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OPTIMIZATION OF FERMENTATIVE CONDITIONS OF Pichia membranifaciens FOR SECOND GENERATION ETANOL
PRODUCTION. Technologies developed in the last decade have made viable the use of lignocellulosic materials for the production

of ethanol. However, to improve the fermentative yield some improvements are necessary, among them the search for new

microorganisms capable of fermenting sugars with five carbons. Thus, the present research aimed to determine the best pH and

temperature for Pichia membranifaciens LJO4 in synthetic medium containing pentose, aiming at the biotechnological production of

ethanol from hemicellulosic hydrolysate. The experimental design was completely randomized in Split-Split-Plot, with 3 replicates.
The main treatments were pHs (3.5, 4.0 and 4.5), the secondary were temperatures (32 °C, 37 °C and 40 °C) and the tertiary were

fermentation periods (0, 6, 12 and 24 hours). It was determined in this study that the ideal conditions were temperature of 32 °C

and pH 4.0-4.5. With these conditions there was higher xylose consumption, high ethanol production, low production of secondary

compounds and high rates of cell viability during fermentation.
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INTRODUCAO

O etanol possui grande importincia para a economia brasileira,
pois, além de apresentar diversas aplicacdes industriais, apresenta-se
como uma alternativa energética viavel para a substitui¢do gradativa
do uso do petréleo. Destaca-se que sua aplicagdo em motores de
explosdo contribuiu para a ascensdo do mercado de combustiveis
renovdveis e no estabelecimento de inddstrias quimicas de base
sustentadas pelo uso de biomassa de origem agricola.'

Nas tltimas quatro décadas, o Brasil se tornou o segundo maior
produtor de etanol através da adocao de estratégias de expansido de
producio a partir da cana-de-agucar, entretanto, esse crescimento
ndo serd o suficiente para atender a futura demanda de exporta-
¢des, necessitando de implementagdo de outras matérias-primas
e tecnologias.”

Visando o aumento do volume de etanol produzido sem que
haja a necessidade da expansdo de terras cultivaveis, a utilizagdo de
biomassas lignoceluldsicas para producio deste biocombustivel surge
como uma atividade promissora. A adogdo da utilizacio do bagaco
e palha de cana-de-agucar poderd suprir a demanda necessdria para
atender o mercado interno e externo.’

Denominado etanol de 2°* gerac@o, esse biocombustivel ja pos-
sui promissoras tecnologias de tratamento para quebra da estrutura
complexa do bagaco (celulose, hemicelulose e lignina)* que liberam
pentoses como D-xilose e L-arabinose; e hexoses como D-glicose,
D-manose e D-galactose.* Apds a liberagdo desses acucares, as leve-
duras s@o capazes de realizar o processo fermentativo.

A fermentagdo € a etapa na qual ocorre a conversdo do substrato
(mosto) em etanol e outros compostos indesejados por intermédio
de reagdes metabdlicas realizadas por microrganismos.® Entretanto,
alevedura Saccharomyces cerevisiae, utilizada nos processos de pro-
ducdo de etanol de 1* geracdo, ndo € capaz de metabolizar agicares
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com cinco carbonos.® Dessa forma, faz-se necessdria a busca por
microrganismos capazes de realizar a fermentacéo de pentoses.

De acordo com registros da literatura, hd um grande nimero
de leveduras que metabolizam xilose, entretanto, somente cerca de
1% delas sdo capazes de fermentar xilose em etanol,” dentre essas
destaca-se Pichia membranifaciens.

Amplamente distribuida na natureza, ¢ considerada um micror-
ganismo de degradaciio de alimentos e bebidas, sendo encontrada
em materiais vegetais, frutas em estado de deterioragdo e bebidas
fermentadas.® Esse microrganismo também foi identificado como
parte da microbiota de processos de fermentacdo espontinea para
produgdo de licores destilados na China,*'® producédo de vinhos'"?
e fermentacdo de azeitonas pretas e verdes.'* " Entretanto, registros
referentes a sua utilizagdo em processos fermentativos para a produgao
de etanol 2G sdo escassos na literatura.

Para que processos com novos microrganismos isolados obte-
nham alta taxa de rendimento, € necessdria a realizacdo de estudos
para estabelecer as condicdes fermentativas que garantam que as
leveduras consigam produzir concentragdes altas de etanol sem que
haja um alto indice de mortalidade das células. Dentre os fatores
que afetam diretamente o processo fermentativo, destacam-se pH
e temperatura.’

O pH tem grande influéncia nas fermentagdes industriais, devido
ao controle da contaminacao bacteriana e ao seu efeito no crescimento
das leveduras, sendo em geral encontrados pHs ideais para leveduras
na faixa de 4,52 5,0."

A temperatura é um dos fatores mais importantes da fermentacao.
O estudo e conhecimento dessa grandeza ¢ de suma importancia,
pois exerce efeitos no crescimento, viabilidade, metabolismo e
fermentag@o.'

Nesse contexto, para que se obtenha um bom rendimento fermen-
tativo, a escolha do microrganismo deve ser acompanhado por estudo
de fatores que interferem sobre as condi¢des ideias de crescimento e
de fermentacdo. Dessa forma, todo o potencial pode ser explorado,
possibilitando melhores rendimentos e diminui¢do de perdas.
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O presente trabalho teve como objetivo definir o melhor pH e
temperatura para Pichia membranifaciens LJ04 em mostos sintéticos
com pentoses visando a futura utilizagdo em licores hemiceluldsicos.

PARTE EXPERIMENTAL
Local do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Agtcar e do
Alcool e Microbiologia das Fermentagdes, do Departamento de
Tecnologia, na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias/
UNESP, campus de Jaboticabal-SP, em parceria com o Laboratério
de Biotecnologia, na Escola de Engenharia de Lorena - EEL/USP,
campus de Lorena — SP.

Microrganismo

A levedura utilizada foi a Pichia membranifaciens cepa
LJ4, pertencente ao banco de microrganismos do Laboratério de
Microbiologia das Fermentacdes, do Departamento de Tecnologia,
localizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias/UNESP,
campus de Jaboticabal — SP.

Preparo do inéculo

Para crescimento de massa celular os microrganismos foram
inoculados com uma al¢a de platina em erlenmeyers com 200 mL
de meio YPXD (Yeast extract-Peptone-Xylose-Dextrose) contendo
10 g L' de extrato de levedura, 20 g L' de peptona, 10 g L' de xilose
e 10 g L' de glicose."

Os frascos foram incubados por 72 h & temperatura de 32 °C
sob agitacdo orbital (0,36 g-force). Ao final desse periodo o meio de
cultura foi centrifugado, descartando-se a fragdo liquida. A massa
celular obtida foi suspendida em salina (NaCl 0,85%) e armazenada
a4 °C. Todos os procedimentos foram repetidos até que se obtivesse
quantidade suficiente para realizar os processos fermentativos com
concentracdo celular de 108 células mL".

Preparo do mosto sintético

Para a realizagdo dos ensaios foram diluidos 45 g L' de xilose
e 25 g L' de glicose em dgua destilada, sendo posteriormente
suplementados com sulfato de amonio, fosfato de sédio, sulfato
de potdssio, sulfato de magnésio, sulfato de manganés e sulfato
de zinco. Os reagentes foram adicionados proporcionalmente para
obtengdo de 0,3 g L'! de Nitrogénio, 0,3 g L' de Fésforo, 0,3 g L™!
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de Potdssio, 0,05 g L' de Magnésio, 0,01 g L' de Manganés
e 0,01 g L' de Zinco nos mostos, valores essenciais para rea-
lizacdo da fermentag@o alcodlica e manutencdo das células de
levedura.'®

Teste de pH e temperatura

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado num esquema de parcelas sub-subdivididas, com 3
repeti¢des. Os tratamentos principais foram caracterizados pelos
pHs (3,5, 4,0 e 4,5), os secunddrios as temperaturas (32 °C, 37 °C
e 40 °C) e os tercidrios aos tempos (0, 6, 12 e 24h). Dessa forma, as
condi¢des fermentativas foram controladas e analisadas de acordo
com a Figura 1.

Para preparo dos indculos foram pesados 3 g de massa imida da
levedura Pichia membranifaciens, visando a obten¢do da concentra-
¢do de 108 células mL"! ap6s a adigdo do meio sintético.

Ap6s o indculo ser adicionado a Erlenmeyer de 250 mL, ocorre-
ram duas alimenta¢des de 50 mL de mosto a cada 40 minutos para
aclimatag@o da levedura, obtendo-se um volume final de 100 mL.
Os frascos foram mantidos em mesa agitadora, com controle da
temperatura e controle de rotacdo (0,36 g-force).

Andlises microbiologicas

Foram determinadas a viabilidade celular, a viabilidade dos bro-
tos e o indice de brotamentos em camara de Neubauer do inéculo e
periodos de fermentag@o dos ensaios.!” Os cdlculos foram realizados
através das seguintes formulas:

Células vivas

Viabilidade celular (%) = x 100

Células vivas + Células mortas

Brotos vivos

Indice de brotamento (%) = x 100

Células vivas + Células mortas

o Brotos vivos
Viabilidade dos brotos (%) =

- - % 100
Brotos vivos + Células mortas

Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Amostras retiradas durante o processo fermentativo foram anali-
sadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC)

para determinag@o das concentracdes de glicose, xilose, glicerol,
dcido acético e etanol.

.
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Figura 1. Esquema fatorial para pHs, temperaturas e tempos de fermentagdo em estudo no delineamento em parcelas sub-subdivididas
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Analise estatistica

Os dados obtidos no experimento foram submetidos a andlise de
variancia pelo Teste F e de comparagio de médias pelo teste de Tukey
(P<0,05) utilizando-se o Software AgroEstat.?!

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises dos resultados observados para os pardmetros de
viabilidade celular, indice de brotamentos e viabilidade dos brotos,
encontram-se na Tabela 1. Os desdobramentos para as interagdes
foram realizados na forma de graficos e estdo apresentados nas
Figuras 2 a 4.

Para a realizac@o de todo e qualquer processo fermentativo € de
extrema importancia que as células dos microrganismos mantenham
sua integridade fisica e realizem a manutencdo do nimero de células.
Por esse motivo, € essencial a quantificagdo do nimero de células e
brotos vivos durante a fermentacao.

Observa-se que nao houve diferencas nos valores encontrados
para viabilidade celular, indice de brotamento e viabilidade dos brotos
nos trés pHs testados (Tabela 1). Entretanto, quando analisadas em
conjunto dos outros tratamentos, observa-se que a interag¢@o entre pH
e temperatura e interacdo entre pH e tempo mostram-se significativas.

Os resultados encontrados para viabilidade celular nos trata-
mentos controlados as temperaturas de 32 e 37 °C demonstram que
a cepa de P. membranifaciens estudada possui estabilidade quando
submetida a essas temperaturas nas diferentes faixas de pH estudadas
(Figura 2.A). Essa caracteristica € muito importante e altamente dese-
jada em processos fermentativos, uma vez que durante a fermentacio
¢ natural que ocorra a redug¢ao do pH do mosto através de produtos
dcidos excretados pelas leveduras.”

Todos os tratamentos obtiveram decréscimo ao longo do ensaio
na viabilidade celular, independentemente da temperatura testada,
havendo queda média de 13,20% nas primeiras 6 h (Figura 2.B).
Esse comportamento pode ter ocorrido em virtude do processo de
adaptacgdo do microrganismo ao meio e a alta concentragio de etanol
obtida em um curto periodo de tempo devido a rdpida metabolizacio
dos agticares.” Nota-se que as 12 h a levedura comegou a apresentar
aumentos que indicavam sua recuperacdo, com excecao do tratamento
de 40 °C, que continuou sofrendo quedas constantes, obtendo-se ao
final uma perda total de 30,05%.

A temperatura € um fator importante que interfere diretamente
sobre a atividade dos microrganismos. Torija et al. relataram que
valores superiores as temperaturas de trabalho das leveduras podem
levar as células ao colapso.?* Verificou-se que dentre os tratamentos
testados, 40 °C foi a tnica temperatura que apresentou resultados
que indicam o aumento no indice de morte celular da células da
levedura. O decréscimo desse pardmetro sob temperaturas elevadas
no presente trabalho corroboram com os relatos de Torija ef al. e
Bonassa et al.,*** que verificaram que a viabilidade celular da leve-
dura S. cerevisiae diminui 2 medida que a temperatura do processo
fermentativo aumenta.

A temperatura de 32 °C ndo apresentou diferengas significaivas
para viabilidade celular durante as 24 h desse ensaio, demonstrando
que P. membranifaciens possui maior estabilidade nessa temperatura.

Analisando-se as temperaturas de 32 e 37 °C, observa-se que nao
houve diferenca significativa nos valores de indice de brotamento
entre os trés pHs avaliados (Figura 3.A). No entanto, o mesmo
comportamento ndo ocorreu no tratamento a 40 °C, que demonstrou
proporcionar melhores condi¢des para a reprodugdo das leveduras
sob pH 4,5.

Observou-se que na temperatura de 32 °C alevedura obteve maior
estabilidade na taxa de brotamento. Por outro lado, os maiores indices

Quim. Nova

Tabela 1. Resultados da andlise de varidncia e compara¢do de médias pelo
teste de Tukey para viabilidade celular, indice de brotamentos e viabilidade
dos brotos

Causas de variagio Viabilidade = Brotamentos Viabilidade dos
celular (%) (%) brotos (%)
pH (TP)
35 74,00a 30,39a 67,73a
4,0 74,40a 25,57a 72,49a
4,5 74,81a 28,34a 68,48a
Teste F 0,07NS 2,49NS 1,66NS
DMS 6,4442 6,6534 8,6012
CVv 11,9766 32,7428 17,0965
Temperatura (TS)
32°C 75,012ab 28,38a 70,69a
37°C 75,84a 22,28b 67,43a
40 °C 72,35b 33,64a 70,58a
Teste F 4,39* 15,37%* I,1INS
DMS 3,2879 5,4696 6,6256
CVv 7,0276 30,9573 15,1464
Tempo (TT)
Oh 82,32a 26,87a 86,05a
6h 71,42b 30,75a 66,27b
12h 73,61b 29,77a 66,09b
24h 70,26b 25,01a 59,85b
Teste F 12,97*%* 2,33NS 36,44%*
DMS 5,6813 6,4697 7,0715
CV 10,5838 31,9151 14,0896
Interaciao
Inter. TP x TS 5,65%* 3,72% 1,9INS
Inter. TP x TT 1,89NS 1,15NS 3,20%*
Inter. TS x TT 4,75%%* 4,23%* 1,86NS
Inter. TP x TS x TT 1,75NS 1,32NS 1,14NS

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao
nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05); ns ndo significativo (p>=0,05).
As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de
Tukey. D.M.S = desvio minimo significativo. C.V = coeficiente de variag@o.
Inter. TPXTS — Interacdo entre pHs e temperaturas. Inter. TPXTT — Interagdo
entre pHs e tempos. Inter. TSXTT — Interacdo entre temperaturas e tempos.
Inter. TPXTSXTT - interagdo entre pHs, temperaturas e tempos.

foram observados na temperatura de 40 °C até as 12 h, havendo
uma diminuicéo brusca de 41,84% ap0s esse periodo (Figura 3.B).
Temperaturas elevadas na fermentagdo acarretam em um aumento
na atividade metabdlica das leveduras e, consequentemente, ocorre
o aumento do indice de brotamento.? Entretanto, elas podem causar
danos as células de levedura e provocar um rapido decrescimento do
numero de células e brotos vivos, conforme observado nesse ensaio.

Dentre os fatores quimicos, o pH apresenta-se como um dos
parametros mais relevantes a ser considerado, pois pode influenciar
a velocidade da bioconversao dos agticares em dlcool etilico e afetar
o crescimento das células. A faixa de pH na qual o crescimento e a
produc@o de etanol ocorre com grande velocidade € estreita.”’ Desta
forma, para que a utilizagdo desta levedura seja viabilizada, faz-se
necessario o estudo desse parametro.

Observa-se que o pH 3,5 afetou negativamente a viabilidade
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dos brotos, provocando a redu¢@o de 39,28% no periodo de 24 h em
relagdo ao periodo inicial (Figura 4). Embora as leveduras sejam
acidéfilas (4cido-tolerantes), algumas espécies podem apresentar
sensibilidade quanto a concentra¢do e ao periodo de exposi¢do.?®
Durante a fermentagao € natural que ocorra a reducdo do pH do mosto
através de produtos dcidos excretados pelos microrganismos. Dessa
forma, a utilizacdo do pH 3,5 no inicio do processo fermentativo
aumentou a exposic¢ao das células a um meio com elevados teores
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Figura 4. Desdobramento da interagdo entre pH e tempo para o pardmetro

viabilidade dos brotos. Letras miniisculas comparam tempos dentro de cada
pH e letras maiiisculas comparam pHs dentro de cada tempo

de 4cido, tendo como consequéncia a redu¢do do nimero de brotos
vivos de P. membranifaciens.”®

As andlises dos resultados observados para concentragdo de glico-
se, xilose, glicerol, acido acético e etanol, encontram-se na Tabela 2.
Os desdobramentos para as interagdes foram realizados na forma de
gréficos e estdo apresentados nas Figuras 5 a 9.

Observa-se que, para consumo de glicose, a unica interacio
significativa foi temperatura e tempo. Dessa forma, nota-se que a
assimila¢@o de glicose ndo foi influénciada pelo pHs dos mostos
testados, havendo pequenas quantidades residuais desse agticar apos
as 24 h de fermentagdo.

Em relacdo ao consumo de glicose (Figura 5), nota-se que para
todas temperaturas testadas houve o consumo médio de cerca de 97%
somente nas primeiras 6 h de fermentagao. Esse resultado demonstra
a facilidade com que a levedura estudada possui para assimilar esse
acuicar num intervalo de tempo pequeno, independentemente da
temperatura do processo.

Verifica-se que no tratamento adequado com pH 4,0 houve o
maior consumo de xilose, havendo um decréscimo total de 19,49%,
enquanto que para pH 3,5 e 4,5 houve o consumo de apenas 17,59%
e 16,34%, respectivamente (Figura 6.A).

A temperatura ideal para assimilagdo de pentoses para as levedu-
ras do género Pichia spp pode variar de acordo com a cepa utilizada,
entretanto, geralmente sdo verificadas temperaturas 6timas na faixa de
30 a 32 °C.?” Durante esse ensaio, notou-se que as temperaturas de 32
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Tabela 2. Resultados da andlise de variancia e comparagio de médias pelo teste de Tukey para concentragdo de glicose, xilose, glicerol, dcido acético e etanol

Causas de variacio Glict?lse Xilo_sle Glice_rlol Acido Afético Etan_(l)l
(gLh (gLh (gL (gLh (gLh
pH (TP)
35 6,50a 38,36¢ 1,31a 1,68¢c 4,68a
4,0 6,68a 39,30a 1,30b 1,77a 4,74a
4,5 6,50a 38,75b 1,25¢ 1,73b 4,74a
Teste F 1,62NS 14085,88** 212,48%%* 1019,68%* 0,37NS
DMS 0,4981 0,0235 0,0118 0,0083 0,3449
C.vV 6,2953 0,0503 0,7611 0,3975 6,0568
Temperatura (TS)
32°C 6,76a 39,31a 1,28b 1,65¢ 4,93a
37°C 6,35b 38,05¢ 1,31a 1,80a 5,04a
40 °C 6,57a 39,05b 1,28b 1,73b 4,19b
Teste F 18,44%*%* 37787,78** 22,09%* 855,56%* 245,10%*
DMS 0,2062 0,0148 0,0157 0,0106 0,1288
CcCVv 3,5488 0,0432 1,3744 0,6919 3,0793
Tempo (TT)
Oh 24,70a 42,61a 0,00d 0,00 0,00d
6h 0,68b 40,00b 1,68¢c 1,34c 7.61a
12h 0,45b 37,57c 1,70b 2,09b 6,23b
24h 0,40b 35,02d 1,77a 3,48a 5,05¢
Teste F 28190,54*%* 164701,73%%* 40766,31%* 109279,13%%* 4935,31%*
DMS 0,2788 0,0310 0,0165 0,0170 0,1827
CcCVv 4,6599 0,0877 1,4026 1,0794 4,2426
Interacio
Inter. TP x TS 1,57NS 9783,61%* 186,45%* 643,76%* 83,97
Inter. TP x TT 2,17NS 1276,53** 39,55%* 135,67%* 44,73%*
Inter. TS x TT 9,88%* 1603,28%* 18,65%* 375,63%* 52,98%*
Inter. TP x TS x TT 0,87NS 824,06%* 83,75%* 166,25%* 59,95%

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05); ns ndo significativo (p>=0,05).
As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey. D.M.S = desvio minimo significativo. C.V = coeficiente de variaco.
Inter. TPXTS — Interac@o entre pHs e temperaturas. Inter. TPXTT — Interagdo entre pHs e tempos. Inter. TSXTT — Interagdo entre temperaturas e tempos. Inter.

TPXxTSXTT — interacdo entre pHs, temperaturas e tempos.

e 40 °C contribuiram para um maior consumo de xilose, obtendo-se
um decréscimo maior que 18% (Figura 6.B).

O consumo de xilose realizado pelas leveduras mostra-se mais
lento em comparacdo ao apresentado na glicose, havendo grandes
quantidades residuais desta pentose ao término do periodo de 24 h.

A glicose foi praticamente esgotada nas primeiras 6 h de fermen-
tagdo do licor, mesmo periodo em que a velocidade de consumo de
xilose foi maior. A vista desse resultado, a glicose pode exercer um
efeito contrdrio ao da repressdo catabdlica para P. membranifaciens,
havendo maior consumo de xilose na presenga da glicose. Em seus
estudos, Freire® percebeu que a velocidade de assimilagdo da xilose
era maior na presenga de glicose, em relagdo ao consumo apresen-
tado somente na presenca de pentose em uma cepa de suas bactérias
recombinantes utilizadas para producio de etanol de segunda geracao.

O glicerol é um osmoregulador metabolizado por leveduras em
situacdes de estresse osmético. Sua produgdo estd relacionada a
espécie do microrganismo, pH, temperatura, fonte de nitrogénio e
concentracdo de oxigénio disponivel.*® Apesar de indesejavel, a pro-
ducdo de etanol por fermentagdo alcodlica nido ocorre sem que haja

a formagao de glicerol. Desta forma, deve-se avaliar os parametros
diretamente relacionados a sua produgdo para que baixos teores
sejam produzidos.?!

Avaliando-se a concentracdo final de glicerol ao término da
fermentagdo, nota-se que os menores teores foram encontrados nos
tratamentos realizados com pH 4,5 (Figura 7.A) e temperatura de
32 °C (Figura 7.B) apds as 24 h de fermentagao.

A presenca de 4cido acético € extremamente indesejdvel em
processos de fermentacao alcodlica, uma vez que para sua producio
parte do etanol metabolizado pelas leveduras é oxidado.’? Dessa
forma, quanto maior a quantidade de 4cido acético produzido, menor
serd o rendimento fermentativo do processo.

A maior concentragdo de dcido acético foi gerada no periodo
de 24 h pelo tratamento com pH 4,0 e 37 °C e a menor no pH 3,5 a
40 °C (Figura 8.A e 8.B). Entretanto, a menor média de producdo
ocorreu para o pH 4,5 a 32 °C (Figura 8.C).

O pico de produgio de etanol para todos os tratamentos ocorreu a
6 h de fermentacdo, havendo perda substanciais em sua concentracio
apos esse periodo (Figura 9.A e 9.B). Ja foram observados em outros
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experimentos comportamentos similares,”* dessa forma, o presente
estudo priorizou o tratamento que obteve as menores perdas de etanol
ao longo da fermentag@o.

De acordo com a Figura 8.A e 8.B, as maiores concentragdes de
etanol ao final do presente ensaio foram sob pHs 4,0 e 4,5 e tempe-
ratura de 32 °C.

Em seus estudos, du Preez, Bosch e Prior relataram que a faixa de
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pH 6timo para a levedura Pichia stipitis foi de 4,0 2 5,5, apresentando
um pico maximo de produtividade de etanol sob pH 4,0.”

Nota-se que quanto maior a temperatura utilizada no processo
fermentativo, menor € a concentragio de etanol apds o término da
fermentagdo. Segundo Lima et al.,** o aumento da temperatura dos
processos pode levar a perdas de etanol por volatizagdo.

CONCLUSAO

Estabeleceu-se neste estudo que as condigdes ideais para fermen-
tacdo de pentoses por Pichia membranifaciens foram temperatura de
32°CepH4,0-4,5.

Nas condicdes ideais, houve maior consumo de xilose, maior
produgdo de etanol, baixa produ¢do de compostos secunddrios e altos
indices de viabilidade celular durante a fermentagao.
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