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¹Engenharia Ambiental e Sanitária, UFFS – Campus Chapecó – Santa Catarina 

*lucaroniana@gmail.com 

RESUMO 

Nas últimas décadas, o Brasil obteve grande progresso na produção de etanol combustível 

utilizando a sacarose da cana-de-açúcar como matéria-prima, sendo o segundo maior produtor 

mundial de etanol. Entretanto, em termos de segurança hídrica, alimentar e ambiental, essa 

produção pode ser otimizada pela substituição da matéria-prima alimentícia por resíduos 

agrícolas, dando origem à segunda geração do combustível: o etanol 2G. Entre estas biomassas, 

a casca do coco é uma potencial matéria-prima para a produção de hidrolisados 

lignocelulósicos, devido ao seu elevado percentual de holocelulose (~44,5%), que pode ser 

convertido em açúcares fermentescíveis. Deste modo, o presente trabalho visa contribuir com 

a diversificação das matérias-primas utilizadas para a produção de álcool combustível, através 

da análise dos parâmetros fermentativos do hidrolisado de coco, para a produção de etanol 2G. 

Para tal, a casca do coco foi submetida a um pré-tratamento alcalino com hidróxido de cálcio 

(20% m/m). Em seguida, utilizaram-se as enzimas Ctec2 (2% v/m) e Htec2 (0,5% v/m) para a 

hidrólise. A eficiência de conversão dos polímeros em monômeros foi de 19,33% da celulose 

em glicose e de 7,30% da hemicelulose em xilose. Também foi constatada a presença dos 

inibidores ácido acético e ácido fórmico. Nas fermentações, foram utilizadas a cepa 

Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 e a levedura industrial de Saccharomyces cerevisae PE- 

2. As melhores condições deste processo foram definidas por meio de um planejamento 

experimental, analisando a produção de biomassa (g L−1) e o percentual de ART consumido, 

sendo estabelecido o pH 7 e a temperatura de 40 ºC. Como resultado, a linhagem UFFS-CE-

3.1.2 apresentou a maior produção de biomassa e o maior consumo de ART, mas não produziu 

etanol. Em contrapartida, a linhagem industrial fermentou os açúcares, apresentando um 

rendimento de etanol de 0,24 getanol gaçúcar
−1 . Portanto, a casca do coco pode ser uma biomassa 

promissora para a produção de etanol 2G, sendo necessária a otimização dos processos de pré-

tratamento e hidrólise, de modo a aumentar as concentrações de açúcares e reduzir os inibidores 

no hidrolisado. 

Palavras-chave: Biomassa Lignocelulósica. Pré-tratamento. Saccharomyces cerevisiae. 

Wickerhamomyces. Planejamento Experimental.  

ABSTRACT 

In recent decades, Brazil has made great progress in fuel ethanol production using sugarcane 

sucrose as raw material, is the world’s second-largest producer of ethanol. However, in terms 

of water, food, and environmental safety, this production can be optimized by replacing the 

food raw material with agricultural waste, giving rise to the second generation of fuel: 2G 

ethanol. Among these biomasses, the coconut husk is a potential raw material for the production 

of lignocellulosic hydrolysates due to its high percentage of holocellulose (~44.5%), which can 

be converted into fermentable sugar. In this way, the present work aimed to contribute to the 

diversification of the raw materials used for ethanol production by analyzing the fermentative 

parameters of coconut hydrolysate to produce 2G ethanol. Therefore, the coconut husk was 
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submitted to an alkaline pretreatment with calcium hydroxide (20% w/w). Then, the enzymes 

Ctec2 (2% v/w) and Htec2 (0.5% v/w) were used for hydrolysis. The conversion efficiency of 

polymers into monomers was 19.33% of cellulose in glucose and 7.30% of hemicellulose in 

xylose. The presence of the inhibitors acetic acid and formic acid was also observed. In the 

fermentation assays, the strain Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 and the industrial yeast 

Saccharomyces cerevisiae PE-2 were employed. The best conditions of this process were 

defined through an experimental design, analyzing the biomass production (g L−1) and the 

consumed TRS percentage, being established the pH 7 and temperature of 40 ºC. As a result, 

the yeast UFFS-CE-3.1.2 showed the highest biomass production and the highest TRS 

consumption, but it did not produce ethanol. In contrast, the industrial strain fermented the 

sugars, showing an ethanol yield of 0,24 gethanol gsugar
−1 . Therefore, coconut husk can be 

promising biomass for the production of 2G ethanol, and its necessary to optimize the process 

of pretreatment and hydrolysis processes to increase sugar concentration and reduce inhibitors 

in the hydrolysate. 

Keywords: Lignocellulosic Biomass. Pretreatment. Saccharomyces cerevisiae. 

Wickerhamomyces. Experimental Design. 

1 INTRODUÇÃO 

A crescente demanda energética e as preocupações associadas ao uso de combustíveis 

fósseis fizeram com que houvesse um estímulo para o desenvolvimento e a industrialização de 

combustíveis renováveis. Entre os biocombustíveis, o etanol se destaca por seu potencial de 

acrescer a sustentabilidade e de mudar a economia global em direção a um futuro mais verde 

(ÁVILA; MARCUS; GOLDBECK, 2018; ELIODÓRIO et al., 2019). Atualmente, a produção 

mundial de etanol é liderada pelos Estados Unidos, que utiliza o milho como matéria-prima, 

seguido pelo Brasil, que faz uso do melaço e do caldo da cana-de-açúcar como matérias-primas 

principais. Os dois países acumulam juntos 84% da produção mundial (RFA, 2021).  

Apesar da produção de etanol de primeira geração (1G) estar bem consolidada, a 

preocupação com fatores como a segurança alimentar, a segurança hídrica e o avanço de terras 

de cultivo para áreas de vegetação nativa, abriram espaço para o desenvolvimento do etanol de 

segunda-geração (2G) (RULLI et al., 2016). O etanol 2G utiliza como matéria-prima a biomassa 

lignocelulósica não alimentícia, tais como resíduos agrícolas e florestais, sendo uma alternativa 

sustentável para a otimização da produção de etanol combustível. Entretanto, a matéria-prima 

lignocelulósica, ao contrário da utilizada para a produção do etanol 1G, é rica em celulose, 

hemicelulose e lignina. Deste modo, os açúcares da biomassa não estão prontamente 

disponíveis para serem fermentados. Isto faz com que sejam necessárias duas etapas prévias de 

pré-tratamento e hidrólise, nas quais a lignina é removida ou degradada e a cristalinidade dos 

polissacarídeos é quebrada (SINGH et al., 2015). O pré-tratamento exerce grande influência no 

custo do processo de produção de etanol. Essa etapa influencia as taxas de conversão e hidrólise 

bem como a carga enzimática necessária. Quando muito agressivo, o pré-tratamento pode 
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acarretar a inibição dos estágios de hidrólise e de fermentação (RABELO; FILHO; COSTA, 

2013; BHUTTO et al., 2017; ÁVILA; MARCUS; GOLDBECK, 2018). Além disso, a quebra 

da hemicelulose e da celulose liberam açúcares como a xilose e a celobiose, que não são 

fermentados naturalmente pelo microrganismo comumente utilizado na indústria, a levedura 

Saccharomyces cerevisae (ELIODÓRIO et al., 2019). A falta de microrganismos que 

metabolizem esses açúcares e que tolerem os estresses das dornas de fermentação, limitam 

economicamente a produção de etanol 2G (MUPONDWA et al., 2017; MORAIS et al., 2020). 

Diante dessa limitação, diferentes pesquisadores têm focado no isolamento e bioprospecção de 

novas cepas de leveduras selvagens que sejam capazes de metabolizar os açúcares presentes 

nos hidrolisados, bem como de tolerar os inibidores do processo fermentativo (LEE; 

JELLISON; ALPER, 2016; ELIODÓRIO et al., 2019; ROMERO-FRASCA et al., 2021). 

Diferentes tipos de biomassa podem ser aproveitados para a produção do etanol 2G, como 

é o caso da casca de coco verde. A indústria de coco verde está presente em mais de 200 países 

(NOGUEIRA et al. 2018), com uma produção mundial de 61,8 milhões de toneladas, das quais 

2,3 milhões de toneladas foram cultivadas apenas no Brasil, sendo este o quinto maior produtor 

(FAO, 2018). Sabe-se que a estrutura do coco verde é constituída por epicarpo, mesocarpo, 

endocarpo, albúmen sólido e albúmen líquido (SOARES et al., 2017) e que apenas o albúmen 

sólido e o líquido são comestíveis. Um coco verde, normalmente, ultrapassa de 1 kg quando 

fresco e as partes não consumidas representam a metade dessa massa (SOARES et al., 2016). 

Desse modo, se torna essencial a destinação adequada do grande volume de resíduos dessa 

produção para evitar a sobrecarga dos aterros sanitários e da poluição ambiental (ARAÚJO et 

al., 2017).   

A casca do coco verde é uma biomassa lignocelulósica constituída por 33,2% de celulose, 

29,1% de hemicelulose e 25,4% de lignina (GONÇALVES et al. 2015; SOARES et al., 2017). 

A elevada proporção de lignina presente na casca de coco, torna essa biomassa imprópria para 

o reaproveitamento na indústria de papel (SOARES et al., 2016). Por outro lado, os 

proeminentes percentuais de celulose e hemicelulose tornam a casca de coco uma matéria-prima 

interessante para a produção de etanol 2G. De fato, ao considerar uma eficiência de fermentação 

de ~90%, o que é praticado atualmente na indústria do etanol, em relação ao rendimento 

máximo teórico (0,51 g de etanol/ g de açúcar), é possível perceber esse potencial. Tendo em 

vista a produção de coco verde do ano de 2018 e impondo as condições de que a celulose seja 

composta por glicose e a de hemicelulose majoritariamente por xilose, o que totalizaria cerca 
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de 19,27 milhões de toneladas de açúcares, seria possível obter um volume de 12,39 bilhões de 

litros de etanol provenientes do reaproveitamento dessa biomassa residual.  

Diante do exposto, o presente estudo pretende contribuir com uma alternativa para o 

reaproveitamento da casca do coco verde para a produção de etanol 2G. Essa alternativa 

consiste na análise dos parâmetros fermentativos de hidrolisado enzimático de coco verde, 

proveniente de um pré-tratamento alcalino, com hidróxido de cálcio. Como microrganismos 

fermentadores, foram utilizadas duas linhagens de leveduras: uma da nova espécie selvagem, 

ainda não descrita, do gênero Wikheramomyces (UFFS-CE-3.1.2) e uma cepa industrial da 

espécie Saccharomyces cerevisae (PE-2).  

2 METODOLOGIA 

2.1 Biomassa lignocelulósica 

A biomassa utilizada no estudo foi a casca (epicarpo e mesocarpo) do coco-verde, adquirida 

no comércio local. Inicialmente, a biomassa passou por um processo de secagem em estufa, 

entre 60 e 80 ºC, por 48 h. Com intuito de aumentar a área superficial da biomassa, foi realizada 

a moagem em moinho de facas do tipo Willey (AL-032S). 

2.2 Caracterização da biomassa lignocelulósica 

Para a caracterização físico-química da biomassa foram avaliados os parâmetros de 

umidade (SLUITER et al., 2005a), de cinzas (SLUITER et al., 2005b), de extrativos (SLUITER 

et al., 2005c) e da composição lignocelulósica (TEMPLENTON; HERMAN, 1995; SLUITER 

et al., 2005d; HYMAN et al., 2007), conforme os protocolos do National Renewable Energy 

Laboratory (NREL). Visando a homogeneização das partículas, foi determinado através da 

análise granulométrica (HAMES et al., 2005) que o tamanho das partículas empregado no 

estudo seria de até 0,25 mm.   

A composição lignocelulósica (TEMPLENTON; HERMAN, 1995; SLUITER et al., 2005d; 

HYMAN et al., 2007) foi determinada através de um processo de hidrólise ácida (com ácido 

sulfúrico 72% m/m), em banho termostático a 30 ºC por uma 1h, seguido de auto-clave (1h, 1 

bar, a 121 ºC). Assim, foram determinados os percentuais de lignina (solúvel e insolúvel). As 

proporções de celulose (1) e hemicelulose (2) foram estimadas em função das concentrações de 

açúcares (glicose, xilose e celobiose) e de produtos da decomposição (HMF, furfural, ácido 

acético) em g L-1, obtidas por meio da quantificação em HPLC (item 2.4). Os fatores de 

conversão utilizados foram descritos por Rabelo et al. (2011). 
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Celulose (%) = 0,95 ∙ Ce (%) + 0,90 ∙ G (%) + 1,20 ∙ HMF (%) (1) 

Hemicelulose (%) = 0,88 ∙ X (%) + 1,37 ∙ F (%) + 0,72 ∙ AA (%) (2) 

Onde: Ce = celobiose; G = glicose; HMF = 5-hidroximetilfurfural; X = xilose; F = furfural; AA 

= ácido acético. 

2.3 Pré-tratamento e hidrólise enzimática 

O pré-tratamento realizado no estudo foi do tipo alcalino, com hidróxido de cálcio a 20% 

(m/m). Os ensaios ocorreram em frascos com razão sólido líquido de 100 gbiomassa/Lsolução. 

Os recipientes foram levados a incubadora shaker (SL-223), a 70 ºC e a 200 rpm, por 24 h. 

Após o término do pré-tratamento, os fracos foram retirados da incubadora shaker, de modo 

que a temperatura fosse reduzida para prosseguir com o processo de hidrólise enzimática. Em 

um primeiro momento, o pH foi ajustado com ácido cítrico (1 M) em 5,0-5,5 (pH ótimo para as 

enzimas). Foram usadas as enzimas CELLIC® CTec2 e CELLIC® HTec2. As enzimas foram 

diluídas em tampão acetato nas concentrações (em relação a massa seca de biomassa) de 2% 

para a HTec2 e de 0,5% para a CTec2 e adicionadas aos recipientes. Os frascos retornaram para 

a incubadora shaker (SL-223) por 24 h, a 50 ºC e 200 rpm. Após o término da hidrólise 

enzimática, o hidrolisado foi neutralizado com carbonato de cálcio, de modo a atingir o pH 

entre 5-6. Posteriormente, alíquotas do hidrolisado neutralizado foram filtradas utilizando 

filtros de membrana de 0,22 μm (Millipore), para determinação dos açúcares (item 2.4). 

2.4 Determinação de açúcares, etanol e inibidores de fermentação  

As concentrações de açúcares (glicose, xilose e celobiose) e do etanol foram determinadas 

por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, LC-MS 2020, SHIMADZU), com fase 

móvel de 5 mM H2SO4, a 50 ºC, com fluxo de 0,6 mL min−1, em coluna Aminex HPX-87H 

(Bio-Rad) e detecção por índice de refração RID-10A, conforme descrito por Barrilli et al. 

(2020). Com as mesmas especificações foram determinadas as concentrações de ácidos 

orgânicos (ácido acético e ácido fórmico). Já as concentrações de furfural e de 5-

hidroximetilfurfural, utilizadas na caracterização, foram determinadas por HPLC, com fase 

móvel de uma solução de água pura com acetronitrila (85:15 v/v), acidificada com ácido acético 

(1%), a 40 ºC, com fluxo de 0,8 mL min−1, em coluna NST-18 e detector SPD-M20A (Diodo 

Array Detector) /SHIMADZU. 

2.5  Ajuste de açúcares no hidrolisado 
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O hidrolisado de coco-verde teve os açúcares ajustados de forma a ter as concentrações de: 

25,0 g L−1de glicose e 25,0 g L−1de xilose. Também foram adicionados 3,0 g L−1de fosfato de 

potássio monobásico, para o ajuste de micronutrientes, e 17,5 g L−1 de cloreto de sódio, para 

avaliar o efeito do estresse osmótico imposto pela presença desse sal. O hidrolisado teve o pH 

ajustado conforme os valores do planejamento experimental (item 2.7), e foi esterilizado por 

meio da filtração à vácuo, utilizando filtros de nylon com poros de 0,45 μm. 

2.6 Leveduras utilizadas  

Foram utilizadas no estudo duas cepas de leveduras: UFFS-CE-3.1.2 e PE-2. A cepa UFFS-

CE-3.1.2 foi taxonomicamente identificada como uma nova espécie, ainda não descrita, do 

gênero Wickerhamomyces (BAZOTI et al., 2017) e pertence ao Grupo de Pesquisa em 

Processos Enzimáticos e Microbiológicos da Universidade Federal da Fronteira Sul - campus 

Chapecó. A PE-2, utilizada para fins comparativos, é uma das principais linhagens industriais 

da espécie Saccharomyces cerevisae utilizadas na produção de etanol 1G no Brasil (BASSO et 

al. 2008). Essa linhagem nos foi gentilmente fornecida pela empresa Fermentec (Piracicaba - 

SP). 

2.7 Cultivo de leveduras a partir de um planejamento experimental  

As células de levedura foram pré-inoculadas em meio YPD (10 g L−1 de extrato de levedura, 

20 g L−1 de peptona e 20 g L−1 de glicose) durante 48 h, a 25°C e 145 rpm. Para avaliar a melhor 

condição para os ensaios de cinéticas de fermentação, utilizou-se a plataforma Protimiza 

Experimental Design (http://experimental-design.protimiza.com.br/; Rodrigues e Iemma, 

2014) para a realização de um planejamento experimental (Tabela 1), do tipo Delineamento 

Composto Central (DCC), variando pH e temperatura. Como respostas foram analisadas a 

produção de biomassa (g L−1) e o percentual de açúcares redutores totais (ART) consumido, 

totalizando 7 ensaios para cada cepa.  

Tabela 1 – Planejamento experimental DCC 

Variáveis Níveis 

-1 0 1 

pH 3 5 7 

Temperatura (ºC) 20 30 40 

 

Os ensaios ocorreram em frascos Erlenmeyer de 50 mL, com 10 mL de hidrolisado. As 

leveduras foram inoculadas e os frascos foram levados para o shaker orbital, com agitação 
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constante de 150 rpm e com temperatura ajustada conforme o DCC, por 48 h. Ao final do 

experimento, amostras foram coletadas para obtenção de resultados. 

 Para a avaliação da produção de biomassa (3) foi medida a densidade óptica, por meio de 

espectrofotômetro, no comprimento de onda de 570 nm. Alíquotas foram coletadas para 

avaliação dos açúcares redutores totais (ART) por DNS (ácido dinitrosalicílico), conforme o 

descrito por Santos et al. (2017). 

Produção de biomassa (g L−1 ) = OD(570 𝑛𝑚) × F. D × 0,3     (3) 

Onde: OD(570 nm)= Absorbância a 570 nm; F.D = Fator de diluição. 

2.8 Cinéticas de fermentação 

Após estabelecida a melhor condição no DCC, foram realizados ensaios de cinética de 

fermentação. Para isso, as leveduras foram pré-crescidas por 48 h (conforme descrito no item 

2.7) e inoculadas em frascos Erlenmeyer, com um quinto do volume de hidrolisado. As 

fermentações ocorreram na condição determinada pelo planejamento experimental, sob 

agitação constante de 150 rpm. Os ensaios ocorreram em triplicata. 

Foram retiradas alíquotas em intervalos regulares. Essas amostras foram centrifugadas a 

3.500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi filtrado com filtros de nylon (com poros de 0,45 

μm) e armazenados para posterior análise em HPLC (item 2.4), para a determinação da 

produção, do rendimento, da produtividade de etanol e da eficiência fermentativa (4). Em 

paralelo, alíquotas foram retiradas para a avaliação da produção de biomassa. 

Eficiência (%) =
[etanol]

[açúcar]∙0,51
 ∙ 100    (4) 

Onde: [etanol] = concentração de etanol produzido (g L−1); [açúcar] = concentração de glicose 

ou xilose inicial (g L−1); 0,511 = rendimento máximo teórico de etanol. 

 O rendimento de etanol (Y) é dado através da razão entre a quantidade de etanol produzido 

e a quantidade de açúcar consumido, apresentado como getanol  gaçúcar
−1 . A produtividade (g  

L−1 h−1) é calculada pela relação entre a máxima produção de etanol e o tempo necessário para 

atingi-la. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Caracterização da biomassa 

A etapa de caracterização da biomassa é indispensável para que essa seja considerada um 

recurso energético economicamente eficiente, pois auxilia na definição de suas perspectivas de 

aplicação (SINGH; MAHANTA; BORA, 2017). As características da biomassa variam de 

acordo com o tipo, a localidade, as condições climáticas e do solo de cultivo. No presente 

estudo, a casca do coco verde apresentou 5,23% de umidade. Os demais parâmetros 

determinados estão expressos na Tabela 2, em base seca, para melhor comparação com a 

literatura. 

Tabela 2 – Composição química da biomassa, em base seca. 

Componente % (m/m) 

Extrativos 26,26 ± 0,98 

Lignina total 26,73 ± 0,99 

Celulose 25,11 ± 0,74 

Hemicelulose 19,39 ± 0,94 

Cinzas 2,51 ± 0,09 

  

Observa-se que o percentual de cinzas é próximo a 2,45 ± 0,01%, valor encontrado por 

Araújo et al. (2017) para a mesma biomassa, enquanto para a casca do coco maduro esse valor 

é maior (3,31 ± 0,32%), conforme exposto por Gonçalves et al. (2016). Soares et al. (2017) 

encontrou o percentual de 30,1 ± 0,02% para os extrativos em água, enquanto que Nogueira et 

al. (2018) encontrou o índice de 19,62 ± 0,39%, utilizando a mesma metodologia. Deste modo, 

o percentual de extrativos encontrado está entre o já exposto na literatura.  

 A quantidade de lignina pode ser comparada com o percentual de 25,4% apresentado 

por Soares et al. (2017), enquanto a holocelulose (celulose + hemicelulose) foi superior ao 

reportado por Araújo et al. (2017), de 38,03 ± 0,47%. Esse considerável percentual de 

carboidratos (~44,5%) demonstra que a casca do coco verde pode ser considerada uma fonte 

potencial de açúcares fermentescíveis para a produção de etanol 2G.  

3.2 Hidrolisado de coco 

A escolha do pré-tratamento deve ser baseada nas características da biomassa (CHEN et al., 

2017). Estudos presentes na literatura demonstram a eficiência do uso de pré-tratamento 
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alcalino para a produção de hidrolisados de coco (GONÇALVES et al. 2014; ARAÚJO et al. 

2017; SOARES et al.  2017). O hidrolisado obtido a partir do pré-tratamento com hidróxido de 

cálcio, seguido de hidrólise enzimática obteve as concentrações de 4,86 ± 1,10 g L−1 de glicose 

e de 1,42 ± 0,36 g L−1 de xilose, não sendo detectada a presença do dissacarídeo celobiose. 

Como inibidores, foi observada a presença de ácido fórmico (0,76 ± 0,02 g L−1) e de ácido 

acético (3,03 ± 0,12 g L−1). O ácido acético é gerado na desacetilação da hemicelulose 

(JÖNSSON; MARTÍN, 2016; SOARES et al., 2016), enquanto o ácido fórmico é produzido 

através da degradação do furfural e do 5-hidroximetilfurfural (SOARES et al., 2017). 

As concentrações de açúcares encontradas equivalem a uma taxa de conversão de 19,33% 

(m/m) da celulose em glicose e de 7,30% (m/m) da hemicelulose em xilose. Esse percentual de 

conversão da celulose é próximo ao de ~22% encontrado por Araújo et al. (2017), para a casca 

do coco, com um pré-tratamento alcalino com peróxido de hidrogênio, seguido de 72 h de 

hidrólise enzimática. A eficiente bioconversão da hemicelulose vem sido estudada por sua 

extrema relevância para a viabilidade econômica do etanol 2G. A baixa conversão da 

hemicelulose em xilose apresentada no presente trabalho pode ter ocorrido devido ao fato da 

xilana, polímero hemicelulósico encontrado em maior quantidade na parede celular vegetal, ter 

sua composição química heterogênea e complexa, necessitando de várias enzimas, com diversas 

especificidades (MORAIS et al., 2020). A sacarificação da cadeia principal da hemicelulose, 

pelas endo-β-xilanases, libera xilo-oligossacarídeos de variados graus de polimerização, que 

seriam hidrolisados em xilose pela β-xilosidase (NIU et al., 2019). Entretanto, a atividade 

enzimática da β-xilosidase é deficiente na maioria dos coquetéis enzimáticos comerciais. Isto 

faz com que a hidrólise da hemicelulose seja incompleta e ocasione o acúmulo de xilo-

oligossacarídeos, que podem ainda reduzir a eficiência da celulase (XIN et al., 2015). De forma 

a otimizar a sacarificação enzimática, estudos presentes na literatura buscam a otimização dessa 

etapa por meio de processos de screening de microrganismos e fungos com celulases e 

hemicelulases de alta atividade enzimática (ALBUQUERQUE et al., 2016; ROBAK; 

BALCEREK, 2017, MORAIS et al., 2020), bem como através da adição de surfactantes, de 

proteínas e de polímeros (ARAÚJO et al., 2017; ROCHA-MARTÍN et al., 2017; GUO; 

CHANG; LEE, 2018).  

3.3 Planejamento experimental  

A produção de etanol, proveniente da fermentação microbiana, representa 80% da produção 

mundial de combustíveis renováveis (WALKER; WALKER, 2018; ELIODÓRIO et al., 2019). 
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Estima-se que para cada litro de etanol produzido são gastos em torno de 1,388 a 9,812 L de 

água doce (ZAKY et al., 2018). Com o intuito de reduzir a pegada hídrica do etanol, foi 

adicionado NaCl ao hidrolisado, de modo a testar a tolerância osmótica das leveduras estudadas. 

Os resultados obtidos para a produção de biomassa celular e para o percentual de açúcares 

redutores totais (ART) consumido estão expressos na Tabela 3. A concentração de ART inicial 

do hidrolisado (no tempo zero de fermentação) foi de 76,85 g L−1, sendo esta utilizada para o 

cálculo da porcentagem consumida em cada ensaio. 

A linhagem selvagem obteve maior concentração de biomassa celular em todas as condições 

analisadas. Essa cepa também se sobressaiu no consumo de ART, ficando atrás da PE-2 apenas 

no ensaio 5.  

Tabela 3 – Produção de biomassa e percentual de ART consumido, após 48 h. 

 

Através da análise dos dados obtidos é possível observar a influência do pH para ambas as 

linhagens. Quando essa variável está no nível superior, há maior produção de biomassa. Isso se 

comprova através da análise dos gráficos de Pareto (Figura 1).  Com o nível de significância de 

α = 10%, o pH é uma variável significativa para a produção de biomassa e para o consumo de 

açúcares para a cepa PE-2, enquanto que para a UFFS-CE-3.1.2, apenas exerce influência 

significativa para a produção de biomassa. O estudo realizado por Bonatto et al. (2020) 

observou que fermentações com pH 7 favoreciam o consumo de glicose e de xilose pela a 

levedura UFFS-CE-3.1.2, elevando também a produção de etanol. Além disso, um pH mais 

alcalino auxilia na redução dos efeitos inibitórios do ácido acético. De acordo com os autores, 

esse inibidor, em pH mais baixo, tem sua forma não dissociada facilmente difundida para o 

interior da célula. Em consequência da diferença de pH, ocorre a dissociação do ácido acético 

para sua forma iônica, acarretando a liberação de prótons e a diminuição do pH citosólico. A 

   

Produção de biomassa 

( 𝐠𝐋−𝟏) 
ART Consumido (%) 

Ensaio pH 
Temperatura 

(ºC) 
PE-2 

UFFS-CE-

3.1.2 
PE-2 

UFFS-CE-

3.1.2 

1 3 20 0,76 1,41 24,40 37,03 

2 7 20 4,04 8,85 62,50 65,94 

3 3 40 0,70 1,33 24,64 39,36 

4 7 40 4,64 9,81 58,86 76,48 

5 5 30 0,76 3,17 45,06 42,18 

6 5 30 0,73 3,44 50,64 81,14 

7 5 30 0,78 3,24 39,57 52,65 
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acidificação do citoplasma danifica a célula, refletindo diretamente no rendimento de etanol. 

Enquanto que em pH mais elevado, o ácido acético já se encontra em sua forma dissociada, 

tendo mais dificuldade em transpassar a membrana plasmática. 

A variável temperatura não se mostrou significativa (Figura 1). Entretanto, as melhores 

condições para a produção de biomassa de ambas as cepas, ocorrem em temperaturas mais 

elevadas. Ainda, para a levedura selvagem, a elevação dessa variável acarreta o aumento do 

consumo de ART. Apesar de não ser uma variável significativa para o modelo, a otimização da 

variável temperatura é crucial, devido a sua influência direta na conversão de açúcares em 

etanol (RIVERA et al. 2017), além de afetar diretamente o metabolismo celular (ELIODÓRIO 

et al., 2019). Normalmente, a temperatura ótima para leveduras se encontra abaixo de 35 ºC 

(ROBAK; BALCEREK, 2018). Entretanto, as espécies dos gêneros Saccharomyces e 

Kluyveromyces são conhecidas por apresentarem crescimento celular acima de 40 ºC 

(BABIKER et al., 2010). A linhagem Kluyveromyces maxianus CICC 1727-5, por exemplo, 

demonstrou-se capaz de produzir maiores concentrações de etanol, a partir da glicose, a 40 ºC 

(DU et al., 2019). Entretanto, a maior produção de etanol dessa cepa, utilizando a xilose como 

substrato, ocorreu em temperaturas inferiores. Altas temperaturas de fermentação são 

desejáveis para a produção de etanol, por evitarem a contaminação bacteriana do mosto 

(ELIODÓRIO et al., 2019). Além disso, a busca por leveduras termotolerantes pode, também, 

possibilitar o aumento da eficiência em processos de sacarificação e fermentação simultânea 

(SSF), excluindo a necessidade de um sistema de resfriamento e, por consequência, a economia 

de recursos energéticos (KHATUN et al., 2017).  

Diante do exposto, a condição adotada para as cinéticas de fermentação para as duas cepas 

foi a mesma do ensaio 4: pH 7 e temperatura de 40 ºC. A escolha do pH foi baseada na 

preferência das células das leveduras apontadas na Figura 1. Enquanto que a opção por uma 

temperatura mais elevada levou em conta sua relevância para a produção de etanol 

lignocelulósico.  
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Figura 1 – Gráficos de Pareto para a biomassa celular (A e C) e percentual de ART consumido 

(B e D), para as linhagens PE-2 (A e B) e UFFS-CE-3.1.2 (C e D), considerando um nível de 

significância de 10%. No gráfico: x1 = pH e x2 = Temperatura.  

 

 

3.4 Cinéticas de fermentação 

A cepa industrial PE-2 é amplamente estudada por sua adaptabilidade às condições 

industriais, apresentando maior tolerância ao estresse e grande desempenho fermentativo 

(BASSO et al., 2008; SILVA et al., 2018; ELIODÓRIO et al., 2019). Entretanto, essa linhagem 

é incapaz de fermentar a xilose (LOPES et al., 2017), como pode ser comprovado na Figura 

2A. Apesar da presença de inibidores e de NaCl, a cepa industrial foi capaz de produzir etanol, 

a partir da fermentação da glicose. A maior produção de etanol (4,45 g L−1) ocorreu com 26 h 

de ensaio, alcançando um rendimento de etanol de 0,24 getanol gaçúcar
−1  , uma produtividade de 

0,17 g L−1 h−1 e 37,89% de eficiência fermentativa. Gonçalves et al. (2016) utilizaram como 

biomassa a fibra do coco maduro e para a mesma cepa, através de um processo de SSF, 

obtiveram a produtividade de etanol de 0,30 ± 0,15 g L−1 h−1 e uma eficiência fermentativa de 

85,31 ± 1,17% em relação ao rendimento máximo teórico de etanol. Essa diferença entre os 
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resultados pode demonstrar o efeito negativo do NaCl para a levedura industrial. Ressalta-se 

então a relevância da busca de leveduras selvagens que apresentem tolerância osmótica, para 

garantir a diminuição da pegada hídrica do processo. De fato, Zaky e colaboradores (2018) 

observaram que leveduras marinhas podem apresentar desempenho igual ou superior ao de 

linhagens industriais terrestres, em condições de alto estresse osmótico. Nesse estudo, os 

autores constataram que a levedura marinha S. cerevisae AZ65 é uma cepa halotolerante e 

osmotolerante, com excelente capacidade fermentativa, em meio produzido com água do mar, 

se comparada com a cepa industrial S. cerevisae NCYC2592.  

 O estudo realizado por Bazoti et al. (2017) demonstrou que a cepa UFFS-CE-3.1.2 é capaz 

de metabolizar a xilose e de produzir etanol, mesmo na presença de inibidores. Entretanto, para 

o presente estudo, essa linhagem não apresentou consumo significativo dos açúcares analisados, 

como também não produziu etanol de forma satisfatória. Observa-se também que mesmo 

consumindo minimamente a glicose e a xilose, a levedura apresentou maior produção de 

biomassa do que a cepa PE-2. Isso pode indicar a presença de outras fontes de carbono não 

analisadas, presentes no hidrolisado de coco, o que é comprovado pela concentração de ART 

inicial do hidrolisado (76,85 g L−1). Soares et al. (2017) demonstraram a presença de açúcares 

como a manose e a arabinose em hidrolisados de coco. Ainda, conforme descrito no item 3.2, 

de acordo com a matéria-prima e o coquetel enzimático utilizado, alguns produtos da hidrólise 

enzimática das xilanas podem permanecer como oligossacarídeos (ZHANG; VIIKARI, 2012; 

KOYAMA et al., 2014). De acordo com Qing e Wyman (2011), a sacarificação completa dos 

xilo-oligossacarídeos, em um período típico de 72 h, utilizando apenas doses moderadas de 

enzimas comerciais, sem que haja a suplementação com β-xilosidase, é um processo árduo. 

Considerando o tempo de residência utilizado no estudo (24 h) e o uso de um coquetel de 

hemicelulases comercial, há a possibilidade do acúmulo de xilo-oligossacarídeos, que poderiam 

ter sido consumidos pela cepa selvagem. Esses compostos podem explicar a concentração 

inicial de ART observada no hidrolisado. No entanto, a detecção e a separação desses 

compostos necessitam de outros meios de análise cromatográfica, como a cromatografia de alta 

performance de troca aniônica acoplada à detecção amperométrica pulsada (HPAEC-PAD), 

conforme descrito por Coulier et al. (2013).  

A presença de inibidores foi também um fator limitante para o desempenho das leveduras. 

Estudos demonstram que concentrações de ácido acético entre 2,0-5,0 g L−1 podem inibir 

seriamente a maioria dos microrganismos fermentadores de xilose (SENATHAM et al., 2016; 

DU et al., 2019). Por sua vez, o ácido fórmico, tipicamente presente em menor concentração 
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em hidrolisados lignocelulósicos, apresenta maior toxicidade do que a do ácido acético 

(HASUNUMA; SAKAMOTO; KONDO, 2016). A presença desses ácidos fracos afeta 

negativamente o crescimento e o metabolismo dos microrganismos, em especial o metabolismo 

da xilose, fazendo com que haja a redução das concentrações de etanol produzido 

(HASUNUMA et al., 2011). Para que esse desafio fosse superado, Hasunuma, Sakamoto e 

Kondo (2016) demonstram que aclimatação de curto prazo das leveduras a esses ácidos, durante 

o pré-cultivo, pode melhorar significativamente a fermentação da xilose. Esse processo permite 

aumentar a tolerância aos inibidores por meio da engenharia metabólica, baseada em uma 

resposta ao curto período de estresse.  

 Figura 2 – Cinéticas de fermentação para as linhagens PE-02 (A) e UFFS-CE-3.1.2 (B) e as de 

concentrações de glicose (∎), de xilose (●), de biomassa celular (◆) e de etanol (▲). 
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4 CONCLUSÃO 

A casca do coco é uma potencial matéria-prima para a produção de etanol 2G, devido ao 

seu alto percentual de holocelulose que pode ser convertido em açúcares fermentáveis. Para 

melhor aproveitamento dessa biomassa, faz-se necessária a otimização dos processos de pré-

tratamento e de hidrólise enzimática, de modo a alcançar maiores concentrações de açúcares 

fermentescíveis e menores concentrações de inibidores. A levedura selvagem UFFS-CE-3.1.2, 

apesar de não produzir etanol nas condições impostas, apresentou alto consumo de ART e maior 

produção de biomassa, mesmo sem consumir a glicose e a xilose de forma significativa. Deste 

modo, ressalta-se a necessidade de novos estudos, para avaliar e quantificar a presença de xilo-

oligossacarídeos no hidrolisado de coco. Ainda, por se tratar de uma levedura isolada em 

madeira apodrecendo é crucial avaliar a capacidade dessa cepa de produzir xilanases, para 

melhor aplicabilidade em processos biotecnológicos.  
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