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RESUMO- A crescente demanda comercial de etanol alavancou estudos sobre 

produção de etanol de segunda geração, como forma de reduzir a dependência do petróleo 

e ampliar a matriz energética brasileira. Neste contexto, se insere o presente trabalho, que 

estuda a produção de etanol por fermentações alcoólicas de Saccharomyces cerevisiae e 

Pichia stipitis com de bagaço de cana tratado. A produção de etanol foi realizada por 

processo de sacarificação e fermentação simultânea em reator batelada com os complexos 

enzimáticos brutos e 25 % de bagaço de cana-de-açúcar tratado por explosão a vapor, 

utilizando as leveduras P. stipitis e S. cerevisiae na forma conjuntas e seqüencial, em 

diferentes pH, 6,5, 5,5 e 4,5 e tempos de fermentação alcoólica. 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 fermentação e concentração de etanol de 14,7 g/L com rendimento de 

0,294 g etanol/g celulose para 72 h de fermentação.  

 

  

1. INTRODUÇÃO   

O esgotamento dos combustíveis fósseis incentiva a busca por fontes de energia renovável, 

como o etanol com base em matérias-primas ricas em carboidratos complexos, incluindo amido, 

oligossacarídeos e biomassa celulósica. Geralmente, o etanol produzido a partir de carboidratos 

complexos segue quatro etapas de processo: pré-tratamento da biomassa para abertura das fibras, 

hidrólise enzimática para obtenção de açúcares fermentescíveis, fermentação destes açúcares em 

etanol, separação e purificação (Binod et al., 2012, Rocha et al., 2013). 

Em processos de produção de bioetanol celulósico, o aproveitamento de resíduos agroindustriais 

deve ser visto como um processo integrado, com utilização da lignina, assim como a fermentação dos 

açúcares, 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 

Área temática: Processos Biotecnológicos 1



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 fermentações e 

produzir diretamente etanol (Lin et al., 2012; Agboggo, Coward-Kelly, 2008).  

As pentoses são geradas tanto no pré-tratamento de biomassas ricas em celulose, como no 

processo de hidrólise enzimática necessário para liberação de glicose da biomassa, de forma a 

favorecer a fermentação tradicional da glicose, por Saccharomyces cerevisiae. As fermentações 

alcoólicas podem ser realizadas de forma conjunta com a Pichia, visando conjugar o melhor 

crescimento e produção de etanol de S. cerevisiae a facilidade de fermentação de pentose em 

metabolismo diáuxico que só favorece a fermentação de pentoses ao fim da conversão de hexoses 

(Lin et al., 2012; Grootjen et al., 1990). 

Entre as diferentes investigações de uso conjunto de Saccharomyces e Pichia tem-se o interesse 

de redução do custo de uso de celulases, que hoje é o principal obstáculo à utilização de biomassa 

celulósica. Neste contexto, o objetivo deste avaliar a utilização de Pichia stipitis e Saccharomyces 

cerevisiae na fermentação de alcoólica simultânea e ampliar os estudos do uso de complexos 

enzimáticos brutos produzidos por fermentação em estado sólido (FES) de resíduos agroindustriais na 

hidrólise enzimática dos materiais lignocelulósicos.  

2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. Micro-organismos e biomassas 

Foi utilizado Aspergillus niger (I5), selecionado entre 66 culturas de fungos coletados do 

Cerrado do Triângulo Mineiro (Uberlândia/MG) (Fischer et al., 2013). A levedura utilizada nas 

fermentações alcoólicas 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 região, e bagaço 

de cana-de-açúcar, pré-tratado com explosão a vapor na condição de baixa severidade (12 kgf/cm
2
, 8 

min.), gentilmente cedido pelo CTC (Centro de Tecnologia Canavieira) de Piracicaba/SP. Todos os 

micro-organismos e biomassas foram estocados sob refrigeração (5 ± 1°C). 

2.2. Fermentações  

Fermentação em estado sólido (FES): As FES destinadas à produção de complexo enzimático 

bruto foram realizadas em reator estático, contendo 10
7
 a 10

8
 células/g de Aspergillus niger e 

substrato sólido, sendo 60% de farelo do beneficiamento de arroz e 40% de bagaço de cana-de-açúcar 

tratado (composição média em base seca, %: celulose 62,4, hemicelulose 15,1 e lignina 23,2 Fischer, 

2014). O tempo de fermentação foi de 72 h e a temperatura de 30 ± 1°C. Os complexos enzimáticos 

foram extraídos com solução de Tween 80 (1%) em água (Fischer et al.,2013). 

Fermentação alcoólica: a produção de etanol foi realizada com complexo enzimático bruto, com 

sacarificação e fermentação simultâneas de bagaço de cana tratado, em reator batelada de 250 mL 

com volume reacional de 100 mL (25 g de bagaço para 100 mL de extrato enzimático), sobre mesa 
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agitada a 150 rpm, 30 ± 1°C. As leveduras Pichia stipitis e Saccharomyces cerevisiae foram utilizadas 

nas concentrações iniciais de inóculo de 10
8
 células/mL e 30 g/L,  respectivamente, em cinco 

condições distintas descritas na Tabela 1. 

Tabela 1 – Condições de fermentação alcoólica conjunta por P. stipitis e S. cerevisiae com diferentes 

formas de adição de micro-organismo e correção de pH* 

Experimento Descrição 

A Inóculo com células de P. stipitis e S. cerevisiae foi adicionado no início da 

fermentação e o pH inicial de fermentação de 6,5. 

B pH de fermentação de 5,5 e demais condições idênticas das descritas no experimentos 

A 

C pH de fermentação de 4,5 e demais condições idênticas das descritas no experimentos 

A 

D Início da fermentação com inóculo de S. cerevisiae em  pH 4,5, seguido pela adição 

de um segundo inóculo de P. stipitis após 24 h de fermentação, sendo que o pH no 

momento de adição de segundo inóculo foi corrido para 6,5.  

E Início da fermentação com inóculo de P. stipitis em  pH 6,5, seguido pela adição de 

um segundo inóculo de S. cerevisiae após 48 h de fermentação com correção do pH no 

momento de adição de segundo inóculo para 4,5. 

*Nota: ajuste do pH do meio feita pela adição de HCl 0,1M e NaOH 0,1M.  

2.3. Métodos analíticos 

A concentração de etanol, pentoses e hexoses foi determinada por cromatografia líquida 

(Shimadzu model LC-20A Prominence, coluna Ca Supelcogel), a solução de arraste utilizada foi água 

deionizada, a vazão de 0,5 mL/min, temperatura do forno de 80ºC e volume de injeção de 20 µL. A 

atividade da celulase total (FPase) foi determinada pela hidrólise de papel de filtro Whatman n°1. 

Para determinação da atividade das exoglucanases utilizou-se solução de celulose cristalina (Avicel) 

como substrato. A atividade da endocelulase foi determinada pela hidrólise de carboximetilcelulose 

(CMC) e a atividade de β-glicosidase (celobiase) determinada pela hidrólise de celobiose (Ghose, 

1987; Adriano, 2008). 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A avaliação dos extratos enzimáticos brutos produzidos mostrou que o mesmo apresentou 

atividade em FPase de 1,51 (UFP/mL), β-glicosidade 1,05 (UCelobiose/mL), exoglucanase 0,23 

(Uavicel/mL) e endoglucanase 1,33 (UCMC/mL), demonstrando que o mesmo tem potencial para 

degradação da celulose. 

Na Tabela 2 são apresentados os resultados da fermentação 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 não houve aumento na concentração de etanol. O 

valor da concentração de etanol de 10,8 g/L obtido após 24 h sugere que o uso de hidrólise simultânea 
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a fermentação é uma proposta promissora, pois os resultados de etanol obtidos nesta configuração 

podem ser melhorados, tanto pelo uso de estratégias distintas de alimentação de bagaço durante a 

fermentação, como pelo uso de aditivos, a exemplo da lacase e líquidos iônicos (Li et al., 2014; Lever 

et al., 2010).  

Tabela 2 – Concentrações dos diferentes constituintes de meio para diferentes tempos de 

fermentação alcoólica 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 condições de pH ou ainda de adição de micro-organismos em 

diferentes etapas de fermentação, pois a concentração de etanol (10,8 g/L) esteja próxima da citada 

na literatura por diversos pesquisadores para utilização de S. cerevisiae (SUKUMARAN et al., 2009; 

LEVER et al., 2010; ROCHA et al., 2013). Há a possibilidade de comportamento diáuxico da P. 

stipitis, competindo com a S. cerevisiae, que faz com que na abundância de glicose ela venha à só 

utilizar pentoses ao esgotamento da glicose (GROOTJEN, 1991; LIN et al., 2012). 

Nas Tabelas 3 e 4 são apresentados os resultados da fermentação conjunta de P. stipitis e S. 

cerevisiae em condições dos experimentos B e C (Tabela 1). Pode-se observar que a redução do pH 

favorece o crescimento da Saccharomyces e consequentemente a produção de maior quantidade de 

etanol. Este fato deve-se ao pH próximo a 4,5 ser valor usual nas fermentações com esta levedura.  

Tabela 3 – Concentrações dos diferentes constituintes de meio para diferentes tempos de 

fermentação alcoólica 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 – Concentrações dos diferentes constituintes de meio para diferentes tempos de 

fermentação alcoólica 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 comparação entre os melhores resultados dos experimentos A, B e C (Tabela 2 a 4) mostram 

que na fermentação com adição simultânea dos micro-organismos, os valores de pHs de 4,5 e 6,5 

foram mais adequados, e por esta razão, estes pHs foram usados nos experimentos D e E.   

Nas Tabelas 5 e 6 são apresentados os resultados da concentração de etanol para o uso de 

sequencial da adição de S. cerevisiae e P. stipitis, com adição inicial de  P. stipitis  em 24 h de 

processo (Tabela 5) e com adição inicial de P. stipitis seguida de  S. cerevisiae após 48 h (Tabela 6). 

Pode-se observar que a fermentação nestas sequências favorece a maior produção de etanol, pois 

reduz o metabolismo diáuxico que leva a Pichia a consumir primeiro a glicose. Outro fato que pode 

ser observado é a que fermentação com a P. stipitis é mais favorecida para pH de 6,5 comparado com 

pH 4,5. 

A comparação entre os resultados das Tabelas 5 e 6 (adição sequencial de micro-organismos) 

com os resultados de adição simultânea (Tabelas 2, 3 e 4), mostra que a adição sequencial dos 

microrganismos representam a estratégia de cofermentação mais favorável, sendo que no uso 

sequencial de S. cerevisiae e P. stipitis a produtividade de 0,30 g/L.h para 48 h de fermentação a 

concentração de etanol foi de 14,7 g/L com rendimento de 0,294 g etanol/g celulose para 72 h de 

fermentação, este resultado  favorece 1,11 vezes mais etanol do que o processo sequencial de P. 

stipitis e S. cerevisiae.  

Tabela 5 - Concentrações dos diferentes constituintes de meio para diferentes tempos de 

fermentação alcoólica - Teste D 

Componentes S. cerevisiae 24 h P. stipitis 24 h  P. stipitis 48 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 - Concentrações dos diferentes constituintes de meio para diferentes tempos de 

fermentação alcoólica - Teste E 

Componentes  P. stipitis 24 h  P. stipitis 48 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. CONCLUSÃO 

 A comparação entre uso de fermentações sequênciais de S. cerevisiae e P. stipitis e 

fermentações sequências de P. stipitis e S. cerevisiae mostram que a primeira situação favorece mais a 

produção de etanol sendo que o pH 4,5 foi o mais favorável para S. cerevisiae e pH 6,5 para  P. 

stipitis. Estes resultados mostram caminhos promissores na produção de etanol de resíduos 

lignocelulósicos e extratos enzimáticos brutos.  
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