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RESUMO

O etanol pode ser obtido pela conversdo de aclcares como a glicose e a Xxilose por
diferentes micro-organismos. Empregar dois ou mais micro-organismos que assimilem
estes acucares e utilizar o método de imobilizacao celular em um determinado suporte tem
se mostrado eficaz na producdo de etanol comparado com a monocultura com células
livres. Diante disto, o objetivo do presente trabalho foi comparar a producdo de etanol
entre células livres e imobilizadas em casca de soja em diferentes condi¢des da levedura
Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602, da bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494 e da
levedura Pachysolen tannophilus CCT 1891 e verificar a cofermentacdo destes trés micro-
organismos em meio de cultura contendo diferentes concentracdes de glicose e xilose
como simulacdo da producdo de etanol de segunda geracdo. Para isto foram realizadas
fermentagdes com o0s trés micro-organismos, em monocultura, em meios de cultivo
contendo glicose para a levedura S. cerevisiae e a bactéria Z. mobilis e em meios contendo
xilose para a levedura P. tannophilus utilizando células livres e imobilizadas por ligagdo a
superficie em casca de soja. Variou-se condi¢des de cultivo como pH, temperatura,
velocidade de agitacdo e concentragdo inicial de agUcar. Todas as fermentac6es ocorreram
em 15 horas e foram realizadas analise para verificar crescimento celular, consumo de
aclcar, producdo de etanol e coeficiente de rendimento. AplOs estes experimentos,
selecionaram-se as condi¢cdes que proporcionaram maior coeficiente de rendimento para
cada micro-organismo e foi realizado cultivo com cada micro-organismo retirando-se
aliquotas a cada hora de fermentacdo para verificar o melhor tempo. A partir destas
informacdes foram realizados dois tipos de cofermentacGes em diferentes meios de cultivo,
para os quais foram variadas as concentraces de glicose e xilose. Realizou-se o reciclo
celular da monocultura e da cofermentagcdo. Para o0s trés micro-organismos em
monocultura o maior rendimento foi obtido utilizando o método de imobilizacdo celular.
Com a levedura S. cerevisiae o maior rendimento foi de 0,44 g.g™* nas condicdes de 35 °C,
estatico, concentracdo inicial de aclcar de 60 g.L™ e pH 5,5. No reciclo desta levedura
obteve-se maior rendimento (0,37 g.g™%) no ciclo 11. Utilizando a bactéria Z. mobilis foi
alcancado um rendimento de 0,39 g.g™ nas condicdes de 30 °C, estatico, concentracéo
inicial de actcar de 90 g.L™ e pH 5,5. O reciclo promoveu uma aumento do rendimento

para 0,49 g.g™* no ciclo 5. Com a levedura P. tannophilus o maior rendimento obtido foi de



0,44 g.g™* nas condicdes de 35 °C, velocidade de agitacdo de 100 rpm, concentracdo inicial
de acucar de 60 g.L™ e pH 4,5. No reciclo o maior rendimento foi de 0,38 g.g™* no ciclo 5.
Na cofermentacdo, o qual inoculou-se a levedura S. cerevisiae, seguida da bactéria Z.
mobilis e da levedura P. tannophilus no meio de cultura com 40% de xilose e 60% de
glicose, foi obtido o maior rendimento (0,19 g.g™%) e no reciclo da cofermentacéo ocorreu
um maior rendimento de 0,31 g.g” no ciclo 3. A imobilizacdo celular proporcionou um
aumento do rendimento da producdo de etanol para a levedura S. cerevisiae e para a
bactéria Z. mobilis a partir da glicose e, esta foi necessaria para obtencdo de etanol com a
levedura P. tannophilus. O reciclo da cofermentagdo forneceu aumento no coeficiente de

rendimento no terceiro ciclo.

Palavras-chave: Imobilizacdo celular. Casca de soja. Cofermentacdo. Fermentacao

alcodlica.



ABSTRACT

Ethanol can be obtained by the conversion of sugars such as glucose and xylose by
different microorganisms. Employing two or more microorganisms that assimilate these
sugars and use the cellular immobilization method in a given support has been shown to be
effective in the production of ethanol compared to free-cell monoculture. The objective of
the present work was to compare the ethanol production between free and immobilized
cells in soybean hull under different conditions of the yeast Saccharomyces cerevisiae
ATCC 26602, bacterium Zymomonas mobilis CCT 4494 and the yeast Pachysolen
tannophilus CCT 1891 and verify the co-fermentation of these three microorganisms in
culture medium containing different concentrations of glucose and xylose as simulation of
the production of second generation ethanol. Fermentations have been carried out with the
three microorganisms, in monoculture, in culture media containing glucose for the yeast S.
cerevisiae and the bacteria Z. mobilis and in media containing xylose for the yeast P.
tannophilus using free cells and immobilized by surface connection in soybean hull. The
experimental conditions pH, temperature, stirring speed and initial sugar concentration
have been varied. All fermentations occurred in 15 hours and analyzes were performed to
verify cell growth, sugar consumption, ethanol production and vyield. After these
experiments, the conditions that provided the highest yield for each microorganism were
selected and experiments have been carried out using each microorganism, removing
aliquots at each hour to verify the best time. Thus, two types of co-fermentations have been
carried out in different culture media, whose concentrations of glucose and xilose have
been varied. Cellular recycling of monoculture and co- fermentation has been carried out.
For the three monoculture cultivation the highest yield has been obtained using the cellular
immobilization method. For S. cerevisiae, the highest yield was 0.44 g.g™ under the
conditions of 35 °C, static, initial sugar concentration of 60 g.L™ and pH 5.5. In the
recycling of this yeast the higher yield (0.37 g.g™%) has been obtained in cycle 11. Using the
Z. mobilis a yield of 0.39 g.g™ has been achieved under conditions of 30 °C, static, initial
sugar concentration of 90 g.L™* and pH 5.5. The recycle promoted an increase in yield to
0.49 g.g" in cycle 5. For P. tannophilus the highest yield was 0.44 g.g under the
conditions of 35 °C, stirring speed of 100 rpm, initial sugar concentration of 60 g L™ and

pH 4.5. In the recycle the highest yield was 0.38 g.g™* in cycle 5. In the co-fermentation, S.



cerevisiae has been inoculated, followed by Z. mobilis and P. tannophilus in the culture
medium combining 40% of xylose and 60% of glucose, the highest yield obtained was
0.19 g.g™* and in the recycle of the co-fermentation the higher yield was 0.31 g.g™ in cycle
3. The cellular immobilization provided an increase in ethanol production yield for S.
cerevisiae and Z. mobilis from glucose and the cellular immobilization was necessary to
obtain ethanol using P. tannophilus from xylose. The recycling of co-fermentation

provided an increase in the coefficient of yield in the third cycle.

Keywords: Cell immobilization. Soybean Hulls. Alcoholic Fermentation. Co-fermentation.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Para a producdo do etanol de segunda geracdo € necessario quebrar os residuos
lignoceluldsicos e liberar os aglcares presentes utilizando métodos fisicos, quimicos ou
bioldgicos. Esta quebra libera acucares de cinco e seis carbonos. A levedura
Saccharomyces cerevisiae e a bactéria Zymomonas mobilis, micro-organismos muito
empregados e estudados para producao de etanol, ndo sdo capazes de assimilar os agucares
de cinco carbonos quando ndo modificadas geneticamente. Para isto, o estudo de micro-
organismos que utilizem pentoses para producédo de etanol é de suma importancia.

A cofermentacdo, cocultura ou consorcio sdo nomes dados ao método de utilizar
diferentes micro-organismos em um anico cultivo. Neste processo podem-se utilizar dois
OuU mais micro-organismos, 0s quais podem ser inoculados juntos ou em sequéncia.
Empregar a cofermentacdo em sequéncia traz as vantagens de se poder aplicar as melhores
condicdes de temperatura, velocidade de agitacdo, pH, entre outras condi¢bes para cada
micro-organismos. Contudo € necessario que O micro-organismo em sequéncia seja
resistente aos produtos produzidos pelo micro-organismo anterior.

A glicose é o agucar universal consumido por quase 100% das células vivas. A
levedura Pachysolen tannophilus tem destaque pelo fato de ter sido a primeira levedura a
ser descoberta capaz de converter xilose a etanol naturalmente. Por isso utilizar esta
levedura juntamente com outros micro-organismos pode possibilitar 0 aumento no
rendimento de etanol.

A imobilizacdo celular € outro método que pode ser utilizado para melhorar e
aumentar a producdo de etanol. Este método baseia-se em reter células de micro-
organismos em diferentes suportes, assim como é empregado para imobilizacdo de
enzimas. Existem diversos suportes que podem ser aplicados na imobilizacéo celular e um
desses suportes é o préprio material lignoceluldsico, que se empregado como suporte, a
producdo de etanol de segunda geracdo se torna uma alternativa para reduzir a quantidade
de residuos descartados incorretamente. Pode-se utilizar varios residuos como o bagaco de
cana-de-agucar, casca de soja, casca de arroz, bucha vegetal, entre outros, desde que estes
residuos sejam porosos para reter maiores quantidades de células, ja que, nestes casos, a
imobilizacdo ocorre por adsorcdo na superficie do suporte.
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Este método além de melhorar a producéo de etanol e simplificar o processo por
promover facil separacdo da célula com o meio reativo sem precisar, em alguns casos, de
centrifugacdo, permite reutilizar as células imobilizadas em fermenta¢cfes consecutivas, nas
quais as células no suporte sdo recolhidas e transferidas para um novo meio de cultivo.
Também conhecido como reciclo, este procedimento permite utilizar as mesmas células, o
qual reduz o tempo de reativacdo celular e diminui a possibilidade de possiveis
contaminag@es por micro-organismos indesejaveis e consequente reducdo na aplicacao de
antibidticos no meio de processo.

Com isto, o estudo de diferentes micro-organismos, bem como a aplicacdo de
cofermentacgdo e imobilizagdo celular é necessario para melhorar a producéo de etanol de
segunda geracdo pela utilizacdo dos diferentes tipos de acUcares e promover um maior
rendimento de etanol. Portanto, este estudo teve por objetivo Comparar a producdo de
etanol entre células livres e imobilizadas em casca de soja em diferentes condicdes da
levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602, da bactéria Zymomonas mobilis CCT
4494 e da levedura Pachysolen tannophilus CCT 1891 e verificar a cofermentacédo destes
trés micro-organismos em meio de cultura contendo diferentes concentracGes de glicose e

xilose como simulacdo da producéo de etanol de segunda geracao.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho apresentou resultados promissores para producdo de etanol de
segunda geracdo utilizando células imobilizadas em casca de soja e o reciclo da
cofermentacdo com os trés micro-organismos imobilizados em casca de soja.

A maior producdo e o maior coeficiente de rendimento dos trés micro-organismos
utilizados em monocultura com tempo fixo de 15 horas ocorreram utilizando células
imobilizadas. Para a levedura S. cerevisiae e a bactéria Z. mobilis a imobilizacdo celular
forneceu um aumentou tanto na producdo quanto no coeficiente de rendimento de etanol, e
para a levedura P. tannophilus a imobilizacdo celular foi necessaria para obtencdo de uma
maior producao de etanol a partir de xilose em comparagdo com o0s experimentos com células
livres.

O reciclo realizado com a bactéria Z. mobilis proporcionou um aumento no
rendimento em comparacdo com o maior rendimento obtido no experimento com tempo fixo
de 15 horas e o obtido no experimento da determinacdo do tempo de fermentacdo. Para a
levedura P. tannophilus com o reciclo celular foi possivel aumentar o coeficiente de
rendimento quando comparado com o experimento da determinacéo do tempo.

Com as micrografias tiradas na analise de Microscopia Eletronica de Alta Resolugédo
(MEV-FEG) foi observada a afinidade da levedura S. cerevisiae e da bactéria Z. mobilis com
a casca de soja, suporte utilizado para imobilizacéo celular. Para a levedura P. tannophilus a
afinidade foi menor que os outros dois micro-organismos utilizados no trabalho.

Foram obtidos coeficientes de rendimento proximos para as duas cofermentagdes e
nos trés meios de fermentacdo com diferentes concentracfes de glicose e xilose utilizadas,
portanto a alteracdo da ordem de inoculagdo da S. cerevisiae e da Z. mobilis ndo influenciaram
na producdo de etanol pela cofermentacdo. A utilizacdo do reciclo para a cofermentacéo

promoveu aumento no rendimento de etanol no terceiro ciclo.
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