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RESUMO - O sorgo sacarino tem se destacado como matéria-prima alternativa na
producdo de etanol, atuando de forma complementar ao cultivo da cana-de-aclcar em
periodo de entressafra. Visando explorar o potencial deste material, empregando o caldo
de sorgo sacarino BRS 511, foi avaliado o comportamento de trés leveduras comerciais
(CAT-1, PE-2 e SA-1) em quatro ciclos fermentativos. Utilizando a levedura CAT-1,
foram conduzidas também as fermentac6es dos caldos das variedades BRS 506, 507, 508.
Foram retiradas amostras até o completo consumo dos acgucares. Estas foram
quantificadas por cromatografia liquida. Os ciclos ndo prejudicaram a viabilidade de
nenhuma cepa. N&do houve diferenca no desempenho das leveduras ao longo dos ciclos.
As fermentacdes apresentaram rendimento de aproximadamente 90% e viabilidade celular
variando de 82 a 97% para todos os experimentos. Os resultados indicam que as cepas
industriais estdo adaptadas e os caldos aptos ao processo industrial, nas condi¢bes
avaliadas.

1. INTRODUCAO

A cultura do sorgo sacarino tem se mostrado uma excelente opcéo na producao de bioenergia
Inicialmente, tem sido recomendada para cultivo em areas de reformas de canaviais, visando fornece
matéria-prima para producdo de etanol na entressafra da cana-de-agucar. Apresenta as vantagens
ser uma cultura de ciclo rapido (quatro meses) e totalmente mecanizavel (plantio por sementes,
colheita mecéanica), com alta eficiéncia no uso de agua e nutrientes e adaptabilidade a diferente:
ambientes. Entretanto, quando comparado a cana-de-agucar, exibe menor teor de agucar nos colmos
menor produtividade por area (May et al., 2012; Rutto et al., 2013).

Assim como a cana, 0 sorgo sacarino apresenta colmos dos quais se extrai o caldo contend
acucares diretamente fermentesciveis. De maneira geral, os colmos de sorgo sacarino acumula
principalmente sacarose e alguma quantidade de glicose e frutose. O colmo é constituido, em mass
de 75 a 86% de caldo e 14 a 25% de fibras. O teor de acucar no caldo varia de 10 a 18%. £
porcentagem de acuUcares redutores e de sacarose no caldo depende de diversos fatore
principalmente da variedade utilizada, maturidade e tempo de colheita. (Kim et al, 2012; Durées,
2012).
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Diante do potencial de elevacdo da producdo de etanol pela utilizacdo do sorgo sacarino, torna
se necessério o0 estabelecimento dos insumos e parametros operacionais que permitam
aproveitamento de todo o potencial desta matéria-prima. Neste contexto, o objetivo deste trabalho fo
avaliar e procurar estabelecer uma linhagem industrial de levedura com maior potencial para
producéo de etanol a partir do caldo de sorgo sacarino. Além disso, foram avaliados caldos de quatr
variedades de sorgo sacarino produzidos pela Embrapa, visando recomendar uma mais adequada
processo de producéo de etanol.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

Foram empregados, na avaliagao, caldos de sorgo sacarino das variedades BRS 506, BRS 50
BRS 508 e BRS 511, desenvolvidas pela Embrapa Milho e Sorgo e selecionadas pelo potencial d
acumulo de acucares, principalmente sacarose. Da variedade BRS 511, foram utilizadas dua
amostras, com diferentes concentracdes de acucares, denominadas BRS 511 A e BRS 511 B.

Para avaliacdo da fermentacdo, foram utilizadas trés linhageSsca®romyces cerevisiae
amplamente empregadas nas industrias: CAT-1, PE-2 e SA-1. Estas, por apresentarem boa capacida
de implantagcédo e alta taxa de dominancia, sdo responsaveis por uma significativa fragdo do etanc
produzido no pais em diferentes destilarias, processos, regides e safras.

2.2. Métodos

Todos os caldos foram autoclavados e centrifugados. O brix (teor de sélidos sollveis) de cade
um foi determinado por refratbmetro manual. Para avaliagdo do comportamento das linhagens
industriais de levedura, foram realizados quatro ciclos fermentativos empregando o caldo do sorgc
sacarino BRS 511 A e o mesmo in6culo para cada uma das trés cepas (CAT-1, PE-2 e SA-1). A
leveduras foram cultivadas em meio rico constituido de extrato de levedura (10 g/L), peptona
bacteriolégica (20 g/L) e sacarose (100 g/L). Apés crescimento, foram retiradas do meio fermentado
por centrifugacdo e suspensas em agua estéril, formando os inoculos. A concentracdo celular dc
inoculos foi determinada por espectrofotometria, empregando curvas padréo previamente elaboradas

As fermentagfes foram realizadas em triplicata, em agitador orbital mantido a 31°C e 120 rpm,
empregando 20 g de levedura por litro de caldo de sorgo, em base seca. Para evitar diluicdo do cald
o indculo foi preparado com alta concentracdo, de modo a representar, em média, 10% do volume
total de fermentacdo. Foram retiradas amostras a cada 45 minutos até o completo consumo dc
acucares fermentesciveis. Apds o término do primeiro ciclo, as leveduras foram centrifugadas €
ressuspensas em agua, formando um novo creme de leveduras de concentracdo conhecida. Este
novamente inoculado em um novo caldo de sorgo sacarino, iniciando o segundo ciclo. Este
procedimento foi repetido até o fim do quarto ciclo, garantindo sempre a esterilidade do meio. Ao
término de cada fermentacdo, foi realizada a leitura do brix em refratbmetro. Ndo houve
suplementacao nutricional nos caldos.
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A viabilidade das leveduras no inicio e término de cada um dos ciclos foi determinada
utilizando camara de Neubauer e solucdo corante de eritrosina em tampao fosfato de sodio. O teor ¢
sacarose, glicose, frutose, etanol e glicerol dos caldos e amostras da fermentacdo foram determinad
por cromatografia liquida com detector RID, empregando coluna Aminex HPX-87H, com solucéo de
acido sulfarico 0,005 M como fase moével, vazéo de 0,6 L/min e coluna a 45°C.

Para a avaliacdo dos caldos de sorgo sacarino BRS 506, BRS 507, BRS 508 e BRS 511 B, fo
utilizada a levedura CAT-1, com o intuito de verificar como estes diferentes materiais se
comportariam frente a fermentagcdo. As fermentacbes e andlises foram realizadas nas mesme
condi¢cdes acima mencionadas, em apenas um ciclo. As amostras foram retiradas a cada 30 minutc
em razao do menor teor de aglcares destes caldos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 1 observam-se as concentracdes de sacarose, glicose e frutose, a soma dos aguca
redutores totais (ART) e o brix de cada um dos caldos.

Tabela 1 - Concentracdo de agucares e brix dos caldos de sorgo sacarino.
Amostra Sacarose (g/L) Glicose (g/L) Frutose (g/L) ART (g/L) Brix

BRS 506 54,25 11,80 18,64 87,55 14,20
BRS 507 107,44 12,23 12,73 138,05 16,10
BRS 508 62,14 13,09 25,18 103,68 15,00
BRS 511 A 143,29 9,25 9,19 169,27 17,10
BRS 511 B 57,52 13,76 20,70 95,01 12,50

Pode-se observar que existe uma grande discrepancia entre a concentracdo de acucares ©
caldos. Por razbes agronomicas, as variedades BRS 506, BRS 507, BRS 508 e BRS 511 B né&o fora
colhidas com indice de maturacdo adequado, portanto ndo exprimem o real potencial destas matéria
primas. O alto teor de acucar invertido € uma das evidéncias de colheita precoce destas variedades.

Nas Figuras 1, 2 e 3 podem ser observados os perfis de consumo de agucares redutores totais
formacao de etanol em cada um dos ciclos para as leveduras CAT-1, PE-2 e SA-1, respectivaments
Estas concentracBes consideram as médias das triplicatas, para as quais sao apresentados os des
correspondentes.

Pode-se observar que ndo houve diferenca no tempo de consumo de ART entre os ciclos. Nac
houve também, para nenhuma das leveduras avaliadas, a existéncia de uma fase lag considerave
indicando que as leveduras néo sofreram inibicdo na fermentacéo do caldo de sorgo sacarino.

As concentracdes de glicerol se mantiveram baixas e semelhantes para todas as leveduras
ciclos, reforcando o fato de que as leveduras ndo sofreram estresse fisico, quimico ou microbioldgico.
De maneira geral, a producao de glicerol é induzida em condi¢des de estresse osmético motivado po
altas concentracfes de acgucares ou sais no mosto.
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Figura 1 - Consumo de ART e producéo de etanol para cada um dos ciclos utilizando CAT-1.
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Figura 2 - Consumo de ART e producéo de etanol para cada um dos ciclos utilizando PE-2.

Apés o completo consumo dos acgucares fermentesciveis de cada um dos ciclos, o brix foi
medido para cada ensaio e se manteve entre 5 e 5,2. Pode-se notar que, para o caldo de sort
sacarino, a medida de brix n&o representa com precisdo o teor de agucares fermentesciveis, ou seja
caldo de sorgo sacarino apresenta uma baixa pureza quando comparado ao da cana-de-acucar.

A concentracdo celular, monitorada pela leitura da absorbéancia das amostras diluidas,
mostrou que houve crescimento celular em uma taxa usual de fermentacéo alcodlica para caldo d
cana-de-acUcar nestas mesmas condi¢des, indicando que o caldo de sorgo sacarino ndo dificultou
crescimento ou provocou declinio da concentracao de leveduras no meio.

Na Figura 4 sdo mostradas as viabilidades das cepas em cada um dos ciclos. Pode-se obsen
que a realizacdo de quatro ciclos fermentativos utilizando a mesma levedura néo prejudicou 8
viabilidade de nenhuma das cepas. Ambas as cepas aumentaram a razdo de células vivas ao longo
fermentacoes.
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Figura 3 - Consumo de ART e producéo de etanol para cada um dos ciclos utilizando SA-1.
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Figura 4 - Viabilidade das cepas ao longo dos ciclos.

Na Figura 5 podem ser observados os rendimentos fermentativos, em comparagdo com o
rendimento tedrico, de cada ciclo para cada uma das leveduras utilizadas. Os valores obtidos séo
semelhantes aos de fermentagdes alcodlicas feitas com meio rico ou caldo de cana-de-agucar em
escala de bancada. No quarto ciclo, pode-se observar um ligeiro aumento do rendimento em
etanol, que pode ser atribuido, possivelmente, a aclimatacdo das leveduras ao meio. Pode-se
considerar que as trés leveduras apresentaram bom desempenho e podem ser consideradas
adaptadas para a fermentacao dos caldos de sorgo sacarino avaliados.

Mancilha et al. (1984) compararam as taxas de fermentacdo e os rendimentos de
diferentes cepas de leveduras em caldo de sorgo. Estes obtiveram grandes variacbes nas
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caracteristicas de fermentacao trabalhando com diversas linhagerem®isiae. Bulawayo et

al. (1996) obtiveram diferentes rendimentos de etanol (29 - 87% do tedrico) trabalhando com
varias cepas de leveduras cultivadas em caldo de sorgo sacarino. Esta variagcdo nao foi observada
guando as mesmas cepas foram cultivadas em meio rico. Possivelmente existiam compostos
inibidores no caldo que algumas leveduras ndo foram capazes de tolerar.

100
90

80

Rendimento (%)

70

60

1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo 4° Ciclo

mCAT-1 mPE-2 SA-1

Figura 5 - Rendimentos fermentativos das cepas em cada ciclo.

Como nédo houve uma levedura com desempenho superior, foi entdo, pela disponibilidade
da cepa, selecionada a levedura CAT-1 para avaliacdo dos caldos das variedades BRS 506, BRS
507, BRS 508 e BRS 511B. A fermentacdo dos caldos ocorreu em triplicata, em meio estéril, nas

mesmas condi¢cdes descritas para o experimento anterior. Foram inoculados 20 g/L de levedura
com viabilidade de 93%.

Como as concentracdes iniciais de acgucares redutores foram diferentes para cada caldo
(Tabela 1), a Figura 6 mostra os perfis de consumo de glicose e producao de etanol expressas em
porcentagem, possibilitando a avaliagdo do comportamento de cada um. Portanto, as curvas da
producéo de etanol ja exibem o rendimento da fermentacdo em comparacédo com o tedrico.

Apdés completo consumo dos agucares, a viabilidade média da levedura nos quatro caldos
permaneceu de 93%. O brix medido para o caldo BRS 506 corresponde a 6,6, para o BRS 507 foi
de 6,5; no BRS 508 de 6,8 e para o caldo BRS 511 B de 5,9.

Observou-se um maior rendimento para o caldo de sorgo da variedade BRS 506.
Entretanto, como os teores de ART iniciais sdo diferentes, a comparacao é dificultada. Como o
BRS 506 apresentava menor teor de ART no caldo, o maior rendimento pode ser atribuido a
menor inibicdo pelo substrato. Além disso, as variedades ndo foram colhidas em seu estagio ideal
de maturacao, podendo apresentar algum composto inibitério.
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Figura 6 - Consumo de ART e producéo de etanol para as quatro variedades de sorgo, utilizando
a levedura CAT-1.

A comparacgéo das fermentacdes dos caldos avaliados com dados apresentados na literatura
dificultada pela heterogeneidade na composicdo das variedades. Trupia et al. (2013) obtiveram
rendimento de aproximadamente 89%, empregando um caldo de sorgo com 13,7% de acUcare:
redutores. Yuvraj et al. (2013), empregando caldo de sorgo sacarino suplementado com peptona
extrato de levedura e Mg3Oobteve, em 24 horas, rendimento de 79% em fermentacdo em
erlenmeyer e de 82% em biorreator, com produtividade maxima deq@dlLdn. Estudos que
também empregam alta concentracdo celular no inéculo obtiveram consumo completo dos agucare:
fermentesciveis entre 4 e 14 h. O tempo de completo consumo do ART nas fermentacdes se mostro
extremamente varidvel para os caldos avaliados (Whitfield et al., 2012; Mei et al., 2009). Assim
como o presente trabalho, Laopaiboon et al. (2007), constataram a inexisténcia de uma fase de
laténcia no crescimento de leveduras em sorgo sacarino, demonstrando ndo existirem composto
inibitérios no caldo estudado.

4. CONCLUSAO

As trés linhagens industriais de leveduras avaliadas se mostraram aptas para a producao o
etanol a partir do sorgo sacarino, apresentando rendimentos semelhantes as fermentacées com cal
de cana-de-acucar nas mesmas condi¢des. As quatro variedades de sorgo sacarino avaliadas, apesa
ndo estarem em seu indice de maturacgao ideal, também néo ofereceram resisténcia ao crescimento
levedura e producdo de etanol. Pode-se concluir, portanto, que, do ponto de vista da fermentacéo,

sorgo sacarino apresenta elevado potencial para complementacdo a cana-de-agucar na producao
etanol.
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