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RESUMO 
 

 
 

O xilitol é um poliol de alto valor agregado, podendo ser aplicado a diversos setores industriais 

na produção de diferentes produtos como goma de mascar, cremes dentais e adoçantes. 

Atualmente a produção de xilitol ocorre por rota química, que se trata de um processo caro 

devido às severas condições reacionais empregadas. Logo, surge como uma potencial 

alternativa o uso de rotas biotecnológicas de produção, que compreende a conversão biológica 

de xilose em xilitol, na qual as condições de processo exigidas são mais brandas, 

consequentemente menor impacto ambiental. No entanto, a rota biotecnológica ainda apresenta 

importantes gargalos e desafios que dificultam o escalonamento da produção. Estratégias e 

tecnologias modernas que têm potencial para melhorar a bioprodução de xilitol incluem a 

seleção de cepas microbianas capazes de tolerar inibidores encontrados em hidrolisados ácidos 

de biomassas lignocelulósicas, e cepas com alta taxa de consumo de xilose durante a etapa de 

fermentação. Portanto, este trabalho teve como objetivo a avaliação da espécie Meyerozyma 

caribbica quanto à resposta fisiológica de tolerância e capacidade de metabolizar xilose na 

presença do inibidor ácido acético, comum em hidrolisados ácidos de biomassas 

lignocelulósicas. Para isso, foi feito teste de crescimento em placa contendo diferentes 

concentrações do inibidor em meio semissintético contendo xilose e/ou glicose. Em sequência, 

foram feitas as fermentações em meio com semissintético com xilose e glicose na relação de 

1:5 a fim de avaliar capacidade de assimilação e produção de xilitol, contendo ácido acético 

0,6, 0,8, 1,6 e 3,7 g/L. A partir disso, foi feito um processo alimentado de fermentação por 

acréscimo de glicose por pulsos a cada 24horas, e por fim uma avaliação da relação do pH do 

meio, concentração do inibidor e uma prévia exposição das células a um pH ácido antes da 

fermentação, visando a produção de xilitol. Foi possível concluir que há relevante impacto do 

ácido acético no crescimento da levedura. Além disso, a fonte de carbono influencia 

diretamente na resposta de adaptação ao meio com inibidor, e no desenvolvimento da cepa para 

a produção de metabólitos de interesse. Na fermentação, o consumo de xilose e a produção de 

xilitol foram afetados à medida que eleva a concentração de acetato. Além do xilitol, foi 

observada a produção de etanol no meio. Outra importante característica foi o consumo do ácido 

acético pela levedura, e também da relação do pH com o potencial de inibição do ácido. 

Portanto, M. caribbica, foi capaz de consumir e transformar os açúcares que são presentes em 

hidrolisados lignocelulósicos em produtos de alto valor agregado, como o xilitol. 

Palavras-chave: Biomassas; Leveduras; Fermentação; Hidrolisados; Xilitol. 



ABSTRACT 
 

 

 

Xylitol is a polyol with high added value, which can be applied to several industrial sectors in 

the production of different products such as chewing gum, toothpastes and sweeteners. 

Currently, the production of xylitol occurs by chemical route, which is an expensive process 

due to the severe reaction conditions employed. Therefore, the use of biotechnological 

production routes emerges as a potential alternative, which comprises the biological conversion 

of xylose into xylitol, in which the required process conditions are milder, consequently less 

environmental impact. However, the biotechnological route still presents important bottlenecks 

and challenges that make it difficult to scale up production. Modern strategies and technologies 

that have the potential to improve xylitol bioproduction include the selection of microbial 

strains capable of tolerating inhibitors found in acidic hydrolysates of lignocellulosic biomass, 

and strains with a high rate of xylose consumption during the fermentation step. Therefore, this 

work aimed to evaluate the species Meyerozyma caribbica regarding the physiological response 

of tolerance and ability to metabolize xylose in the presence of the acetic acid inhibitor, 

common in acid hydrolysates of lignocellulosic biomass. For this, a growth test was carried out 

on plates containing different concentrations of the inhibitor in a semi-synthetic medium 

containing xylose and/or glucose. In sequence, fermentations were carried out in semi-synthetic 

medium with xylose and glucose in a ratio of 1:5 in order to evaluate the assimilation capacity 

and production of xylitol, containing acetic acid 0.6, 0.8, 1.6 and 3, 7 g/L. From this, a fed 

fermentation process was carried out by adding glucose in pulses every 24 hours, and finally an 

evaluation of the pH ratio of the medium, inhibitor concentration and a previous exposure of 

the cells to an acidic pH before fermentation, targeting the production of xylitol. It was possible 

to conclude that there is a relevant impact of acetic acid on yeast growth. In addition, the carbon 

source directly influences the adaptation response to the medium with inhibitor, and the 

development of the strain for the production of metabolites of interest. In fermentation, xylose 

consumption and xylitol production were affected as the acetate concentration increased. In 

addition to xylitol, ethanol production was observed in the medium. Another important feature 

was the consumption of acetic acid by the yeast, and also the relationship between pH and acid 

inhibition potential. Therefore, M. caribbica was able to consume and transform the sugars that 

are present in lignocellulosic hydrolysates into products with high added value, such as xylitol. 

 

Keywords: Biomasses: Yeasts; Fermentation; Hydrolysates; Xylitol. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

A produção de xilitol atualmente vem tentando se enquadrar nas estratégias que 

diminuam a capacidade de impacto ambiental. As questões ambientais e alterações climáticas, 

além da limitação de recursos, estão levando a mudanças globais nos sistemas de produção. 

Visto isso, a Organização das Nações Unidas (ONU) fez o lançamento da Agenda 2030, que 

tem como alvo o apelo pela proteção e equilíbrio ambiental e da sociedade, a partir da criação 

dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentável (ODS) (ONU, 2015). Dentre as ODS, as 

indústrias estão inclusas, buscando mudar e adaptar seu funcionamento para processos 

sustentáveis, a fim de uma produção com respeito ao meio ambiente, solicitada pela ODS 9 

(Indústria, Inovação e Infraestrutura) (ONU, 2015). Portanto, é de grande relevância o 

aprimoramento de processos biotecnológicos que substituam os processos químicos usados 

atualmente em grande escala, uma vez que possuem potencial de serem sistemas de produção 

mais sustentáveis (Yamakawa; Qin; Mussatto, 2018). 

Por isso, a biomassa lignocelulósica se destaca como importante fonte de matéria-prima 

renovável e alto potencial de uso na indústria (Yaashikaa et al., 2023). No Brasil, a cana-de- 

açúcar é muito usada na produção de eletricidade, açúcar e biocombustível (Dos Santos et al. 

2016). O primeiro levantamento, da safra 2023/2024, resultou em uma produção de 637 milhões 

de toneladas de cana-de-açúcar (CONAB, 2023). O processamento dessa biomassa rende 

grandes volumes de bagaço cana-de-açúcar, cerca de 250 kg/t de cana (Rodrigues, 2011; Dos 

Santos et al. 2016; Oliveira, 2016). Esses resíduos podem ser hidrolisados para obtenção de 

outros produtos por meio da conversão microbiana desse hidrolisado (Hoang et al., 2020). A 

partir da biomassa lignocelulósica é possível obter o hidrolisado rico em pentoses, por meio de 

um tratamento ácido diluído. Na hidrólise ácida da biomassa lignocelulósica ocorre a liberação 

de açúcares fermentescíveis como a glicose e xilose. Esses açúcares são utilizados por micro- 

organismos para a produção de biocombustíveis e produtos de valor agregado, como o etanol e 

o xilitol, respectivamente (Felipe Hernández-Pérez et al., 2019). 

Nesse contexto, o xilitol é um dos produtos que tem recebido importante atenção para 

produção por via biotecnológica por ser uma biomolécula de alto valor agregado com muitas 

aplicações em diversos setores industriais. Se estima que a produção global anual de xilitol já 

seja maior que 200 mil toneladas (Dasgupta, 2017; Felipe Hernández-Pérez et al., 2019; 

GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2019). Porém, a produção do xilitol por rotas 

biotecnológicas pode ser limitada pela presença de compostos inibidores encontrados nos 

hidrolisados ácidos lignocelulósicos (Felipe Hernández-Pérez et al., 2019). Na hidrólise ácida 
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diluída ocorre a formação de inibidores como 5-HMF, furfural e ácido acético podem interferir 

severamente na produção de xilitol pelos dos micro-organismos, principalmente devido a 

mudança do pH intracelular, perda da integridade da membrana e geração de estresse oxidativo 

(Almeida et al., 2007; Caspeta; Castillo; Nielsen, 2015). Dentre os inibidores, o ácido acético 

tem sido relatada como um severo limitador da produção de xilitol (Tadioto, et al. 2022). 

Neste sentido, é de suma importância a busca por micro-organismos que tenha a 

capacidade de produzir xilitol e tolerar as condições adversas do processo industrial. As 

espécies do gênero Meyerozyma, como M. guilliermondii e M. caribbica, vêm mostrando 

relatos de eficiência e adaptação a ambientes estressantes, e capacidade de conversão da xilose 

em xilitol (Santos et al., 2020). Recentemente, nosso grupo de pesquisa tem estudado a levedura 

selvagem Meyerozyma caribbica URM8365 isolada do solo da produção de cana de açúcar e 

em um trabalho recente do grupo esta levedura apresentou um interessante potencial para a 

produção de produtos de valor agregado como o xilitol. Portanto, o objetivo deste trabalho é 

avaliar o potencial fermentativo da levedura M. caribbica URM8365 na produção de xilitol em 

resposta a presença de ácido acético no meio, um potente inibidor encontrado em altas 

concentrações no meio utilizado para produção do bioproduto. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 
 

Avaliar o potencial fermentativo da levedura Meyerozyma caribbica URM8365 na produção 

de xilitol e a relação com sua resposta fisiológica e adaptação em meios contendo ácido acético. 

 
2.2 Objetivos Específicos 

 
 

Avaliar a influência do inibidor ácido acético no crescimento da levedura M. caribbica 

URM8365; 

Determinar a produtividade e o rendimento de xilitol da levedura M. caribbica URM8365 na 

presença de ácido acético e avaliar a melhor condição de fermentação em meio semissintético. 

Avaliar relação do ácido acético com diferentes parâmetros da fermentação durante o processo 

de consumo de xilose e produção de xilitol pela M. caribbica URM8365. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
 

3.1 Mercado e produção de Xilitol 

 
 

A xilose é um açúcar de cinco carbonos (pentose) encontrado na composição da biomassa 

lignocelulósica, que pode ser usado como matéria-prima na produção de diversos produtos 

biotecnológicos, como etanol, propanodiol, ácido glicólico e xilitol. O xilitol é um poliol de 

grande interesse nas indústrias farmacêutica, odontológica e alimentícia, devido às suas 

propriedades anticariogênicas e edulcorantes, além de outras características como alta 

solubilidade e baixo índice glicêmico (De Albuquerque et al., 2014; Trichez et al., 2019). 

Impulsionado pela crescente consciência em saúde, aumento populacional e busca 

crescente por produtos com menos açúcar para melhorar o estilo de vida, o mercado global de 

xilitol atingiu um valor de US$ 976,12 milhões em 2022. Com aumento da necessidade de 

maiores demandas de xilitol, a projeção para o mercado de xilitol de 2023 para 2028 é que seja 

de US$ 1,345,87 milhões (EXPERT MARKET RESEARCH, 2018). As principais regiões 

responsáveis pelo mercado de xilitol são América do Norte, América Latina, Ásia-Pacífico, 

África, Oriente Médio e Europa, sendo o último representando a maior indústria do produto 

(Figura 1) (MORDOR INTELLIGENCE), sendo a Du Pont, Roquette Frères SA, Cargill, 

Incorporated, Ingredion Incorporated, ZuChem, Inc. Etc as principais e mais relevantes 

empresas fabricantes de xilitol são: (GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2019). 

 
Figura 1. Tamanho do Mercado Global de Xilitol por Regiões. 
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Atualmente, para os modelos existentes de produção de xilitol, a indústria utiliza 

hidrolisado da biomassa lignocelulósica, uma vez que, a depender do tipo de biomassa, pode 

conter um alto teor de xilose, monossacarídeo de 5 carbonos mediador da produção de xilitol. 

Para que se entenda sobre essa produção, é necessário saber mais sobre a matéria prima do 

xilitol. 

 
3.2 Biomassa lignocelulósica 

 
 

Os subprodutos lignocelulósicos representam os maiores recursos renováveis do mundo, 

sendo produzidos milhões de toneladas no ano por atividade agroindustrial. As frações 

constituintes da estrutura da biomassa lignocelulósica são, principalmente, celulose, 

hemicelulose e lignina, ressalvando que essas porções variam de acordo com cada fonte e 

propriedades físicas das biomassas; esses componentes podem ser utilizados como substrato 

para obtenção de produtos de alto valor agregado, como xilitol (HERNÁNDEZ-PÉREZ et al., 

2020). 

Os polímeros de celulose e hemicelulose são firmemente ligados à lignina, através de 

interações de hidrogênio e covalentes, tornando a estrutura resistente à despolimerização 

(Figura 2). O nível de cristalinidade da celulose, proteção por lignina, heterogeneidade das 

partículas da biomassa, área de superfície acessível, contribuem para esta resistência, 

acarretando em diferentes graus de digestão (Mosier et al., 2005). 

 
Figura 2 - Composição do material lignocelulósico 

Fonte: SHLESER, 1994 (modificado). 

 
A celulose é um homopolímero linear formado por unidades repetitivas de centenas a 

milhares de D-glicose, ligadas por ligações β- 1,4 glicosídicas; os dímeros de glicose em 

repetições são chamados de celobiose (HU e RAGAUSKAS, 2012). Essa estrutura resulta na 

formação potencial de ligações de hidrogênio intramoleculares e 

intermoleculares, que tornam a celulose nativa altamente cristalina, insolúvel e resistente ao 
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ataque enzimático. As regiões altamente cristalinas da celulose na parede celular da planta são 

separadas por regiões amorfas menos ordenadas (Saini et al., 2015). Essa recalcitrância é um 

limitador na obtenção do carboidrato glicose, pois quanto maior a cristalinidade, maior o grau 

de compactação das microfribrilas formadoras da estrutura (Figura 3), impedindo a chegada de 

agentes a matriz celulósica, como ácidos e celulases, compostos estes, que realizam hidrólise 

desse material. 

Figura 3 - Ilustração dos componentes da estrutura da celulose, mostrando em verde, as 

microfibrilas compostas pelas regiões amorfas e cristalinas. 

Fonte: Lavoine et al. (2012). 

 
 

Já a hemicelulose é polissacarídeo constituído por diferentes açúcares, os principais são 

as hexoses (glicose, manose e galactose) e pentoses, (xilose e arabnose). Dentre as pentoses, a 

xilose é o carbono que representa cerca de 30% da estrutura da biomassa lignocelulósica, o 

que pode implicar em potencial bioenergético, utilizado como um dos substratos para 

obtenção de produtos de alto valor agregado, como o xilitol (Ramos, 2003; Pu et al., 2008; 

PETRECHEN, 2017). 

Ao sofrerem processos de hidrólises, são liberados os monossacarídeos constituintes da 

estrutura hemicelulósica (Hu; Ragauskas, 2012). Este heteropolímero apresenta toda sua 

estrutura de forma amorfa, polímeros de cadeira lateral curta e afinidade hidrofílica, 

facilitando a liberação dos monômeros no meio reacional (Figura 4), apresentando vantagem 

na remoção dos carboidratos da estrutura (Santos et al., 2012). 

 

Figura 4 - Esquema estrutura lignina-celulose-hemicelulose com consequente efeito de pré- 

tratamento. 

 



18 
 

 

Fonte: (Santos et al., 2012). 

 
 

Portanto, pela diferença em sua conformação, é possível visualizar algumas das 

diferenças entre a celulose e a hemicelulose, o que infuencia diretamente no processamento 

destas biomassas lignocelulósicas (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Principais diferenças entre a celulose e hemicelulose. 

 
CELULOSE HEMICELULOSE 

FOORMADAS POR UNIDADES DE GLICOSE LIGADAS 

ENTRE SI (HOMOPOLISSACARÍDICA) 
Formada por várias unidades de pentoses e hexoses 
ligadas entre si (Heteropolissacarídica) 

ALTO GRAU DE POLIMERIZAÇÃO (10.000 A 15.000) Baixo grau de polimerização (50 a 300) 

FORMA ARRANJO FIBROSO Não formam arranjo fribroso 

APRESENTA REGIÕES CRISTALINAS E AMORFAS Apresentam somente regiões amorfas 

É ATACADA LENTAMENTE POR ÁCIDO INORGÂNICO 

DILUÍDO A QUENTE 

São atacadas rapidamente por ácido inorgânico 

diluído a quente 

É INSOLÚVEL EM ÁLCALIS São solúveis em álcalis 

 

Fonte: Adaptado Fengel e Wegener, (1989). 

 

A biomassa lignocelulósica é composta também de lignina, a macromolécula mais 

encontrada, depois da glicose (Santos et al., 2012). Formada por três unidades diferentes de 

fenilpropanos: álcoois p-coumarílico, coniferílico e sinapílico (Fengel e Wegener, 1989; Dias, 

2014). A lignina é estruturada de forma heterogênea, com estruturas globulares e regiões 

amorfas, variando a sua composição/organização entre espécies, de acordo com a relação entre 

a celulose e hemicelulose (Figura 5). 

Figura 5 – Estrutura química de cada fração formadora da biomassa lignocelulósica 

Fonte: Zampieri, 2011. 
 

A lignina age como um fator limitante nos processos de hidrólise das biomassas 

lignocelulósicas, atuando como barreira física para enzimas e micro-organismos que possuem 
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finalidade de hidrolisar as frações hemicelulósicas e celulósicas das biomassas, além da 

diminuição dessas enzimas para reação, pois a lignina captura as mesmas, dificultando a 

recuperação dessas enzimas após o processo de hidrólise (Lu et al., 2012). Por isto, é uma das 

principais responsáveis pela adição de pré-tratamentos das biomassas lignocelulósicas, para que 

facilite o encontro de agentes hidrolíticos a matriz celulósica. 

 
3.3 Cana-de-açúcar 

 
 

Saccharum officinarum, comumente chamada como cana-de-açúcar, foi introduzida no 

Brasil pelos portugueses, sendo hoje muito cultivada no país, nas regiões tropicais e 

subtropicais (Rosillo-Calle et al., 2005). Ocorreram diversas modificações fisiológicas e 

morfológicas ao longo do tempo, gerando uma diversidade de espécies, diferindo entre elas, 

principalmente, o conteúdo de açúcares e fibras. Sua estrutura esta dividida em partes aéreas 

(folhas, colmo e flores) e subterrâneas (raízes e rizomas) (Figura 6) (Triana et al., 1990). 

 
Figura 6 - Estrutura da cana-de-açúcar 

Fonte: Canilha et al., 2012 (modificado). 

 

Ela é composta predominantemente por água e açúcares, concentrados no colmo. Sua 

composição química é muito variável em relação à quantidade de seus elementos (Tabela 2) 

(Schlittler, 2006). 

 

Tabela 2 - Componentes do bagaço da cana-de-açúcar in natura. 

 

Componentes (%) In natura 

Celobiose 3,34 

Glicose 46,2 

Hidroximetilfurfural 0,3 
Ácido fórmico 0,56 
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Xilose 24,21 

Arabinose 1,7 

Furfural 1,25 

Ácido glucurônico 1,09 

Ácido acético 2,64 

Lignina solúvel 2,61 

Lignina insolúvel 23,66 

Cinzas 1,61 

Extrativos - 
 

Fonte: Canilha et al., 2007 (modificado). 

 

A própria indústria sucroalcooleira reutiliza os resíduos gerados a partir do uso dessa 

cana, como o bagaço, como fonte para gerar energia e calor (Dos Santos et al. 2016). Sabendo 

disto, tem sido objetivo de pesquisas, a utilização deste resíduo agrícola como fonte de carbono 

para processos fermentativos para obtenção de novos e potenciais bioprodutos de alto valor 

agregado, como biocombustíveis e xilitol, através de preparo de hidrolisados celulósico. 

A composição é de suma importância, pois são as características relevantes na escolha do 

tipo de biomassa lignocelulósica que será utilizada nos processos fermentativos, inferindo 

diretamente no seu potencial para obtenção de bioprodutos (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Composição lignocelulósica da biomassa bagaço de cana-de-açúcar 

 

Compostos (%) Bagaço de cana-de-açúcar (BIZZO et al., 2014) 

Celulose 35,3 

Hemicelulose 24,0 

Lignina 22,9 

 

Fontes: Adaptado Bizzo et al. (2014). 

 

3.4 Pré-tratamento e hidrólise da biomassa 
 

O pré-tratamento da biomassa é uma etapa realizada para que se facilite o acesso de 

enzimas e micro-oganismos na matriz celulósica, modificando a estrutura da biomassa através 

da quebra da estrutura recalcitrante da lignocelulose, liberando açúcares redutores, como a 

glicose e a xilose (Figura 4) (Zhang; Yuan; Cheng, 2017). Há diferentes tipos de tratamentos 

para desconstruir material lignocelulósico para obtenção de xilose, são eles: hidrólise ácida ou 

enzimática, tratamentos hidrotérmicos ou ruptura mecânica (Mussato, 2016). 

A hidrólise com ácido diluído é um dos métodos mais usados para liberar xilose da 

biomassa lignocelulósica para produção de xilitol, por ser um método eficiente na ruptura 

da hemicelulose, diminuindo a cristalinidade da biomassa e as ligações entre a lignina e 
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carboidratos, tornando estes mais facilmente acessíveis (Alvira et al., 2010; Agbor et al., 2011; 

Mussato, 2016). 

O pré-tratamento com ácido diluído despolimeriza principalmente a fração 

hemicelulósica de biomassas lignocelulósicas, liberando açúcares como xilose, arabinose, 

glicose, e compostos não-açúcares como ácido acético. Além disso, esse processo acarreta na 

formação de 5-hidroximetilfurfural e furfural, produtos da desidratação de pentoses e hexoses. 

A celulose e a lignina também são degradadas, gerando glicose e compostos fenólicos, 

respectivamente (Mussato; Roberto, 2004). Após a hidrólise, há formação de uma fração 

líquida, conhecida como hidrolisado hemicelulósico, que é rico em xilose e pode ser utilizado 

na produção de xilitol a partir de rotas químicas ou biotecnológicas. 

Mesmo com sua alta eficiência na liberação de xilose da hemicelulose, o uso de ácidos 

traz algumas desvantagens, como corrosão nos equipamentos, reduzindo a vida útil do mesmo 

e a formação dos compostos não-açúcares, que, dependendo da rota em que esse hidrolisado 

seja utilizado, pode comprometer o processo, como é o caso da fermentação 

microbiológica. Devido a isto, o pré-tratamento por hidrotermia tem sido considerado uma 

opção interessante, pois utiliza apenas água em altas temperaturas e não requer adição de ácidos, 

sendo também uma alternativa mais ecológica (Carvalheiro et al., 2016). 

É importante que essa etapa apresente baixo custo de operação, recuperação da maioria 

dos compostos lignocelulósicos, além de tentar evitar produção de inibidores da fermentação 

(Chandra et al., 2007). 

 

3.5 Rotas de produção de xilitol 

 

Na indústria, o xilitol é atualmente produzido por hidrogenação química de xilose 

purificada obtida a partir de hidrolisados hemicelulósicos. O processo consiste nas seguintes 

etapas: hidrolise da biomassa lignocelulósica, purificação da xilose da fração hemicelulósica, 

uma vez que esse hidrolisado é um meio complexo e pode prejudicar a purificação do xilitol na 

etapa subsequente, recuperação, purificação por cromatografia e cristalização do xilitol em 

baixas temperaturas, que será seco e embalado para comercialização (Martínez et al., 2015; 

Arcaño et al., 2020; Queiroz et al., 2022). 

Em outras palavras, em decorrência das várias etapas de purificação, uma solução de 

xilose ultrapura é submetida a uma reação de hidronegação catalítica em alta temperatura (140- 

200 ºC) e pressão (acima de 50 atm), utilizando como catalisador o níquel metálico (Dasgupta 

et al., 2017). 

A síntese química do xilitol é uma produção não ecológica e usa muitas etapas de 
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purificação tanto no início e fim do processo que aumentam o gasto de energia e tempo de 

produção, elevando o valor do produto final. Esse preço elevado do xilitol acaba 

comprometendo o uso desta molécula para outras aplicações industriais. Na busca de métodos 

de produção eficaz, sustentáveis e de menor custo, vários centros de pesquisas no Brasil estão 

usando rotas biotecnológicas como alternativa para produção de xilitol (Figura 7) (Mussatto e 

Roberto, 2002; Arcaño et al., 2020; Queiroz et al., 2022). 

Diferente da rota química, a rota biotecnológica não requer as etapas extensas para 

purificação da xilose, uma vez que é empregada a etapa de conversão microbiana, a qual é um 

processo biologicamente seletivo (Felipe Hernández-Pérez et al., 2019). As rotas 

biotecnológicas para produção de xilitol podem consistir nas etapas de Pré-tratamento da 

biomassa lignocelulósica; Concentração e desintoxicação do hidrolisado hemicelulósico; 

Bioconversão de xilose em xilitol; Purificação e recuperação de xilitol (Figura 7) (Felipe 

Hernández-Pérez et al., 2019). 

 

Figura 7. Fluxogramas de rotas de produção de xilitol 
 

Fonte: Adaptado MUSSATTO e ROBERTO, 2002. 

São diversas as vantagens da produção biotecnológica quando comparado ao processo 

químico. O uso de resíduos agroindustriais de baixo custo, como as biomassas lignocelulósicas 

(entre eles o bagaço de cana, palha de arroz e de trigo e sobras de eucalipto, por exemplo) 

servem de matéria-prima para os processos de produção, que junto a estratégias de fermentação 

microbiológica, representam uma alternativa interessante para a produção de xilitol de menor 

custo (De Albuquerque et al., 2014). 

Esse processo dispensa a purificação inicial da xilose, pois na fermentação de hidrolisados 

hemicelulósicos, por uso de micro-organismos específicos, ocorre a conversão da xilose em 

xilitol, com bons rendimentos do produto, além da vantagem de dispensar o uso de catalisadores 
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metálicos. Essa fermentação pode atuar em condições mais amenas, diminuir gastos de 

produção, podendo atingir rendimentos mais elevados (Mussatto e Roberto, 2002; Mathew, et 

al. 2018). 

Além disso, a união da produção de xilitol em uma biorrefinaria pode elevar a viabilidade 

econômica do processo, permitindo produção em larga escala do produto, potencializando a 

capacidade de produção sustentável, uma vez que o gasto energético desse processo pode ser 

compensado pela cogeração de energia a partir da combustão dos resíduos sólidos 

gerados. (Yamakawa et al., 2020). O objetivo de uma biorrefinaria sustentável é alcançar o 

máximo de uso de uma biomassa na produção de energia e produtos de alto valor agregado, que 

podem auxiliar no aumento do crescimento da economia de base biológica (Dragone., 2020). 

Este conceito se enquadra perfeitamente na Agenda 2030, programa lançado pela 

Organização das Nações Unidas (ONU), que tem como alvo o apelo pela proteção e equilíbrio 

ambiental e da sociedade, a partir da criação dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentável 

(ODS) (ONU, 2015). Dentre as ODS, as indústrias estão inclusas, buscando mudar e adaptar 

seu funcionamento para processos sustentáveis, a fim de uma produção com respeito ao meio 

ambiente, solicitada pela ODS 9 (Indústria, Inovação e Infraestrutura) (ONU 2015). 

Além disso, avaliações técnico-econômicas e ambientais, na perspectiva de potencializar 

melhorias na bioprodução de xilitol, vêm sendo levantadas, como a proposta de 

desenvolvimento de cepas robustas e metodologias, que promovam melhorar a competitividade 

da bioprodução de xilitol, uma vez que atualmente não é tão eficiente quanto a rota química. 

Essas avaliações são importantes também na indicação de etapas potenciais, que requerem 

atenção, bem como fornecer uma estimativa sobre o investimento adequado, como custos, 

lucro, balanço de massa e energia do processo, impactos ambientais, entre outros parâmetros 

relevantes para aplicação industrial (Martínez-Ruano., 2018). 

Estudos que visam melhoramento na eficiência e custos do processo vêm avançando. O 

uso de cepas por evolução adaptativa, modificação genética por engenharia genética e na cadeia 

de processamento (etapas upstrea, fermentação e dowstream) têm trazido inovações para que a 

rota biotecnológica se torne cada vez mais uma realidade nos sistemas de produção de xilitol, 

assim como de outros bioprodutos. Nesse contexto, esses estudos técnico-econômicos têm 

considerado diferentes cenários de biorrefinaria para produção de xilitol utilizando diferentes 

subprodutos e resíduos agroindustriais como matéria-prima, como bagaço de cana-de-açúcar, 

palha de milho entre outros (Queiroz et al., 2022). 
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3.6 Bioquímica da produção de xilitol 

 
Há micro-organismos selvagens, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos, que 

conseguem converter xilose em xilitol. Atualmente, as leveduras têm sido relatadas como as 

produtoras de xilitol mais eficientes (De Albuquerque et al. 2014; PAL; Mondal; Sahoo, 2016). 

Nas leveduras o metabolismo da xilose inicia pela redução do açúcar pela enzima xilose 

redutase (XR), que depende de cofatores NADPH/NADH, levando a formação de xilitol. A 

literatura relata uma diversidade de XR que podem aumentar e/ou facilitar a assimilação da 

xilose pela levedura e consequentemente sua conversão em xilitol e/ou etanol (Serpa, 2016; 

Mathew, et al. 2018). 

O xilitol produzido pode ser acumulado ou convertido em xilulose pela enzima 

xilitol desidrogenase (XDH) dependente da coenzima NAD+. Quando os cofatores citados se 

encontram em desequilíbrio, acarretará na excreção de xilitol (Mathew, et al. 2018). A xilulose 

é fosforilada em xilulose-5-fosfato e convertida em intermediários glicolíticos, como 

gliceraldeído-3-fosfato (GA3P) e frutose-6-fosfato (F6P), através da via fosfato pentose (PPP) 

(Figura 8). 

Com o objetivo de propiciar acúmulo de xilitol e evitar produção de outros metabólitos, 

é importante a seleção das cepas e de condições ideais de processamento para obter altos 

rendimentos em xilitol durante a fermentação, impactando fortemente na economia do processo 

e viabilidade em larga escala (Mathew, et al. 2018; Queiroz et al., 2022). 

 

Figura 8. Representação de rotas de assimilação por leveduras fermentadoras de xilose. 
 

Fonte: (Queiroz et al., 2022) 

Para isso, é de grande importância compreender as variáveis presentes durante o processo 



25 
 

 

da fermentação, assim como garantir o estabelecimento das condições ideais de pH, níveis de 

oxigênio, temperatura, suplementação de nutrientes, concentração celular, dentre outras 

variantes que são capazes de otimizar a produção máxima de xilitol (Mathew, et al. 2018). A 

disponibilidade de oxigênio mensurado por meio do coeficiente volumétrico de transferência 

de oxigênio, é de extrema relevância, pois influencia nas atividades das principais enzimas do 

metabolismo da xilose, que são XR e XDH, regulando o metabolismo podendo desviar o 

desempenho microbiano para o produto ou crescimento celular (Pal; Mondal; Sahoo, 2016; de 

Arruda et al., 2017; Hernández-pérez et al., 2020). 

Tem sido observado que em leveduras, a baixa aeração leva ao desequilíbrio redox entre 

as atividades de XR e XDH devido à redução da taxa de via oxidativa, resultando no acúmulo 

de xilitol. No entanto, sob condições de alta aeração, o NADH é oxidado a NAD+, o que 

favorece a oxidação do xilitol a xilulose devido ao alto teor de NAD+/NADH, diminuindo o 

acúmulo de xilitol (Pal; Mondal; Sahoo, 2016). 

Além disso, sabe-se que a repressão catabólica é um dos fatores que afetam a assimilação 

da xilose, influenciando diretamente na produção de enzimas envolvidas na captação de outras 

fontes de carbono, as quais podem ser reprimidas na presença de açúcares hexose, 

principalmente glicose, por ser o monossacarídeo de consumo primário na maioria dos micro- 

organismos (Pal; Mondal; Sahoo, 2016). Por isso a importância das vias metabólicas, 

disponibilidade de cofatores, transporte de xilose em nível celular/molecular e regular sua 

formação dentro das células é de suma importância no processo de fermentação, pois 

influenciam na produção microbiana de xilitol e consequentemente na conversão de xilose em 

xilitol. 

 

3.7 Micro-organismos 

 
É possível a aplicação de leveduras como catalisadores em processos biotecnológicos a 

partir do uso de biomassa lignocelulósica como matéria-prima graças à presença e diversidade 

de açúcares em sua composição. Leveduras conhecidas e usadas convencionalmente, 

como Saccharomyces cerevisiae, são muito utilizadas em processos biológicos com sua alta 

eficiência em assimilação de glicose. Contudo, a busca por ‘’leveduras não-Saccharomyces’’ 

(Kurtzman, 2011) estão sendo estudadas para aplicação em diferentes setores industriais e 

capazes de assimilar diferentes fontes de carbono, uma vez que S. cerevisiae não possui 

eficiência para consumir xilose, havendo esforço crescente para descobrir e construir novas 

linhagens de leveduras capazes de assimilar esta pentose, assim como robustez para tolerar 
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ambiente inóspito de processamentos (Bergmann et al., 2019). 

Além da capacidade de assimilação de pentose, é muito importante que essas leveduras 

sejam também capazes de suportar ambientes estressantes, como a presença de ácido acético, 

muito encontrado em hidrolisados lignocelulósicos, que afetam o processo de fermentação. 

Dentre algumas espécies de leveduras não-Saccharomyces descritas na literatura, que são 

naturalmente capazes de consumir a xilose e que podem ser ótimos modelos de estudo para 

tolerância aos inibidores de hidrolisado, destacam-se as do gênero Meyerozyma, as quais vêm 

sendo avaliadas para testes biotecnológicos (Bergmann et al., 2019). 

Além disso, um trabalho recém públicado do grupo (Alencar et al., 2023) (Anexo A) 

mostra a a capacidade de prospecção de M. caribbica na produção de biocompostos a partir de 

substratos industriais. Nas linhagens do gênero Meyerozyma é possível ver a capacidade de 

assimilar xilose dos hidrolisados lignocelulósicos além de serem capazes de produzir xilitol 

(Tabela 4). Além de manterem produção mesmo na presença de inibidores (Martini et al. 2016), 

foi relatada como produtora de etanol quando adaptada a presença de 3 g/L de ácido acético, 

elevando a produção (Moremi et al., 2020). 

Tabela 4. Produção de xilitol por diferentes espécies de leveduras 

 
LEVEDURAS CONC. FINAL DE 

XILITOL 

(G/L) 

RENDIMENTO 

XILITOL (G/G) 

PRODUTIVIDADE 

[G/(L.H)] 

M. CARIBBICA JA9 11,37 ± 2,60 0,54 ± 0,11 0,10 ± 0,03 

SPATHASPORA SP. JA1 22,62 ± 6,33 0,75 ± 0,01 0,20 ± 0,06 

S. PASSALIDARUM 0,19 ± 0,06 0,01 ± 0,01 0,003 ± 0 

M. GUILLIERMONDII 8,25 ± 1,92 0,44 ± 0,02 0,063 ± 0,01 

C. TROPICALIS - 0,45 - 

C. GUILLIERMONDII FT 

120037 
50,5 0,81 0,6 

Fonte: Adaptado de (Carneiro, 2018; Trichez et al., 2019). 
 

Meyerozyma caribbica é uma espécie do grupo, menos estudada, que possui a capacidade 

natural de fermentar pentoses e hexoses, o que pode facilitar sua utilização biotecnológica nas 

indústrias de alimentos e saúde, assim como em indústrias de biomassa em biorrefinarias 

(Bergmann et al., 2019). A espécie foi relatada como capaz de crescer vigorosamente em 

presença de glicose ou xilose como fonte de carbono, havendo influência dos níveis desses 

açúcares e de inibidores no meio, como o ácido acético, quando avaliado a fermentação em 

hidrolisado de biomassa lignocelulósica (Tadioto et al., 2022). Trichez et al. (2019) demonstrou 

que xilitol foi o principal produto obtido das leveduras isoladas em seu trabalho, sendo a cepa 
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M. caribbica JA9 uma delas, alcançando uma produção de 17,33 g/L e um rendimento de 0.44 

(g/g) de xilitol a partir de hidrolisado de biomassa de cana-de-açúcar; além de também alcançar 

uma produção de 5,69 g/L de etanol, mostrando o potencial de bioprodução desta levedura. 

Análises genômicas comparativas mostraram que as rotas metabólicas da xilose são 

conservadas entre as leveduras produtoras de xilitol, como revelado por Trichez et al., (2019) 

em Spathaspora sp. JA1, M. caribbica JA9 e Meyerozyma guilliermondii. Leveduras 

produtoras de xilitol apresentaram xilose redutase estritamente dependente de NADPH 

enquanto que o xilitol-desidrogenase dependente de NAD+. Este desequilíbrio de cofatores 

favorece o alto rendimento de xilitol nos processos de fermentação. Trichez et al., (2019) 

também avaliou a quanto a capacidade de M.caribbica JA9 de destoxificação do meio em 

relação aos inibidores encontrados em hidrolisados lignocelulósicos, sendo eles o HMF e 

Furfural a qual foram reduzidos a partir dos cofatores NADH e NADPH, influenciando, 

portanto, na rota de produção de xilitol. Além disso, relatou que os furaldeídos provavelmente 

não foram os principais inibidores durante a fermentação dos hidrolisados. 

Já o ácido acético não é tão esclarecido quanto o seu efeito no metabolismo em leveduras 

produtoras de xilitol, porém a menor produtividade de xilitol pode estar relacionada com o 

aumento da atividade enzimática na presença deste ácido, que apesar de promover a formação 

do xilitol por aumento da atividade de xilose redutase, é consumido pelo mesmo aumento da 

xilose desidrogenase (Lima, 2002). 

Portanto, uma vez que M. Caribbica possui capacidade de assimilar as duas principais 

fontes de carbono encontradas nas matérias-primas utilizadas por biorrefinarias, e os produtos 

de sua fermentação possuem alto valor agregado e desejados pela bioindústria e sua robustez 

em ambiente com inibidores, tornam significativos os estudos com esse micro-organismo. 

 
3.8 Inibidores da fermentação do hidrolisado hemicelulósico 

 
 

A biomassa pode sofrer perda de parte de seus açúcares durante o processo de pré- 

tratamento e hidrólise, levando à formação e liberação de inibidores. Os compostos não- 

açúcares agem como inibidores do metabolismo celular, interferindo o desempenho dos micro- 

organismos durante a fermentação, por isso há necessidade de uma etapa de desintoxicação do 

hidrolisado hemicelulósico antes de seguir para a próxima rota, a fim de reduzir/eliminar a 

concentração desses compostos, encarecendo o processo (Meighan, 2016; Queiroz et al., 2022). 

Existem três classes de inibidores comumente formados durante a pré-tratamento da 

biomassa lignocelulósica, que são os ácidos orgânicos, compostos furaldeídos e compostos 
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fenólicos. 

Nos ácidos orgânicos, o principal composto inibitório encontrado em biomassa de cana- 

de-açúcar é o ácido acético, afetando o pH intracelular e atuando sobre a fase lag do 

metabolismo celular (Almeida, 2007). Outros inibidores encontrados nos hidrolisados são os 

compostos furaldeídos, sendo os principais compostos desse grupo o furfural e HMF, que 

quando combinados, afetam o metabolismo celular e consequentemente a fermentação 

(Almeida, 2008). O furfural é proveniente da desidratação das pentoses, enquanto que o HMF 

das hexoses (Almeida, 2007). Assim como o ácido acético, os furaldeídos também elevam o 

tempo de adaptação do micro-organismo no meio, além de alterar a integridade da membrana, 

trazendo consequências em seu metabolismo e, portanto, na produção do produto de interesse, 

como o xilitol (Baptista, 2013). 

Já compostos fenólicos são derivados da quebra da lignina durante o pré-tratamento da 

biomassa lignocelulósica. Esses produtos de degradação, como a vanilina, atuam sobre a 

integridade da membrana citoplasmática, afetando a sua capacidade seletiva da membrana. Os 

aumentos da concentração desses produtos também atuam como inibidores do metabolismo 

microbiano, logo, afetam a produção do produto alvo (Lyra Colombi et al., 2017). Esses 

compostos inibitórios são comumente encontrados em hidrolisado de biomassa lignocelulósica 

de bagaço de cana-de-açúcar, como pode ser demonstrado na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Principais inibidores encontrados em hidrolisados de bagaço de cana-de-açúcar 

Hidrolisado Inibidor Concentração Referência 

 Ácido acético 2 – 9 (g/L) González-Ramos et al., 2016 

Bagaço de cana-de- 

açúcar 

Furfural 1,1 – 2 (g/L) Martín al., 2002 

5-HMF 1,7 – 7 (g/L) Laandan et al., 2008 

 Vanilina 0,5 - 2 (g/L) Endo et al., 2008 

 

Tendo em visto as altas concentrações presentes de ácido acético em hidrolisados ácidos 

de bagaço de cana de açúcar, é importante compreender os mecanismos inibitórios desse 

composto no metabolismo microbiano (González-Ramos et al., 2016). O ácido acético é 

formado a partir da quebra da hemicelulose durante a hidrólise ácida da biomassa (BK et al., 

2022). Os níveis desse composto comprometem a taxa de crescimento celular, interferindo 

diretamente no processo fermentativo (COLOMBI et al., 2017). 

Kaur et al (2023) mostrou queda no rendimento de xilitol em C. tropicalis e M. caribbica 

com o aumento da concentração de ácido acético no meio de fermentação. Além disso, relatou 

a máxima produção de xilitol na presença do ácido quando o pH do meio de cultivo foi 5,5 em 

relação a outros testados. É possível visualizar que há uma relação entre o pH do meio e a 
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toxicidade do ácido acético na célula. 

Isso se explica pelo fato que, em condições de baixo pH, o ácido se encontra protonado, 

podendo entrar na célula por difusão simples (Kaur et al., 2023). Ao chegar no citoplasma, o 

ácido acético se dissocia em ânions acetato e prótons, acarretando em acidificação intracelular 

e inibição de algumas importantes funções metabólicas, podendo levar até mesmo a morte 

celular. Perna; Bastos; Ceccato-Antonini (2018) revelaram que a diminuição do pH de 5,5 para 

3,5 do meio de cultivo com 10,5 g/L de ácido acético, inibiu completamente o crescimento de 

M. guilliermondii, contudo, houve consumo do ácido aético. 

Há leveduras que podem sobreviver a presença deste inibidor em baixas concentrações, 

já que o acetato pode ser metabolizado e convertido em acetiil-COA, e consequentemente 

utilizado em outras rotas, como a do ácido tricarboxílico (Geng; Zhang; Shi, 2017). As 

leveduras resistentes ao ácido acético possuem alterações na parede e membrana celular, 

mecanismos de recuperação do pH e desintoxicação (Figura 9). Para que haja a manutenção do 

pH intracelular, assim como para outros processos fisiológicos, existe a necessidade de que a 

célula gaste ATP para ativação de enzimas responsáveis pelo bombeamento e expulsão dos 

prótons, conhecidas como ATPAse (Geng; Zhang; Shi, 2017; perna; bastos; ceccato-antonini, 

2018). Em altas concentrações de ácido no citosol, ocorre esgotamento e depleção da atividade 

enzimática e de ATP, levando a queda no pH citosólico (Palmqvist; Hähn-Hagerdal, 2000). 

 

Figura 9. Mecanismo de estresse do ácido acético em S. cerevisiae. 

 
Fonte: GENG; ZHANG; SHI, 2017. 

 

Esse gasto energético compromete metabolicamente a célula, incluindo a produção de 

xilitol. Portanto, torna-se essencial determinar, para cada micro-organismo específico, a 

concentração máxima tolerável deste composto tóxico presente no hidrolisado hemicelulósico, 

de modo a garantir que a eficiência do processo fermentativo não seja comprometida (Pereira 

et al., 2011). 

Encontrar uma solução de baixo custo para superar a presença de inibidores no 
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hidrolisado hemicelulósico para obter um desempenho microbiano eficiente durante a 

fermentação é um dos pontos mais relevantes que demandam esforços para o desenvolvimento 

de um bioprocesso robusto para produção de xilitol. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Micro-organismos e meio de cultura 

 

A linhagem utilizada foi Meyerozyma caribbica URM8365 (Alencar et al., 2023). O 

cultivo de micro-organismos foi feito por uso de meio de cultivo YPD, no qual foi usada as 

seguintes proporções: 2% de glicose e peptona, e 1% de extrato de levedura. O crescimento 

ocorreu em erlenmayers de 250 mL, mantidos em shaker, a temperatura de 30ºC e a 150 rpm. 

Ao final do processo, os micro-organismos foram centrifugados e pesados, a fim de alcançar a 

quantidade celular desejada para posteriormente serem ressuspendidos nos meios de 

fermentação. 

Para o crescimento em placas, foi utilizado meio sólido YPD, YPX. A constituição do 

meio sólido YP é 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% para glicose ou xilose (YPD 

e YPX respectivamente) e ágar a 2%. Para o meio YPDX (1:5), ou seja, as duas fontes de 

carbono no meio, foi usado a concentração de 2% total dos açúcares, sendo a proporção de 1 

de glicose para 5 de xilose. Essa proporção (1:5) foi estabelecida como a melhor para produção 

de xilitol por M. caribbica, por trabalhos anteriores do grupo de pesquisa (Alencar et al., 2023). 

 

4.2 Ensaios de crescimento 

 
Foram realizados ensaios fisiológicos em diferentes condições para avaliar os efeitos dos 

inibidores no perfil de crescimento da levedura M. caribbica. As células foram pré-cultivadas 

em meio YPD à 30ºC com agitação de 150 RPM por 24 horas. Em sequência as células foram 

centrifugadas a 3600 rpm durante 5 min, lavadas com solução salina e ressuspendidas em água 

para uma densidade ótica final de 1,0 nm. Em seguida foram realizadas diluições seriadas (10 

-², 10 -³, 10 -4, 10 -5) e as células foram inoculadas em meio YPD, YPX e YPDX (1:5 

glicose/xilose) sólido, com uso de ágar a 2%, sem e com ácido acético nas concentrações de 

0,6, 0,8, 1,6 e 3,7 g/L e incubadas em estufa a 30ºC durante 5 dias e acompanhadas para avaliar 

o crescimento da cepa. 

 

4.3 Avaliação do tratamento ácido no crescimento 

 
 

O ensaio de crescimento com células tratadas foi feito a fim de avaliar a resposta após 

uma pré-adaptação das células ao estresse ácido. As células foram reinoculadas em YPD com 

pH corrigido para 2 e 2,5 (Lucena et al., 2020), com uso de ácido sulfúrico, mantindas em pouca 

agitação durante 2 horas. Apóis isso foram inoculadas em placas YPDX (1:5) utilizando as 
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diluições seriadas de 10-1, 10-2, 10-3, sem e com ácido acético nas concentrações submetidas 

nos ensaios de crescimento descritos anteriormente. Esses valores de pH foram utilizados pois 

se enquadram na metodologia usada por usinas produtoras de etanol, pela necessidade de 

reciclagem celular, são tratadas e então recuperadas para novas fermentações (Beckner, 2011). 

 
 

4.4 Ensaios de fermentação 

 

Todos os ensaios foram realizados utilizando 5% m/v de inóculo (massa úmida) em 30 

mL de meio YPDX (1:5). Foram mantidos nas condições de 150 RPM a 30º C em frascos 

erlenmayers de 125 mL. As concentrações utilizadas nas fermentações foram de 20 g/L de 

glicose + xilose (20 g/L YPDX (1:5)), sem e com ácido acético 0,6 e 0,8 g/L durante 48 horas, 

e YPDX 80 g/L sem e com ácido acético 1,6 e 3,7 g/L durante 96 horas. Dentro do período de 

fermentação, foram realizadas coletas pontuais, centrifugadas durante 10 min a 10000 rpm e 

filtradas para que posteriormente fosse quantificado o consumo dos açúcares e produção de 

metabólitos através de cromatografia líquida de alta eficiência. 

 
4.5 Ensaio de fermentação com pulsos de glicose 

 
Para o ensaio de fermentação com pulso de glicose foi utilizado a condição de 80 g/L de 

glixose + xilose (80g/L YPDX (1:5)) com 1,6 g/L de ácido acético, acrescentado 13,3 g/L de 

glicose a cada 24 horas. Foram realizadas coletas de amostras antes e depois dos pulsos, durante 

120 horas, nas mesmas condições descritas anteriormente (item 4.4) 

 
4.6 Avaliação da correlação entre os fatores que interferem na produção de xilitol durante 

a fermentação 

 
A fim de criar uma relação entre os fatores que são limitantes na fermentação, foi 

realizado uma nova fermentação. Foram associados 3 fatores, sendo eles o pH do meio de 

fermentação, a presença de ácido acético, e a pré-exsposição das células, que chamamos de 

tratamento, em um pré-cultivo com pH ácido antes da fermentação. O meio de fermentação se 

manteve 80g/L YPDX (1:5), assim como a otimização por pulsos de glicose a cada 24 horas, 

agitação de 150 rpm a 30º C. A fermentação durou um total de 120 horas, com coletas a cada 

24 horas antes e depois dos pulsos. 
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4.7 Análises de dados 

 
A quantificação de açúcares (glicose, xilose), ácido acético, xilitol e etanol foi 

determinada por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), detectado por índice de 

refração, em coluna Aminex® (HPX-87H+, Bio- Rad, EUA), com vazão 0,6 mL/min, 35°C e, 

como fase móvel, H2SO4 (5 mM). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Avaliação do crescimento de M. caribbica na presença de ácido acético 

 
 

É bastante relatado na literatura que os compostos 5-HMF, furfural, ácido fórmico e ácido 

acético são os principais inibidores do processo fermentativo dos hidrolisados lignocelulósicos 

e, portanto, métodos de detoxificação desses compostos tem sido cada vez mais ncessário (Chen 

et al., 2023). Contudo, o ácido acético mesmo após o processo de detoxificação fica presente 

no hidrolisado e mesmo em baixas concentrações consegue inibir tanto o crescimento 

microbiano quanto o consumo dos açúcares e produção dos principais metabólitos (Campos et 

al., 2022). 

Portanto, com o objetivo de determinar o efeito da concentração do ácido acético no 

crescimento de M. caribbica foi realizado um ensaio de crescimento em meio YP sólido 

contendo glicose, xilose e Glicose + Xilose (1:5), como carboidratos e 0,6 g/L, 0,8 g/L e 1,6 

g/L de ácido acético (Figura 10). Inicialmente é possível notar que o efeito inibidor do ácido 

acético é relativo a fonte de carboidrato. No meio com glicose, a o micro-organismo teve 

capacidade de crescer na presença de até 1,6 g/L do ácido acético. 

Também foi realizado o cultivo com 3,7 g/L de ácido acético com total inibição do 

crescimento nos três meios. Em xilose como única fonte de carbono, o efeito inibitório máximo 

já ocorre com 0,8 g/L de ácido acético. Na presença de glicose/xilose, o crescimento é 

reestabelecido na concentração de 0,8 g/L e 1,6 g/L do ácido. Esse reestabelecimento se deve 

graças ao fato de a glicose fornecer cofatores e energia suficiente para adaptação da célula no 

meio de estresse pelo ácido acético (Lima, 2002). 

 
Figura 10. Avaliação do crescimento celular nas diferentes condições de cultivo. Experimento 

realizado em meio sintético com triplicata técnica e diluições seriadas (10 -², 10 -³, 10 -4, 10 

-5 da esquerda pra direita), em diferentes composições de carboidratos YPX (xilose), YPD 

(Glicose) e YPDX (glicose:xilose) e concentrações de ácido acético. Células cultivadas por 72 

h. 
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O efeito inibitório do ácido acético no crescimento de leveduras é bastante descrito na 

literatura. Por exemplo, Bhavana et al. (2022) mostraram que Pichia stipites NCIM 3497 teve 

a taxa de crescimento reduzida mediante presença do ácido acético, assim como Pereira et al. 

(2011) concluiu que o metabolismo de C. guilliermondii é afetado na presença de ácido acético, 

principalmente quando se trata de crescimento celular. SOARES (2021) mostrou que a cepa M. 

caribbica JA9 conseguiu crescer em 1 g/L de ácido acético, tendo seu crescimento inibido em 

2 g/L. O mesmo concluiu que as leveduras necessitavam de mais tempo para se adaptar à 

toxicidade do inibidor, logo, havendo um aumento da fase lag. 

Além disso, há outros fatores que estão interligados com a toxidade do ácido acético, 

como o pH do meio. Kaur et al., (2023) testaram as leveduras C. tropicalis e M. caribbica em 

diferentes concentrações de ácido acético com diferentes valores de pH do meio. Relataram que 

10 g/L de ácido acético em pH de 4,5 foi tóxico para ambas as leveduras, tanto para crescimento 

quanto para produção de xilitol. Porém, ao elevar o pH do meio para 5,5 e 6,5 foram capazes 

de tolerar bem os 10 g/L do ácido e melhorar sua produtividade. 

O pH está intimamente ligado a capacidade de entrada do ácido acético na célula, uma 

vez que, quando baixo o pH do meio, o ácido aparece na sua forma não dissociada, o qual é 

lipossolúvel e facilita sua entrada no interior da levedura. Visto isso, a diminuição da massa 

celular pode ser explicada pelo fato de que o ácido acético pode se difundir pela membrana 
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celular da levedura, levando a uma acidificação intracelular. Nesse caso, a célula gasta energia 

que seria usada no crescimento para restaurar a homeostase, para que diminua a possibilidade 

de morte celular (Pereira et al., 2011; De Lucena et al., 2015; Bk et al., 2022). 

Portanto, foi realizado um ensaio de crescimento para visualizar o efeito da pré-exposição 

das células a pH ácido. Para isso as células foram pré-cultivadas em meio com pH de 2 e 2,5, 

ajustado com ácido sulfúrico, antes de cultivadas em meio de crescimento glicose + xilose (1:5) 

e ácido acético. Quando analisadas e comparadas as células crescidas nas placas para teste do 

tratamento ao pH ácido, podemos visualizar que, tanto para o grupo controle como no meio 

com ácido acético, o crescimento das células não tratadas (N) seguiu o padrão estabelecido nos 

experimentos anteriores, no qual o acetato influencia negativamente no crescimento das células 

e aumento da fase lag (Figura 11). É importante salientar que essas análises foram qualitativas, 

a partir de comparações visuais entre as placas ao longo do tempo de incubação, assim como 

do crescimento anterior. No grupo controle, as condições com ou sem tratamento de pH não 

revelaram grandes diferenças, apesar de, na maior diluição, ser possível ver uma quantidade de 

colônias um pouco menos volumosas nas que tiveram sido tratadas por pH antes de gotejadas. 

Enquanto que, no grupo com ácido acético 1,6 g/L, as células tratadas e não tratadas 

mostraram diferentes padrões de crescimento revelado a partir da diluição intermediária (10- 

²). 

Figura 11. Crescimento em placas com YPDX (1:5) com células tratadas e não tradas. 

Legenda: YPDX (1:5) com diluições seriadas (1/10). (A) Grupo controle, (B) grupo com 

ácido acético 1,6 g/L. N - células sem tratamento, 2 - células com tratamento em pH 2, 2,5 - 

células tratadas com pH 2,5 por 1 hora. 

 
 

Foi clara a visualização do impacto do tratamento com pH no crescimento dos cultivos 

em meio contendo ácido acético. As células submetidas ao estresse ácido, antes de serem 

gotejadas, revelaram influência na sobrevivência das leveduras quando dispostas no meio com 

presença do outro agente estressor, o acetato, que está intimamente ligado ao estresse celular. 
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Logo, é possível concluir que as células que foram anteriormente submetidas a uma 

exposição ácida, possibilitaram, qualitativamente, melhores condições de crescimento na 

presença do ácido acético quando comparado ao grupo sem ácido (Figura 11). Isso pode ser 

explicado pelo fato de que a utilização do ácido sulfúrico no tratamento das células permita 

uma adaptação da célula ao ambiente ácido e, a partir disso, ocorra uma indução gênica nos 

sistemas de resposta da célula para ao estresse e de manutenção da integridade da parede celular 

(DE MELO et al., 2010; DE LUCENA et al., 2015). 

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de crescimento do nosso estudo, é evidente 

que a levedura apresenta resposas distintas em relação ao comportamento diante do ácido 

acético e sua concentração, o que também se relaciona com a composição do meio de 

fermentação e induz diferentes respostas celulares. Com base nessas observações, procedemos 

à avaliação do impacto metabólico dessas variáveis de fermentações com M. caribbica. 

 

5.2 Avaliação da capacidade de produção de xilitol na presença de ácido acético. 

Por permitir melhor condicionamento celular na presença do ácido acético, as 

fermentações realizadas mantiveram a presença de glicose e xilose no meio. A fermentação em 

20 g/L YPDX (1:5) como fonte de carbono, tendo como teste as condições com ácido acético 

0,6 e 0,8 g/L, baseadas nas concentrações testadas nos ensaios de crescimetos e encontradas em 

hidrolisados lignocelulósicos de cana-de-açúcar, tiveram as seguintes considerações: em todos 

os grupos testados, o consumo de glicose, até seu esgotamento se deu nas primeiras 2 horas de 

fermentação, visto que apenas 3,3 g/L de glicose era presente no meio. Para xilose, com 

concentração inicial de 16,7 g/L, o seu consumo foi quase total no grupo controle, já nos grupos 

com acetato houve xilose residual (Figura 12). 

Figura 12: Fermentação com 20 g/L YPDX (1:5). Consumo de carboidratos e produção de 

xilitol. Legenda: (A) Grupo controle; (B) grupo com ácido acético 0,6 g/L; (C) grupo com 

ácido acético 0,8 g/L. Xilose (círculo fechado); Glicose (quadrado fechado); Etanol (losango 

fechado); Xilitol (triângulo aberto); Ácido acético (círculo aberto). 
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Há diversos relatos na literatura que confirmam a glicose como fonte preferencial frente 

a outros açúcares, como a xilose. O consumo da glicose, mesmo considerando a pouca 

quantidade deste composto no meio testado frente à xilose, é relatado por autores como Tadioto 

et al. (2022), no qual a glicose é totalmente consumida em menor tempo que outras fontes de 

carbono. 

Além disso, a glicose foi consumida quase que totalmente nas primeiras 2 horas de 

fermentação (Figura 12), possivelmente conduzida à formação de etanol, o qual mostrou o ápice 

de produção também com 2 horas e manteve-se constante até 24 horas de fermentação. 

Observa-se também que com 48 horas o etanol tem uma queda, o que é possível deduzir o 

consumo deste metabólito. Estas mesmas observações foram discutidas por Nandal; Sharma & 

Arora. (2020) e SOARES (2021). Este consumo também pode ser explicado pelo fato de que, 

com 48 horas de fermentação não havia mais açúcares disponíveis para consumo. 

A produção de etanol foi visualizada tanto em meios com presença ou ausência de ácido 

acético, tendo em vista que não houve grandes disparidades quanto às concentrações 

produzidas, independente da condição do meio testado, como visto na Figura 12. É possível 

que, mesmo com pouca diferença, os níveis mais elevados de etanol nos meios com presença 

de ácido acético, tenham sido devido ao uso da xilose, uma vez que a presença do inibidor 

influência no aumento da atividade da xilose redutase e xilitol desidrogenase, podendo explicar 

essa leve diferença na produção do etanol (Lima, 2002). 

Quando avaliado a produção de xilitol pela levedura testada, foi visto uma maior 

produção no grupo controle do que na presença do ácido acético, mostrando a influência deste 

inibidor no meio, inclusive sua concentração. A concentração final de xilitol foi maior no grupo 

com ácido acético 0,6 g/L do que em 0,8 g/L, como ilustrado na Figura 12. 

A presença da hexose no meio de fermentação também é um dos fatores que regula a 

produção de xilitol por leveduras. Pode haver leveduras que não se beneficiem da presença da 

glicose no meio, havendo aumento da fase lag para consumo da pentose, prejudicando a 

produção de xilitol (Parajó et al., 1998). Por outro lado, a C. tropicalis mostrou melhoramento 

na produção de xilitol quando o meio é suplementado com glicose, inclusive com menor 

consumo de xilose (Yahashi et al., 1996). Apesar de contraditório, explica-se pelo fato de que 

a glicose permite um maior crescimento/adaptação ao meio do que em xilose, uma vez que 

regula a regeneração de NADPH através das vias das pentoses fosfato, favorecendo a formação 

de xilitol, por ser cofator para a xilose redutase (Parajó et al., 1998; Lima, 2002). Rosa et al. 

(1998) constataram o favorecimento de produção de xilitol por C. · guilliermondii, em meio 

sintético contendo 30 g/L de xilose e 5,0 g/L glicose. 
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O consumo da xilose, consequentemente a produção de xilitol, foi afetado também pela 

presença do ácido acético. Nos testes de SOARES (2021) revelou que sua cepa de M. caribbica 

JA9 teve pouco ou nenhum consumo de xilose e pouca formação de produto na presença do 

ácido, entrando em consenso com os dados obtidos neste trabalho. O efeito do ácido acético no 

metabolismo de levedura não é tão elucidado, porém a menor produtividade de xilitol pode 

estar relacionada com o aumento da atividade das enzimas xilose redutase e xilitol 

desidrogenase na presença do ácido (Sousa et al., 1998; Lima, 2002). Ou seja, na presença do 

ácido, apesar de promover a formação do xilitol por aumento da atividade de xilose redutase, 

haverá uma declinação do xilitol excretado, uma vez que será consumido pelo fato de que houve 

o mesmo aumento para a enzima xilose desidrogenase, levando para outras rotas metabólicas. 

(Lima, 2002). No entanto, o ácido acético presente no meio, além de afetar no metabolismo 

celular da levedura na produção do xilitol, foi visto que a linhagem de M. caribbica consegue 

internalizar este composto, dados visíveis na Figura 12 - (B e C). 

Há variações nos níveis de tolerância ao ácido acético e estas são devidas as diferentes 

espécies de micro-organismos avaliados e às condições experimentais usadas, especialmente 

ao pH das fermentações. Ao se testar o efeito do ácido acético na fermentação de xilose 

utilizando Candida guilliermondii FTI 20037, Felipe et al. (1995) constataram que o aumento 

da concentração do ácido até 1,0 g/L levou a um favorecimento no rendimento e produtividade 

em xilitol. Também foi observado que a levedura foi capaz de assimilar o ácido juntamente 

com os açúcares, sendo completamente consumido em concentrações menores que 3,0 g/L, 

sugerindo que C. guilliermondii age como agente de destoxificação do meio. 

Isso permite comparar a capacidade de M. caribbica de assimilar o ácido acético como 

mencionado por Felipe et al. (1995). Porém, quando analisamos os dados de produção de xilitol, 

entra em discordância com o autor a respeito de aumento de rendimento em concentração de 

até 1 g/L de ácido; mas é importante ressaltar que o mesmo utilizou em seu meio uma 

concentração de 60 g/L de xilose e 15 g/L de glicose, além de suplementar o meio com sulfato 

de amônio e outros compostos. 

Visto as considerações acima relacionadas às primeiras etapas experimentais e que as 

condições de cultivo influenciam no comportamento da célula frente à presença do ácido 

acético, seguiu-se para uma nova fermentação para analisar o comportamento com novos 

parâmetros. O meio de cultivo teve a concentração elevada para 80 g/L YPDX (1:5), já que é 

aproximadamente o encontrado em hidrolisados ácido de bagaço de cana-de-açúcar, além de 

que, seria possível visualizar melhor a produção de xilitol, já que pequena foi a concentração 

de xilitol produzida a partir da fermentação em 20g/L YPDX (1:5). Além disso, as 
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concentrações de acetato foram alteradas para acompanhar este aumento, mantendo-as dentro 

da faixa do que é encontrado em hidrolisado ácido de bagaço de cana-de-açúcar. Assim como 

a fermentação em 20g/L YPDX (1:5), houve dificuldade de consumo e produção pela célula na 

presença do agente estressor (Figura 13). 

Figura 13. Fermentação com 80 g/L YPDX (1:5). Consumo de carboidratos e produção de 

xilitol. (A) Grupo controle; (B) grupo com ácido acético 1,6 g/L; (C) grupo com ácido acético 

3,7 g/L. Xilose (círculo fechado); Glicose (quadrado fechado); Etanol (losango fechado); 

Xilitol (triângulo aberto); Ácido acético (círculo aberto). 

 

 
Ao comparar os rendimentos da fermentação 20 g/l aos da 80 g/l, podemos evidenciar 

que a presença do ácido diminui o rendimento dos produtos. Na Tabela 6 é possível ver que os 

rendimentos em xilitol foram comprometidos à medida que houve acréscimo na concentração 

do ácido acético. 

Tabela 6. Valores de rendimento de etanol e xilitol das fermentações com 20 e 80 g/L de 

glicose+xilose YPDX (1:5) 

Rendimento 

s 

Grupo fermentação 

20 g/L 

Grupo fermentação 

80 g/L 

 Controle Acetato 

0,6 g/L 

Acetato 

0,8 g/L 

Controle Acetato 

1,6 g/L 

Etanol (g/g) 0,12 0,15 0,14 0,11 0,20 

 

Xilitol (g/g) 
 

0,06 
 

0,03 
 

0,02 
 

0,16 
 

0,07 
 

 

Outro fator importante destacar é que, com o aumento da concentração inicial de xilose, 

o grupo de meios contendo 80 g/L de açúcares teve aumento no rendimento de xilitol, isso 
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mostra que a quantidade de açúcar inicial é um fator relevante no processo, como visto por 

Parajó et al. (1998), porém, o aumento até níveis que afetem o equilíbrio osmótico da levedura 

leva a queda na produtividade rendimento no xilitol. Já o etanol, se manteve um rendimento 

próximo em todas as variáveis das fermentações. Todavia, nas condições em presença de ácido 

acético, o rendimento era maior quando comparado aos respectivos grupos controles. Isso pode 

ser explicado, como anteriormente mencionado, que pela presença do ácido no meio, pode levar 

ao aumento da atividade de enzimas que utilizam a xilose, consequentemente levando o 

consumo do xilitol para outras rotas metabólicas (Lima, 2002). 

Foi possível visualizar semelhança nos parâmetros fermentativos em relação ao teste com 

20 g/L YPDX (1:5) tanto para o consumo de carboidratos como para a produção de xilitol e 

etanol. Mesmo com o aumento da concentração destes carboidratos, o ácido impactou assim 

como no teste anterior. A maior concentração testada do inibidor, 3,7 g/L (Figura 13-C), 

impactou fortemente, a ponto da célula não conseguir tanto assimilar como produzir nenhum 

componente no meio, mostrando o grau de intolerância da levedura ao aumento do ácido. 

Esse impacto pode ser explicado pelo fato de que a célula utiliza de mecanismos para 

manutenção homeostática do pH intracelular, que dependem da enzima transmembrânica H+ - 

ATPase que transporta íons H+ para fora das células, as custas do consumo de ATP (Lima, 

2002; Pereira 2007). Com essa regulação, ocorre o desacoplamento da produção de energia e 

do transporte de nutrientes, resultando na diminuição do crescimento e do metabolismo do 

micro-organismo, resultando em menor energia para a biossíntese, como do xilitol apresentado. 

Isso levou uma busca para ajustes no processo, uma vez que diversos são os fatores que 

influenciam na resposta da célula, como os níveis de glicose. Nesse intuito, foi feita uma 

fermentação com pulsos (adição) de glicose a cada 24 horas para melhor avaliar o efeito desta 

fonte de carbono no metabolismo de consumo e produção da célula de levedura e sua relação 

com a presença do inibidor (Figura 14). 

 
Figura 14. Perfil fermentativo da levedura M. caribbica em meio com glicose e xilose na 

proporção 1:5 como fonte de carbono à 80 g/L. Xilose (círculo fechado); glicose (quadrado 

fechado); etanol (losango fechado) e xilitol (triângulo aberto). (A) Meio de referência; (B) 

Meio YPDX com pulso de glicose à cada 24h; (C) Meio YPDX com 1,6 g/L de ácido acético 

e (D) Meio YPDX com 1,6 g/L de ácido acético e pulsos de glicose à cada 24 h. 
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Foi possível concluir que, ao ser restabelecida a concentração inicial de glicose através 

de pulsos a cada 24 horas, houve favorecimento na produção de xilitol. No grupo sem ácido 

acético, ao comparar a produtividade é possível visualizar, na Figura 14-A e 14-B, que a 

concentração de xilitol subiu de, aproximadamente, 8 g/L para 14,5 g/L, respectivamente. Isso 

representa um aumento de quase 82%. Enquanto que nos grupos com ácido acético, Figura 14- 

C e 14-D, considerando o dia 4 da fermentação, houve um aumento de 6,8 g/L para 8,8 g/L, 
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representando um acréscimo de quase 30%, os dados da fermentação estão representados na 

Tabela 7. Portanto, os pulsos de glicose no meio, se mostrou uma atividade efetiva, tanto para 

quando presente o ácido acético, como não. Além da produção, é possível observar uma baixa 

de produção e/ou o consumo do xilitol a partir do 5º dia de fermentação (Figura 14). 

Tabela 7. Parâmetros fermentativos do ensaio com pulsos de glicose 

  

Controle 
Controle + 

pulso glicose 

Ácido 

acético 

Ácido acético 

+ pulso 

glicose 

Xilose consumida (g/L) 38,58 ± 6,26 62,30 ± 3,05 
40,07 ± 

1,71 46,74 ± 3,40 

Glicose consumida 
(g/L) 

7,10 ± 0,69 33,74 ± 0,966 
8,30 ± 
0,63 

30,02 ± 5,35 

Total consumido (g/L) 45,68 ± 6,32 96,04 ± 2,68 
47,90 ± 

2,67 
76,76 ± 4,24 

Etanol produzido (g/L) 7,43 ± 1,01 26,41 ± 1,33 
7,35 ± 
0,39 

24,14 ± 1,51 

Etanol rendimento (g/g) 0,17 ± 0,03 0,28 ± 0,01 
0,15 ± 
0,01 

0,32 ± 0,02 

Xilitol produzido (g/L) 7,75 ± 1,1 13,85 ± 0,57 
6,79 ± 
0,22 

8,9 ± 0,97 

Xilitol rendimento (g/g) 0,17 ± 0,04 0,22 ± 0,01 
0,17 ± 
0,00 

0,19 ± 0,03 

Obs: dados utilizados até 4º dia de fermentação. 
 

Esses dados permite discutir que o uso de pulsos de glicose pode ser utilizado para 

manutenção celular, auxiliando no consumo da xilose e consequentemente produção de xilitol, 

em contrapartida ao uso de grandes concentrações iniciais de glicose no meio, uma vez que, a 

hexose é de consumo preferencial pelos micro-organismos (Rosa et al., 1998; Soares, 2021). 

Silva et al. (2004) comparou diferentes proporções de glicose e xilose, e mostrou que o efeito 

da relação dessas duas fontes de carbono inferem mais sobre o rendimento do que na 

produtividade. Mudanças nos rendimentos de xilitol, em relação ao pulso de carbono, foram 

apresentadas na Tabela 7. Diferente do mencionado por Silva et al. (2004), a produtividade teve 

grande relevância quando usada a estratégia do pulso de glicose. 

À medida que, a concentração de glicose era mantida no meio, através dos pulsos de 

glicose, a xilose era consumida, diminuindo sua concentração. Isso permitia que, a cada 24 

horas, a relação glicose:xilose fosse alterada, portanto, diferentes respostas metabólicas podem 

ser esperadas pela célula. Rosa et al. (1998) relatou que, até 10% de relação glicose:xilose (60 

g/L de xilose e 5 g/L), não afetaram a taxa de consumo da pentose por C. guilliermondii 

cultivada em meio sintético, obtendo um rendimento de 0,56 g/g, porém, após esse valor 

(aumento da concentração de glicose), houve redução da taxa de consumo da xilose, e portanto, 
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queda no rendimento. 

Além disso, o consumo dos metabólitos é visto, de maneira clara, na Figura 14-D, com a 

redução da concentração de xilitol ao fim da fermentação. É mencionado por alguns autores, o 

uso do etanol e/ou xilitol como fonte de carbono e energia por leveduras produtoras de xilitol, 

tanto em meio sintético como em hidrolisado lignocelulósico (Flores et al., 2000; Matos et al., 

2003; Silva et al., 2004). Visto o impacto da concentração da fonte de carbono na cinética de 

consumo e produção, assim como a influência do pH do meio no crescimento em placa, foi 

analisado em seguida, a relação do pH e seu efeito na cinética da célula durante a fermentação 

com pulsos de glicose. 

Quando analisado os parâmetros fermentativos sobre efeito de meio com pH controlado 

e uma prévia exposição das células a ambiente ácido, podemos visualizar seus efeitos na Figura 

15. O pH do meio foi ajustado para 4,0, para ser usado na fermentação, que ocorreu com células 

tratadas previamente a um ambiente de pH 2,0. Ambos foram ajustados com o uso de ácido 

sulfúrico. O pH desses meios anteriormente são os do meios YP, que ficam na faixa média de 

6,00. 

 

Figura 15. Perfil fermentativo da levedura M. caribbica em meio com glicose e xilose na 

proporção 1:5 como fonte de carbono à 80 g/L. Xilose (círculo fechado); glicose (quadrado 

fechado); etanol (losango fechado) e xilitol (triângulo aberto). (A) Meio YPDX com 1,6 g/L 

de ácido acético e pulso de glicose à cada 24 h (B) Meio YPDX com 1,6 g/L de ácido acético 

e pulso de glicose fermentado com células pré-tratadas em pH ácido e pH do meio ajustado. 
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fermentação, sendo a variável com maior contribuição na produção volumétrica de xilitol, como 

visto ao longo do trabalho. Porém, como mencionado nos experimentos anteriores, o poder 

inibitório do ácido acético não está relacionado apenas a sua presença no meio, mas também a 

sua interação com outros fatores. A Figura 15 mostra o quanto a relação entre a presença de 

ácido acético e o pH do meio em que a levedura está inserida, influenciam na produção de 

xilitol. 

A presença do ácido acético foi atenuada quando o pH do meio foi alterado assim como 

as células pré expostas a um ambiente de estresse ácido. Felipe et al., (1997) e Morita; Silva 

(2000) mostram que as produtividades volumétricas do xilitol foram baixas no pH inicial de 4,0 

e que seus valores aumentaram com a elevação do pH do meio. Está claro que o efeito tóxico 

do ácido acético no metabolismo da xilose depende das condições de fermentação e da cepa de 

levedura empregada. Porém, diferente do visto pelos autores supracitado, ao utilizarmos M. 

caribbica após ser tratada com um pH de 2,0 para fermentar em meio com ajuste de pH 4,0, 

obtevemos uma maior produtividade de xilitol quando comparado a um meio YPDX sem ajuste 

de pH e sem células tratadas (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Parâmetros fermentativos do ensaio com pulsos de glicose + tratamento ácido em 

meio com glicose e xilose na proporção 1:5 como fonte de carbono à 80 g/L contentodo ácido 

acético 1,6 g/L. O grupo tratamento teve células préviamente expostas á meio com pH 2,0 e 

pH do meio de fermentação ajustado para 4,0. Dados do grupo sem tratamento até o 4º dia de 

ferment ação, pois no 5º dia o xilitol já é consumido consideravelmente).  

 Ácido acético + 
pulso glicose (4º 
dia) 

Células 
tratadas (4º 
dia) 

Células 
tratadas (5º 
dia) 

Xilose consumida 
(g/L) 

46,74 ± 3,40 
54,94 ± 1,55 69,55 ± 0,97 

Glicose consumida 
(g/L) 

30,02 ± 5,35 
40,85 ± 2,58 51,01 ± 2,01 

Total consumido 
(g/L) 

76,76 ± 4,24 
95,79 ± 4,02 120,55 ± 2,88 

Etanol produzido 
(g/L) 

24,14 ± 1,51 
29,70 ± 1,44 37,71 ± 1,79 

Etanol rendimento 
(g/g) 

0,32 ± 0,02 
0,31 ± 0,02 0,31 ± 0,02 

Xilitol produzido 
(g/L) 

8,9 ± 0,97 
10,05 ± 0,75 14,56 ± 2,53 

Xilitol rendimento 
  (g/g)  0,19 ± 0,03 

0,18 ± 0,02 0,21 ± 0,03 

 
O uso do tratamento ácido em pH de 2,0 foi estabelecido uma vez que durante o uso 

industrial da biomassa de levedura, é normalmente reciclada por tratamentos com ácido 

sulfúrico, a fim de controlar contaminação por outros agentes microbiológicos (De Melo et al., 
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2010). Esse tipo de tratamento pode levar à perda da viabilidade celular, diminuindo o 

rendimento da fermentação. Lucena et al., (2020) mostraram que diversas vias de sinalização, 

genes para integridade da parede celular e vias de resposta ao estresse, são induzidas na 

presença de baixo pH por ácidos inorgânicos, como o ácido sulfúrico. Relataram também que 

sua cepa mutante S. cerevisiae para genes de integridade de parede celular, teve a viabilidade 

recuperada quando exposta a meio com pH extremamente baixo, e foi dependente da queda 

induzida do pH do citosol. O pH citosólico é, portanto, um sinal que direciona o equilíbrio entre 

estresse de crescimento e tolerância na levedura. 

Isso pode explicar o porquê a maior produtividade do xilitol se deu quando as células 

foram tratadas com pH ácido (Figura 15-B), o que provavelmente levou a uma pré-adaptação a 

um ambiente de estresse. Logo, permitindo cascatas de sinalizações e gênicas, proporcionando 

melhor resitência a célula na presença do ácido acético, elevando a produtividade em xilitol. É 

importante salientar que, não necessariamente a mudança do pH do meio irá causar inibição na 

produção e crescimento da célula. Porém, quando presente o ácido acético em um estado 

protonado, juntamente ao baixo pH do meio, ocasiona a entrada facilitada deste pela membrana, 

interferindo no pH intracelular. (Oriji, 2009). 

O pKa (constante de dissociação) do ácido acético é 4,75. Em um meio de fermentação 

em que o pH esteja abaixo do valor do pKa do ácido, isso fará com que o ácido acético esteja 

predominantemente protonado no meio, que é sua forma tóxica para levedura, enquanto que em 

pH mais alto, a forma desprotonado é predominante (Morita; Silva, 2000b). O pH do interior 

da célula é controlado graças a membrana e parede celular, porém a influência do meio externo 

pode acarretar no desequilíbrio do pH intracelular. Na presença de um meio rico em ácido 

acético na forma protonada, esse ácido é capaz de atravessar a membrana celular facilmente por 

difusão, resultando na acidificação do citosol da célula. Isso ocorre devido ao pH do citosol, 

que é maior que o pKa do ácido acético, ocasionando a dissociação do ácido no interior da 

célula (Parawira, Tekere, 2011; Geng; Zhang; Shi, 2017). 

Para impedir os efeitos negativos desse desequilíbio no pH intracelular, a célula utiliza 

como recurso a expulsão dos prótons e ânions, além de mudança na parede celular para lidar 

com esses componentes tóxicos. Porém, esses mecanismos de reação levam a um gasto 

energético pelo metabolismo celular, diminuindo o crescimento e produção (Lima, 2002; 

Pereira 2007; Lucena et al., 2020). 

Sene et al. (2000) conseguiu testar a melhor faixa de pH para a máxima atividade das 

enzimas responsáveis pelo redução da xilose e consumo do xilitol (xilose redutase e xilitol 

desidrogenase) da levedura C. guilliermondii que foi de pH 5,5 e 8,5, respectivamente. Já 
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Morita et al. (2000a) utilizando a mesma espécie, para fermentação em hidrolisado de bagaço 

de cana-de-açúcar, obteve os melhores parâmetros de consumo de xilose, rendimento e 

produtividade de xilitol quando ajustado o meio para pH de 7,0. Ainda Morita et al. (2000b) 

relata que até o fim de uma fermentação com pH 7,0 não houve total assimilação do ácido 

acético, enquanto que em pH 4,0 houve rapidamente, implicando no discutido acima sobre o 

pH e sua relação com o ácido orgânico no meio. 

Nesse contexto, é possível visualizar a importância das análises nas relações entre os 

parâmetros utilizados durante a fermentação, pois diferentes são as respostas frente a cada 

variável isolada e em sinergia. Assim como Saputra et al. (2020), relatam que o grau de 

toxicidade do ácido acético, capacidade de assimilação pela levedura e produção de xilitol 

estão diretamente ligadas às condições de cultivo, sendo elas: disponibilidade de oxigênio, pH, 

temperatura, concentração inicial e idade do inóculo, concentração inicial de xilose, relação da 

concentração xilose/ácido acético e também a presença de outros glicídios. 

Desta maneira, os perfis de crescimento e de fermentação desta levedura mostram a ação 

biológica do inibidor presente no meio, juntamente sua relação com outras variáveis. Sabendo 

este comportamento, é importante avaliar as melhores condições de uso de M. caribbica para 

fermentação efetiva de hidrolisados lignocelulósicos para obtenção de xilitol; uma vez que estes 

resultados estão relacionados a testes isolados em meios semisintéticos, havendo necessidade 

de avaliação futura deste comportamento em hidrolisado lignocelulósico, visando a otimização 

do processo, superando os gargalos atuais. Portanto, além das variáveis testadas, muitas outras 

são de importância para melhor serem estudadas. Pois, é a partir dessas análises, que será 

possível alcançar o melhor parâmetro para o uso da levedura na produção de xilitol e/ou outros 

bioprodutos na indústria. 
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6. CONCLUSÕES E SUGESTÕES 

 
 

Conclui-se que a presença de inibidores influencia negativamente a adaptação do micro- 

organismo no meio, elevando sua fase lag, assim como na produção de produtos, como o xilitol. 

Além da influência dos inibidores no meio, a fonte de carbono e a relação entre elas, como 

glicose:xilose disponibilizada nesse meio também é importante para manutenção do micro- 

organismo, afetando diretamente sua capacidade de adaptação ao inibidor presente e na 

dinâmica metabólica de produção. No caso de produção de xilitol a partir de M. caribbica 

URM8365, o ácido acético foi o inibidor muito impactante, à medida que sua concentração 

aumenta, diminui a atividade metabólica de crescimento e bioprodução de xilitol da levedura. 

Além da influência do inibidor ácido, diversos são os fatores que interferem no consumo 

da pentose e produção do açúcar de álcool. Nesse contexto, há necessidade de estabelecer os 

melhores modelos de produção, como análise por planejamento fatorial, relacionando cada 

variável que interfere no processo. Foi estabelecido, portanto, os parâmetros que mais refletiram 

no bioprocesso, dentre eles, o pH, concentração de ácido acético e concentração de açúcares 

iniciais e sua proporção. A partir disso é que será possível a otimização do processo para a 

produção do xilitol e ou etanol. Além desses fatores estudados, alguns outros possuem grande 

impacto na produção de xilitol quando presente ácido acético no meio, como: oxigenação, 

temperatura, quantidade de biomassa celular inicial etc. 

Portanto, para que haja produção de xilitol de maneira economicamente viável, é 

necessário a integração do sistema industrial ao de pesquisa, que visem a superação desses 

gargalos, para que a levedura esteja robusta suficiente para tolerar dinâmicas industriais e 

concentrações mais elevadas de ácido acético, assim como outros inibidores encontrados em 

hidrolisados lignocelulósicos, com o intuito de melhorar rendimentos e produtividade na 

produção de bioprodutos de valor agregado, dentre estes, o xilitol. 
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ANEXO A – Artigo científico - co-autoria - Meyerozyma caribbica 
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