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RESUMO - Na producéo de etanol de celulose, a geracao de extrato enzimatico bruto e a busca por
nOVoS microrganismos representam duas estratégias para reduzir o custo do processo. No presente
trabalho foi feita a avaliacdo do potencial do fungo do cerrado, Chrysonilia sitophila, para a
producdo de etanol de segunda geracdo. A producdo de complexos enzimaticos foi realizada com 12
meios de composic¢des distintas, contendo farelo de arroz e bagaco de cana-de-acucar explodido, e,
uma vez selecionado o meio, foi feito o estudo do melhor tempo de producéo de etanol, composi¢éo
e carga. Foi observado que o meio composto de 1/3 de bagaco de cana explodido e 2/3 de farelo de
arroz foi o que favoreceu a maior converséo de bagagco em etanol com geracédo de aproximadamente
5,3 g/L de etanol. No estudo da fermentacdo etilica, foi observado que ocorreu um aumento
significativo na producdo de etanol, quando a concentracdo de bagaco foi aumentada de 190 para
200 g/L, e uma significativa diminuicdo na producdo de etanol, quando a concentracdo de bagaco
foi aumentada de 200 para 220 g/L.
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complexo enzimatico representa a etapa de

INTRODUCAO

O etanol é gerado desde o fim do século
X1X, mas somente nos Gltimos 20 anos essa
técnica se desenvolveu o suficiente para
justificar seu uso de forma econdmica no
mercado de combustiveis. Na producéo deste
combustivel, a sacarificacdo pelo uso de

maior custo e a fermentacdo em estado solido
(FES) surge como uma das técnicas mais
utilizadas para a producdo deste complexo
enzimatico (LEVER et al., 2010).

O estudo da produgédo de complexos
enzimaticos pelo uso de diferentes
microrganismos representa um tipo de
pesquisa de interesse para redugdo de custos



da producgéo de etanol de celulose, e a busca
por novos microrganismos € uma destas
atividades, sendo que o Cerrado representa um
dos ambientes de interesse por ter grandes
dimensbes e  variada  biodiversidade
(MUSSATO et al.,2010).

No presente trabalho, foi feita a
avaliacdo do potencial de um dos fungos do
Cerrado na producdo de complexo enzimatico
celulésico pelo uso do fungo Chrysonilia
sitophila. A produgdo de complexos
enzimaticos foi realizada com composi¢des de
meio sélido distintas em 72 h de FES e com a
melhor composicdo de meio solido, foi
estudado o efeito do tempo de fermentacdo
gasto na producdo do extrato enzimatico (FES)
na geracdo de proteinas, crescimento celular
da FES e produgdo de etanol pelo uso do
extrato enzimatico gerado na FES.

Na produgdo de energia por residuos
agroindustriais, tem-se o interesse na producao
de etanol de segunda geracdo, com o uso do
bagaco de cana-de-acUcar que representa uma
fonte potencial de etanol, pois € um residuo
lignocelulésico abundante no Brasil (SANTOS
et al., 2008, PANDEY et al., 2000).

O processo de producdo de etanol
celulésico de bagaco de cana pode ser descrito
em quatro etapas principais de acordo com a
Figura 1. pré-tratamento do bagaco de cana
para a abertura das fibras, hidrolise enzimatica,
fermentacao e destilacédo.
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Figura 1. Principais processos utilizados para
a producdo de etanol celulésico.

A etapa de abertura das fibras pode ser
realizada de diversas formas como, por
exemplo, pela explosdo a vapor, na qual vapor
de &gua em condicBes de temperatura e
pressdo gera a ruptura do material

lignocelul6sico em celulose, hemicelulose e
lignina como mostrado a Figura 2.
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Figura 2. Representacdo do

complexo
lignocelulésico antes e depois de um
tratamento para abertura das fibras.

Na producdo de etanol de segunda
geracdo, concentracbes de etanol variaveis
entre 12 g/L e 21 g/L sdo citadas na literatura
(SUKUMARAN et al, 2009; LEVER et al,
2010), sendo que os desafios deste processo
sd0 0 aumento da concentracdo de etanol e
reducdo do custo operacional, principalmente
na etapa de hidrélise, a qual vem sendo
estudada de diferentes formas na busca de
novos microrganismos e evolucao da producao
de enzima por fermentacdo em estado sélido
(FES) como etapa adicional do processo
fermentativo (Figura 3).
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Figura 3. Principais processos utilizados para
a producdo de etanol celuldésico com destaque
para a hidrolise enzimatica (Fonte: autores).

No presente trabalho, foram avaliadas
tanto a etapa de geracdo de enzima quanto a
etapa de producdo de etanol, utilizando
complexo de enzima de fungo do Cerrado e
bagaco de cana-de-agucar tratado por explosao
a vapor.



MATERIAIS E METODOS

Microrganismos

Na producdo do extrato enzimético, foi
utilizado o fungo do Cerrado da regido do
Triangulo Mineiro/MG Chrysonilia sitophila,
que foi isolado pelos autores pela técnica de
esgotamento em placa de petri, com
semeadura feita estria e identificacdo por
caracteristicas morfolégicas no Laboratério
Exame SA (Uberlandia, MG). O mesmo era
preservado em tubos de ensaio, contendo meio
agar Czapek incubado em estufa (25°C + 1°C)
por 5 dias para o0 crescimento e
posteriormente, conservado sob refrigeracéo
com renovacdo de cultivo a cada 20 dias. Na
producdo de etanol foi utilizada a
Saccharomyces cerevisiae Y904 (Sc) na forma
liofilizada, que era ressuspensa em extrato
enzimatico da FES nas fermentacGes
alcodlicas.

Fermentacéo em estado sélido (FES)

Foram realizadas fermentacGes em
estado sélido para producdo de extrato
enzimatico destinado a hidrdlise da celulose
em aclcares para uso nas fermentagdes
alcoolicas (itens 2.3 e 2.4). Em cada FES os
meios s6lidos foram inoculados com 10° a 10°
esporos/g de Chrysonilia sitophila suspenso
em agua. Os esporos foram obtidos por
centrifugacdo de células geradas por
fermentacdo em meio Czapek liquido (30°C,
48h), e a FES foi realizada em erlenmeyers de
500 mL contendo 50 g de meio sélido com
51% de umidade, 34 mL de soro de leite na
concentracdo 60g/L e 34 mL do indculo.

As FES foram realizadas em dois
conjuntos de ensaios destinados a producéo de
extratos enzimaticos de sacarificacdo. No
primeiro, fermentac6es em estado sélido foram
conduzidas por 72 horas, utilizando 12
composicBes de meio solido distintas, como
mostrado a Tabela 1, nas quais foi avaliada a
concentracdo de etanol ao final da fermentacéo
alcoolica. No segundo conjunto de ensaios,
avaliou-se o efeito do tempo de FES na
qualidade do extrato enzimatico, com a
utilizacdo de composicdo de meio de FES fixo
correspondente a0 meio solido que gerou o

melhor extrato enzimético do primeiro
conjunto de ensaios.
Tabela 1 - Composicdio do meio de

fermentagcdo em estado solido (proporgdo em
volume)

Meio Bagaco Farelo Palha
de cana de de
tratado arroz arroz

1 0% 50% 50%
2 0% 33% 67%
3 0% 67% 33%
4 50% 50% 0%
5 67% 33% 0%
6 33% 67% 0%
7 50% 0% 50%
8 33% 0% 67%
9 67% 0% 33%
10 33% 33% 33%
11 100% 0% 0%
12 0% 100% 0%

Producéo de etanol

O substrato utilizado para a producéo de
etanol foi composto de bagaco de cana in
natura e bagaco de cana tratado por explosdo
de vapor, pelo método de Cromatografia de
Alta Eficiéncia (HPLC). Foram usados 200
g/L de bagaco (16 g de bagaco de cana tratado
e 4 g de bagaco in natura para 100 mL de
extrato enzimatico) em fermentagbes em
erlenmeyers, sobre mesa agitada com volume
total de 250 mL. Todas as fermentacdes de
producdo de etanol, foram realizadas na
temperatura de 28 + 2°C, concentracdo de
indculo de 30 g/L e tempo de fermentacéo de
48 h.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram apresentadas na Figura 3 as
concentracdes de etanol associadas a hidrdlise
do bagaco, pois testes de fermentacdo
alcéolica do extrato enzimatico puro, nao
apresentados neste trabalho, mostram que nao
ha formacéo de etanol associada a fermentacéo
do extrato enzimatico. Pode-se notar que o
meio M6, composto de 33% de bagaco de cana
tratado e 67% de farelo de arroz foi o que
favoreceu a maior conversdo de bagaco em
etanol com geracdo de aproximadamente 5,3



g/L de etanol. Assim este meio foi utilizado
nos estudos seguintes.
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Figura 3 — Efeito da composi¢do do meio de
FES na produgéo etanol

A Figura 4 é mostrada a avaliagdo da
producdo de etanol na melhor composicédo de
meio, formulacdo M6, para diferentes tempos
de FES. Pode-se observar que, entre 0s tempos
testados, o de maior concentracédo de etanol foi
0 de 72 horas de fermentacdo em estado
solido.
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Figura 4 — Concentragdo de etanol para
diferentes tempos de FES

O efeito da carga do reator e
percentagem de bagaco, para 0 melhor tempo
de desempenho (72h) é apresentado na figura
5 que mostra que, tanto a carga quanto a
porcentagem de bagaco de cana-de-aclcar sdo
varidveis  importantes na  fermentacdo
alcoodlica, sendo que os melhores resultados
foram, para a situacdo de menor carga e menor
porcentagem de bagaco. Outro fato observado
é que a producao de etanol, utilizando o fungo
do Cerrado, foi expressiva quando comparada
com a literatura. Sukumaran e colaboradores,

por exemplo, em estudo semelhante obtiveram
12,3 g/L de etanol.
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Figura 5- Concentracdo de etanol para
diferentes cargas de bagago de cana-de-agucar
e inerte no reator.

CONCLUSAO

Os resultados indicaram a potencialidade
do emprego do fungo Chrysonilia sitophila
para degradacdo da celulose. A FES
apresentou os melhores resultados quando
conduzida em 72 horas com substrato
composto por 33% de bagaco de cana tratado
com explosdo a vapor e 67% de farelo de
arroz.

A producdo de etanol utilizando fungo
do Cerrado nas condicBes estudadas foi
satisfatoria e é influenciada tanto pela carga de
bagaco de cana-de-aclcar quanto pela
proporcao do mesmo.
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