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RESUMO

Objetivou-se avaliar a produgcdo de etanol por leveduras assimiladoras de xilose,
usando como substrato hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana. O experimento
foi realizado no delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x3, e 4
repeticbes. O primeiro fator analisado foram dois mostos (mosto proveniente do
hidrolisado hemicelulésico concentrado do bagaco de cana e mosto sintético, nas
mesmas concentracfes do hidrolisado, porem livre de compostos inibidores), e o
segundo trés estirpes de levedura (J10, J19.1 e CG). Foram analisadas o consumo dos
acucares, a producdo de etanol e de acido acético. Observou-se que as trés cepas
produziram etanol a partir da xilose e glicose, sendo que o pico dessa producao ocorreu
com 36 horas de cultivo.
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SUMMARY

The objective was to evaluate the ethanol production by xylose assimilating yeasts,using
hydrolyzed hemicellulosic sugarcane bagasse substrate. The experiment was conducted
in a completely randomized in 2x3 factorial and 4 replicates. The first factor analyzed
were two musts (concentrate from the hemicellulosic hydrolyzate of sugarcane bagasse
and synthetic wine at the same concentrations of the hydrolyzate, free of inhibitory
compounds), and the second three yeast strains (J10, J19.1 and CG). We analyzed the
consumption of sugars to produce etanol. It was observed that all the strains produced
ethanol from xylose and glucose, since the peak of production occurred after 36 hours of
cultivation.
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INTRODUCAO

O aproveitamento de diferentes biomassas vegetais como fontes de energia
renovavel, embora ndo venha substituir o petréleo em sua totalidade, contribuira para
diminuir a utilizacdo de combustiveis fosseis e reducdo dos impactos negativos ao
ambiente causados pelo seu consumo. A utilizacdo do etanol como combustivel traz
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como vantagens a nao eliminacao de enxofre na atmosfera, reduzindo significativamente
as emissoes dos precursores de “smog” fotoquimico (Marton, 2002).

Os materiais lignoceluldsicos sdo fontes potenciais para a producdo de etanol a
baixo custo, sendo o bagaco de cana-de-acucar considerado uma das maiores fontes no
Brasil. A utilizacdo desta matéria prima para a producdo do etanol apresenta uma série
de vantagens, tais como ja se apresentar processada pelas moendas, disponibilidade
em grandes quantidades e estar pronta para uso no local, evitando aumento de custo
devido ao transporte (MORAES, 2008).

O Brasil € o maior produtor mundial de etanol derivado da cana-de-agucar e 0
anico pais do mundo onde se integra totalmente a producdo de acucar e &lcool na
mesma planta, reduzindo custos de ambos os processos. Portanto, a integracdo do
processo de hidrélise do bagago nas usinas seria um passo importante e de facil
adaptacdo, segundo Camargo (2007). De acordo com Rodrigues (2007) para cada
tonelada de cana, obtem-se aproximadamente 140 kg de bagaco seco, composto por
43% de celulose, 25% de hemicelulose e 23% de lignina.

Apesar do aproveitamento do bagaco de cana para geragdo de energia no proprio
setor sucroalcooleiro, ha excedente para utilizagdes como a producéo de etanol.

A utilizacdo de hidrolisados hemiceluldsicos requer a disponibilidade de
microrganismos fermentadores de pentoses, em particular a xilose. Inicialmente esta é
convertida em xilitol. Este pode entdo ser excretado no meio ou ser oxidado a xilulose,
que por sua vez é metabolizada através da via das fosfopentoses. Os metabdlitos
resultantes da via das fosfopentoses, frutose-6P e gliceraldeidos-3P, sdo metabolizados
na glicolise até piruvato. Este pode ser oxidado pelo Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos,
recuperando as coenzimas através da cadeia respiratoria, ou ser fermentado a etanol,
pela acdo das enzimas piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase, reoxidando o
NADH resultante da oxidacao de gliceraldeido 3P (Santos, 2007).

Nesse estudo, objetivou-se avaliar o desempenho de estirpes de leveduras para
producdo de etanol a partir da fracdo hemiceluldsica do bagaco de cana, obtido através
de hidrdlise acida.

MATERIAIS E METODOS

O bagaco de cana-de-acucar utilizado neste experimento foi cedido por Unidade
de Producao da Regi&o de Jaboticabal-SP, durante a safra 2009/2010.

ApoOs coleta, o bagaco foi mantido em estufa com circulacdo de ar a 60 °C até
atingir peso constante. A umidade contida no bagaco de cana foi determinada por
exposicdo do material a radiacdo infravermelha, em um aparelho a temperatura de
105°C durante 20 minutos (ORION, modelo MB200) (MORAES, 2008).

Para hidrolise do bagaco utilizou-se reator de aco inoxidavel com capacidade para
100L, que foi carregado com bagaco de cana, agua e &cido sulfurico P.A. (MORAES,
2008). Foram realizadas quatro hidrolises, sob temperatura constante de 150°C durante
30 minutos, para se obter 80L de hidrolisado. A fracdo liquida (hidrolisado
hemicelulosico) foi obtida ap0s filtracdo para separacdo da fracdo soélida, denominada
celulignina. Os hidrolisados foram misturados, homogeneizados e armazenados em
camara fria a 4°C, para posterior concentracéo e preparo de mosto.

A concentracao do hidrolisado ocorreu em concentrador a vacuo, com capacidade
atil de 30L, operando a 70+5°C. Apds a concentracao de xilose era 45-50 g/L.



VI Workshop
Agr@® energia
g g 978-85-85564-24-7
27 e 28 de junho de 2012 - Ribeirdo Preto SP

O processo de destoxificacdo foi conduzido como descrito em Marton (2002). A
seguir, ao hidrolisado destoxificado foram adicionados sulfato de aménia (0,1 g/L) e
fosfato de potéssio (0,1 g/L) para enriqguecimento do meio.

As cepas de leveduras utilizadas (JO1, JO3, J08, J10, J16, J19.1, J25, J70 e CG),
pertencem ao Banco de Leveduras do Laboratorio de Microbiologia das Fermentacfes
do Departamento de Tecnologia da FCAV/UNESP e foram selecionadas pela sua
habilidade em metabolizar xilose (GUIDI, 2000).

Nos hidrolisados hemicelulésicos original e concentrado, foram quantificados as
concentracfes de aguUcares e acido acético através de Cromatografia Liquida de Alta
eficiéncia (Waters, Milford, MA), utilizando coluna Biorad Aminex HPX-87H (300 x
7,8mm) empregando-se as condi¢cdes descritas por MORAES (2008). Também se
analisou a concentracdo dos compostos fendlicos totais (FOLIN & CIOCALTEAU,1927).

O hidrolisado hemicelulésico utilizado como mosto apresentou as seguintes
caracteristicas: Xilose — 47,71 g/L; Glicose 9,87 g/L; Arabinose — 6 g/L; Acido Acético — 0
g/L; Fendis Totais — 0,82 g/L e pH 4,0. A partir dessas caracteristicas, simulou-se um
mosto sintético, com as mesmas caracteristicas do mosto proveniente do hidrolisado,
porém isento de fendis e outros compostos inibidores do processo fermentativo.

As fermentacgOes foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo
120 mL de mosto, inoculado com células de leveduras na concentracdo de 10’ UFC/mL.
Os frascos foram mantidos sob agitacao a 30 °C. Coletou-se amostras para avaliacdes
tecnoldgicas e microbiologicas nos periodos de 0, 36, 48 e 72 horas.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x3,
com 2 mostos (mosto proveniente do hidrolisado e mosto sintético), 3 estirpes de
leveduras e 4 repeti¢cdes. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (teste
F) e comparacao entre as médias pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas do hidrolisado hemicelulosico de bagaco
de cana, obtido em cada uma das quatro hidrolises. Verifica-se a predominancia de
xilose em relacdo aos demais acucares, reduzida concentracdo de acido acético e
baixos valores de pH. Resultados semelhantes aos obtidos para outras biomassas,
como bagaco de cana (Rodrigues, 2007) e palhas de cevada (Moraes, 2008).

O processo de concentracdo a vacuo do hidrolisado homogeneizado resultou no
aumento dos teores dos acucares, além da reducdo de acido acético, favorecendo a
realizacdo do processo fermentativo (Tabela 2). Este resultado estd de acordo com o0s
obtidos por pesquisas ja realizadas com bagaco de cana (Rodrigues, et al. 2001) e palha
de arroz (Santos, 2007), evidenciando que sob condicbes de pH baixo, o acetato,
apresenta-se na forma de acido molecular, sendo portanto volatil. Os resultados obtidos
nesta pesquisa foram proximos aos reportados por Santos (2007), que quando
concentrou o hidrolisado obtido através de palha de arroz, observou reducéo de 75% na
concentragdo de acido acetico.

Pode-se observar que quando as leveduras foram inoculadas tanto no mosto
sintético quanto no mosto hidrolisado consumiram xilose de modo semelhante (Figura
1A), tendo quase todo o consumo ocorrido nas primeiras 36 horas de cultivo (Figura 1B).
De acordo com Toivari et al (2001), a conversao de xilose a etanol, quando se utiliza a
levedura Saccharomyces cerevisae, ocorre até que a concentracao residual esteja ao
redor de 10 g/L, devido a uma limitacdo no metabolismo desse microrganismo.
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A concentracao de glicose no meio encontrava-se relativamente baixa (Figura 2),
da ordem de 9,35¢/L, e foi consumida nas primeiras 36 horas de fermentacéo. Este fato
€ resultante da glicose ser fonte de carbono universal, para a grande maioria dos
microrganismos. Segundo Schirmer-Michel et al (2008), nas primeiras 24 horas de
cultivo as hexoses (glicose e maltose) sdo esgotadas, seguidas por xilose e
posteriormente arabinose.

A avaliacao da capacidade e desdobramento dos substratos e producao de etanol
(g/L) pode ser avaliada através da Figura 3. Verificou-se maior producdo de etanol
guando as leveduras foram inoculadas em mosto hidrolisado (Figura 3A), sendo que a
maior produgcdo ocorreu com 36 horas de fermentagédo (Figura 3B), destacando-se a
estirpe J10.
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Tabela 1. Concentracdo de acuUcares, acido acético e valor de pH do hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana obtido por hidrolise acida diluida.

Hidrolisado | Hidrolisado 2 Hidrolisado 3 Hidrolisado
Xilose (g/L) : 17,14 16,19 18,87 4 16,34
Glicose (g/L) 3,25 2,73 3,77 3,47
Arabinose (g/L) 2,14 2,18 2,24 19,42
Acido Acético (g/L) 2,12 1,91 2,49 1,72
pH 1.13 1,30 0.92 0.91

Tabela 2. Concentragdo de acuUcares, acido acético, fendis e pH do hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de cana homogeneizado obtido por hidrélise acida diluida.

CONCENTRACAO
Hidrolisado Original Hidrolisado Concentrado

Xilose (g/L) 17,80 47,71
Glicose (g/L) 3,44 9,87
Arabinose (g/L) 2,06 6,00
Acido Acético (g/L) 2,29 0,0
pH 1.04 1,34
Fenois (g/L) 1,8 2,4

Observou-se (Figura 3) que o pico de producéo de etanol ocorreu com 36 horas
de fermentacéo, e em seguida houve um decréscimo na sua concentracdo. A producéo
de etanol por leveduras e o decréscimo da sua concentracéo ao longo das fermentacdes
tem sido constatada em outras pesquisas que empregaram hidrolisado hemiceluldsico
de bagaco de cana obtido por hidrélise acida diluida como substrato para o processo,
utilizando as leveduras Candida guilliermondii FTI 20037 (ARRUDA & FELIPE, 2009) e
Pichia stipitis DSM 3651 (Canilha, et al. 2010).

Segundo (Kipper, 2009), em pesquisas com a levedura Pachysolen tannophilus o
apice da producéo de etanol em meio hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar ocorreu
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apos 24 horas de fermentagdo, resultando em concentracdo de 0,216% de etanol no
vinho. A patrtir de 48 horas essa concentracao foi reduzida, uma vez que provavelmente

0 microrganismo passou a utilizar o etanol como fonte de carbono. Nesse ensaio, esse
comportamento foi observado a partir de 36 horas de fermentacao (Figura 3).
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Figura 1. Consumo de xilose (g/L). 1A. Consumo de xilose durante o periodo de 72
horas, em mosto sintético e hidrolisado de bagaco de cana. 1B. Consumo de xilose
pelas cepas J10, J19.1 e CG durante o periodo de 72 horas.
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Figura 2. Consumo de glicose (g/L). 2A. Consumo de glicose durante o periodo de 72
horas, em mosto sintético e hidrolisado de bagaco de cana. 2B. Consumo de glicose
pelas cepas J10, J19.1 e CG durante o periodo de 72 horas.

Com base nos resultados obtidos, pode-se constatar que as cepas de leveduras
produziram etanol a partir da xilose, porém em baixa concentracdo. Sendo assim, novos
estudos devem ser conduzidos, utilizando maiores concentracdes desse aglcar em meio
sintético, ou ainda enriguecendo o0 mosto com nutrientes, para avaliar o potencial
fermentativo desses microrganismos.
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Figura 3. Consumo de xilose (g/L). 3A. Producdo de etanol durante o periodo de 72
horas, em mosto sintético e hidrolisado de bagaco de cana. 3B. Producédo de etanol
pelas cepas J10, J19.1 e CG durante o periodo de 72 horas.
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