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CARACTERIZACAO DAS CONDICOES FERMENTATIVAS DA LEVEDURA Pichia
membranifaciens PARA PRODUCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

RESUMO - Tecnologias desenvolvidas na ultima década tornaram viavel o uso de
materiais lignocelulésicos para produgcdo de etanol. Entretanto para aumento do
rendimento fermentativo sdo necessarias algumas melhorias, entre elas destaca-se a
busca por novos microrganismos capazes de fermentar agicares com cinco carbonos.
Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do pH,
temperatura e suplementagdo de nutrientes sobre a fermentacdo de pentoses e
hexoses por Pichia membranifaciens LJO4 em mostos sintéticos e comparar 0
desenvolvimento de processos fermentativos conduzidos em licores sintéticos e licor
hemiceluldsico concentrado e destoxificado nas condi¢cdes fermentativas ideais. No
primeiro ensaio, 0s tratamentos principais foram caracterizados pelas temperaturas
32°C, 37°C e 40°C nos pHs 3,5, 4,0 e 4,5 e os secundarios pelos tempos 0, 6, 12 e
24h. No segundo ensaio, 0s tratamentos principais foram caracterizados pela
suplementacdo com N, P, K, Mg, Mn e Zn associados e isolados e os secundarios
pelos tempos 0, 6, 12 e 24 h. Para o terceiro ensaio, 0s tratamentos principais foram
caracterizados pelos mostos sintéticos com diferentes suplementacfes de nutrientes
e licor hemicelul6sico concentrado e destoxificado e os secundarios pelos tempos 0,
6, 12, 24, 48 e 72 h. Estabeleceu-se neste estudo que os parametros ideais para
producédo de etanol foram temperatura de 32°C e pH 4,5, nestas condi¢coes obteve-
se altas taxas de viabilidade celular, indice de brotamento e viabilidade dos brotos e
a maior concentracdo de etanol apos o periodo de 24h do processo fermentativo. A
presenca de nitrogénio, fésforo, potassio, magnésio, manganés e zinco mostraram-se
essenciais para conservacao e crescimento das células de leveduras e alta producao
de etanol. O trabalho mostrou que é possivel a producdo de etanol por Pichia
membranifaciens em mostos sintéticos e licor hemiceluldsico. O licor hemicelulésico
foi o tratamento que obteve o maior consumo de xilose ao longo das 72h do processo
fermentativo.

Palavras-Chave: Hidrolisado, Licor hemicelulésico, Licor sintético, Pentose, Pichia

spp.



CHARACTERIZATION OF FERMENTATIVE CONDITIONS OF YEAST Pichia
membranifaciens FOR SECOND GENERATION ETHANOL PRODUCTION

ABSTRACT - Technologies developed in the last decade have made the use of
lignocellulosic materials viable for ethanol production. However, to increase the
fermentative yield some improvements are necessary, through the search of new
microorganisms with the ability to ferment sugars with five carbons. Thus, the present
research evaluated the influence of pH, temperature and nutrient supplementation on
the fermentation of pentoses and hexoses by Pichia membranifaciens LJ04 in
synthetic medium and to compare the fermentative processes in synthetic hydrolysate
and hemicellulosic hydrolysate (detoxified) in optimum fermentative conditions. In the
first trial, the main treatments were the temperature 32°C, 37°C and 40°C at pHs 3.5,
4.0 and 4.5 and the secondary treatments the times 0, 6, 12 and 24 hours. In the
second trial, the main treatments were nutrient supplementation with N, P, K, Mg, Mn
and Zn associated and isolated and the secondary treatments the times 0, 6, 12 e 24
h. For the third trial, the main treatments were the synthetic medium with different
nutrient supplements and hemicellulosic hydrolysate (detoxified), and secondary
treatments to the times 0, 6, 12, 24, 48 and 72 h. It was established in this study that
the ideal parameters for ethanol production were a temperature of 32 ° C and pH 4.5,
with these conditions it was obtained high rates of cell viability, budding rate, and bud
viability, and the highest concentration of ethanol after the 24 hours of the fermentation
process. The presence of nitrogen, phosphorus, potassium, magnesium, manganese
and zinc was essential for the conservation and growth of yeast cells and high ethanol
production. The work showed that it is possible to produce ethanol by Pichia
membranifaciens in synthetic medium and hemicellulosic hydrolysate. The
hemicellulosic hydrolysate was the treatment that obtained the highest consumption of
xylose during the 72 hours of the fermentation process.

Keywords: Hydrolysate, Hemicellulosic Liquor, Synthetic Liquor, Pentose, Pichia spp.
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Figura 18. Concentracdo de acido acético ao longo do processo fermentativo. M1—
Mosto sintético: sem suplementagcédo; M2— Mosto sintético: suplementacao ideal de

nutrientes; M3- Mosto sintético: suplementacéo idéntica ao licor hemicelulésico; M4-
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1. INTRODUCAO

O etanol possui grande importancia para a economia brasileira, pois, além de
possuir diversas aplicacfes industriais, apresenta-se como uma alternativa energética
viavel para a substituicdo gradativa do uso do petréleo. Destaca-se que sua aplicagdo
em motores de explosédo contribuiu para a ascensdo do mercado de combustiveis
renovaveis e no estabelecimento de industrias quimicas de base sustentadas pelo uso
de biomassa de origem agricola (Chieppe Junior, 2012).

Nas ultimas quatro décadas, o Brasil se tornou o segundo maior produtor de
etanol do mundo através da adocao de estratégias de expansao de producdo a partir
da cana-de-acucar (Silva, 2017), entretanto este crescimento ndo sera o suficiente
para atender a futura demanda de exportacdes, havendo a necessidade de
implementacg&o de outras matérias-primas e tecnologias.

Visando o aumento do volume de etanol produzido sem que haja a necessidade
da expansao de terras cultivaveis, a utilizacdo de biomassas lignoceluldsicas para
producdo deste biocombustivel surge como uma atividade promissora. A adocao da
utilizacdo do bagaco e palha de cana-de-acUcar podera suprir a demanda necessaria
para atender o mercado interno e externo (Silva, 2017).

Denominado etanol de 22 geracdo, este biocombustivel ja possui tecnologias
de tratamento para quebra da estrutura complexa do bagaco (celulose, hemicelulose
e lignina) (Ferreira, 2015) que liberam pentoses como D-xilose e L-arabinose; e
hexoses como D-glicose, D-manose e D-galactose (Tomas-Pej6 et al., 2014). Apés a
liberacdo destes acucares, as leveduras sdo capazes de realizar 0 processo
fermentativo.

A fermentacgéo é a etapa na qual ocorre a conversdo do substrato (mosto) em
etanol e outros compostos indesejados por intermédio de reacfes metabolicas
realizadas por microrganismos (De Sousa e Monteiro, 2011). Entretanto a levedura
Saccharomyces cerevisiae, utilizada nos processos de producéo de etanol de 12
geracdo, ndo é capaz de metabolizar agicares com cinco carbonos (Dos Santos,
2012). Desta forma, a busca por microrganismos capazes de realizar a fermentacao

de pentoses torna-se necessaria.
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De acordo com registros da literatura hd um grande nimero de leveduras que
metabolizam xilose. Entretanto somente cerca de 1% delas séo capazes de fermentar
xilose em etanol (Hahn-Hagerdal et al., 2007), dentre estas destaca-se Pichia
membranifaciens. Amplamente distribuida na natureza, é considerada um
microrganismo de degradacdo de alimentos e bebidas, sendo encontrada em
materiais vegetais, frutas em estado de deterioracdo e bebidas fermentadas
(Kurtzman, 2011). Este microrganismo também foi identificado como parte da
microbiota de processos de fermentacéo espontanea de alimentos (Suranska et al.,
2012; Wu et al., 2013; Pereira et al., 2015, Benitez-Cabello et al., 2015; You et al.,
2016; Stefanini et al., 2016; Grounta et al., 2016). Entretanto registros referentes a sua
utilizacao para fermentacdo de mosto hidrolisado hemicelulésico para a producéo de
etanol 2G sé@o escassos na literatura.

Para que processos com novos microrganismos isolados obtenham alta taxa
de rendimento é necessario a realizacdo de estudos para estabelecer as condi¢bes
fermentativas que garantam que as leveduras consigam produzir concentracdes altas
de etanol sem que haja um alto indice de mortalidade das células. Dentre os fatores
que afetam diretamente o processo fermentativo destaca-se pH, temperatura e
nutrientes (De Sousa e Monteiro, 2011).

O pH tem grande influéncia nas fermentacgdes industriais, devido ao controle da
contaminacgdo bacteriana e ao seu efeito no crescimento das leveduras, sendo em
geral encontrados pHs ideais para leveduras na faixa de 4,5 a 5,0 (Chieppe Junior,
2012).

A temperatura é um dos fatores mais importantes da fermentagéo. O estudo e
conhecimento desta grandeza é de suma importancia, pois exerce efeitos no
crescimento, viabilidade, metabolismo e fermentacdo (Souza, 2009).

Como qualquer outra forma de vida, as leveduras necessitam de determinados
elementos quimicos para garantir sua sobrevivéncia, por este motivo, 0S mostos
podem requerer a adicdo complementar de nutrientes para que a fermentagcéo possa
ocorrer de forma satisfatdria. Os mais utilizados sao: fontes de nitrogénio, fésforo,
potassio, calcio, magnésio, manganés, cobre, zinco e ferro (Chieppe Junior, 2012). A
auséncia de alguns destes nutrientes podem afetar diretamente a velocidade da

fermentacao (Silva, 2010).
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Nestas circunstancias, para que se obtenha um bom rendimento fermentativo
a escolha do microrganismo deve ser acompanhado por estudo de fatores que
interferem sobre as condicfes ideias de crescimento e de fermentacdo. Desta forma
todo o potencial pode ser explorado possibilitando melhores rendimentos e diminuicéo
de perdas.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do
pH, temperatura e suplementacéo de nutrientes sobre a fermentacéo de pentoses e
hexoses por Pichia membranifaciens LJO4 em mostos sintéticos e comparar o
desenvolvimento de processos fermentativos conduzidos em licores sintéticos e licor

hemicelul6sico concentrado e destoxificado nas condi¢des fermentativas ideais.
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5. CONCLUSOES

Estabeleceu-se neste estudo que as condi¢des ideais para producéo de etanol
por Pichia membranifaciens LJO4 através da assimilacdo de xilose e glicose foram
temperatura de 32°C e pH 4,5.

Os mostos sintéticos tratados sobre os parametros ideias obtiveram altas taxas
de viabilidade celular, indice de brotamento e viabilidade dos brotos e a maior
concentracdo de etanol apds o periodo de 24h do processo fermentativo.

A utilizacdo do pH 3,5 nos mostos sintéticos provocou a reducdo do numero de
brotos vivos da levedura ao longo da fermentacéo.

O tratamento sem suplementacao apresentou formacgao de etanol, entretanto
os resultados obtidos demonstram que os nutrientes sdo importantes para obtencao
de altas taxas deste produto.

A auséncia de magnésio e manganés afetou intensamente a viabilidade celular,
namero de brotamentos e viabilidade dos brotos das células de levedura.

A presenca de nitrogénio, fosforo, potassio, magnésio, manganés e zinco
mostraram-se essenciais para conservacao e crescimento das células de leveduras e
alta producéao de etanol.

O trabalho mostrou que € possivel a producdo de etanol por Pichia
membranifaciens em mostos sintéticos e licor hemiceluldsico.

O periodo de maior velocidade de consumo de xilose esta relacionado ao
tempo em que a glicose encontra-se disponivel nos mostos.

O licor hemicelulésico foi o tratamento que obteve o maior consumo de xilose
ao longo das 72h do processo fermentativo.

Pichia membranifaciens LJ04 apresentou alta tolerancia a concentragcdes de
acido acético. Teores proximos a 12 g.L! de acido acético ndo provocou mudancas
significativas na viabilidade celular, indice de brotamento e viabilidade dos brotos das

células de levedura.
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