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RESUMO

A procura por novas espécies de leveduras capazes de fermentar pentoses € um
dos desafios frente as dificuldades na tecnologia da producdo de etanol de segunda
geracdo. Além disso, a utilizacdo de residuos lignoceluldsicos para tal fim requer
uma etapa de hidrélise para a despolimerizacdo da fracdo hemicelulésica. O
emprego de acidos tem sido utilizado frequentemente devido ao baixo custo e alta
eficiéncia. Inibidores, no entanto podem também ser liberados juntamente com os
acucares, ocasionando inibicdo da atividade fermentativa das leveduras. Neste
contexto, este estudo teve por objetivo realizar o isolamento de linhagens de
leveduras de fontes naturais (caldo, bagaco e rizosfera de cana-de-acglcar, e palha
de milho), a avaliacdo presuntiva da capacidade de fermentacdo de pentoses (D-
xilose e L-arabinose) e a identificacdo da linhagem selecionada, a qual foi avaliada
quanto a habilidade de crescimento e fermentacdo de pentoses utilizando meio
sintéticos em diferentes condicdes ambientais assim como hidrolisados &cidos de
bagaco de cana-de-acucar. Dentre 350 isolados, 39 apresentaram atividade
fermentativa de arabinose (56,4%) ou xilose (38,5%) ou ambas (5,1%). Uma das
linhagens que apresentou fermentacdo tanto de arabinose quanto de xilose (codigo
311), isolada de caldo de cana-de-acucar, foi identificada por meio da amplificacdo
da regido D1/D2 do gene 26S e da regido ITS do DNA ribossomal como sendo da
espécie Meyerozyma guilliermondii. Esta linhagem foi avaliada quanto a influéncia
da fonte de carbono (glicose, xilose ou arabinose), pH (3,5; 4,5; 5,5) e temperatura
(30 °C, 35 °C, 40 °C) sobre o crescimento, e a influéncia do pH (4,5; 5,5) e
temperatura (30 °C, 35 °C) sobre a fermentagdo de xilose em concentracdes
variando de 40 g/L a 100 g/L em meios sintéticos. A varia¢do nos valores de pH e
temperatura nédo resultou em diferencas na velocidade especifica de crescimento de
M. guilliermondii quando crescida em 20 g/L de arabinose, xilose ou glicose. Nos
ensaios fermentativos, 0 aumento na concentracéo de glicose nao contribuiu para o
aumento na producgéo de alcool. Um maximo de 1,5 g/L de élcool foi produzido a
partir de 40 g/L de xilose a 30 °C, pH 5,5, em 96 horas de fermentagdo. Os
resultados também revelaram que a linhagem de levedura utilizada foi capaz de
crescer em temperaturas de 35 °C — 40 °C e pH de 3,5 — 4,5, 0 que a torna
apropriada para aplicagdo industrial. O hidrolisado de bagaco de cana foi
caracterizado quanto aos acUcares e inibidores presentes, analisando-se as
amostras logo apds a hidrolise acida, apdés a concentragdo por evaporagdo para
atingir 40 g/L de acucares redutores, e ap0s a detoxificacdo do hidrolisado
concentrado. Os resultados mostraram que a xilose foi 0 agucar liberado em maior



quantidade, seguida por arabinose e glicose. A concentracdo do hidrolisado por
evaporacao resultou em uma diminuicdo significativa do teor de furfural, um
importante inibidor da fermentacdo, no entanto, os demais inibidores e os agucares
apresentaram aumento na concentracdo, como esperado. A detoxificacao realizada
por aumento do pH e adicdo de carvao ativado resultou em diminuicdo expressiva
na concentracdo dos inibidores, com perda de 8% nha concentracdo de glicose,
enguanto para a xilose e arabinose houve perda de 10,5% e 32%, respectivamente.
Os hidrolisados detoxificados e nao-detoxificados, com ou sem suplemento
nutricional, foram utilizados para os testes fermentativos com a levedura M.
guilliermondii, em pH 5,5, 150 rpm de agitacdo, a 30 °C. Os resultados mostraram
gue a adicao de extrato de levedura (3 g/L) teve efeito significativo sobre o consumo
das pentoses pela levedura M. guilliermondii e a producao de etanol e xilitol. Houve
maior producédo de biomassa nos hidrolisados detoxificados. A linhagem de levedura
utilizada foi capaz de consumir glicose, xilose e arabinose, provavelmente nesta
ordem preferencial, além de acido acético, promovendo detoxificacdo biologica.
Apesar da detoxificacdo e da suplementacdo terem aumentado a produtividade em
etanol (de 0,023 para 0,04 g/L.h), os resultados obtidos para M. guilliermondii séo
ainda muito baixos. Ha necessidade de prosseguir com o trabalho de otimizacéo das
condicbes ambientais e do meio de cultura para a obtencédo de melhores resultados,
visando contribuir para o segmento do etanol de segunda geracao.

Palavras-chave: Meyerozyma guilliermondii, pentoses, fermentagdo, hidrolisado,
detoxificacdo, bagaco de cana-de-acucar.



ABSTRACT

The search for new yeast species able to ferment pentoses is one of the challenges
towards the difficulties involving the technology on the production of second
generation ethanol. Besides, the usage of lignocelulosic residues demands a step of
hydrolysis for the depolymerization of the hemicelulosic fraction. Acids have been
used frequently due to the low cost and high efficiency. However, inhibitors may also
be released along with the sugars, inhibiting the fermentative activity of the yeasts. In
this context, this study aimed to isolate yeast strains from natural sources (sugar
cane juice, bagasse and rhizosphere, and corn straw), the presumptive evaluation of
the pentose fermentation ability and the identification of the selected strain, which
was evaluated regarding the ability to grow and ferment pentose by using synthetic
media under different environmental conditions as well as acid hydrolysates obtained
from sugar cane bagasse. Among 350 isolates, 39 displayed fermentative activity of
arabinose (56.4%) or xylose (38.5%) or both (5.1%). One of the yeast strains that
showed both arabinose and xylose fermentation (number 311), isolated from sugar
cane juice, was identified by the amplification of D1/D2 region of the 26S gene and
ITS region from the ribosomal DNA as Meyerozyma guilliermondii. This strain was
evaluated regarding the influence of the carbon source (glucose, xylose or
arabinose), pH (3.5; 4.5; 5.5) and temperature (30 °C, 35 °C, 40 °C) upon the growth,
and the influence of pH (4.5; 5.5) and temperature (30 °C, 35 °C) upon the
fermentation of xylose in concentrations ranging from 40 g/L to 100 g/L in synthetic
media. Varying initial pH values and temperatures of incubation did not result in
differences in the specific growth rate of M. guilliermondii when growing in 20 g/L
arabinose, xylose or glucose. In fermentation assays, the increase in the xylose
concentration did not bring about a higher alcohol production. A maximum of 1.5 g/L
of alcohol was produced from 40 g/L xylose at 30 °C, pH 5.5 in 96 hours of
fermentation. The results also revealed that the yeast strain is able to grow in
temperature as high as 35 °C-40 °C and pH as low as 3.5-4.5, which makes this
strain suitable for industrial application. The bagasse hydrolysate was characterized
regarding the sugars and inhibitors by evaluating the samples right after the acid
hydrolysis, after the concentration by evaporation to reach 40 g/L of reducing
sugars, and after the detoxification of the concentrated hydrolysate. The results
showed that xylose was the sugar released in higher quantity, followed by arabinose
and glucose. The concentration of hydrolysate by evaporation resulted in a significant
decrease in the furfural content, an important fermentation inhibitor, however, the
other inhibitors and sugars presented increase in the concentration, as expected.



The detoxification carried out by pH increase and addition of active charcoal resulted
in expressive decrease in the inhibitor concentration, with loss of 8% in the glucose
content, while for xylose and arabinose the losses were 10.5% and 32%,
respectively. The detoxified and non-detoxified hydrolysates, with or without nutrition
supplement, were utilized for the fermentative tests with the yeast M. guilliermondii, in
pH 5.5, 150 rpm of agitation, at 30 °C. The results showed that the addition of yeast
extract (3 g/L) had significant effect over the consumption of pentoses by M.
guilliermondii, and over the ethanol and xylitol production. There was an increased
biomass production in detoxified hydrolysates. The selected yeast strain was able to
consume glucose, xylose and arabinose, probably in this preference rank, besides
acetic acid, promoting biological detoxification. Despite of the detoxification and the
supplementation have increased the ethanol productivity (from 0.023 to 0.04 g/L.h),
the results obtained for M. guilliermondii are still low. The optimization of
environmental conditions and culture medium must proceed aiming better results and
to contribute to the segment of second generation ethanol.

Keywords: Meyerozyma guilliermondii, pentoses, fermentation, hydrolysates,
detoxification, sugar cane bagasse.
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1. INTRODUGCAO

No inicio do século XX, o bioetanol no Brasil tem sido produzido por
processos de fermentacao alcodlica industrial utilizando caldo de cana-de-agucar ou
melaco como meio de cultivo. No final desse século, o custo do pretréleo se elevou,
estimulando o desenvolvimento de novas tecnologias de fermentacao para producao
de biocombustivel a partir da cana-de-acucar, de forma eficiente e econdmica,
assegurando possiveis substitutos para a gasolina como uma alternativa a
importacao de petrdleo.

O Programa Nacional do Alcool (Proalcool) foi criado no ano de 1975, por
meio do decreto n° 76.593, devido a crise mundial do petréleo e a reducéo do preco
do acucar. O Brasil entéo iniciava uma estratégia de producdo de um biocombustivel
para substituir a gasolina, um produto de custo elevado e escasso. O etanol é
considerado uma alternativa ao combustivel féssil destinado ao transporte. A
producdo de etanol e a combustdo ndo contribuem para a quantidade total de
diéxido de carbono na atmosfera, sendo que a emissao e a toxicidade de etanol sao
menores do que a de petréleo.

Atualmente, questbes como sustentabilidade, preservacdo do meio ambiente
e busca por fontes energéticas renovaveis, tem sido desafios para a comunidade
cientifica e para maior conscientizacdo mundial a respeito das mudancas climéticas
globais, impulsionando o bioetanol como combustivel renovavel viavel.
Consequentemente, a cana ganhou importancia como matéria-prima da bioenergia.
Em culturas de cana-de-agucar, a imobilizagcdo de CO, por meio da fotossintese em
conjunto com a biomassa da fermentacdo alcodlica, permite a producdo de um
combustivel liquido limpo e de alta qualidade que contém 93 % da energia original
encontrada no acgucar.

A necessidade urgente de se buscar novas fontes de combustiveis,
principalmente aquelas que ndo agravam o0s sérios problemas ambientais ja
existentes, € decorrente da crescente demanda mundial por energia. Os residuos

vegetais, como bagaco de cana-de-agucar, constituem matéria-prima alternativa
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para a producdo de etanol celulésico, denominado etanol de segunda geracao, por
se tratar de um material amplamente disponivel, de baixo custo e gerado em grande
volume pela agroindustria.

Os materiais lignocelulosicos representam uma das maiores fontes de energia
renovavel e de carbono da Terra. A lignocelulose € uma matéria-prima muito
interessante para a producdo de etanol combustivel, devido a sua disponibilidade
em grandes quantidades a baixo custo, por se tratar de residuos agroindustriais
como palhas, bagacos e cascas. Estes sdo provenientes da producdo agricola,
beneficiamento de cereais, entre outras transformacdes produzidas com esses
recursos naturais. O material lignoceluldsico é constituido de compostos orgéanicos,
como polissacarideos, celulose, hemicelulose e lignina. A constituicdo desse
material depende do vegetal de origem, do processamento, da regido, da idade e
periodo do ano no momento da colheita e do material. No caso de residuos
agricolas como bagaco e palha de cana-de-agucar, cascas de arroz, frutas, estes
sao caracterizados por serem abundantes, renovaveis, potenciais para producdo de
biocombustiveis, ndo comprometendo a seguranca alimentar, além de serem
fundamentais na diminuicdo dos impactos ambientais.

Os processos biotecnolégicos que utilizam os materiais lignoceluldsicos
exigem na maioria das vezes, etapas preliminares de preparac¢do, mediante hidrélise
guimica ou enzimatica, para a liberacédo das fracdes celulésicas ou hemicelulésicas,
na forma de mono ou oligossacarideos. O alto teor de pentoses, principalmente a D-
xilose, na fracdo hemicelul6sica desses materiais tem a efetiva aplicagdo em
processos de bioconversao.

A hidrdlise acida é o mecanismo mais estudado para a converséo da celulose
e da hemicelulose em seus acgUcares constituintes. Nesse processo podem ser
utilizados &cidos concentrados ou diluidos. Dependendo da matéria-prima
processada, 0s produtos das reacdes quimicas hidroliticas do material
lignoceluldsico constituem as hexoses (glicose, galactose e manose), as pentoses
(xilose e arabinose), lignina, acido acético, metanol, dentre outros, em propor¢oes
variaveis.

Os problemas da hidrdlise acida acontecem em  funcdo
das altas temperaturas e condicdes acidas empregadas neste procedimento,

produzindo substancias como 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), &acidos alifaticos e
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compostos fendlicos, os quais atuam restritivamente na fermentabilidade dos
hidrolisados hemicelulésicos, podendo inibir o crescimento celular diminuindo assim
a atividade enzimatica e biolégica das células microbianas, quando os hidrolisados
forem usados como meio de cultivo em bioconversdes. Para contornar este
problema, os hidrolisados sédo submetidos a processos de detoxificagao, por meio de
etapas de remocdo quimica, fisica ou biolégica, as quais reduzem total ou
parcialmente os compostos inibidores formados apos a hidrélise acida.

A producéo eficiente de etanol a partir de hidrolisados hemiceluldsicos requer
gue o micro-organismo fermentador tenha a capacidade de utilizar ndo apenas a
glicose, mas também os outros acuUcares liberados pela hidrélise quimica e ou
enzimatica desse material, como xilose e arabinose.

Bactérias e leveduras fermentam pentoses, e dentre as leveduras destacam-
se as espécies Pichia stipitis, Pachysolen tanophilus, Candida shehatae,
Kluyveromyces marxianus, Candida guilliermondii, Candida blankii, Candida tenuis,
Brettanomyces/Dekkera naardenensis, Pichia segobiensis, Kluyveromyces
cellobivorus, = Debaryomyces nepalensis, Debaryomyces polimorpha e
Schizosaccharomyces pombe. A capacidade de aplicacdo dessas espécies €
limitada devido a baixa tolerancia ao etanol e aos compostos gerados durante a
etapa de pré-tratamento e da hidrélise da hemicelulose. Ademais, a presenca de
hexoses como manose, galactose e glicose em hidrolisados hemicelulésicos pode
promover uma diminuicdo no consumo de xilose, por preferéncia metabdlica ou,
além disso, atuar como repressora dos genes responsaveis pela utilizacao da xilose.

Neste contexto, em vista dos diversos desafios enfrentados na producao de
etanol de segunda geracdo, na busca por maior eficiéncia e menor custo de
producdo, o presente trabalho teve por objetivo realizar o isolamento de leveduras
de fontes naturais (caldo, bagaco e rizosfera de cana-de-agucar), a selecédo e a
identificacdo de isolados fermentadores de pentoses, prosseguindo com o estudo da
viabilidade de crescimento e fermentagcdo em meios sintéticos a base de pentoses e
em hidrolisados acidos obtidos a partir de bagago de cana-de-agucar. Este trabalho
pretende contribuir na perspectiva de utilizacdo de novas linhagens de leveduras
com potencial de producdo de etanol a partir de hidrolisados, de levantar os
principais problemas decorrentes do uso destes substratos e propor procedimentos

mais efetivos que resultem em melhorias no processo fermentativo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Realizar o isolamento e selecdo de linhagens de leveduras para fermentacao
de pentoses a partir de hidrolisado de cana-de-acucar, visando a producao de etanol

de segunda geragao.

2.2. Objetivos especificos

- Isolar, selecionar e identificar leveduras de fontes naturais como caldo de
cana-de-acucar, bagaco de cana-de-acucar, palha de milho e rizosfera de cana de-
acucar com capacidade de fermentar pentoses;

- Otimizar as condi¢cdes de crescimento e fermentagdo da linhagem de
levedura selecionada (Meyerozyma guilliermondii) utilizando meios sintéticos
contendo xilose ou arabinose como Unica fonte de carbono;

- Obter e caracterizar o hidrolisado acido de bagaco de cana-de-acucar
quanto a presenca de inibidores e concentracao de agucares, antes e apés etapa de
detoxificacéo;

- Avaliar o efeito da detoxificacédo e da adicdo de suplemento nutritivo sobre a
producdo de etanol e outros parametros da fermentacao pela levedura selecionada
(Meyerozyma guilliermondii) utilizando hidrolisado acido de bagaco de cana-de-

acucar.
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1. Producéo de Etanol no Brasil

O Proalcool (Programa Nacional do Alcool) foi criado com a crise do petréleo,
em 14 de novembro de 1975, por meio do decreto n° 76.593 e possibilitou uma
grande expansédo da cultura da cana-de-acucar no Brasil. Seu objetivo era estimular
a producéo do alcool e atender as necessidades do mercado interno e externo.

O Prodlcool foi criado para diminuir a dependéncia ao petréleo com a
utilizacdo de etanol, possibilitando ao Brasil ser produtor e exportador de &lcool no
mundo com o desenvolvimento promovido (FAIRBANKS, 2003; SOMAVILLA,;
GOMES NETO, 2009). Em termos tecnologicos, o Prodalcool proporcionou a
modernizacao técnica das usinas produtoras de etanol, assim como do sistema de
distribuicdo do bicombustivel e do setor agricola a ele ligado, dessa maneira
impulsionando o desenvolvimento dos motores para a utilizagdo do etanol como
combustivel e dos motores Flex Fuel, utilizados para qualquer mistura etanol-
gasolina, tornando o Brasil referéncia mundial (SCHMIDELL et al., 2001;
SOMAVILLA; GOMES NETO, 2009).

Devido ao desenvolvimento ndo baseado nos preceitos da sustentabilidade e
a exploracdo irracional dos combustiveis fosseis, bem como a perspectiva de
aumento do preco do petréleo, esforcos tém sido feitos para desenvolver fontes
alternativas de energia. Nesse contexto, os biocombustiveis como o etanol, o
biodiesel e 0 biogas podem ser usados para diminuir o uso de gasolina e 6leo diesel
e, consequentemente minimizar os impactos ambientais (COSTA et al., 2014).

As fontes de energia renovaveis caracterizam-se, em termos gerais, pela sua
disponibilidade descentralizada, por apresentarem uma capacidade de auto-
regeneracdo em curtos periodos de tempo e pelos reduzidos impactos ambientais
decorrentes da sua utilizacdo. A procura pelos recursos energéticos enddgenos
podera dar um importante contribuicdo para a reducdo do consumo de energia fossil,
com reflexos diretos sobre os preocupantes impactos ambientais a si associados,

permitindo assim a melhoria da qualidade do ar, da saude das populacdes, bem
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como a reducgao/controle da importante e crescente poluicdo industrial e urbana,
com respectivas implicagdes para o aquecimento global (PEDRO, 2013).

A iminente ameaca do aquecimento global juntamente com a diminui¢cdo das
reservas de petrdleo bruto a nivel mundial e a crescente demanda de energia,
implica na necessidade urgente de substituir os combustiveis fdsseis por
biocombustiveis verdes (TOQUERO; BOLADO, 2014). Combustiveis a base de
biomassa, como o bioetanol, fornecem uma alternativa promissora, uma vez que sua
energia ja esta incluida no ciclo global do carbono, o que implica em uma diminuicéo
significativa na liberacdo de diéxido de carbono (KARAGOZ et al., 2012).

O Brasil utiliza a cana-de-agucar para a producdo de etanol enquanto os
Estados Unidos e a Europa utilizam principalmente amido de milho, amido de trigo e
cevada. O etanol brasileiro é mais competitivo que o produzido nos Estados Unidos
e na Europa devido ao processo ser rapido, facil e com baixo custo quando
comparado aos demais. Por exemplo, no melaco da cana-de-aclUcar, ndo ha
necessidade de uma hidrolise prévia do substrato (sacarose), que pode ser
guebrado pela levedura responsavel pelo processo de fermentacdo. Mas no caso de
materiais ricos em amido € necessario quebrar as cadeias deste carboidrato, uma
vez que a levedura Saccharomyces cerevisiae ndo consegue utiliza-lo. Dessa
maneira, grandes concentracdes de enzimas amiloliticas, como glucoamilase e a-
amilase, devem ser adicionadas ao processo a fim de realizar a hidrolise enzimatica
do amido para obter o xarope de glicose que é convertido a etanol pelas leveduras
em processo de fermentacdo (CARDONA; SANCHES, 2007; BALAT, 2011).

A demanda mundial por etanol combustivel tem se expandido de forma muito
rapida e esta devera aumentar no futuro préximo, principalmente nos paises mais
desenvolvidos e naqueles de maior consumo de combustiveis automotivos. Isto se
deve a combinacdo dos seguintes fatores: adocdo de estratégias para a
diminuicdo/limitagéo das emissdes dos gases precursores do efeito estufa, conforme
demandado para alguns paises pelo Protocolo de Kyoto; substituicio do MTBE (Eter
Metil Terc-Butilico) como aditivo da gasolina (para aumento da octanagem do
combustivel e como aditivo oxigenado) devido ao impacto ambiental associado ao
uso desta substancia; diminuicdo da dependéncia de derivados de petrdleo na
matriz energética; e incentivos a agricultura e as industrias locais (PIACENTE,
2006).
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O aumento da demanda pelo &lcool combustivel e as previsdes de

crescimento continuado estdo impulsionando o setor a realizar novos investimentos

na area agricola e industrial com o objetivo de expandir a capacidade de producéo e

atender a demanda futura pelo combustivel (MOUTTA, 2009).

2. Matérias-Primas Utilizadas na Bioproducéo de Etanol

O uso de etanol como combustivel ndo sé se apresenta como uma alternativa

tecnicamente apropriada, mas também possui importancia ecoldgica por ser este um

combustivel cujo processo de combustdo gera baixas emissdes de poluentes e,

levando em consideracdo sua caracteristica renovavel, ndo contribui para o

desbalanceamento no ciclo do carbono (OLIVEIRA, 2010).

O etanol é produzido industrialmente a partir de matérias-primas acucaradas

e amilaceas, como o caso do caldo extraido da cana-de-agUcar-de-acucar, usado no

Brasil, ou do amido produzido a partir de milho, usado nos Estados Unidos

(FAIRBANKS, 2003). Na Figura 1 € apresentado um diagrama de blocos para a

obtencdo de etanol a partir de diferentes matérias-primas, no qual podem ser

observadas etapas comuns entre 0S processos.

(1991).
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Figura 1. Alternativas para a bioproducdo de etanol. Fonte: Adaptado de PEREIRA Jr.
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As tendéncias evidenciam o desenvolvimento de tecnologias que permitam o
aproveitamento de residuos agroindustriais como 0s materiais lignocelulésicos,
denominados biomassas, com o0 objetivo de diminuir os custos associados as
matérias-primas, que podem atingir 2/3 do custo total da producéo, e incrementar 0s
niveis de produtividade sem a necessidade de aumentar as areas de cultivo. Deste
modo, investiga-se o0 aproveitamento de biomassas como palhas, bagaco, folhas e
residuos de exploracdo madeireira entre outros, que sdo constituidos por acucares
que podem ser liberados utilizando diferentes processos fisicos ou quimicos, sendo
esta uma etapa crucial no processo (PEREIRA JR; COUTO; SANTA ANNA, 2008).

A composicdo basica dos materiais lignocelulésicos depende do vegetal de
origem e, no caso de residuos agroindustriais, da regido, idade e periodo do ano no
momento da colheita do material. Os principais componentes dos materiais
lignocelulésicos sé@o celulose e hemicelulose, constituindo estruturas duras e
fibrosas infiltradas por outra estrutura formada por alcodis aromaticos conhecida
como lignina, ocorrendo ainda a existéncia de cinzas e outros componentes
classificados como extrativos em pequenas quantidades (RODRIGUES, 2007). A

Tabela 1 exibe a composic¢do lignoceluldsica de alguns residuos agroindustriais.

Tabela 1. Composicao lignocelulésica de alguns residuos agroindustriais.

Biomassa Residual Composicéao (%)

Celulose  Hemicelulose Lignina Extrativos Cinzas
Bagaco de cana 33-36 28-30 18-20 4-6 2-4.8
Palha de arroz 32-37 19-24 9-13 4-5 12-18
Sabugo de milho  34-36 16-24 15-19 2-6 2-4
Palha de trigo 30-33 22-28 14-18 3-7 3-7
Palha de sorgo 34-36 25-26 25-26 X X
Jornal impresso 40-45 25-40 18-30 X X
Madeiras ~50 ~20 15-20 Até 10 Até 5

Fontes: Olsson; Hahn-Hagerdal (1996); Pandey et al. (2000); Sun; Cheng (2002).

Atualmente, o etanol € praticamente produzido a partir de matérias-primas

sacarinas ou amilaceas (cana-de-acucar, milho, trigo) sendo comumente chamado
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de etanol de primeira geragdo. A futura expanséo, contudo, deverd ser baseada no
etanol de segunda geracgéo, ou seja, produzido a partir de materiais lignocelulésicos,
caso dos residuos agricolas, como bagaco de cana-de-aclUcar. Estes s&o
caracterizados por serem abundantes e renovaveis, e com grande potencial para
producdo de biocombustiveis, ndo comprometendo a seguranca alimentar e o
suprimento de combustivel, além de serem fundamentais na diminuicdo dos
impactos ambientais (CHO et al., 2009; DIAS et al., 2010; GALBE; ZACCHI, 2010).

Apesar dos materiais lignocelulésicos apresentarem grande potencial para a
obtencao de diversos produtos de valor agregado significativo, seu aproveitamento
de forma economicamente viavel ainda consiste em desafios para a biotecnologia,
devido a elevada resisténcia, necessidade de tratamentos prévios, as vezes sob
condicBes drasticas, para a obtencéo de acucares fermentesciveis (MOUTTA, 2009).

A celulose é a macromolécula mais abundante na natureza e constitui cerca
de 40 — 50 % dos materiais vegetais. Sua caracteristica fibrosa atribui a celulose,
rigidez e resisténcia ao estresse. Sua principal funcdo € como componente estrutural
em plantas. Geralmente esta entrelacada com uma variedade de polissacarideos
formados por unidades de monossacarideos, como a glicose, e frequentemente
impregnada com lignina (MOUTTA, 2009).

A celulose é o constituinte basico da parede celular vegetal. E um
homopolissacarideo de ocorréncia natural composto por unidades de D-glucose
unidas por meio de ligagdes glicosidicas do tipo B-(1->4) (B-D-glucana), sendo
encontrado em todos os grupos vegetais (CAMPBELL, 2000; BALAT; BALAT; OZ,
2008).

A celulose apresenta regides altamente ordenadas, sendo essas cristalinas e
areas menos ordenadas, denominadas amorfas, onde as cadeias apresentam uma
orientacdo randomizada. As forcas responsaveis pela estabilidade das regifes
cristalinas sédo basicamente o resultado de um grande numero de ligacbes de
hidrogénio inter e intramoleculares. No entanto, diversas fibrilas elementares se
associam formando cristalitos de celulose. Posteriormente, quatro desses agregados
cristalinos se unem por meio de uma monocamada de hemicelulose, resultando na
microfibrila de celulose. A celulose amorfa, devido a sua maior area superficial, é
mais suscetivel a hidrolise enzimatica que a forma ordenada ou cristalina. No

entanto, complexos enzimaticos produzidos por varios microrganismos tém se
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mostrado capazes de catalisar a hidrolise de celulose, tanto cristalina quanto amorfa,
em acucares soluveis (MARTINS, 2005).

A hemicelulose é considerada o segundo complexo organico mais abundante
nos vegetais, presente em todas as camadas da parede celular, mais concentrado
principalmente nas camadas priméria e secundaria, entrelagada com as fibras de
celulose. Considerada a espinha dorsal estrutural da parede celular da planta
(FENGEL; WEGENER, 1989), consiste, em sua maior parte, de pentoses e hexoses
formadas por uma variedade de unidades de acucar como xilose, manose,
arabinose e outros constituintes menores que séo classificados como compostos
organicos e inorganicos (SALAZAR; SILVA; SILVA, 2005).

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos formados por pentoses, hexoses
ou acidos urdnicos. A xilose é o maior componente da hemicelulose na maioria das
plantas, fazendo parte de um complexo de carboidratos poliméricos incluindo xilana
(polimero de xilose) e xiloglicana (heteropolimero de D-xilose e D-glicose). Segundo
GOMEZ (1985) e SILVA et al. (2009), outros polimeros também sdo encontrados
fazendo parte da hemicelulose, tais como glicomanana (heteropolimero de D-glicose
e D-manose), galactoglicomanana (heteropolimero de D-galactose, D-glicose e D-
manose) e arabinogalactana (heteropolimero de D-galactose e D-arabinose).

Segundo Ramos (2003), estruturalmente as hemiceluloses sao mais
parecidas com a celulose do que com a lignina e sdo depositadas na parede celular
em um estagio anterior a lignificacdo. A sua estrutura apresenta ramificacfes e
cadeias laterais que interagem facilmente com a celulose, dando estabilidade e
flexibilidade ao agregado.

A lignina € responsavel pela rigidez da parede celular dos vegetais,
funcionando como agente permanente de ligacdo entre as células, conferindo
resisténcia ao impacto, compressdo e dobra (LEMOS, 2001). E um composto
bastante estavel, insolivel em solventes organicos ou mesmo em acido sulfurico
concentrado a quente, além disso, é resistente ao ataque quimico, enzimatico e
microbiano, impedindo a penetracdo de agentes externos capazes de destruir as
células (LARSSON et al.,1999).

Segundo Bidlak; Malone; Benson (1992) e Martins (2005), a lignina € um
polimero amorfo com estrutura tridimensional muito complexa e baseada em trés

precursores monomeéricos aromaticos: o0s alcoois coniferilico, sinapilico
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p-cumarilico, variando a proporcdo desses mondémeros entre diferentes espécies de
plantas. Esta macromolécula organica esta presente na madeira em cerca de 20 % a
30 %, agindo como material adesivo, como agente de enrijecimento e como barreira
contra degradacao enzimatica e/ou microbiana da parede celular.

Dentre os residuos lignocelulésicos destaca-se o bagaco de cana-de-acucar,
especialmente pelas grandes quantidades geradas nas usinas durante a obtencao
do suco deste vegetal. Assim como a palha, o bagaco compde-se, em meédia, de
28% do peso da cana-de-acucar, ou seja, a cada tonelada de cana-de-acucar
processada, 280 kg de bagaco de cana com 50 % de umidade sdo gerados
(LAMONICA, 2005).

A integracdo energética das usinas unida a existéncia de processos de
monomerizacdo eficientes (jA existentes), e a substituicido de parte do bagaco
gueimado por outros materiais como palha, permitiria uma disponibilidade de bagaco
proxima a 78 % do obtido no processo de moagem. Esse maior excedente poderia
ser destinado as etapas de pré-tratamento e posterior transformacéo em substancias
de maior interesse, aumentando a produtividade das inddstrias sem acréscimos nas
areas de plantio. Estima-se que o bagaco excedente, se fosse utilizado para a
producdo de etanol, permitiria duplicar a producdo no Brasil (PEREIRA, 2006;
SOARES; ROSSELL, 2007).

O uso do bagaco apresenta uma série de vantagens, tais como, de se
apresentar processado apOs a passagem pelas moendas, disponibilidade em
grandes quantidades e estar pronto para uso no local, diminuindo o custo do
transporte, e por consequéncia o custo de producao de etanol por esta via (FUGITA,
2010). Além disso, o0 bagaco da cana-de-agUcar se destaca por ser produzido no
préprio territério nacional, ndo havendo, em consequéncia, o risco de sofrer grandes
alteracdes no preco por causa do doélar (KIIPPER, 2009).

Apés a cana-de-acUcar ser moida e atingir o ultimo terno da moenda, o
bagaco torna-se praticamente um po formado de particulas e fibras de varios
tamanhos. A porcdo mais rigida dessa mistura é rica em lignina e oriunda da parte
externa do caule, sendo praticamente seca. O material menos rigido e umido deriva
do interior da planta (REYNOL, 2009). De acordo com Dias (2012), essa é a melhor
parte para entrar no processo de producao de etanol, por possuir menor teor de

lignina e ser rica em celulose.



30

No bagaco ha varias substancias quimicas como terpenos/terpendides,
gorduras/ceras, varios tipos de compostos fendlicos, assim como proteinas e cinzas,
0S quais podem ser extraidos usando solventes polares e apolares. Estes
componentes variam em cada espécie de material lignoceluldsico, representando
aproximadamente 5-20 % (FENGEL; WEGENER, 1989).

3. Hidrolise de materiais lignocelulésicos

Para producédo de etanol a partir de bagaco de cana-de-aglcar é necessario
que ocorra a transformacdo da celulose e hemicelulose em seus monbémeros
(glicose e xilose) e subsequente conversdo dos mesmos em bioetanol. A celulose,
entretanto, encontra-se muito protegida pela lignina. Torna-se necessario, portanto,
realizar um pré-tratamento para a exposi¢cao das fibras de celulose, tornando-a mais
acessivel aos agentes hidroliticos (BAUDEL, 2007).

Os métodos de pré-tratamento podem ser fisicos (picadores, moagem,
térmico), quimicos (0zdnio, &cidos diluidos ou concentrados, alcalino, solventes), ou
uma combinacéao entre eles (KIIPPER, 2009). Os tratamentos fisicos geralmente séo
empregados como um primeiro estagio na abertura da rede lignocelul6sica para dai
se aplicar um tratamento hidrolitico quimico sendo acido ou alcalino, ou biolégico
com enzimas ou células (GALBE; ZACCHlI, 2007).

O pré-tratamento da matéria prima é considerado uma etapa critica na
producdo de bioetanol, por promover grande impacto sobre todas as outras etapas
do bioprocesso, tendo influéncia sobre a fermentacdo, recuperacdo de produto,
tratamento do efluente e a demanda energética ao longo do processamento. De
acordo com Galbe e Zacchi (2007), para um pré-tratamento ser considerado efetivo,
deve apresentar algumas caracteristicas, como resultar em alta extracdo de
acucares; ter um baixo custo de capital e operacional; e permitir alta digestibilidade
da celulose. No caso de subsequente hidrdlise enzimatica, o pré-tratamento deve ter
uma baixa demanda energética ou ser realizado em uma via que possibilite 0 reuso
da energia em outras etapas do processo como calor secundario, além de produzir
quantidades insignificantes de produtos de degradacédo derivados dos acucares ou

da lignina, que seréo toxicos ao biocatalisador.
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7

A hidrélise é um processo utilizado para a despolimerizacdo da fracdo
hemicelulésica em materiais lignocelulésicos (SUN; CHENG, 2005). Em geral, a
hidrélise acida é conduzida com acidos minerais como acido sulfurico ou &cido
cloridrico em concentracdes na faixa de 1 a 5 %, temperaturas em torno de 150 °C e
pressdes de até 10 atm. Neste processo, a temperatura e a concentracdo do 4cido
sdo fatores cruciais na formacdo de compostos téxicos. Temperaturas menores
podem ser mais adequadas quanto a formacédo de inibidores, entretanto, podem
acarretar diminuicdo do rendimento de extracdo dos acucares. De outra forma,
temperaturas acima de 160 °C geram altas quantidades de acglcares e compostos
inibidores (SUN; CHENG, 2002; MOUTTA, 2009).

Segundo Herrera et al. (2002), o mecanismo reacional da hidrélise acida de
materiais hemiceluldsicos pode ser descrito pelas seguintes etapas:

1. difus@o dos prétons através da matriz lignocelulésica Umida;

2. protonacédo do oxigénio da ligacao éter entre os monémeros de agucar;

3. quebra da ligacéo éter e geracdo de um carbocation como intermediario;

4. solvatacdo do carbocation com agua;

5. regeneracdo do préton e cogeracdo do monémero de acucar, oligbmero ou
polimero, dependendo da ligacdo éter rompida;

6. difusdo dos produtos na fase liquida (se for permitida, por sua forma e
tamanho) e,

7. reinicio do processo a partir do passo 2.

A hidrélise enzimética é um processo que apresenta especificidade da reacéo
e auséncia de formac&do de produtos secundarios. E um processo que ndo requer
altas pressbes e temperaturas ou ambientes corrosivos para 0S equipamentos
(BASTOS, 2007). A protecao da lignina e as configuracdes espaciais do complexo
celulose-hemicelulose-lignina, no entanto, tornam este tipo de hidrélise um processo
lento e pouco econémico (CANETTIERI; ALMEIDA E SILVA; CARVALHO JR, 2004).
Além disso, aspectos operacionais relacionados ao elevado tempo (48-72 horas),
bem como o elevado custo das enzimas, tém acarretado incertezas quanto a
viabilidade econdémica do processo (SANDERSON, 2010).
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4. Fermentacgéo dos hidrolisados

Quando celulose e hemicelulose sao hidrolisadas, uma mistura de
monossacarideos pode ser produzida. Os acgUcares predominantes liberados séo
xilose, glicose e, em concentragcbes bem menores, arabinose, galactose e manose.
Quando micro-organismos sdo expostos a essa mistura de acUcares, ocorre a
fermentacdo. A D-xilose pode ser degradada visando a producdo de etanol, por
diferentes espécies de leveduras, fungos filamentosos e bactérias naturalmente
ocorrentes e/ou recombinantes. As bactérias, entretanto, possuem baixa tolerancia
ao etanol e fungos filamentosos possuem baixas produtividades (PEREIRA JR,
1991).

Muitas leveduras utilizam a xilose diretamente, mas a capacidade de
producéo de etanol € muito limitada. Entre os géneros que possuem capacidade de
fermentar xilose estdo Brettanomyces, Candida, Clavispora, Kluyeromyces,
Pachysolen, Pichia e Schizosaccharomyces. As espécies Candida shehatae,
Pachysolen tannophilus e Pichia stipitis sé&o indicadas, na literatura, como as mais
aptas a alcancar altos rendimentos de fermentacdo alcodlica a partir de xilose
(McMILLAN, 1993; BALAT; BALAT; OZ, 2008).

Toivola et al. (1984) identificaram P. stipitis como uma das espécies que
produzem etanol a partir de xilose com melhores rendimentos e produtividades. No
entanto, P. stipitis é sensivel aos &acidos organicos, incluindo o &acido acético,
compostos que diminuem o crescimento celular e a producéo de etanol e que estao
presentes em hidrolisados hemiceluldsicos.

O metabolismo de xilose na etapa inicial pode ocorrer de duas formas: na
presenca da enzima xilose isomerase, predominante em bactérias, que realiza a
conversdo da D-xilose em D-xilulose, sendo facilmente convertida em xilulose-5-
fosfato. Dessa maneira, esta entra na via Pentose-Fosfato (PPP) gerando frutose-6-
fosfato, a qual é convertida em piruvato por meio da glicélise. Na segunda forma,
predominante em leveduras, fungos filamentosos e outros eucariotos, a D-xilose é
catalisada pela xilose redutase gerando xilitol, o qual por meio da xilitol
desidrogenase, é convertido em xilulose-5-fosfato, que segue também via PPP e,

em seguida, via glicélise até gerar piruvato. Em leveduras, na auséncia de oxigénio,
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0 piruvato € reduzido a etanol e CO, (JACKSON; NICOLSON, 2002; JEFFRIES,
2006). A Figura 2 apresenta um esquema simplificado do metabolismo de D-xilose.

. xilose redutase
xilose

xilose isomerase l xilitol

xilulose (—/

xilitol desidrogenase
xiluloquinase l

xilulose-5-P

[ ] 4

frutose-6-P

[eneanee] |

RESPIRACAO €— piruvato —3 FERMENTACAO ALCOOLICA

Figura 2. Esquema simplificado do metabolismo de D-xilose. Fonte: Adaptado de JACKSON;
NICOLSON (2002).

Nas leveduras, o metabolismo de xilose € parcialmente regulado pela
disponibilidade de oxigénio. A enzima xilose redutase (XR) tem maior afinidade por
NADPH do que por NADH, enquanto xilitol desidrogenase (XDH) utiliza somente
NAD+. Essa diferenca de especificidade ao cofator resulta em um acumulo de
NADP+ e NADH devido a um desequilibrio de reciclagem de co-fatores que ocorre
sob condicfes de respiracao reduzida, provocando a inibicdo da atividade de XDH, o
que em leveduras fermentadoras de xilose, contribui significativamente para o
aumento da formacgado de xilitol e diminuicdo da producédo de etanol (JEFFRIES,
2006; CHU; LEE, 2007).

Sob condicbes anaerobias, o NADPH pode ser regenerado por meio de
frutose-6-fosfato na via PPP e através das enzimas NADP-dependentes, isocitrato
desidrogenase e aldeido desidrogenase, minimizando o acumulo de NADP+.
Entretanto, ndo é possivel produzir a regeneracdo de NADH a NAD+ por meio da
fermentacao alcodlica, e o sistema de transferéncia de elétrons é incapaz de realizar
a reoxidacado pela respiracdo devido aos baixos niveis de O,. A regeneragao de
NAD+ pela reacdo de XDH pode ser efetuada por meio da reducdo de

diidroxiacetona a glicerol, no entanto, a formacao de glicerol ndo é considerada
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ideal, visto que desvia o carbono da producdo de etanol (JEFFRIES, 2006; CHU;
LEE, 2007).

A composicado do meio favoravel ao processo e as condi¢des da fermentacao
sdo de extrema importancia para a obtencdo de melhores resultados, além da
escolha de um micro-organismo apropriado para o processo de fermentacdo. Os
parametros mais relevantes ao processo de fermentacéo alcoolica a partir de xilose

serdo apresentados a seguir (OLIVEIRA, 2010).

a) Aeracgéo

Na fermentacéo alcodlica de xilose por leveduras, o suprimento de oxigénio é
um dos fatores ambientais mais importantes, influenciando o crescimento celular, o
rendimento, a producdo de etanol e a formacdo de produtos. Dessa maneira, a
vazao de aeracdo € determinante na quantidade de carbono utilizada pela célula
para crescimento celular ou formacédo de etanol, existindo um nivel de oxigenacéo
que levaria ao alto rendimento e produtividade em etanol, coincidentes com baixo
rendimento em biomassa (RI1ZZI et al., 1989; SCHNEIDER, 1989).

Esse comportamento foi confirmado para P. stipitis quando Guebel et al.
(1991) verificaram a impossibilidade de melhorar a producdo de biomassa e a
formacdo de produto com um Unico valor de taxa de transferéncia de oxigénio
(OTR), sendo apropriado um processo aerObio para o crescimento celular e
condi¢bes microaerbdbias para maximizar a produtividade em etanol. De certo modo,
adicionalmente, tanto para a levedura mencionada como para Pachysolen
tannophilus e Candida shehatae, tem se reportado baixo requerimento de oxigénio
para obter uma méaxima producdo de etanol e, em caso contrario acumulo de xilitol
ou reassimilacdo do mesmo (HAHN-HAGERDAL et al., 1991).

A oxigenagdo €& necessaria para manter o balangco redox nas diferentes
reacdes envolvidas na degradacao de xilose e na manutencdo do micro-organismo.
Além disso, trabalhos tem demostrado que € necessdaria uma oxigenacao adequada
para o transporte eficaz de xilose e também para algumas func¢des mitocondriais
(SKOOG; JEPPSSON; HAHN-HAGERDAL, 1992).
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Segundo Zhang et al. (2011) tem sido relatado que Kluyveromyces marxianus
CBS712 pode assimilar xilose, mas a sua capacidade de produzir etanol a partir

dessa pentose € acoplada a aeracao.

b) pH

As variacfes de pH afetam fortemente os rendimentos em etanol. O pH 6timo
para o crescimento e/ou producdo de etanol é funcdo direta do micro-organismo
estudado. As discrepancias no comportamento do micro-organismo em funcdo do
pH e os valores 6timos, reportados na literatura, podem ser atribuidos a outras
condicBes de processo, ao tipo de controle de pH e/ou a metodologia empregada
para o calculo de parametros comparativos (DU PREEZ, 1994; KASTNER et al.,
1996).

Estudos mostram que para P. stipitis CBS 7126, o intervalo esta entre 4,5 e
6,0, sendo este ultimo valor de pH o mais apropriado (SLININGER et al., 1990). No
caso de P. tannophilus, altas produtividades s@o possiveis numa faixa entre 2,5 e
5,0 (SLININGER et al., 1985). Para C. shehatae CBS 2779 tem sido reportada uma
produtividade volumétrica maxima utilizando um intervalo de pH entre 4,0 e 5,0 (DU
PREEZ; BOSH; PRIOR, 1986a).

c) Temperatura

Estudos realizados em fermentacdo com P. stipitis CBS 7126, demonstraram
gue, em um intervalo de temperatura entre 30 °C e 32 °C, obtém-se a maxima
concentracdo de etanol. As fermentagcbes que utilizam tanto P. stipitis como C.
shehatae CBS 2779, apresentam uma acentuada diminuicdo na formacédo de
produto com o aumento de temperatura a valores acima do 6timo (30 °C), assim
como diferentes intervalos 6timos de producdo para etanol e xilitol, sendo a
formacdo dessa Ultima substéncia mais sensivel aos aumentos de temperatura
(BARBOSA et al., 1990).

E importante destacar que a temperatura 6tima do processo ndo depende
somente da linhagem, mas também do substrato utilizado (glicose e/ou xilose), sua

concentracéo e da presenca de outros compostos (OLIVEIRA, 2010).
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d) Concentracdo de Substrato

Segundo Roberto et al. (1991), em investigagcbes com P. stipitis, a levedura &
inibida em fermentacées com concentracdes iniciais de xilose entre 76 g/L e 99 g/L,
sendo o rendimento em etanol afetado para concentracbes acima de 145 g/L. Em
estudos realizados com P. stipitis Y7124, verificou-se que o rendimento em etanol
permanecia constante entre 20 e 110 g/L. Embora néo tenha sido verificado acumulo
de xilitol em concentracdes acima dos 110 g/L, tem se reportado rendimentos
gradativamente menores (LAPLACE et al., 1991).

Segundo DU Preez; Bosh; Prior (1986b), o acumulo de xilitol durante
fermentacdes com leveduras obedece mais as condicdbes ambientais, como a
disponibilidade de oxigénio e alta densidade celular do que a concentracao inicial de
substrato.

Outros autores relataram que a levedura P. stipitis CBS 5773 apresenta uma
diminuicdo no rendimento em etanol de 0,41 para 0,39 g/g, quando aumentada a
concentracdo de xilose de 50 para 200 g/L (SLININGER et al., 1985). No caso da
linhagem P. stipitis CBS 5774, concentracBes entre 80 e 100 g/L de xilose foram
relatadas como as melhores para a bioconversdo de xilose em etanol, mas
constatou-se uma diminuicdo drastica nos valores dos parametros de fermentacao
para concentracdes acima de 150 g/L (ANTUNES, 1997).

e) Concentracdes de Etanol

Para viabilizar a destilacdo do meio fermentado e alcancar altos niveis de
producdo, a tolerancia das leveduras ao etanol é de vital importancia. Porém, essa
tolerancia difere para cada linhagem de levedura, sendo afetada pelas condicdes de
cultivo, e especialmente, pela temperatura (DU PREEZ; BOSH; PRIOR, 1987).

Em estudos realizados com P. stipitis NRRL Y7124, verificou-se tolerancia ao
etanol dependente da fonte de carbono (glicose ou xilose). Essa relagdo entre a
tolerancia e a fonte de carbono foi estudada a partir do crescimento e a atividade da
ATPase presente na membrana plasmatica para cultivos com glicose ou xilose,
sendo melhores as atividades apresentadas em processos realizados utilizando a

hexose (MEYRIAL et al.,, 1995). Com essa mesma linhagem, em estudos para
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avaliar o efeito do etanol, observou-se que na medida em que aumenta a
concentracédo desse produto no meio, o rendimento em xilitol aumenta linearmente
e, consequentemente, apresenta-se uma diminui¢cdo proporcional no rendimento em
etanol (DELGENES; MOLETTA; NAVARRO, 1988; JEFFRIES et al., 2007).

Fermentacdes realizadas com varias linhagens de C. shehatae e com P.
stipitis Y633 (CBS 7126), conduzidas em batelada alimentada com baixo nivel de
oxigenacdo, o crescimento celular foi sensivel ao efeito inibitério do etanol
adicionado. As linhagens P. stipitis Y633 (CBS 7126), C. shehatae CSRI Y633 e C.
shehatae CSRI Y492, apresentaram-se como as melhores produtoras, alcancando
concentracOes entre 44 e 47 g/L de etanol (DU PREEZ; VAN DRIESSEL; PRIOR,
1989).
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RESUMO

A procura por novas espécies de leveduras capazes de fermentar pentoses € um
dos desafios frente as dificuldades na tecnologia da producdo de etanol de segunda
geracdo. As fontes naturais de materiais lignocelulésicos podem ser reservatorios de
linhagens com potencial de assimilacdo e fermentacdo de pentoses. Este estudo
teve por objetivo realizar o isolamento de linhagens de leveduras de fontes naturais
(caldo, bagaco e rizosfera de cana-de-acucar, e palha de milho), a avaliacdo
presuntiva da capacidade de fermentacdo de pentoses (D-xilose e L-arabinose) e a
identificacdo da linhagem selecionada. Para o isolamento, foi utilizada a técnica da
diluicdo em série e plaqueamento em meio sintético contendo a pentose como Unica
fonte de carbono. Dentre 350 isolados, 39 apresentaram atividade fermentativa de
arabinose (56,4 %) ou xilose (38,5 %) ou ambas (5,1 %). Uma das linhagens que
apresentou fermentacdo tanto de arabinose quanto de xilose (codigo 311), isolada
de caldo de cana-de-acucar, foi identificada por meio da amplificacdo da regido
D1/D2 do gene 26S e da regido ITS do DNA ribossomal como sendo da espécie
Meyerozyma guilliermondii. Esta linhagem foi selecionada para os testes posteriores
de crescimento e fermentacdo de xilose e arabinose em meios sintéticos e

hidrolisados de bagaco de cana-de-acUcar, sob diferentes condicbes ambientais.

Palavras-chave: Meyerozyma guilliermondii, pentoses, xilose, arabinose, bagaco de

cana-de-acucar, palha de milho, rizosfera, caldo de cana-de-agucar.



46

1. INTRODUGCAO

A xilose € a pentose predominante na biomassa lignocelulosica e o segundo
carboidrato mais abundante na natureza (MATSUSHIKA et al., 2009). No entanto, a
geracdo de bioetanol a partir dessa biomassa depende da eficiente metabolizagao
da pentose D-xilose pelos biocatalisadores, as leveduras (NAKAMURA et al., 2008).
Dessa maneira, a xilose torna-se uma alternativa para producdo de etanol
combustivel a partir da sua fermentacdo (JEFFRIES, 2006).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € utilizada com sucesso na producéo
industrial de etanol de primeira geracdo a partir da cana-de-aglucar e melaco no
Brasil, sendo capaz de fermentar hexoses rapida e eficientemente, exibe alta
tolerancia ao etanol, a inibidores e ao baixo pH encontrado nos tanques de
fermentacdo. Esta espécie, no entanto é incapaz de fermentar celobiose e pentoses
como a xilose, que estdo presentes em grande quantidade em hidrolisados da
biomassa lignoceluldsica (STAMBUK et al., 2008; MATSUSHIKA et al., 2009).

Desde os anos 80 a habilidade de leveduras em fermentar xilose tem sido
descrita, como em 1983, quando Du Preez e Walt descreveram Candida shehatae
como uma nova espécie fermentadora de xilose (DU PREEZ; VAN DER WALT,
1983). Atualmente sabe-se que outras espécies de leveduras como Candida
succiphila, Candida jeffriesii, Candida intermedia, Kluyveromyces marxianus, Pichia
stipitis, Pachysolen tannophilus, Hansenula polymorpha, Debaryomyces hansenii,
também fermentam xilose produzindo etanol com diferentes graus de rendimento
(HAHN-HAGERDAL et al., 1994; TAVARES et al., 2000; GARDONY! et al., 2003;
STAMBUK et al., 2003; NGUYEN et al., 2006; JEFFRIES et al., 2007).

Foram descritas duas espécies novas de leveduras fermentadoras de xilose,
como a Spathaspora passalidarum, uma levedura isolada do intestino de besouros
presentes em madeira (NGUYEN et al., 2006) e Spathaspora arborariae, uma
levedura isolada a partir de madeira em decomposicdo em duas diferentes
localidades do Brasil (CADETE et al., 2009). Ambas as espécies sao reconhecidas

pela capacidade de fermentar xilose e produzir etanol, tendo potencial para
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producdo de biocombustivel a partir de material vegetal, além de serem tolerantes
aos compostos inibidores gerados a partir da hidrélise da biomassa lignocelulésica
(CUNHA-PEREIRA et al., 2011).

Organismos geneticamente modificados com capacidade de fermentacéo de
pentoses incluem a levedura S. cerevisiae e as bactérias Escherichia coli e
Zymomonas mobilis (SKOOG; HAHN-HAGERDAL, 1988).

Dentre as principais espécies de leveduras fermentadoras de xilose, P. stipitis
€ considerada a mais promissora, uma vez que € capaz de converter a maior parte
dos acUcares presentes nos hidrolisados hemicelulésicos em etanol. No entanto a
utilizac@o em larga escala destas leveduras é dificultada pela sua baixa tolerancia ao
hidrolisado e etanol, além da incapacidade de fermentar xilose a um pH baixo
(STAMBUK et al., 2008).

Neste contexto, torna-se interessante a procura por novas espécies de
leveduras capazes de fermentar pentoses, e as fontes naturais de materiais
lignocelulésicos podem ser reservatorios de linhagens com alto potencial. O
presente trabalho teve como objetivo o isolamento de leveduras de materiais
lignocelulésicos (bagago de cana e palha de milho) assim como de ambientes
relacionados, como solo de rizosfera de cana e caldo de cana. ApGs o isolamento,
as linhagens foram testadas quanto a habilidade de fermentar pentoses,
identificadas e selecionadas para as etapas posteriores de otimizacdo de meio de

cultura sintético e hidrolisados.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Isolamento e selecao de leveduras de fontes naturais
2.1.1. Isolamento de leveduras de bagaco de cana-de-acUcar
Foram realizadas coletas de bagaco de cana-de-acUcar em duas usinas
localizadas no municipio de Araras, em diferentes periodos: Usina Santa Ldcia,

cinco amostras em 15 de dezembro de 2009, quatro amostras em 30 de abril de

2010 e quatro amostras em 05 de outubro de 2010; e na Usina S&ao Joao, cinco
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amostras em 20 de maio de 2010 e quatro amostras no dia 06 de novembro de
2010.

Foram diluidos 10 g de cada amostra em 90 mL de solucdo salina (0,85 %
NacCl) estéril em Erlenmeyer de 250 mL, os quais foram submetidos a agitacéo a 150
rpm, 30 °C por 35 minutos. Em seguida, foram realizadas diluicdes em série até 107,
A partir de cada diluigéo foi transferido 0,1 mL para placas de Petri contendo 6,7 g/L
YNB - YEAST NITROGEN BASE com aminoéacidos e sulfato de amoénio (Difco®) +
20 g/L xilose ou 20 g/L arabinose. O indculo foi distribuido sobre os meios com o
auxilio da alca de Drigalsky. Aos meios de cultura foram adicionados os antibioticos
ampicilina e acido nalidixico na concentracdo de 50 mg/L.

As placas em (duplicatas) de cada amostra contendo os devidos meios e as
aliquotas semeadas foram incubadas a 30 + 2 °C por cinco dias. ApGs este periodo,
foi realizada a contagem das col6nias de leveduras, as quais foram diferenciadas
pelas caracteristicas morfologicas de tamanho, cor, forma e textura. A partir de cada
tipo morfologico foi selecionada uma colénia, da qual uma alcada de células foi
estriada em placas com meio YM (3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L extrato de
malte, 5 g/L peptona, 10 g/L glicose, 20 g/L &gar) e incubadas a 30 + 2 °C por cinco
dias. As linhagens de leveduras purificadas foram cultivadas em tubos de cultivo
contendo meio YM sdlido inclinado (slant) a 30 + 2 °C por 24 horas, sendo a seguir

estocadas a 3-4 °C, para posterior realizacdo dos testes de fermentacéo.

2.1.2. Isolamento de leveduras de palha de milho

Foi realizada uma coleta da palha de milho amontoada em frente a lavoura de
milho, representada na Figura 1, localizada no Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Sdo Carlos/UFSCar, Araras, em 02 de julho de 2010, em
namero de 10 amostras, as quais foram reunidas e homogeneizadas para a
formacdo de uma amostra composta. As palhas foram cortadas com tesoura
esterilizada. Foram diluidos 10 g de cada amostra em 90 mL de solucdo salina
(0,85 % NaCl) estéril em Erlenmeyer de 250 mL. Os frascos foram submetidos a
agitagdo a 150 rpm, 30 °C por 35 minutos. Em seguida, foram realizadas diluices
em série ate 10, A partir de cada diluicdo foi transferido 0,1 mL para placas de Petri
contendo 6,7 g/L YNB - YEAST NITROGEN BASE com aminoéacidos e sulfato de
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amonio (Difco®) + 20 g/L xilose ou 20 g/L arabinose. O in6culo foi distribuido sobre
0S meios com o auxilio da alga de Drigalsky. Aos meios de cultura foram adicionados
os antibiéticos ampicilina e &cido nalidixico na concentracdo de 50 mg/L.

As placas em (duplicatas) de cada amostra contendo os devidos meios e as
aliguotas semeadas foram incubadas a 30 + 2 °C por cinco dias. Posteriormente, foi
realizada a contagem das colbnias de leveduras, as quais foram diferenciadas pelas
seguintes caracteristicas morfologicas, de tamanho, cor, forma e textura. A partir de
cada tipo morfologico foi selecionada uma colénia, da qual uma alcada de células foi
estriada em placas com meio YM e incubadas a 30 £ 2 °C por cinco dias. As
leveduras purificadas foram cultivadas em tubos de cultivo contendo meio YM sélido
inclinado (slant) a 30 = 2 °C por 24 horas, sendo a seguir estocadas a 3-4 °C, para
posterior realizacdo dos testes de fermentacdo. A Figura 1 mostra o local de coleta
da palha de milho realizada no Centro de Ciéncias Agrarias/CCA- Campus Araras-
UFSCar.

Figura 1. Local de coleta da palha de milho no CCA - Campus Araras- UFSCar

2.1.3. Isolamento de leveduras de rizosfera de cana-de-acucar

Foram realizadas duas amostragens do solo da rizosfera da cana-de-agucar
em um canavial localizado na Universidade Federal de S&o Carlos — Centro de
Ciéncias Agréarias — campus Araras, nos dias 16 de abril de 2010 e 05 de outubro de

2010. A amostragem foi realizada retirando-se a palha localizada na parte superior
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do solo, e com a ajuda de um trado, foi coletado solo de 0 a 20 cm de profundidade.
Foram coletadas 10 amostras de aproximadamente 100 g de solo cada, em areas
equidistantes dentro do talhdo. Essas amostras foram colocadas em sacos plasticos
esterilizados, amarrados com barbante, e armazenadas em caixas de isopor ate o
laboratério, onde foram peneiradas, reunidas e homogeneizadas para a formacéo de
uma amostra composta. O solo foi armazenado a 4 °C ate a andlise (AZEREDO et
al., 1998).

Para o isolamento das leveduras, 10 g de solo foram adicionados a 90 mL de
solugéao salina (0,85 % NaCl), e os frascos agitados a 200 rpm por 15 minutos.
Procedeu-se a diluicdo ate 10™. A partir de cada diluicdo foi transferido 0,1 mL para
placas de Petri contendo 6,7 g/L YNB - YEAST NITROGEN BASE com aminoacidos
e sulfato de amoénio (Difco®) + 20 g/L xilose ou 20 g/L arabinose. Aos meios de
cultura foram adicionados o0s antibioticos ampicilina e &cido nalidixico na
concentragéo de 50 mg/L.

As placas em (duplicatas) de cada amostra foram incubadas a 30 £ 2 °C por
cinco dias. No quinto dia foi realizada a contagem das colonias de leveduras obtidas.
As colbnias foram diferenciadas pelas caracteristicas morfoldgicas.

A partir de cada tipo morfolégico foi selecionada uma coldnia da qual uma
alcada de células foi estriada em meio YM e incubada a 30 + 2 °C por cinco dias. As
linhagens de leveduras purificadas foram cultivadas em tubos de cultivo contendo
meio YM solido inclinado (slant) a 30 £ 2 °C por 24 horas, sendo a seguir estocadas

a 3-4 °C, para posterior realizacao dos testes de fermentacao.

2.1.4. Isolamento de leveduras de caldo de cana-de-acucar

As leveduras avaliadas pertencem ao banco de leveduras do Laboratério de
Microbiologia Agricola e Molecular — LAMAM, da Universidade Federal de S&o
Carlos, Centro de Ciéncias Agrarias, Campus de Araras. As linhagens foram
isoladas de caldo de diferentes variedades de cana e de diferentes partes do colmo
de cana-de-acucar em trabalho realizado por Martini (2009). Os isolados estao
sendo mantidos em tubos de cultivo com o meio YPD (10 g/L de extrato de levedura,
20 g/L de peptona, 20 g/L de glicose, 20 g/L agar) inclinado (slant), em geladeira a

4 °C e foram avaliados nos testes de fermentacdo de pentoses.
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3. Testes de fermentacao de pentoses

As leveduras foram testadas inicialmente quanto a habilidade em fermentar D-
xilose e L-arabinose. Uma alcada de células de cada levedura isolada e purificada
foi inoculada em tubo com 5 mL de meio YPD liquido e entdo, este foi incubado por
24 horas a 30 + 2 °C. A partir de cada suspensao de levedura crescida em YPD, 0,1
mL foi retirado e inoculado em um tubo com 5 mL da seguinte solu¢do basal
esterilizada: 5 g/L de sulfato de amoénio, 1 g/L de fosfato de potassio monobasico,
0,5 g/L de sulfato de magnésio, acrescido de 20 g/L de cada um dos agucares
(xilose ou arabinose), como uUnica fonte de carbono, contendo tubo de Durham. O
meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 120 °C por 10 minutos, a 1 atm
pressao.

Os testes foram realizados em duplicatas e as leituras realizadas ao final de
10 dias. Um tubo com solucdo basal sem a fonte de carbono (acucar) foi utilizado
como padrédo negativo em cada teste.

As leveduras que expressaram habilidade de fermentar xilose e/ou arabinose
(formacéao de bolha no tubo de Durham, Figura 2) foram selecionadas para os testes

posteriores de otimizacdo do meio de cultura.

Figura 2. Levedura 311 (isolada de caldo de cana) em tubo de cultivo com meio contendo
xilose como Unica fonte de carbono. A seta indica a bolha formada no interior do tubo de Durham.
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4. |dentificagdo da levedura selecionada

A linhagem 311, isolada de caldo de cana-de-acucar, foi identificada por
sequenciamento da regido ITS e dominios D1/D2 do DNA ribossomal, apos
amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction). A reacdo PCR e o
sequenciamento da regido ITS foram realizados no Laboratério PANGENE -
Pesquisas e Andlises Genéticas, UNESP-Campus de Botucatu, sob a supervisdo da
Dra. Débora Colombi. A reacdo PCR e o sequenciamento dos dominios D1 e D2 do
gene 26S foram realizados no Laboratério de Microbiologia - CEIS/Centro de
Estudos de Insetos Sociais, UNESP-Campus de Rio Claro, sob a supervisdo do
Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca.

As sequéncias obtidas foram comparadas com as informacées disponiveis no
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) por meio do programa Blast-N (ALTSCHUL
et al., 1997) para verificacdo da identidade da linhagem sequenciada.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento e testes fermentativos de leveduras isoladas de fontes

naturais

Os resultados obtidos quanto ao niumero de unidades formadoras de colénia
por grama (UFC/g) de leveduras isoladas do bagaco da Usina Santa Lucia e Usina
S&o Joao estdo representados na Figura 3. O numero de leveduras que assimilaram
arabinose como fonte de carbono foi semelhante a xilose; verificando-se altas
contagens, permanecendo em torno de 10° leveduras/g de bagaco. Foram isoladas
147 culturas para testes de fermentacdo das pentoses, sendo 74 para arabinose e
73 para xilose. Os testes foram realizados em meio fermentativo com 20 g/L de
acucar (arabinose ou xilose), tendo sido selecionadas 11 leveduras fermentadoras

de arabinose e 10 de xilose.
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Figura 3. Numero de leveduras (UFC/g) isoladas de bagaco de cana-de-agucar utilizando
meio seletivo contendo xilose ou arabinose como Unica fonte de carbono.

Foi realizado também o isolamento de linhagens de leveduras da palha de
milho e da rizosfera de cana-de-aclucar. Na palha do milho os resultados
demonstraram que o numero de leveduras que assimilaram arabinose ou xilose
como fonte de carbono foram semelhantes, em torno de 10> UFC/mL de leveduras
(Figura 4). Destas foram isoladas 7 leveduras, sendo 4 assimiladoras de xilose e 3
de arabinose, as quais nao apresentaram bolha no teste preliminar de fermentacao.

O isolamento de leveduras da rizosfera de cana-de-agucar demonstrou que o
namero de linhagens de leveduras que assimilaram arabinose ou xilose como fonte
de carbono foi diferente entre si, em torno de 10 UFC/g para arabinose e 10* UFC/g
para xilose (Figura 4). Destas foram isoladas 13 linhagens de leveduras, sendo 6
assimiladoras de arabinose e 7 de xilose. No teste preliminar de fermentacao

somente uma levedura apresentou resultado positivo para xilose.
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Figura 4. Numero de leveduras (UFC/g) isoladas de rizosfera de bagaco de cana-de-agucar e
palha de milho utilizando meio seletivo contendo xilose ou arabinose como Unica fonte de carbono.

Entre as leveduras isoladas do caldo de cana-de-acucar testadas (183, cerca
de 20% do banco de culturas) em meio liquido contendo arabinose ou xilose como
Unicas fontes de carbono, somente 17 (14; 311; 31; 326; 341; 381; 393; 396;
1%C10L(B)4; 1°C10N(B)5; 1*C10P(N)7; 2%C6L(3); 3*C6L(2); 3*C7D(6); 3°C7L(2);
3%C7N(1); F(N)8) apresentaram formacao de bolhas no interior do tubo de Durham,
11 indicando fermentacdo do acguUcar arabinose, 4 do acucar xilose e 2 indicando
fermentacao de xilose e arabinose (14 e 311).

Rossi e Andrietta (2009) isolaram 70 linhagens de leveduras de amostras de
bagaco de cana-de-acgucar utilizando trés meios de cultura (WLN, YMA e Chromagar
Candida) e apenas seis apresentaram capacidade fermentativa. Nenhum destes
isolados foi capaz de fermentar xilose ou arabinose, sendo que um foi capaz de
assimilar arabinose e dois a xilose. Esses autores obtiveram contagens de 10° a 10’
UFC/g em média. Considerando-se que no presente trabalho foi utilizado meio
seletivo, ou seja, contendo a pentose como Unica fonte de carbono, isolaram-se
diretamente aquelas leveduras que assimilam estes acUcares, de forma que as
contagens foram entdo bem superiores aquelas encontradas por Rossi e Andrietta

(2009). O numero de leveduras capazes de metabolizar pentoses € grande, no
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entanto, cerca de 1% somente é capaz de fermentar estes aclcares (HAHN-
HAGERDAL et al., 2007). Quanto mais leveduras capazes de assimilar xilose e
arabinose forem isoladas, maiores as chances de se encontrar aquelas que
fermentam as pentoses.

Em vista dos resultados obtidos para fermentacdo tanto de xilose quanto de
arabinose, foi selecionada a linhagem 311 isolada de caldo de cana-de-agucar para

identificacdo e testes fermentativos posteriores.

5.2. Identificagc&o da linhagem de levedura selecionada

Inicialmente a linhagem 311 (isolada de caldo de cana-de-acucar) foi
identificada por sequenciamento da regidao ITS do DNA ribossomal como Pichia
caribbica, conforme relatério obtido no banco de dados do NCBI -National Center of
Biotechnology Information (Figura 5). A espécie Meyerozyma caribbica, encontrada
nos primeiros resultados, é sindnima de Pichia caribbica (VAUGHAN-MARTINI et al.,
2005). Em seguida, a linhagem foi enviada para a UNESP-Rio Claro, sob supervisdo
do Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca, para amplificacdo e sequenciamento do
dominio D1/D2 do gene 26S do DNA ribossomal. O relatério da analise desta
sequéncia no NCBI estd na Figura 6, que apontou as espécies Meyerozyma
guilliermondii e Pichia guilliermondii com alta identidade a da linhagem aqui isolada.

Ambas as espécies, P. caribbica e P. guilliermondii fazem parte do mesmo
clado genético e sao indistinguiveis entre si por testes taxonbmicos convencionais
(VAUGHAN-MARTINI et al., 2005). Nova et al. (2009) verificaram que a espécie P.
caribbica foi a segunda levedura mais comum nos trés alambiques estudados para
producdo de cachaca, independentemente do nivel tecnolégico dos mesmos, e
apresentando produto de amplificacdo da regido ITS com 600 bp. No entanto,
sequenciamento do dominio D1/D2 das leveduras apresentando este ribotipo de 600
bp mostrou dois tipos de leveduras, identificadas como P. caribbica e P.
guilliermondi.

Trabalho de Vaughan-Martini et al. (2005) descreveu P. caribbica como o
estado ascosporico de Candida fermentati e Candida guilliermondii var. carpophila
foi elevada a condicdo de espécie como Candida carpophila. Estes novos taxa, que

sao indistinguiveis com base nos critérios taxonémicos convencionais, diferem um
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do outro e de Pichia guilliermondii pela baixa relacdo na sequéncia de bases de
DNA, cariotipos eletroforéticos diferentes, e divergéncias nucleotidicas nos dominios
D1/D2 da regiao 26S do DNA ribossomal. P. caribbica produz um, raramente dois,
ascosporos em formato de saturno em ascos persistentes (VAUGHAN-MARTINI et
al., 2005).

Sequences producing significant alignments:

Accession Description Maxscore  Total score  Query coverage _ Evalug Maxident  Links

Genomic sequences

1834451 Meyerozyma caribbica isolate WM10.15 185 ribosomal RNA gene, par 965 965 100% 0.0 100%
HO303093.1  Meyerozyma carbbica strain KDLYC36-9 intemal transcribed spacer 965 965 100% 0.0 100%
HOB31010.1  Candida sp. 3 TMS-2011 voucher SC9d50p12-1 185 ribosomal RNA q 965 965 100% 0.0 100%
HOB%376L.1  Mayerozyma caribbica strain T38768-04 185 ribosomal RNA gene, pa 965 965 100% 0.0 100%
FN42893L1  Pichia canbbica ITS1, 5.85 rRNA gene, ITS2 and 265 rRNA gene (par 968 95 100% 0.0 100%
HMD44866.1  Candida sp. TCJ236 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; inter 965 965 100% 0.0 100%
GU248264.1  Pichia caribbica strain XTWJX 185 ribosomal RNA gene, partial seque 965 965 100% 0.0 100%
FM1%8%63.1  Pichia carbbica 185 rRNA gene (partial), ITS1, 5.85 rRNA gene, ITS: 965 965 100% 0.0 100%
EUS6200L1  Pichia caribbica isolate CNRMA 200700593 185 ribosomal RNA geng, | 965 965 100% 0.0 100%
EUS68913.1  Pichia canibbica 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal t 965 963 100% 0.0 100%
10425343.1  Meyerozyma caribbica strain AUMC 7262 185 ribosomal RNA gene, p: 961 1217 9%% 0.0 100%
10083436.1  Meyerozyma caribbica 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; int 961 961 99% 0.0 100%
IN255486.1  Meyerozyma sp. AL-V isolate AL-V-18 18S ribosomal RNA gene, parti 961 961 99% 0.0 100%
INZ33460.0  Meyerozyma sp. AL-V isolate AL-V-12 185 ribosomal RNA gene, parti 961 %1 9% 0.0 100%
INZ55453.1  Meyerozyma sp. AL-V isolate AL-V-4 185 nbosomal RNA gene, partia 961 9%1 99% 0.0 100%
HOG877912.1  Meyerozyma caribbica isolate NKDO4 185 ribosomal RNA gene, partial 961 961 9% 0.0 100%
109933611 Meyerozyma caribbica strain IWBT-Y836 185 ribosomal RNA gene, p: 958 959 100% 0.0 99%
10760408.1  Saccharomycetes sp. genotype 371 isolate FLO737 internal transcrib 958 939 100% 0.0 99%
2555141 Meyerozyma sp. AL-V isolate AL-V-69 185 rbosomal RNA gene, parti 938 959 9% 00 100%
IN255305.1  Meyerozyma sp. AL-V isolate AL-V-60 185 ribosomal RNA gene, parti 958 959 9% 0.0 100%
IN255433.1  Meyerozyma sp. AL-V isolate AL-V-54 18S ribosomal RNA gene, parti 958 959 99% 0.0 100%
IN255435.1  Meyerozyma sp. AL-V isolate AL-V-49 18S ribosomal RNA gene, parti 958 959 99% 0.0 100%
INZ5347L1  Meyerozyma sp. AL-V isolate AL-V-23 185 ribosomal RNA gene, parti 958 959 93% 0.0 100%
INZ55465.1  Meyerozyma sp. AL-V isolate AL-V-17 185 ribosomal RNA gene, parti 959 959 99% 0.0 100%
IN255464.1  Meyerozyma sp. AL-V isolate AL-V-16 185 ribosomal RNA gene, parti 958 959 9% 0.0 100%
IN255438.1  Meyerozyma sp. AL-V isolate AL-V-9 185 nbosomal RNA gene, partia 958 959 99% 0.0 100%
IN255454.0  Meyerozyma sp. AL-V isolate AL-V-5 185 rbosomal RNA gene, partia 959 959 9% 0.0 100%

Figura 5. Relatério obtido no site www.ncbi.nlm.nih.gov para a sequéncia de nucleotideos da
regido ITS do DNA ribossomal da linhagem 311.
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Sequences producing significant alignments:

Accession Description Maxscore  Totalscore  Query coverage _ Evalue Maxident Links
GU37T37541  Meyerozyma quiliermondii strain PH-M16 265 ribosomal RNA gena, pz 1098 1038 100% 0.0 100%
f872213.1  Pichia guiliermondi strain TY09 265 rbosomal RNA gene, partial sequ 1098 1038 100% 0.0 100%
F1432597.1  pichia quilliermondi strain 4.2-2 265 ribosomal RNA gene, partial seqt 1098 1098 100% 0.0 100%
EUB33336.1  Pichia quiliermondii strain L3.1 265 nbosomal RNA gene, partial seque 1098 1038 100% 0.0 100%
DO377634.1  Candida fermentati strain VTT C-04519 265 ribosomal RNA gene, par 1098 1038 100% 0.0 100%
EUiE2216.1  Pichia quilliermondi strain Asuan 265 ribosomal RNA gene, partial seq 10%8 1098 100% 0.0 100%
EULBBE17.L  Pichia quiliermondii strain p 265 ribosomal RNA gene, partial sequenc 1098 1038 100% 0.0 100%
EF063131.1  Pichia caribbica strain ACE11 265 ribosomal RNA gene, partial sequer 1098 1038 100% 0.0 100%
AY354826.1  Candida fermentati strain EXOCS 265 rbosomal RNA gene, partial sec 1098 1038 100% 0.0 100%
GU24B265.1  Pichia caribbica strain XTWIX 265 ribosomal RNA gene, partial seque 1092 1092 100% 0.0 99%
AMLSI0L2  Candida sp. YS21 partial 285 rRNA gene, strain Y521 1088 1088 9% 0.0 100%
ING44048.1  Meyerozyma caribbica strain 249 265 ribosomal RNA gene, partial set 1086 1086 %% 0.0 100%
DO338868.2  Candida sp. Y547 265 ribosomal RNA gene, partial sequence 1086 1086 8% 0.0 100%
AMISS106.2  Candida sp. YS54 partial 285 rRNA gene, strain YS54 1086 1086 6% 0.0 100%
F4351LLL Pichia quillermondi strain 12-3 265 ribosomal RNA gene, partial sequ 1083 1083 89% 0.0 99%
10398573.1  Meyerozyma quiliermondii strain LED 265 ribosomal RNA gene, partial 1081 1081 8% 0.0 100%
1805311 Candida carpophila partial 265 rRNA gene, isolate H1S0K3 1081 1081 9% 0.0 99%
FN398021.1  Pichia sp. MAR ITS1, 5.85 rRNA gene, ITS2 and 265 rRNA gene(parti 1081 1081 100% 0.0 99%
F515260.0  Pichia quiliermondii strain UN44 285 ribosomal RNA qene, partial sequ 1081 1081 100% 0.0 99%
£515236.0  Pichia quiliermondii strain SN4 285 rbosomal RNA gene, partial seque 1081 1081 100% 0.0 99%
EUB07815.1  Pichia quilliermondii strain F1004 265 ribosomal RNA gene, partial seq 1081 1081 100% 0.0 99%
EU327034.1  Pichia quiliermondi strain TIY14a 265 ribosomal RNA gene, partial se 1081 1081 100% 0.0 99%
AMS11007.1  Pichia sp. YSF14 partial 265 rRNA gene, strain YSF14 1081 1081 100% 0.0 99%
AM311006.1  Pichia sp. YSF8 partial 265 rRNA gene, strain YSF8 1081 1081 100% 0.0 99%
EULT75741  Pichia quiliermondii strain EQ 265 ribosomal RNA gene, partial sequer 1081 1081 100% 0.0 99%
EULB4461.L  Pichia quiliermondii isolate D25-1 265 ribosomal RNA gene, partial sei 1081 1081 100% 0.0 99%
EF694600.1  Pichia quillermondi strain H585 285 ribosomal RNA gene, partial sequ 1081 1081 100% 0.0 99%
EF8R4557.1  Pichia quilliermondii strain H1020 285 rbosomal RNA gane, partial seq 1081 1081 100% 0.0 99%

Figura 6. Relatério obtido no site www.ncbi.nim.nih.gov para a sequéncia de nucleotideos do
dominio D1/D2 do gene 26S do DNA ribossomal da linhagem 311.

P. guilliermondii € amplamente distribuida na natureza, tendo sido isolada de
exsudatos de varias arvores, insetos (ARAUJO et al., 1995; SIBIRNY, 1996), solo,
plantas (CAPRIOTTI; RANIERI, 1964), atmosfera, agua do mar (DIRIYE et al., 1993)
e de alimentos processados (DIRIYE; SCORZETTI; MARTINI, 1993). Segundo
Vaughan-Matrtini et al. (2005), estudos recentes de amostras classificadas como P.
guilliermondii e seu anamorfo C. guilliermondii tém mostrado que se trata de um
complexo geneticamente heterogéneo compreendendo varios taxa fenotipicamente
indistinguiveis (BAI, 1996; SAN MILLA'N et al.,, 1997). Um deles, a recém-
reintegrada espécie C. fermentati foi originalmente descrita como Torula fermentati
(BAI, 1996). As comparac¢des moleculares mostraram que as cepas formadoras de

ascosporos representam o estado perfeito de C. fermentati. Além disso, as
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comparacdes moleculares também mostraram que C. guilliermondii var. carpophila
(MILLER; MRAK, 1953; PHAFF; MILLER, 1961), que tem sido considerada um
sindnimo de P. guilliermondii (KURTZMAN, 1998), representa uma espécie distinta
que estad intimamente relacionada com ambas, P. guiliermondii e C. fermentati
(VAUGHAN-MARTINI et al., 2005).

Além do trabalho anteriormente apresentado sobre o isolamento e a
predominéancia de P. caribbica na fermentacéo para producéo de cachaca (NOVA et
al., 2009), verificou-se que esta espécie foi também estudada para controle da
deterioracdo pos-colheita por Rhizopus em morangos (ZHAO et al., 2012). Os
resultados desse estudo mostraram que a atividade antagbnica de P. caribbica pode
ser potencializada pela adicdo de trealose no meio, que pode oferecer grande
potencial pratico para reduzir as doencas de pés-colheita de morangos.

A eficiéncia da sacarificacdo quimica e enzimatica do residuo hemiceluldsico
do bagaco de Agave tequilana para producao de etanol por P. caribbica foi estudada
por Luna et al. (2011). Nesse estudo, caracterizou-se a composicdo quimica do
bagaco de Agave tequilana, que foi adicionalmente sacarificado e fermentado para
produzir etanol. A levedura P. caribbica UM-5 foi utilizada para fermentar licores de
acucar a partir da hidrélise &acida e enzimética, gerando 8,99 g etanol/50 g de
bagaco. Desta forma, o bagaco de A. tequilana pode ser utilizado como uma
matéria-prima lignocelulésica para a producdo de etanol e pode contribuir para a
eliminacao deste residuo do meio ambiente.

No presente trabalho a linhagem selecionada 311 serd considerada como
Meyerozyma guilliermondii, conforme relatério gerado pela comparacéo de dados do
sequenciamento dos dominios D1 e D2 do gene 26S, uma vez que a sequéncia
deste gene pareceu ser capaz de distinguir entre as espécies caribbica e
guilliermondii (NOVA et al., 2009).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Embora tenha sido testado um numero consideravel de linhagens de

leveduras (350), a maioria tendo sido isolada de materiais lignocelulésicos a partir de

meios seletivos contendo xilose ou arabinose como Unica fonte de carbono, somente
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11 % das linhagens demonstrou capacidade de fermentagdo das pentoses. Dentre
estas, uma linhagem com atividade de fermentagcdo de ambas as pentoses foi
identificada como Meyerozyma guilliermondii por biologia molecular e selecionada
para os testes posteriores de otimizacdo do meio de cultura e condicdes ambientais,
visando a fermentacao de pentoses em meios sintéticos e hidrolisados de bagaco de

cana-de-agucar.

7. REFERENCIAS

ALTSCHUL, S. F.; MADDEN, T. L.; SCHAFFER, A. A.; ZHANG, J.; ZHANG, Z.;
MILLER, W.; LIPMAN, D. J. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs. Nucleic Acids Research, v.25, n.17, p.3389—
3402, 1997.

ARAUJO, F. V.; SOARES, C. A,; HAGLER, A. N.; MENDONCA-HAGLER, L. C.
Ascomycetous yeast communities of marine invertebrates in a southeast Brazilian
mangrove ecosystem. Antonie van Leeuwenhoek, v.68, n.2, p.91-99, 1995.

AZEREDO, L. A. |.; GOMES, E. A; MENDONGCA-HAGLER, L. C; HAGLER, A. N.
Yeast communities associated with sugarcane in Campos, Rio de Janeiro, Brazil.
International Microbiology, v.1, p.205-208, 1998.

BAI, F.-Y. Separation of Candida fermentati com. nov. from Candida guilliermondii by
DNA base compostion and electrophoretic karyotyping. Systematic and Applied
Microbioloy, v.19, n.2, p.178-181, 1996.

CADETE, R. M.; SANTOS, R. O.; MELO, M. A.; MOURO, A.; GONCALVES, D. L;
STAMBUK, B. U.; ROSA, C. A. Spathaspora arborariae sp. nov., a D-xylose-
fermenting yeast species isolated from rotting wood in Brazil. FEMS Yeast
Research, v.9, p.1338-1342, 2009.

CAPRIOTTI, A.; RANIERI, L. Yeasts in green house environment I. From soil, flowers
and animals. Archive Fur Mikrobiolologie, v.48, p.325-331, 1964.

CUNHA-PEREIRA, F.; HICKERT, L. R.; SEHNEM, N. T.; DE SOUZA-CRUZ, P. B,;
ROSA, C. A.; AYUB, M. Z. Conversion of sugars present in rice hull hydrolysates into
ethanol by Spathaspora arborariae, Saccharomyces cerevisiae, and their co-
fermentations. Bioresource Technology, v.102, p. 4218-4225, 2011.

DIRIYE, F. U.; GIANSANTE, C.; SCORZETTI, G.; ZILLI, R. Indagine preliminare
sulla ecologia dei lieviti delle acque del litorale Abruzzese. Annale de la Faculte
Agraria Perugia XLV, p.339-345, 1993.



60

DIRIYE, F. U.; SCORZETTI, G.; MARTINI, A. Methods for the separation of yeast
cells from the surfaces of processed, frozen foods. International Journal of Food
Microbiology, v.19, n.1, p.27-37, 1993.

DU PREEZ, J. C.; VANDER WALT, J. C. Fermentation of D-xylose to ethanol by a
strain of Candida shehatae. Biotechnology Letters, v.5, p.357-362, 1983.

GARDONYI, M.; OSTERBERG, M.; RODRIGUES, C.; SPENCER-MARTINS, I.;
HAHN-HAGERDAL, B. High capacity xylose transport in Candida intermedia PYCC
4715. FEMS Yeast Research, v.3, p.45-52, 2003.

HAHN-HAGERDAL, B.; JEPPSSON, H.; SKOOG, K.; PRIOR, B. A. Biochemistry and
physiology of xylose fermentation by yeasts. Enzyme and Microbial Technology,
v.16, p.933-943, 1994.

HAHN-HAGERDAL, B.; KARHUMAA, K.; FONSECA, C.; SPENCER-MARTINS, I.;
GORWA-GRAUSLUND, M. F. Towards industrial pentose-fermenting yeast strains.
Applied Microbiology and Biotechnology, v.74, p. 937-953, 2007.

JEFFRIES, T. W. Engineering yeasts for xylose metabolism. Current Opinion in
Biotechnology, v.17, p.320-326, 2006.

JEFFRIES, T. W.; GRIGORIEV, I. V.; GRIMWOOD, J.; LAPLAZA, J. M.; AERTS, A,
SALAMOV, A.; RICHARDSON, P. M. Genome sequence of the lignocellulose-
bioconverting and xylose-fermenting yeast Pichia stipitis. Nature Biotechnology,
v.25, p.319-326, 2007.

KURTZMAN, C.P. Pichia E.C. Hansen emend. Kurtzman. In: KURTZMAN, C. P.;
Fell, J. W. (Ed.) The yeasts - A taxonomic study. Amsterdam: Elsevier Science
Publishers,1998. p.273-352

LUNA, J. S.; MONTOYA, A. J. C.; PACHECO, M. M. M.; AGUIRRE, C. R. C;;
GARCIA, J. C. Efficient chemical and enzymatic saccharification of the
lignocellulosic residue from Agave tequilana bagasse to produce ethanol by
Pichia caribbica. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v.38,
p.725-732, 2011.

MARTINI, C. Avaliacdo dos aspectos microbiolégicos do caldo de diferentes
variedades e partes do colmo da cana-de-acUcar sob manejo organico. 2009.
79p. Dissertagcao (Mestrado em Agroecologia e Desenvolvimento Rural) -
Universidade Federal de S&o Carlos, Araras, 2009.

MATSUSHIKA, A.; INOUE, H.; KODAKI, T.; SAWAYAMA, S. Ethanol production from
xylose in engineered Saccharomyces cerevisiae strains: current state and
perspectives. Applied Microbiology and Biotechnology, v.84, p.37-53, 20009.

MILLER, M. W.; MRAK, E. M. Yeasts associated with dried-fruit beetles in figs.
Applied Microbiology, v.1, n.4, p.174-178, 1953.


http://rd.springer.com/journal/10295

61

NAKAMURA, N.; YAMADA, R.; KATAHIRA, S.; TANAKA, T.; FUKUDA, H.; KONDO,
A. Effective xylose/cellobiose co-fermentation and ethanol production by xylose-
assimilating S. cerevisiae via expression of B-glucosidase on its cell surface.
Enzyme and Microbial Technology, v.43, p.233-236, 2008.

NGUYEN, N. H.; SUH, S. O.; MARSHALL, C. J.; BLACKWELL, M. Morphological
and ecological similarities: wood-boring beetles associated with novel xylose-
fermenting yeasts, Spathaspora passalidarum gen. sp. nov. and Candida jeffriesii sp.
nov. Mycological Research, v.110, p.1232-1241, 2006.

NOVA, M. X. V.; SCHULER, A. R. P.; BRASILEIRO,B. T. R. V.; MORAIS JR, M. A.
Yeast species involved in artisanal cachaca fermentation in three stills with
different technological levels in Pernambuco, Brazil. Food Microbiology, v.26,
p.460—-466, 2009.

PHAFF, H. J.; MILLER, M. W. A specific microflora associated with the fig wasp,
Blastophoaga psenes Linnaeus. Journal of Insect Pathology, v.3, p.233-243,
1961.

ROSSI, R. A.; ANDRIETTA, M. G. S. Isolamento de leveduras de bagaco da cana-
de-acucar: propriedades em assimilacdo e fermentacao de acucares. In: XVII
SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS, 17., 2009, Natal. Anais... Natal:
SINAFERM, 2009.

SAN MILLA'N, R. M.; WU, L. C. ; SALKIN, I. F.; LEHMANN, P. F. Clinical isolates of
Candida guilliermondii include Candida fermentati. International Journal of
Systematic Bacteriology. v.47, n.2, p.385-393, 1997.

SIBIRNY, A. A. Pichia guilliermondii. In: Wolf, K. (Ed.) Nonconventional yeasts in
biotechnology. A Handbook. Berlin: Springer, 1996. p.255-275

SKOOG, K.; HAHN-HAGERDAL, B. Xylose fermentation. Enzime and Microbial
Technology, v.10, p.66-80, 1988.

STAMBUK, B. U.; ELEUTHERIO, E. C.; FLOREZ-PRADO, M. L.; SOUTO-MAIOR,
A.; BON, E. P. Brazilian potential for biomass ethanol: Challenge of using hexoxe
and pentose co-fermenting yeast strains. Journal of Scientific and Industrial
Research, v.67, p.918-926, 2008.

STAMBUK, B. U.; FRANDEN, M. A.; SINGH, A.; ZHANG, M. D-xylose transport by
Candida succiphila and Kluyveromyces marxianus. Applied Biochemistry and
Biotechnology, v.105-108, p.255-263, 2003.

TAVARES, J. M.; DUARTE, L. C.; AMARAL-COLLACO, M. T.; GIRIO, F. M. The
influence of hexose addition on the fermentation of D-xylose in Debaryomyces
hansenii under continuous cultivation. Enzyme and Microbial Technology, v.26,
p.743-747, 2000.



VAUGHAN-MARTINI, A.; KURTZMAN, C. P.; MEYER, S. A.; O’'NEILL, E. B. Two
new species in the Pichia guilliermondii clade: Pichia caribbica sp. nov., the
ascosporic state of Candida fermentati, and Candida cacophila comb. nov. FEMS
Yeast Research, v.5, p.463-469, 2005.

ZHAO, L.; ZHANG, H.; LI, J.; CUI, J. ; ZHANG, X.; REN, X. Enhancement of
biocontrol efficacy of Pichia caribbica to postharvest diseases of strawberries by
addition of trehalose to the growth medium. International Journal of Molecular
Sciences, v.13, p.3916-3932, 2012.

62



Capitulo 3

AVALIACAO DO CRESCIMENTO E FERMENTACAO DA LINHAGEM DE
LEVEDURA Meyerozyma guilliermondii EM MEIOS SINTETICOS CONTENDO
XILOSE E ARABINOSE COMO UNICAS FONTES DE CARBONO EM
DIFERENTES CONDICOES AMBIENTAIS

63



64

RESUMO

A composigcdo do meio e as condigbes de cultivo exercem um efeito pronunciado
sobre a fermentacéo da xilose, dependendo do micro-organismo/linhagem utilizada.
Uma linhagem de levedura isolada de caldo de cana-de-acucar e identificada como
Meyerozyma guilliermondii foi avaliada quanto a habilidade de crescimento e
fermentacdo de pentoses utilizando meio sintéticos em diferentes condi¢des
ambientais. Os ensaios foram realizados para avaliar a influéncia da fonte de
carbono (glicose, xilose ou arabinose), pH (3,5; 4,5; 5,5) e temperatura (30 °C,
35 °C, 40 °C) sobre o crescimento da levedura; e a influéncia do pH (4,5; 5,5) e
temperatura (30 °C, 35 °C) sobre a fermentacdo de xilose em concentracdes
variando de 40 g/L a 100 g/L. A variacdo nos valores de pH e temperatura néo
resultou em diferencas na velocidade especifica de crescimento de M. guilliermondi
quando crescida em 20 g¢g/L de arabinose, xilose ou glicose. Nos ensaios
fermentativos, o aumento na concentracdo de xilose (40 g/L para 100 g/L) né&o
contribuiu para o aumento na producdo de alcool. Um maximo de 1,5 g/L de alcool
foi produzido a partir de 40 g/L de xilose a 30 °C, pH 5,5, em 96 horas de
fermentacado. Os resultados também revelaram que a linhagem de levedura utilizada
foi capaz de crescer em temperaturas de 35 °C — 40 °C e pH de 3,5 - 4,5, o que a

torna apropriada para aplicacéo industrial.

Palavras-chave: pentoses, etanol de segunda geracao, crescimento, fermentacgéo.
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1. INTRODUGCAO

A levedura Saccharomyces cerevisiae € 0 micro-organismo mais usado na
fermentacdo etandlica devido a sua capacidade de crescer tanto em acucares
simples como em dissacarideos, porém, ndo fermenta pentoses (KUMAR; SINGH;
GHOSH, 2009). Linhagens naturais de leveduras fermentadoras de xilose como
Pichia stipitis, Candida shehatae, Pachysolen tannophilus e Kluyveromyces
marxianus sao as mais exaustivamente estudadas e os organismos fermentadores
de xilose mais eficientes (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996; LALUCE et al.,
2012). Elevados rendimentos de etanol a partir de pentoses sao ainda um desafio,
além do fato de que a levedura deve tolerar os inibidores liberados durante o
processo de hidrélise do substrato (CHANDEL et al., 2011). Neste contexto, a
pesquisa de leveduras nativas que fermentam acucares de hidrolisados
hemicelulosicos deve ser estimulada, assim como a utilizagdo de técnicas de
biologia molecular moderna para obter linhagens modificadas que possam fermentar
pentoses e serem capazes de suportar os inibidores da fermentacéo.

Cadete et al. (2012) isolaram novas linhagens de leveduras fermentadoras de
D-xilose da Floresta Amazoénica Brasileira para producdo de etanol ou xilitol a partir
de hidrolisados hemicelulésicos de bagaco de cana-de-aclUcar. Entre as novas
espécies testadas, Spathaspora passalidarum apresentou 0s maiores rendimentos
de etanol (0,31 g/g a 0,37 g/g) e produtividades (0,62 g/L.h a 0,75 g/L.h). Rao;
BHADDRA,; SHIVAJI (2008) isolaram linhagens de leveduras produtoras de etanol a
partir de xilose de uma variedade de frutas deterioradas e cascas de arvores.
Linhagens de Pichia, Candida, Kluyveromyces, Issatchenkia, Zygossacharomyces,
entre outras, foram capazes de assimilar xilose e produzir 0,12 - 0,38 g de etanol por
grama de xilose.

Meyerozyma guilliermondii € uma levedura amplamente distribuida nos
ambientes, tendo sido isolada de arvores e exsudatos de insetos (ARAUJO et al.,
1995; SIBIRNY, 1996), solo, plantas (CAPRIOTTI; RANIERI, 1964), atmosfera, 4gua
do mar, alimentos processados (DIRIYE et al., 1993), madeira podre (CADETE et al.,
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2012) e suco de laranja deteriorado (GUO; DAI; ZHOU, 2012). Linhagens de M.
guilliermondii tem demonstrado atividades antifungica (LIMA et al., 2012; CODA et
al., 2013) e de solubilizacdo de fosfato (NAKAYAN et al.,, 2013) e sao relatadas
como boas produtoras de etanol a patir de xilose (SREENATH; JEFFRIES, 2000;
RAO et al., 2004).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do pH e temperatura sobre o
crescimento e fermentacdo de uma linhagem de levedura isolada do caldo de cana-
de-acucar e identificada como Meyerozyma guilliermondii, usando meio sintético
com xilose e arabinose como Unicas fontes de carbono, visando a utilizacdo dessa
linhagem em hidrolisados hemicelulésicos para producdo de etanol de segunda

geragao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. In6culo

A linhagem de Meyerozyma guilliermondii (denominada 311) foi isolada a
partir de caldo de cana-de-acucar (MARTINI, 2009) e inicialmente avaliada quanto a
fermentacdo de pentoses pela producdo de gas no tubo de Durham em meio
contendo xilose e arabinose como fontes Unicas de carbono. A linhagem foi
identificada por meio da amplificacdo e sequenciamento dos dominios D1/D2 do
gene 26S e da regido ITS do DNA ribossomal. Os procedimentos quanto ao
isolamento e identificacdo estdo descritos no Capitulo 1. O isolado estd sendo
mantido em YPD (10 g/L extrato de levedura, 20 g/L de glicose, 20 g/L de peptona,

20 g/L de &gar) em slant inclinado, a 4 °C.
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2.2. Metodologia dos testes de crescimento e fermentacao

2.2.1. Caracterizagédo do crescimento de M. guilliermondii em diferentes
fontes de carbono, valores iniciais de pH e de temperaturas em meio

sintético

O indculo foi preparado por meio da inoculagdo de duas alcadas de células
em 10 mL de meio de cultura YPD e incubando a 30 °C, por 12 horas (overnight) sob
agitacdo de 160 rpm. Em seguida as células da levedura foram lavadas com
solucéo salina (NaCl 0,85 %), centrifugadas e diluidas até uma absorbancia de 0,5
(@ 600 nm). O meio de crescimento consistiu em 6,7 g/L de YNB - YEAST
NITROGEN BASE com aminoacidos e sulfato de amoénio (Difco®), e glicose ou
arabinose ou xilose a 20 g/L de concentracao final, em frascos do tipo erlenmeyers
de 250 mL com 50 mL de volume final e 10 % de indculo (v/v). O pH inicial do meio
de crescimento foi ajustado a 3,5, 4,5 ou 5,5 com HCI 1 mol/L. Os frascos foram
incubados a 30, 35 ou 40 °C em um agitador a 150 rpm por 72 horas. Foram

retiradas amostras a cada 12 horas para analises.

2.2.2. Caracterizacao da fermentacdo de M. guilliermondii em diferentes
concentracfes de xilose, valores iniciais de pH e temperaturas em meio

sintético

O indculo foi preparado por meio da inoculagdo de duas alcadas de células
em 10 mL de caldo YPD e incubando por 12 horas (overnight) a 30 °C, sob agitacéo
de 160 rpm. Em seguida as células de levedura foram lavadas com solucdo salina
(NaCl 0,85 %), centrifugadas e adicionadas ao meio de cultura YPD para um novo
ciclo de crescimento. Os procedimentos foram repetidos até uma concentracdo de
6 g/L de biomassa ser alcancada. O meio de fermentacédo consistiu de 5 g/L de
fosfato hidrogenado de potéssio, 1 g/L de cloreto de potassio, 1,5 g/L de cloreto de
amonio, 1 g/L de sulfato de magnésio hepta-hidratado, 6 g/L de extrato de levedura
e xilose como unica fonte de carbono nas concentragdes de 40; 60; 80 e 100 g/L, em
frascos do tipo erlenmeyers de 500 mL com 200 mL de volume final e 10 % de

inoculo (v/v). O pH inicial do meio de fermentacéo foi ajustado para 4,5 ou 5,5 com



68

HCI 1 mol/L. Os frascos foram incubados a 30 ou 35 °C em um agitador a 150 rpm

por 120 horas. Foram retiradas amostras a cada 24 horas para analises.
2.3. Parametros analisados

A biomassa (g/L) foi determinada pela converséo dos valores de absorbéancia
obtidos a 600 nm em um espectrofotdmetro Bio-Mate® utilizando uma curva padrao
de absorbancia X biomassa seca (massa celular seca a 105 °C até peso constante).
A velocidade especifica de crescimento maxima (4, em h™) foi determinada para
cada combinacdo dos tratamentos (fonte de carbono X valores iniciais de pH X
temperaturas de incubacdo) na regido linear da curva de crescimento
semilogaritmica. Nas amostras livres de células (centrifugadas a 4.000 rpm durante
5 minutos), o pH foi determinado em um medidor de pH digital; acucares redutores,
pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (MILLER, 1959), utilizando curvas padrbes
de xilose, arabinose e glicose, dependendo do meio de cultura utilizado; e a
producdo de alcool, ap6s a destilacdo das amostras e determinacdo da
concentracdo de alcool em um densimetro digital Anton-Paar.

Para avaliacdo estatistica dos dados foram gerados Diagramas de Pareto
visando a estimativa dos efeitos das variaveis nas velocidades especificas de

crescimento maximas, ao nivel de 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A linhagem de M. guilliermondii foi selecionada com base no resultado de
producdo de gas a partir de xilose e arabinose em tubo de cultivo com tubo de
Durham, conforme descrito no Capitulo 2, e por esta razao foi entdo avaliada quanto
a capacidade de crescimento e fermentacdo em meio sintético a base de pentoses
em diferentes pH e temperaturas de incubacdo. O objetivo foi verificar o potencial
desta levedura para uso em aplicagdes industriais visando o etanol de segunda
geracao.

A temperatura de 30 °C, verificou-se um efeito do pH do meio de cultura sobre

0 crescimento em diferentes fontes de carbono, pois em pH 3,5 o melhor
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desempenho em producdo de biomassa foi alcangado em meio com glicose,
enquanto em pH 4,5 ndo hé diferenca entre glicose e xilose, e em pH 5,5 ndo ha
diferenca entre as fontes de carbono. O pH final do meio de cultura apresentou
pouca variacao independentemente da fonte de carbono e pH inicial do meio. Houve
sobra de acucar redutor no meio de cultura em todos os experimentos, dentro do
periodo de 72 horas de cultivo (Figura 1).

A 35 °C, o comportamento da linhagem de M. guilliermondii foi muito
semelhante aquele apresentado a 30 °C, ou seja, mostrando crescimento mais
expressivo em meio com arabinose em pH mais alto (pH 5,5). Em pH 3,5 ou 4,5,
tanto a xilose quanto a glicose foram consumidas para producdo de biomassa
(Figura 2).

A 40 °C, o crescimento da levedura em meio com arabinose foi menor que em
meio com glicose ou xilose, em quaisquer dos valores de pH avaliados. As curvas de
crescimento em glicose e xilose n&o diferiram muito entre si. Embora a levedura
tenha apresentado producdo de biomassa menor em meio com arabinose, o
consumo deste acucar foi alto, comparado com o consumo de xilose e glicose, 0 que
pode indicar a utilizagcdo da fonte de carbono para outras finalidades que néo a de
crescimento (Figura 3).
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Figura 1. Biomassa (g/L), agucar redutor residual (g/L) e pH final do meio de crescimento
cultivado com M. guilliermondii, a 30 °C, 150 rpm de agitac&o, pH inicial 3,5 (A), 4,5 (B) e 5,5 (C).
Legenda: em vermelho= meio com glicose; em azul= meio com arabinose; em verde= meio com
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Figura 2. Biomassa (g/L), agucar redutor residual (g/L) e pH final do meio de crescimento
cultivado com M. guilliermondii, a 35 °C, 150 rpm de agitacéo, pH inicial 3,5 (A), 4,5 (B) e 5,5 (C).
Legenda: em vermelho= meio com glicose; em azul= meio com arabinose; em verde= meio com
xilose.

Embora tenham sido observadas diferengcas no crescimento da levedura em
decorréncia da fonte de carbono utilizada, do pH inicial do meio de cultura e da
temperatura de incubacdo, ndo houve efeito significativo destes parametros sobre a
velocidade especifica de crescimento (u) da levedura. O diagrama de Pareto foi
utilizado para representar os efeitos estimados do pH e da temperatura sobre o
crescimento desta levedura em cada fonte de carbono. No intervalo dos valores
utilizados, o pH inicial (3,5, 4,5 ou 5,5) ou temperatura de incubacao (30 °C, 35 °C ou
40 °C) nao apresentaram influéncia estatistica ao nivel de 5% de significancia sobre

a velocidade especifica de crescimento (Tabela 1, Figura 4), apesar das diferencas
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observadas nos valores das velocidades especificas de crescimento (variando de
0,006 a 0,028).

Fonseca; Spencer-Martins; Hahn-Hagerdal (2007) verificaram que uma
linhagem de Pichia guilliermondii cresceu vigorosamente nas trés fontes de carbono
(glicose, arabinose e xilose) em culturas aerébias, porém, os valores de py foram
cerca de dez vezes superiores, a 30 °C e 140 rpm de agitagdo. Os resultados aqui
encontrados também mostraram que a linhagem de levedura é capaz de crescer em
temperaturas elevadas como 35 °C — 40 °C e pH baixo como 3,5 - 4,5, tornando

essa linhagem apropriada para a aplicagéo industrial.
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Figura 3. Biomassa (g/L), agucar redutor residual (g/L) e pH final do meio de crescimento
cultivado com M. guilliermondii, a 40 °C, 150 rpm de agitac&o, pH inicial 3,5 (A), 4,5 (B) e 5,5 (C).

Legenda: em vermelho= meio com glicose; em azul= meio com arabinose; em verde= meio com
xilose.
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Tabela 1. Valores de velocidade especifica de crescimento maxima (u, em h™) de M. guilliermondii
crescendo em meio sintético com arabinose, xilose ou glicose (20 g/L) como Unica fonte de carbono,
em diferentes valores de pH inicial e temperaturas de incubacéo, durante 72 horas, sob agitacdo de
150 rpm.

Velocidade especifica de crescimento

(4, em h™)

Acucar pH inicial Temperatura
30°C 35°C 40 °C
Arabinose 3,5 0,013 0,016 0,018
4,5 0,025 0,025 0,018
55 0,012 0,021 0,020
Glicose 3,5 0,011 0,010 0,015
4,5 0,024 0,028 0,011
55 0,012 0,011 0,006
Xilose 3,5 0,013 0,009 0,018
4,5 0,012 0,018 0,014
5,5 0,015 0,012 0,010

Considerando os resultados acima, foram realizados testes de fermentacao
em concentracdes crescentes de xilose (40 g/L a 100 g/L), a 30 °C e 35 °C, e valores
de pH inicial de 4,5 e 5,5, em meio sintético. Os resultados estdo representados nas
Figuras 5 a 8.

O aumento da concentracdo de xilose ndao proporcionou maior producéo de
alcool, ndo variando consideravelmente (1,0 - 1,5 g/L), independentemente da
condi¢céo de temperatura e pH utilizado. No entanto, em pH 4,5 a 35 °C, o consumo
de xilose foi maior em qualquer concentracdo de xilose comparando-se com 0s
outros tratamentos de temperatura e de pH, mas ndo houve um aumento na
formacdo de biomassa. Considerando-se a eficiéncia da conversdo de acucares em
etanol, cerca de 10 % foram obtidos em condi¢cbes de 40 g/L de xilose, a 30 °C, pH

5,5 em 120 horas de fermentagao.
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Figura 4. Diagrama de Pareto para estimar os efeitos da temperatura (fator 1) e do pH
inicial (fator 2) sobre a velocidade especifica de crescimento maxima de M. guilliermondii
crescendo em meio sintético com arabinose (A), glicose (B) ou xilose (C) a 20 g/L.

Altas reducdes de xilose (60 a 98 %) foram observadas com 40 g/L e 60 g/L
de xilose em qualquer condicéo de pH e temperatura. Considerando que a producéo
de alcool foi baixa, a xilose consumida foi direcionada para a formacao de biomassa,
a qual foi elevada (producédo maior que 20 g/L de biomassa).

A composicdo do meio e as condigcbes de cultivo exercem um efeito
pronunciado sobre a fermentagdo da xilose, dependendo do micro-
organismo/linhagem utilizada. Além disso, a aeragéo é considerada o fator de maior

importancia que afeta a fermentacao de xilose pelas leveduras (DU PREEZ, 1994).
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Silva et al. (2011) verificaram que o aumento da agitacdo e da aeracado
diminuiu a producéo de etanol por Pichia stipitis, sendo que a maior concentracao de
etanol (26,7 g/L) foi atingida em 250 rpm de agitacdo e aeracéo de 0,25 vvm.

Neste trabalho, foi utilizada uma incubadora com agitacédo de 150 rpm para 0s
frascos erlenmeyers e provavelmente nédo foi forte o suficiente para produzir uma
boa oxigenagdo. Como consequéncia, a producao de etanol foi muito baixa.

Cadete et al. (2012) apresentaram rendimentos de etanol elevados (3,1 a
18 g/L), mas o meio de fermentacdo consistia em 50 g/L de xilose, suplementado
com extrato de levedura e peptona (10 e 20 g/L, respectivamente) em frascos
agitados a 200 rpm, enquanto nos experimentos aqui realizados foi utilizado meio
sintético (sais de fésforo, potassio, magnésio e nitrogénio) com xilose e
suplementado com 6 g/L de extrato de levedura, a 150 rpm de agitacao.

Silva et al. (2011) utilizaram um meio misto (90 g/L de xilose, 15 g/L de
arabinose e 15 g¢g/L de glicose) suplementado com uréia (2,3 g/L), sulfato de
magnésio (1 g/L) e extrato de levedura (3 g/L), na obtencdo de elevados
rendimentos de etanol por P. stipitis. Com leveduras isoladas a partir de uma grande
variedade de frutos apodrecidos e cascas de arvores, Rao; Bhaddra; Shivaji (2008)
obtiveram producédo de etanol dez vezes mais elevada a partir de 40 g/L de xilose,
no entanto, o meio foi suplementado com extrato de levedura (5 g/L), peptona
(20 g/L), sais de potéassio, nitrogénio e magnésio, a 150 rpm de agitacdo. Silva et al.
(2012) verificaram que a adicdo simultanea de uréia, sulfato de magnésio e extrato
de levedura no meio de fermentacdo mostrou-se importante para a producao de
etanol, diminuindo a conversao de substrato para massa celular.

A concentracgdo inicial de células utilizada em nossos experimentos (6 g/L) foi
maior do que aquelas realizadas por Cadete et al. (2012), Silva et al. (2011) e
Agbogbo et al. (2006), os quais utilizaram 0,5, 1 e 2 g/L, respectivamente. Este é um
parametro importante a ser padronizado para a fermentacdo das pentoses, pois para
Saccharomyces cerevisiae em caldo de cana-de-acucar, sdo exigidas altas
concentracdes de células para iniciar a fermentacdo (10-15 % p/v) (AMORIM et al.,
2011).
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Figura 5. Testes de fermentacdo de M. guilliermondii em meio sintético contendo xilose como

Gnica fonte de carbono, a 30 °C, pH 4,5, a 150 rpm. Legenda: b acucar redutor residual (g/L),
biomassa (g/L), ® lcool (g/L), & pH final.
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Figura 6. Testes de fermentacdo de M. guilliermondii em meio sintético contendo xilose como

Unica fonte de carbono, a 30 °C, pH 5,5, a 150 rpm. Legenda: ® acucar redutor residual (g/L),

™ piomassa (g/L), ® Alcool (g/L), 4 pH final.
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Figura 7. Testes de fermentag@o de M. guilliermondii em meio sintético contendo xilose como
Unica fonte de carbono, a 35 °C, pH 4,5, a 150 rpm. Legenda: b acucar redutor residual (g/L),
™ piomassa (g/L), ® Alcool (g/L), 4 pH final.
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Figura 8. Testes de fermentacéo de M. guilliermondii em meio sintético contendo xilose como
Unica fonte de carbono, a 35 °C, pH 5,5, a 150 rpm. Legenda: ® acucar redutor residual (g/L),
® piomassa (g/L), ® Alcool (g/L), 4 pH final.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Embora a linhagem de Meyerozyma quilliermondii tenha apresentado
capacidade de crescimento e fermentacdo de pentoses sob varias condicbes
ambientais, a producdo de &lcool ainda é considerada baixa no meio de cultura
utilizado. O aumento na concentragao de xilose nao resultou em maior producdo de
etanol, justificando a escolha da concentracdo de 40 g/L de xilose, pH 5,5,
temperatura de 30 °C, como condicdes estabelecidas para a fermentacdo de
hidrolisados acidos de bagaco de cana.
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RESUMO

A utilizacdo de residuos lignocelulosicos para producdo de etanol de segunda
geracdo requer uma etapa de hidrolise para a despolimerizacdo da fragcéo
hemicelulosica. Os acidos tem sido utilizados frequentemente para este fim devido
ao seu baixo custo e alta eficiéncia. No entanto, inibidores podem também ser
liberados juntamente com o0s acgucares, ocasionando inibicdo da atividade
fermentativa das leveduras. No presente trabalho, o objetivo foi a obtencdo e
caracterizacdo de hidrolisado acido de cana-de-aglUcar quanto aos acgUcares e
inibidores presentes, analisando os hidrolisados obtidos logo apds a hidrélise, apés
a concentracao por evaporagdo para atingir 40 g/L de acglcares redutores, e apés a
detoxificacdo do hidrolisado concentrado. Os resultados mostraram que a xilose foi
0 acucar liberado em maior quantidade, seguida por arabinose e glicose. A
concentracdo do hidrolisado por evaporagdo resultou em uma diminuicao
significativa do teor de furfural, um importante inibidor da fermentacdo, no entanto,
os demais inibidores e os acucares apresentaram aumento na concentracdo, como
esperado. A detoxificacdo realizada por aumento do pH e adicdo de carvao ativado
resultou em reducéo expressiva na concentracao dos inibidores, com perda de 8 %
na concentracdo de glicose, enquanto para a xilose e arabinose houve perda de

10,5 % e 32 %, respectivamente.

Palavras-chave: hidrolisado, bagaco de cana-de-acUcar, inibidores, arabinose,

xilose e glicose.
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1. INTRODUGCAO

Os materiais lignoceluldsicos também podem ser convertidos em etanol, pois
séo ricos em celulose e hemicelulose, porém com uma dificuldade muito maior que
as conversdes de materiais ricos em acucar e amido. Isto acontece pela estrutura
gue esses compostos apresentam, na qual as moléculas de celulose e hemicelulose
estdo entrelacadas entre si e envoltas por lignina que da resisténcia a estrutura
(CHENG,; TIMILSINA, 2010). A hidrélise acida, empregando acido sulfdrico diluido,
tem sido referida como um dos processos mais utilizados para a despolimerizacéo
da fracdo hemicelulésica em material lignoceluldsico, devido ao seu baixo custo e
alta eficiéncia (SUN; CHENG, 2005).

O hidrolisado obtido a partir da hidrélise acida contem acucares pentoses
como D-xilose e L-arabinose e hexoses como D-glicose, além de compostos que
podem inibir o desempenho dos micro-organismos fermentadores (CADETE et al.,
2012).

Segundo Rodrigues (2007), a hidrélise acida apresenta até 90% de
recuperacdo dos acUcares fermentesciveis, podendo gerar alguns produtos
inibidores da fermentacéo e ocorrer degradacéo dos acucares decorrente do tempo
de hidrdlise. Entre os produtos formados, destaca-se o acido acético, que é formado
pela hidrélise do grupo acetil presente na hemicelulose; &cidos formicos e
levulinicos, produtos da degradacdo do acUcar; compostos fendlicos, formados
principalmente pela degradacao parcial da lignina; e furaldeidos ou aldeidos furanos,
e furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF), que sob altas pressbes e temperaturas séo
formados pela degradacdo de pentoses e hexoses (FENGEL; WEGENER, 1989;
MARTIN et al., 2007). O efeito inibitério pode ser superado submetendo-se o
hidrolisado a tratamentos adequados que incluem alteragbes do pH do meio com
adicdo de &cidos e bases, e também a utilizacdo de carvdo ativo (TAMANINI,
HAULY, 2004).

Esses subprodutos podem inibir significativamente a fermentagéo e diminuir a
produtividade do etanol (MUSSATTO; ROBERTO, 2004a; XIMENES et al., 2010), e
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a quantidade destes inibidores e sua toxicidade depende do tipo de pré-tratamento
e de fermentacdo dos micro-organismos (CHEN et al.,, 2013). Os compostos
fendlicos causam perda da integridade das membranas bioldgicas, ndo afetando sua
capacidade de servir como barreiras seletivas e matrizes de enzimas (KANG et al.,
2012).

O &cido acético, o principal composto presente alifatico, € liberado a partir dos
grupos acetil e o acido férmico é um produto de degradacdo do HMF (ULBRICHT et
al., 1984). Quando estes acidos (na forma nado dissociada) entram na célula,
dissociam-se no protoplasma por causa do seu pH. Este fato leva a uma diminui¢cédo
do pH intracelular e pode gerar a morte celular (VERDUYN et al., 1990).

Trabalho realizado por Codato (2013) utilizando o processo Organosolv (acido
sulfurico, acetona e etanol) para hidrolise do bagaco de cana-de-acucar, mostrou a
presenca de etanol no hidrolisado em concentracéo inibitoria para a levedura testada
(Dekkera bruxellensis), de forma que foi necessaria a etapa de evaporacédo a fim de
diminuir a concentragéo de etanol no hidrolisado.

Devido a presenca dos compostos formados pode ocorrer a inibicdo do
processo fermentativo pela alteracdo do metabolismo das leveduras (FUGITA,
2010). As alternativas seriam a adaptacao das linhagens ao substrato contendo os
compostos téxicos (CARNEIRO, 2011) ou a detoxificacdo do hidrolisado. A escolha
de um método eficaz de detoxificacdo depende do tipo de hidrolisado hemicelul6sico
e da espécie microbiana empregada, uma vez que cada um tem diferente grau de
toxicidade e cada espécie de micro-organismo tem um grau diferente de tolerancia
aos inibidores (LARSSON et al., 1999).

Os métodos de detoxificacdo mais conhecidos séo: elevacédo de pH com CaO
e Ca(OH),, seguido de ajuste de pH para a condicdo de fermentacdo com H,SO,4 e
HsPO, (ALVES et al., 1998); utilizacdo de carvao ativado, colunas de troca ionica,
precipitacdo, extracdo com solventes organicos, evaporacao, peneiras moleculares,
polieletrélitos, enzimas (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996; HAHN-HAGERDAL et
al., 2007) e micro-organismos (FONSECA, 2009). Alguns tratamentos mostram ser
eficientes na remocdo de inibidores, mas podem criar condicbes que afetam as
caracteristicas do meio e geram uma maior condicdo de estresse ao micro-
organismo. Por exemplo, tratamentos com variagdo de pH podem desencadear

aumentos excessivos na forga ibnica do meio. Outros tratamentos podem provocar
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reducdo na concentracdo de acucares do hidrolisado, como em precipitacdes ou uso
de carvao ativado (MOUTTA, 2009).

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar o hidrolisado de bagaco de
cana-de-acucar apés tratamento acido e pressdo com vistas a presenca de
inibidores e concentracdo de acucares liberados. O hidrolisado foi analisado antes
da etapa de concentracao (até atingir 40 g/L de acguUcares redutores), apds a etapa
de concentracdo e apos processo de detoxificacdo com a utilizacdo de elevacao de
pH e carvao ativado. Os hidrolisados obtidos serdo utilizados como substrato para
fermentacdo com a linhagem Meyerozyma guilliermondii, nas condi¢cdes de

fermentacao otimizadas e descritas nos capitulos anteriores.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material lignocelulésico

O bagaco de cana-de-acucar utilizado foi coletado de usinas da regido de
Araras/SP, sendo acondicionado em sacos plasticos em laboratério a temperatura
ambiente (25 °C) e em seguida triturado em um Moinho de Facas Andamo®,
contendo uma peneira de Mesh 20 (abertura de 0,84 mm). Em seguida, as particulas
foram classificadas em conjunto de peneiras Tyler para selecionar material com

tamanho na faixa de 0,59 e 0,84 mm.

2.2. Hidrdlise acida do bagaco de cana-de-aclUcar e concentracdo do

hidrolisado

As particulas de bagaco de cana-de-acucar foram previamente selecionadas
conforme item 2.1, sendo lavadas com agua destilada, para retirada de possiveis
residuos de caldo de cana-de-aglcar, e colocadas em estufa a 40 °C por 24 horas.

ApoGs esse periodo, o bagaco foi preparado de acordo com Carneiro (2011),
com modificacdes. O bagaco foi pesado e acondicionado em frascos de vidro com
tampa rosqueavel tipo Boeco, adicionando-se acido sulfarico na proporcdo de 100

mg de &cido sulfurico/g bagaco seco, em uma razdo de 1:10 solido/liquido. A reagéo
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da hidrélise foi realizada a 120 °C, 1 atm de pressao, durante 50 minutos, em uma
autoclave. Em seguida o hidrolisado foi separado do bagacgo por filtragdo a vacuo
com papel de filtro qualitativo e foram determinados o pH, em um medidor de pH
digital; e acucares redutores, pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (MILLER,
1959), utilizando curva padréo de xilose. O hidrolisado apresentou em média pH 1,7
e 16,58 g/L de acucares redutores. Para atingir a concentragdo de 40 g/L de
acucares redutores, o hidrolisado foi colocado em bequers de vidro sem tampa, 0s
quais foram mantidos em banho-maria a 65 °C, sendo monitorada a concentracéo de
acucares redutores do hidrolisado periodicamente. Apdés a concentracdo, 0
hidrolisado foi mantido em frascos de vidro a 4 °C.

2.3. Detoxificacdo e concentracdo do hidrolisado de cana-de-acucar

O hidrolisado de cana-de-acucar foi detoxificado de acordo com Alves et. al.
(1998). O procedimento da detoxificacdo consistiu na alteracdo do pH do hidrolisado
concentrado por adicdo de 6xido de célcio comercial (CaO) até pH 7,0, seguido da
diminuicdo do pH para 55 com &cido sulfarico (H,.SO,). Apdés esta etapa, o
hidrolisado foi misturado ao carvao ativado (3 % p/v), em seguida incubado a 30 °C
sob agitacdo de 200 rpm durante 60 minutos. Ao final dessa etapa, em decorréncia
dos precipitados formados, o liquido foi filtrado a vacuo, sendo em seguida
centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos e armazenado a 4 °C até ser utilizado.

Para atingir a concentracdo de 40 g/L de acUcares redutores, o hidrolisado foi
colocado em bequers de vidro sem tampa, os quais foram mantidos em banho-maria
a 65 °C, sendo monitorada a concentracdo de aclcares redutores do hidrolisado
periodicamente. Apds a concentracdo, o hidrolisado foi mantido em frascos de vidro
a4°C.

2.4. Quantificacdo dos acUcares e inibidores do hidrolisado de cana-

de-agucar

As analises de agucares e inibidores presentes nas amostras de hidrolisados
(antes de concentrar; apés concentracdo a 40 ¢g/L de acgucares redutores;

detoxificado e concentrado a 40 g/L de acUcares redutores) foram realizadas no
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Departamento de Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade
de S&o Paulo — EEL/USP, Lorena/SP.

As concentracdes de xilose, glicose, arabinose, acido acético, glicerol e xilitol
foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um
aparelho Aguilent Technologies 1260 Infinity com detector de indice de refracdo e
coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 X 7,8 mm) (Hercules, CA, USA), nas
seguintes condicdes: temperatura de 45 °C; eluente: acido sulfarico 0,01 N; fluxo do
eluente 0,6 mL/min; volume de amostra de 20 pyL. Para as analises, as amostras
foram diluidas com &gua deionizada e filtradas em Sep-Pack Cartidge Cig (Waters
Associate — MILLIPORE®). As concentracbes dos compostos foram calculadas a
partir de curvas de calibracédo obtidas de solucfes padrao.

As concentracdes de furanos (furfural e hidroximetilfurfural) e os compostos
derivados de lignina (CDL) &cido p-hidroxibenzéico, vanilina, acido vanilico, acido
siringico, acido ferulico e siringaldeido, também foram determinados por CLAE em
equipamento Aguilent Technologies 1260 Infinity utilizando a coluna Waters
Spherisorb C18 5um ODS2 4,6 x 100 mm, sob as seguintes condi¢des: temperatura
ambiente; eluente: acetonitrila/agua (1/8 com 1% de acido acético); fluxo 0,8 mL/min;
volume de amostra de 20 pL e detector UV a 276 nm. As amostras foram diluidas
com agua deionizada e filtradas em membranas do tipo HSWP com poros de
0,45 um (Waters Associate — MILLIPORE®). As concentracfes destes compostos

foram calculadas a partir de curvas de calibracdo obtidas de solu¢des padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da quantificacdo de acUcares e inibidores analisados por CLAE
estdo demonstrados nas Figuras 1 e 2, para as trés amostras de hidrolisado. Os
resultados comparativos permitem avaliar o efeito da concentracdo do hidrolisado do
processo de detoxificacdo sobre a quantidade de acUcares e inibidores presentes no
hidrolisado. Apos detoxificacdo, o hidrolisado apresentou alteragéo na cor, conforme
Figura 3, provavelmente devido ao uso do carvao ativado.

O hidrolisado foi concentrado até atingir 40 g/L de acUcares redutores e ndo

40 g/L de xilose, como estabelecidos nos ensaios fermentativos descritos no capitulo
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3, devido a inexisténcia do cromatografo liquido no laboratério da UFSCar para
realizar o monitoramento do hidrolisado na etapa de concentracao.

Houve aumento nas quantidades de acucares ap0s a etapa de concentracao
por evaporacdo (Figura 1). Comportamento semelhante foi encontrado por Alves et
al. (1998) durante a concentracdo do hidrolisado hemicelulésico de bagaco.
Segundo Fengel e Wegener (1989), a xilose pode ser degradada a furfural durante o
processo de concentracdo, fato que no presente trabalho ndo ocorreu, pois foi
observado que o aumento da concentracdo dos acucares glicose, xilose e arabinose
foi diretamente proporcional ao fator de concentragdo do hidrolisado (cerca de 2,5-3
vezes).

Com a detoxificacdo houve perda de 8 % de glicose enquanto para a xilose e
arabinose houve perda de 10,5 % e 32 %, respectivamente. Em estudo realizado por
Rodrigues et al. (2010) em hidrolisado de bagaco de cana utilizando &cido diluido, a
concentracdo de glicose permaneceu em torno de 1 g/L, semelhante a concentracao
aqui encontrada (0,93 g/L). Mesmo xilose sendo a fonte de carbono em maior
concentracdo (9,32 g/L), outros acucares redutores tais como glicose, arabinose,
manose, galactose, também estdo presentes ap0s o processo de pré-tratamento
(BETANCUR; PEREIRA-JUNIOR, 2010). Isto pode ser confirmado pelo fato de o
hidrolisado ter sido concentrado até 40 g/L de acucares redutores (determinados
pelo método do &cido 3,5-dinitrossalicilico), e no entanto, a soma das concentracdes
de xilose, arabinose e glicose totalizou 34,37 g/L, indicando a presenca de outros
acucares redutores no hidrolisado. Segundo Aguilar et al. (2002), arabinose e xilose
sdo provenientes da hemicelulose e como a xilose estd presente em maiores
concentracdes, torna-se o produto de maior liberacdo no bagaco de cana quando

comparado com arabinose, ap6s hidrolise acida.
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Figura 1. Quantificacdo dos aglUcares nas amostras de hidrolisado de bagaco de cana-de-
actcar. O hidrolisado foi concentrado por evaporacdo em banho-maria a 65 °C até atingir 40 g/L de
acucares redutores. A detoxificagéo foi realizada por elevagéo do pH e adi¢cdo de carvao ativado.
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Figura 2. Quantificacdo dos inibidores nas amostras de hidrolisado de bagaco de cana-de-
actcar. O hidrolisado foi concentrado por evaporacdo em banho-maria a 65 °C até atingir 40 g/L de
acucares redutores. A detoxificagdo foi realizada por elevacéo do pH e adi¢cdo de carvéo ativado.
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Figura 3. Frascos contendo bagaco apds hidrélise &cida, a esquerda, e hidrolisado
concentrado (H) e hidrolisado concentrado e detoxificado (HD), a direita. O hidrolisado foi
concentrado por evaporagdo em banho-maria a 65 °C até atingir 40 g/L de aglcares redutores. A
detoxificagdo foi realizada por elevacéo do pH e adi¢do de carvao ativado.

Os resultados da caracterizacdo dos inibidores presentes nos hidrolisados
estdo representados na Figura 2. O processo de hidrolise com a utilizagéo de &cidos
produz furfural, hidroximetilfurfural e acido acético, resultantes da degradacédo das
hexoses e pentoses submetidas a um meio &cido e de alta temperatura
(MUSSATTO; ROBERTO, 2004b). Estes compostos sdo toxicos as leveduras e
prejudicam a fermentacdo do hidrolisado, e dependendo de suas concentracoes,
podem inibir consideravelmente a fermentabilidade das leveduras (MATOS, 2001,
LASER et al., 2002).

Com excec¢do do siringaldeido, o qual ndo foi detectado em nenhuma das
amostras analisadas, os outros compostos apresentaram aumento nos teores (ao
redor de 2-3 vezes) com a concentracdo do hidrolisado por evaporacdo, com
excecao do furfural (Figura 2). Este composto apresentou reducdo drastica no teor
apos a concentracdo do hidrolisado, provavelmente devido a volatilizagdo
(RODRIGUES et al., 2001).

O acido acético, considerado como forte inibidor da fermentacdo de xilose
(FERRARI et al., 1992; FELIPE et al., 1996) teve sua concentracdo elevada de

forma ndo proporcional (1,8 vezes) ao fator de concentracdo do hidrolisado,
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provavelmente devido a volatilizagcdo parcial na etapa de concentracdo, como
ocorrido com Canettieri; Silva; Felipe (2002), Figura 2. O acido acético é gerado a
partir dos grupos acetil presentes na estrutura hemicelulosica, sendo reportadas
concentracbes de até 17 g/L em hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar,
dependendo das condicdes de hidrolise acida (PARAJO; DOMINGUEZ;
DOMINGUES, 1998). De acordo com Tosetto (2008), a presenca de &acido acético
no meio de fermentacdo pode provocar queda nos parametros de rendimento em
biomassa, produtividade e consumo de ART (acguUcares redutores totais). Segundo
Rodriguez-Chong et al. (2004) concentragbes acima de 4 g/L podem inibir o
crescimento de micro-organismos devido a sua difusdo via membrana celular que
leva a queda do pH intracelular. Os valores aqui obtidos sdo comparativamente
baixos, ao redor de 3 g/L.

O processo de detoxificagdo ocasionou reducédo significativa na concentracao
dos inibidores, com excecéo do furfural e acido galico, onde os valores determinados
antes da detoxificacdo e apos a detoxificacado ndo diferem entre si (Figura 2).

A toxicidade do hidroximetilfurfural (5-HMF) é considerada equivalente a do
furfural, entretanto sua concentracdo em hidrolisado hemicelulésico € menor devido
principalmente a sua menor concentracdo em hemiceluloses (PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000). Tosetto (2008) afirmou que em cepas de Saccharomyces
cerevisiae, 0 aumento da concentracdo de HMF proporciona uma diminuicdo no
rendimento em produto e no consumo de acUcares redutores totais, chegando a
zero em concentracdes acima de 500 mg/L. Os valores aqui encontrados para HMF
sao abaixo de 150 mg/L no hidrolisado nao-detoxificado.

De acordo com Pacheco e Damasio (2010), o acido vanilico € um composto
intermediario formado antes da producdo de vanilina a partir do acido ferdlico.
Daugsch e Pastore (2005) reportaram que concentracdes acima de 1 g/L inibem o
crescimento de micro-organismos. Concentracdes inferiores a 10 mg/L foram
encontradas no hidrolisado aqui obtido, antes da detoxificag&o.

Dentre os compostos fendlicos, o siringaldeido e o acido siringico sao dois
dos derivados mais abundantes nos hidrolisados lignocelulésicos (ROSSELL et al.,
2005), e em concentracOes de 2 g/L, sdo capazes de afetar fortemente o consumo
de xilose em meio fermentativo (CORTEZ, 2005). Estas substancias sdo geradas

nos processos de degradacdo da lignina, que ocorrem durante a hidrolise acida.
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Entre as substancias fendlicas geradas da degradacdo da lignina encontram-se o
acido p-hidroxibenzdico, acido m-hidroxibenzéico, acido vanilico, acido siringico, p-
hidroxibenzaldeido, vanilina, &cido cinamico, siringaldeido, cinamaldeido, p-
hidroxicinamaldeido, alcool coniferilico e alcool 3,5 dimetoxi-4-hidroxinamilico
(PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUES, 1998; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,
2000).

Em trabalho realizado por Arruda et al. (2008), o tratamento do hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de cana utilizando a combinacdo de ajuste de pH e
adsorcdo em carvao vegetal ativado, foi mais eficiente para a remoc¢éo de fendis
totais com consequente favorecimento da bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii, em comparacdo ao tratamento em que se empregou o polimero
vegetal. Marton (2002), ao avaliar a detoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana também obtido por hidrélise acida pela metodologia de alteracédo de
pH combinada a adsorcdo em carvdo vegetal ativado, constatou que este
procedimento diminuiu a concentracdo de compostos fendlicos, porém propiciou a
remocao também de xilose. Segundo o mesmo autor, a condicdo de maior remogcao
de compostos téxicos ndo coincidiu com a de maior fermentabilidade do hidrolisado.

A concentracdo do hidrolisado se fez necesséria para a obtencdo de maior
concentracdo de acucar, porém ocorreu também aumento na concentracdo dos
inibidores presentes no hidrolisado. A detoxificacdo diminuiu consideravelmente os
inibidores, embora com certa perda de agUcares. Torna-se importante verificar assim
o efeito da detoxificagdo sobre a producéo de etanol a partir de hidrolisados, a fim de
se constatar a real necessidade da detoxificacdo para a melhoria do processo

fermentativo.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A concentracdo do hidrolisado se fez necesséria para a obtencdo de maior
teor de acucar, porém ocorreu também aumento nos teores dos inibidores. A
detoxificacdo diminuiu consideravelmente os inibidores, embora com certa perda de

acucares. Considera-se importante verificar o efeito da detoxificacdo sobre a
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producdo de etanol a partir de hidrolisados, para a melhoria do processo

fermentativo.
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Capitulo 5

AVALIACAO DA FERMENTACAO DE HIDROLISADOS DE CANA-DE-ACUCAR
POR Meyerozyma guilliermondii
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RESUMO

A hidrdlise acida dos residuos lignocelulésicos pode gerar produtos téxicos as
leveduras e dependendo das concentragfes, podem inibir a fermentabilidade destes
micro-organismos. Esse trabalho teve o objetivo de avaliar a influéncia da
detoxificacdo e suplementacdo nutricional sobre a fermentacdo conduzida pela
levedura Meyerozyma guilliermondii em hidrolisados de bagago de cana-de-agucar
obtidos por hidrolise acida. Os resultados mostraram que a adicdo de extrato de
levedura teve efeito significativo sobre o consumo das pentoses pela levedura M.
guilliermondii e a producéo de etanol e xilitol. Houve maior produgédo de biomassa
nos hidrolisados detoxificados. A linhagem de levedura utilizada foi capaz de
consumir glicose, xilose e arabinose, provavelmente nesta ordem preferencial, além
de &cido acético, promovendo detoxificacdo bioldgica. Apesar da detoxificacdo e da
suplementacdo terem aumentado a produtividade em etanol (de 0,023 para
0,044 g/L.h), os resultados obtidos para M. guilliermondii sdo ainda pouco

expressivos.

Palavras-chave: Hidrolisado, suplemento nutricional, pentoses, detoxificacao,

Meyerozyma guilliermondii, fermentacao.
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1. INTRODUGCAO

Os biocombustiveis de segunda geracao estdo sendo vistos como uma forma
de reciclagem da matéria organica e de se evitar o principal problema enfrentado
pelos biocombustiveis de primeira geracdo, como a disponibilidade de terras para as
monoculturas, cuja demanda é cada vez maior devido a crescente producao deste
tipo de combustivel (SALEMI, 2009; CHENG; TIMILSINA, 2010; EISENTRAUT,
2010; NYKO et al., 2010).

Os materiais lignoceluldésicos, como madeira, bagaco de cana-de-acUcar,
residuos da plantacéo de trigo, arroz, mandioca, também podem ser convertidos em
etanol, porém com uma dificuldade muito maior que as conversdes de materiais
ricos em acucar e amido. Isto acontece pela estrutura que esses compostos
apresentam, na qual as moléculas de celulose e hemicelulose estdo entrelacadas
entre si e envoltas por lignina, que da resisténcia a estrutura (CHENG; TIMILSINA,
2010).

A pré-hidrélise com a utilizagdo de &cidos produz furfural, hidroximetilfurfural e
acido acético, os quais sao resultantes da degradacdo das hexoses e pentoses
submetidas a um meio acido e de alta temperatura (MUSSATTO; ROBERTO, 2004).
Tais produtos sdo téxicos as leveduras e prejudicam a fermentacéo do hidrolisado, e
dependendo das suas concentracdes, podem inibir a fermentabilidade das leveduras
(LASER et al., 2001; MATOS, 2001). No entanto, além da producdo de compostos
toxicos, é necessario que o pH do hidrolisado seja neutralizado para o meio ser
propicio a fermentagdo (TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

Em estudos realizados por Roberto et al. (1991), submetendo o bagaco de
cana-de-agucar a hidrdlise por steam explosion e a detoxificagdo por meio do
método de alteracdo de pH, verificou-se uma melhoria da fermentabilidade do
hidrolisado com estes procedimentos. Marton (2002), ao avaliar a detoxificacdo do
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana obtido por hidrolise acida, pela
metodologia de alteracdo de pH combinada a adsorcédo em carvao vegetal ativado,



102

observou que a condi¢cdo de maior remogéo de compostos téxicos ndo coincidiu com
a de maior fermentabilidade do hidrolisado.

Além disso, durante a fermentacédo, a levedura pode estar sujeita a varios
fatores estressantes como alta concentracdo de etanol, temperaturas elevadas e
acidez do meio (BASSI, 2011). Os fatores ambientais, tais como oxigenagao do
meio, fontes de carbono e compostos inibidores do metabolismo microbiano,
influenciam fortemente a expressao génica e a sintese de enzimas em leveduras
(CARNEIRO, 2011). Neste sentido, estudos que avaliem o efeito dos métodos de
detoxificagdo sobre a fermentacdo conduzida por leveduras tornam-se
imprescindiveis, uma vez que a remocdo dos inibidores pode ocorrer
concomitantemente com a diminuicdo nos teores de acUcares, prejudicando o
rendimento. Ademais, ha de se levar em conta o custo da utilizacdo de tais métodos
no emprego de reagentes e energia.

O presente trabalho objetivou avaliar a capacidade fermentativa da levedura
Meyerozyma guilliermondii, isolada de caldo de cana-de-agucar, em hidrolisados de
bagaco de cana obtidos por hidrélise acida, detoxificados e ndo-detoxificados, com e
sem suplementacdo nutricional. Resultados descritos no Capitulo 4 mostraram que o
hidrolisado detoxificado e concentrado apresentou uma reducdo significativa nas
concentracbes de inibidores, embora com relativa perda de aclUcares. Avaliar os
parametros fermentativos sob a otica da detoxificacdo e suplementacédo contribuira

para o melhor planejamento do processo visando o scale-up.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Hidrolisados

Os hidrolisados foram obtidos por hidrolise acida e detoxificagdo conforme
descricdo no Capitulo 4. Foram utilizados quatro tipos diferentes de hidrolisados com
as seguintes caracteristicas:

- hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar concentrado (40 g/L acucares

redutores) sem detoxificaggdo e sem adicdo de suplemento, pH 5,5;
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- hidrolisado de bagaco de cana-de-acUcar concentrado (40 g/L acucares
redutores) sem detoxificacdo e com adicdo de suplemento (3 g/L de extrato de
levedura), pH 5,5;

- hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar detoxificado e concentrado (40 g/L
acucares redutores) sem adicdo de suplemento, pH 5,5;

- hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar detoxificado e concentrado (40 g/L
acucares redutores) com adicdo de suplemento (3 g/L de extrato de levedura), pH
5,5.

O pH dos hidrolisados foi ajustado com adi¢do de acido sulfarico concentrado
para as amostras de hidrolisados detoxificados, e com solucdo de hidroxido de sédio

10 mol/L para as amostras de hidrolisados néo-detoxificados.

2.2. Preparo do in6éculo e montagem dos experimentos

O in6culo foi preparado mediante inoculacdo de duas alcadas de células da
levedura Meyerozyma guilliermondii (linhagem 311, isolada de caldo de cana-de-
acucar), reativada em placas com meio YPD a partir dos slants mantidos a 4 °C com
meio YPD, em 10 mL de caldo YPD em tubos falcon previamente tarados e
incubando-se por 12 horas (overnight) a 30 °C, sob agitacdo de 160 rpm. O meio de
cultura YPD foi renovado (os tubos foram centrifugados, o sobrenadante foi
descartado e novo meio foi adicionado) até atingir a massa celular umida desejada
de 5 g/L (peso umido). Em seguida as células de levedura foram lavadas por duas
vezes em solucao salina (NaCl 0,85 %), sendo essas centrifugadas a 3400 rpm por
5 minutos, e o sobrenadante descartado. Apés a ultima lavagem, os tubos foram
pesados em balanca analitica para estimativa do peso da massa umida. Utilizou-se
a proporcdo de 5 g de massa umida/litro de meio de fermentagdo. Com a massa
celular desejada, as células foram ressuspendidas em 40 mL de meio de
fermentacado de hidrolisado de cana-de-agucar, sendo em seguida realizada a leitura
de absorbancia a 600 nm. Um volume de 20 mL desse in6culo foi adicionado aos
erlenmyers de 500 mL contendo 180 mL de hidrolisado de bagaco de cana-de-
acucar. Os testes foram realizados em duplicata, por um periodo de 144 horas, a

30 °C, sob agitacédo de 150 rpm.
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2.3. Parametros analisados

Amostras foram retiradas periodicamente para avaliacdo da absorbancia em
espectrofotometro Thermo® Biomate a 600 nm. A biomassa (g/L) foi determinada
pela conversdo dos valores de absorbancia utilizando uma curva padrdo de
absorbancia X biomassa seca (massa celular seca a 105 °C até peso constante ).

Apos centrifugacdo, no sobrenadante determinou-se pH, em pH-metro digital;
etanol, por destilacdo das amostras e determinacdo da densidade da solucdo
hidroalcoodlica em densimetro digital Anton-Paar DMA-45; xilose, arabinose, glicose,
xilitol e &cido acético por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); e acUcares
redutores pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (MILLER, 1959), utilizando curva
padrdo de xilose. As determinacdes de acUcares, xilitol e acido acético por CLAE
foram realizadas nas amostras retiradas a cada 48 horas, enquanto as analises de
biomassa, acucares redutores, pH e etanol foram realizadas nas amostras retiradas
a cada 24 horas.

As analises de acgucares por CLAE foram realizadas no Departamento de
Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo —
EEL/USP. As concentracdes de xilose, glicose, arabinose, xilitol e acido acético
foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um
aparelho Aguilent Technologies 1260 Infinity com detector de indice de refracdo e
coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 X 7,8 mm) (Hercules, CA, USA), nas
seguintes condicfes: temperatura de 45 °C; eluente: acido sulfarico 0,01 N; fluxo do
eluente 0,6 mL/min; volume de amostra de 20 uL. Para as analises, as amostras
foram diluidas com agua deionizada e filtradas em Sep-Pack Cartidge C,g (Waters
Associate — MILLIPORE®). As concentracfes dos compostos foram calculadas a
partir de curvas de calibragéo obtidas de solu¢cbes padrao.

O calculo do rendimento g etanol/g de xilose foi realizado atraves da seguinte

formula:

Etanol (g/L)

Rendimento (g etanol/g de xilose) =
Acucar redutor consumido (g/L)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes fermentativos com os hidrolisados ndo-detoxificados
e detoxificados, com e sem adicdo de suplemento (extrato de levedura) estédo

demonstrados nas Figuras 1 a 4.
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Figura 1. Teste fermentativo realizado com o hidrolisado concentrado, n&o-
detoxificado e sem adicéo de suplemento, pH 5,5, a 30 °C, 150 rpm, utilizando-se a levedura
M. guilliermondii.
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Figura 2. Teste fermentativo realizado com o hidrolisado concentrado, né&o-
detoxificado e com adicéo de suplemento (3 g/L de extrato de levedura), pH 5,5, a 30 °C,
150 rpm, utilizando-se a levedura M. guilliermondii.
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Figura 3. Teste fermentativo realizado com o hidrolisado concentrado, detoxificado e
sem adicdo de suplemento, pH 5,5, a 30 °C, 150 rpm, utilizando-se a levedura M.
guilliermondii.
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Figura 4. Teste fermentativo realizado com o hidrolisado concentrado, detoxificado e
com adicdo de suplemento (3 g/L de extrato de levedura), pH 5,5, a 30 °C, 150 rpm,
utilizando-se a levedura M. guilliermondii.

A glicose foi a fonte de carbono consumida mais rapidamente pela levedura
M. guilliermondii nos hidrolisados, independentemente da detoxificacdo e da

suplementacdo com extrato de levedura. Em 48 horas de cultivo, a concentracéo de
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glicose foi proxima a zero (Figuras 1 a 4, C). Nos estudos de Moutta (2009), nas
fermentacdes de hidrolisado de palha de cana-de-acucar utilizando-se uma cepa de
Pichia stipitis, a glicose ja havia sido completamente consumida em 15 horas,
engquanto que xilose prosseguiu do inicio ao final de 110 horas de processo, sendo
consumida mais lentamente na presenca de glicose.

Quanto a xilose, houve consumo quase total em 96 horas de cultivo da
levedura no hidrolisado detoxificado adicionado de extrato de levedura. No
hidrolisado ndo detoxificado com extrato de levedura, o consumo foi mais lento,
ocorrendo somente em 144 horas de cultivo o consumo total de xilose. Nos
hidrolisados sem adicdo do extrato de levedura, o consumo foi ainda mais lento com
sobra de xilose no meio de cultura (cerca de 10-15 g/L), Figuras 1 a 4, C. Estes
resultados demonstram que a adicdo de extrato de levedura teve efeito significativo
sobre o0 consumo da pentose pela levedura M. guilliermondii.

A utilizacdo de extrato de levedura como suplemento nutricional se deve
principalmente a sua composicao: proteina 31 a 48 %; elevados teores de vitaminas,
especialmente do complexo B (B, B2, Bg, niacina, acido pantoténico, acido félico e
biotina); minerais, incluindo macroelementos (Ca, P, Mg, K, Na, Al e Fe) e
microelementos (Mn, Cu, B, Zn, Mo, Cd, Cr, Ni, Pb, Si e Se); e carboidratos, entre
25-35% (HALASZ; LASZTITY, 1991).

Quanto aos resultados dos teores de arabinose, s6 houve consumo deste
acucar no hidrolisado detoxificado com adicdo de extrato de levedura, chegando a
concentragdo proxima a zero ao final de 144 horas de cultivo. Nos experimentos
com os outros hidrolisados (detoxificado ou ndo sem adi¢cédo de extrato de levedura),
a arabinose ndo foi consumida até 144 horas de fermentacdo. No hidrolisado
detoxificado com adicdo de extrato de levedura, houve consumo total de glicose e
xilose dentro de 48 e 96 horas, respectivamente, o que pode ter levado a levedura
ao consumo de arabinose. Nos outros experimentos néo foi observado consumo de
arabinose, pois no periodo de 144 horas ainda havia xilose disponivel para
consumo, com excec¢ao do hidrolisado concentrado nao detoxificado com adicao de
extrato de levedura (Figuras 1 a 4, C)

A via de assimilacdo de arabinose por leveduras é bastante similar a da
xilose (SHI et al., 2000), no entanto, como observado neste trabalho o consumo da
arabinose foi mais tardio do que o da xilose. De fato, ao se analisar as Figuras 4 A e

4 C, verifica-se uma fase de crescimento entre 24 e 72 horas sustentada pelo
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consumo de glicose. Apos 120 horas, quando as concentracdes de xilose e &cido
aceético sao praticamente despreziveis, h4a uma segunda fase de crescimento o que
sugere diauxia sustentada pelo consumo de arabinose.

Esse comportamento também foi observado por Silva; Roberto (2001) e Lima
(2002) durante a fermentacéo de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
acucar, assim como em meio sintético por Felipe et al. (1995). Nos experimentos
realizados em meios sintéticos contendo arabinose, xilose ou glicose como Unica
fonte de carbono, o crescimento da linhagem de M. guilliermondii foi também mais
tardio e menor quando arabinose foi utilizada, conforme discutido no Capitulo 3.

A arabinose e a xilose estdo diretamente envolvidas no metabolismo de
pentoses por leveduras, sendo consideradas como principais responsaveis pela
ativagdo das enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase em Pachysolen
tannophilus (BOLEN; DETROY, 1985) e Candida tenuis (KERN et al., 1997). De
acordo com Matos et al. (2002), a arabinose, utilizada como fonte de carbono no
cultivo de Candida guilliermondii, promoveu uma melhoria de 35 % na bioconversdo
de xilose em xilitol por esta levedura.

Segundo Schlegel (1990) quando micro-organismos Sao expostos a mistura
de acucares, geralmente a glicose é catabolizada preferencialmente e inibe a quebra
de outros substratos, caracterizando assim fendmenos de diauxia. De acordo com
Du Preez; Bosch; Prior (1986), a diauxia pode causar um consideravel periodo de
fase de adaptacdo, sendo de ocorréncia comum durante a fermentacéo de xilose ou
celobiose na presenca de glicose.

Em estudos realizados por Mouro (2012) foram mostrados varios padrdes de
fermentacdo de xilose e glicose pelas leveduras, sendo que linhagens do clado
Spathaspora, particularmente Spathaspora passalidarum, fermentam eficientemente
a xilose.

Gong et al. (1999) reportaram a assimilacdo preferencial de glicose em
relacdo a pentoses e concluiram que o comportamento de leveduras cultivadas em
mistura de acUcares, hexoses e pentoses, apresenta uma inibicdo ou retardamento
da utilizacdo de xilose pela presenca de glicose no meio. Hahn-Hagerdal et al.
(1991) reportaram que concentragdes acima de 2 % de glicose, mesmo em espécies
gue possuem afinidade no transporte de pentoses, como P. stipitis, sdo capazes de

reprimir a absorgéo de xilose.
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Mouro (2012) revelou que leveduras como Kluyveromyces marxianus e
Candida materiae sdo melhores fermentadoras de glicose do que xilose, enquanto
as leveduras Spathaspora passalidarum e alguns isolados de Candida shehatae,
apresentam melhor producdo de etanol a partir de xilose. JA4 as leveduras
Scheffersomyces stipitis e as do género Spathaspora apresentaram praticamente a
mesma producdo de etanol a partir de ambos os acUcares (glicose e xilose). No
entanto, os resultados sugeriram que a espécie Scheffersomyces stiptis e leveduras
do género Spathaspora séo as que apresentam um melhor rendimento em etanol
guando consomem xilose como fonte de carbono.

No presente trabalho, a linhagem de levedura utilizada foi capaz de consumir
glicose, xilose e arabinose, provavelmente nesta ordem preferencial, embora isto
nao possa ser afirmado com certeza com relacdo a glicose e xilose, pois a primeira
analise foi realizada em 48 horas de cultivo, quando a glicose ja havia se esgotado.

O &acido acético (Figuras 1 a 4, C) esteve presente em maiores quantidades
nos hidrolisados ndo detoxificados, indicando que com a detoxificagdo ocorreu uma
maior remocao desse inibidor (aproximadamente 4 g/L e 2,5 g/L, nos hidrolisados
nao-detoxificados e detoxificados, respectivamente). Ocorreu diminuicdo nas
concentracbes de &cido acético ao longo do periodo de cultivo, muito mais
acentuada nos hidrolisados detoxificados, o que pode ser devido a volatilizagdo ou
ao consumo deste composto pela levedura. A dindmica da curva do acido acético
nao é a mesma nos quatro tipos de hidrolisados testados, o que ndo sugere que
tenha ocorrido volatilizacdo. E possivel que a levedura tenha realmente consumido o
acido, como verificado para Issatchenkia occidentalis em hidrolisado de bagaco de
cana, a qual promoveu a detoxificacdo biol6gica do bagaco (GONCALVES et al.,
2013). Esta questdo merece estudos posteriores, pois aponta uma caracteristica
positiva a favor desta levedura, ainda néo relatada, do que se tem conhecimento.

O acido acético € o principal acido presente nos hidrolisados hemicelulosicos
de biomassa vegetal. Sua concentragdo depende do tipo de biomassa empregada e
do processo de hidrolise utilizado, com variagdes de concentracdo de 0,6-12 g/L, e
niveis de tolerancia dos micro-organismos a esse acido podendo variar de acordo
com as espécies e com as condi¢des de cultivo empregadas (HELLE et al., 2003).

O resultado das concentra¢des de acUcares redutores (Figuras 1 a 4, D) nos

hidrolisados utilizados mostrou que o0 maior consumo ocorreu no hidrolisado néo
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detoxificado com adicao de extrato de levedura seguido do hidrolisado detoxificado
sem adi¢cdo. O teor inicial de acUcares redutores para 0s quatro meios a base de
hidrolisados utilizados ficou por volta de 40 g/L. No entanto, a soma dos teores de
glicose, xilose e arabinose totaliza cerca de 30 g/L, indicando a existéncia de outras
substancias redutoras no meio de cultura e que podem estar sendo consumidas
pelas leveduras.

Em relacdo ao etanol (Figuras 1 a 4, B), no hidrolisado detoxificado com
adicao de extrato de levedura foram obtidos maiores teores em 48 horas (2,1 g/L) e
96 horas (2,3 g/L), apresentando uma diminuigao significativa em 144 horas
(0,3 g/L). Com o hidrolisado néo detoxificado com adicdo de extrato de levedura, a
producdo de etanol foi crescente, atingindo cerca de 3 g/L em 144 horas. Com 0s
hidrolisados sem adicdo de extrato de levedura, ndo foi detectada producdo de
etanol com o meio detoxificado, enquanto para o hidrolisado ndo detoxificado os
maiores resultados foram obtidos de 48 horas a 96 horas (1,1 a 1,3 g/L), com
reducdo em 144 horas (0,60 g/L). A producao de etanol pela levedura P. stipitis a
partir de hidrolisados hemicelulésicos de diferentes biomassas, com concentracdes
de xilose em torno de 50 g/L, tem sido reportado por varios autores (ZHU et al.,
2010; WHITE; YOHANNAN; WALKER, 2008).

Em todos os experimentos, ocorreu alcalinizagdo significativa do meio de
cultura, passando de pH inicial 5,5 para pH final entre 7,5 e 8,5 (Figuras 1 a 4, D).

Em relacdo a biomassa (Figuras 1 a 4, A), a levedura M. guilliermondii
apresentou maior crescimento no hidrolisado detoxificado com adi¢cdo de extrato de
levedura, seguida pelo hidrolisado detoxificado. Para este parametro — producédo de
biomassa — a detoxificacao teve um efeito mais pronunciado que a adicdo de extrato
de levedura, ao contrario do observado em relacédo a producédo de etanol. Os valores
de biomassa obtidos nos experimentos com os hidrolisados detoxificados s&o muito
altos e inesperados considerando-se a concentracdo de acucares determinados
(glicose, xilose e arabinose). Mesmo considerando-se a utilizacdo de etanol como
fonte de carbono, ainda assim valores de biomassa ao redor de 100-120 g/L séo
inexplicaveis, a ndo ser que outras substancias presentes nos hidrolisados e que
nao foram determinadas na cromatografia liquida de alta eficiéncia possam estar
sendo utilizadas pela levedura, que possam justificar a alta conversédo de substrato

em biomassa. Nas Figuras 3 e 4 — A, verifica-se diauxia ap6s 96 horas de
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fermentacdo, mais marcante quando se utilizou o hidrolisado detoxificado com
adicdo de extrato de levedura. Esta observagéo coincide com a diminui¢do drastica
na concentracdo de etanol e xilitol do meio de fermentagcdo com o hidrolisado
detoxificado com adicdo de extrato de levedura, os quais podem também estar
sendo mobilizados para a producdo de biomassa. A detoxificacdo de alguma
maneira permitiu que outros compostos ficassem disponiveis para a levedura para a
producdo de biomassa. Estes resultados podem também estar relacionados com o
alto e rapido consumo de acido acético (em 48 e 96 horas, para o hidrolisado
detoxificado sem adicdo de suplemento, e para o hidrolisado detoxificado com
adicdo de suplemento, respectivamente), deixando o meio de fermentacdo menos
toéxico para a levedura, levando ao consumo de outras substancias presentes no
meio, uma vez que a xilose e glicose estavam praticamente esgotadas.

Alta densidade celular é utilizada nas destilarias com processos fermentativos
convencionais a partir de caldo de cana-de-acUcar e/ou melago, para diminuir o
tempo de fermentacéo e elevar a produtividade do processo (Amorim et al., 2011).
Em hidrolisados de madeira, Sreenath; Jeffries (2000) utilizaram em torno de 1,5 a
3,0 g/L com P. stipitis e Candida shehatae, concentracdo semelhante utilizada por
Canilha et al. (2010) em hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar com P. stipitis. No
presente trabalho foi utilizada concentracéo inicial de biomassa ao redor de 4-5 g/L.

Foi detectada a presenca de xilitol (Figuras 1 a 4, B) durante as fermentacdes
com os hidrolisados detoxificados e nao-detoxificados com e sem adicdo de extrato
de levedura, em maior quantidade nos hidrolisados suplementados (producéo
méxima ao redor de 4 g/L). O rendimento em etanol produzido pelas leveduras
fermentadoras de pentoses em meios de cultivo com D-xilose é limitado
principalmente por dois fatores: a utilizacdo concorrente do etanol na presenca de
concentracOes elevadas de xilose e a formacgao de xilitol e outros compostos como
subprodutos (DUARTE, 1989).

O xilitol € um composto organico (polidlcool, natural de cinco atomos de
carbonos) de formula CsH120s. Sua molécula possui estrutura aberta e é conhecido
como polihidroxialcool aciclico, ou pentitol, por ter cinco grupos OH em sua
molécula, e cada grupo hidroxila se encontrar ligado a um atomo de carbono. Sua

conformacao molecular tem sido proposta como um “zig-zag”, apresentando rotagéo
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nas ligagdes entre C, e Cs, e entre, C; e C4, assim como uma interagéo entre O, e
0,4 (MAKINEN, 2000).

Para a conversao de xilose em xilitol, € necessario o transporte do acucar
xilose através da membrana celular. Uma vez dentro da célula, a xilose é reduzida a
xilitol pela enzima xilose redutase (EC1.1.1.21) com a participacdo das coenzimas
NADPH ou NADH (JEFFRIES, 1983). Em seguida, o xilitol € excretado para o
exterior da célula ou oxidado a xilulose pela enzima xilitol desidrogenase
(EC 1.1.1.9), com a participacdo de NAD+ (SLININGER; BOLEN; KURTZMAN,
1987). A xilulose é fosforilada a xilulose 5-fosfato, a qual pode ser convertida em
piruvato através do complexo enzimatico transcetolase-transaldolase, que faz a
conexao entre a via das fosfopentoses e a via EMP (NOLLEAU et al., 1993).

A bioconversdo de xilose a xilitol e ou etanol é influenciada por diversos
fatores, mas dentre eles o mais importante € o nivel de aeracdo, a qual afeta as
rotas bioquimicas envolvidas na metabolizacéo da xilose (PARAJO; DOMINGUEZ;
DOMINGUEZ, 1998; ROBERTO; MANCILHA; SATO, 1999). Em condicdes aerdbbias,
pode ocorrer desvio no metabolismo microbiano para a producdo de células,
diminuindo a produgéo de xilitol. Em condi¢des limitadas de oxigénio, ocorre o
actmulo de xilitol (NAHLIK et al., 2003).

Considerando que nos experimentos aqui realizados o nivel de agitacdo dos
frascos foi o mesmo para os quatro hidrolisados testados, teoricamente
proporcionando o mesmo nivel de aeracédo, a diferenca observada na producéo de
xilitol deve ser creditada a utilizacdo do suplemento nutricional, pois
independentemente da detoxificagédo ter ocorrido ou ndo, somente os hidrolisados
suplementados apresentaram producao consideravel de xilitol.

Os valores de rendimento e produtividade em etanol dos testes fermentativos
estdo descritos na Tabela 1. Verifica-se que o melhor rendimento em etanol foi
obtido com o hidrolisado ndo detoxificado sem adicédo de suplemento, no entanto, no
periodo estabelecido de 48 horas houve consumo de somente 14,1 % de xilose,
resultando em alto teor de acUcar residual. Nos hidrolisados com adicdo de
suplemento, ndo houve diferenca quanto ao rendimento, porém a produtividade em
etanol foi maior no hidrolisado detoxificado.

Canilha et al. (2010) avaliaram a producéo de etanol por P. stipitis utilizando

hidrolisado de bagaco de cana, em frascos agitados a 200 rpm, 30 °C por 120 horas.
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A hidrélise do bagaco foi realizada com acido sulfirico diluido, a 150 °C por
30 minutos, e os autores compararam os efeitos de diferentes estratégias de
detoxificacdo para reduzir os compostos inibitorios liberados durante a hidrdlise.
Comparando os resultados aqui obtidos com aqueles obtidos pelos autores acima
para o hidrolisado n&o-detoxificado (0,044 g/L.h, 120 h), somente a metade da
produtividade em etanol foi alcancada neste trabalho, apesar de em menor periodo
de tempo. A suplementacdo com nutrientes deve fazer a diferenca, pois extrato de
levedura, extrato de malte e peptona foram utilizados por Canilha et al. (2010).

Com estratégias de detoxificacdo, tanto Canilha et al. (2010) quanto Cadete et
al. (2012) obtiveram melhores resultados para produtividade em etanol (0,13 -
0,16 g/L.h; 0,2 g/L.h, respectivamente) utilizando P. stipitis em hidrolisado de
bagaco, comparado aos resultados aqui obtidos para os hidrolisados detoxificados e
suplementados. Cadete et al. (2012) utilizaram extrato de levedura como suplemento
do hidrolisado.

Desta forma, apesar da detoxificacdo e da suplementacao terem aumentado a
produtividade em etanol (de 0,023 para 0,044 g/L.h, Tabela 1), os resultados obtidos
para M. guilliermondii sdo ainda muito baixos quando comparados com P. stipitis,
por exemplo. Outras estratégias como aumentar e diversificar as fontes nutricionais,
testar outras concentragcfes de inéculo inicial e agitacdo dos frascos e proceder a
adaptacao do inoculo ao hidrolisado antes da fermentacdo, podem contribuir para a
melhoria do processo fermentativo. Carneiro (2011) desenvolveu estratégias de
adaptacao da levedura P. stipitis ao hidrolisado de palha de arroz ndo-detoxificado e
verificou aumentos de 7 % e 50 % no rendimento em etanol e produtividade,
respectivamente, quando o indculo foi preparado apds cultivos sucessivos da

levedura no hidrolisado.
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Tabela 1. Valores de produtividade e rendimento de etanol nas fermentagBes conduzidas com
hidrolisados detoxificados e nao-detoxificados, com e sem adicdo de suplemento (extrato de
levedura), utilizando-se a levedura M. guilliermondii.

Hidrolisado Hidrolisado Hidrolisado Hidrolisado
nao néo detoxificado detoxificado
Parametro detoxificado detoxificado com adicao de sem adicao
com adicdo sem adicdo de suplemento de
de suplemento suplemento
suplemento
Rendimento (g 0,16 0,31 0,16 0
etanol/g de
xilose)
Produtividade 0,028 0,023 0,044 0

(g etanol/L.h)

4. CONSIDERACOES FINAIS

As estratégias de detoxificacdo e suplementagcdo dos hidrolisados de bagaco de
cana aumentaram a produtividade em etanol e possibilitaram maior crescimento da
levedura, porém os resultados ainda s&o baixos quando comparados com a
literatura, especialmente para a levedura P. stipitis. A linhagem de M. guilliermondii
além de consumir glicose e xilose do hidrolisado, consumiu também &cido acético,

promovendo uma detoxificacdo bioldgica.
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CONCLUSOES FINAIS

O trabalho aqui apresentado apontou o potencial do banco de culturas de
leveduras isoladas das fontes naturais, caldo de cana-de-agucar, rizosfera de cana-
de-acucar, bagaco de cana-de-acUcar e palha de milho, para producao de etanol e
outros compostos. Ha ainda 38 linhagens de leveduras com capacidade de
fermentacdo de pentoses que nédo foram testadas. A levedura selecionada, isolada
de caldo de cana-de-acucar (codigo 311) e identificada como Meyerozyma
guilliermondii, apresentou capacidade de crescimento e fermentacdo de pentoses
(arabinose e xilose) tanto em meios sintéticos quanto em hidrolisados de cana.
Embora a detoxificacdo e a suplementacdo nutricional com extrato de levedura
tenham ocasionado aumento na produtividade em etanol, ha ainda necessidade de
prosseguir com o trabalho de otimizagdo das condi¢cdes ambientais e do meio de
cultura para a obtencéo de melhores resultados.

A levedura selecionada além de ter apresentado rendimento e produtividade
em etanol, apresentou uma habilidade bastante interessante para as industrias
alimenticia e farmacéutica, devido a sua producdo e rendimento em xilitol, um
composto que poderia ser mais explorado utilizando essa levedura, pois o xilitol
apresenta caracteristicas interessantes por ser um carboidrato natural com poder
adocante semelhante ao da sacarose, além de apresentar propriedades
anticariogénicas, sendo tolerado por diabéticos e recomendado para pessoas
obesas.

A levedura isolada apresentou algumas caracteristicas interessantes do
ponto de vista industrial que poderiam ser melhor exploradas, como a capacidade de
crescer e fermentar em temperaturas acima de 30 °C e em valores baixos de pH,
como 3,5 e 4,5. Além disto, foi capaz de consumir acido acético, um inibidor
comumente encontrado em hidrolisados acidos, promovendo a chamada
“detoxificagcao bioldgica”. Esta caracteristica merece uma especial atengéao, uma vez

gue ndo é comumente encontrada em leveduras.



