes mais 

elevada que o 5-hidroximetilfurfural. Este fato pode estar atrelado à alta concentração de 

pentoses no meio de fermentação, pois, o ácido empregado no processo de hidrólise que 

libera pentoses, de forma majoritária a xilose, também é responsável pela desidratação 

das mesmas, indicando assim, ter ocorrido este fenômeno químico, ou seja, desidratação. 

Todavia, a concentração obtida destes compostos no presente estudo, ainda foram 

inferiores a alguns relatos na literatura. Kundu & Lee (2016) estudando hidrolisado ácido 

hemicelulósico de eucalipto, Kundu et al. (2015) estudando hidrolisado ácido 

hemicelulósico do álamo amarelo e Jeong et al. (2014) estudando o hidrolisado ácido da 

mistura de madeiras de lei (Quercus mongolica, Robinia pseudoacacia L. e Castanea 

crenata), obtiveram valores de furfural de 0,71 g L-1, 1,43 g L-1 e 2,72 g L-1, 

respectivamente. Esses dados correspondem a valores de 31,00; 65,73 e 82,00 % maior 

que os encontrados neste estudo. Em se tratando do 5-hidroximetilfurfural, estes autores, 

para os mesmos hidrolisados já mencionados, relataram ter obtido valores de 0,12 g L-1, 

0,19 g L-1 e 0,91 g L-1, o que demonstra que estes autores também obtiveram para estes 

compostos valores superiores (61,60%; 75,79% e 94,94%) aos encontrado no HAH de 

dendê.  

 Em se tratando do efeito dos métodos de destoxificação no HAH da torta de dendê 

foi observado que, aqueles aplicando tratamentos combinados (HDOCA) e carvão 

ativado (HDCA) foram os mais eficientes na remoção dos compostos fenólicos, furfural 

e 5-hidroximetilfurfural.  

Na Tabela 5, encontram-se os dados obtidos no processo de remoção destes 

compostos, e por meio destes, foi possível notar que estes foram quase que 

completamente removidos ao aplicar os métodos de carvão ativado e combinação dos 

métodos (HDOCA). A remoção pelo método overliming foi a menos eficiente das 

técnicas de destoxificação empregada, apresentando valores de remoção de compostos 

fenólicos, furfural e 5-hidroximetilfurfural na ordem de: 65,00±5,80 %; 50,30±4,20 % e 

38,80±3,60 %, respectivamente, pois, os demais métodos, obtiveram percentuais de 

remoção superior a 90% para estes compostos.  

Alguns autores relataram em seus estudos que observaram uma taxa de remoção 

semelhante à obtida empregando o método de destoxificação por carvão ativado. Mateo 

et al. (2013) estudando hidrolisado ácido hemicelulósico dos resíduos de oliveira 

obtiveram 98% de remoção dos furanos e 81% dos compostos fenólicos, Lee et al. (2011) 
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avaliando o hidrolisado ácido de chips de carvalho obtiveram 95,9% de remoção de 5-

hidroximetilfurfural e 92,5% de furfural, do mesmo modo, Yucel & Asku (2015), também 

relataram que obtiveram remoção de 98% de furanos e 71% dos compostos fenólicos 

analisando o hidrolisado ácido hemicelulósico dos resíduos da beterraba açucareira. Em 

se tratando da remoção dos compostos fenólicos pelo método do carvão ativado, os 

resultados obtidos neste estudo foram 12% superior ao encontrado por Mateo et al. (2013) 

e 22,7% superior ao relado por Yucel & Asku (2015). 

Em se tratando do efeito do processo de destoxificação foi possível observar de 

forma geral, que os tratamentos envolvendo Overliming foram os que tiveram maior 

efeito negativo, pois removeram os maiores percentuais de açúcares. Em contrapartida, o 

HDCA foi considerado neste estudo, como sendo o melhor tratamento para destoxificar 

HAH de torta de dendê, uma vez que apresentou as menores taxas de remoção de açúcares 

e os maiores percentuais de remoção de furfural e compostos fenólicos, apresentando 

valores superiores a 93 %, além da remoção completa dos HMF.  

 

5.1 Perfil do crescimento das linhagens de Scheffersomyces stipitis  

 

Na Figura 12 encontra-se o perfil do crescimento celular das três linhagens de 

Scheffersomyces stipitis (NRRLY1214, NRRLY 7124 e CBS 6054) estudadas. Nos dados 

obtidos foi observado que todas as linhagens, quando cultivadas no meio sintético (MSI), 

apresentaram período de adaptação semelhante entre si, apresentando uma fase Lag com 

duas horas de duração. No entanto, a fase exponencial (fase Log) foi distinta entre as três 

linhagens (NRRLY1214, NRRLY 7124 e CBS 6054), com duração de 8, 10 e 12 horas, 

respectivamente. No final da fase Log, para as respectivas linhagens estudadas, foi 

observado uma população de células na concentração de 2,29X108; 4,13X108 e 1,61X108 

células mL-1. A taxa específica de crescimento para tais linhagens foi de 0,30µx h-1; 

0,34µx h-1 e 0,28µx h-1. Por meio destes dados foi possível observar que a linhagem 

NRRLY 7124 apresentou um maior aumento da concentração de biomassa em função do 

tempo nestas condições de cultivo (meio MSI, 30 ºC, 128 rpm). Sendo assim, 

considerando que a taxa de crescimento específica é diretamente proporcional à 

velocidade de crescimento da população, as linhagens, NRRLY 1214 e CBS 6054 foram 

as que apresentaram maior velocidade de crescimento. Em se tratando do tempo de 

geração foram observados valores de 2,21h, 1,97h e 2,45h para as respectivas linhagens. 
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Portanto, considerando a taxa especifica de crescimento foi possível inferir que o tempo 

de geração para essas linhagens foi constante.  

 

Figura 12 - Perfil do crescimento celular das linhagens de Scheffersomyces stipitis 

(CBS 6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) cultivadas em meio sintético (MSI) à 

30ºC, 128 rpm. 

  

 Fonte: O AUTOR. 

 

5.2 Perfil fermentativo das linhagens de Scheffersomyces stipitis nos HAH de torta 

de dendê sem diluição em meio suplementado (ns), com e sem destoxificação 

 

As Figuras 13 A, B, C e D apresentam o perfil do processo fermentativo das 

linhagens de S. stipitis avaliadas nos diferentes hidrolisados (HAHns, HDOns, HDCAns 

e HDOCAns) sem diluição em meio suplementado MSII. Na Figura 14 A, B, C e D 

encontram-se o perfil do crescimento celular das linhagens estudadas com base na 

contagem de células em câmara de Neubauer e densidade óptica DO600nm, 

respectivamente, nos meios de fermentação (HAHns, HDOns, HDCAns e HDOCAns). 

Os resultados permitiram observar que houve um comportamento semelhante entre os 

dados obtidos pelos dois métodos de quantificação celular, com exceção do meio HAHns. 

Após 24 horas de crescimento foi observado que as três linhagens estudadas, 

apresentaram um padrão estável de crescimento, sugerindo encontrar-se na fase 

estacionária. Este período foi relativamente curto quando comparado ao comportamento 
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observado para estas linhagens no meio de fermentação com suplementação (MSI) que 

levaram no mínimo 52 horas para refletir esse comportamento.  

Os processos fermentativos foram acompanhados até estabilização do consumo 

de açúcares redutores e crescimento celular e tiveram duração de 144 horas.  

Em todos os meios utilizados para fermentação, com ou sem destoxificação, foram 

observados crescimento celular, porém, tratando-se da produção de etanol, foi observado 

produção somente naqueles meios os quais receberam tratamento de destoxificação. Este 

fato evidencia um melhor desempenho das linhagens quando os meios são submetidos a 

estes tratamentos. 

No meio de fermentação elaborado sem tratamento destoxificação (HAHns), 

apesar de ter sido observado crescimento celular não foi constatado nenhuma produção 

de etanol. Este fato corrobora que as linhagens estudadas são tolerantes as condições 

adversas dos meios de fermentação empregados, porém, a quantidade de compostos 

tóxicos presentes, certamente interferiram de forma negativa no metabolismo das três 

linhagens de leveduras influenciando na produção de etanol. Gutiérrez-Rivera et al. 

(2015) estudando processo de fermentação com hidrolisado ácido hemicelulósico de 

bagaço de cana utilizando S. stipitis NRRLY 7124 como agente fermentativo, também 

observaram que apesar da baixa produção de etanol, a levedura foi capaz de crescer em 

um meio com 100% de hidrolisado e concentração de 4,5 g L-1de ácido acético, 0,5 g L-

1de furfural e 0,03 g L-1de 5-hidroximetilfurfural.  

Kundu & Lee (2016) relataram que a levedura S. stipitis é altamente sensível aos 

inibidores produzidos durante a hidrolise ácida e que a presença de 1,5g L-1 de furfural 

reduz a eficiência fermentativa em 90% no hidrolisado ácido de resíduos agroindustriais, 

e ainda que, a presença de ácido acético em concentração acima de 7g L-1 reduz o 

crescimento celular em até 71% e a produção de álcool em 93%. Por outro lado, Kundu 

et al. (2015) relataram que o teor de furanos acima de 2 g L-1 e concentração de ácido 

acético acima de 11 g L-1 inviabilizaram o crescimento e a atividade metabólica da 

levedura Pichia stipitis CBS 6054 no hidrolisado ácido hemicelulósico de resíduos 

florestais. Apesar da concentração de furfural nos meios de fermentação estudada se 

encontrar abaixo de 1,5g L-1, o teor de ácido acético está na faixa de 41,60% superior ao 

relatado.  

Um outro fato que pode ter contribuído para o menor desempenho destas 

linhagens frente a produção de etanol pode estar relacionado com a falta de determinados 

nutrientes no meio de fermentação. Guitierrez-Rivera et al. (2015), que reportam que 
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fontes nutricionais, tais como nitrogênio, enxofre, fósforo e diversos sais, são essenciais 

para o desenvolvimento e manutenção das células, e ainda, produção de etanol. 

Camesasca et al.  (2015) estudando fermentação do hidrolisado ácido hemicelulósico do 

capim elefante utilizando a levedura S. stipitis NBRC 10063 como agente fermentativo, 

também observaram não haver produção de etanol em meios fermentativos composto por 

hidrolisado ácido (puro) sem destoxificação. Todavia, estes autores perceberam que 

quando o meio recebeu tratamento de destoxificação, no caso por overliming, observaram 

uma eficiência fermentativa de 66%. 

Não foi observado um consumo total dos açúcares disponíveis nos meios de 

fermentação pelas três linhagens em todos os meios e condições de fermentação 

empregada. A maior porcentagem de consumo de açúcares redutores foi observada no 

meio fermentativo, destoxificado por overliming (HDOns), com cerca de 50% de 

consumo dos açúcares pelas linhagens NRRLY 1214 e CBS 6054.  

No meio contendo o hidrolisado ácido sem tratamento de destoxificação (HAHns) 

o consumo de açúcar foi de 25,33% pela linhagem CBS 6054. Nos meios destoxificados 

por carvão ativado (HDCAns) e pela combinação carvão ativado e overliming 

(HDOCAns) o consumo de açúcares redutores foi de 37 e 25%, respectivamente, ambos 

alcançados pela linhagem CBS 6054. O comportamento da linhagem CBS6054 frente ao 

HAHns demonstrou que esta pode ser considerada como a mais vigorosa entre as 

linhagens estudas, uma vez que apresentou melhor consumo de açúcares redutores no 

meio sem tratamento de destoxificação. 

Na Tabela 6 encontra-se os resultados da produção de etanol no final do processo 

fermentativo, o rendimento em etanol (Yp/s getanol gaçúcar
-1), a eficiência fermentativa (Ef 

%) e a produtividade volumétrica (Qp g L-1 h-1) alcançadas pelas linhagens estudadas 

(CBS 6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) nos diferentes meios fermentativos não 

suplementados (HAHns, HDOns, HDCAns e HDOCAns). Em reflexo à baixa produção 

de etanol, os valores de Yp/s, Ef e Qp não apresentaram valores expressivos em nenhum 

dos hidrolisados estudados.  

A baixa produção etanol pode estar atrelada à alta concentração de ácido acético, 

12 g L-1 (não removido por nenhum tratamento), e ausência de suplementos nutricionais. 

Sendo assim, foi realizado novos ensaios fermentativos dos meios com e sem tratamento 

de destoxificação submetidos a uma diluição na proporção de 1:1 em meio suplementado 

(MSII). Os resultados destes ensaios estão apresentados no item 5.3.



64 

 

1,00E+06

1,00E+07

1,00E+08

1,00E+09

1,00E+10

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

0 20 40 60 80 100 120 140

N
ú

m
er

o
 d

e 
cé

lu
la

s 
m

L-1

A
çú

ca
re

s 
re

d
u

to
re

s 
g 

L-1

Tempo h
NRRLY 1214 NRRLY 7124 CBS 6054

NRRLY 1214 NRRLY 7124 CBS 6054

1,00E+06

1,00E+07

1,00E+08

1,00E+09

1,00E+10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

0 20 40 60 80 100 120 140

N
ú

m
er

o
 d

e 
cé

lu
la

s 
m

L-1

A
çú

ca
re

s 
re

d
u

to
re

s 
g 

L-1

Tempo h

NRRLY 1214 NRRLY 7124 CBS 6054

NRRLY 1214 NRRLY 7124 CBS 6054

1,00E+06

1,00E+07

1,00E+08

1,00E+09

1,00E+10

55

65

75

85

95

105

115

0 20 40 60 80 100 120 140

N
ú

m
er

o
 d

e 
cé

lu
la

s 
m

L-1

A
çú

ca
re

s 
re

d
u

to
re

s 
g 

L-1

Tempo h

NRRLY 1214 NRRLY 7124 CBS 6054

NRRLY 1214 NRRLY 7124 CBS 6054

1,00E+06

1,00E+07

1,00E+08

55

60

65

70

75

80

0 20 40 60 80 100 120 140

N
ú

m
er

o
 d

e 
cé

lu
la

s 
m

L-1

A
çú

ca
re

s 
re

d
u

to
re

s 
g 

L-1

Tempo h

NRRLY 1214 NRRLY 7124 CBS 6054

NRRLY 1214 NRRLY 7124 CBS 6054

 

Figura 13. Perfil do consumo de açúcares redutores (AR) e do crescimento celular de S. stipitis (CBS 6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) nos hidrolisados não 

suplementados com meio MSII: HDOns = Destoxificação por overliming (A); HDOCAns = Destoxificação por combinação dos tratamentos com overliming e carvão 

ativado (B); HDCAns = Destoxificação por carvão ativado (C) e HAHns = Sem tratamento de destoxificação (D). 
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Figura 14. Perfil do crescimento celular baseado na leitura direta da densidade óptica D.O600 nm das linhagens de S. stipitis (CBS 

6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) nos hidrolisados não suplementados com meio MSII: HDOns = Destoxificação por 

overliming (A); HDOCAns = Destoxificação por combinação dos tratamentos com overliming e carvão ativado (B); HDCAns = 

Destoxificação por carvão ativado (C) e HAHns = Sem tratamento de destoxificação (D). 
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Tabela 6: Concentração de etanol, rendimento de etanol (Yp/s getanol gaçúcar
-1), eficiência fermentativa (Ef %), produtividade 

volumétrica (Qp g L-1 h-1) e crescimento máximo específico (µx h-1) das linhagens de leveduras de S. stipitis (CBS 6054, NRRLY 

1214 e NRRLY 7124) frente aos hidrolisados ácidos hemicelulósicos não suplementados e seus respectivos tratamentos de 

destoxificação (HAHns, HDOns, HDCAns e HDOCAns). 

Amostra de 

hidrolisado 

Linhagem de 

levedura 

Etanol Final  

(g L-1) 

Rendimento de 

etanol  

Yp/s  

(getanol gaçúcar
-1) 

Produtividade 

Volumétrica  

Qp 

(g L-1h-1) 

Eficiência 

fermentativa  

(Ef %) 

HDOns 

NRRLY 1214 O,48± 0,15a 0,01 ± 0,03a 0,003±0,002a 2,4 ±1,60 

NRRLY 7124 0,59±0,30a 0,02 ± 0,02a 0,004±0,003a 4,6 ± 4,46 

CBS6054 0,55± 0,30a 0,01 ± 0,01a 0,003±0,003a 2,9 ± 3,07 

HDOCAns 

NRRLY 1214 0,83 ± 0,40b 0,12 ± 0,01b 0,005±0,004b 2,4 ±1,60 

NRRLY 7124 0,83 ± 0,30b 0,07 ± 0,01b 0,005±0,005b 4,6 ± 4,46 

CBS6054 0,17 ± 0,30c 0,008 ± 0,01c 0,001±0,004c 2,9 ± 3,07 

HDCAns 

NRRLY 1214 O,69± 0,15c 0,02 ± 0,03d 0,004±0,005d 4,7 ± 2,84 

NRRLY 7124 0,80±0,30c 0,04 ± 0,02d 0,005±0,007d 9,4 ± 8,16 

CBS6054 0,069± 0,30d 0,002 ± 0,01e 0,0004±0,002e 0,5 ± 4,96 

HAHns 

NRRLY 1214 ND ND ND ND 

NRRLY 7124 ND ND ND ND 

CBS 6054 ND ND ND ND 

HDOns = Destoxificação por overliming (A); HDOCAns = Destoxificação por combinação dos tratamentos com overliming e 

carvão ativado (B); HDCAns = Destoxificação por carvão ativado (C) e HAHns = Sem tratamento de destoxificação (D). ND= 

não detectado. 
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5.3 Perfil fermentativo das linhagens de Scheffersomyces stipitis nos HAH de torta 

de dendê diluídos em meio suplementado, com e sem destoxificação 

 

Os resultados concernentes ao desempenho de consumo de açúcares redutores e 

crescimento celular das linhagens de S. stipitis no processo fermentativo empregando 

meio hidrolisado ácido hemicelulósico da torta de dendê diluídos em meio suplementado 

(HAHs), com e sem tratamento de destoxificação (HAHs, HDOs, HDCAs e HDOCAs), 

encontram-se apresentados na Figura 15 A, B, C e D. Os processos fermentativos 

realizados com os diferentes hidrolisados ácidos hemicelulósicos da torta de dendê, 

independente dos tratamentos aplicados, tiveram duração de 90 horas. Em se tratando do 

crescimento celular no meio de HAHs, com e sem destoxificação, foi observado que as 

linhagens estudadas cresceram de forma congruente. O fato de ter havido crescimento 

nestes meios fermentativos, demonstra que as linhagens de leveduras testadas apresentam 

certa tolerância aos componentes inibidores nas concentrações existentes nos meios, as 

quais após a diluição, presumivelmente, se encontram nas concentrações de 0,245 g L-1 

de furfural, 0,023 g L-1 de 5-Hidrximetilfurfural, 6,01 g L-1 de ácido acético e 0,33 g L-1 

de compostos fenólicos. 

No processo fermentativo realizado com o meio HAHs destoxificado por 

Overlimig foi observada, para a linhagem CBS 6054, a maior concentração de células ao 

final do processo (1,23x109). A linhagem NRRLY7124 apresentou concentração de 

células equivalente a CBS 6054 até 47 horas de fermentação, após este período apresentou 

um decaimento celular expressivo em 65,20%, quando comparado ao crescimento da 

linhagem CBS 6054. 

O fato das células terem sido inoculadas no meio de fermentação já em fase de 

crescimento exponencial resultou na ausência de uma fase de adaptação celular. Esse fato, 

de forma positiva, contribui para um menor tempo de fermentação. 

As três linhagens apresentaram um perfil de crescimento semelhante entre si nos 

meios de fermentação tratados pelos métodos de carvão ativado (HDCAs), combinado 

(HDOCAs), e sem tratamento de destoxificação (HAHs).  

Em relação ao consumo dos açúcares para as três linhagens estudadas, foram 

observadas, nos meios de fermentação com HAHs de torta de dendê destoxificado pelo 

método Overliming (HDOs) e o combinado (HDOCAs), as maiores eficiências de 

consumo, acima de 90%. Nos meios HDCA e HAH foram observadas que a eficiência de 

consumo de açucares redutores variaram entre 51,57 e 68,13 %. Este fato evidencia que 



68 

 

a concentração de inibidores (ácido acético, compostos fenólicos, furfural e 5-

hidroximetilfurfural), presente nos meios de fermentação tradados pelos diferentes 

técnicas de destoxificação (HDOs, HDCAs, HDOCAs), não foi um fator limitante para 

as linhagens em relação ao consumo de açúcares, uma vez que no meio contendo a maior 

concentração destes inibidores, HDOs, foi onde houve a maior taxa de consumo de 

açúcares, acima de 90%. Todavia, no HAHs foi observado para as três linhagens 

estudadas, a menor velocidade de consumo dos açúcares redutores. Pois, ao final de 90h, 

ainda havia em torno de 19,56 a 20,4 g L-1 de açúcares no processo, o que representou no 

mínimo 46,42% de açúcares remanescentes.  

Na Tabela 7 encontram-se os resultados da produção de álcool das linhagens de 

S. stipitis nas diferentes condições de hidrolise estudada, bem como, as variáveis de 

resposta dos processos fermentativos. Em relação à produção de etanol foram observadas 

as maiores produção para as linhagens NRRLY1214 e NRRLY7124 no meio HDOs com 

respectivos valores de 6,2 g L-1 e 6,13 g L-1, seguido do meio HDCAs com valores de 4,8 

g L-1 e 5,2 g L-1, para as mesmas linhagens.  

Ao comparar o desempenho da produção de etanol entre as três linhagens 

estudadas frente aos diferentes meios de fermentação empregados (TAB 7 e TAB 8), foi 

observado que: as linhagens NRRLY1214 e NRRLY7124 apresentaram as melhores 

taxas de produção de etanol e que estas não diferiram entre si; que a linhagem 

NRRLY1214 apresentou taxas de produção de etanol que diferiram estatisticamente entre 

os meios de fermentação utilizados; que a linhagem NRRLY7124 não apresentou 

diferença estatística entre as taxas de produção de etanol obtidas nos meios de 

fermentação HDOCAs e HDCAs, mas diferiram dos demais meios, e que o menor 

desempenho na produção de álcool observado para estas linhagens ocorreu no meio 

HAHs.  

Em se tratando da linhagem CBS6054 foi observado um desempenho 

fermentativo inferior às demais linhagens no que tange a produção de álcool nos meios 

estudados. Estatisticamente, não foi observada diferença na produção de álcool para a 

linhagem CBS6054 entre os meios HDOs, HDOCAs e HDCAs (Tabela 7), entretanto, foi 

observada diferença estatística, para este parâmetro, entre os meios HDCAs e HAHs. A 

concentração de etanol produzida por essa linhagem nos diferentes meios fermentativos 

variou entre 2,4 e 3,6 g L-1. A menor taxa de produção de etanol (2,0±0,16 g L-1) foi 

obtida no meio HAHs pela linhagem NRRLY7124 e a maior taxa (6,2±0,15 g L-1) foi 

obtida no meio HDOs pela linhagem NRRLY1214. Comparando estas taxas, ou seja, a 
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menor taxa de produção de etanol obtida, com a maior foi possível observar uma diferença 

de produção de etanol de 67,74%. O baixo valor de etanol obtido no meio HAHs, 

provavelmente, deve-se, ao fato do meio de fermentação não ter recebido tratamento de 

destoxificação. 

Os melhores valores de rendimento, Yp/s (0,33±0,02 g g-1) e produtividade 

volumétrica, Qp, (0,068±0,003 g g-1) foram alcançadas pela linhagem NRRLY7124 no 

meio HDOs. Em contrapartida, as taxas mais baixas, Yp/s e Qp, com valores de 

0,10±0,001 g g-1 e 0,022±0,001 g L-1 h-1, foram apresentadas pelas linhagens 

NRRLY1214 e NRRLY7124, respectivamente, no meio HAHs.  Este fato evidencia que 

os compostos tóxicos nas concentrações encontradas no meio HDOs foram menos 

nocivos sobre o desempenho fermentativo desta linhagem (NRRLY7124) quando 

comparados às concentrações de compostos tóxicos presentes no meio HAHs. O 

rendimento em álcool para as linhagens NRRLY 1214 e NRRLY7124, no meio HDOs, 

foi 65% maior quando comparadas com o meio sem destoxificação (HAHs). 

De forma geral (TAB 7 e TAB 8), foi observado que todas as linhagens, 

independente das condições de destoxificação aplicadas nos meios de fermentação, 

apresentaram taxa de crescimento específica, sendo esta de no mínimo 0,07µx h-1. Este 

fato nos leva a crer que as linhagens estudadas não foram completamente inibidas quanto 

ao seu crescimento nas concentrações de compostos tóxicos presentes nos meios de 

fermentação suplementados. Segundo His (2009) a taxa especifica de crescimento pode 

ser interpretada como o aumento relativo da biomassa referente ao intervalo de tempo. 

Deste modo, para a maior taxa de crescimento observada, 0,22 µx h-1, para a linhagem 

NRRLY1214 no meio HDOCAs, tem-se um crescimento de 22% de biomassa no 

intervalo de tempo de uma hora.  

No meio HDOs, onde houve baixas taxas de remoção dos compostos tóxicos 

foram observadas taxas de crescimento semelhantes àqueles meios cuja destoxificação 

removeu mais de 90% destes compostos. O tratamento utilizando overliming 

provavelmente pode ter removido compostos inibidores não mensurados neste estudo tais 

como, ácido fórmico, ácido levulínico, ácido ferúlico e vanilina. 
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Figura 15. Perfil do consumo de AR e do crescimento celular das linhagens de Scheffersomyces stipitis (CBS 6054, 

NRRLY 1214 e NRRLY 7124) nos meios suplementados: HDOs= Destoxificação por overliming (A); HDOCAs= 

Destoxificação por combinação dos tratamentos com overliming e carvão ativado (B); HDCAs= Destoxificação por 

carvão ativado (C) e HAHs= Sem tratamento de destoxificação (D).  
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Quanto a eficiência fermentativa foi observada que as linhagens NRRLY1214 e 

NRRLY7124 produziram as melhores taxas (64,46 e 64,89%) no meio HDOs. As 

menores taxas de Ef foram observadas no meio sem tratamento de destoxificação (HAHs) 

para as três linhagens estudadas, sendo o menor valor apresentado pela linhagem 

NRRLY7124, com valor de Ef 16,30±5,96 %. 

Quanto aos valores de rendimento e produtividade foi observado que entre as 

linhagens estudadas não houve diferença significativa (p<5%) frente ao hidrolisado sem 

tratamento de destoxificação (HAHs) e tratado com carvão ativado (HDCAs). As 

variáveis de resposta, Yp/s e Qp para as linhagens NRRLY 1214 e NRRLY 7124 não 

diferiram estatisticamente entre si no meio HDOs e HDOCAs. 

Os valores de Yp/s e Ef obtidos no meio HDOs foram similares a alguns relatos 

da literatura. Camesasca et al. (2015) estudando fermentação alcoólica frente ao 

hidrolisado ácido hemicelulósico do capim elefante destoxificado com overliming obteve 

taxas de Yp/s de 0,34±0,002 getanol gaçúcar
-1 e Ef de 66% utilizando a linhagem de NBRC 

10063. Gupta et al.  (2012), também utilizando Pichia stipitis na fermentação do 

hidrolisado ácido da espiga de milho destoxificado com carvão ativado, obteve 

rendimento em etanol de 0,31±0,001 getanol gaçúcar
-1 e Ef 60% com 60 horas de 

fermentação. Huang et al. (2009), descreveram resultados superiores aos aqui 

apresentados, para Yp/s (0,37±0,001 getanol gaçúcar
-1) e Ef (72%) na fermentação alcoólica 

do hidrolisado ácido hemicelulósico da palha de arroz utilizando a levedura Pichia stipitis 

BCRC21777 como agente fermentativo, todavia, aplicando técnicas de aclimatação 

microbiana no próprio hidrolisado.  

Os resultados relacionados ao desempenho das linhagens quanto ao consumo de 

açúcares redutores e glicose das linhagens de S. stipitis no processo fermentativo 

empregando HAH da torta de dendê suplementados, sem e com tratamento por diferentes 

métodos de destoxificação (HAHs, HDOs, HDCA e HDOCAs), encontram-se 

apresentados na Figura 16 A, B, C e D. 
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Figura 16 - Perfil do consumo de AR e glicose das linhagens de Scheffersomyces stipitis (CBS 6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) em 

meios suplementados: HDO= Destoxificação por overliming (A); HDOCA= Destoxificação por combinação dos tratamentos com 

overliming e carvão ativado (B); HDCA= Destoxificação por carvão ativado (C) e HAH= Sem tratamento de destoxificação (D). 
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Tabela 7 - Dados dos parâmetros fermentativos (etanol, ETHOf; rendimento de etanol, Yp/s getanolgaçúcar
-1; eficiência fermentativa, Ef %; 

produtividade volumétrica, Qp g L-1 h-1; e crescimento máximo específico, µx h-1), obtidos para as três linhagens das linhagens de leveduras de S. 

stipitis (CBS 6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) frente aos hidrolisados ácidos hemicelulósicos e seus respectivos tratamentos de destoxificação. 

Meios 

Fermentativos 

Linhagens de  

leveduras 

Etanol final 

ETHOf 

(g L-1) 

Rendimento de etanol 

Yp/s  

(getanol gaçúcar
-1) 

Produtividade volumétrica  

Qp  

(g L-1 h-1) 

Taxa Especifica 

de Crescimento 

µx (h-1) 

HDOs 

NRRLY1214 6,2± 0,15a 0,32 ± 0,03a 0,069±0,002a 0,11a 

NRRLY7124 6,13±0,30a 0,33 ± 0,02a 0,068±0,003a 0,084a 

CBS6054 2,7± 0,30b 0,16 ± 0,01b 0,027±0,003b 0,12a 

HDOCAs 

NRRLY 1214 4,13 ± 0,40c 0,17 ± 0,01c 0,045±0,004c 0,22b 

NRRLY 7124 4,26 ± 0,30c 0,16 ± 0,01c 0,047±0,005c 0,13c 

CBS6054 3,0 ± 0,30d 0,11 ± 0,01d 0,033±0,004d 0,07d 

HDCAs 

NRRLY1214 4,8 ± 0,40e 0,15 ± 0,01e 0,053±0,005e 0,07e 

NRRLY7124 5,2 ± 0,15e 0,12 ± 0,01f 0,053±0,007e 0,12f 

CBS6054 3,6 ±0,26f 0,12 ± 0,01f 0,04±0,002e 0,12f 

HAHs 

NRRLY1214 2,3 ± 0,15g 0,10 ± 0,01g 0,027±0,003f 0,13g 

NRRLY7124 2,0 ± 0,16g 0,11 ±0,001g 0,017±0,001f 0,13g 

CBS6054 2,4± 0,15g 0,11 ± 0,01g 0,028±0,001f 0,13g 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para o mesmo meio fermentativo não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 
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Tabela 8 - Dados do desempenho das linhagens de leveduras de S. stipitis (CBS 6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) frente aos hidrolisados ácidos 

hemicelulósicos suplementados submetidos a diferentes tratamentos de destoxificação. Parâmetros analíticos: concentração e rendimento de etanol 

(Yp/s getanolgaçúcar
-1), produtividade volumétrica (Qp g L-1 h-1) e taxa especifica de crescimento (µx h-1). 

Linhagem de 

levedura 

Hidrolisado 

Hemicelulósico 

Etanol Final  

(g L-1) 

Rendimento de 

etanol Yp/s 

(getanol gaçúcar
-1) 

Produtividade 

Volumétrica Qp 

(g L-1 h-1) 

Taxa Especifica 

de Crescimento 

µx (h-1) 

NRRLY 1214 

HDOs 6,2± 0,15a 0,32 ± 0,03a 0,069±0,002a 0,11ab 

HDOCAs 4,13 ± 0,40b 0,17 ± 0,01b 0,045±0,004b 0,22c 

HDCAs 5,2 ± 0,40c 0,15 ± 0,01b 0,053±0,005b 0,07b 

HAHs 2,3 ± 0,15d 0,10 ± 0,01c 0,027±0,003c 0,13a 

NRRLY 7124 

HDOs 6,13±0,30e 0,33 ± 0,02d 0,068±0,003d 0,084d 

HDOCAs 4,26 ± 0,30f 0,16 ± 0,01e 0,047±0,005e 0,13e 

HDCAs 4,8 ± 0,15f 0,12 ± 0,01ef 0,053±0,007e 0,12de 

HAHs 2,0 ± 0,16g 0,11 ±0,001f 0,017±0,001f 0,13e 

CBS 6054 

HDOs 2,7± 0,30hi 0,16 ± 0,01g 0,027±0,003a 0,12f 

HDOCAs 3,0 ± 0,30hi 0,11 ± 0,01h 0,033±0,004a 0,07g 

HDCAs 3,6 ±0,260h 0,12 ± 0,01h 0,04±0,002b 0,12f 

HAHs 2,4± 0,15i 0,11 ± 0,01h 0,028±0,001a 0,13f 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para a mesma linhagem de levedura, não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Conforme já relatado, o tratamento ácido da torta de dendê resultou em um 

hidrolisado (HAH) com teor de glicose abaixo de 0,65g L-1, mostrando assim, que o 

tratamento foi positivo, pois indicou não ter afetado de forma expressiva a fração 

celulósica da biomassa. Neste contexto os resultados do teor de glicose evidenciaram que 

no meio de fermentação a concentração majoritária de açúcares disponíveis para 

fermentação, presumivelmente, era composta, na sua grande maioria, por pentoses 

resultantes da hidrólise da hemicelulose. Na Figura 16, quanto ao consumo da glicose no 

meio de fermentação foi observado que, independente do tratamento de destoxificação, 

em até 16 horas de fermentação esta foi totalmente consumida. Porém, no meio de 

fermentação HDOCAs foi observado que, a glicose foi consumida mais rapidamente, no 

período de 12h, pelas três linhagens estudadas. De acordo com a literatura (LORLIAM et 

al., 2013; CADETE et al., 2012; WATANABE et al., 2007) as linhagens de S. stipitis 

(Pichia stipitis) em meios de fermentação contendo glicose e D-xilose, preferencialmente, 

consomem primeiro a glicose, sendo a D-xilose consumida subsequente.  

De forma geral, ao comparar a produção de etanol, Yp/s e os demais parâmetros 

no meio HAH, com e sem diluição em meio suplementado, foi possível constatar que a 

produção de etanol, Yp/s, Ef e Qp, no meio de fermentação destoxificado os quais 

receberam diluição, foi superior em no mínimo 86%, 63,3 %, 55,5 % e 92,7%, 

respectivamente. Esses dados permitem inferir que os meios de HAH da torta de dendê, 

empregados no processo de fermentação para as três linhagens de S. stipitis, quando 

diluídos meio MSI (10 g L-1 de extrato de levedura, 20 g L-1 de peptona, 0,47 g L-1 de 

(NH4)2SO4, 12,8 g L-1 de KH2PO4, 0,51g L-1 de Na2HPO4 e 0,47 g L-1 de MgSO4.7H2O) 

apresentam melhores resultados no que diz respeito a produção de etanol, Yp/s, Ef , Qp e 

crescimento celular. Este fato reforça os relatos da literatura quanto à necessidade de 

nitrogênio, fosfato, enxofre e sais no desempenho da linhagem S. stipitis, evidenciando a 

importância da suplementação nos HAH como meio de fermentação. 
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6. CONCLUSÃO  

Os resultados obtidos no presente estudo da avaliação do efeito dos processos de 

destoxificação por carvão ativado, overliming e na combinação dos dois tratamentos no 

desempenho de três linhagens de Scheffersomyces stipitis na fermentação alcoólica de 

hidrolisados hemicelulósicos da torta de dendê permitiram concluir que:  

 O HAH da torta de dendê apresentou percentuais de compostos fenólicos, ácido 

acético (em maior concentração que os demais), furfural e 5-hidroximetilfurfural em 

sua composição. 

 O tratamento de destoxificação com carvão ativado foi o mais eficiente na remoção 

dos compostos inibidores avaliados (furfural, 5-hidroximetilfurfural e compostos 

fenólicos) 

 A destoxificação por overlimng resultou na degradação de açúcares redutores.  

 As linhagens NRRLY 1214 e NRRLY 7124 foram as que apresentaram os melhores 

desempenhos na produção de etanol com valores correspondentes de 6,20 e 6,13 g L-

1 e taxas de rendimento de Yp/s 0,32 g g-1 e 0,33 g g-1 no meio suplementado 

destoxificado por overliming (HDOs). 

 O processo de destoxificação surtiu efeito positivo quanto à produção de etanol pelas 

linhagens testadas nos hidrolisados com e sem diluição em meio suplementado. 

 A diluição utilizando meio suplementado do meio HAH da torta de dendê resultou 

em significativa melhora no processo de fermentação para as três linhagens de S. 

stipitis. 

 As linhagens estudadas (NRRLY 1214, NRRLY 7124 e CBS6054) boa adaptação 

quanto as condições de toxicidade do meio HAHns da torta de dendê. 

 O uso do HAH da torta de dendê se mostrou viável como meio de fermentação para 

produção de etanol 2G. Toda via, são necessários maiores estudos que reflitam na 

melhoria das taxas de rendimento e produtividade dos processos.  

 Os dados obtidos contribuirão de forma positiva no aproveitamento de resíduos 

agroindustriais, bem como para os avanços na área de obtenção de etanol de 2G.  
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