A
AvAvAv  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

VA
u nes " 490LIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Sao Joseé do Rio Preto

Natalia Righetti Rocha Trinca

Conversao de glicose e xilose em etanol por Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602, Zymomonas mobilis CCT 4494 e Pachysolen tannophilus CCT 1891.

Sao José do Rio Preto
2018



Natalia Righetti Rocha Trinca

Converséo de glicose e xilose em etanol por Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602, Zymomonas mobilis CCT 4494 e Pachysolen tannophilus CCT 1891.

Tese apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em Engenharia e
Ciéncia de Alimentos, area de Concentracdo —
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, junto ao
programa de Pds-Graduagdo em Engenharia e
Ciéncia de Alimentos, do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Séao Jose do Rio Preto.

Financiadora: CAPES

Orientador: Prof. Dr. Crispin Humberto Garcia
Cruz

Sao José do Rio Preto
2018



Trinca, Natalia Righetti Rocha.

Conversdo de glicose e xilose em etanol por Saccharomyces
cerevisiae ATCC 26602, Zymomonas mobilis CCT 4494 e Pachysolen
tannophilus CCT 1891 / Natalia Righetti Rocha Trinca. -- Sdo José do
Rio Preto. 2018

130 f. : il.. tabs.

Orientador: Crispin Humberto Garcia Cruz
Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho™. Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas

1. Biotecnologia. 2. Etanol. 3. Glicose. 4. Fermentacdo. 5. Levedos.
I. Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho". Instituto de
Biociéncias. Letras e Ciéncias Exatas. IL Titulo.

CDU -661.722

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca do IBILCE
UNESP - Campus de Séo Jos€ do Rio Preto




Natalia Righetti Rocha Trinca

Conversao de glicose e xilose em etanol por Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602, Zymomonas mobilis CCT 4494 e Pachysolen tannophilus CCT 1891.

Tese apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em Engenharia e
Ciéncia de Alimentos, area de Concentragdo —
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, junto ao
programa de Pds-Graduagdo em Engenharia e
Ciéncia de Alimentos, do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Sao José do Rio Preto.

Banca Examinadora

Prof. Dr. Crispin Humberto Garcia Cruz
UNESP - Séo José do Rio Preto/SP

Prof. Dr. Marcos de Lucca Junior
IFSP - Barretos/SP

Profé Dr? Vidiany Aparecida Queiroz Santos
UTFPR — Pato Branco/PR

Prof. Dr. Jodo Claudio Thoméo
UNESP — Sdo José do Rio Preto/SP

Prof? Dr2. Marilia Gongalves Cattelan
UNESP — S&o José do Rio Preto/SP

Sédo José do Rio Preto
23 de fevereiro de 2018



“(...) O mundo precisa saber a verdade, passado nao
volta, futuro ndo temos e o hoje ndo acabou, por isso
ame mais, abrace mais, pois ndo sabemos quanto
tempo temos pra respirar. Fale mais, ouca mais, vale
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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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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Comparar a producéo 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 cofermentagdo destes trés micro-organismos em meio de cultura contendo
diferentes concentracdes de glicose e xilose como simulagdo da producdo de etanol de

segunda geracgéo.

2.2. Especificos
Avaliar a producéo de etanol dos micro-organismos separadamente alterando-se
pH, velocidade de agitacdo, temperatura e concentracao inicial de substrato (glicose para S.

cerevisiae e Z. mobilis; xilose para P. tannophilus) com células livres e tempo fixo.
Avaliar a producéo de etanol dos micro-organismos separadamente alterando-se
pH, velocidade de agitacdo, temperatura e concentracéo inicial de substrato (glicose para S.

cerevisiae e Z. mobilis; xilose para P. tannophilus) com células imobilizadas e tempo fixo.

Determinar o melhor tempo de producdo de etanol para cada micro-organismo

separadamente.

Estabelecer, dentro das condi¢des estudadas, as melhores para producéo de etanol

empregando-se a cofermentacdo em diferentes proporcdes na mistura de glicose e xilose.

Avaliar o emprego do reciclo das células imobilizadas em casca de soja dos micro-

organismos separadamente.

Avaliar o emprego do reciclo das células imobilizadas em casca de soja na

cofermentacéo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Producéo de Etanol

A producéo de etanol no Brasil foi insignificante, até o fim da década de 70, uma
vez que, era produzido apenas como insumo para industria alimenticia e alguns setores da
inddstria quimica. Em 1975 o governo brasileiro criou o Programa Nacional do Alcool
(PROALCOOL), o qual impulsionou a produgéo de etanol no Brasil. Este Programa surgiu
principalmente pelo aumento no preco do petrdleo e pelos dois choques de ofertas
ocorridos: adicdo de etanol & gasolina (1975-1979) e carros exclusivamente movidos a
etanol (1979 a meados de 1980). Ap6s 15 anos de producdo estagnada devido a redugdo no
preco do petrdleo, a producdo de etanol voltou a crescer por dois motivos: primeiro pela
mudanca na legislagdo norte-americana, na qual foi estabelecido que a substancia
adicionada a gasolina, éter metil-terbutilico (MTBE), deveria ser substituida pelo etanol,
uma vez que esta causa problemas ambientais; e segundo pelo surgimento, em 2003, dos
carros com motores flexiveis, chamados de “flex”, os quais utilizam tanto gasolina quanto
etanol como combustivel (ROSA, GARCIA, 2009).

A producdo de etanol no Brasil na safra de 2017/2018 teve uma queda de 2,6% em
relacdo a safra de 2016/2017, com uma producdo de 27,1 bilhdes de litros. A regido
sudeste foi responsavel por 57,1% da producdo total, sendo que S&o Paulo foi o0 estado que
obteve maior producdo (46,6%) seguido por Goias (16,7%). Apesar de a regido sudeste ter
sido responsavel por maior parte da producédo de etanol no Brasil, esta produgéo foi 6,2%
menor que a safra anterior (2016/2017). Uma queda de 8,5% também pode ser observada
na regido sul. Os estados do Acre e Ceara ndo apresentaram producéo de etanol na safra de
2017/2018. A menor producdo de etanol na safra de 2017/2018 foi devida a queda de
5,2% na producdo de etanol hidratado, uma vez que o consumo de gasolina nesta safra
aumentou 4,3% e o consumo de etanol reduziu 10,2% (CONAB, 2017).

O etanol, quando queimado, libera quantidades similares de didéxido de carbono
quando comparado aos combustiveis fosseis. Contudo, por ser de origem vegetal, este
didxido de carbono é captado por sua fonte de origem durante todo seu cultivo e retorna ao
ciclo do carbono. Assim, os combustiveis renovaveis ndo aumentam a quantidade de
dioxido de carbono na atmosfera e ndo acarreta em danos na camada de oz6nio

(BONASSA et al., 2015).
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Este biocombustivel é considerado uma alternativa viavel para substituicdo dos
combustiveis de origem féssil, que possuem fontes finitas, além de ser mais amigavel ao
meio ambiente. O etanol pode ser produzido a partir dos acUcares de reserva energética das
plantas ou a partir de residuos lignocelul6sicos, chamados de etanol de primeira geracédo e
segunda  geracdo, respectivamente (ARIYAJAROENWONG, LAOPAIBOON;
LAOPAIBOON, 2015). Entretanto, para producdo do etanol de primeira geracdo é
necessario uma area de cultivo grande, podendo competir com a plantacdo destinada ao
consumo humano (OFORI-BOATING; LEE, 2014). Por outro lado, no etanol de segunda
geracdo utilizam-se residuos, sejam eles de origem agricola, florestal ou da inddstria
alimenticia, os quais contém acucares que podem ser convertidos a etanol durante o
processo fermentativo (DIAS et al., 2012). Estes residuos sdo formados, principalmente,

por lignina, hemicelulose e celulose ligados entre si por ligagdes covalentes (Figura 1).
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Figura 1: Estrutura geral do residuo lignocelulésico.
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Fonte: Adaptado de Santos et al., 2012

A lignina (Figura 2) é um polimero aromatico heterogénio com regides amorfas que
fornece protecdo uma protecdo fisica contra ataque de enzimas e micro-organismos para as
plantas (CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010). As unidades aromaticas sio ligadas entre si
por ligacOes covalentes de éter e éster de benzilo e ligacBes fenil-glicosideo. Quando

rompida a lignina libera compostos fenolicos, os quais podem ser toxicos aos micro-
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organismos durante processos fermentativos, sendo as bactérias as mais sensiveis a estes
compostos (RABELO, 2007; ZIKELI et al., 2016).

Figura 2: Estrutura da fracao de lignina.

Adaptado de Souto; Calado; Pereira Junior (2015).

A hemicelulose (Figura 3), fracdo que liga quimicamente a celulose e a lignina, é
composta, entre outras substancias, por hexoses e pentoses. As hexoses presentes podem
ser glicose, galactose e manose e as pentoses sdo xilose, ramnose e arabinose (CASTRO;
PEREIRA JUNIOR, 2010). Esta fragdo €é responsavel por parte dos agclcares
fermentesciveis liberados durante processos que rompem as ligagbes internas. A
hemicelulose pode se classificada como um homopolimero, quando é formado apenas por
um componente, como é o caso da xilana que & composta apenas por xilose, ou
heteropolimero, o qual possui deferentes tipos de acUcares e outras substancias. A
variedade e quantidade destes componentes variam de acordo com o residuo
lignocelulosico (RABELO, 2007; ALBANO, 2012).
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Figura 3: Componentes presentes na fragdo de hemicelulose.
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A fracdo central da estrutura lignocelulésica € a celulose (Figura 4), um

polissacarideo composto apenas por glicose. Esta fracdo juntamente com a hemicelulose

sdo as de maior interesse para a producdo de etanol de segunda geracdo (CASTRO;
PEREIRA JUNIOR, 2010). A celulose é o polimero mais abundante na Terra, seguida da

lignina. Este polimero é formado por cadeias longas de glicose e paralelas formando uma

estrutura cristalina, contudo ha uma regido amorfa que apesar de estar em menor

guantidade pode dificultar o rompimento desta estrutura. Na quebra da celulose ocorre a

liberacdo de celobiose, que é composta por duas unidades de glicose, e glicose

(FERREIRA; ROCHA,; SILVA, 2009)

Figura 4: Estrutura linear da fragéo de celulose.

Fonte: Adaptado de Ferreira; Rocha; Silva, 2009.
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A quantidade de hemicelulose e celulose pode variar de acordo com o residuo
(CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010). A Tabela 1 mostra as quantidades de celulose e
hemicelulose presentes em diferentes residuos que podem ser utilizados para producao de
etanol de segunda geracdo a partir da quebra e consequente liberacdo de acuUcares

fermentesciveis presentes nos mMesmos.

Tabela 1: Quantidade das fracdes de celulose e hemicelulose em diferentes residuos.

Residuo Celulose (%) Hemicelulose (%) Referéncia
Algodao 62,2 15,6 Moreira (2013)
Arundo (cana do reino) 32,3 41,5 Azevedo (2015)
Aveia Preta 34,5 26,8 Aita e Giacomini (2003)
Bagaco de Cana 42,8 25,8 Sarrouh (2009)
Bagaco de Malte 38,9 26,2 Mussatto e Roberto (2006)
Bagaco de Sorgo 36,6 28,9 Marx et al. (2014)
Casca de Arroz 30,3 31,1 Azevedo (2015)
Casca de Soja 39,7 25,5 Cassales et al. (2011)
Ervilhaca Comum 25,7 11,5 Aita e Giacomini (2003)
Farelo de Cevada 23,0 32,7 Cruz et al. (2000)
Fibra de Coco 52,8 10,6 Benini (2011)
Folhas de Milho 37,6 34,5 Cruz et al. (2000)
Lama de Papel 33,4 14,2 Yamashita et al. (2008)
Miscanthus 30,5 29,9 Jung; Kim; Chung (2015)
Nabo forrageiro 33,2 94 Aita e Giacomini (2003)
Palha de Arroz 43,5 22,0 Mussatto e Roberto (2002)
Palha de Milho 38,7 21,7 Chen; Zhao; Xia (2009)
Palha de Sorgo 42,0 24,5 Sathesh-Prabu, Murugesan (2011)
Palha de Trigo 37,8 28,2 Coimbra et al. (2016)
Palha de Trigo Tratada )
(Extrusio Alcaling) 46,9 28,7 Coimbra et al. (2016)
Pedunculo de Banana 33,2 8,4 Veélez (2015)
Sabugo de Milho 31,7 34,7 Cruz et al. (2000)

Fonte: Autoria propria
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Pela composicédo das fracdes de celulose e hemicelulose variarem de acordo com o
residuo, consequentemente a quantidade de glicose e xilose também podem variar
(CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010). Os actcares glicose e xilose possuem destaque em
se tratando de residuos lignocelulésicos, uma vez que a glicose e a xilose estdo presentes
em maiores quantidades nestes materiais, principalmente na celulose e hemicelulose,
respectivamente (FU et al., 2009). Na Tabela 2 podem-se observar as diferentes

quantidades de glicose e xilose em diversos residuos lignoceluldsicos.

Tabela 2: Quantidade de glicose e xilose em diferentes residuos lignoceluldsicos.

Residuo Glicose (%) Xilose (%) Referéncia
Bagaco de Cana 43,3 22,4 Girisuta et al. (2013)
Bagaco de Cana o

Branqueado 61,6 17,1 Benini (2011)
Bambu 44,6 1477 Rambo (2013)
Capim 27,5 16,2 Rambo (2013)

Caroco de Acai 8,6 3,1 Rambo (2013)
Casca de Arroz 34,1 13,1 Dagnino et al. (2013)
Casca de Soja 39,7 19,6 Cassales et al. (2011)
Cascas de Cafe 35,3 22,8 Rambo (2013)
Caule de Banana 36,3 53 Rambo (2013)
Coco 32,4 14,3 Rambo (2013)
Coco Branqueado 57,1 9,0 Benini (2011)
Engaco de Banana 28,8 6,9 Rambo (2013)
Jornal 30,4 - Zimbardi (2014)
Miscanthus 40,3 19,4 Haverty et al. (2012)
Palha de Cana 30,1 12,7 Georges (2011)
Papelédo 41,8 - Zimbardi (2014)
Serragem 38,8 9,7 Rambo (2013)

Fonte: Autoria propria

A glicose é a fonte de carbono mais utilizada pelos micro-organismos para

obtencdo da energia necessaria para manutencdo celular e também conversdo deste
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carboidrato para um determinado produto (ARAUJO et al., 1994). Na Figura 5 pode-se
observar a absorcdo de glicose pela membrana plasmatica e como ocorre a conversao de
glicose a etanol. Apos a glicose entrar na célula do micro-organismo passa de D-glicose
6P para D-frutose 6P com consumo de energia (ATP para ADP) e posteriormente a
D-frutose 6P passa para frutose 1,6 diP. A partir disto, com a atuagdo da enzima aldolase,
forma-se gliceraldeido 3P seguido de piruvato e acetaldeido. No acetaldeido ocorre

oxidacio de NAD" e assim a formagc&o do etanol.

Figura 5: Via metabdlica para obtencao de etanol a partir de glicose.
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Fonte: Adaptado de Hahn-Hagerdal et al., 1994.

As leveduras tradicionalmente utilizadas na fermentacdo para producao de etanol
geralmente ndo sdo capazes de assimilar outros aclicares como a xilose que esta presente
em hidrolisados lignoceluldsicos. A busca por micro-organismos capazes de produzir
etanol a partir de xilose vem ocorrendo durante anos (SPENCER-MARTINS, 1994). Esta

conversao ocorre aerobicamente (Figura 6). Primeiramente a Xilose é reduzida a xilitol e
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em seguida o xilitol é convertido em xilulose. A xilulose é fosforilada e em seguida
metabolizada pela via fosfopentose (SMILEY; BOLEN, 1982) formando gliceraldeido.
Posteriormente, bem como na producdo de etanol a partir de glicose, o gliceraldeido 3P
transforma-se em piruvato e acetaldeido. No acetaldeido ocorre oxidacdo do NAD™ e assim
a formacéo do etanol.

Figura 6: Via metabdlica para obtencdo de etanol a partir de xilose.
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3.2. Micro-organismos Produtores de Etanol
3.2.1. Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae é 0 micro-organismo tradicional utilizado no
mundo todo para producdo de etanol (BEHERA; MOHANTY; RAY, 2010). Esta levedura

é utilizada nas industrias em larga escala por ter alta producdo; resisténcia ao etanol, que
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mantém baixo custo de destilagdo nas usinas; e consumir diferentes aglcares como a
sacarose, glicose e frutose (GOMES et al., 2012, KASAVI et al., 2012). Entretanto, em
sua forma natural, esta levedura é incapaz de assimilar xilose para formacéo de biomassa e
producdo de etanol, uma vez que ndo possui as enzimas necessarias para essa Conversao.
Apenas as cepas geneticamente modificadas conseguem produzir etanol a partir de xilose
(ZHANG et al., 2016).

Apesar de ndo converter xilose a etanol, a levedura S. cerevisiae € considerada um
micro-organismo com vantagens para producdo de etanol a partir de hidrolisados
lignoceluldsicos. Destacam-se entre essas vantagens a ndo exigéncia de oxigenacdo no
meio e a tolerancia aos compostos formados durante o processo utilizado para a liberagéo
dos acucares dos residuos lignocelul6sicos que podem causar inibicdo de alguns micro-
organismos (SANTOS; GUSMAOQ; GOUVEIA, 2010).

Ariyajaroenwong, Laopaiboon e Laopaiboon (2015), utilizaram talos de sorgo nédo
descascados para imobilizar células de S. cerevisiae para producgdo de etanol. O meio de
cultivo foi composto apenas por caldo de sorgo, o qual foi constituido em maior
quantidade por glicose e sacarose, na concentracdo de 240 g.L™ a 30 °C. O tempo de
fermentacdo foi de 24 horas e neste tempo a producgédo de etanol foi de aproximadamente
93 g.L-!, esta producéo se repetiu nos quatro reciclos. Esta producio foi aumentada para
105 g.L-' quando o caldo utilizado na fermentacdo foi suplementado com extrato de
levedura. Os autores concluiram que o suporte empregado foi utilizado com sucesso e
baixo custo para producdo de etanol (ARIYAJAROENWONG; LAOPAIBOON;
LAOPAIBOON, 2015).

No trabalho de Bonassa et al. (2015) variaram as condic¢Oes de temperatura, pH e
concentracdo de acucares (°Brix) no meio fermentativo com caldo de cana-de-agucar para
maximizar a producdo de etanol com ceélulas livres da levedura S. cerevisiae. A maior
producdo de etanol neste trabalho foi de 45,9 g.L™ em pH 5, temperatura de 32 °C e
concentracdo de agucares de 16 °Brix. Esta producédo foi atingida com tempo final de 51
horas, entretanto os autores observaram que em um menor tempo de fermentacdo (30
horas) a producéo de etanol foi de 36,2 g.L™, uma reducdo de 9,7 g.L™* de etanol, contudo
esta reducdo de tempo foi aproximadamente 48%, o qual pode reduzir custos de producéo
(BONASSA et al. 2015).
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3.2.2. Zymomonas mobilis

A Zymomonas mobilis € uma bactéria Gram negativa, anaerdbica facultativa e foi
isolada pela primeira vez em bebidas de alguns paises tropicais como Africa e México e
como contaminante em bebidas de paises europeus. Esta bactéria utiliza a via Entner-
Doudoroff para degradacao da glicose. No final da década de 70 o grupo Australiano P. L.
Rogers reportaram a potencialidade da Z. mobilis para produzir etanol. Com a crise no
preco do petréleo, muitos paises buscaram alternativas para produzir combustivel de fontes
renovaveis. Este mesmo grupo Australiano demonstrou as vantagens da Z. mobilis em
comparagdo com as leveduras tradicionalmente utilizadas para producdo de etanol, isto fez
com que ocorresse uma “explosdo” de pesquisas e publicagdes para esta bactéria no inicio
da década de 80 (BARATTI; BU’LOCK, 1986).

Quando a unica fonte de carbono é a glicose a producéo de etanol por Z. mobilis
chega ao valor tedrico de producdo, porém quando a Unica fonte de carbono disponivel é a
sacarose a producdo diminui e chega a 70% do valor tedrico devido a formacdo de outros
produtos como a levana e o sorbitol (ZHANG et al., 2008).

A bactéria Z. mobilis pode crescer em anaerobiose e apresente elevada tolerancia ao
etanol e aos acucares presentes no meio fermentativo. Por esta bactéria utilizar a via
Entner-Doudoroff ocorre menor formacdo de ATP e biomassa e consequentemente maior
rendimento de etanol. Esse fluxo metabdlico da glicose para conversdo a etanol é
considerado de trés a cinco vezes maior que o da S. cerevisiae (MA et al., 2016,
MAJIDAN et al., 2018). Por ter alta capacidade de producdo de etanol, esta bactéria pode
ser utilizada para melhoramento genético de outros micro-organismos, fornecendo a estes
0s genes responsaveis pela producdo de enzimas que convertem o acgucar a etanol
(BALAGURUNATHAN; TAN; ZHAO, 2018).

No trabalho de Davis et al. (2006) compararam a producdo de etanol pela bactéria
Z. mobilis e a levedura S. cerevisiae em hidrolisado enzimatico de residuos de amido de
milho nas condi¢des de 30 °C, pH 5 e velocidade de agitagdo de 200 rpm. Os autores
realizaram trés experimentos: no primeiro utilizaram concentracdo inicial de glicose de
80 g.L%, no segundo 100 g.L™ de glicose e no tltimo experimento aplicaram o hidrolisado
de residuos de amido de milho na concentracdo de 98 g.L™ de substrato. Os autores
observaram que nos trés experimentos os rendimentos de produgdo de etanol foram

semelhantes, contudo estes rendimentos foram maiores nos experimentos empregando a
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bactéria Z. mobilis, rendimentos estes proximos ao rendimento tedrico (DAVIS et al.
2006).

No estudo de Cazetta et al. (2007) aplicaram células livres da bactéria Z. mobilis
para producdo de etanol a partir do melaco de cana-de-acUcar . Os autores variaram
condigOes de temperatura, concentracdo inicial de substrato, velocidade de agitacdo e
tempo de fermentacdo visando a otimizagao na producéo de etanol. A produgdo méxima de
etanol foi de 55,8 g.L ™" utilizando 200 g.L™" de concentracdo inicial de substrato e
temperatura de 30 °C. A velocidade de agitacdo aplicada ndo influenciou na producdo de
etanol. O melhor tempo para producdo de etanol neste estudo foi de 48 horas de
fermentacdo (CAZETTA et al. 2007).

3.2.3. Pachysolen tannophilus

As leveduras que sdo consideradas tradicionais na produgdo de etanol sdo dos
géneros Saccharomyces e Schizosaccharomyces, contudo, essas leveduras ndo sao capazes
de converter xilose a etanol (BRAVO et al., 1995). A levedura Pachysolen tannophilus foi
a primeira levedura identificada com capacidade natural de conversdo da xilose a etanol.
Além da xilose, a levedura P. tannophilus é capaz de crescer e fermentar meios contendo
outros substratos como a glicose, arabinose, manose e galactose (SLININGER; BOLEN;
KURTZMAN, 1987). Esta levedura tem a vantagem de converter o substrato a etanol em
condicdo aerdbica e é termorresistente, possibilitando trabalhar com temperaturas até 37 °C
(BRAVO et al., 1990).

Além dos acgucares citados, a levedura P. tannophilus é naturalmente capaz de
converter glicerol a etanol. No estudo de Stepanov e Efremenko (2017) imobilizaram
células da levedura P. tannophilus em alcool polivinilico para producao de etanol a partir
de glicerol bruto empregando condi¢cbes aerobicas, com agitacdo de 200 rpm, pH 5,6, a
28 °C por 24 horas. A maior producdo de etanol (8,3 g.L™) foi em concentracdo 25 g.L™
de glicerol. Os autores consideraram que o glicerol pode ser aplicado na producdo de
etanol, juntamente com a levedura P. tannophilus.

O trabalho de Kaur (1989) analisou a producdo de etanol com células livres da
levedura P. tannophilus a partir de diferentes tratamentos em palha de trigo para obtencao
de acUcares. A producdo de etanol foi avaliada em processo de fermentacdo continuo e em
batelada. Ao comparar os dois processos, 0 autor observou que a producdo em processo
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continuo foi melhor que em fermentacdo em batelada com eficiéncia de 63,4 e 58,8%,
respectivamente (KAUR 1989).

No estudo de Zhao, Zhang e Tan (2008) utilizaram glicose e xilose em meio
fermentativo para observar a producdo de etanol por células livres da levedura P.
tannophilus. As concentragdes de cada aglcar foi de 20 g.L ™, a 30 °C e agitacdo de 140
rpm. As fermentacOes tiveram duracdo de 60 horas e primeiramente as fermentacoes
ocorreram com 0s agucares separadamente. Para a glicose a maior producdo de etanol foi
de 6,9 g.L"" em 12 horas e para a xilose foi de 2,7 g.L™* em 48 horas, mostrando que na
presenca de glicose a levedura produziu etanol mais rapidamente e em maior concentracao.
Nos experimentos com a mistura de agUcares foram realizados trés experimentos distintos,
0s quais variaram-se as concentracfes de agucares com 75 e 25%; 50 e 50%; e 25 e 75% de
glicose e xilose, respectivamente. Nos trés experimentos o comportamento da producéo de
etanol foi semelhante; foi observado que a producéo de etanol teve um aumento rapido nas
primeiras horas, com consumo apenas da glicose. A xilose comecou a ser assimilada pela
levedura apds a glicose ser consumida completamente. A producdo de etanol com as
misturas dos acucares foi maior quando a glicose estava presente em maior concentracao.
Apesar da producdo lenta e menor de etanol pela levedura P. tannophilus na presenca de
xilose, a capacidade desta levedura em converter xilose a etanol é promissora para ser
utilizada em fermentacdo com biomassa lignocelulésica hidrolisada (ZHAO; ZHANG,;
TAN, 2008).

3.3. Cofermentacéo

Os hidrolisados utilizados na producéo de etanol de segunda geragdo s&éo compostos
por diferentes agucares (hexoses e pentoses), portanto, para conseguir maior eficiéncia na
producdo de etanol de segunda geracdo é necessario empregar micro-organismos que
consigam assimilar os diversos acUcares presentes. Ainda é limitada a conversdo dos
acucares a etanol utilizando-se micro-organismos geneticamente modificados (KO et al.,
2016). Assim, utilizar diferentes micro-organismos em conjunto que assimilam diferentes
acucares pode tornar a producao de etanol mais eficaz.

Este conjunto de micro-organismos empregados para fermentacdo é conhecido por
cofermentacdo, cocultura ou consorcio de micro-organismos. Tem como principal objetivo
aumentar a producdo do produto desejado e diminuir a quantidade de acUcar residual ao

final do processo fermentativo (CASSALES, 2010). Entretanto, a producdo de etanol em
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meios de cultura contendo mistura de glicose e xilose é dificultada pela necessidade de
proporcionar condi¢des para que todos 0s micro-organismos aplicados possam consumir 0s
acucares e converte-los a etanol. A conversao de glicose a etanol ocorre de forma eficaz, ja
a conversdo da xilose é lenta e de baixa eficacia, isto pode ser devido a quantidade de
oxigénio no meio ser conflitante entre os micro-organismos utilizados (FU et al., 2009).
Uma solucédo para este tipo de fermentagdo é empregar um micro-organismo de cada vez,
podendo assim fornecer as devidas condi¢Ges para cada micro-organismo durante a
fermentacdo, além da imobilizacdo celular, ja que a imobilizacdo celular permite o micro-
organismo de fermentar em condigdes ndo usuais.

Utilizando uma mistura de glicose e xilose para simular o hidrolisado de bagaco de
cana, Fu e Peiris (2008) aplicaram cofermentacdo com células livres da bactéria Z. mobilis
e a levedura P. tannophilus para producdo de etanol. A bactéria foi inoculada
primeiramente e a levedura foi inoculada posterior conversdo total da glicose em etanol.
Na cofermentacdo os autores empregaram dois tipos de aeracdo, os quais foram chamados
de aeracdo e micro-aeracdo. A producéo de etanol por cofermentacdo foi comparada com o
etanol produzido nas mesmas condi¢cdes com 0s micro-organismos separadamente. Para a
bactéria Z. mobilis o rendimento de etanol foi semelhante tanto na fermentacao
separadamente quanto na fermentagdo com a levedura nas duas condigdes de aeracdo. Ja
para a levedura P. tannophilus a produgdo com micro-aeragédo foi o experimento que
obteve maior rendimento de etanol. Os autores concluiram que pode-se melhorar as
condi¢des para aumentar o rendimento do etanol, contudo a aplicacdo da cofermentacéo
utilizada no trabalho mostra potencial para conversao dos acucares em etanol (FU; PEIRIS,
2008).

No estudo de Fu et al. (2009) aplicaram a bactéria Z. mobilis e a levedura Pichia
stipitis em duas condicOes de cofermentacdo. O processo foi chamado de cocultura para o0s
experimentos com os dois micro-organismos inoculados de forma simultanea e em cultura
sequencial, o qual foi inoculado primeiramente células livres da bactéria Z. mobilis e,
posterior inativacdo das células em autoclave, foi inoculado células livres da levedura P.
stipitis. Os autores utilizaram hidrolisado enzimatico de bagaco de cana-de-agicar no meio
de cultura como fonte de carbono. Na cocultura também foram realizados dois
experimentos distintos, um com células livres da bactéria e da levedura e outro com células
imobilizadas em alginato de calcio da Z. mobilis e células livres da P. stipitis. Neste ultimo

experimento as células imobilizadas da bactéria foram removidas apds cessar a
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fermentacdo a partir da glicose. Nas fermentagfes, os autores aplicaram 30 °C e agitacédo
de 150 rpm. Dentre estas trés condi¢des citadas, a fermentacdo com melhor rendimento de
etanol foi com células de Z. mobilis imobilizadas inoculada juntamente com células livres
de P. stipitis. Neste experimento o rendimento foi de 0,50 g.g™*, quase o valor teérico total,
em 22 horas de fermentacdo com consumo dos actcares em 100% (FU et al., 2009).

3.4. Imobilizacao Celular

A imobilizacdo celular originou-se na década de 70, na qual se pensava que
imobilizar células, assim como se imobilizavam enzimas, iria revolucionar a fermentacao a
nivel industrial com produtividade continua e fermentacbes viaveis. As primeiras
aplicacdes de imobilizacdo celular foi na producdo de vinagre, &cidos organicos,
aminoacidos, tratamento de aguas residuais e um pouco depois na producdo de cerveja em
escala laboratorial e em planta piloto (NORTON, D’AMORE, 1994).

A imobilizacdo pode ser definida como o confinamento fisico de células ou
enzimas em uma regido definida de espaco sem que haja perdas da atividade desejada
(WILLAERT, 2007). Destacam-se como vantagens da imobilizacdo celular: facilidade na
separacdo do produto/célula; concentragcdo celular elevada; aumento da produtividade;
reutilizacdo das células (FREEMAN; LILLY, 1998; YU; ZHANG; TAN, 2007; TESFAW;
ASSEFA, 2014). Além disso, a imobilizagdo protege as células dos compostos toxicos que
podem estar presentes na producdo de etanol de segunda geracdo (KIRDPONPATTARA,
PHISALAPHONG, 2013). Basicamente existem quatro formas de imobilizacdo celular,
descritos na Figura 7.
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Figura 7: Classificagéo do sistema de imobilizag&o celular.

Imobiliza¢do Celular
Auto-agregacio Aprisionamento em Contengdoemuma | Ligagaoa Superficie
Matriz Porosa Barreira
Agregacio Inducio Aprisionamento || Suporte || Aprisionamento || Barreira Adsorgio Inducdo
Natural Artificial em Hidrogel Pré- em fase Pre- Natural Artificial
l l l Formado l Formada J' l
Agentes Modificacdo || Polimero || Polimero || Microencapsulacio || Membrana Suporte Agentes
Ligantes Genética Natural Sintético duas fases Sintética organico ou Ligantes
l inorganico J(
Agentes de FibraPlana Agentes de
Acoplamento Ligacdo
de Covalente
Polietrdlitos Oxidos
Inertes Metalicos

Fonte: Adaptado de Willaert; Banon, 1996.

A imobilizagdo por auto-agregacdo pode ser de forma natural ou com adicdo de
algum agente quimico que auxilia na ligacdo entre as membranas das células. Este método
tem a vantagem de ndo precisar de suporte para imobilizacdo, contudo a agregacao é
sensivel a acdo mecanica. No aprisionamento em matrizes o biocatalisador, seja ela uma
enzima ou célula microbiana, é envolvido em uma matriz porosa, o qual pode ser
empregado em condi¢fes ndo amenas para 0 micro-organismo, contudo, o pequeno volume
de células disponivel para imobilizacdo é destacado como principal desvantagem do
método. A imobilizacdo por contengdo por membranas € utilizada como alternativa para a
imobilizacdo por aprisionamento em matrizes, por possuir maior volume celular
imobilizado. Como desvantagem cita-se a baixa transferéncia de massa. Neste método
emprega-se membrana pré-formada ou formagdo in situ da membrana em torno da célula
(CUNHA et al., 2005).

O método de imobilizacdo por ligacdo a superficie ocorre por adsorcdo fisica que
pode ser forga eletrostatica ou ligacdo covalente. Esta adsor¢do acontece entre a membrana

celular do micro-organismo e o suporte utilizado. Uma das vantagens desta imobilizagao é
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a possibilidade de utilizar residuos celulésicos como suporte, tornando o processo com
custo reduzido. E um método de facil realizacio, contudo o desprendimento celular para o
meio reacional é a principal desvantagem (KOURKOUTAS et al., 2004). Para reduzir esse
desprendimento celular do suporte para o meio fermentativo, pode-se utilizar suportes mais
porosos, para as células serem adsorvidas no interior dos poros (GROBOILLOT et al.,
1994).

Os suportes que podem ser utilizados para imobilizacdo celular ou enzimatica sdo

diversos. A Figura 8 mostra a classificacdo dos suportes.

Figura 8: Classificagdo dos suportes para imobilizacdo enzimatica e celular.

Suportes para imobilizacio de enzimas e células

Orginicos Inorginicos

Naturais Sintéticos Minerais Fabricados
- Celulose - Polietileno - Areia - Vidro e Silica
- Agar - Poliacrilatos - Bentonita de porosidade
- Amido - Polivinilos - Pedra-pome controlada
- Coldgeno - Nvlon - Cerimica
- Albumina - Oxido de Ferro
- Seda

Fonte: Adaptado de Zanin; Moraes, 2004.

Para que se torne viavel o processo de imobilizacdo celular é necessario utilizar
suportes de baixo custo. O emprego de residuos celuldsicos, jA& que possuem custo
reduzido, é reutilizavel e biodegradavel (POCAS et al., 2004) e, juntamente com a
aplicacdo da técnica de imobilizacdo por ligacdo a superficie, torna-se uma alternativa
viavel e de custo reduzido para producéao de etanol.

O reciclo das células imobilizadas € um destaque dentre as vantagens do método de
imobilizacdo, principalmente quando os suportes apresentam resisténcia mecanica e ndo
interagem com 0 processo ao qual a imobilizacdo foi empregada (COVIZZI et al., 2007).

De acordo com Yuvadetkun, Reungsang, Boonmee (2018) o reciclo pode ser aplicado para
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reduzir o tempo de preparo do inéculo, com consequente melhoria da produtividade geral
do etanol e sem comprometer o volume coletado.

O reciclo é a fermentacdo sucessiva e emprega as mesmas condi¢cfes e apds um
determinado tempo as células imobilizadas sdo coletadas de forma estéril e transferidas
para outro frasco ou reator com um novo meio de cultivo.

Com melago de cana nas concentragdes de aclcares de 50, 100 e 150 g.L™, pH 4,5
em temperatura ambiente, Ghorbani et al. (2011), imobilizaram a levedura S. cerevisiae em
uma mistura de sédio-alginato para producgdo de etanol. A producdo maxima de etanol foi
de 19,1 g.L" com 96% de consumo dos aclcares. Os autores concluiram que a
imobilizacdo celular possibilitou 0 aumento da produtividade e o consumo de agucares no
meio fermentativo (GHORBANI et al., 2011).

No estudo de Yamashita et al. (2008), utilizaram lamas residuais da industria de
papel como fonte de carbono para producdo de etanol com a bactéria Z. mobilis, a
producdo de etanol so foi possivel com a imobilizagdo celular em alginato de célcio. Esta
producéo chegou a 18 g.L™ de etanol ap6s 48 horas de fermentacdo (YAMASHITA et al.
2008).

Para reaproveitar residuos de vinificagdo (semente da uva, casca da uva e caules) e
sabugo de milho, Genisheva et al. (2011) aplicaram esses residuos como suportes de
imobilizacdo da levedura S. cerevisiae para producgéo de etanol. No estudo a casca da uva e
a espiga de milho mostraram-se os melhores suportes para imobilizagdo com producéo de
etanol proximos a 55 g.L™, para ambos suportes, e alta concentragdo celular. Os autores
destacaram que a casca de uva é de maior interesse, uma vez que possui custo reduzido e
tem um grau de pureza alimentar aceitavel, o qual pode ser empregado para producdo de
vinho (GENISHEVA et al., 2011).

No trabalho de Unrean e Srienc (2010), utilizaram quatro linhagens da bactéria
Escherichia coli modificadas geneticamente e imobilizadas para produgdo de etanol. No
meio empregado para fermentacdo havia glicose e xilose nas proporcées 20 e 60 g.L™,
respectivamente, e obtiveram 12 ciclos de fermentacdo. Nesses 12 ciclos os autores
reportaram que ndo houve perda de produtividade ou rendimento do etanol e 0 consumo
dos acUcares, bem como a producdo de etanol, foram semelhantes em todos os ciclos e
poderiam ser realizados mais ciclos de fermentagdo (UNREAN; SRIENC, 2010).

No estudo de Santos (2013) foram aplicados quatro tipos de imobilizagdo em

células da bactéria Z. mobilis com os suportes quitosana, alginato, bucha vegetal e bagaco
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de cana. Foram realizados 12 ciclos de fermentacdo para cada suporte com duracdo de 24
horas cada ciclo. Dentre os suportes utilizados o bagaco de cana foi o de maior destaque na
producdo de etanol com producdo maxima de 36,5 g.L™ no nono ciclo. Os suportes de
alginato e bucha vegetal tiveram producGes méximas de etanol semelhantes (18,2 e
19,1 g.L!, respectivamente) e o suporte de quitosana teve producéo de etanol menor que
1 g.L™" e ap6s o segundo ciclo as esferas de quitosana dissolveram-se no meio de cultivo
(SANTOQOS, 2013).

Utilizando uma linhagem de S. cerevisiae geneticamente modificada e imobilizada
em alginato, Zhao e Xia (2010) produziram etanol a partir de hidrolisado &cido de palha de
milho. A maior producéo de etanol foi 31,1 g.L™* com rendimento em relagéo aos acticares
de 0,4 g.g". Neste estudo foram realizados cinco ciclos de fermentacéo e em todos 0s
ciclos a producdo de etanol e o rendimento se mantiveram praticamente constantes. A
producéo de etanol no reciclo foi semelhante a producao sem reciclo (ZHAO; XIA, 2010).

No trabalho de Mishra et al. (2016), realizaram fermentacdo em meio de cultivo
contendo glicose para producéo de etanol com S. cerevisiae imobilizada em alginato de
calcio. Os autores realizaram um experimento com dois tipos de esferas para imobilizacao
que foram chamadas de “esferas normais” e “esferas extra endurecidas” de acordo com o
tempo de residéncia em solucéo de cloreto de célcio por 16 e 120 horas, respectivamente.
Obtiveram producgdes de etanol semelhante para os dois tipos de esfera, contudo com a
“esfera normal” foi possivel realizar 24 reciclos, ja para a “esfera extra endurecida” o
reciclo chegou a 40 ciclos. Para as esferas extra endurecidas, a producdo se manteve
praticamente constante até o 34° ciclo, apos este ciclo a producdo reduziu. Quando os
autores utilizaram hidrolisado enziméatico de palha de arroz sem desintoxicacdo, a
producdo de etanol foi semelhante a apresentada em meio de cultivo contendo glicose
(MISHRA et al., 2016).
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4. MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratério de Biopolimeros do
Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos (DETA), do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE), na Universidade Estadual de “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP da cidade de Sdo José do Rio Preto/SP.

A casca de soja foi fornecida pelo Planeta Soja da Universidade de Marilia
(UNIMAR) da cidade de Marilia/SP.

Foram realizados experimentos com 0s micro-organismos separadamente e
posterior foram realizados experimentos com cofermentacéo.

Em monocultura realizou-se primeiramente o cultivos com cada micro-organismo
com células livres e com células imobilizadas e foram variadas condicbes de pH,
temperatura, velocidade de agitagdo e concentragdo inicial de agucar. Todos estes
experimentos ocorreram em um tempo fixo de 15 horas. Foram selecionadas e fixadas as
condi¢des do experimento que forneceu maior valor de coeficiente de rendimento e ap06s
foi realizado um cultivo para cada micro-organismo para determinacdo do tempo de
fermentacdo. As condi¢cbes de tempo, temperatura, velocidade de agitagdo, pH,
concentracdo inicial de acucar e célula livre ou imobilizada, foram fixadas para cada
micro-organismo e para realizacdo do reciclo celular em monocultura e para as

cofermentacdes.

4.1. Micro-organismos e Meios de Cultivo
4.1.1. Micro-organismos

Neste estudo foram utilizadas duas leveduras e uma bactéria. A levedura S.
cerevisiae ATCC 26602 foi fornecida pelo Prof. Dr. Jorge Rocha do Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra, Portugal e a levedura P. tannophilus
CCT 1891 e a bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494 foram adquiridas da Colecdo de
Culturas Tropical (CCT) da Fundacdo André Tosello - Pesquisa e Tecnologia de

Campinas/SP.
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4.1.1.1. Meios de Armazenamento e Crescimento

Os meios utilizados para armazenamento e crescimento dos micro-organismos
estdo descritos na Tabela 3. As células foram armazenadas a temperatura de refrigeracéo (4
a 8 °C) e repicadas quando necessario. Como agucar, foi utilizada a glicose para a levedura
S. cerevisiae e para a bactéria Z. mobilis e xilose para a levedura P. tannophilus. Os meios
de cultura foram formados de acordo com as instrugdes fornecidas pelo Centro de Culturas

Tropical e pelo Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra.

Tabela 3: Composicdo (g.L™") dos meios de cultura utilizados para armazenamento e

crescimento das leveduras e da bactéria.

Leveduras Bactéria

Armazenamento Crescimento Armazenamento/Crescimento

Extrato de Levedura 3 3 10
Extrato de Malte 3 3 -
Peptona 5 5 10
Acucar 10 10 20

Agar 15 - -

As condicdes para crescimento de cada micro-organismo estdo descritos na Tabela

Tabela 4: Condicbes de crescimento de cada micro-organismo.

Condicdes S. cerevisiae Z. mobilis P. tannophilus
Temperatura (°C) 30 30 28
Velocidade de agitacao (rpm) 100 Estatico 100
Tempo (horas) 24 24 24

4.2. Resisténcia ao Etanol

Foi avaliada a resisténcia ao etanol utilizando diferentes concentracGes que
variaram entre 1 e 10% (v/v) com intervalo de 1% para verificar se 0S micro-organismos
seriam inibidos ou ndo pelo etanol. Para isto utilizou-se 0 método de disco difusdo

proposto por Bauer et al. (1966). O inoculo utilizado foi padronizado com a escala 0,5 de
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Mc Farland para garantir um inéculo de 10 UFC.mL™ e semeado em placas de Petri nos
mesmos meios de cultura para armazenamento (Tabelas 3 e 4). Os discos de papel filtro
com 0,5 cm de didmetro foram embebidos com as diferentes solugdes alcodlicas e foram
alocadas na placa posterior semeadura em superficie. As placas foram incubadas a 30 °C
durante 24 horas para a levedura S. cerevisiae, 28 °C por 24 horas para a levedura P.
tannophilus, e 30 °C por 48 horas para a bactéria Z. mobilis. Apoés, foi determinado o

tamanho do halo de inibicdo, quando presente, com auxilio de um paquimetro.

4.3. Fermentacgao
4.3.1. Meio de Cultura

Para a fermentacéo utilizou-se meio de cultura proposto por Rodriguez e Callieri
(1986), com modificacgdes, o qual continha sais e agtcares como descrito na Tabela 5. Este
meio de cultura foi empregado para os trés micro-organismos, diferindo a fonte de
carbono, sendo glicose para a levedura S. cerevisiae e a bactéria Z. mobilis; e xilose para a

levedura P. tannophilus.

Tabela 5: Composicdo (g.L ") do meio semissintético utilizado para fermentacao.

S. cerevisiae Z. mobilis P. tannophilus
MgSO, 1 1 1
(NH4),SO4 1 1 1
KH,PO, 1 1 1
Extrato de levedura 5 5 5
Glicose 60 e 90 60 e 90 -
Xilose - - 60 e 90

-2 sem adicdo.

4.3.2. Celulas Livres

Para a fermentacdo com ceélulas livres, apds o crescimento de cada micro-
organismo nos meios de cultura citados nas Tabelas 3 e 4, o caldo foi centrifugado em
tubos estéreis a 6000 rpm, 4 °C e 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspendidas em agua destilada esterilizada. O inoculo foi padronizado gotejando-

se a ressuspensdo em 3 mL de &gua destilada contida em cubeta de espectrofotometro até
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obtencdo de 0,600 da absorbancia determinada a 600 nm. Ao atingir a absorbancia
desejada, utilizou-se a regra de trés, descrita a seguir, para semear de acordo com a

quantidade de meio de cultivo (Tabela 5) empregado na fermentacao.

Onde:
x = volume gotejado da suspenséo celular na cubeta (0,600 de absorbancia);
y = volume do meio da fermentacdo a ser utilizado;

z = volume de suspensdo contendo o micro-organismo utilizada para fermentagéo.

4.3.3. Células Imobilizadas

Os micro-organismos foram imobilizados em casca de soja pelo método de
imobilizacdo por ligacdo a superficie e de acordo com o proposto por Santos (2013). A
casca de soja foi lavada e esterilizada. Para imobilizacdo das células primeiramente foi
realizado o crescimento celular e a padronizacdo do inoculo da forma descrita no item
4.3.2. Os micro-organismos foram inoculados em meio de cultura para crescimento
contendo casca de soja na proporc¢do de 6 gramas de casca de soja para 100 mL de meio de
cultura e foram incubados a 30 °C e 150 rpm por 24 horas. Posterior este tempo, com o
auxilio de uma peneira metalica descartou-se o meio de cultura e as células imobilizadas

foram transferidas de forma estéril para o meio de cultura da fermentacéo (Tabela 5).

4.3.4. Condicdes da Fermentacao
4.3.4.1. Fermentacdo Com Tempo Fixo

Primeiramente foram realizadas fermentagcdes com tempo fixo de 15 horas, para
estabelecer as melhores condigdes. As aliquotas coletadas neste periodo foram
armazenadas a temperatura de congelamento (-18 °C). Para todos 0s micro-organismos
foram utilizadas as mesmas condicdes de pH, temperatura, concentracdo inicial de agUcar e
velocidade de agitacdo conforme descrito na Tabela 6 e demonstrado na Figura 9 e foi
determinado o pH final, crescimento celular, consumo de agucar e producdo de etanol.
Ajustou-se os valores de pH dos meios de fermentacdo utilizando &cido cloridrico
2 mol.L™* e/ou hidroxido de sodio 2 mol.L™,
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Tabela 6: Condigdes de fermentacdo durante 15 horas utilizando diferentes parametros.

Fator Condicoes
pH 4,5 55 6,5
Velocidade de agitacao Estatico 100 rpm 150 rpm
Concentracdo inicial de agucar 60g.L" 90g.L*
Temperatura 30°C 35°C
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Figura 9: Fluxograma geral dos experimentos realizados para cada micro-organismo com

células livres e células imobilizadas em casca de soja.

pH 4,5
Estatico 100 rpm 150 rpm
60g.L1 90¢.L1 60g.L1 90¢.L1 60g.L1 90¢g.L1
30°C || 35°C 30°C || 3%°C 30°C || 35°C 30°C || 35°C 30°C || 35°C 30°C || 35°C
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Fonte: Autoria propria.
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4.3.4.2. Determinacédo do Melhor Tempo de Fermentacéo

Para cada micro-organismo foi determinado o tempo com maior producdo de
etanol. Para isto foram utilizadas as melhores condi¢Ges de pH, velocidade de agitacéo,
temperatura e concentracdo inicial de acucar e foram realizados aliquotas a cada hora de
fermentacgdo até oito horas para a levedura S. cerevisiae e para a bactéria Z. mobilis e 20

horas para a levedura P. tannophilus.

4.3.5. Reciclo dos Micro-organismos Separados

Com as condicdoes de tempo, temperatura, pH, velocidade de agitacdo e
concentracdo inicial de substrato definidos, foram realizados ciclos fermentativos
reutilizando as mesmas cascas de soja com 0 micro-organismo imobilizado de acordo com
0 proposto por Santos (2013) com modificacBes. A cada tempo de fermentacdo as cascas
com o micro-organismo eram coletadas com o auxilio de uma peneira metélica esterilizada
e inoculadas em um meio fermentativo novo, até completar o ciclo fermentativo. Para cada
micro-organismo foram realizados 12 ciclos e foram observadas a producdo de etanol,

rendimento e produtividade.

4.3.6. Cofermentacéo
Foram utilizadas as mesmas condi¢Oes determinadas e empregadas no reciclo
(4.3.5.) de cada micro-organismo para a cofermentacdo. Foram realizados dois tipos de

cofermentacdo como demonstrado no fluxograma da Figura 10.

Figura 10: Fluxograma da cofermentacéo | e da cofermentacéo Il.

Cofermentacéo |
1%inéculo 2%inéculo 3%inéculo
Tempo de Cultivo 5 Tempo de Cultivo >
cerevisiae mobilis tannophilus
Cofermentacéo Il
1%inéculo 2°in6culo 3%indculo

Tempo de Cultivo Tempo de Cultivo
Zymomonas > | Saccharomyces > Pachysolen
mobilis cerevisiae tannophilus
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Apos decorrer o tempo de cultivo de cada micro-organismo, estes foram retirados
do meio fermentativo com o auxilio de uma peneira metalica esterilizada e o meio foi
centrifugado a 7000 rpm por 15 minutos para retirar as células que se desprenderam da
casca de soja. Posterior centrifugacdo o micro-organismo da sequéncia foi inoculado.
Foram empregados trés meios de fermentacdo, para cada cofermentacdo, com diferentes
concentracOes de glicose e xilose conforme descrito na Tabela 7. Essas concentragdes
foram calculadas para uma quantidade de aclcares final de 60 g.L™. Para as

cofermentacdes foi empregado 0 mesmo meio fermentativo descrito na Tabela 5.

Tabela 7: Meios de cultura utilizados nas cofermentacdes com diferentes concentragoes de

xilose e glicose.

Meio Xilose (%0) Glicose (%)
A 20 80
B 30 70
C 40 60

4.3.6.1. Reciclo Utilizando Cofermentacéo

Foi escolhida a melhor cofermentacdo e o meio de fermentacdo para realizacdo do
reciclo com a cofermentacdo. Para isto o primeiro micro-organismo foi inoculado nas
melhores condicGes de tempo, temperatura, pH, velocidade de agitacdo e concentracdo
inicial de agucar. Decorrido o tempo, 0 primeiro micro-organismo imobilizado foi retirado
do meio de fermentagdo com auxilio de uma peneira metalizada esterilizada e foi inoculada
em um novo meio de fermentagdo. O primeiro meio fermentativo foi centrifugado a 7000
rpm por 15 minutos a fim de retirar as células que se desprenderam da casca de soja e
assim o segundo micro-organismo foi inoculado. Este processo foi repetido até completar 5

reciclos.

4.4. Métodos Analiticos
4.4.1. Crescimento Celular

O crescimento celular de cada micro-organismo foi realizado por
espectrofotometria a 600nm. Para o branco utilizou-se 0 mesmo meio de cultura
empregado na fermentacdo ou &gua destilada quando foi necessario diluicdo. Nos

experimentos com células livres foi considerado o crescimento celular no meio de cultura e
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para os experimentos com celulas imobilizadas foi considerado como crescimento celular a
soma do desprendimento da célula do suporte, obtido no meio de cultura, mais o
crescimento no suporte casca de soja, sendo assim um cultivo misto. Para quantificar o
crescimento celular na casca de soja, estas foram recolhidas com auxilio de uma peneira e
foi adicionada agua destilada no mesmo volume do meio fermentativo. Os frascos
Erlenmeyers foram incubados a 30 °C, 200 rpm por 2 horas e ap0s realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro. Para cada micro-organismo foi construida uma curva de calibracdo para
0 crescimento celular, que podem ser observadas nos apéndices B, C e D para a S.

cerevisiae, Z. mobilis e P. tannophilus, respectivamente.

4.4.2. Agucares Redutores

A anélise de acucares redutores foi realizada pelo método proposto por Nelson
(1944) e Somogyi (1952). Para isto, em um tubo de ensaio colocou-se 0,5 mL da amostra e
0,5 mL do Reativo Somogyi. O tubo permaneceu em agua fervente por 10 minutos e
posterior este tempo o tubo foi resfriado até temperatura ambiente. Adicionou-se 0,5 mL
do Reativo Nelson e agitou-se vigorosamente. Foram adicionados 3,5 mL de agua destilada
e fez-se a leitura em espectrofotobmetro a 540 nm. Duas curvas de calibracdo foram
construidas para quantificacdo de glicose e xilose, que podem ser observadas nos

apéndices E e F, respectivamente.

4.4.3. Andlise de Glicose

Para determinar a quantidade de xilose consumida durante os experimentos com
mistura de glicose e xilose, foi realizada anélise enziméatica de glicose e de agUcares
redutores (item 4.4.2.). A diferenca entre acUcares redutores e glicose foi considerada
como xilose.

Foi utilizado o kit de teste enzimatico colorimétrico para determinacdo de glicose
da marca Bioliquid e foram seguidas as instru¢es recomendadas pelo fabricante. Para isto
foi coletado 0,01 mL da amostra e adicionou-se 1 mL do reagente do kit. O branco para a
leitura no espectrofotdmetro foi realizado com 1 mL do reagente do kit e realizou-se a
leitura com 0,01 mL do padrdo do kit adicionado de 1 mL do reagente, sendo que este
padrdo foi utilizado para o célculo. Os tubos de ensaio foram agitados em vértex e
permaneceram a 37 °C por 10 minutos. Em seguida fez-se a leitura no espectrofotometro a

505 nm e foi utilizado cubeta propria para analise de glicose.
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Para quantificar a glicose foi utilizado a equacdo 1 a seguir:

Glicose = At (g.L™h)
Ap

(Equagéo 1)

Onde:
At = absorbancia da amostra

Ap = absorbéancia do padréo.

4.4.4. Etanol

O Etanol foi quantificado por Cromatografia Gasosa utilizando um Cromatdgrafo
Thermo Scientific modelo GC Focus Series, coluna TR-WAX e detector de ionizacdo de
chamas (FID). A temperatura do injetor foi mantida a 230 °C, o detector a 270 °C e o forno
a 100 °C. As amostras foram armazenadas em frasco de vidro tipo de penicilina e para a
analise deixou-se os frascos em banho-maria a 40 °C por 5 minutos para formacdo do
headspace. Foi coletado 200 pL do gas, com auxilio de seringa prépria para cromatografia
gasosa, e injetado no cromatografo. A corrida foi de 5 minutos com tempo de retengédo de
3,3 minutos para etanol (COIMBRA, 2015). Foi construida uma curva de calibragdo para

quantificacdo de etanol que pode ser observada no apéndice G.

4.4.5. Microscopia Eletronica de Alta Resolu¢do (MEV-FEG)

As cascas de soja juntamente com 0 micro-organismo foram observadas em
microscopio eletrdnico de varredura com canhdo de emissao por campo (MEV-FEG) antes
e apos os 12 reciclos de cada micro-organismo. Esta analise foi realizada no Laboratorio de
Microscopia Avangada (LMA) dentro do Laboratorio Interdisciplinar de Eletroquimica e
Ceramica (LIEC) do Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista, Campus
Araraquara/SP. Posterior retirada da dgua presente nas amostras, estas foram metalizadas

com ouro por 25 segundo e encaminhadas para analise no MEV-FEG.

4.5. Célculo Parametros Cinéticos
O célculo do coeficiente de rendimento (Yp/s) foi determinado de acordo com
proposto por Hickert et al., (2013) na equagéo 2.
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Ypis=(Pt—Pg) (9.9") (Equacio 2)
(S¢t—So)

Onde:

Yp/s = coeficiente de rendimento (g.g™);
Py = massa produto de inicial (g.L™);

P; = massa de produto final (g.L™);

St = Substrato final (g.L™);

So = Substrato inicial (g.L™).

O célculo da porcentagem do rendimento teodrico (Y1) foi realizado segundo

Keating et al. (2004) na equacao 3.

Yoo = YQ/S *100 (%)
0,51

(Equacéo 3)

Onde:
Yo = porcentagem de rendimento teérico (%);

Ypls = Coeficiente de rendimento (g.g™).

A produtividade foi determinada ao final de cada fermentacdo de acordo com a

equacao 4.

P=(Pi—Pg) (g.L"h)
(tr—to)

(Equacéo 4)

Onde:

P = produtividade (g.L™.h);

P, = massa produto de inicial (g.L™);
P; = massa de produto final (g.L™);
tr = tempo (h);

to = tempo inicial (h).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados experimentos com 0S micro-organismos separadamente para
verificar a inibigdo do crescimento em diferentes concentragdes de etanol, variando de 1 a
10%. Os trés micro-organismos mostraram-se resistentes nessas concentracdes de etanol
utilizadas, uma vez que apresentaram crescimento celular sem formacdo do halo de
inibicdo. Os resultados obtidos podem ser observados no apéndice A.

Os resultados dos experimentos em monocultura dos trés micro-organismos

utilizados no trabalho bem como as cofermentagdes estéo descritas a seguir.

5.1. Saccharomyces cerevisiae
5.1.1. Experimento com Tempo Fixo de 15 horas

Os resultados obtidos com os experimentos com células livres e imobilizadas em
casca de soja utilizando a levedura S. cerevisiae estdo expostos na Tabela 8 e nas Figuras
10, 11, 12 e 13.

Na Tabela 8 e possivel observar o consumo de agucar e o crescimento celular tanto
dos experimentos com células livres quanto os experimentos com células imobilizadas da
levedura S. cerevisiae. O consumo de aglcar com células livres variou entre 76,1 e 99,8%.
Em todos os experimentos com consumo de agtcar menor que 90% ocorreram quando a
concentracdo inicial de actcar era de 90 g.L™. Em todas os experimentos com
concentracéo inicial de actcar de 60 g.L™ o consumo de agticar foi acima de 97,7%. Ainda
com a concentracéo inicial de acticar de 90 g.L™ juntamente com pH 4,5 e velocidade de
agitacdo de 150 rpm tanto na temperatura de 30 °C e 35 °C ocorreram 0S menores
consumos de agucar (79,1 e 76,1%, respectivamente). Ao utilizar células imobilizadas, em
todas as condicdes aplicadas o consumo de agUcar chegou a quase 100%, variando entre
99,6 e 99,8%.

Nos experimentos com células livres obteve-se producdo de biomassa celular de 2,3
a 5,6 g.L" e com células imobilizadas variou-se de 4,4 a 15,2 g.L™". Para ambos o0s
experimentos, o inéculo inicial foi de 0,21 g.L™. O crescimento celular maximo para
células imobilizadas foi 2,7 vezes maior que o crescimento celular em cultivos com células
livres. Tanto para celulas livres quanto com células imobilizadas os experimentos estaticos

influenciaram negativamente no crescimento celular, o qual, se comparado com os cultivos
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que tiveram velocidade de agitacéo aplicada, obtiveram os menores valores de crescimento
celular. Para células livres os valores de crescimento celular foram semelhantes para
velocidade de agitacdo de 100 rpm e 150 rpm de acordo com a temperatura, pH e
concentracdo inicial de agUcar utilizado. J& para células imobilizadas a formagdo de

biomassa aumentou conforme o aumento da velocidade de agitacéo.
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Tabela 8: Acucar consumido e crescimento celular das fermenta¢@es com tempo fixo de 15

horas com células livres e imobilizadas em casca de soja da levedura Saccharomyces

cerevisiae.
Temperatura Concengra(;éo Velogidage Aguca_r Aguca_r Crescimento  Crescimento
°C) pH qlg ac;ucar_1 de agitacgdo ~ consumido  consumido celular (g.L) celular (g.L)
inicial (g.L™) (rpm) (%) (%)

Livre Imobilizada Livre Imobilizada

Estatico 99,3 99,7 35 4.4

60 100 98,9 99,6 4,2 5,2

45 150 97,7 99,6 4,7 8,9

’ Estatico 84,1 99,7 2,7 6,0

90 100 84,0 99,7 4,7 7,8

150 79,1 99,7 4,6 10,8

Estatico 98,1 99,6 3,5 6,7

60 100 99,7 99,6 51 7,8

o 150 99,5 99,7 5,1 9,4

30°C 59 Estéatico 84,5 99,8 2,8 8,2

90 100 96,9 99,7 5,1 9,3

150 88,3 99,7 5,0 10,4

Estatico 99,2 99,7 2,8 7,2

60 100 99,8 99,8 5,2 7,5

6.5 150 99,7 99,7 5,2 10,9

’ Estatico 89,3 99,8 2,9 8,9

90 100 99,5 99,8 5,6 10,8

150 95,1 99,7 54 12,2

Estatico 99,6 99,7 3,1 5,6

60 100 99,6 99,6 45 9,0

45 150 99,6 99,6 4,5 10,5

’ Estatico 86,0 99,7 3,0 7,1

90 100 77,2 99,7 4,2 9,8

150 76,1 99,6 4,2 10,6

Estatico 99,2 99,8 2,5 6,5

60 100 99,7 99,7 4,8 10,4

o 150 99,6 99,6 4,8 12,4

35°C 59 Estatico 86,0 99,7 2,5 8,3

90 100 95,6 99,7 49 10,8

150 87,3 99,6 4,8 15,2

Estéatico 99,2 99,8 2,3 7,6

60 100 99,7 99,7 5,0 9,0

6.5 150 99,6 99,7 53 12,8

’ Estéatico 99,4 99,8 2,7 8,9

90 100 99,6 99,7 5,4 11,1

150 84,5 99,7 51 13,1

Livre: células livres; Imobilizada: células imobilizadas.

54



Nas Figuras 11 e 12 estédo representadas as quantidades de etanol obtidas em todos
os experimentos com células livres e imobilizadas em casca de soja, respectivamente, da
levedura S. cerevisiae. Em todas as combinacfes das condi¢bes de pH, velocidade de
agitacdo, concentracao inicial de agUcar e temperatura tanto para células livres quanto para
células imobilizadas obteve-se producgdo de etanol. Para células livres a producdo variou
entre 5,7 e 21,8 g.L". Na combinacio velocidade de agitagdo de 100 rpm e pH 5,5 na
concentracéo inicial de agtcar de 60 g.L™ obteve-se as menores producdes de etanol de 5,7
e 6,8 g.L! nas temperaturas de 35 e 30 °C, respectivamente. Nos experimentos com pH 4,5
a aplicacdo de velocidade de agitacéo tive efeito negativo na producdo de etanol, uma vez
que com velocidade de agitacdo de 100 e 150 rpm a produgdo foi menor que em
experimento estatico, entretanto em temperatura de 30 °C e concentracdo inicial de acucar
de 60 g.L" a producdo de etanol foi semelhante nas trés variacdes de velocidade de
agitacdo com pH 4,5, o mesmo pode ser observado nas mesmas condi¢es com pH 6,5.

Ao contrario do ocorrido nos experimentos com células livres, a aplicacdo de
velocidade de agitacdo teve influéncia positiva na producao de etanol em pH 4,5, com
excecdo apenas das condigdes de 30 °C e concentracdo inicial de aclcar de 90 g.L ™, o qual,
em pH 4,5, a velocidade de agitacdo de 100 rpm resultou em uma producédo de etanol
menor, quando comparado com experimento estatico e velocidade de agitagdo de 100 rpm.
A maior producéo de etanol utilizando células imobilizadas foi de 37,4 g.L™, valor este
71,5% maior que o pico de producdo de etanol utilizando células livres. A variacdo na
producdo de etanol utilizando células imobilizadas foi de 13,6 a 37,4 g.L™. As condiges
que proporcionaram a maior producdo de etanol foram de 30 °C, concentracéo inicial de
actcar de 90 g.L ™, velocidade de agitacdo de 150 rpm e pH 4,5.
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Figura 11: Producdo de etanol com diferentes condi¢des de pH e velocidade de agitagdo com células livres da levedura Saccharomyces cerevisiae

nas concentracdes iniciais de actcar e temperaturas de 60 g.L ™ e 30 °C (A), 60 g.L ™ e 35°C (B), 90 g.L™ e 30 °C (C) e 90 g.L™ e 35 °C (D).
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Figura 12: Producdo de etanol com diferentes condi¢bes de pH e velocidade de agitacdo com células imobilizadas em casca de soja da levedura

Saccharomyces cerevisiae nas concentracdes iniciais de acticar e temperaturas de 60 g.L™ e 30 °C (A), 60 g.L. ™ e 35°C (B), 90 g.L™ e 30°C (C) e

90 g.L" e 35°C (D).
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Os coeficientes de rendimento dos experimentos utilizando células livres e
imobilizadas da levedura S. cerevisiae estdo representados nas Figuras 13 e 14,
respectivamente. Na Figura 13 pode-se observar que o pH 5,5 proporcionou rendimentos mais
baixos, quando comparados com os outros valores de pH, em todas as condi¢bes de
temperatura, velocidade de agitacdo e concentracdo inicial de aglcar, com excecao do cultivo
com concentragdo inicial de agtcar de 60 g.L™, 30 °C e experimento estatico. Estes valores
foram iguais ou menores de 0,20 g.g™. O rendimento utilizando células livres variou entre
0,10 e 0,30 g.g™. Este maior valor de rendimento equivale a 58,8% do rendimento teérico.

Nos experimentos utilizando células imobilizadas os valores de coeficiente de
rendimento (Figura 14) variaram entre 0,23 e 0,44 g.g™". O maior valor de rendimento obtido
(0,44 g.g™1) correspondeu a 86,3% do rendimento tedrico, valor este 27,5% maior que 0
rendimento maximo utilizando células livres. Nos experimentos com pH inicial de 4,5 e 30 °C
obteve-se valores de rendimento maiores em comparacdo aos valores de pH de 5,5 e 6,5,
contudo, com o aumento de temperatura para 35 °C os rendimentos com pH 5,5 e 6,5 (este
altimo apenas na concentracdo inicial de actcar de 60 g.L™) foram maiores que os obtidos

com pH 4,5.
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Figura 13: Coeficiente de rendimento do etanol produzido em diferentes condicdes de pH e velocidade de agitacdo com células livres da

levedura Saccharomyces cerevisiae nas concentracdes iniciais de aclcar e temperaturas de 60 g.L ™ e 30 °C (A), 60 g.L™" e 35°C (B), 90 g.L " e

30°C (C) e 90 g.L ™" e 35°C (D).
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Figura 14: Coeficiente de rendimento do etanol produzido em diferentes condi¢cdes de pH e velocidade de agitagdo com células imobilizadas em

casca de soja da levedura Saccharomyces cerevisiae nas concentracdes iniciais de acticar e temperaturas de 60 g.L™ e 30 °C (A), 60 g.L™ e 35 °C
(B), 90 g.L™ e 30°C (C) e 90 g.L* e 35 °C (D).
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No trabalho de Behera, Mohanty e Ray (2011) foi compararada a producdo de etanol
utilizando células livres e imobilizadas em bucha vegetal da levedura S. cerevisiae em
hidrolisado de uma flor tipica da india chamada Mahula. Assim como no presente trabalho, a
producdo de etanol e o rendimento foram maiores com células imobilizadas do que com
células livres. O mesmo comportamento dos resultados foi obtido no estudo de Pacheco,
Gondim e Gongalves (2010) os quais compararam a producdo de etanol de células livres e
células imobilizadas em bagaco de caju apds extracdo do suco de caju. Os autores
acompanharam a producdo de etanol e o consumo de aclcar a cada hora de cultivo até
completar 9 horas de processo e obtiveram producdo de etanol, consumo de acgucar e
rendimento maior utilizando células imobilizadas do que com células livres.

No trabalho de Mathew et al. (2013) foi obtida a producdo de etanol usando
hidrolisado de palha de colza utilizando células livres e imobilizadas da levedura S.
cerevisiae. Os autores empregaram dois suportes diferentes para a imobilizacdo celular que
foram alginato de sdio e discos de hidrogel Lentikat®. O coeficiente de rendimento obtido
foi de 0,47 e 0,46 g.g™ para alginato de sédio e Lentikat®, respectivamente, mostrando que
ndo houve grande diferenca no rendimento de etanol entre os suportes utilizados. Por outro
lado o rendimento de etanol utilizando células livres foi 0,11 e 0,10 g.g™ menor que 0s
obtidos com os suportes alginato de sédio e Lentikat®. No presente estudo o mesmo foi
observado, uma vez que, quando comparado os maiores rendimentos utilizando células livres
e células imobilizadas em casca de soja, a diferenca foi de 0,14 g.g™.

No estudo de Karagoz e Ozkan (2014) utilizaram células livres e imobilizadas em
alginato de célcio das leveduras S. cerevisiae e Scheffersomyces stipitis (chamada também de
Pichia stipitis) em meio de cultura adicionado de glicose e xilose para producédo de etanol. Ao
contrario do observado no presente trabalho, ao final das 24 horas de cultivo, os autores
obtiveram uma producdo de etanol ligeiramente superior utilizando células livres, contudo a
taxa de producéo de etanol na fase logaritmica foi maior usando células imobilizadas, o que,
de acordo com os autores, a imobilizacdo celular demonstra importancia para a reducdo do

tempo de processo.

5.1.2. Determinacdo do Tempo
Posterior experimentos variando condicGes de temperatura, pH, velocidade de agitacéo
e concentracdo inicial de agucar, foi selecionado o maior valor de rendimento, comparando-se

células livres e células imobilizadas, para realizar experimentos de reciclo e cofermentacéo.
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Para a levedura S. cerevisiae foi considerado o maior valor de rendimento no experimento
com células imobilizadas em casca de soja, valor este (0,44 g.g™) correspondente a 86,3% do
valor tedrico de producao de etanol. As condicdes utilizadas selecionadas foram 35 °C, pH
5,5, concentragdo inicial de acticar de 60 g.L™ e estatico. Apds esta escolha foi realizado um
experimento nestas condicdes e retirou-se aliquotas a cada hora, partindo do tempo zero,
buscando definir o tempo de fermentagéo a ser aplicado para o reciclo e cofermentacao.

Na Figura 15 pode-se observar a producdo de etanol, o crescimento celular e o aclcar
residual de cada aliquota retirada ao longo de oito horas de processo. Como pode ser
observado nesta Figura 15, com o decorrer do tempo o acucar presente (glicose) foi
consumido proporcionalmente com a producdo de etanol e multiplicagdo celular. O
crescimento celular aumentou conforme o decorrer do tempo. Entretanto ocorreu uma queda
no crescimento no tempo de 7 horas, contudo na hora seguinte o crescimento celular foi maior
chegando a 2,14 g.L™* de biomassa. A producéo de etanol foi aumentando com o tempo e o
maior pico de producdo de etanol foi de 19,2 g.L™* em 7 horas de fermentacéo e houve uma
gueda em 8 horas de fermentacdo (Figura 15).

Observando-se o coeficiente de rendimento do etanol produzido bem como a producéo
de etanol, considerou-se 4 horas como o tempo de fermentacdo para as proximas etapas de
reciclo e cofermentac&o. Neste tempo a producdo de etanol foi de 15,1 g.L™ com rendimento
de 0,40 g.g™.
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Figura 15: Producdo de etanol com células imobilizadas da levedura Saccharomyces

cerevisiae.
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5.1.3. Reciclo

Com todas as condi¢des obtidas nos experimentos anteriores (itens 5.1.1. e 5.1.2.)
realizou-se o reciclo das células da levedura S. cerevisiae imobilizadas em casca de soja. A
producdo de etanol e o aclcar residual dos 12 ciclos estdo representados na Figura 16. Nesta
Figura 16 pode-se observar que a cada ciclo ocorreu um maior consumo de agucar, uma vez
que a quantidade de acucar residual foi menor com o decorrer dos ciclos.

A producdo de etanol teve um aumento gradativo conforme cada ciclo, com uma
reducdo na producdo nos ciclos 5, 9 e 10. Os ciclos 7, 8, 11 e 12 obtiveram as maiores
producdes de etanol (18,9; 20,5; 22,0 e 20,2 g.L™, respectivamente). Com estes resultados é
possivel afirmar que a imobilizacdo celular com a casca de soja da levedura S. cerevisiae teve

um efeito positivo para producédo de etanol.

63



Figura 16: Producdo de etanol e agucar residual do reciclo das células mobilizadas em casca

de soja da levedura Saccharomyces cerevisiae.
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Na Tabela 9 estdo descritos os resultados de coeficiente de rendimento, rendimento
teorico, produtividade e crescimento celular do reciclo das células imobilizadas da levedura S.
cerevisiae. O maior coeficiente de rendimento (0,37 g.g™) obtido foi no ciclo 11, o qual
corresponde a 71,9% do rendimento tedrico. Neste mesmo ciclo houve a maior produtividade
que foi 5,49 g.L™.h. Estes resultados corroboram para afirmar a efic4cia do reciclo para a

levedura S. cerevisiae imobilizada em casca de soja.
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Tabela 9: Coeficiente de rendimento, rendimento teérico e produtividade do reciclo com

células imobilizadas em casca de soja da levedura Saccharomyces cerevisiae.

_ 1 Produtividade
Ciclo  Yp/s(g.97) Yoir (%0)

(g.L.hY)
1 0,13 26,2 1,41
2 0,19 37,6 2,53
3 0,25 48,5 3,38
4 0,26 51,7 3,67
5 0,23 44,3 3,31
6 0,23 46,1 3,48
7 0,32 63,1 4,73
8 0,34 67,4 5,13
9 0,27 52,3 3,96
10 0,25 48,2 3,66
11 0,37 71,9 5,49
12 0,34 66,2 5,06

Ypls: coeficiente de rendimento teorico; Yqr: porcentagem do rendimento tedrico.

Singh et al. (2013) utilizaram a levedura S. cerevisiae imobilizada em diferentes
suportes para producdo de etanol a partir de hidrolisado de bagaco de cana de agucar. Este
mesmo residuo serviu como um dos suportes empregados pelos autores bem como o alginato
de calcio e agar-agar. As producfes maximas de etanol encontradas pelos autores foram de
15,4; 11,8 e 9,4 g.L™ com os suportes bagaco de cana de aclcar, alginato de calcio e agar-
agar, respectivamente com 36 horas de processo fermentativo. Os autores realizaram quatro
ciclos com os suportes alginato de calcio e agar-agar, por possivel perda de integridade do
suporte, e dez ciclos com o bagaco de cana de acucar e com este Ultimo suporte empregado, a
producéo reduziu do oitavo ciclo em diante, diferente do presente estudo, no qual o pico
méaximo de etanol obtido foi de 22 g.L™* no ciclo 11 e com tempo menor de processo
fermentativo (4 horas).

Utilizando glicose como fonte de carbono para producdo de etanol, Winkelhausen et
al. (2010) imobilizaram a levedura S. cerevisiae em gel liofilizado contendo cloreto de

trimetilaménio como fotoiniciador. Neste trabalho, os autores realizaram trés ciclos
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fermentativos de 72 horas cada ciclo e no segundo ciclo obteve-se maior pico de producdo de
etanol. O consumo de glicose foi maior e mais rapido com o decorrer de cada ciclo, igual ao
apresentado no presente trabalho. Este mesmo comportamento foi observado também para o
consumo de agucar no trabalho de Pacheco, Gondim e Gongalves (2010) que realizaram dez
ciclos utilizando células da levedura S. cerevisiae imobilizada em bagaco de caju e
observaram a producéo de etanol em suco de caju como substrato.

Em outro estudo de Gokgoz e Yigtoglu (2011) realizaram cinco ciclos de fermentagéo
utilizando células imobilizadas em carboximetilcelulose da levedura S. cerevisiae para
producdo de etanol a partir de glicose. Os autores concluiram que o reciclo foi eficaz até o
quarto ciclo, ja que houve uma queda significativa da producdo no ultimo ciclo. No presente
trabalho o emprego de residuo celulésico como suporte para imobilizacdo celular permitiu
maior numero de ciclos fermentativos, isto possibilitaria a reducéo de custo do processo tanto
pela a utilizacdo de um suporte de baixo custo, além de que os residuos celulésicos utilizados
como suporte para imobilizagdo celular apresentam maior resisténcia mecéanica, simplicidade
de processo, durabilidade e possibilidade de maior numero de ciclos fermentativos, vantagens
estas principalmente quando comparadas com suportes utilizados na imobilizacdo em matriz
porosa, como por exemplo o alginato (YUVADETKUN; REUNGSANG; BOONMEE, 2018).

Na pesquisa de Santos et al. (2015) foi desenvolvido um novo processo industrial
utilizando uma cepa floculante da levedura S. cerevisiae para reciclagem desta durante a
producdo de etanol. Neste trabalho dois reatores foram montados para operar em série, e 0s
autores puderam observar a conversdo da sacarose da cana de agucar a etanol. Assim como no
presente trabalho, cujo reciclo das células imobilizadas apresentou eficacia no reciclo celular
com rendimento teérico de etanol de até 71,9%, os autores obtiveram sucesso no reciclo

celular neste novo processo e alcangaram rendimento teorico de até 86%.

5.1.3.1. Fotografias Microscopia Eletronica de Alta Resolu¢cdo (MEV-FEG)

A Figura 17 mostra as fotografias da analise em MEV-FEG do suporte casca de soja
com a levedura S. cerevisiae inicialmente imobilizada (A) e apds os 12 ciclos fermentativos
(B). Pode-se observar pelas fotografias que ocorreu multiplicacdo celular na casca e que a
levedura continuou aprisionada apos os 12 ciclos fermentativos, isto mostra que a levedura
possui afinidade pelo suporte utilizado. A elevada quantidade de células que apresentou na
Figura 17B pode ter ocorrido devido a capacidade da levedura S. cerevisiae de se agregar, isto

pode ocorrer devido ao pH ou esgotamento de nutrientes (SOARES, 2011). Apesar da
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afinidade da levedura S. cerevisiae com a casca de soja ocorreu desprendimento celular para o
meio reacional. Este desprendimento variou entre 0,37 e 0,49 gL e o menor

desprendimento foi nos ciclos 1 e 9 e 0 maior ocorreu no ciclo 10.

Figura 17: Microscopia Eletronica de Alta Resolugdo (MEV-FEG) da imobilizagdo das

células da levedura Saccharomyces cerevisiae.
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A: MEV-FEG da casca de soja com imobilizacdo inicial da levedura Saccharomyces
cerevisiae. B: MEV-FEG da casca de soja com imobilizacdo da levedura Saccharomyces
cerevisiae posterior 12 ciclos de fermentagéo.
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5.2. Zymomonas mobilis
5.2.1. Experimento com Tempo Fixo de 15 horas

Os resultados obtidos dos experimentos com células livres e imobilizadas em casca de
soja da bactéria Z. mobilis variando-se condi¢des de pH, temperatura, concentracao inicial de
acucar e velocidade de agitacdo estdo descritos na Tabela 10 e nas Figuras 18, 19, 20 e 21. O
consumo de agucar e o crescimento celular tanto dos cultivos com células livres quanto com
células imobilizadas estdo na Tabela 10.

O consumo de acUcar para células livres variou entre 53,6 a 99,8%. De todos 0s
experimentos realizados 66,7% resultou em um consumo de aglcar acima de 90%.
Comparando-se o consumo de agucares dos cultivos utilizando células livres com os cultivos
utilizando células imobilizadas, com células livres obtiveram-se mais experimentos com
maior consumo de agUcares, uma vez que com células imobilizadas o consumo variou entre
25,9 a 99,3% e 41,7% dos cultivos o consumo foi maior que 90%. Na temperatura de 35 °C
foi observado um menor consumo de agUcar, ja que, com excecdo de trés cultivos (dos dezoito
com temperatura de 35 °C), o consumo foi abaixo de 71% e destes experimentos, na auséncia
de agitacdo do meio de cultivo também foi observado um menor consumo de acucar.

O indculo inicial para cultivos utilizando células livres e células imobilizadas foi de
0,18 g.L™". Em experimentos posteriores, o crescimento das células livres variou entre 0,52 e
2,41 g.L" e para as células imobilizadas foi de 0,56 a 5,98 g.L™". A méxima producéo de
biomassa celular com células imobilizadas foi 2,5 vezes maior que utilizando células livres.
Com temperatura de 30 °C e sem agitacdo (experimento estatico) o crescimento celular foi
maior, usando células imobilizadas, nos trés valores de pH utilizados e nas duas
concentracBes iniciais de agUcar empregadas. Com aplicacdo de agitacdo, o crescimento
celular foi menor. Contudo, na temperatura de 35 °C a formacdo de biomassa celular foi

gradativamente maior com o aumento da velocidade de agitacao.
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Tabela 10: Agucar consumido e crescimento celular das fermentacGes com tempo fixo de 15

horas com células livres e imobilizadas em casca de soja da bactéria Zymomonas mobilis.

T Concentracdo Velocidade  Acucar Acucar . .
emperatura . e . . Crescimento  Crescimento
°C) pH _ <_1e_ a(;ucar_1 de agitacdo consumido consumido celular (g.LY)  celular (g.L )
inicial (g.L™) (rpm) (%) (%)

Livre Imobilizada Livre Imobilizada

Estatico 99,7 98,8 0,84 2,47

60 100 74,1 96,7 0,59 2,09

45 15(_) 67,4 93,5 0,65 0,75

’ Estatico 84,8 99,0 1,15 3,33

90 100 62,3 98,3 0,73 2,86

150 53,6 36,2 0,52 0,58

Estatico 99,5 99,1 1,13 2,41

60 100 99,8 96,7 1,68 2,11

o 150 98,4 93,9 1,50 0,57

30%C 5 Estatico 98,0 99,1 1,22 3,32

90 100 98,6 92,7 1,88 1,81

150 76,3 34,5 1,20 0,72

Estatico 99,7 99,0 1,21 2,59

60 100 98,3 96,8 2,00 1,65

6.5 150 97,3 47,1 1,58 0,64

’ Estatico 99,7 99,3 1,93 3,41

90 100 98,7 44,1 2,18 0,56

150 97,6 58,2 1,26 0,91

Estatico 99,1 25,9 0,99 2,32

60 100 71,7 91,0 1,05 3,28

45 150 59,3 70,4 0,85 4,05

' Estatico 68,5 28,7 1,03 2,07

90 100 85,8 37,2 1,00 2,99

150 73,6 55,4 0,89 4,02

Estatico 99,6 31,3 0,98 2,23

60 100 98,1 55,6 1,83 3,35

o 150 97,5 89,4 1,77 4,81

35°C o Estéatico 87,7 34,2 1,07 2,06

90 100 96,2 44,6 2,15 3,17

150 94,5 46,5 1,83 4,23

Estatico 99,6 38,5 1,03 2,63

60 100 98,6 90,6 2,20 3,67

6.5 150 97,4 55,9 1,74 5,98

’ Estatico 98,8 41,8 1,25 2,81

90 100 98,2 40,0 2,41 2,92

150 99,7 59,6 2,14 4,39

Livre: células livres; Imobilizada: células imobilizadas.
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A producdo de etanol utilizando células livres e imobilizadas da bactéria Z. mobilis
estdo representadas nas Figuras 18 e 19, respectivamente. Na Figura 18 pode-se observar que
em todos os experimentos aplicando-se pH inicial de 4,5 a producdo de etanol foi menor
conforme o aumento na velocidade de agitacdo, 0 mesmo foi observado em cultivo com pH
6,5, temperatura de 35 °C e concentracdo inicial de actcar de 90 g.L ™. Nos experimentos com
temperatura de 30 °C, concentraco inicial de actcar de 90 g.L™" e nos valores de pH 5,5 e 6,5
a producdo de etanol foi semelhante para cultivos estaticos e velocidade de agitacdo de
100 rpm, entretanto com velocidade de agitacdo de 150 rpm a producgéo foi menor. Com isto,
pode-se observar que na maioria dos experimentos a velocidade de agitagdo de 150 rpm teve
influéncia negativa na producdo de etanol, na qual obteve-se a menor produgdo de etanol
(6,3 g.L'™") juntamente com as condicBes de temperatura de 30 °C, pH 4,5 e concentracio
inicial de actcar de 90 g.L™. O maior pico de producéo de etanol utilizando células livres da
bactéria Z. mobilis foi de 25,7 g.L™ nas condicdes de temperatura de 35 °C, concentragdo
inicial de actcar de 90 g.L™*, pH 6,5 em experimento estatico.

As producOes de etanol obtidas com os experimentos utilizando células imobilizadas
da bactéria Z. mobilis estdo representadas na Figura 19, na qual pode-se observar que a
temperatura de 35 °C teve influéncia negativa para a producdo de etanol, que alcancou
producdes abaixo de 12 g.L™. O mesmo ocorreu com o consumo de acticar (Tabela 10), que
foi menor em temperatura de 35 °C, contudo favoreceu crescimento celular (Tabela 10). Com
a temperatura de 30 °C a producéo de etanol foi maior com o aumento da concentracéo inicial
de aclcar de 60 para 90 g.L™ em todas as velocidade de agitacdo e pH empregados, com
excecdo dos experimentos com pH 6,5 e velocidade de agitagdo de 100 rpm; e pH 55 e
velocidade de agitacdo de 150 rpm. No geral, a velocidade de agitacdo de 150 rpm forneceu
menores valores de producéo de etanol nos cultivos com temperatura de 30 °C.

A variacdo da producdo de etanol utilizando células livres foi de 6,3 a 25,7 g.L™?, ja
para experimentos utilizando células imobilizadas a variacdo foi maior (0,8 a 34,4 g.L™),
contudo o maior pico de producdo de etanol com células imobilizadas foi 34% maior que 0
pico de producdo de etanol utilizando células livres. Esta variacdo na producdo de etanol com
células imobilizadas ocorreu nas mesmas condi¢bes de pH (5,5), concentracdo inicial de
aclcar (90 g.L™") e velocidade de agitacdo (estatico), na temperatura de 30 °C obteve-se a

maior producio de etanol (34,4 g.L™).
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Figura 18: Producdo de etanol em diferentes condicdes de pH e velocidade de agitacdo com células livres da bactéria Zymomonas mobilis nas

concentracdes iniciais de acticar e temperaturas de 60 g.L™ e 30 °C (A), 60 g.L™ e 35°C (B), 90 g.L™" e 30 °C (C) e 90 g.L™* e 35 °C (D).
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Figura 19: Producdo de etanol em diferentes condicdes de pH e velocidade de agitacdo com células imobilizadas em casca de soja da bactéria

Zymomonas mobilis nas concentracdes iniciais de aclcar e temperaturas de 60 g.L ™ e 30 °C (A), 60 g.L™ e 35°C (B), 90 g.L ™ e 30 °C (C) e 90

g.L! e 35°C (D).
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Os coeficientes de rendimento de etanol dos experimentos com células livres e
imobilizadas em casca de soja da bactéria Z. mobilis podem ser observadas nas Figuras 20 e
21, respectivamente. Na Figura 20 pode-se observar que o coeficiente de rendimentos foi
semelhante em todas as condic¢des aplicadas, com excecdo da combinacgdo das condicgdes de
velocidade de agitagdo de 150 rpm e a concentragéo inicial de aclcar de 90 g.L™, condicBes
estas responsaveis pelos menores coeficientes de rendimento. O maior rendimento obtido com
células livres foi de 0,29 g.g™, que corresponde a 56,8% do rendimento teérico nas condigdes
de 35 °C, concentracao inicial de substrato de 90 g.L™*, pH 6,5 e experimento estatico.

Utilizando células imobilizadas da bactéria Z. mobilis os coeficientes de rendimento
(Figura 21) foram maiores em temperatura de 30 °C em experimento estatico e velocidade de
agitacdo de 100 rpm, com excecdo do pH 6,5 para velocidade de agitacdo de 100 rpm. Como
foi observada na producéo de etanol, a temperatura de 35 °C também teve influéncia negativa
para o rendimento de etanol, principalmente com concentracéo inicial de agtcar de 90 g.L™,
no qual os rendimentos obtidos foram abaixo de 0,13 g.g™, com excecéo do experimento com
velocidade de agitacdo de 100 rpm e pH 6,5 em que o rendimento foi de 0,30 g.g™*. O maior
valor de coeficiente de rendimento obtido utilizando células imobilizadas foi de 0,39, o qual
corresponde a 76,5% do valor tedrico. Este rendimento foi resultante das condigdes de 30 °C,

concentracéo inicial de acticar de 90 g.L™, pH 5,5 e experimento estatico.
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Figura 20: Coeficiente de rendimento do etanol produzido em diferentes condicdes de pH e velocidade de agitacdo com células livres da bactéria

Zymomonas mobilis nas concentracdes iniciais de aclcar e temperaturas de 60 g.L™* e 30 °C (A), 60 g.L™ e 35 °C (B), 90 g.L™ e 30 °C (C) e 90
g.L! e 35°C (D).
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Figura 21: Coeficiente de rendimento do etanol produzido em diferentes condicdes de pHe velocidade de agitacdo com células imobilizadas em

casca de soja da bactéria Zymomonas mobilis nas concentracdes iniciais de aclcar e temperaturas de 60 g.L™* e 30 °C (A), 60 g.L™ e 35 °C (B),
90g.L e 30°C (C)e90g.L™ e 35°C (D).
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No presente trabalho a temperatura de 35 °C teve influéncia negativa no consumo de
acucar e no rendimento de etanol, influéncia esta observada principalmente nos experimentos
utilizando células imobilizadas. Este comportamento também foi observado no estudo de Lee
et al. (1981) o qual houve uma reducdo tanto no coeficiente de rendimento quanto na
concentracdo maxima de etanol encontrada pelos autores conforme aumento da temperatura,
temperatura esta variada entre 20 e 40 °C. No trabalho de Skotinicki et al. (1981) utilizaram
diferentes cepas da bactéria Z. mobilis para producdo de etanol a partir de glicose e de
sacarose. Para ambos os agUcares a concentracdo final de etanol com as quatro cepas
empregadas foi maior em temperatura de 30 °C com queda ou auséncia na produgdo nas
temperaturas de 37 e 42 °C. Cazetta et al. (2007) variaram temperatura de 30, 35 e 40 °C e
verificaram a producdo de etanol a partir do melago de cana-de-agucar obtendo-se uma
producédo mais baixa em temperatura de 40 °C.

Na pesquisa de Rebros et al. (2005) utilizaram condi¢gdes como temperatura de 30 °C e
pH 5 para producdo de etanol a partir de glicose com células livres e imobilizadas em gel
LentiKats da bactéria Z. mobilis. Posterior cultivo obtiveram coeficientes de rendimento
semelhantes utilizando células livres e imobilizadas, estes rendimentos foram de 0,47 e 0,50
9.9, respectivamente. No presente trabalho os maiores coeficientes de rendimento obtidos
utilizando células livres e imobilizadas em casca de soja foram de 0,29 e 0,39 g.g™,
respectivamente. Apesar de o presente trabalho ter apresentado rendimentos menores que o
obtido por Rebros et al. (2005), houve maior rendimento utilizando células livres, o qual

condiz com o trabalho destes autores.

5.2.2. Determinacédo do Tempo

Posterior experimentos variando condi¢Ges de temperatura, pH, velocidade de agitacdo
e concentracdo inicial de agucar, foi selecionado o maior valor de rendimento, comparando-se
células livres e imobilizadas, para realizar experimentos de reciclo e cofermentacdo. No caso
da bactéria Z. mobilis 0 maior coeficiente de rendimento obtido foi de 0,39 g.g™ utilizando
células imobilizadas. Contudo, neste rendimento, a concentracdo inicial de acucar foi de
90 g.L™* e, como para a levedura S. cerevisiae a concentragdo inicial de agtcar selecionada foi
de 60 g.L™" e, pensando-se em reducdo de custo, optou-se em utilizar o rendimento de
0,36 g.g™* que corresponde a 70,5% do rendimento teérico. Portanto as condicdes selecionadas
foram concentracdo inicial de actcar de 60 g.L™, 30 °C, pH 4,5 e experimento estatico.
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Foi realizado um cultivo de oito horas, retirando-se aliquotas a cada hora, com a
bactéria Z. mobilis imobilizada em casca de soja (Figura 22). Nas primeiras cinco horas
(Figura 22) o crescimento celular ocorreu de forma mais lenta, tendo um aumento da sexta
hora em diante, chegando a um crescimento méximo de 0,71 g.L ™" em oito horas.

Na segunda e terceira hora de cultivo, houve baixo consumo de agucar, 0 mesmo
ocorreu no tempo de seis, sete e oito horas de fermentacdo. A producdo de etanol teve um
pico em sete horas, com producdo méxima de 9,7 g.L™. Ao calcular o coeficiente de
rendimento de cada aliquota, observou-se que o tempo de seis horas obteve maior valor de
rendimento, que foi de 0,23 g.g™". Fixou-se este tempo de seis horas como tempo para cultivo

do reciclo e da cofermentacéo. Neste ponto do processo a producéo de etanol foi de 8,8 g.L™.

Figura 22: Producéo de etanol com células imobilizadas da bactéria Zymomonas mobilis.
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5.2.3. Reciclo
Com as condi¢Oes de tempo, temperatura, pH, velocidade de agitacdo e concentracéo

inicial de substrato determinadas, realizou-se o reciclo celular para observar a producdo de
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etanol, o consumo de agucar (Figura 23), o rendimento e a produtividade (Tabela 11) no
decorrer dos ciclos.

A Figura 23 mostra que com o passar dos ciclos o consumo de aglicar aumentou e que
do ciclo 3 até o ciclo 12 a quantidade de actcar residual foi abaixo de 10 g.L™, ou seja,
ocorreu um consumo de aglcar de mais de 80%. A producéo de etanol (Figura 23) teve um
aumento gradativo até o quinto ciclo e apds este ciclo a producdo diminuiu e se estabilizou,
com excecao do ciclo 9 que teve uma producdo menor em relacdo aos ciclos de 6 a 12. O

maior pico de produco foi de 26,7 g.L™ no ciclo 5.

Figura 23: Producdo de etanol e agucar residual do reciclo das células imobilizadas em casca

de soja da bactéria Zymomonas mobilis.
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De todos os ciclos realizados com células imobilizadas da bactéria Z. mobilis o ciclo 5
teve destaque por apresentar maior produtividade (4,46 g.L.h™') e maior valor do coeficiente
de rendimento (0,49 g.g™), o qual foi 96,9% do rendimento teérico. No primeiro e no segundo
ciclo ocorreram os menores coeficientes de rendimento que foram 0,26 e 0,30 g.g™7,

respectivamente. A partir do terceiro ciclo tanto o coeficiente quanto a produtividade foram
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maiores e, apesar da variacdo, se mantiveram acima de 0,32 g.g* e 2,89 g.L.h?,

respectivamente.

Tabela 11: Coeficiente de rendimento, rendimento tedrico e produtividade do reciclo com
celulas imobilizadas em casca de soja da bactéria Zymomonas mobilis.
Produtividade

Ciclo  Yp/s(g.9™) Y%T (%)

(g.L.h™
1 0,26 50,9 0,70
2 0,30 58,8 1,82
3 0,32 62,7 2,97
4 0,43 84,3 4,10
5 0,49 96,1 4,46
6 0,43 84,3 3,97
7 0,43 84,3 3,88
8 0,42 82,3 3,77
9 0,32 62,7 2,89
10 0,44 86,3 3,59
11 0,45 88,2 3,78
12 0,39 76,4 3,53

Ypl/s: coeficiente de rendimento teodrico; Yqr: porcentagem do rendimento tedrico.

No estudo de Yamashita et al. (2008) realizaram o reciclo celular com células da
bactéria Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio para producdo de etanol utilizando
lama residual da industria de papel como substrato. Nas condi¢des empregadas pelos autores
foi possivel realizar 4 ciclos fermentativos e obtiveram produgdo maxima de etanol de 17,86
g.L™ e 47,8% do rendimento tedrico no primeiro ciclo. Conforme o decorrer dos ciclos houve
queda na producao de etanol até que no ultimo ciclo obtiveram uma producéo de 5,32 g.L™" e
um rendimento tedrico de 14,1%. Este resultado foi abaixo do obtido no presente trabalho,
uma vez que, o0 menor rendimento tedrico foi de 50,9% no primeiro ciclo. Esta diferenca pode
ser devida ao suporte utilizado para imobilizagdo, ja que, de acordo com o0s autores a reducao
na estabilidade do alginato de célcio pode ter provocado uma inibi¢do celular gradativa de

acordo com o ciclo.
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No presente estudo a produtividade de etanol aumentou gradativamente até o quinto
ciclo e apds manteve-se quase constante, com excecdo do ciclo 9. Em acordo com o presente
trabalho pode-se citar a pesquisa de Rebros et al. (2005) que realizaram 30 ciclos com células
imobilizadas em gel LentiKats da bactéria Z. mobilis e ap6s o oitavo ciclo, a produtividade
manteve-se constante e sem diferenca significativa.

Na pesquisa de Santos e Cruz (2017) utilizaram bucha vegetal e bagaco de cana-de-
aclcar como suporte para imobilizacdo da bactéria Z. mobilis para producdo de etanol. Os
autores realizaram 12 ciclos com 24 horas cada ciclo e empregaram as condicdes de 350 g.L™
de concentracdo inicial de sacarose, experimento estatico, pH 7 e 4, e temperaturas de 40 e
30 °C utilizando os suportes bucha vegetal e bagaco de cana-de-agUcar, respectivamente. O
suporte bagaco de cana-de-acUcar forneceu maiores coeficientes de rendimento comparado
com o suporte bucha vegetal. Estes rendimentos com o bagaco de cana-de-agucar foram

semelhantes ao obtidos no presente trabalho.

5.2.3.1. Fotografias de Microscopia Eletronica de Alta Resolucdo (MEV-FEG)

A Figura 24 mostra as fotografias da analise em MEV-FEG do suporte casca de soja
com a bactéria Z. mobilis inicialmente imobilizada (A) e apds os 12 ciclos fermentativos (B).
Na Figura 24A podem-se observar poucas células da bactéria no suporte e na Figura 24B ha
uma quantidade maior de células em relagdo & Figura anterior. A bactéria Z. mobilis possui
afinidade com a casca de soja, porém visivelmente menor que a levedura S. cerevisiae (Figura
17). Com o decorrer dos ciclos houve uma variagdo de desprendimento celular de 0,27 (ciclo
1) e 0,48 g.L"! (ciclo 11).
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Figura 24: Microscopia Eletronica de Alta Resolucdo (MEV-FEG) da imobilizagdo das

células da bactéria Zymomonas mobilis.
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A: MEV-FEG da casca de soja com imobilizacdo inicial da bactéria Zymomonas mobilis. B:
MEV-FEG da casca de soja com imobilizacdo da bactéria Zymomonas mobilis posterior 12

ciclos de fermentacao.
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5.3. Pachysolen tannophilus

Para a levedura P. tannophilus o crescimento celular é facilitado na presenca de
glicose, fazendo com que a levedura tenha preferéncia pela glicose quando ha a presenca de
glicose e xilose no meio fermentativo (ZHAO et al., 2010), por isto, nestes experimentos com
esta levedura utilizou-se apenas xilose como fonte de carbono; uma vez que sera incubada em
cofermentacdo e € necessario que esta levedura assimile apenas a xilose para conversdo a
etanol, ja que, espera-se, que toda a glicose presente no meio fermentativo seja consumida
pela levedura S. cerevisiae e a bactéria Z. mobilis antes da inoculacdo da levedura P.
tannophilus.

5.3.1. Experimento com Tempo Fixo de 15 horas

A quantidade do consumo de acucar e do crescimento celular ao fim de cada
experimento com células livres e imobilizadas em casca de soja da levedura P. tannophilus
em todas as condi¢des de temperatura, pH, concentracdo inicial de agucar e velocidade de
agitacdo encontram-se na Tabela 12. Nesta Tabela 12 pode-se observar que 0 maior consumo
de acUcar para o experimento com células livres foi de 41,9% e o menor consumo foi de 5,6%
e para células imobilizadas o maior consumo foi de 53,4% e 0 menor consumo foi de 19,4%.

Em todas as condi¢bes utilizadas de pH e concentracdo inicial de aclcar na
temperatura de 35 °C o consumo de acucar com células livres foi maior em cultivos que
tiveram velocidade de agitacdo e em experimentos estaticos o consumo foi menor. O mesmo
pode ser observado em temperatura de 30 °C, com exce¢do dos cultivos com concentracdo
inicial de acutcar de 60 g.L™ em pH 5,5 e 6,5. Em pouco mais de 80% dos experimentos com
células imobilizadas o consumo de agUcar foi maior que os experimentos com celulas livres,
mostrando que a imobilizacdo celular da levedura P. tannophilus auxilia no consumo de
xilose.

Para o crescimento celular com células livres a velocidade de agitacdo foi necesséria
para que houvesse formacdo de biomassa celular, uma vez que nos cultivos estaticos, apesar
de haver consumo da xilose, o crescimento celular foi insignificante, ja que o indculo inicial
foi de 0,19 g.L™. O mesmo pode ser observado com células imobilizadas, entretanto houve
um crescimento maior se comparado com 0s experimentos com células livres. O maior
crescimento celular obtido com células imobilizadas foi de 5,44 g.L™, valor este 2,1 vezes

maior que o maior crescimento celular com células livres que foi de 2,6 g.L™.
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Tabela 12: Agucar consumido e crescimento celular das fermentacGes com tempo fixo de 15

horas com células livres e imobilizadas em casca de soja da levedura Pachysolen tannophilus.

T Concentracdo  Velocidade Acucar Acucar . .
emperatura . o . - Crescimento  Crescimento
°C) pH _ gje_ a(;ucar_1 de agitagcdo  consumido consumido celular (0.LY)  celular (g.L?)
inicial (g.L™) (rpm) (%) (%)

Livre Imobilizada Livre Imobilizada

Estatico 16,2 21,2 0,24 0,63

60 100 23,8 25,8 2,08 1,33

45 150 41,0 29,3 2,60 3,03

’ Estatico 18,1 32,6 0,22 0,26

90 100 41,8 48,5 1,82 1,07

150 41,3 33,1 2,21 2,51

Estatico 26,8 32,0 0,23 0,80

60 100 22,5 32,0 1,94 1,03

0 150 33,0 31,6 2,08 2,92

30°C 55 Estatico 24,7 33,9 0,22 0,39

90 100 31,4 43,6 1,53 0,91

150 36,5 19,4 1,69 2,38

Estatico 40,9 21,7 0,23 0,84

60 100 29,6 39,6 1,56 0,99

6.5 150 36,7 32,1 1,68 4,21

’ Estatico 30,9 49,3 0,22 0,74

90 100 32,8 44,9 1,29 2,74

150 40,0 29,0 1,48 0,86

Estatico 8,3 27,9 0,21 1,17

60 100 8,8 47,6 1,04 2,86

45 150 26,0 37,6 1,84 4,79

’ Estatico 33,3 37,1 0,20 0,40

90 100 38,2 45,0 0,78 2,49

150 35,3 38,1 1,11 4,26

Estatico 5,6 25,0 0,23 0,66

60 100 23,0 37,7 1,37 2,67

150 10,1 27,5 1,96 4,34

35 55 Estatico 30,0 49,6 0,20 1,74

90 100 32,4 39,4 0,91 2,75

150 41,9 51,2 1,30 4,73

Estatico 17,0 31,0 0,21 1,24

60 100 18,5 33,7 1,02 2,75

6.5 1SQ 24,9 37,7 0,96 5,44

’ Estatico 40,0 53,4 0,20 1,30

90 100 37,6 39,5 0,70 2,42

150 40,4 50,9 1,00 4,49

Livre: células livres; Imobilizada: células imobilizadas.
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Nas Figuras 25 e 26 estdo representadas as producdo de etanol com células livres e
imobilizadas em casca de soja, respectivamente, da levedura P. tannophilus em todas as
condicdes de temperatura, pH, concentracao inicial de agucar e velocidade de agitacéo.

Pode-se observar que para cultivos com células livres da levedura P. tannophilus em
todas as condicdes utilizadas a producéo de etanol (Figura 25) foi menor que 2 g.L™". Nos
experimentos estaticos em todas as temperaturas, concentragdo inicial de aclcar e pH nédo
houve producdo de etanol, ou este foi préximo a zero, isto pode ter ocorrido, uma vez que
leveduras como P. tannophilus, Candida tropicalis, Candia shehataea, Candita tenuis,
Candida utilis, Pichia stipitis, P. segobiensis entre outras leveduras necessitam de aerac¢ao ou
oxigenacdo no meio de cultivo para que estas consigam assimilar a xilose e converte-la a
etanol (JEFFRIES, 1981; BRUINENBERG et al., 1984; HARNER et al., 2014). E possivel
notar uma producdo maior, mesmo que pouca, com 0 aumento de temperatura de 30 para
35 °C. A producdo méxima de etanol com células livres foi de 1,6 g.L™.

A baixa ou falta de produgdo de etanol a partir de xilose com célula livre da levedura
P. tannophilus pode ter ocorrido por causa do curto tempo de fermentacdo do presente
trabalho que foi de 15 horas. Por exemplo, no estudo de Zhao, Zhang e Tan (2008) foram
necessérias 48 horas de fermentacao para produzir um maximo de 2,7 g.L™* de etanol a partir
de xilose com esta mesma levedura. Outro exemplo foi no trabalho de Fu e Peiris (2008) o
qual houve um pico méximo de producéo de etanol (7,31 g.L™) a partir de xilose que ocorreu
em 76 horas do processo fermentativo. Também no trabalho de Zhao et al. (2010) obtiveram
producdo de 3,9 g.L™ de etanol apés 48 horas de fermentacdo e a concentracéo de xilose foi
consumida quase em sua totalidade apenas apds 72 horas. Entretanto, sabe-se que, assim
como a temperatura e o pH, o etanol também pode ser responsavel por causar desnaturacdo
proteica dependendo do tempo de exposicdo e a concentracdo desta substancia. O etanol
também pode ser responsavel pelo estresse hidrico e oxidativo causando mudancas
conformacionais nas proteinas (SAHARAN; SHARMA, 2011). Diante disto, tempos
prolongados de fermentagdo, com consequente exposicdo ao etanol, podem causar danos
estruturais e enzimaticos no micro-organismo.

Com os experimentos com células imobilizadas foi possivel obter producéo de etanol
em algumas condicdes de cultivo. Nos experimentos com temperatura de 35 °C obteve-se
maiores produgfes de etanol quando comparado com experimentos com temperatura de
30 °C, isto pode ter ocorrido uma vez que temperaturas proximas a 34 °C facilitam a

conversao de xilose a etanol (HARNER et al., 2014). A maior producdo de etanol com células
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imobilizadas foi de 10,4 g.L™" na temperatura de 35 °C, pH 4,5, concentracdo inicial de agtcar
de 90 g.L™ e velocidade de agitagdo de 150 rpm. A producdo de etanol com a levedura P.

tannophilus a partir de xilose s6 foi possivel, no presente trabalho, com a utilizacdo do

método de imobilizagéo celular.
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Figura 25: Producdo de etanol em diferentes condi¢bes de pH e velocidade de agitacdo com células livres da levedura Pachysolen tannophilus
nas concentracdes iniciais de actcar e temperaturas de 60 g.L™ e 30 °C (A), 60 g.L ™ e 35°C (B), 90 g.L™ e 30 °C (C) e 90 g.L™ e 35 °C (D).
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Figura 26: Producdo de etanol em diferentes condicdes de pH e velocidade de agitacdo com células imobilizadas em casca de soja da levedura

Pachysolen tannophilus nas concentracdes iniciais de agticar e temperaturas de 60 g.L™ e 30 °C (A), 60 g.L™* e 35 °C (B), 90 g.L* e 30 °C (C) e

90 g.L" e 35°C (D).
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As Figuras 27 e 28 mostram o coeficiente de rendimento dos experimentos com
células livres e imobilizadas em casca de soja, respectivamente, da levedura P. tannophilus.
Nos experimentos com celulas livres (figura 27) apenas dois cultivos, com temperatura de
35 °C e concentragdo inicial de aglcar tiveram coeficiente de rendimento de 0,16 g.g™*. Nestes
dois experimentos um foi com pH 4,5 e velocidade de agitacdo de 100 rpm e o outro foi em
pH 5,5 e 150 rpm. Em todos os outros cultivos o rendimento de etanol foi menor que
0,05g.g™.

Assim como ocorreu com a producdo de etanol, nos experimentos com células
imobilizadas em casca de soja da levedura P. tannophilus (Figura 28) a temperatura de 30 °C
obteve os valores de coeficiente de rendimento abaixo de 0,14 g.g™, com excecio apenas do
experimento com pH 6,5, estatico e concentracdo inicial de agtcar de 0,25 g.g™. Com a
temperatura de 35 °C obteve-se valores de rendimento maior, tendo destaque para o
experimento com pH 4,5, velocidade de agitacdo de 100 rpm e concentracao inicial de agUcar
de 60 g.L™, o qual foi 0,44 g.g™ de rendimento, que corresponde a 86,2% do rendimento
tedrico. O rendimento adquirido para a maior producdo de etanol com células livres foi de
0,30 g.g™.
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Figura 27: Coeficiente de rendimento do etanol produzido em diferentes condi¢fes de pH e velocidade de agitacdo com células livres da levedura

Pachysolen tannophilus nas concentragdes iniciais de actcar e temperaturas de 60 g.L™ e 30 °C (A), 60 g.L™ e 35°C (B), 90 g.L™ e 30°C (C) e
90 g.L" e 35°C (D).
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Figura 28: Coeficiente de rendimento do etanol produzido em diferentes condi¢des de pH e velocidade de agitagdo com células imobilizadas em

casca de soja da levedura Pachysolen tannophilus nas concentracdes iniciais de acicar e temperaturas de 60 g.L™ e 30 °C (A), 60 g.L™ e 35 °C

(B), 90 g.Le30°C (C)e90g.L" e 35°C (D).
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De acordo com Zhao, Zhang e Tan (2008), que estudaram a producdo de etanol a
partir de glicose e xilose utilizando células livres da levedura P. tannophilus, este micro-
organismo possui baixa conversao da xilose a etanol, principalmente pelo fato desta exigir um
tempo de adaptacdo para assimilar a xilose e converter a etanol, contudo ¢ um micro-
organismo promissor para producdo de etanol de segunda geracdo, uma vez que é eficaz na
conversdo de glicose a etanol e posterior consumo da glicose a levedura P. tannophilus
converte xilose a etanol. Com os resultados obtidos no presente trabalho pode-se observar que
utilizando o método de imobilizacéo celular pode tornar a levedura P. tannophilus um micro-
organismo mais promissor para producdo de etanol principalmente para etanol de segunda

geracgdo, o qual possui agucares de cinco e seis carbonos.

5.3.2. Determinacdo do Tempo

Posterior experimentos variando condicGes de temperatura, pH, velocidade de agitacdo
e concentracdo inicial de acucar, foi selecionado o maior valor de rendimento comparando-se
células livres e imobilizadas para realizar experimentos de reciclo e cofermentacdo. As
condicdes selecionadas para a levedura P. tannophilus foram 35 °C, velocidade de agitacao de
100 rpm, concentracéo inicial de actcar de 60 g.L™, pH 4,5 com células imobilizadas. Como
pode ser observado nos experimentos anteriores ndo houve ou teve pequena producdo de
etanol com os cultivos com células livres, portanto para a levedura P. tannophilus foram
selecionadas as condicdes obtidas para as células imobilizadas. Desta maneira para determinar
0 tempo de producéo de etanol foi realizado um cultivo de 20 horas retirando-se aliquotas a
cada hora (Figura 29).

Na Figura 29 pode-se observar que houve crescimento celular durante as 20 horas de
processo atingindo um maximo de 1,4 g.L™%. O consumo de aclcar foi baixo, principalmente
nas primeiras horas de cultivo, porém foi diminuindo gradativamente. A producéo de etanol
comegou a aumentar a partir da nona hora de fermentacdo ocorrendo um pico apds 15 horas.
Porém a producéo méaxima (8,4 g.L™") foi em 19 horas, entretanto a producéo entre 15 e 20
horas foi praticamente estavel. Por isso, foi considerado o tempo de 15 horas para
fermentacdo, uma vez que neste tempo observou-se um maior valor de coeficiente de
rendimento (0,19 g.g™). Apesar de haver consumo de xilose durante o periodo de cultivo, a
producéo de etanol foi baixa, ja que, segundo Zhao, Zhang e Tan (2008) na presenca de xilose
a producdo de biomassa celular € maior em comparacdo ao experimento contendo glicose

como fonte de carbono. Em adicdo, a via metabolica da xilose tem como produto inicial o
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xilitol, e o etanol encontra-se como produto final juntamente da cadeia respiratoria e glicerol
(HAHN-HAGERDAL et al., 1994), possivelmente ocorreu producdo de xilitol e ndo de

etanol.

Figura 29: Producéo de etanol com células imobilizadas da levedura Pachysolen tannophilus.
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5.3.3. Reciclo

Assim como ocorreu em todos os cultivos realizados com células imobilizadas da
levedura P. tannophilus no presente trabalho, a producdo de etanol a partir de xilose também
foi baixa no reciclo, contudo houve producdo de etanol (Figura 30) em todos os ciclos
realizados. O maior consumo de etanol foi de 40% no ciclo 12 que também apresentou a
maior producdo de etanol (8,4 g.L™%). Na Figura 30 pode-se observar que houve uma variagéo
na producéo de etanol nos ciclos 1 e 12 que foram 3 a 8,4 g.L™, respectivamente. Com 0
decorrer dos ciclos a variagdo ocorreu tanto no consumo de agUcar quanto na producdo de
etanol, sendo que os ciclos 5, 10 e 12 apresentaram producdes de etanol acima de 6 g.L™
(Figura 30).
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Apesar da maior produgéo de etanol ter ocorrido no ciclo 12, o ciclo que apresentou

imen

te de rendi

IClen

f
0,38 g.g™*, correspondente a 74,5% do valor tedrico. Por outro lado

(Tabela 13) foi observada no ciclo 12 com 0,56 g.L.h™. O pr

malor coe

to (descritos na Tabela 13) foi o ciclo 5 com rendimento de

Imelro cic

rendimento e produtividade. Como no ciclo 2 houve um aumento em ambos, pode-se dizer
que a levedura precisou de um ciclo para se adaptar as condi¢des fornecidas e ter uma maior

producéo de etanol (Figura 30).



Tabela 13: Coeficiente de rendimento, rendimento teérico e produtividade do reciclo com

células imobilizadas em casca de soja da levedura Pachysolen tannophilus.

_ 1 Produtividade
Ciclo Yp/s(g.9”) Y%T (%)

(g.L.hY)
1 0,13 26,2 0,20
2 0,25 49,0 0,31
3 0,17 33,1 0,25
4 0,29 56,8 0,35
5 0,38 74,5 0,41
6 0,19 38,1 0,27
7 0,29 56,8 0,38
8 0,15 29,4 0,22
9 0,34 67,6 0,34
10 0,36 70,2 0,44
11 0,16 32,2 0,20
12 0,34 67,0 0,56

Ypls: coeficiente de rendimento teorico; Yqr: porcentagem do rendimento tedrico.

No trabalho de Stepanov e Efremenko (2017) utilizaram a levedura P. tannophilus
para producdo de etanol a partir de glicerol. Como suporte para imobilizacdo os autores
empregaram um criogel de alcool polivinilico e obtiveram eficacia na producéo de etanol em
pelo menos 16 ciclos. Além disso, os autores demonstraram a resisténcia tanto da levedura
quanto da imobilizacdo celular ao realizarem um cultivo continuo e durante 140 horas. Os
autores observaram que tanto no reciclo quanto no processo de 140 horas foi observada uma
reducdo menor que 7% na atividade metabdlica (STEPANOV; EFREMENKO 2017).

5.3.3.1. Fotografias da Microscopia Eletronica de Alta Resolucdo (MEV-FEG)

Foram realizadas andlises de Microscopia Eletronica de Alta Resolucdo (MEV-FEG) a
fim de se observar o comportamento e a afinidade da levedura P. tannophilus com o suporte
de imobilizacdo (casca de soja) antes do primeiro ciclo (Figura 31A) fermentativo e apos o
altimo ciclo (Figura 31B). Na figura 31A pode-se observar que ao contrario do ocorrido com
a levedura S. cerevisiae (Figura 17) e com a bactéria Z. mobilis (Figura 24) a levedura P.
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tannophilus teve uma afinidade inicial com o suporte maior. Contudo, na Figura 31B pode-se
observar que ao final de todos os ciclos fermentativos ocorreu um elevado desprendimento
celular, que pode indicar baixa afinidade desta levedura com o suporte utilizado com o
decorrer dos ciclos. Além disto, observam-se células injuriadas, que ndo estavam no inicio
dos ciclos. Ocorreu um alto desprendimento celular nos ciclos fermentativos, variando entre
2,2 (ciclo 10) e 4,1 g.L™* (ciclo 3). Possivelmente este desprendimento e a baixa afinidade
celular com o suporte pode ter ocorrido devido a velocidade de agitacdo aplicada durante o
processo, 0 qual ndo foi aplicado para a bactéria Z. mobilis e nem para a levedura S.

cerevisiae.
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Figura 31: Microscopia Eletronica de Alta Resolugdo (MEV-FEG) da imobilizagdo das

células da levedura Pachysolen tannophilus.
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A: MEV-FEG da casca de soja com imobilizacdo inicial da levedura Pachysolen tannophilus;
B: MEV-FEG da casca de soja com imobilizacdo da levedura Pachysolen tannophilus

posterior 12 ciclos de fermentagao.
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5.4. Cofermentacéo

Foram realizadas duas cofermentacfes, nas quais se alteraram a sequéncia em que 0
micro-organismo foi inoculado em meios de cultivo com diferentes concentracdes de xilose e
glicose. Foi escolhido a cofermentacdo inoculando um micro-organismo de cada vez, ja que
desta forma pode-se aplicar as melhores condi¢Ges para cada micro-organismo. Para a
cofermentacdo os trés micro-organismos foram utilizados como células imobilizadas, uma vez
qgue a imobilizacdo celular forneceu maiores valores de coeficiente de rendimento para
producéo de etanol.

A escolha da variagao de xilose de 20 a 40% foi realizada uma vez que, de acordo com
Singh, Majumder e Ghosh (2014) a xilose é responsavel por 30 a 40% de xilose do total de
acucar fermentescivel presente em hidrolisados de material lignocelulésico.

Na cofermentacdo | a ordem dos micro-organismos foi: S. cerevisiae, seguido de
Z.mobilis e P. tannophilus e na cofermentacdo Il foi: Z.mobilis, seguido de S. cerevisiae e P.
tannophilus. N&o foi alterada a ordem da levedura P. tannophilus, uma vez que esta levedura
preferencialmente utiliza a glicose e somente apds este aclcar se esgotar € que a xilose é
assimilada. Este fato pode ser observado no trabalho de Zhao, Zhang e Tan (2008), os quais
utilizaram uma mistura de glicose e xilose para obtenc¢do de etanol e o consumo de xilose s6
teve inicio ap6s 12 horas de fermentacdo, tempo este em que a glicose foi totalmente
consumida.

Nas Figuras 32 e 33 estdo representadas as cofermentacdes | e Il, respectivamente, nos
diferentes meios de cultivo com as diferentes concentracdes de xilose e glicose. Na Figura 32
pode-se observar que nos trés meios de cultura houve uma reducdo na producéo de etanol
quando a bactéria Z. mobilis foi inoculada, isto pode ter ocorrido pelo fato de a levedura S.
cerevisiae consumiu 81,8; 87,2 e 87,3% da glicose presente nos meios A, B e C,
respectivamente (Figura 32) restando baixa concentracdo de acucar e, segundo os trabalhos de
Ernandes (2009), Ferreira (2013) e Ferreira (2017), a bactéria Z. mobilis tem preferéncia por
maiores concentracdes de acucar. Apos a levedura P. tannophilus ser inoculada a producao de
etanol foi maior em comparacdo com a bactéria Z. mobilis, porém a producdo foi muito
proxima a producao com a levedura S. cerevisiae.

Ao final dos cultivos com a cofermentacéo | a glicose foi consumida quase que em sua
totalidade. Uma vez que a levedura S. cerevisiae e a bactéria Z. mobilis utilizadas no presente
trabalho ndo sdo geneticamente modificadas, estas somente consumem glicose, a xilose

continuou na mesma concentracdo inicial, sendo consumida apenas quando a levedura P.
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tannophilus foi inoculada, porém, como esta levedura s6 consome xilose na auséncia de
glicose (FU; PEIRIS, 2008; ZHAO et al., 2010), possivelmente a levedura P. tannophilus
esgotou o restante de glicose presente no meio e apds comegou a assimilar a xilose para
producéo de etanol e biomassa celular. O consumo da xilose na cofermentacéo I foi de 65, 60
e 66,7% nos meios A, B e C, respectivamente, consumo este maior que com a levedura P.

tannophilus em cultivo separado com imobilizacdo em casca de soja (Tabela 12).

98



Figura 32: Glicose residual, xilose residual e producéo de etanol da cofermentacao I.
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Micro-organismo

(A): meio com 20% de xilose e 80% de glicose; (B): meio com 30% de xilose e 70% de glicose; (C): meio com 40% de xilose e 60% de glicose;

Sc: Saccharomyces cerevisiae; Zm: Zymomonas mobilis; Pt: Pachysolen tannophilus.
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Na cofermentacéo Il, na qual a bactéria Z. mobilis foi o primeiro micro-organismo a
ser inoculado. Diferente da cofermentacdo | (Figura 32), que nos trés meios de cultura a
cofermentacdo se comportou de forma semelhante, na cofermentacdo Il (Figura 33) a
producéo de etanol no meio A foi diferente dos meios B e C. No meio A a concentracao de
etanol aumentou quando a levedura S. cerevisiae foi inoculada e reduziu quando a levedura P.
tannophilus foi inoculada. Nos meios B e C ocorreu uma queda na producdo apds a
inoculacdo das duas leveduras.

Ao final dos cultivos nos trés meios de cultura a glicose foi consumida quase que por
completo assim como ocorreu com a cofermentacdo | (Figura 32). A xilose foi consumida
apenas pela levedura P. tannophilus e o consumo na cofermentacdo Il nos meios de cultivo B
e C foram maiores que o observado na cofermentacdo | com o0s mesmos meios. Esses
consumos foram de 70 e 72,1% nos meios B e C, respectivamente. JA para 0 meio A 0
consumo na cofermentacdo Il foi semelhante a cofermentacdo I, ou seja, ocorreu aumento
consumo de xilose na presenca de maior concentragdo deste agucar na cofermentacéo I1.

A possivel queda na producdo de etanol com a levedura S. cerevisiae na
cofermentacdo Il pode ser pelo estresse causado nas células desta levedura pelo etanol
presente no meio formado pela bactéria Z. mobilis, uma vez que o etanol inibe o crescimento
celular da levedura S. cerevisiae resultando em reducdo da producdo do mesmo
(WINKELHAUSEN et al., 2010). Na cofermentacdo | a mesma queda pode ser observada,
porém inoculando a bactéria Z. mobilis ap6s a levedura S. cerevisiae, contudo, como esta
bactéria possui maior resisténcia ao etanol se comparado com a levedura S. cerevisiae (MA et
al., 2016) e possivel que a bactéria tenha consumido etanol pela baixa concentragéo de glicose
presente no meio, ja que para a bactéria Z. mobilis quanto maior a concentracdo de glicose
maior a producdo de etanol e menor o crescimento celular ou vice versa (ROGERS; LEE;
TRIBE, 1979), ja que a producéo de etanol nédo e diretamente proporcional ao crescimento
celular (DIMARCO; ROMANO, 1985), o qual foi observado no presente trabalho na
cofermentacdo | (Figura 32), que o crescimento celular foi maior e a produgéo de etanol foi

menor do que na cofermentacdo Il (Figura 33) com a bactéria Z. mobilis.
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Figura 33: Glicose residual, xilose residual e producéo de etanol da cofermentacao 1.
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Micro-organismo

(A): meio com 20% de xilose e 80% de glicose; (B): meio com 30% de xilose e 70% de glicose; (C): meio com 40% de xilose e 60% de glicose;

Zm: Zymomonas mobilis; Sc: Saccharomyces cerevisiae; Pt: Pachysolen tannophilus.

101



Na Tabela 14 estdo descritos os coeficientes de rendimento e os rendimentos tedricos
das cofermentacgdes | e 1l nos trés meios de cultura utilizados. Foi considerado para calculo do
coeficiente de rendimento apenas a producédo de etanol final e o consumo final. Assim foi
selecionado o maior valor de rendimento para realizar o reciclo da cofermentacéo.

Na cofermentacdo | o coeficiente de rendimento foi maior no meio C que continha a
maior concentracdo de xilose e para a cofermentacdo Il foi maior no meio A, meio de cultura
com a menor concentragdo de glicose. E possivel observar na Tabela 14 que o rendimento da
cofermentacdo | aumentou de acordo com o aumento da propor¢cdo de xilose e para a
cofermentagcdo Il ocorreu o contrario, na qual o rendimento foi menor em elevada
concentracédo de glicose. Apesar disto os rendimentos obtidos nas duas cofermentagdes e nos
trés meios de cultura utilizados foram préximos, contudo baixos quando comparados com 0
rendimento utilizando os micro-organismos separadamente. O maior valor de coeficiente de
rendimento obtido foi na cofermentacdo | com o meio de cultivo C, o qual continha 40% de
xilose e 60% de glicose. Este rendimento foi de 0,19 g.g™ que corresponde a 37,3% do

rendimento teorico.

Tabela 14: Coeficiente de rendimento e rendimento teorico das cofermentagdes I e 11.

Meio | TPS (9.9 Yoot (%) Yp/s (9.97) Yoot (%)
Cofermentagéo | Cofermentagdo | Cofermentacéo I1 Cofermentagéo Il
A 0,15 29,4 0,15 29,4
B 0,16 31,4 0,14 27,4
C 0,19 37,3 0,13 25,5

O crescimento celular de cada micro-organismo nas duas cofermentacdes e nos trés
meios de cultura estdo descritos na Tabela 15. Ao analisar a producédo de etanol final (Figura
32) e o crescimento celular (Tabela 15) da levedura P. tannophilus na cofermentacdo I,
observa-se que quanto maior a producdo de etanol, menor é o crescimento celular, uma vez
que no meio de cultivo C a producdo de etanol foi de 8,3 g.L™ e o crescimento celular de
1,38 g.L™* e para 0 meio B a producéo de etanol foi de 7,5 g.L™" e o crescimento celular de
1,61 g.L™". O mesmo pode ser observado na cofermentacdo II, na qual a maior producéo de
etanol (8,3g.L™) no meio A obteve o menor crescimento celular de 1,47 g.L™ e no meio C,

cuja producdo de etanol foi menor (6 g.L™), o crescimento celular foi o maior (1,85 g.L™).
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Tabela 15: Crescimento celular dos micro-organismos na cofermentacéo I e 1l dos trés meios

de cultura.
Crescimento Celular (g.L™)
Meio — Saccharomyces . Pachysolen
Cofermentagéo cerevisiae Zymomonas mobilis tannophilus
A-1 1,27 0,97 1,45
B-I 1,49 0,87 1,61
c-1 1,93 0,85 1,38
A1l 1,08 0,49 1,47
B-II 1,30 0,47 1,70
C-1l 1,56 0,19 1,85

A-1: cofermentacdo | meio A (20% de xilose e 80% de glicose); B-1: cofermentacdo | meio B
(30% de xilose e 70% de glicose); C-I: cofermentacdo | meio C (40% de xilose e 60% de
glicose); A-Il: cofermentacdo Il meio A (20% de xilose e 80% de glicose); B-I:
cofermentacdo Il meio B (30% de xilose e 70% de glicose); C-IlI: cofermentacdo Il meio C
(40% de xilose e 60% de glicose).

Os coeficientes de rendimento das produgdes de etanol da cofermentagéo I e 1l (Tabela
14) foram menores aos obtidos pelos micro-organismos em monocultura. O maior rendimento
obtido foi de 0,19 g.g™ na cofermentacéo | utilizando o meio de cultura C (40% xilose e 60%
glicose). Este valor foi igual ao cultivo com a levedura P. tannophilus (Figura 29) e inferior
aos obtidos pela levedura S. cerevisiae (0,44 g.g™* — Figura 15) e bactéria Z. mobilis (0,39 g.g™*
— Figura 22). Este resultado condiz com o trabalho de Latif e Rajoka (2001), que utilizaram
células livres das leveduras S. cerevisiae e Candida tropicalis em monocultura e
cofermentacdo para producdo de etanol empregando hidrolisado de espiga de milho e
obtiveram maior rendimento com monocultura em todas as concentracGes de acUcares
utilizadas.

Contudo no trabalho de Patle e Lal (2008), que utilizaram hidrolisado de Thippi (um
complexo de amido, pectina, fibra e proteina) obtiveram maiores rendimentos e producédo de
etanol empregando cofermentacdo com células livres da bactéria Z. mobilis e da levedura C.
tropicalis do que utilizando monocultura destes micro-organismos. O mesmo pode ser

observado no trabalho de Abate et al. (1996) que produziram etanol a partir de sacarose e a
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cofermentacdo com células livres de S. cerevisiae e Z. mobilis, no qual a cofermentacdo
forneceu maior rendimento de etanol quando comparada com a monocultura. No trabalho de
Karagoz e Ozkan (2014), a converséo glicose e xilose a etanol foi melhor na cofermentacéo
de células imobilizadas em alginato de célcio das leveduras S. cerevisiae e Scheffersomyces
stipits do que com a monocultura da S. cerevisiae.

Assim como o presente trabalho, Fu e Peiris (2008) utilizaram uma mistura de glicose
e Xxilose na proporcdo de 60 e 40%, respectivamente, para producdo de etanol com
cofermentacdo com células livres da bactéria Z. mobilis seguida da levedura P. tannophilus. O
experimento foi realizado sem agitacdo para a bactéria e com aeracgao para a levedura e para
ambos foi empregado temperatura de 30 °C. De acordo com o0s autores a cofermentacao
permitiu um maior rendimento de etanol a partir da xilose, uma vez que a monocultura com a
levedura P. tannophilus obteve rendimento de 0,15 g.g™* e aumentou para 0,17 g.g™ com a
cofermentacdo. Entretanto a cofermentacéo forneceu rendimento menor do que a monocultura

com a bactéria Z. mobilis, 0 mesmo resultado foi obtido no presente trabalho.

5.4.1. Reciclo da Cofermentacéo

Para realizar o reciclo da cofermentagdo foi selecionada a cofermentacéo e o meio de
cultivo utilizado com o maior valor de coeficiente de rendimento. Diante disto escolheu-se a
cofermentacdo I, na qual a sequéncia de micro-organismo a ser inoculado foi primeiro a
levedura S. cerevisiae, em seguida a bactéria Z. mobilis e por dltimo a levedura P.
tannophilus, no meio de cultivo C, o qual continha 40% de xilose e 60% de glicose. Foram
realizados cinco ciclos de cultivo, ja que no reciclo com a levedura P. tannophilus o maior
rendimento de etanol foi obtido com cinco ciclos.

Na Figura 34 pode-se observar o comportamento de cada micro-organismo nos ciclos
da cofermentacdo. No geral todos os ciclos apresentaram producdo de etanol maior que na
cofermentacdo individual. A maior producdo final de etanol foi obtida no ciclo 3 com

producdo de 13,4 g.L™.
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Figura 34: Producdo de etanol do reciclo da cofermentacéo.
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Sc: Saccharomyces cerevisiae; Zm: Zymomonas mobilis; Pt: Pachysolen tannophilus.

Nesta Figura 35 é possivel visualizar o comportamento de cada ciclo durante a
producédo de etanol, bem como a quantidade de glicose e xilose residual. A cada ciclo a
quantidade de glicose residual apds o cultivo com a levedura S. cerevisiae foi reduzindo,
assim pode-se observar que a producdo de etanol em cultivo com a bactéria Z. mobilis foi
menor conforme os ciclos, com exce¢éo do ciclo 5.

O consumo de xilose diminuiu conforme cada ciclo. A Figura 36 mostra o
desprendimento celular da casca de soja de cada micro-organismo, nota-se que este

desprendimento celular foi maior no primeiro ciclo e reduziu gradualmente.
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Figura 35: Glicose residual, xilose residual e producéo de etanol dos ciclos separados da cofermentacéo.
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Os valores de coeficiente do rendimento, rendimento tedrico e produtividade podem
ser observados na Tabela 16. Todos estes parametros foram calculados de acordo com o valor
final de etanol de cada ciclo. Assim como a maior producéo de etanol, o ciclo 3 foi 0 que
apresentou maior valor de coeficiente de rendimento (0,31 g.g%) e produtividade
(0,53 g.L.h™). Este rendimento correspondeu a 60,9% do rendimento teérico e foi 1,6 vezes
maior que o rendimento obtido na cofermentagdo Unica, mostrando que o reciclo da

cofermentacdo foi eficaz no aumento do rendimento de producdo de etanol.

Tabela 16: Coeficiente de rendimento, rendimento tedrico e produtividade dos ciclos

fermentativos da cofermentacao.

Ciclo Yp/s (9.97) T%T (%) Produtividade (g.L.h™)
1 0,18 35,1 0,38
2 0,28 54,0 0,47
3 0,31 60,9 0,53
4 0,29 57,8 0,51
5 0,30 59,7 0,51

Uma vez que o reciclo das células imobilizadas foi o experimento em que se utilizou a
mesma célula imobilizada, foi quantificado apenas o desprendimento celular de cada micro-
organismo. O desprendimento celular de cada ciclo da cofermentacdo pode ser observado na
Figura 36. A levedura P. tannophilus e a bactéria Z. mobilis tiveram comportamento
semelhante em relacdo ao desprendimento celular. Este desprendimento diminuiu
gradativamente com o passar de cada ciclo, contudo com a levedura foi observado um maior
que o desprendimento da bactéria. Ja para a levedura S. cerevisiae o desprendimento foi
semelhante nos ciclos 1, 4 e 5, sendo o ciclo 4 com maior desprendimento, e o ciclo 2 e 3
apresentaram desprendimentos menores. O ciclo 2 foi o que apresentou 0 menor
desprendimento celular.

O desprendimento celular comumente ocorre na imobilizacdo por ligagéo a superficie,
técnica empregada no presente trabalho, ja que as células dos micro-organismos ligam-se ao
suporte por ligacdo covalente ou forcas eletrostaticas e, quando estas ligacdes sdo rompidas,
ocorre o desprendimento celular, uma vez que n&o existir nenhum tipo de barreira para que
pudesse ocorrer um equilibrio entre as células adsorvidas no suporte e as que foram

desprendidas (SINGH et al., 2013).
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Figura 36: Desprendimento celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, da bactéria

Zymomonas mobilis e da levedura Pachysolen tannophilus em cada ciclo do reciclo da

cofermentacao.
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No presente trabalho a producédo de etanol no reciclo da cofermentagdo foi melhor no
ciclo 3, assim como o rendimento e a produtividade, contudo a producédo de etanol no decorrer
dos ciclos teve pouca variacdo (de 9,4 a 13,2 g.L™ de etanol). No estudo de Beniwal et al.
(2018) o mesmo comportamento foi observado, no qual os autores obtiveram maior producéo
de etanol nos trés primeiros ciclos da sacarificacdo e fermentacdo simultanea do hidrolisado
de soro de leite, utilizando células imobilizadas em alginato de céalcio da levedura S.

cerevisiae e Kluyveromyces marxianus, no qual a producédo de etanol foi menor no quarto e
no ultimo ciclo..
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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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APENDICES

Apéndice A — Halo de inibigdo para resisténcia ao etanol em diferentes concentragdes das
leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen tannophilus e da bactéria Zymomonas

mobilis.

Concentracéao da solucédo
de etanol %(v/v)

1 - - -

S. cerevisiae Z. mobilis P. tannophilus

© 00 N o o B~ w DN
1
1
1

10 - - -

-2 sem formacao de halo.

Como pode ser observado ndo houve formacgédo de halo de inibicdo em nenhum dos
experimentos, isto indica que os trés micro-organismos sao resistentes ao etanol em solucdes
com até 10% (v/v), o qual corresponde a aproximadamente 79 g.L™ de etanol. Com estes
resultados pode-se garantir que na aplicacdo da cofermentagdo nenhum micro-organismo sera
inibido pela producéo de etanol do micro-organismo anterior, uma vez que serdao inoculados
sequencialmente para garantir a utilizacdo completa dos acgucares adicionados. A producéo
méxima teérica do presente trabalho é de 46 g.L™ ou aproximadamente 6% (v/v) de etanol,

TR

cerevisiae e P. tannophilus.
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Apéndice B — Concentracdo celular (g) e absorbancia para construgdo da curva padréo de

crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae.

Célula (g) Absorbéancia
0,102 0,318
0,122 0,379
0,116 0,387
0,142 0,442
0,160 0,508
0,254 0,617
0,328 0,872

Apéndice B.1 — Curva padrdo para determinacdo espectrofotomeétrica de crescimento da

levedura Saccharomyces cerevisiae.

Absorbancia

1 q

0,9

= = = = = = = =
—t a2 [F¥] o Lh (=2 =1 Lol
1

L)

y=24709x+0,0623
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’ 4 r."
N + Serniel
—— Linear (Sériel)
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,33

Peso Celular (g.L'1)
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Apéndice C — Concentracdo celular (g) e absorbancia para constru¢do da curva padrdo de
crescimento da bactéria Zymomonas mobilis.

Célula (g) Absorbéancia
0,060 0,248
0,074 0,269
0,078 0,316
0,090 0,353
0,124 0,402
0,134 0,492
0,188 0,575
0,240 0,728

Apéndice C.1 — Curva padrdo para determinacdo espectrofotométrica de crescimento da
bactéria Zymomonas mobilis.
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Apéndice D — Concentracdo celular (g) e absorbancia para constru¢do da curva padréo de

crescimento da levedura Pachysolen tannophilus.

Célula (g) Absorbéancia
0,056 0,264
0,080 0,369
0,120 0,494
0,230 0,742
0,374 0,978

Apéndice D.1 — Curva padrdo para determinacdo espectrofotométrica de crescimento da

levedura Pachysolen tannophilus.
. y=2.4822x+0.1187
RZ=0,95

+ absg

Absorbancia

— Linear (abs)

] 0,1 0,2 0,3 04
Peso Celular (g.L'1)
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Apéndice E — Concentragdo de glicose (g.L™) e absorbancia para construcio da curva padrdo

de acUcares redutores.

Glicose (g.L™)

Absorbancia

0,04
0,08
0,12
0,20
0,24
0,32
0,36
0,40

0,174
0,405
0,613
1,006
1,217
1,577
1,757
1,988

Apéndice E.1 — Curva padrdo para determinacao espectrofotométrica de acUcares redutores.

25 -
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Apéndice F — Concentracéo de xilose (g.L™) e absorbancia para construcdo da curva padréo

de acUcares redutores.

Xilose (g.L™) Absorbancia
0,04 0,187
0,08 0,370
0,16 0,739
0,20 0,897
0,24 1,033
0,32 1,344
0,40 1,608

Apéndice F.1 — Curva padréo para determinacédo espectrofotométrica de agucares redutores.
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Apéndice G — Concentracdo de etanol (g.L™") e 4rea do pico do cromatograma para

construcdo da curva padrédo de etanol.

Etanol (g.L™) Area
7,89 3283491
15,78 5732919
31,56 10214149
63,12 19496057
78,90 26848097

Apéndice G.1 — Curva padrdo para quantificacdo de etanol por cromatografia gasosa

30000000 1
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