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RESUMO- A crescente demanda comercial de etanol alavancou estudos sobre
producdo de etanol de segunda geracdo, como forma de reduzir a dependéncia do petréleo
e ampliar a matriz energética brasileira. Neste contexto, se insere o presente trabalho, que
estuda a producdo de etanol por fermentac@es alcodlicas de Saccharomyces cerevisiae e
Pichia stipitis com de bagaco de cana tratado. A producdo de etanol foi realizada por
processo de sacarificacdo e fermentacdo simultdnea em reator batelada com os complexos
enzimaticos brutos e 25 % de bagaco de cana-de-acUcar tratado por explosdo a vapor,
utilizando as leveduras P. stipitis e S. cerevisiae na forma conjuntas e seqiencial, em
diferentes pH, 6,5, 5,5 e 4,5 e tempos de fermentacdo alcodlica. Os melhores resultados
foram obtidos com o uso sequencial de S. cerevisiae e P. stipitis: produtividade de 0,30
g/L.h para 48 de fermentacdo e concentracdo de etanol de 14,7 g/L com rendimento de
0,294 g etanol/g celulose para 72 h de fermentacao.

1. INTRODUCAO

O esgotamento dos combustiveis fosseis incentiva a busca por fontes de energia renovavel,
como o etanol com base em matérias-primas ricas em carboidratos complexos, incluindo amido,
oligossacarideos e biomassa celuldsica. Geralmente, o etanol produzido a partir de carboidratos
complexos segue quatro etapas de processo: pré-tratamento da biomassa para abertura das fibras,
hidrélise enzimatica para obtencdo de aglcares fermentesciveis, fermentacdo destes agUcares em
etanol, separacdo e purificagdo (Binod et al., 2012, Rocha et al., 2013).

Em processos de producdo de bioetanol celulésico, o aproveitamento de residuos agroindustriais
deve ser visto como um processo integrado, com utilizagdo da lignina, assim como a fermentacdo dos
acucares, hexoses e pentoses, presentes na biomassa de celulose. Neste contexto, o uso de micro-
organismos capazes de fermentar as pentoses representa uma necessidade para pleno aproveitamento
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da biomassa. Entre todos os micro-organismos capazes de fermentar pentoses (xilose e arabinose), a
levedura Pichia stipitis se destaca pela sua capacidade natural de realizar estas fermentagOes e
produzir diretamente etanol (Lin et al., 2012; Agboggo, Coward-Kelly, 2008).

As pentoses sdo geradas tanto no pré-tratamento de biomassas ricas em celulose, como no
processo de hidrélise enzimatica necessario para liberacdo de glicose da biomassa, de forma a
favorecer a fermentagdo tradicional da glicose, por Saccharomyces cerevisiae. As fermentacoes
alcoolicas podem ser realizadas de forma conjunta com a Pichia, visando conjugar o melhor
crescimento e producdo de etanol de S. cerevisiae a facilidade de fermentacdo de pentose em
metabolismo diauxico que s6 favorece a fermentacdo de pentoses ao fim da conversdo de hexoses
(Lin et al., 2012; Grootjen et al., 1990).

Entre as diferentes investigacGes de uso conjunto de Saccharomyces e Pichia tem-se o interesse
de reducdo do custo de uso de celulases, que hoje é o principal obstaculo a utilizacdo de biomassa
celulésica. Neste contexto, o objetivo deste avaliar a utilizacdo de Pichia stipitis e Saccharomyces
cerevisiae na fermentacdo de alcodlica simultdnea e ampliar os estudos do uso de complexos
enzimaticos brutos produzidos por fermentacdo em estado solido (FES) de residuos agroindustriais na
hidrélise enzimatica dos materiais lignocelulésicos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Micro-organismos e biomassas

Foi utilizado Aspergillus niger (15), selecionado entre 66 culturas de fungos coletados do
Cerrado do Triangulo Mineiro (Uberlandia/MG) (Fischer et al., 2013). A levedura utilizada nas
fermentacdes alcodlicas foi a cepa Saccharomyces cerevisiae Y904, produzida pela Mauri Brasil Ind.
Com. Ltda, na forma liofilizada e também foi utilizada Pichia Stipitis (ATCC 58376). As biomassas
utilizadas foram: farelo do beneficiamento de arroz, obtido de uma beneficiadora da regido, e bagaco
de cana-de-acUcar, pré-tratado com explosdo a vapor na condicdo de baixa severidade (12 kgf/cm?, 8
min.), gentilmente cedido pelo CTC (Centro de Tecnologia Canavieira) de Piracicaba/SP. Todos 0s
micro-organismos e biomassas foram estocados sob refrigeracéo (5 £ 1°C).

2.2. Fermentacoes

Fermentacdo em estado sélido (FES): As FES destinadas a producdo de complexo enzimético
bruto foram realizadas em reator estatico, contendo 10" a 10® células/g de Aspergillus niger e
substrato sélido, sendo 60% de farelo do beneficiamento de arroz e 40% de bagaco de cana-de-agucar
tratado (composi¢cdo média em base seca, %: celulose 62,4, hemicelulose 15,1 e lignina 23,2 Fischer,
2014). O tempo de fermentagdo foi de 72 h e a temperatura de 30 £ 1°C. Os complexos enzimaticos
foram extraidos com solucdo de Tween 80 (1%) em agua (Fischer et al.,2013).

Fermentacdo alcodlica: a producédo de etanol foi realizada com complexo enzimaético bruto, com
sacarificacdo e fermentacdo simultaneas de bagaco de cana tratado, em reator batelada de 250 mL
com volume reacional de 100 mL (25 g de bagaco para 100 mL de extrato enzimatico), sobre mesa
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agitada a 150 rpm, 30 + 1°C. As leveduras Pichia stipitis e Saccharomyces cerevisiae foram utilizadas
nas concentracdes iniciais de inéculo de 10° células/mL e 30 g/L, respectivamente, em cinco
condicdes distintas descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Condicgdes de fermentacéo alcodlica conjunta por P. stipitis e S. cerevisiae com diferentes
formas de adicdo de micro-organismo e corre¢do de pH*

Experimento Descricéo
A In6culo com células de P. stipitis e S. cerevisiae foi adicionado no inicio da
fermentacéo e o pH inicial de fermentagéo de 6,5.

B pH de fermentac&o de 5,5 e demais condicOes idénticas das descritas no experimentos
A

C pH de fermentacdo de 4,5 e demais condigdes idénticas das descritas no experimentos
A

D Inicio da fermentacdo com indculo de S. cerevisiae em pH 4,5, seguido pela adicéo

de um segundo indculo de P. stipitis apos 24 h de fermentagéo, sendo que o pH no
momento de adi¢do de segundo inéculo foi corrido para 6,5.
E Inicio da fermentacdo com indculo de P. stipitis em pH 6,5, seguido pela adicdo de

um segundo indculo de S. cerevisiae apos 48 h de fermentagdo com corregdo do pH no
momento de adi¢do de segundo inéculo para 4,5.

*Nota: ajuste do pH do meio feita pela adi¢cdo de HCI 0,1M e NaOH 0,1M.

2.3. Métodos analiticos

A concentracdo de etanol, pentoses e hexoses foi determinada por cromatografia liquida
(Shimadzu model LC-20A Prominence, coluna Ca Supelcogel), a solucdo de arraste utilizada foi agua
deionizada, a vazéo de 0,5 mL/min, temperatura do forno de 80°C e volume de injecéo de 20 pL. A
atividade da celulase total (FPase) foi determinada pela hidrélise de papel de filtro Whatman n°1.
Para determinacdo da atividade das exoglucanases utilizou-se solucdo de celulose cristalina (Avicel)
como substrato. A atividade da endocelulase foi determinada pela hidrdlise de carboximetilcelulose
(CMC) ¢ a atividade de B-glicosidase (celobiase) determinada pela hidrolise de celobiose (Ghose,
1987; Adriano, 2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAQO

A avaliacdo dos extratos enzimaticos brutos produzidos mostrou que 0 mesmo apresentou
atividade em FPase de 1,51 (UFP/mL), B-glicosidade 1,05 (Ucelobiose/ML), exoglucanase 0,23
(UavicemL) e endoglucanase 1,33 (Ucmc/mL), demonstrando que o mesmo tem potencial para
degradacéo da celulose.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da fermentacéo de P. stipitis e S. cerevisiae, em pH
6,5, pode se observar que a P. stipitis tem a capacidade de fermentar pentoses e hexoses e o tempo de
24 h é adequado para o processo, pois para 48 h ndo houve aumento na concentracdo de etanol. O
valor da concentragdo de etanol de 10,8 g/L obtido apos 24 h sugere que o uso de hidrélise simultanea
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a fermentacdo é uma proposta promissora, pois os resultados de etanol obtidos nesta configuracao
podem ser melhorados, tanto pelo uso de estratégias distintas de alimentacdo de bagaco durante a
fermentacdo, como pelo uso de aditivos, a exemplo da lacase e liquidos idnicos (Li et al., 2014; Lever
etal., 2010).

Tabela 2 — ConcentracOes dos diferentes constituintes de meio para diferentes tempos de
fermentacdo alcodlica e pH 6,5 - Teste A

P. stipitis + S. cerevisiae 24 h P. stipitis + S. cerevisiae 48 h
Glicose (g/L) - -
Celobiose (g/L) - -
Xilose (g/L) 5,79 1,05
Manose (g/L) 2,65 2,20
Arabinose (g/L) 2,58 2,83
Glicerol (g/L) - 0,80
Etanol (g/L) 10,8 10,8

Também pode ser observado na Tabela 2, que uso dos micro-organismos conjuntamente, no pH
testado, deve ser reavaliado em outras condi¢cdes de pH ou ainda de adi¢cdo de micro-organismos em
diferentes etapas de fermentacéo, pois a concentracdo de etanol (10,8 g/L) esteja proxima da citada
na literatura por diversos pesquisadores para utilizacdo de S. cerevisiae (SUKUMARAN et al., 2009;
LEVER et al., 2010; ROCHA et al., 2013). H& a possibilidade de comportamento diauxico da P.
stipitis, competindo com a S. cerevisiae, que faz com que na abundancia de glicose ela venha a so6
utilizar pentoses ao esgotamento da glicose (GROOTJEN, 1991; LIN et al., 2012).

Nas Tabelas 3 e 4 sdo apresentados os resultados da fermentacdo conjunta de P. stipitis e S.
cerevisiae em condi¢cdes dos experimentos B e C (Tabela 1). Pode-se observar que a reducdo do pH
favorece o crescimento da Saccharomyces e consequentemente a producdo de maior quantidade de
etanol. Este fato deve-se ao pH proximo a 4,5 ser valor usual nas fermentaces com esta levedura.

Tabela 3 — Concentrac6es dos diferentes constituintes de meio para diferentes tempos de
fermentacdo alcodlica pH 5,5 - Teste B

Componentes P. stipitis + S. cerevisiae 24 h P. stipitis + S. cerevisiae 48 h
Glicose (g/L) - -
Celobiose (g/L) - 2,67
Xilose (g/L) 4,26 3,98
Manose (g/L) 2,38 2,44
Arabinose (g/L) 3,65 2,32
Glicerol (g/L) 1,06 0,79
Etanol (g/L) 8,38 7,9
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Tabela 4 — ConcentracOes dos diferentes constituintes de meio para diferentes tempos de
fermentagdo alcoolica pH 4,5 - Teste C
Componentes P. stipitis + S. cerevisiae 24 h P. stipitis + S. cerevisiae 48 h
Glicose (g/L) - -
Celobiose (g/L) - -
Xilose (g/L) 5,49 5,92

Manose (g/L) 2,52 2,30
Arabinose (g/L) 2,43 2,60
Glicerol (g/L) 1,22 1,18
Etanol (g/L) 10,2 10,1

A comparacao entre 0os melhores resultados dos experimentos A, B e C (Tabela 2 a 4) mostram
que na fermentacdo com adi¢do simultdnea dos micro-organismos, os valores de pHs de 4,5 e 6,5
foram mais adequados, e por esta razdo, estes pHs foram usados nos experimentos D e E.

Nas Tabelas 5 e 6 sdo apresentados os resultados da concentracdo de etanol para o uso de
sequencial da adicdo de S. cerevisiae e P. stipitis, com adicdo inicial de P. stipitis em 24 h de
processo (Tabela 5) e com adicéo inicial de P. stipitis sequida de S. cerevisiae ap6s 48 h (Tabela 6).
Pode-se observar que a fermentacdo nestas sequéncias favorece a maior producdo de etanol, pois
reduz o metabolismo diauxico que leva a Pichia a consumir primeiro a glicose. Outro fato que pode
ser observado € a que fermentacdo com a P. stipitis € mais favorecida para pH de 6,5 comparado com
pH 4,5.

A comparacdo entre os resultados das Tabelas 5 e 6 (adi¢do sequencial de micro-organismos)
com os resultados de adicdo simultanea (Tabelas 2, 3 e 4), mostra que a adi¢do sequencial dos
microrganismos representam a estratégia de cofermentacdo mais favoravel, sendo que no uso
sequencial de S. cerevisiae e P. stipitis a produtividade de 0,30 g/L.h para 48 h de fermentacdo a
concentracdo de etanol foi de 14,7 g/L com rendimento de 0,294 g etanol/g celulose para 72 h de
fermentagdo, este resultado favorece 1,11 vezes mais etanol do que o processo sequencial de P.
stipitis e S. cerevisiae.

Tabela 5 - Concentragdes dos diferentes constituintes de meio para diferentes tempos de
fermentacdo alcoodlica - Teste D
Componentes = S. cerevisiae 24 h = P. stipitis24 h =~ P. stipitis48 h = P. stipitis 72 h

Xilose (g/L) 3,82 1,68 0,18 -
Manose (g/L) 2,31 2,91 2,42 0,37
Arabinose (g/L) 2,15 0,71 1,08 0,91
Glicerol (g/L) 1,32 1,30 1,11 0,47
Etanol (g/L) 12,8 14,4 14,7 14,2
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Tabela 6 - ConcentracOes dos diferentes constituintes de meio para diferentes tempos de
fermentacdo alcoolica - Teste E
Componentes P. stipitis24 h = P. stipitis48 h | S. cerevisiae 24 h = S. cerevisiae 48 h
Xilose (g/L) 3,31 0,93 - -
Manose (g/L) 2,23 1,47 0,82 0,82

Arabinose (g/L) 2,00 0,15 0,14 0,30
Glicerol (g/L) 1,29 1,23 0,98 0,40
Etanol (g/L) 11,9 13,7 13,3 13,1

4. CONCLUSAO

A comparacdo entre uso de fermentacBes sequénciais de S. cerevisiae e P. stipitis e
fermentacdes sequéncias de P. stipitis e S. cerevisiae mostram que a primeira situagao favorece mais a
producdo de etanol sendo que o pH 4,5 foi o mais favoravel para S. cerevisiae e pH 6,5 para P.
stipitis. Estes resultados mostram caminhos promissores na producdo de etanol de residuos
lignoceluldsicos e extratos enzimaticos brutos.
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