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RESUMO

A produgdo de etanol pela levedura Pichia stipitis foi avaliada em reator de bancada sob
diferentes condigoes de aeragdo e agita¢do em meio semi-sintético contendo xilose (90,0 g/L)
como principal fonte de carbono. Os ensaios foram realizados segundo um planejamento
fatorial 2° variando-se a aeracdo (0,25 a 0,75 vvm) e a agitacio (150 a 250 rpm). Dentro da
regido de transferéncia de oxigénio estudada, o fator de conversdo de substrato em produto
(Ypss) e a produtividade volumétrica em etanol (Qp) sofreram pouca influencia das varidveis
avaliadas. Diante disto, a maxima concentragdo de etanol acumulada foi o pardmetro
adotado como principal critério de sele¢do das condigoes de processo. A mdxima
concentragdo de etanol, cerca de 27 g/L, foi obtida a 250 rpm de agitagdo e aeragdo de
0,25 vwm (kra = 4,9 h‘l). Nestas condi¢oes, a conversdo de substrato em produto (Yps),
eficiéncia (1) e produtividade em etanol (Qp) foram de 0,32 g/g, 63 % e 0,32 g/L.h,
respectivamente.
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INTRODUCAO

O estudo da fermentagdo de etanol tem ganhado importancia devido ao aumento na
demanda nos tltimos anos como combustivel automotivo e como complemento para gasolina
(Ratnam et al., 2005; Sun e Cheng, 2005). Além de ser uma fonte de energia renovavel, o
etanol apresenta outras vantagens sobre a gasolina, por ser um combustivel oxigenado que
contém 35% de oxigénio, o que reduz a emissdo de NOy e materiais particulados oriundos da
combustdo. O uso de etanol produzido por fermentagdo como combustivel ndo contribui para
o aumento liquido de dioxido de carbono na atmosfera, ja que € produzido a partir de matérias
primas renovaveis que seqliestram CO; da atmosfera (Demirbas, 2005; Nilsson, 2005).

Os materiais lignoceluldsicos tém sido apontados como uma promissora fonte de matéria
prima para processos de bioconversao, dentre eles a produgdo de etanol (Lin e Tanaka, 2006).
A xilose é o principal acucar obtido na hidrdlise da fracdo hemiceluldsica de residuos
agricolas e madeira duras, sendo sua bioconversdo um passo importante na utilizacdo destes
materiais (Nakamura; Sawada; Inoue, 2001; Guo et al., 2008).

A capacidade de microrganismos em produzir etanol a partir de xilose tem sido investigada
por muitos pesquisadores (Sanchez, 2004; Millati; Edebo; Taherzadeh, 2005; Hahn-Héagerdal,
1994). Em diversos trabalhos, Pichia stipitis tem apresentado resultados promissores na
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conversao de xilose em etanol a partir de hidrolisados de biomassa lignocelulosica (Nigam,
2001; Agbogbo, 2008).

As condi¢des ambientais do processo (pH, temperatura, oxigénio, entre outras) € a
composicao do meio de cultura sdo fatores importantes, capazes de influenciar fortemente a
produtividade de qualquer processo de bioconversdao (Sunitha et al., 1999). Dentre estes
fatores, a disponibilidade de oxigénio destaca-se como um dos mais importantes (Furlan et al,
1994). Segundo du-Preez (1994) a aeracdao € um fator de grande importancia na fermentacgao
de xilose por leveduras, visto que o nivel de aeragdo determina a divisdo do fluxo de carbono
da xilose entre o crescimento e a formacdao de produto, sendo, portanto, capaz de afetar
drasticamente os pardmetros fermentativos.

O oxigénio possui uma baixa solubilidade em agua quando comparado com fontes de
carbono, nitrogénio, fosforo e demais nutrientes. Por este motivo, em fermentagdes submersas
nas quais ele se faz necessario a transferéncia de oxigénio ao meio de fermentagdo deve ser
realizada durante todo o decorrer do processo. Esta transferéncia de oxigénio para o meio
pode ser realizada de diferentes formas, sendo os reatores dotados de agitacdo mecanica com
dispersao de bolhas de ar no meio as formas mais utilizadas industrialmente, responsaveis por
cerca de 93 % das aplicacdes (Schmidell, 2001).

A realizagdo de estudos em reatores de bancada permite avaliar parametros de fermentacdo
que ndo podem ser bem controlados em incubadoras de movimento rotatério, além de
proporcionar condigdes mais proximas as empregadas em maior escala. Para o
desenvolvimento de uma tecnologia eficiente para bioconversao de xilose a etanol em grande
escala, ¢ de fundamental importancia compreender a influéncia desses fatores sobre os
processos conduzidos em reatores operados em condi¢des controladas.

MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Fermentagdo do Departamento de
Engenharia Biologica do Instituto de Biotecnologia e Bioengenharia da Universidade do
Minho, em Braga, Portugal.

Processo Fermentativo: O microrganismo utilizado para a bioprodugdo de etanol foi a
levedura Pichia stipitis NRRL Y-7124. Os in6culos foram preparados em frascos Erlenmeyer
de 500 mL de capacidade, contendo 100 mL do meio composto por (g/L): xilose (30,0);
glicose (5,0); arabinose (5,0); uréia (2,3); MgSOs. 7H,0 (1,0); Extrato de levedura (3,0). Os
frascos inoculados foram incubados em agitador rotatorio a 30°C, sob agitacao de 200 rpm,
por 24 horas. O meio de fermentacdo foi composto por (g/L): xilose (90,0); glicose (15,0);
arabinose (15,0); uréia (2,3); MgSO,4. 7H,0 (1,0); Extrato de levedura (3,0). A fermentagao
foi realizada em um biorreator de 1,6 L de capacidade tipo tanque agitado, com uma
concentragdo inicial de células de cerca de 1,0 g/L, temperatura de 30 °C e diferentes
condi¢des de aeracdo (0,25 a 0,75 vvm) e agitacdo (de 150 a 250 rpm), que foram
determinadas segundo um planejamento experimental (Tabela 1).

Acompanhamento Analitico dos Processos: O acompanhamento analitico das fermentagdes
foi realizado retirando-se amostras periodicamente para determinagdo de aglcares (glicose,
xilose, arabinose e etanol), e determinacdo da concentragdo celular.

A concentragdo celular foi determinada pela medida das absorbancias das amostras diluidas
em espectrofotometro Beckmen, a 600 nm tendo 4dgua destilada como branco. Os valores de
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concentragdo foram calculados através da equacao das curvas de calibracao entre o peso seco
e absorbancia, obtidas para o microrganismo em questao.

As concentragdes de glicose, xilose, arabinose e etanol foram determinadas por
Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC), em equipamento JASCO equipado com
detector de indice de refra¢do e coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 X 7,8 mm), nas
seguintes condicdes: temperatura de 60 °C; eluente: acido sulfurico 0,005 M; fluxo de
0,7 mL/min; volume de amostra de 20 uL.

Andlise Estatistica: A andlise estatistica dos experimentos foi realizada utilizando-se os
programas STATGRAFICS versao 6,0, Design-Expert versao 5.0 e Statistica versdo 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Figura 1 s3o mostradas as cinéticas de fermentacdo de cada ensaio do planejamento
fatorial. Em nenhuma condi¢do estudada houve consumo de arabinose, sendo assim nas
cinéticas de fermentagdo foi considerado apenas glicose e xilose.

Os resultados dos ensaios do planejamento mostraram que a levedura foi capaz de acumular
etanol em todas as condi¢Oes de aeragdo estudadas. A concentracdo celular final observada
nos diferentes ensaios variou de 11 a 17 g/L, sendo estes limites observados nos ensaios de
menor (k;a = 0,7 h™) e maior aeragdo (kia = 12,1 h™), respectivamente. No ensaio 3, em que
houve maior acimulo de etanol, realizado em uma condi¢do intermediaria de aeragao
(kea = 4,9 h™), foi observada uma concentragio celular de cerca de 15 g/L apds as 96 horas de
fermentacao.

Em todos os ensaios a glicose foi consumida nas primeiras 12 horas, com excec¢ao do ponto
de menor aeracdo, no qual o consumo de substrato foi mais lento que nas demais condi¢des
avaliadas, levando cerca de 24 horas para consumir totalmente a glicose e consumindo cerca
de 65 % da xilose até o tempo final de fermentagdao. A condi¢do de fermentacdo na qual
ocorreu 0 maior consumo de substrato, cerca de 90% (100 % da glicose e 87 % xilose), ndo
foi as que proporcionaram maior transferéncia de oxigénio ao meio, mas sim uma condi¢do
intermediaria (k;a = 4,9 h™), sendo esta a mesma em que ocorreu maior acimulo de etanol,
cerca de 27 g/L em 84 horas de fermentagao (ensaio 3). O menor acumulo de etanol foi obtido
nas condi¢des de maior aeragao (ensaios 4 e 5), sendo observado uma concentracdo maxima,
de 16 g/L, em tempos proximos a 48 horas de fermentacao, havendo apos este periodo uma
ligeira reducdo na concentragcdo do mesmo.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as condigdes de agitacdo e aeracdo empregadas em cada
ensaio bem como os resultados referentes ao acimulo maximo de etanol, consumo de
substrato e parametros fermentativos (Yp/s . Qp). Para o célculo de Yps, foram considerados
apenas a glicose e a xilose, visto que ndo houve consumo de arabinose. A produtividade
volumétrica em etanol foi calculada nos tempos em que se observou maior acimulo de etanol,
independente de aglcares residual. Apesar dos diferentes niveis de transferéncia de oxigénio
observados nos ensaios, ndo foram notadas grandes variagcdes entre o valor dos fatores de
conversdo observados, estando estes entre 0,29 e 0,33 g/g, o que dificulta uma andlise direta
dos dados, sendo mais adequado uma interpretagdo estatistica para uma melhor compreensao.

Com exceg¢do do Ensaio 1, onde se observou a menor produtividade volumétrica em etanol
(Qr = 0,24 g/L.h), os valores deste parametro nos demais ensaios situaram-se em torno de
0,30 g/L.h. Isto se deve ao fato de que, nos pontos que apresentaram um menor acumulo de
etanol, a sua maxima concentragdo ocorreu em tempos mais curtos, o que resultou em valores
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de Q, semelhantes aos obtidos nos ensaios que tiveram um actimulo muito maior de etanol,
porém em tempos mais longos de fermentacao.

Nos graficos de Pareto (Figura 2 a e b), sdo mostradas as estimativas dos efeitos das
variaveis agitacdo e aeracdo sobre os parametros fermentativos. Com relagdo ao pardmetro
(Ypss), nota-se que na regido experimental avaliada, as varidveis agitacdo e aeragdo, ndo
apresentaram influéncia sobre a conversdo de substrato em produto. Entretanto, para a
resposta Qp, observa-se que a variavel agitacdo (B) foi a unica que apresentou efeito
significativo ao nivel de 90 % de confianga. Nota-se ainda, que a influéncia da agitagdo foi
positiva sobre este parametro, proporcionando uma elevagdo média nos valores de
produtividade volumétrica de etanol de 0,27 para 0,33 g/L.h, quando a agitagdo foi elevada de
150 para 250 rpm.
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Figura 1 - Acompanhamento cinético do crescimento de células (-x-), consumo de xilose (-O-)
consumo de glicose (-0-) e produgdo de etanol (-A-), nos ensaios fermentativos do planejamento
fatorial para estudo da influéncia da agitagdo e aeragdo.

Tabela 1 - Planejamento fatorial do tipo 2% para a avaliagio do efeito da agitagio e da
aeracao na produc¢do de etanol em biorreator de bancada.

. Aera¢50 Agitaﬁfﬁo -1 E maximo S consumido YP/S QP
Ensaios vvm  Niveis rpm Niveis kia (h7) (g/L) (%) (g/g) (g.L".h")
E1l 0,25 -1 150 -1 0,7 23,0 70 0,33 0,24
E2 0,75 1 150 -1 32 17,7 63 0,29 0,30
E3 0,25 -1 250 1 49 26,7 83 0,32 0,32
E4 0,75 1 250 1 12,1 16,2 52 0,31 0,34
E5 0,75 1 250 1 11,7 16,1 56 0,30 0,33
Eé6 0,50 0 200 0 2,15 19,4 58 0,33 0,32

Como ja mencionado anteriormente, nos diferentes ensaios do planejamento foram obtidos
valores muito proximos de Qp e Yps, assim sendo, a méaxima concentracdo de etanol
acumulada em cada ensaio torna-se importante informagao a ser considerada.
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Figura 2 - Estimativa dos efeitos (ao nivel de 90 % de confianga) através dos graficos de Pareto das

variaveis respostas: conversdo em produto (a) e produtividade em etanol (b).

Na representagdo geométrica mostrada na figura 3, estdo dispostas as maximas
concentragcdoes de etanol acumuladas em cada ensaio, em funcao das varidveis aeraciao e
agitacdo, sendo representados por vetores os sentidos crescentes da concentra¢do de etanol
acumulado. Neste diagrama ¢ possivel notar que, dentro da faixa de variagdo estudada, o
acumulo de etanol foi favorecido em condi¢des de menor aeragdo (0,25 vvm), para qualquer
nivel de agitacdo empregado. Entretanto, o aumento na agitacao s6 teve influéncia positiva
para aeracdo em seu nivel mais baixo, havendo pouca influencia da agitagdo sobre o acimulo
de etanol quando empregados niveis mais elevados de aeragdo (0,75 vvm). O maior acimulo
de etanol, =27 g/L, foi obtido com 250 rpm de agitacdo e 0,25 vvm de aeracdo, o que
representa um valor de kya de aproximadamente 4,9 ht.
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Figura 3 — Representacdo geométrica da maxima concentracdo de etanol acumulada (g/L) nos
diferentes ensaios do planejamento fatorial, em fungdo das variaveis aeragdo (vvim) e agitagdo (rpm).

CONCLUSOES

A levedura Pichia stipitis NRRL'Y 7124 foi capaz de produzir etanol em todas as condi¢des
experimentais avaliadas no planejamento (kia entre 0,7 ¢ 12,1 h™).

O fator de conversdo de substrato em produto foi muito préximo nas varias condi¢des de
fermentagdo avaliadas, ndo sendo observado influéncia significativa da agitagdo e da aeracao
sobre este parametro, dentro da regido de estudada. De maneira semelhante, os valores de
produtividade volumétrica em etanol foram muito proximos, entretanto, este parametro
apresentou influencia significativa da variavel agitagdo.
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A maxima concentragdo de etanol, cerca de 27 g/L, foi obtida apds 84 horas de fermentacao
sob condi¢des de transferéncia de oxigénio correspondente ao kja =4,9 h™'. Nestas condigdes,
os valores de (Ypss), (n) e (Qp) foram de 0,32 g/g, 63 % e 0,32 g/L.h, respectivamente.
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