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RESUMO - O etanol apresenta uma alternativa viavel como combustivel a partir de vias
fermentativas, reconhecido como bioetanol. O bioetanol € produzido por micro-
organismos fermentadores de carboidratos, os quais podem ser derivados de materiais
lignocelul6sicos, possuindo a glicose como um dos principais aglUcares desta matéria-
prima. Neste trabalho avaliaram-se a cinética de consumo do substrato e a producédo de
etanol por quatro diferentes micro-organismos fermentadores (Saccharomyces cerevisiae,
Zymomonas mobilis, Pichia stipitis e Pachysolen tannophilus) para o ensaio padréo,
empregando a glicose como fonte de carbono. As fermentagBes em mistura sintética
foram realizadas em Erlenmeyers com 80% (v/v) de meio de cultivo e 20% de in6culo.
Para a andlise das amostras, retiradas periodicamente, foram realizadas a determinacéo de
acucares redutores (AR) e de etanol (P). O melhor valor de conversdo de substrato em
produto foi encontrado para o micro-organismo Z. mobilis (0,45 g/g).

1. INTRODUCAO

Com a geracdo de impactos ambientais pelo uso de combustiveis fosseis, torna-se importante a
procura de novas fontes alternativas de energia. O etanol apresenta uma alternativa viavel como
combustivel a partir de vias fermentativas, reconhecido como bioetanol. De acordo com Gottschalk
(2012), o bioetanol é produzido por micro-organismos fermentadores de carboidratos, os quais sdo
encontrados em materiais lignocelulosicos (compostos por celulose, hemicelulose e lignina),
possuindo a glicose como um dos principais aglcares deste recurso.

O uso de micro-organismos na producdo de biocombustiveis apresenta-se em grande
desenvolvimento no mundo todo. A producdo industrial de etanol utiliza 0 mela¢o da cana-de agUcar
ou o amido (hidrolisado por enzimas) para fermentacdo com Saccharomyces cerevisiae (ANTUNES,
2011). De fato, diversos grupos de pesquisa trabalnam para o desenvolvimento de medidas
tecnoldgicas inovadoras em bioprocessos, como a producéo de etanol pela fermentacdo (ALMEIDA,
2012).
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A conversdo de residuos lignocelul6sicos (biomassa) em acucares fermentesciveis esta sendo
considerada uma fonte alternativa de energia promissora para atender a demanda mundial por
combustiveis renovaveis (BUCKERIDGE et al., 2010; SANTOS et al., 2012; MAITI et al., 2011).
Materiais lignocelulésicos hidrolisados contém uma variedade de pentoses e hexoses, porém, nao
existe um unico organismo conhecido capaz de converter eficientemente todos esses agucares em
etanol (YANASE, 2012). Esse material pode ser aproveitado como biomassa na producgéo de etanol
de 22 geracdo (etanol 2G ou bioetanol) e, com isto, além de contribuir com a reducdo do impacto
ambiental ocasionado pela degradacdo da biomassa no campo, pode levar a valorizacéo do residuo e
agregar valor a matéria-prima.

Dentre os diversos micro-organismos utilizados em pesquisa e na industria, Saccharomyces
cerevisiae e Zymomonas mobilis sdo mundialmente conhecidos e utilizados para degradacdo de
hexoses visando a producdo de etanol. Outros como os géneros Pichia e Pachysolen estdo entre 0s
micro-organismos estudados na degradacao das pentoses para obtencdo de etanol.

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo contribuir com a otimizacdo da producéo
de bioetanol a partir de biomassa vegetal, estabelecendo a cinética do consumo de substrato e da
producéo de etanol por quatro diferentes micro-organismos (Saccharomyces cerevisiae ATCC 26603,
Zymomonas mobilis ATCC 35001, Pichia stipitis ATCC 58376 e Pachysolen tannophilus ATCC
32691), empregando um meio de cultivo sintético contendo glicose como principal fonte de carbono.
Estes micro-organismo foram escolhidos em fun¢éo das suas caracteristicas e com objetivo de indicar
aqueles que podem ser utilizados futuramente em um cultivo com co-cultura, apresentando alto
rendimento na obtencdo de etanol sem serem inibidos pela alta concentracdo inicial de substrato e
nem pela concentracdo do produto.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Micro-organismos

Culturas puras de Saccharomyces cerevisiae ATCC 26603, Zymomonas mobilis ATCC 35001,
Pichia stipitis ATCC 58376 e Pachysolen tannophilus ATCC 32691, todos fornecidos pelo banco de
cepas da Fundacdo André Tosello. A manutencdo dos micro-organismos foi realizada a partir do
cultivo de superficie em placas de Petri, com repiques semanais, empregando como meio de cultivo
base 0 meio proposto por Schulz (2010).

2.2. In6culo

Foi realizado em Erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de meio de cultivo composto por
(em g/L): a) para S. cerevisiae e P. tannophilus - glicose, 20,0; extrato de levedura, 3,0; (NH4),SO,,
0,5; KH,PO,, 0,5; Mg(SO4)7H,0, 0,1 e CaCl,, 0,1; b) para Z. mobilis e P. stipitis - glicose, 20,0;
extrato de levedura, 5,0; (NH4).SO,4 ,1,0 g, KH,POy,, 1,0; Mg(SO4)7H,0, 1,0. Todos os cultivos
foram conduzidos em agitador orbital (shaker) com fregiéncia de agitacdo de 100 min™ durante 24 h.
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2.3. Temperatura e pH

Foram especificos para cada micro-organismo, conforme literatura: S. cerevisiae, 30 °C e 4,5
(TOSETTO, 2008 e PARK, 2010); Z. mobilis, 30 °C e 6,0 (PATLE & LAL, 2008; YANASE et al.,
2012 e MAITI et al., 2011; PINILLA et al., 2011); P. stipitis, 32 °C e 5,5 (SLININGER et al., 1990
apud OLIVEIRA, 2010); P. tannophilus, 30 °C e 6,0 (CONVERTI et al., 2011; SATHESCH-
PRABU & MURUGESAN, 2011).

2.4. Ensaios de fermentacéao

Foram realizados ensaios padrées empregado como principal fonte de carbono glicose (100
g/L) e as mesmas concentracdes dos demais nutrientes utilizados na producdo do inoculo especificas
para cada um dos micro-organismos. De forma isolada, cada um dos quatro micro-organismos
avaliados foi cultivado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 80% (v/v) de meio de cultivo
e 20% de indculo. Os frascos foram acondicionados em agitador orbital com frequéncia de agitagdo
de 100 min™. A temperatura de incubacio e o pH inicial do meio de fermentagdo foram estabelecidos
de acordo com o item 2.3.

2.5. Esterilizacdo

Todos os meios de cultivo foram previamente esterilizados em autoclave a 121 °C durante 15
min.

2.6. Metodologia analitica

Durante os ensaios de fermentacdo foram retiradas amostras periddicas para as determinacoes
das concentracbes de acgucares e de etanol. As concentracdes de acucares redutores (AR) foram
determinadas pelo método do cuproarsenato proposto por Somogy (1952) e Nelson (1944); e as
concentracdes de etanol por Cromatografia Gasosa (CG) utilizando cromatografo Agilent, 6890 e a
coluna da Hewlett-Packard HP-1 com fase estacionaria 100% dimetil polisiloxano.

2.7. Calculo

Para calcular o fator de conversdo de aglcares redutores em etanol (Yps) utilizou-se a Equagéo
1, empregando os valores obtidos de concentragdes iniciais e finais de glicose e etanol.

(Pf _PO)

Yp g =
PIS 7 ARy — AR )

Onde:
Ps — concentragdo maxima de etanol obtida durante a fermentacgéo (g/L)
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Po — concentracdo de etanol no inicio da fermentacéo (g/L)
AR, — concentracdo de aglcar redutor no inicio da fermentacao (g/L)
AR; — concentracdo de acUcar redutor presente no meio de fermentacdo no instante Ps = Pmaximo (/L)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores das concentracGes de acucares redutores (AR) e etanol (P) obtidos durante a
fermentacdo alcodlica por S. cerevisiae, Z. mobilis, P. stipitis e P. tannophilus empregando a glicose
(100 g/L) como principal fonte de carbono séo apresentados nos graficos da Figura 1.
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Figura 1 — Graficos das cinéticas de consumo de substrato (AR) e producéo de etanol (P) por: (a)
Saccharomyces cerevisiae; (b) Zymomonas mobilis; (c) Pichia stipitis; (d) Pachysolen tannophilus.

A glicose foi totalmente consumida por S. cerevisiae em 24 horas, produzindo em torno de 41
g/L de etanol. O valor obtido da conversdo de substrato em produto foi de 0,41 g/g. Nos estudos de
Singh & Bishnoi (2012), foi utilizado palha de trigo como substrato para fermentacdo por S.
cerevisiae, e foram obtidos 14,5 g/L de etanol a partir de 50 g/L de substrato. A temperatura € o pH
foram de 30 °C e 5,0, respectivamente. O rendimento obtido pelos autores foi de 0,48 g/g. Mesmo a S.
cerevisiae ndo degradando pentoses (agucares de cinco carbonos disponiveis em materiais
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lignocelulosicos), o rendimento foi superior ao deste trabalho, porém a producdo de etanol foi
inferior. Hickert et al. (2013) avaliaram a producdo de etanol por S. cerevisiae com casca de arroz
como substrato, nas condi¢bes de 30 °C e pH de 5,0, e obtiveram o consumo total de 27 g/L de
glicose (proveniente da biomassa) em 100 h, porém a produ¢do méxima de etanol foi de 10 g/L em 72
h. O rendimento obtido foi de, aproximadamente, 0,38. As diferencas de rendimento dos trabalhos
podem ser devido a utilizacdo de cepas distintas.

Z. mobilis consumiu toda glicose (100 g¢g/L) em torno de 24 horas e produziu,
aproximadamente, 42 g/L de etanol. O rendimento obtido foi de 0,45 g/g. Yanase et al. (2012)
utilizaram, entre outros aclcares, 20 g/L de glicose como substrato de fermentacdo para avaliar a
producdo de etanol por Z. mobilis. A temperatura e pH utilizados foram 30 °C e 5,5, respectivamente.
Em 24 h, a glicose foi totalmente consumida, foi produzido em torno de 9 g/L de etanol e o
rendimento obtido foi de, aproximadamente, 0,39 g/g. A diferenca de rendimento pode ter ocorrido
pela utilizacdo de cepas distintas e diferenca de pH. Pinilla et al. (2011) obtiveram um rendimento de
0,83 g/g, utilizando 160 g/L de glicose, com uma temperatura de 35 °C e pH 6,0. Em 60 h, Z. mobilis
produziu, aproximadamente, 50 g/L de etanol e consumiu 60 g/L de glicose. A diferenca de
temperatura e da cepa utilizada (comercial) pode ter influenciado em rendimento maior no estudo de
Pinilla et al. (2011).

O consumo de glicose por P. stipitis apresentou-se mais lento, em 48 h foram consumidos 75
g/L de glicose, e a producdo de etanol para este mesmo tempo foi em torno de 30 g/L. O rendimento
obtido foi de 0,38 g/g. Nos estudos de Cho et al. (2010), analisaram a producédo de etanol utilizando,
entre outros substratos, 60 g/L de glicose. P. stipitis consumiu toda glicose em 36 h, produzindo 25
g/L de etanol, obtendo um rendimento de 0,42 g/g. As condicdes de fermentacao foram 30 °C e pH de
6,0. A diferenca no rendimento pode ter ocorrido pelo fato de ndo constituirem a mesma cepa de P.
stipitis. Singh & Bishnoi (2012) também avaliaram o rendimento de etanol por P. stipitis utilizando
palha de trigo como substrato. Com 50 g/L de acUcar, foi produzido em torno de 12,2 g/L de etanol,
obtendo um rendimento de 0,43 g/g. A temperatura do meio de cultivo foi 30 °C e o pH de 5,0. Como
palha de trigo € um material lignoceluldsico, possuindo hexoses e pentoses, e P. stipitis tem a
capacidade de degradar pentoses, € aceitavel que seu rendimento seja maior, comparando-se com 0
meio sintético de glicose. Nos dois casos, as temperaturas foram distintas da utilizada neste estudo.

Para P. tannophilus, a glicose foi consumida em 36 h, a producdo de etanol foi de 40 g/L e 0
rendimento alcancou o valor de 0,41 g/g. Zhao et al. (2008) utilizaram 22 g/L de glicose para avaliar a
producéo de etanol por P. tannophilus, obtiveram o consumo total da glicose em 12 h e producéao de
6,90 g/L de etanol. O rendimento foi de, aproximadamente, 0,30 g/g. A fermentagdo ocorreu a uma
temperatura de 30 °C. Neste estudo, em 12 h de fermentagdo, P. tannophilus havia consumido 30 g/L
e produzido 18,6 g/L de etanol. Os estudos de Sathesh-Prabu & Murugesan (2011) demonstram a
producéo de etanol por P. tannophilus a partir de 150 g/L de glicose. Em 72 h, foi consumido 100 g/L
de glicose e produzido 40 g/L de etanol. O rendimento obtido pelos autores foi de 0,40 g/g. Os
estudos também apontaram as melhores condicdes de fermentacdo para P. tannophilus como
temperatura de 30 °C e pH de 6,0 a 5,5. Comparando o trabalho dos autores com este trabalho, P.
tannophilus consumiu o substrato em menor tempo e alcancou melhores valores de rendimento.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, 0 micro-organismo que apresentou a melhor converséo
de substrato em produto foi a Z. mobilis (0,45 g/g). Este micro-organismo também apresentou 0s
melhores resultados em produto final (42 g/L) e menor tempo de cultivo (24 h).
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