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Estudo da imobilizacdo de Saccaromyces cerevisiae em bagaco de caju
para a producao de bioetanol por fermentacao

Abstract

The high concentration of reducing sugars and the great waste of cashew apple peduncle allows the
production of ethanol from this alternative and cheap material. The use of this agroindustrial residue
may contribute for the reduction of production costs. Ethanol is a very important source of energy and
its importance and use in the world is increasingly growing. In this work, cashew apple bagasse (CAB)
was used for Saccharomyces cerevisiae immobilization. The support was prepared through a treatment
with a solution of HCl 3% and deslignification with NaOH 2% was also conducted. Optical
micrographs showed that high populations of yeast cell adhered to pretreated CAB surface. Ethanol
concentrations (about 20,63 — 23,92 g.I" in average value), and ethanol productivities (about 2.58 —
2.66 g.L"'h") in free and immobilization cell respectively were high and stable, and residual sugar
concentrations were low only in immobilization cell (around 2.15 g. L') in eight hours of
fermentation. Those results shows that cashew apple bagasse is an efficient support for cell
immobilization aiming at ethanol production and could be promising for scale-up operation.

Introducéao

Apesar da evolucdo tecnoldgica em todas as cadeias da produgdo sucroalcooleira da indistria da cana,
faz-se necessario o uso de outras fontes de biomassa para complementar a produgéo de etanol para que
no futuro a demanda por esse combustivel seja atendida. Segundo Lin e Tanaka (2006), biomassa ¢
uma fonte interessante de energia por diversas razdes. Este tipo de energia contribui para o
desenvolvimento sustentavel, criando novas oportunidades em regides rurais. Além disso, se residuos
agroindustriais forem utilizados em processos biotecnologicos, ndo apenas se estabelecem substratos
alternativos, mas também se resolve um problema de descarte.

A utilizacdo de células de leveduras imobilizadas em suporte inerte e de baixo custo € hoje um dos
enfoques para aplicagdo em processo de bioengenharia. Durante as ultimas décadas, a tecnologia de
imobilizacdo celular tem sido bastante estudada e tem se demonstrado uma forma bem atrativa para a
produgdo de etanol por fermentacdo (Jianling Yu et al., 2007).

No caso especifico de produgdo de etanol por fermentagdo, a utilizagdo de células livres oferece
algumas vantagens em relagdo a utilizacdo de células imobilizadas, como grande area de contato entre
as células e os nutrientes do meio e sua reconhecida viabilidade econdémica. Entretanto, certas
desvantagens podem ser citadas, como o elevado custo do reaproveitamento do microrganismo, alta
probabilidade de contaminagdo e limitagdo na taxa de diluigBo em fermentagdes continuas
(Vasconcelos et al., 2004).

Em varios estudos como os de Dragone et al (2006), Giordano et al (2000) e Santos et al (2007) tém se
abordado o aumento da produtividade, reducdo do tempo dos processos, menor tamanho dos
equipamentos, maior durabilidade e resisténcia das células quando utilizados microorganismos
imobilizados nos mais diversos suportes. Um dos empecilhos ao uso de técnicas de imobilizagdo tem
sido o custo adicional do suporte e do processo de imobilizagao.

Nesse contexto, o uso de suportes de baixo custo como residuos agroindustriais surgem como uma
opgdo na redugdo dos custos de utilizacdo de células imobilizadas. A agroindustria do caju no
Nordeste brasileiro desempenha importante fungdo em termos de geracdo de emprego e renda. A fibra
do caju, residuo proveniente da industrializacdo do pedinculo de caju para produgdo de suco,
representa cerca de 40% (m/m) do peso total do pseudofruto, que por sua vez ndo apresenta valor



52 CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM PETROLEO E GAS

comercial sendo geralmente rejeitado pela industria local (Ferreira et al., 2004; Matias et al., 2005;
Rocha et al., 2006).

Este trabalho tem como objetivo avaliar o uso do bagaco de caju como suporte para imobilzagdo
celular e analisar a eficiéncia na producdo de etanol como redugdo do desperdicio dessa matéria-
prima. Na produgdo de etanol por fermentagdo, buscou-se avaliar a utilizagdo de Saccharomyces
cerevisiae, um microrganismo muito utilizado industrialmente e de facil manipulagdo. A imobilizagdo
do microrganismo provavelmente trard uma maior produtividade na geragdo de etanol.

Metodologia

1. Preparacdo do suporte de imobilizacéo

Realizou-se o tratamento do bagago de caju segundo o método utilizado por Dragone (Dragone et al.,
2006) no tratamento do bagaco de malte para produgdo de cervejas. Inicialmente, lavou-se o bagacgo
com agua para retirada de impurezas, em seguida seco em estufa a 50°C e posteriormente triturado, em
liquidificador e estocado em recipientes a temperatura ambiente.

1.1 Tratamento Acido

Consistiu da adi¢do de HCI 3% (v/v) ao bagago de caju sob agitagdo a 60°C por 2,5 horas. Em seguida
realizou-se filtracdo a vacuo no material e seu pH ajustado para 8,0 com solugdo tampao fosfato 0,2M.

1.2 Tratamento Alcalino

Realizou-se em agitador orbital a 120 rpm e 30 °C por 24 h o tratamento de deslignificagdo com base
NaOH 2%. Posteriormente, filtrou-se o bagago tratado e neutralizou com solugdo tampéo acetato 0,2M
de pH 4. Depois, lavou-se o material com agua, em seguida seco em estufa a 50°C, triturado em
liquidificador e por ultimo peneirado em peneiras com didmetro de poros entre 0,84 e 0,35 mm para
obtencdo do bagago no tamanho desejado.

2. Microrganismo e preparacao do in6culo para imobilizagéo

Neste trabalho utilizou-se a levedura, Saccharomyces cerevisiae, que foi isolada do fermento Saf-
momento (SAF Argentina, Buenos Aires), marca disponivel no mercado durante o periodo de compra.
Cultivou-se células de S. cerevisiae para imobilizagdo em meio composto por glicose (30 g/L), extrato
de levedura (5,0 g/L), NH4SO, (10 g/L), KH,PO, (4,5 g/L), MgSO4.7H,0 (1,0 g/L) e ZnSO4 (0,65
g/L). O cultivo foi realizado em agitador orbital em erlenmeyers de 250 mL, contendo 150 mL de
meio em cada, a 30°C e 150 rpm por 24 h. Em seguida a biomassa foi separada por centrifugacio a
10000 g.

3. Imobilizagéo das células no suporte

O meio de cultivo para imobilizagdo da levedura apresentou mesma composi¢do do meio para cultivos
de células de S. cerevisiae. Inicialmente pesou-se 10% (m/v) do suporte de bagaco de caju tratado
realizando esterilizagdo a 110°C por 10 min. Em seguida inoculou 1% (m/v) de biomassa no meio
contendo o bagaco de caju para possibilitar o crescimento destas no bagago por 24 h. Realizou-se o
processo em duplicata em erlenmeyers de 500 ml contendo 125 ml de meio em cada.

4. Condigdes de fermentagéo



52 CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM PETROLEO E GAS

4.1 Fermentacdo em células imobilizadas

O meio de fermentacdo a base de glicose (40 g/L), frutose (40g/L), NH,SO, (10 g/L), KH,PO, (4,5
g/L), MgS0,.7H,0 (1,0 g/L) e ZnSO, (0,65 g/L). Antes da fermentacdo, pesou-se o suporte de
bagaco de caju com células imobilizadas e distribuiu assepticamente em erlenmeyers de 500 ml
contendo 125 mL de meio de. Os frascos foram entdo colocados em agitador rotativo a 30°C e 150
rpm. Amostras foram coletadas em tempos pré-determinados.

4.2 Fermentacdo em células livres

O meio de fermentagdo foi o mesmo utilizado com células imobilizadas e foi inoculado 1% (m/v) de
biomassa. Os frascos foram entdo colocados em agitador rotativo 30°C e 150 rpm. Amostras foram
coletadas em tempos pré-determinados.

5. Métodos analiticos

5.1 Concentragdo de biomassa

Acompanhou-se a concentracdo celular pela densidade optica (DO) do caldo fermentado a 660 nm.
5.2 Contagem de células imobilizadas em bagaco de caju

Relizou-se contagem de células imobilizadas utilizando a camara de Neubauer. Utilizou-se o corante
azul de metileno para determinar a viabilidade celular, sendo viaveis as células que ndo absorveram o
corante e inviaveis as que absorveram o corante (Oliveira, 2006) e neste trabalho determinou o niimero
total de células, tanto viaveis como inviaveis. Adicionou-se 50 ml de NaCl 0,85% a uma amostra de
0,5 g do bagago contendo células imobilizadas e deixou sob agitacdo de 150 rpm por 24 h. Uma
aliquota de 0,1 ml da solugdo de leveduras extraidas foram adicionados a 0,3 ml de uma solugdo de
azul de metileno 0,2%.

5.3 Concentracdo de agucares redutores, glicerol e etanol

Acompanhou a concentragdo de agucares redutores (glicose e frutose), etanol e glicerol durante o
processo fermentativo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando sistema de
HPLC (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com um detector de indice refrativo Waters 2414 e
coluna Supelcogel C-610H. Utilizou-se uma solugéo 0,1 moL.L" H;PO, como fase movel com vazdo
de 0,5 mL.min" a temperatura ambiente.

5.4 Parametros cinéticos

Os parametros cinéticos estudados neste trabalho foram produtividade (Q,), eficiéncia (1), conversdo
substrato/biomassa (Yx/s) e conversdo substrato/produto (Yp/s) e foram calculados pelas equagoes 1,
2, 3, e 4, respectivamente.

Qp=— (1)

Onde Q, (g.L"".h™") é a produtividade, Pf é a concentragio de etanol (g.L") no final da fermentagio e t
(h) é o tempo de duragdo da fermentagao.
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= Pt X100
(Si — Sf)x0,5111

n 2

Sendo 1 (%) a eficiéncia, Si a concentracio inicial de substrato, glicose e frutose (g.L"), Sf a
concentrago final (g.L™"). O fator 0,5111 deve ser multiplicado ao denominador devido ao balango de
massa que a producdo anaerdbica maxima possivel que pode ser gerada a partir de uma grama de
acucares € 0,511g de etanol ja que € produzido também gas carbonico (Hashizume e Aquarone, 2005).

(X -Xi)

Yx/s=——
(Si—Sf)

©)

Onde Yx/s o fator de conversdo de substrato em biomassa, valor adimensional, Xi a concentragdo
inicial de biomassa e Xf a concentracdo de biomassa final.

Pf

Ypls= —1
P = si—sh)

4)

Resultados e Discusséo
1. Analise do crescimento de células no suporte

Uma importante etapa do estudo deste trabalho foi analisar o crescimento de células no suporte de
imobiliza¢do no periodo que antecede a fermentagdo, logo apds o microrganismo ser inoculado no
meio indculo com o bagaco devidamente esterelizado. Acompanhou-se o crescimento do nimero de
células imobilizadas no bagacgo de caju pela cdmara de Neaubauer, o crescimento da biomassa pela
DO e o consumo de glicose em g.L"' durante o periodo de 20 h. Pela Figura 1 verificou que apos de 12
h de fermentagdo ocorreu o consumo total de glicose no meio e o niimero de células imobilizadas
permaneceu constante. A Figura 2 mostra um perfil semelhante do crescimento de células livres e
imobilizadas ao longo da fermentag@o.
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2. Fermentacdo em meio sintético com células livres e imobilizadas no suporte de caju

Inimeras sdo as vantagens da fermentagdo em células imobilizadas, pois reduz o tempo de
fermentacdo e evita o uso de processos de separagdo evitando gastos desnecessarios. As Figuras 3 ¢ 4
mostram a produgdo de etanol e glicerol a partir da fermentagdo em células livres e imobilizadas no
suporte de caju, respectivamente. Pela Figura 3 verificou que ocorreu o consumo total dos substratos
ao final da fermentagio em células imobilizadas com produgio de etanol em torno de 24 g.L"'. Pela
Figura 4 verificou-se uma producdo de etanol em torno de 20 g.L-1para um consumo de substrato
inferior ao de células imobilizadas. E pelas Figuras 3 e 4 constatou-se um consumo de glicose mais

rapido que o de frutose ao longo da fermentagdo comprovando maior afinidade do substrato glicose
com a levedura S. cerevisiae.
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A Tabela 1 mostra os pardmetros cinéticos calculados para estes ensaios: produtividade (Qp),
eficiéncia (n), e conversdo substrato/produto (Yps). Através dos dados da Tabela 1 verificou-se
eficiéncia de 67,40% para a fermentacdo em células imobilizadas e 97,66% para células livres, tal
diferenca deve-se ao fato das concentragdes finais de substrato do meio serem diferentes, visto que na

imobilizada restou apenas 2,15 gL' enquanto que na livre 32 g.L"' para uma producio de etanol
semelhante.

TABELA 1: Pardmetros cinéticos para a fermentagdo livre' e imobilizada® no suporte de caju
p p

Tempo de ART ART Etanol Produtividade | Eficiéncia Yorss
Fermentacdo | (glicosee | Residual B Qp
frutose) gL’ gL Qo n (g/2)
h gL (g.L".h")
(%)
! 8 73,19 31,85 20,63 2,58 97,66 0,50
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8 71,6 2,15 23,92 2,98 67,40 0,32

Conclusbes

Conseguiu-se realizar a fermentagdo com células imobilizadas no suporte de caju com alta
concentragdo de etanol produzida em torno de 24 g.L'. Pelos resultados alcangados o suporte
comprovou ser um excelente agente imobilizador quando comparado com a fermenta¢do em células
livres, visto que em um menor intervalo de tempo alcangou concentracdo de etanol semelhante
comparado com as células livres consumindo praticamente todo o substrato do meio.

Agradecimentos

Os autores agradacem a ANP e FINEP.

Referéncias Bibliograficas

Aquarone, E.; Schmidell,W.; Lima, U. A.; e Borzani W., editor Edgard Blucher, Brazil, 2001.

Dragone, G., Mussato, S. 1., Silva, J. B. A., Fermentacion de Cervezas de Altas Densidades por
Processo Continuo Utilizando Levaduras Inmovilizadas, 2006.

Ferreira, A.C. H., Neiva, J. N. M., Rodriguez, N. M., Lobo, R. N. B. e Vasconcelos, V. R., Valor
nutritivo das silagens de capim-elefante com diferentes niveis de subprodutos da indudstria do suco de
caju, Revista Brasileira de Zootecnia, v. 33 (6), p. 1380-1385, 2004.

Jianliang Yu, Xu Zhang, Tianwei Tan., An novel immobilization method of saccharomyces cerevisiae
to sorghum bagasse for ethanol production, 2007.

Matias, M. F. O., Oliveira, E. L., Gertrudes, E. ¢ Magalhdes, M. M. A., , Use of fibres obtained from
the cashew (Anacardium occidentale, L.) and guava (Psidium guayava) fruits for enrichment of food
products, Brazilian Archives of Biology Technology, v.48, p. 143-150, 2005.

Rocha, M. V. P., Oliveira, A. H. S., Souza, M. C. M. e Gongalves, L. R. B., Natural cashew apple
juice as fermentation medium for biosurfactant production by Acinetobacter calcoaceticus, World
Journal of Microbiology and Biotechnology, v.22 (12), p. 1295-1299, 2006.

Santos, D. T., Sarrouh, B. F., Rivaldi J. D., Converti A., e Silva S. S., Use of sugarcane bagasse as
biomaterial for cell immobilization for xilitol production, Journal of Food Engineering, v.86, p. 542-
548, 2007.

Vasconcelos, J. N., Lopes C. E. e Franca F. P., Continuous ethanol production using yeast
immobilized on sugar-cane stalks, 2004.



