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RESUMO

A utilizacao dos residuos da agroindustria para a criagcdo de novos produtos com
valor agregado ¢ uma ferramenta muito importante que vem merecendo destaque no
pais e no mundo. O Brasil ¢ considerado um dos paises que mais geram residuos, desta
forma a transformacdo destes compostos em novos produtos ¢ imprescindivel ja que
contribui para a preservagdao ambiental promovendo a adequada disposi¢do dos mesmos
no ambiente. Neste contexto as industrias vinicolas tém destaque, j4 que o subproduto
gerado por elas ¢ de lenta decomposicao e acarreta em poluicdo do meio ambiente.

A casca e a semente da uva sdo responsaveis pela maior parte dos residuos deste
setor (cerca de 20 a 48%). Esta ¢ composta por celulose (glicose), hemicelulose (xilose,
arabinose) e lignina. A glicose proveniente da celulose ¢ facilmente fermentada pela
levedura Saccharomyces cerevisiae, porém a xilose da hemicelulose nao é fermentada
por esta levedura. O presente trabalho busca selecionar a partir da casca de uva
microrganismos capazes de fermentar a xilose dos materiais lignoceluldsicos em etanol
contribuindo para o aumento da producdo de bioetanol além de reduzir o impacto
ambiental causado por estes subprodutos.

Foram selecionadas trés variedades de uva (Rubi, Thompson e Niagara).
Aliquotas destes materiais serviram de substrato em meio liquido para o crescimento de
bactérias e leveduras. Os microrganismos isolados foram testados quanto a capacidade
de assimilar xilose como fonte de carbono e realizar fermenta¢do para producao de
etanol a partir deste acucar.

Duas linhagens de leveduras denominadas RL1 e RL5 (da uva Rubi) mostraram-
se promissoras neste tipo de fermentacdo. Também foram realizados ensaios para
otimizar as condi¢des de fermentagdo, verificar a tolerancia em niveis mais elevados de
acgucar no mosto, aerobiose, testar a fermentacdo de glicose por estas mesmas leveduras
e tipos de processo, como batelada alimentada.

Para RL1 os melhores resultados foram obtidos no processo de batelada simples,
em pH6,0, com 2% e 5% de acticar no mosto em anaerobiose, sendo que a produgdo de
etanol chegou a 6,2g/L, € 0 Y méximo foi de 0,36g/g.

Para RL5 as melhores condi¢des foram: processo em batelada simples, em
pH6,0, com 3% de aglicar no mosto em anaerobiose. A produ¢do maxima de etanol foi
de 3,5 g/L e Yo maximo de 0,22g/g. Ambas as linhagens metabolizaram mais a xilose

do que a glicose.



ABSTRACT

The use of agro-industrial residues to create new value-added products is a very
important tool that is worth mentioning in the country and the world. Brazil is
considered one of the countries that generate more residues, thus the transformation of
these compounds into new products is essential as it contributes to environmental
conservation by promoting the proper disposal of these compounds into the
environment. In this context, the wine industries have highlighted, since by-product
generated by them has a slow docomposition and lead to environmental pollution.

The grape skin and seed are responsible for most of the residues from this sector
(about 20 to 48%). The grape skin is composed of cellulose (glucose), hemicellulose
(xylose, arabinose) and lignin. The glucose derived from cellulose is easily fermented
by the yeast Saccharomyces cerevisiae, but xylose of hemicellulose is not fermented by
this strain. This study aimed to select microorganisms of grape skins capable of
fermenting xylose from lignocellulosic materials into ethanol contributing to the
increase in bioethanol production and reducing the environmental impact caused by
these products.

Three grape varieties (Ruby, Thompson and Niagara) were selected.). Aliquots
of these materials served as substrate in a liquid medium for bacteria and yeast growth.
The i1solated microorganisms were tested for their ability to assimilate xylose as carbon
source and to carry out fermentation to ethanol production from this sugar.

Two strains of yeast called RL1 and RL5 (Ruby grape) have shown promise in
this type of fermentation. Additional tests were also performed to optimize the
fermentation conditions and to verify the tolerance on higher levels of sugar in the wort,
aerobic fermentation, to evaluate the glucose fermentation by the selected yeasts and fed
batch process.

The best results obtained for RL1 were simple batch process, pH6,0; 2% and 5%
sugar in the wort, under anaerobic conditions, and ethanol production reached 6.2 g/L,
and Y maximum was 0.36 g/g.

The best conditions to RL5 were: simple batch process, pH6,0; 3% sugar in the
wort, under anaerobic conditions. The maximum production of ethanol was 3.5 g/L and

Y up to 0.22 g/g. Both strains metabolized more xylose than glucose.



1. INTRODUCAO

O Brasil tornou-se destaque no cenario econdmico mundial por conta de sua
ampla atividade agricola, porém devido a esta atividade estd entre os paises que mais geram
residuos agroindustriais. Dessa forma, ¢ necessario buscar alternativas de reaproveitamento
ou criacdo de novos produtos para evitar que estes subprodutos sejam causa de poluigdo e
agressao ao meio ambiente. Segundo Oliveira et al. (2009), a industria vinicola tem grande
interesse nestas tecnologias ja que os subprodutos gerados por ela sdo de lenta decomposi¢ao
causando grande impacto ambiental. Dentro deste ramo industrial, os principais subprodutos
sdo a casca e a semente de uva.

Existem diversos estudos que mostram a utilizacdo dos subprodutos da
industria vinicola, como a fabricacdo de farinha de semente e casca de uva que possui um
grande poder antioxidante (OLIVEIRA et al., 2009). A utilizacdo da casca de uva para
producdo e caracterizagdo de aromas de frutas (UENOJO, 2003) também tem sido
amplamente estudada. Outra maneira ¢ a utilizacdo deste residuo agroindustrial para a
producao de etanol a partir da celulose e hemicelulose da casca de uva. A utilizagao de
biomassa (bagago, cascas de frutas) para a producao de alcool combustivel pela rota quimica e
bioldgica envolve basicamente dois processos: hidrolise dos polissacarideos contidos nos
materiais lignoceluldsicos em agucares e a fermentacdo destes em etanol.

Existem intmeras técnicas para a hidrolise destes materiais lignocelulésicos,

como a enzimatica que se baseia na utilizagdo de enzimas produzidas por micro-organismos



capazes de hidrolisar os materiais que compdem a casca de uva e materiais de outros vegetais.
As mais utilizadas s3o as celulases e hemicelulases originadas de micro-organismos como
Penicillium echinulatum e Pleurotus ssp. (DILLON; CAMASSOLA, 2007, MENEZES et
al.,2009). Outra técnica muito usada ¢ a hidrolise acida que compreende a utilizagcdo de
acidos, tais como acido sulfurico, acido cloridrico, acido acético, acido peracético e acido
fosforico associado com o tratamento térmico. Nesses processos, ha a formagao de acucares
fermentesciveis os quais serdo submetidos a fermentagdo para a producdo de etanol
(CUZENS; MILLER, 1997; TEIXEIRA et al., 1999; GAMEZ et al., 2006). O produto obtido
no processo de hidrolise da celulose sdo as hexoses: agiicares com moléculas de seis carbonos,
como a glicose; esta ¢ fermentada facilmente pela Saccharomyces cerevisiae. No entanto, na
hidroélise da hemicelulose sao produzidos agucares de cinco carbonos, como a xilose, sendo a
biotransformacao desta pentose a etanol um desafio, pois o metabolismo da xilose procede
mais lentamente que o da glicose, provocando a inibi¢ao alcoolica sobre o micro-organismo
que metaboliza as pentoses (ROSSELL, 2006). Além disso, poucos micro-organismos tém
capacidade de converter xilose em etanol. Na literatura, encontram-se dados referentes a
micro-organismos fermentadores de xilose, como a levedura Pichia stipitis que tem se
mostrado promissora para aplicagdo industrial, ja que fermenta a xilose rapidamente com alta
producdo de etanol e aparentemente nao produz xilitol (DELLWEG et al., 1984; DU PREEZ
et al., 1986); ¢ os provenientes de modificagdes genéticas, como a Zymomonas mobilis ¢ a
Escherichia coli KO11, que sdo capazes de produzir etanol a partir de hexoses e pentoses,
segundo Takahashi (1998) com uma eficiéncia de conversdo de 95%.

Nas uvas Rubi, Thompson e Niagara (Vitis spp), existem varias leveduras
naturalmente presentes como Saccharomyces cerevisiae, Candida valida, Kloeckera apiculata
e Pichia membranaefaciens, dentre as quais Candida e Pichia sdo géneros capazes de
fermentar xilose em etanol (DU PREEZ et al., 1986), além de representarem uma nova fonte

de micro-organismos para processos biotecnologicos (CARMONA, 1995).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
O presente trabalho teve por objetivo geral a selecdo de cepas de micro-
organismos com potencial para aplicagdo em processos de produgdo de bioetanol,
considerando-se a capacidade de fermentar a xilose, de modo a se aproveitar esse agtcar do

hidrolisado de materiais lignocelulosicos.

2.2 Objetivos especificos

v" Selecionar micro-organismos consumidores de xilose a partir da casca de uva

(Vitis spp).

v" Produzir etanol a partir da fermentagédo de xilose.

v' Estabelecer as condi¢des ideais de fermentagdo dos micro-organismos isolados.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Inddustrias vinicolas

O Brasil ¢ um pais de grande atividade agricola, com geragao de expressivas
quantidades de residuos. A vitivinicultura € uma atividade importante para a sustentabilidade
da pequena propriedade no Brasil. Nos ultimos anos, tem se tornado importante, também, na
geracdo de emprego em grandes empreendimentos, que produzem uvas de mesa e uvas para
processamento. Atualmente, existe um interesse crescente na exploracdo dos residuos gerados
pela industria do vinho (ARVANITOYANNIS et al., 2006). Os subprodutos da vinificagao
sdo caracterizados como o bagago, que consiste principalmente de sementes e cascas de uvas,
o folhelho, o engaco, as borras e o sarro (SILVA, 2003).

A casca de uva ¢ um material lignocelulésico composto por celulose,
hemicelulose e lignina. Este tipo de material tem capacidade de disponibilizar através da

hidrdlise acucares fermentesciveis, como a glicose e xilose.

3.2 Composi¢ao dos materiais lignoceluldsicos

Os compostos lignoceluldsicos sao principalmente constituidos de celulose,
hemicelulose e lignina, sendo que estas por¢des podem variar de acordo com a espécie do
vegetal, fatores bioldgicos, condigdes de crescimento entre outros como mostra a Tabela 1.

Representam uma das fontes de energia mais abundantes no planeta (SILVA, 2007).



Tabela 1. Distribuigdo de celulose, hemicelulose ¢ lignina em biomassas e residuos
celuldsicos (adaptado de MARTINS, 2011).

A parte do vegetal que forma a parede celular é chamada de estrutura
lignoceluldsica (Figura 1). E constituida por uma estrutura fibrosa composta basicamente por
carboidratos (celulose e hemicelulose), os quais estdo ligados a uma estrutura que contém

substancias aromaticas, denominada lignina.

Celulose Lignina  Hemicelulose Ligagdes-Cruzadas

Figura 1. Representagdo da organiza¢do da biomassa lignocelulésica. (adaptado de BIDLACK; MALONE;
BENSON, 1992).



3.2.1Celulose

E uma homoglicana, constituida de cadeias lineares de D-glicopiranoses,
ligadas em p-(1,4) (Figura 2), em numero que varia de 100 a 200 unidades de
monossacarideos (C¢H9Os),. As moléculas de celulose sdao estabilizadas por ligacdes de
hidrogénio intramoleculares, entre as hidroxilas ligadas aos carbonos na posi¢ao trés e o
oxigénio do anel (Figura 2). Essas reagdes podem facilmente colocar-se paralelas uma as
outras, devido a alta linearidade da molécula, formando regides cristalinas, contribuindo para

a insolubilidade e pouca reatividade da celulose (GOLDSTEIN, 1981).

Figura 2. Unidades de glicose na celulose (LEHNINGER, 2002)

A celulose possui regides amorfas e regides cristalinas. As regides amorfas sao
atacadas por solventes e reagentes quimicos e as cristalinas ndo. Essa reacdo diferencial ¢
usada na fabricagdo de celulose microcristalina, na qual as regides amorfas sdo hidrolisadas
por acidos, deixando apenas pequenas regides cristalinas resistentes.

Esta molécula ¢ insoluvel em agua, 4cidos e alcalis, solivel em solucao
amoniacal de hidréxido cuprico e dificilmente ¢ totalmente hidrolisada por reagentes

quimicos, somente por enzimas, as celulases (PARISI, 1989).

3.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose ¢ um heteropolimero constituido principalmente por pentoses
(xilose, arabinose), hexoses (glicose, manose, galactose) e dcidos urdnicos, que sao agrupados
em estruturas maiores como xilano (beta-1,4-xilano), manano (glucomananos e galacto
mananos) e galactanos (arabinogalactanos) (Figura 3).

Sdo polissacarideos complexos soliveis em agua encontrados nas paredes de

células vegetais, associados com celulose e lignina. Sao moléculas menores que as celuloses.



Junto com a pectina, forma uma matriz amorfa em torno das fibras de celulose (NEUREITER

et al., 2002).

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS  DEOXIEXOSES
H cooo-|o H
H OOH H OH ———QO0H
A < o' n J KH O H
HO H HO H H ¥ H
H OH H OH OH OH
p-D-xilose p-D-glucose acidof-D-glucurdnico a-L-ramnose
H OH COOH H
OH_A——00H — H _+—OH H OOH
HH ) "N OHOOH oH' H Ky &0 OH
H " H L o % H,CO OH HO) H
H OH H H H OH OH W
a-D-arabinopiranose  p-D-mancse  dcidoa-D-4-O-metilglucurdnico  a-L-fucase
O OH ox GO0
liOH T>| Hoo..\" o (’)“oﬁ‘ - y
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H OH e H OH
a-L-arabinosefuranose «-D-galactose écidoa-D-galacturdnico

Figura 3. Aglicares que compdem as unidades de hemicelulose (LEHNINGER, 2002)

3.2.3 Lignina

A lignina é o terceiro maior componente da parede celular, sendo
responsavel pela coesdo entre as fibras, pela dureza dos compostos lignoceluldsicos e atuando
como barreira de protecao contra a degradagcdo microbiana.

E um heteropolimero tridimensional, reticular de base fendlica, composta

de trés tipos de unidades de fenilpropano interligadas via sete tipos de ligagdes C-C ou C-O-C
(Figura 4). Grupos metoxila se ligam nas posi¢des 0, 1 e 2 (GOLDSTEIN, 1981; MARTINS,
2005).
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Figura 4. Estrutura proposta para a macromolécula de lignina de Eucalipto (LEHNINGER, 2002)

3.3 Hidrolise dos materiais lignocelulésicos

Os materiais lignoceluldsicos podem originar carboidratos fermentesciveis
através da hidrolise de seus componentes. A celulose origina monomeros de glicose, a
hemicelulose d4 origem a xilose e arabinose e a lignina por ser um material de muita fibra ndo
¢ direcionada para a fermentagao.

Existem duas maneiras para hidrolisar estes materiais, a hidrélise acida e a
hidrélise enzimdtica. O grande desafio da produg¢dao economicamente viavel de bioetanol a
partir de biomassa lignoceluldsica consiste em determinar a melhor op¢ao de disponibilizar a
glicose e a xilose a partir da hidrdlise da celulose e hemicelulose em termos de custo global,
rendimento glicosidico e fermentabilidade do hidrolisado (GOMEZ, 1985).

As acentuadas diferencas nas propriedades estruturais e fisico-quimicas
entre a celulose e a hemicelulose (composi¢do quimica, morfologia, orientacdo molecular,
resisténcia quimica e mecanica) demandam a realizacdo de processos hidroliticos em duas
etapas, sendo a primeira com a finalidade de converter (e remover) as hemiceluloses, e a
segunda com vistas a conversao da celulose em glicose (GOMEZ, 1985; ROSSEL, 2006).

Em termos gerais, um tratamento eficiente dos materiais lignoceluldsicos
para a produ¢do de etanol deve ao mesmo tempo produzir polpa celulésica com elevada

acessibilidade da fibra aos agentes hidroliticos acidos ou enzimaticos (digestibilidade),



garantir adequada recuperacdo das pentoses, além de limitar a geracdo de compostos
inibidores aos micro-organismos usados na fermentacdo e as enzimas. Adicionalmente,
aspectos associados ao uso de catalisadores de baixo custo, reciclagem de insumos e geragao
de subprodutos de alto valor agregado a partir da lignina caracterizam sistemas de pré-

tratamento eco-eficientes (PEREIRA et al., 2007).

3.3.1 Hidrolise acida

A hidrolise acida compreende a utilizagdo de acidos tais como sulfurico
(AGUILAR et al., 2002), cloridrico (CUZENS; MILLER, 1997), acético, peracético
(TEIXEIRA et al., 1999), fosforico (GAMEZ et al., 2006). Nesse processo ha a separago
dos compostos lignoceluldsicos, onde as fragdes (celulose e hemicelulose) serdo submetidas a
fermentagdo para a producdo de etanol (NEUREITER et al., 2002; ROSSEL, 2006). Além
disso, podem envolver também condigdes como altas temperaturas e pressao de trabalho, que
facilitam o processo de hidrélise. Faz-se necessario o estudo da matéria-prima a ser utilizada

j& que as condi¢des diferem em relagdo aos tipos de materiais usados.

3.3.2 Hidrolise enziméatica

A hidrdlise enzimatica baseia-se na utilizagdo de enzimas produzidas por
micro-organismos capazes de separar as substidncias que compdem os materiais vegetais
(celulose, hemicelulose e lignina).

Dentre os trabalhos ja publicados, estdo entre as mais utilizadas as enzimas
celulases e hemicelulases produzidas por micro-organismos como Penicillium echinulatum,
Pleurotus ssp.(ROSSEL, 2006; DILLON; CAMASSOLA, 2007; MENEZES et al., 2009).

O uso das enzimas ¢ preferivel na hidrolise devido a sua alta eficiéncia e
especificidade além de ndo haver geracdo de subprodutos e rapidez no processo, porém o que

impede muitas vezes sua utilizacdo no processo ¢ o alto custo.

3.3.3 Compostos tdxicos derivados da hidrolise

Durante o pré-tratamento do material lignoceluldsico ou nos processos de
hidrélise catalisada por acidos, ndo se obtém somente os aglicares provenientes da hidrolise.
Na dissolucdo da celulose e hemicelulose, justamente por causa das altas temperaturas e

condi¢gdes acidas nas quais se desenvolvem estes tratamentos, ¢ originada uma série de
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compostos que pode atuar como inibidores potenciais da fermentagdo. A natureza e
concentragdo destes compostos dependem do tipo de matéria-prima (contetido percentual de
celulose, hemicelulose e lignina), do pré-tratamento utilizado, das condigdes do processo
(temperatura e tempo de reagdao) ¢ do emprego ou nao de catalisadores acidos (ROSSEL,
2006).

Os materiais lignoceluldsicos apresentam elevado teor de hemiceluloses
(30%) constituidas predominantemente de polimeros de pentoses (xilanas e xilo-arabanas).
Em virtude da alta reatividade das pentoses (particularmente a xilose), em temperaturas
superiores a 140°C, a seletividade e o rendimento sacaridico do processo de hidrolise das
hemiceluloses podem ser comprometidos, quando se realizam pré-tratamentos hidroliticos do
bagaco sob temperaturas superiores a 180°C durante tempos de processo da ordem de 30-60
minutos. A ado¢do de condicdes severas de processo tende a incrementar a degradacdo da
xilose em furfural, bem como promover a degradagdo da glicose em hidréxi-metil-furfural
(HMF), compostos potencialmente inibidores da fermentagdo etandlica (LASER et al., 2002;
CARRION; DORTA, 2009). A solubilizacdo e fracionamento da lignina, associada a elevadas
severidades de processo, sdo potencialmente prejudiciais as etapas subseqiientes
(fermentacdo), em virtude da deposi¢ao de lignina sobre a superficie da polpa celuldsica, bem
como da geragdo de compostos inibidores da fermentacao tais como derivados fenolicos e
acidos organicos (FELIPE et al., 1997; AGUILAR et al., 2002; ROSSEL, 2006; PEREIRA et
al., 2007).

3.4 Fermentacédo dos agucares derivados da hidrolise

A fermentagdo da glicose ¢ um processo completamente estabelecido. Nao
existe micro-organismo mais apropriado que a levedura Sacharomyces cerevisiae que, através
de seu emprego intensivo em fermentagdo industrial, j& passou por um processo de selecao
natural apresentando os melhores desempenhos em conversdo de glicose a etanol,
produtividade e tolerancia alcodlica. Desde que os impactos negativos dos inibidores sejam
controlados, a fermentacao acontece sem maiores problemas (DORTA et al., 2006).

Quanto a fermentacdo das pentoses, poucos micro-organismos possuem a

capacidade de fermentar estas a etanol (DELLWEG et al., 1984; GOMEZ, 1985) .
Trés espécies de leveduras foram identificadas como as de maior potencial
para a fermentacdo alcodlica das pentoses: Pichia stipitis, Candida shehatae (DU PREEZ et

al.,1986) ¢ Pachysolen tannophilus, porém o desempenho das mesmas é muito limitado. O
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metabolismo das pentoses exige a presenga de nivel minimo de oxigénio, que deve ser
rigorosamente controlado. Estas cepas apresentam baixa tolerancia ao etanol e aos acidos
alifaticos (DELLWEG et al., 1984; GOMEZ, 1985; RUDOLF et al., 2008).

Os estudos para obtencdo de linhagens geneticamente modificadas de
Sacharomyces cerevisiae para metabolizar as pentoses foram direcionados para as seguintes
estratégias: insercao de genes bacterianos que realizam a isomerizacdo da xilose a xilulose
(xilose isomerase), esta ultima fermentescivel pelo Sacharomyces; inser¢do na Sacharomyces
cerevisiae dos genes que permitam a assimilagdo da xilose; isomerizagdo da xilose a xilulose
via a adi¢do de uma isomerase (GOMEZ, 1985; MATSUSHIKA et al.,2009).

Quanto ao emprego de bactérias termofilicas, tém sido realizados estudos com
Thermoanaerobacter ethanolicus. Este organismo exige operar com mostos muitos diluidos
em pentoses. Na fermentagdo com Clostridium thermohydrosulfuricum as dificuldades
evidenciadas foram a formacdo significativa de acetatos que conduz a baixo rendimento
alcodlico, baixa tolerancia ao etanol e vulnerabilidade a presenca de contaminantes. Bactérias
termofilicas geneticamente modificadas vém sendo estudadas visando evitar a formacao de
acetato em paralelo a formagao de etanol. Os principais problemas relacionados ao emprego
de bactérias termofilicas sdo: baixa tolerdancia ao etanol, forte sensibilidade aos inibidores,
formagdo em paralelo de quantidade significativa de subprodutos e a necessidade de adicionar
fatores de crescimento no mosto (TAKAHASHI, 1998).

Existe também a possibilidade de emprego de bactérias mesofilicas. Certas
bactérias como a Zymomonas mobilis ndo sdo capazes de fermentar as pentoses, porém sao
muito eficientes no metabolismo da glicose a etanol através da via Entner Doudoroff. A
introdu¢do de genes de Escherichia coli possibilitou a fermentagdo da xilose a etanol. A
Zymomonas mobilis ¢ um dos micro-organismos mais promissores para fermentagao do licor
de hidrolise, por possuir forte tolerdncia ao etanol e aos inibidores e alta produtividade de
fermentagdo. Dos micro-organismos com genes recombinantes, € a melhor para realizar com
sucesso a fermentacdo das pentoses. Outras bactérias mesofilicas capazes de metabolizar as
pentoses em auséncia de oxigénio sdo: Escherichia coli e Klebsiella. Estas, depois de
submetidas as modificacdes genéticas, estdo sendo estudadas como alternativas para
fermentacio alcoolica do licor de hidrélise. E importante destacar que a Unica experiéncia
industrial de fermentacdo alcoodlica de mostos a base de aglicar empregando linhagem de
Zymomonas mobilis, realizada na Alemanha nos anos 90, ndo foi bem sucedida e a unidade
foi desativada voltando ao processo convencional com leveduras como agente de

fermentacdo. O motivo pelo qual o processo foi suspenso seria que nas condi¢cdes em que a
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fermentagdo procede aparece uma rapida contaminagdo que inibe a fermentacdo (OTHA et
al., 1991; ROSSEL, 2006).

Para realizar a fermentagao alcoolica de um licor contendo pentoses e hexoses,
as possibilidades em estudo sdo: fermentagao simultanea ou seqiiencial de pentoses e hexoses,
ou seja, processo de conversdo direta pelo micro-organismo (CDM). Na fermentagdo
simultanea, dois micro-organismos que fermentem respectivamente a glicose e a xilose sao
cultivados em co-cultura (Figura 5). A maioria dos trabalhos realizados neste campo utilizou
duas leveduras: S. cerevisiae e P. stipitis (pentoses). As dificuldades encontradas foram: o
metabolismo da xilose procede mais lentamente que o da glicose, provocando a inibi¢ao
alcodlica sobre o micro-organismo que metaboliza as pentoses; repressdo catabdlica da
glicose sobre a utilizagdo da xilose; competi¢ao entre S. cerevisiae e a levedura responsavel
pela fermentacdo da xilose pelo oxigénio presente no meio; possivel incompatibilidade entre
as duas cepas (ROSSEL, 2006; RUDOLF et al., 2008).

Uma alternativa ¢ a de operar a fermentagdo num esquema seqiiencial
(monocultura), fermentando primeiro a glicose e depois a xilose (ou vice-versa). Os melhores
resultados obtidos até agora foram usando uma linhagem mutante de Escherichia coli incapaz
de metabolizar glicose, seguida de uma segunda etapa de fermentacdo da glicose com S.

cerevisiae (RUDOLF et al., 2008).

Figura 5. Rotas de hidrolise e fermentagdo (ROSSEIL, 2006 apud Ogier, 1999, Dominguez, 2003).
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3.4.1 Fermentacdo das hexoses

3.4.1.1 GLICOSE

D-glicose (Figura 6), conhecida também como agucar de milho, ¢ uma das
principais fontes de energia dos organismos vivos. Ocorre na forma livre em frutas e mel,
principalmente na forma piranosidica. E facilmente obtida nas duas formas anoméricas, que
podem ser separadas facilmente por varios métodos. O isdmero o pode ser obtido tanto na
forma de cristais anidros, como na forma mono-hidratada. A B-D-glicopiranose forma cristais
incolores. Ambas as formas sdo bastante soluveis em adgua (DERGAL, 1981; FENNEMA,
1997, LEHNINGER et al., 2002). A fermentagdo da glicose em etanol, como j4 mencionado
anteriormente, ¢ bastante difundida e a levedura Saccharomyces cerevisiae é a principal

responsavel.

OH

g/o
HO
HM/OH

OH
GLICOSE

Figura 6. Estrutura da glicose (LEHNINGER, 2002)

3.4.2 Fermentacgao das pentoses

3.4.2.1 XILOSE

D-Xilose (Figura 7) ¢ uma pentose ndo encontrada livre na natureza, mas
largamente distribuida em polissacarideos (as xilanas) existentes na madeira, palha, casca de
cereais, sabugo de milho, de onde ¢ obtida facilmente por hidrolise dcida (DERGAL, 1981;
FENNEMA, 1997, LEHNINGER et al., 2002).
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Figura 7. Estrutura da xilose (LEHNINGER, 2002).

Poucos micro-organismos possuem a capacidade de metabolizar a xilose em
etanol e pouco ¢ conhecido com relacdo a via fermentativa. A Figura 8 mostra as possiveis
vias metabolicas de fermentacdo da xilose. A primeira ocorre em bactérias e alguns
eucariotos, onde a enzima xilose isomerase catalisa a conversdo de xilose em xilulose que ¢
facilmente convertida em xilulose-5-fosfato na via das pentoses (PPP) em frutose-6-fosfato,
seguindo a via glicdlise a piruvato. A segunda via ocorre em algumas leveduras e fungos que
ndo possuem xilose isomerase e inclui uma etapa, a conversdao de xilose para xilitol pela
xilose redutase e para xilulose pela xilitol desidrogenase seguindo a mesma via até piruvato

(JACKSON; NICOLSON, 2002).

xylose
xylose reductase
@ xylose )
isomerase xylitol @
xylulose 4._/ xylitol
l dehydrogenase
xylulokinase
xylulose-5-P
via PPP l
fructose-6-P

® | @
oxidation <= glycolysis ——» fermentation
to ethanol

Figura 8. Vias metabdlicas para o catabolismo de xilose: (1) etapas seguidas pela
maioria das bactérias e eucariotos, (2) etapas seguidas por alguns fungos e leveduras,
(3) oxidag@o que pode acontecer em todos os organismos e (4) fermentagdo a etanol.
Fonte: JACKSON; NICOLSON, (2002).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Amostras de casca de uva

As uvas selecionadas foram de trés variedades: Rubi, Thompson e Niagara,

obtidas no CEAGESP de Sao José do Rio Preto—SP, no més de marco de 2011.

4.2 Isolamento de micro-organismos fermentadores de xilose da casca de uva

Foram colocados 20g (massa Umida) de cada amostra de casca de uva
(previamente lavadas com 4gua destilada), em um Erlenmeyer de 1000 mL contendo 500 mL
de meio base de cultura (peptona 0,5% (p:v), MgSO4 0,035% (p:v), KoHPO4 0,05% (p:v),
Na,HPO4 0,05% (p:v)), e outros 20g (massa imida) de cada amostra de casca de uva no
mesmo meio base acrescido de 2% alcool, sendo incubados em agitador orbital a 32°C com
agitacdo a 120 rpm por 72 horas. Apos o crescimento dos micro-organismos, estes foram
estriados no meio base citado com adicao de xilose 2% (p:v) e dgar bacteriologico 1,5% (p:v).
Para o isolamento de bactérias, foram adicionados 200ppm de cetoconazol no meio base e
para leveduras 200ppm de cloranfenicol. A incubacdo dos micro-organismos foi feita a 28°C

e 32°C, respectivamente.
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4.3 Processos fermentativos
4.3.1 Fermentacdo para producao de etanol

Os micro-organismos obtidos no isolamento a partir da casca de uva foram
submetidos a uma fermentagdo em meio contendo xilose 2%(p:v), peptona 0,5%(p:v);
ZnS04.7H,O0  0,02%(p:v); MgSOs 0,035%(p:v); MnSO4.H,O 0,01%(p:v); Na,HPO4
0,05%(p:v); KoHPO4 0,05%(p:v), com volume final de 8mL, pH 6,0 e incubados 32°C por 48

horas.

4.3.2 Tolerancia a concentracao de agucar

As linhagens, foram submetidas a fermentacdo em meio base (peptona
0,5%(p:v); ZnSO4.7H,0O 0,02%(p:v); MgSO4 0,035%(p:v); MnSO4.H,O 0,01%(p:v);
Na,HPO4 0,05%(p:v); Ko;HPO4 0,05%(p:v)) com variagdo da concentragao da xilose (2%, 3%,
4% ,5%) e volume final 15mL.

4.3.3 Otimizacéo do pH

Posteriormente as linhagens isoladas foram submetidas a fermentacdo em
meio: xilose 2%(p:v), peptona 0,5%(p:v); ZnSO4.7H,0 0,02%(p:v); MgSO4 0,035%(p:v);
MnSO4.H,O 0,01%(p:v); NayHPO4 0,05%(p:v); KoHPO4 0,05%(p:v) com volume final de
15mL e a dez pH diferentes (3,5; 3,8; 4,0; 4.2; 4,4; 4,6; 4,8; 5,0; 5,5; 6,0) para verificar a

melhor eficiéncia.

4.3.4 Fermentacao em glicose e xilose

As leveduras RL1 e RL5 foram testadas em meio fermentativo com xilose
(2%) ou glicose (2%). A composi¢dao do meio foi a seguinte: peptona 0,5%(p:v); ZnSO4.7H,0
0,02%(p:v); MgS0O4 0,035%(p:v); MnSO4.H,0 0,01%(p:v); NaHPO4 0,05%(p:v); KoHPO4
0,05%(p:v), com volume final de 40mL, pH 6,0 e incubadas a 30°C por 48horas. Aliquotas

desta fermentacdo foram retiradas de 12 em 12horas para as analises.

4.3.5 Fermentacdo em batelada alimentada (xilose)

As leveduras RL1 e RLS5 foram testadas na fermentacdo em batelada
alimentada. Elas foram incubadas a 30°C por 48horas, pH 6,0 e volume final de 40 mL. O
meio fermentativo foi o meio base e a cada 12h a xilose era completada para 2% através da

verificacao da concentragao do aguicar via analise de agucar redutor.
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4.3.6 Fermentacao em batelada alimentada (glicose)
As leveduras RL1 e RL5 foram testadas na fermentagdo em batelada
alimentada. Elas foram incubadas a 30°C por 48horas, pH 6,0 ¢ volume final de 40 mL. O

meio fermentativo foi o meio base e a cada 12h a glicose era completada para 2%.

4.3.7 Fermentacgao de xilose em aerobiose

Foi realizada uma pré-fermentagdo em meio liquido com xilose (1%) com
volume final de 100 mL, agitacdo de 200 rpm, com pH 6,0, onde foram incubadas as
leveduras RLL1 e RL5 por 24horas a 30°C.

A fermentacdo ocorreu no meio base com xilose 2% com volume final de 40
mL, pH 6,0, agitacdo de 150 rpm. Foram incubadas a 30°C por 96horas. Aliquotas foram

retiradas a cada 24horas para realizar as analises.

4.4 Métodos analiticos
4.4.1. Pré-identificacdo dos micro-organismos

A andlise morfolégica do micro-organismo foi realizada através de
visualizagdo em microscopio Optico usando as objetivas 40x e 100x. Apos o isolamento, as

bactérias obtidas em meio com xilose foram submetidas a coloracdo de Gram.

4.4.2 Método de contagem de leveduras e bactérias

A contagem microbiana foi feita no tempo zero de fermentagdo (padronizagdo
do inoculo inicial) e apos o processo fermentativo através de plaqueamento em superficie em
meio PCA (IMEDIA REF M091) e por microscopia Optica em camara de Neubauer usando as
objetivas de 40x e 100x.

4.4.3 Quantificacéo do crescimento por densidade otica
O crescimento celular foi determinado pela medida da absorbancia a 600nm.
Para calcular a concentragdo, foi feita uma curva de calibracdo do peso seco e absorbancia

obtida para as leveduras RL1 e RLS.
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4.4.4 Curva de crescimento das leveduras RL1 e RL5

Foi feita uma curva para verificar o crescimento das linhagens de leveduras
RL1 e RL5. O meio de cultura utilizado foi o meio base ja citado anteriormente, volume final
de 40 mL, pH 6,0 incubadas a 30°C por 48horas.

Foi medido o crescimento através da correlagdo entre absorbancia a 600nm e
peso seco mg/mL. A medida foi realizada em 11 pontos dentro das 48horas de fermentagdo. O

experimento foi realizado em triplicata (Figuras 29 e 30 do apéndice I).

4.4.5 Célculos relacionados ao crescimento celular
4.4.5.1 Fator de conversao substrato a célula (g/g)foi calculado pela Equacéo 1.

X, — X,
Y, = (1)
A St_Sf

Onde,
X¢— concentracdo celular final (g/L)
X — concentragdo celular inicial (g/L)
S; — concentragdo de substrato total (g/L)
S¢— concentragdo de substrato final (g/L)

Y ys — fator de conversdo substrato a célula (g/g)

4.4.5.2 Produtividade em célula (g/L.h) foi calculado pela Equacéo 2.

X f Xo
t, @)

Onde,
X¢— concentragdo celular final (g/L)
Xo — concentragdo celular inicial (g/L)
ty— tempo total de fermentagao (horas)

Py — produtividade em célula (g/L.h)
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4.5 Determinacdo de acucares redutores residuais por ADNS

O consumo de xilose e glicose foi medido por ADNS (acido
dinitrossalicilico) (MILLER, 1959), utilizando-se de 0,5mL da amostra diluida e adicionando
volume igual de solugao de DNS nos tubos de ensaio, fervidos a seguir durante 5 minutos. A
amostra foi resfriada e em seguida adicionou-se 4mL de agua destilada. Simultaneamente, foi
feita a curva de calibracdo (Figuras 31 e 32 do apéndice I) com diferentes concentracdes de
xilose e glicose (P.A. Labsynth). A leitura em espectrofotometro foi feita a 540nm. Os

resultados foram expressos em porcentagem (%).

4.5.1 Velocidade média de consumo do substrato g/L.h
A velocidade média do consumo de substrato foi calculada através da

Equacao 3.

Onde,
S¢— concentracdo substrato final (g/L)
St — concentragdo substrato total (g/L)
tr— tempo total de fermentagao (horas)

Ps — velocidade média consumo de substrato (g/L.h)

4.6 Determinacéo da concentracao de etanol

A concentracdo de etanol foi determinada através de cromatografo a gas
Hewlett Packard series II modelo 5890 equipado com coluna SPB-35 e detector de ionizacao
de chama. As temperaturas do injetor e detector foram mantidas a 230°C. A temperatura do
forno foi programada inicialmente para 40°C, sendo aumentada a uma velocidade de
20°C/min até a temperatura final de 100°C. Como gas de arraste foi utilizado nitrogénio e uma
taxa split de 1:5. A amostra do headspace foi retirada por meio de uma seringa propria para
gases. Simultaneamente, foi feita uma curva de calibracdo (Figura 33 do apéndice I) com

diferentes concentragdes de etanol.



20

4.6.1 Calculos relacionados a producéo etandlica

4.6.1.1 Fator de conversao substrato a etanol (g/g)foi determinado pela Equacéo 4.

v E. —E,
ES S, — S, 4)

Onde,
E¢— concentragdo produto final (g/L)
E( — concentracao produto inicial (g/L)
St — concentra¢do de substrato total (g/L)
S¢— concentragdo de substrato final (g/L)

Y s — fator de conversdo substrato a produto (g/g)

4.6.1.2 Produtividade em etanol (g/L.h) foi determinada pela Equacéo 5.

Ef o E0
t, ()

Onde,
E¢— concentragdo produto final (g/L)
E( — concentracao produto inicial (g/L)
tr— tempo total de fermentacao (horas)

P. — produtividade em etanol (g/L.h)

4.6.1.3 Rendimento em etanol (%) foi determinada pela Equacéo 6

Ye

/S
t)=—"—"—-100
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Onde,
Y s — fator de conversao substrato a produto (g/g)

0,511 — coeficiente de transformacao de agucar a etanol

4.7 Forma de analise dos resultados

Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados amostrais foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey e

Kramer através do programa GRAPHPAD INSTAT (Rutgers University Camden, New

Jersey). Os resultados foram considerados significativos para P<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento dos micro-organismos a partir da casca de uvas (Vitis spp) consumidores
de xilose.

5.1.1 Pré-identificacdo dos micro-organismos isolados

5.1.1.1 Micro-organismos da Uva Rubi

Da uva Rubi foram selecionadas seis linhagens de leveduras denominadas de
RL1, RL2, RL3, RL4, RLS, RL6. E doze linhagens de bactérias (cocos e bastonetes gram-
positivos) denominadas de RB1, RB2, RB4, RB5, RB6, RB7, RB§, RB9, RB10, RBI1,
RB12.

5.1.1.2 Micro-organismos da Uva Thompson

Da uva Thompson foram isoladas catorze linhagens de bactérias (cocos e
bastonetes gram-positivos) denominadas de TB1, TB2, TB3, TB4, TB5, TB6, TB7, TBS,
TB9, TB10, TB11, TB12, TB13, TB14.

5.1.1.3 Micro-organismos da Uva Niagara

Foram isoladas seis linhagens de leveduras (NL1, NL2, NL3, NL4, NLS5 e
NL6) e doze linhagens de bactérias (cocos gram-positivos) denominadas de NB1, NB2, NB3,
NB4, NB5, NB6, NB7, NB8, NB9, NB10, NB11 ¢ NB12.
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A presenca de micro-organismos (leveduras e bactérias) ¢ citado pela
literatura como sendo comum encontra-los naturalmente presentes na casca de uvas. Entre as
leveduras as principais sdo Saccharomyces cerevisiae, Candida valida, Kloeckera apiculata e
Pichia membranaefaciens (MAMEDE; PASTORE, 2004; FERNANDES, 2008).

Entre as bactérias, a literatura aponta que na natureza ha um predominio de
bastonetes gram-positivos produtores de xilanases e fermentadores de xilose (GOMEZ, 1985;

CARMONA, 1995).

5.1.2 Crescimento celular e consumo de xilose
5.1.2.1 Linhagens isoladas da uva Rubi

A figura 9 mostra que o crescimento celular das linhagens de leveduras e
bactérias isoladas a partir da uva Rubi ap6s 48horas de fermentagdo foi considerado
significativo (Tukey, P<0,05) para todas as linhagens, sendo que a produtividade em células
(Py) foi em média 0,006 g/L.h. Quanto ao consumo de xilose a maioria das linhagens
apresentou consumo significativo (Tukey, P<0,05), com velocidade média do consumo de
substrato (Ps) em torno de 0,23 g/L.h. As excecdes foram as linhagens RL2 e RB6 que pouco
consumiram a pentose, porém direcionaram o acucar consumido para crescimento celular ja
que apresentaram as mais altas taxas de conversao de substrato a célula (Yys) 0,287g/g e
0,120 g/g respectivamente, enquanto que as outras linhagens apresentaram taxa de 0,03 g/g
em média (Figura 10 e Quadro 1 do apéndice I).

As linhagens que mais consumiram a pentose foram RL1, RL5, RB3 e RB4

nao havendo diferenca significativa entre elas (Tukey, P>0,05).
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Figura 9. Crescimento celular das linhagens de leveduras e bactérias da uva Rubi com 2% de xilose, em pH 6,0;
a 30°C por 48horas .

Figura 10.Consumo de xilose das linhagens de leveduras e bactérias da uva Rubi com 2% de xilose, em pH 6,0;
a 30°C por 48horas.
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5.1.2.2 Linhagens isoladas da uva Thompson

A figura 11 mostra que o crescimento celular das linhagens de bactérias
isoladas a partir da uva Thompson apds 48horas de fermentacgdo foi significativo para todas as
linhagens (Tukey, P<0,05). A média de produtividade em célula (Py) foi de 0,004 g/L.h
(Quadro 2 do apéndice I).

O consumo de xilose foi significativo (Tukey, P<0,05) para a maioria das
linhagens, com exce¢do da TB9 que consumiu apenas 10% do agucar, direcionando quase que
exclusivamente para a biomassa, ja que a taxa de conversao de substrato a célula (Y ys) foi a
mais alta com valor de 0,08 g/L.h, como pode ser observado no Quadro 2 do apéndice L.

As linhagens que mais consumiram substrato foram TB7, TB8 ¢ TB14 com

velocidade média de consumo ao redor de 0,24 g/L.h (Figura 12 e Quadro 2 do apéndice I).

Figura 11. Crescimento celular das linhagens de bactérias da uva Thompson com 2% de xilose, em pH 6,0; a
30°C por 48horas.
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Figura 12. Consumo de xilose das linhagens de bactérias da uva Thompson com 2% de xilose, em pH 6,0; a
30°C por 48horas.

5.1.2.3 Linhagens isoladas da uva Niagara

A Figura 13 mostra que o crescimento celular das linhagens de leveduras e
bactérias isoladas a partir da uva Niagara apds 48horas de fermentagdo foram significativos
para todas as linhgens obtidas (Tukey, P<0,05). Com relagdo ao consumo de xilose as
linhagens que mais consumiram foram NL4, NL6, NB4, NB8 e NB11, sendo este consumo
significativo em relagdo a maioria das demais linhagens (Tukey, P<0,05) mas nao diferindo
estatisticamente entre elas (Tukey, P>0,05) (Figura 14).

Quanto a velocidade média do consumo de substrato (P;), a grande maioria
manteve-se na faixa de 0,20 a 0,25 g/L.h, com exce¢do de NL2 NB2 que apresentaram 0,15
g/L.h sendo também as linhagens que menos cresceram e pouco consumiram agucar (Figuras
13 e 14 e Quadro 3 do apéndice I).

A linhagem NLI foi a que mais direcionou consumo de substrato para o

crescimento (Y s 0,35 g/g).
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Figura 13. Crescimento celular das leveduras e bactérias da uva Niagara com 2% de xilose, em pH 6,0; a 30°C

por 48horas

Figura 14. Consumo de xilose das linhagens de leveduras e bactérias da uva Niagara com 2% de xilose, em pH
6,0; a 30°C por 48horas.
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5.2 Fermentacédo da xilose em etanol
5.2.1 Isolamento dos micro-organismos

Foram selecionadas do estudo anterior um total 3 linhagens de leveduras (2
da uva Rubi e 1 da uva Niagara) denominadas de RL1, RL5 e NL3; e 8 linhagens de bactérias
(2 da uva Rubi, 2 da Uva Thompson e 4 da uva Niagara) denominadas de RB3, RB4, TB7,
TB14, NB3, NB4, NB7 e NB11 com potencial fermentativo de xilose.

5.2.2 Crescimento celular

A Figura 15 mostra que apds a andlise estatistica o crescimento foi
considerado significativo para todas as linhagens testadas (Tukey P<0,05). O maior nimero
de células foi apresentado pelas linhagens isoladas da uva Rubi, sendo duas linhagens de
leveduras (RL1 e RLS) e duas de bactérias (RB3 e RB4), representando um aumento de até
4,8x10° vezes quando comparado ao indculo inicial. Essas linhagens mostraram maior
crescimento que as demais, chegando a um aumento de até 10 vezes quando comparado ao
crescimento da linhagem TB7, que apresentou o menor crescimento celular, sendo tal
diferenca significativa (Tukey, P<0,05) e também apresentaram os mais altos fatores de
conversao de substrato em célula com rendimento (Y ;) ao redor de 0,033 g/g. Os micro-
organismos isolados mostraram capacidade metabolica de utilizar xilose como fonte de

carboidrato e direcionar para o crescimento celular.
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Figura 15. Crescimento celular das leveduras e bactérias obtidas das uvas Rubi, Thompson e Niagara com 2%

de xilose, em pH 6,0; a 30°C por 48horas

5.2.3 Consumo de xilose

A Figura 16 mostra a porcentagem de xilose consumida no meio apos a
fermentacdo das onze linhagens isoladas das diferentes variedades de uva. Novamente as
linhagens de leveduras da uva Rubi (RL1 e RL5) e as linhagens de bactérias também da uva
Rubi (NB3 e NB4) apresentaram maior consumo de xilose, ndo havendo diferenca
significativa entre elas (Tukey, P>0,05). O consumo de acucar por estas linhagens foi em
média 5,12% maior que as demais linhagens (TB7, TB14, NL3, NB3, NB4, NB7 ¢ NBI11)
(Tukey, P<0,05), indicando maior potencial fermentativo de xilose, sendo que a velocidade
média do consumo de substrato (Ps) foi de 0,26 g/L.h. Ao comparar a Figura 15 com a Figura
16, ¢ possivel observar que nas linhagens com maior crescimento celular apresentaram maior
consumo de xilose, mostrando que parte desta foi desviada para a produ¢do de biomassa. Em
dados encontrados na literatura, existem micro-organismos como a Pichia stipitis CBS6054
que € capaz de consumir até 74% da xilose, e micro-organismos geneticamente modificados
como a Saccharomyces cerevisiae TMB3400 que consumiu 88% deste agticar (RUDOLF et
al.2008). Os micro-organismos isolados neste trabalho mostraram consumo de xilose de até

66,5%, valor inferior aos encontrados pelos pesquisadores citados, entretanto, tais
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pesquisadores utilizaram concentragdes de xilose diferentes e, além disso, as linhagens
isoladas neste trabalho foram obtidas das uvas, ou seja, estdo naturalmente presentes e nao

passaram por modificagdes genéticas.

Figura 16. Porcentagem de xilose consumida no processo fermentativo das onze linhagens isoladas das
diferentes variedades de uva com 2% de xilose, em pH 6,0; a 30°C por 48horas.

5.2.4 Rendimento etanélico

A Figura 17 mostra o rendimento etandlico (Y;s) das linhagens de micro-
organismos isolados. Houve producdo etandlica apenas por duas linhagens: RL1 e RL5. A
linhagem RLS mostrou rendimento etanolico 38,8% maior que RL1.

A linhagem RL5 mostrou rendimento de 0,36g de etanol/g de xilose
consumida e RL1 0,22g de etanol/g de xilose. Tais rendimentos sdo semelhantes aos
encontrados na literatura. Entretanto fica dificil a comparacdo, pois cada pesquisador usa
padronizagdes de inoculo, concentragdes de xilose e tempos de fermentagdes diferentes.
Rudolf et al. (2008) mostraram que a Saccharomyces cerevisiae TMB 3400 geneticamente
modificada apresentou rendimento etanolico de 0,33 g/g e a Pichia stipitis CBS 6054 0,28g/g.
Estes mesmos pesquisadores compararam o resultado obtido por van Zyl et al. (1988) no qual
a Pichia stipitis CBS 7126 apresentou rendimento de 0,38 g/g na fermentagdo do bagaco de
cana. A levedura recombinante Saccharomyces cerevisiae apos fermentar xilose mostrou

rendimento de 0,33 g/g, porém MATSUSHIKA et al. (2009) adicionaram 4,5% de xilose ao
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meio e o tempo de fermentagdo foi de 48 horas, enquanto no presente estudo adicionou-se 2%
de xilose a0 meio com o mesmo tempo de fermentacdo, precisando-se repetir o experimento
com maiores concentracdes desta pentose para se ter o mesmo parametro de comparagao.
Pachysolen tannophilus mostrou rendimento etanélico de 0,34g/g, a partir de 2,5% de xilose
(GOMEZ, 1985). A bactéria recombinante Klebsiella oxytoca produziu etanol com
rendimento de 0,38g/g (KOTTER; CIRIACY, 1993 apud RUDOLF et al. 2008). Em um
estudo mais proximo do realizado neste experimento, Moraes et al. (2010) encontraram uma
linhagem de bactéria bastonete gram-positiva isolada do bagaco de cana que produziu 0,33 g
de etanol/g de xilose com 98,38% de acucar consumido, utilizando as mesmas condi¢des de

fermentagao deste trabalho.

Figura 17. Rendimento etanolico obtido pelas linhagens isoladas das diferentes variedades de uva em
fermentagdo de xilose (2%), em pH 6,0; a 30°C por 48horas.

Assumindo que o rendimento teérico de transformacdo de xilose a etanol ¢é
0,51g de etanol / g de xilose (GOMEZ, 1985) e considerando-se o consumo de xilose de
12,39 g/L para RL1 e 13,29 g/L para RLS, o rendimento de etanol durante a fermentagao foi
de 43% e 70% do tedrico e a produtividade (P.) foi de 0,05 e 0,09 g/L.h, respectivamente.

As demais linhagens isoladas ndo produziram etanol apds a fermentagdo de

xilose. A literatura mostra que a xilose também pode ser fermentada pelos micro-organismos
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para obtencdo de xilitol, acidos organicos, glicerol e producdo de biomassa (MATOS et al.,
2003; PANDEY et al., 2000), o que justifica provavelmente o consumo de xilose pelas
linhagens estudadas no trabalho. Dessa forma, ¢ possivel afirmar que as linhagens de
leveduras isoladas da uva Rubi mostraram maior potencial fermentativo alcodlico do que as
demais leveduras e bactérias isoladas e que o rendimento etanolico destas foi semelhante ao

encontrado por outros pesquisadores, inclusive de linhagens geneticamente modificadas.



5.3 Avaliacéo da tolerancia a diferentes concentracdes de xilose

5.3.1 Linhagens de micro-organismos
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As linhagens de leveduras isoladas anteriormente e que mostraram producao

de etanol (RL1 e RLS5) foram submetidas a fermentagdo de acordo com o item 4.3.2.

5.3.2 Crescimento celular, consumo de xilose e producéo de etanol.

A Tabela 2 mostra os dados do crescimento celular, consumo de xilose e

producdo de etanol além dos parametros cinéticos avaliados.

Tabela 2. Massa celular,consumo de xilose, produc¢ao de etanol, pardmetros cinéticos das linhagens

RL1 e RL5
Linhagem Crescimento Agucar Etanol Y,/ Py P Y gss Pt Rendimento
g/L g/L g/L  g/g sg/L.h g/Lh g/g g/Lh (%)
RL1 (2%) 0,222 17,61 3,6 0,011 0,004 0,36 0,21 0,07 41
RL1 (3%) 0,209 22,89 3,8 0,008 0,003 0,47 0,17 0,07 33
RL1(4%) 0,210 28,89 4,04 0,006 0,003 0,60 0,14 0,08 27
RL1(5%) 0,243 34,97 6,2 0,006 0,004 0,72 0,18 0,12 35
RL5 (2%) 0,219 14,79 2,0 0,013 0,004 0,30 0,14 0,04 27,3
RL5 (3%) 0,220 22,17 3,5 0,009 0,004 0,46 0,16 0,07 31
RL5(4%) 0,234 31,15 46 0,006 0,004 0,64 0,15 0,09 29
RL5(5%) 0,238 35,28 49 0,006 0,004 0,73 0,24 0,10 27,3

A maior producao de etanol obtida foi de 6,2 g/L de etanol com a levedura

RL1 em meio com 5% de xilose e consumo de 34,97 g/L de xilose, porém o rendimento da
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conversao de substrato em etanol (Ys) 0,18 g/g e o rendimento final 35% ndo foram os

melhores resultados (Tabela 2).

Figura 18. Consumo de xilose pelas leveduras em meio fermentativo com variagdo da concentragdo de xilose,

em pH 6,0; a 30°C por 48horas RL1 @ ¢ RL5

Com relacdo ao consumo de agucar, as leveduras mostraram que sao capazes

de metabolizar diferentes concentracdes de xilose, chegando ao consumo méximo de 88%

(Figura 18). O maior rendimento (Y ¢s) foi obtido com a levedura RL1 (2%) sendo produzido
0,21g etanol/g xilose, com rendimento méaximo de 41%.

Ja a linhagem RLS5 teve maior rendimento com 3% de xilose no meio (0,16 g

etanol/ g de xilose), porém estes valores sdo menores do que os encontrados na literatura para

a fermentacgao da xilose (MATSUSHIKA et al., 2009; MORAES et al., 2010).
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5.4 Otimizacéo do pH
5.4.1 Linhagens de micro-organismos

As linhagens de leveduras RL1 e RL5 foram submetidas a fermentacdo de

acordo com o item 4.3.3.

5.4.2 Analise do pH

A Tabela 3 mostra os resultados da verificagdo do pH antes e apods as 48h de

fermentacdo em meio com xilose da linhagem RL1.

Tabela 3. Valores do pH antes e apds a fermentagao pela linhagem RL1

pH inicial (Oh pH final (48h de

fermentagio) fermentacgio)
M* DP** M* DP**
3,5+0,14 3,96 £ 0,04
3,8+0,07 4,11 +£0,01
4,0+0,14 4,29+0,01
4,2 +0,07 4,52 +0,01
4,4 +0,07 4,64 +0,02
4,6 +£0,07 4,96 + 0,00
4,8 +0,07 5,01+£0,01
5,0+0,07 5,09£0,01
55+0,14 5,62 £0,05
6,0 £ 0,00 6,01 £ 0,05

M*=M¢dia das triplicatas. DP**=Desvio Padrao.



36

A Tabela 4 mostra os resultados da verificagdo do pH antes e apds as

48horas de fermentagdo em meio com xilose da linhagem RLS.

Tabela 4. Valores do pH antes e apos a fermentagao pela linhagem RLS

pH inicial (Oh pH final (48h de

fermentacgao) fermentacgao)
M* DP** M* DP**
3,5+0,02 3,96 £ 0,03
3,8+0,14 4,11 £ 0,03
4,0+£0,07 4,29 £ 0,02
4,2+0,07 4,52 £ 0,07
4,4+0,07 4,64 £ 0,02
4,6 +0,07 4,96 + 0,02
4,8+0,07 5,01+0,04
5,0+0,07 5,09 + 0,09
5,5+0,14 5,62+ 0,04
6,0 £ 0,07 6,01 + 0,05

M*=M¢édia das triplicatas. DP**=Desvio Padrao.

Para as duas linhagens € possivel observar que na maioria dos pHs testados,
ap6s as 48horas de fermentagdo houve aumento do pH, mostrando que as duas linhagens
consumiram o acido do meio. A unica excecdo foi o pH 6,0 que manteve-se apds as 48horas
de fermentagdo. As leveduras tem o potencial de ajustar o pH ideal para sua utilizagdo
(DORTA et al., 2006), sendo assim ¢ possivel verificar que os pHs testados (3,5 a 5,5) ndo
eram os ideais para a fermentagdo da xilose, j4 que em todos as leveduras promoveram
alteracdo. Porém pode ter ocorrido producdo de alguns outros compostos que ndo foram
quantificados, além do fato de que certas variagdes podem ter ocorrido ao longo das 48horas e
que nao foram analisadas neste trabalho.

Na literatura os pHs mais utilizados para a fermentacdo de xilose sdo 5,0 e
6,0 (DU PREEZ et al.,1986; TAKAHASHI, 1998; MATOS et al.,2003; MATSUSHIKA et
al., 2009), e neste trabalho com o pH 6,0 obteve-se bons resultados comprovando os dados

da literatura.

5.4.3 Consumo de xilose

As figuras 19 e 20 mostram o consumo de agucar das linhagens RL1 e RL5

respectivamente, nos diferentes pH testados.
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Figura 19. Porcentagem de xilose consumida por RL1 em diferentes pH em meio com 2% de xilose, em pH 6,0;
a 30°C por 48horas.

A linhagem RL1 mostrou maior consumo de agucar em pH 6,0 com 86,85%,
consumo até 32% maior que o pH com menor consumo (pH 4,8 com 54,55%), sendo esta

diferenca significativa (Tukey, P<0,05).
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Figura 20. Porcentagem de xilose consumida por RL5 em diferentes pH em meio com 2% de xilose, em pH 6,0;
a 30°C por 48horas.

A linhagem RL5 consumiu mais agtcar também em pH 6,0 (71,95%)

representando 29% mais que o menor consumo, que foi em pH 3,5 (42,9%) sendo tal

diferenca significativa (Tukey, P<0,05).

5.4.4 Estudos cinéticos

fermentacdo de xilose em diferentes pHs para a levedura RL1.

A Tabela 5 mostra os dados dos pardmetros cinéticos estudados durante a

Tabela 5. Variaveis analisadas e parametros cinéticos da levedura RL1.

Linhagem Crescimento Agucar Etanol Y,/ Py P Y gss Pt Rendimento
pH g/L g/L g/L  g/g sg/L.h g/Lh g/g g/Lh (%)
RL1(3,5) 0,338 12,54 - 0,024 0,006 0,26 - - -
RL1(3,8) 0,326 11,52 - 0,025 0,006 0,24 - - -
RL1(4,0) 0,372 12,66 - 0,027 0,007 0,26 - - -
RL1(4,2) 0,380 14,05 - 0,024 0,007 0,29 - - -
RL1(4,4) 0,336 11,32 - 0,027 0,006 0,23 - - -
RL1(4,6) 0,379 14,41 1,2 0,024 0,007 0,30 0,08 0,02 15,6
RL1(4,8) 0,324 10,91 1,7 0,026 0,006 0,22 0,15 0,03 29,3
RL1(5,0) 0,353 11,57 2,1 0,027 0,006 0,24 0,18 0,04 35,2
RL1(5,5) 0,376 12,06 2,2 0,028 0,007 0,25 0,18 0,04 35,2
RL1(6,0) 0,395 17,37 3,2 0,021 0,007 0,36 0,18 0,06 35,2
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Os resultados obtidos mostram que para a linhagem RL1 até o pH 4,4 o
acucar consumido foi direcionado para a produgdo de biomassa e provavelmente outros
metabolitos que ndo foram quantificados, ja que nao houve produgdo de etanol. A taxa de
conversao de substrato a células (Yy;) foi em média 0,026g/g e a produtividade em células
(Px) 0,006 g/L.h.

Para os pHs acima de 4,4 houve produgao de etanol, sendo que no pH 6,0
obteve-se a maior producdo, com 3,2 g/L, rendimento de conversdo de substrato em produto
(Yess) de 0,18 g/g ; produtividade (P.) 0,06 g/L.h e também a menor conversdo de substrato
em células (Yys) mostrando, que o agtcar foi mais direcionado para a formacdo de produto
(etanol) (Tabela 5).

A Tabela 6 mostra os dados dos parametros cinéticos estudados durante a

fermentagdo de xilose em diferentes pH para a levedura RLS.

Tabela 6. Variaveis analisadas e parametros cinéticos da levedura RLS.

Linhagem Crescimento Acgucar Etanol Y, Py P Y g/s P Rendimento
pH g/L g/L g/L  g/g sg/L.h g/Lh g/g g/Lh (%)
RL5(3,5) 0,339 8,58 - 0,036 0,006 0,17 - - -
RL5(3,8) 0,343 9,79 - 0,031 0,006 0,20 - - -
RL5(4,0) 0,323 8,93 - 0,032 0,006 0,18 - - -
RL5(4,2) 0,316 8,76 - 0,032 0,005 0,18 - - -
RL5(4,4) 0,376 13,16 09 0,026 0,007 0,27 0,06 0,01 11,7
RL5(4,6) 0,352 12,31 - 0,026 0,006 0,25 - - -
RL5(4,8) 0,343 10,81 - 0,028 0,006 0,22 - - -
RL5(5,0) 0,353 11,71 1,5 0,027 0,006 0,24 0,12 0,03 23,4
RL5(5,5) 0,328 10,02 1,3 0,029 0,006 0,20 0,12 0,02 23,4
RL5(6,0) 0,383 14,39 2,7 0,024 0,007 0,29 0,18 0,05 35,2

Para a levedura RL5 houve produ¢ao minima de etanol em pH 4,4, depois

somente a partir do pH 5,0. O pH 6,0 novamente apresentou os melhores resultados para a

producdo de etanol com 2,7 g/L; Y¢;s de 0,18 g/g; P. de 0,05 g/L.h além da menor taxa Yy de
0,024 g/g.

Nos pH 3,5 a 4,2 as taxas Yy foram as maiores mostrando o direcionamento

do acucar para a conversdo em células (Tabela 6).
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5.5 Fermentacao de glicose e xilose para producéo de etanol
5.5.1 Processo Fermentativo

A fermentagado alcoodlica de glicose e de xilose pelas leveduras RL1 e RLS foi
realizada de acordo com o item 4.3.4. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 21, 22, 23,
24,25, 26 e nos quadros 4, 5, 6 ¢ 7 do apéndice 1. Os resultados da cinética de fermentagao

estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Dados da cinética de fermentagdo de glicose e xilose pelas leveduras RL1 e RLS.

Linhagem/ Y ws Py Ps Y &5 Pe Rendimento
acgUcar g/g g/L.h g/L.h g/g g/L.h (%)
RL1 0,206 0,08 0,41 0,15 0,06 29,3
Glicose

RL5 0,220 0,08 0,40 0,16 0,06 31,3
Glicose

RL1 0,336 0,06 0,17 0,36 0,06 70,4
Xilose

RL5 0,325 0,06 0,21 0,22 0,04 43,0
Xilose

Na fermentacgao de xilose, como pode ser observado na figura 21 e quadro 6, a
levedura RL1 consumiu em 12horas praticamente o total do consumo final. Na fase inicial ha
um declinio do crescimento celular que s6 entra em fase exponencial apds as 12horas (Figura
25). Em relacdao a produgdo de etanol, o pico acontece nas 24horas de fermentacao (Figura
23). A Tabela 7 mostra que o rendimento (Ys) foi de 0,36 g/g com P, 0,06 g/L.h, resultado

esse maior que alguns dados da literatura, como por exemplo Gomez (1985) que descreve que
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a levedura Pachysolen tannophilus em fermentacdo de xilose com condigdes semelhantes
apresentou um rendimento de 0,158 g/g. Assumindo o rendimento de transformagdo de
xilose a etanol em 0,51 g de etanol / g de xilose, o rendimento de RL1 foi de 70,4%.

Para RL5 ocorreu resultado semelhante a fermentagao de xilose por RL1, em
que houve consumo em 12horas (Figura 22). Quanto a produgdo de biomassa, também
ocorreu um declinio em 12horas e a fase exponencial surgiu em 24horas (Figura 26). A
producao de etanol maxima foi em 24horas (Figura 24) com rendimento Y5 de 0,22 g/g e P,
de 0,04 g/L.h. Estes resultados sdo inferiores aos obtidos por Rudolf et al. (2008) com a
levedura geneticamente modificada Saccharomyces cerevisiae TBM 3400 que apresentou

rendimento de 0,33 g/g e para Pichia stipitis CBS 6054 rendimento de 0,28 g/g.

Figura 21. Consumo de xilose e glicose ==#= durante a fermentacao pela linhagem de levedura RL1 com
2% de agticar, em pH 6,0; a 30°C por 48horas.
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Figura 22. Consumo de xilose e glicose =#= durante a fermentacao pela linhagem de levedura RL5 com
2% de agticar, em pH 6,0; a 30°C por 48horas.

Figura 23. Produgdo de etanol durante a fermentagdo de xilose e glicose =#= pela linhagem de levedura
RL1 com 2% de agucar, em pH 6,0; a 30°C por 48horas.
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Figura 24. Produgdo de etanol durante a fermentagdo de xilose e glicose =#= pela linhagem de levedura
RL5 com 2% de actcar, em pH 6,0; a 30°C por 48horas.

Figura 25. Crescimento da linhagem de levedura RL1 durante a fermentagdo alcodlica de xilose e
glicose =#= com 2% de a¢ucar, em pH 6,0; a 30°C por 48horas.
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Figura 26. Crescimento da linhagem de levedura RL5 durante a fermentagdo alcoodlica de xilose e
glicose =#= com 2% de agticar, em pH 6,0; a 30°C por 48horas.

Na fermentag¢do de glicose pela levedura RL1, houve rédpido consumo de
acucar em 24horas além de crescimento exponencial a taxa de Py de 0,08 g/lL.h e Yys de
0,206 g/g (Figuras 21 e 25 e Tabela 7). A producdo de etanol teve seu pico em 24horas e o
rendimento Y5 0,15 g/g obtido ¢ muito inferior ao encontrado na literatura onde P.
tannophilus apresentou rendimento de 0,38 g/g na fermentagdo com glicose (GOMEZ, 1985).

A levedura RLS consumiu agucar (glicose) rapidamente 12horas (Figura 22)
e teve crescimento exponencial com taxa de conversao do substrato em células (Yyss) de 0,220
g/g e Py de 0,008 g/L.h (Figura 26 e Tabela 7). A producdo de etanol maxima ocorreu em
24horas e o rendimento Y5 0,16 g/g que € maior que o rendimento da levedura RL1, mas
também ¢ inferior aos valores apresentados na literatura (GOMEZ, 1985; KIPPER, 2009).

Quando se compara a fermentagdo das leveduras RL1 e RL5 em xilose e
glicose, nota-se que a fermentagdo de xilose corresponde a conversdo (Y ) até 4 vezes maior
que fermentagao de glicose, mostrando que estas linhagens possuem a capacidade de assimilar
xilose e produzir etanol melhor do que assimilar glicose e produzir etanol, fato que ndo ocorre
na fermentagdo destes aguicares por P. tannophilus ja que para esta levedura a produgdo de

etanol € mais eficiente glicose do que xilose (GOMEZ, 1985).
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5.6 Fermentacdo em batelada alimentada

5.6.1 Processo fermentativo

A fermentacdo alcodlica de glicose e xilose pelas leveduras RL1 e RL5 em
processo de batelada alimentada foi realizada de acordo com os itens 4.3.5 e 4.3.6. Os

resultados estdo apresentados nas Tabelas 8,9, 10 e 11.

Tabela 8. Fermentago de xilose pela levedura RL1 em batelada alimentada com pH inicial
de 6,0, 30°C por 48horas.

Tempo de Concentragao de Concentragdo Massa celular Produgao de
fermentacgao xilose(i) de xilose (f) etanol
Horas g/L g/L g/L g/L
0 20,0 - 0,8 n/a*
12 20,0 10,0 2,3 n/a*
24 20,0 11,5 4,4 n/a*
36 20,0 11,0 5,3 n/a*
48 20,0 11,2 6,3 4,3

*nao avaliado

A levedura RLI1 na fermentacao de xilose produziu 5,5 g/ de biomassa
apos as 48horas e 4,3 g/L de etanol a partir de 36,1 g/L de agucar (somando todas as

alimentagdes) resultando em rendimento Y de 0,11 g/g.
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Tabela 9. Fermentacdo de xilose pela levedura RL5 em batelada alimentada com pH inicial
de 6,0, 30°C por 48horas.

Tempo de Concentragdao de Concentragdo Massa celular Produgdo de
fermentagao xilose(i) de xilose (f) etanol
Horas g/L g/L g/L g/L
0 20,0 - 0,9 n/a*
12 20,0 10,0 2,3 n/a*
24 20,0 10,5 3,2 n/a*
36 20,0 10,7 4,6 n/a*
48 20,0 11,2 5,7 3,9

*nao avaliado

A levedura RL5 na fermentacgdo de xilose produziu 4,8 g/L de biomassa apds
as 48horas e 3,9 g/L de etanol a partir de 37 g/L de agtcar (somando todas as alimentagdes)

resultando em rendimento Y5 de 0,10 g/g.

Tabela 10. Fermentagao de glicose pela levedura RL1 em batelada alimentada com pH inicial
de 6,0, 30°C por 48horas.

Tempo de Concentragdao de Concentragdo Massa celular Produgao de
fermentacgao glicose(i) de glicose (f) etanol
Horas g/L g/L g/L g/L
0 20,0 -- 0,8 n/a*
12 20,0 10,0 2,3 n/a*
24 20,0 12,5 3,8 n/a*
36 20,0 12,4 7,12 n/a*
48 20,0 11,9 8,75 3,6

*nao avaliado

A levedura RL1 na fermentagdo de glicose produziu 8,15 g/L de biomassa
apos as 48horas e 3,6 g/L de etanol a partir de 33,2 g/L de aglicar (somando todas as

alimentagdes) resultando em rendimento Y de 0,10 g/g.

Tabela 11. Fermentacao de glicose pela levedura RLS5 em batelada alimentada com pH inicial
de 6,0, 30°C por 48horas.

Tempo de Concentrag¢do de Concentragdo Massa celular Producdo de
fermentagao glicose(i) de glicose (f) etanol
Horas g/L g/L g/L g/L
0 20,0 - 0,6 n/a*
12 20,0 10,0 2,9 n/a*
24 20,0 12,5 3,19 n/a*
36 20,0 13,0 6,2 n/a*
48 20,0 12,5 7,1 3,4

*nao avaliado



47

A levedura RL5 na fermentacdo de glicose produziu 6,5 g/ de biomassa
apos as 48horas e 3,4 g/L de etanol a partir de 32 g/ de agucar (somando todas as
alimentagdes) resultando em rendimento Y de 0,10 g/g.

Os rendimentos encontrados neste estudo estdo abaixo dos relatados na
literatura (GOMES, 1985; RUDOLF et al.,2008; MATSUSHIKA et al., 2009), porém nota-se
que de 12 em 12horas as leveduras consomem até a metade do agucar disponivel
transformando parte deste em etanol. Contudo, o presente trabalho utilizou amostras retiradas
somente apds 48horas de fermentagdo, para precisar melhor os resultados o ideal seria retirar
uma aliquota deste fermentado a cada 12horas e proceder a andlise de etanol, para saber se
este consumo do agucar ¢ direcionado para a produgao de etanol.

Ao analisar a producdo de etanol em g/L, os resultados encontrados apods
48horas de fermentagdo sdo coerentes com os relatados na literatura, apresentados por
Tantirungkig et al. (1993), com uma linhagem de Saccharomyces modificada geneticamente,
a qual produziu 2,7g/L de etanol em meio com 50g/L de xilose. Os resultados apresentados no
presente trabalho sdo satisfatorios quando comparados com os obtidos por Gong et al. (1981),
que apresentou uma Candida sp. com produgdo média de 1,52 g/L em meio com 5% de
xilose.Entretanto, na maioria dos casos, as leveduras assimiladoras de pentoses convertem
xilose em xilitol que pode ser um potencial inibidor, o que faz com que a produtividade de

etanol seja baixa (GIRIO et al.,2010).
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5.7 Fermenta¢do em processo aerdbio
5.7.1 Processo fermentativo

A fermentagdo alcoolica de xilose pelas leveduras RL1 e RL5 em processo
aerdbio foi realizada de acordo com o item 4.3.7. Os resultados estdo apresentados nas

Figuras 27 e 28. Os parametros cinéticos de fermentac¢ao estdo na Tabela 12.

Tabela 12. Dados cinéticos da fermentagdo de xilose em aerobiose pelas leveduras RL1 e
RLS.

Linhagem Etanol Y /s Py P, Y g/s Pe Rendimento
g/L g/s g/tth  g/Lh g/g g/Lh (%)
RL1 2,56 0,255 0,05 0,20 0,12 0,02 23,4%
RL5 2,48 0,305 0,06 0,20 0,12 0,02 23,4%

Para as duas linhagens RL1 e RLS5, houve consumo quase total da xilose
em 24horas. No mesmo periodo houve também produgdo de biomassa que foi estabilizando
em momentos posteriores (Figuras 27 e 28).

Quanto a producdo de etanol, as duas linhagens produziram pouco, cerca
de 2,5 g/l com rendimento (Y¢s) 0,12 g/g durante as 96horas de fermentacdo. Esses
resultados sdo inferiores aos divulgados por Silva et al. (2009) que encontraram 0,32 g/g com
a levedura Pichia stipitis NRRL Y-7124.

Outro fator que pode ter prejudicado a fermentagdo foi o excesso de
aeracao utilizado no experimento. Segundo Schneider et al. (1983), 50mL de meio de cultura
incubado a 30°C em frascos Erlenmeyer de 500 mL a 150 rpm, constitui um sistema

altamente aerado ndo permitindo a producgdo de etanol pois esta acontece somente em baixos
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niveis de oxigénio. Porém as condi¢des utilizadas neste trabalho mostraram-se 6timas para a

produgio de etanol por Pichia stipitis NRRL Y-7124 (SILVA et al., 2009).

Figura 27. Fermentacdo de xilose em aerobiose pela levedura RL1.

—

Biomassa , consumo de xilose , produgdo de etanol ==

Figura 28. Fermentacdo de xilose em aerobiose pela levedura RL5.

—

Biomassa , consumo de xilose , produgéo de etanol ==
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6. DISCUSSAO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

Na primeira parte do projeto, foram isolados, a partir das diferentes variedades
da casca de uvas (Vitis spp), diversos micro-organismos (leveduras e bactérias) capazes de
assimilar a xilose em seu metabolismo. Alguns merecem destaque como ¢ o caso das
linhagens RL1, RL5, RB3 e RB4 isoladas da uva Rubi, as linhagens TB7, TB8 ¢ TB14 da uva
Thompson e NL4, NL6, NB4, NB8 e NB11 da uva Niagara.

No teste de fermentacdo da xilose, somente duas linhagens (RL1 e RLS5
leveduras isoladas da uva Rubi) mostraram producdo de etanol com Y de 0,36g/g e 0,22g/g
e rendimento de 43% e 70% respectivamente, as demais linhagens testadas consumiram a
pentose e provavelmente direcionaram este aglicar para crescimento ou para produgdo de
outros compostos como: acidos organicos, glicerol e xilitol que sdo comuns na via metabolica
de assimilacao da xilose.

Em relacdo a variagdo da concentracao de xilose, a levedura RL1 apresentou
melhor rendimento (41%) e Y¢sde 0,21g/g com 2% de actcar, porém com 5% de agucar foi o
segundo melhor resultado com rendimento de 35%, Y5 de 0,18g/g além da maior produgdo
de etanol 6,2g/L, mostrando que esta levedura ¢ capaz fermentar 5% de xilose com bons
resultados. Para RL5 3% de xilose foi a melhor condicao testada ja4 que apresentou o melhor
resultado com rendimento 31%, Y¢sde 0,16g/g e 3,5g/L de etanol.

O teste com diferentes pH mostrou que tanto para RL1 quanto para RL5 o pH

6,0 ¢ o melhor a ser utilizado para a fermentacdo da xilose por estas leveduras, ja que os
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resultados de producdo de etanolde 3,2g/L e 2,7g/L, rendimento de 35,2% e Y5 de 018g/g
foram os melhores obtidos.

Na fermentagao de glicose e xilose, a levedura RL1 mostrou melhor resultado
na fermentagdo de xilose, com 3,1g/L de etanol e rendimento de 70,4% além do maior Y5 de
0,36g/g. A levedura RL5 também mostrou maior rendimento (43%), Y¢s de 0,22g/g na
fermentagdo de xilose e a producdo foi de 2,2g/L. de etanol. Ambas as linhagens mostraram
que seu metabolismo favorece a produgdo de etanol a partir da xilose, fato que ¢ relevante ja
que a maioria dos micro-organismos, inclusive os metabolizadores de xilose tem preferéncia
pela glicose e mostram melhores resultados a partir deste agtcar.

Na fermentagdo em batelada alimentada, a RL1 apresentou producdo de 4,3
g/L de etanol a partir da glicose (3,6%), mostrando que este processo nao ¢ melhor que a
batelada simples onde a mesma levedura produziu 3,1g/L a partir de 2% de agucar.

Na batelada alimentada com xilose a levedura RL1 produziu 3,9 g/L de etanol
a partir de 3,7% de xilose. Este resultado foi inferior ao processo de batelada simples, ja que a
levedura produziu 3,8g/L de etanol a partir de 3% de xilose.

A levedura RL5 na fermentagdo de glicose por batelada alimentada mostrou
producao de 3,6g/L a partir de 3,3% de glicose e no processo de batelada simples a producao
foi de 3,1g/L a partir de 2% de agucar, mais uma vez mostrando que o processo de batelada
alimentada nao ¢ viavel.

Na fermentacdo de xilose por batelada alimentada a levedura RLS5 mostrou
producdo de 3,4g/L de etanol a partir de 3,3% de acticar e no processo de batelada simples a
producao foi de 3,5 g/L a partir de 3% de agtcar. Para as duas linhagens (RL1 e RL5) e para
os dois agucares (glicose e xilose), o processo de batelada alimentada nao foi tdo eficiente,
sendo preterido em relagdo ao processo de batelada simples, em relagdo a concentragdo final
de etanol.

O processo fermentativo em condicdes aerdbias ndo foi mais eficiente que o
processo conduzido sob anaerobiose, ja que os resultados de rendimento (23,4%), Y de
0,12g/g e produgao de etanol de 2,56g/L para RL1 e 2,48g/L para RL5 foram mais baixos,
mostrando que para estas leveduras no processo em anaerobiose obtém-se melhores
resultados.

A Tabela 13 mostra o resumo das melhores condi¢des de fermentagdo para as

linhagens de leveduras isoladas a partir da casca de uva (Vitis spp).



Tabela 13. Condigdes 6timas de fermentagao da xilose para as linhagens RL1 e RL5

RL1 RL5
pH 6,0 6,0
Temperatura 30°C 30°C
Tempo 48horas 48horas
Concentracédo de 2% (mais usado) 3%
agucar 5% (tolera)
Processo Batelada Simples Batelada Simples

Oxigénio Anaerobiose Anaerobiose
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7. CONCLUSOES

v" As duas linhagens de leveduras isoladas da casca de uva Rubi, denominadas RL1 ¢
RLS5, mostraram boa capacidade de se desenvolver em meio com xilose como

unica fonte de carboidrato.

v As duas linhagens mostraram-se capazes de fermentar xilose produzindo etanol.

v As duas linhagens foram capazes de tolerar diferentes concentra¢des de xilose no

meio.

v As duas linhagens mostraram-se mais promissoras na fermenta¢do de xilose em

etanol do que glicose em etanol.
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Figura 29. Comportamento do crescimento celular da levedura RL1.

RL1 =*=RLIr RL1rr

Figura 30. Comportamento do crescimento celular da levedura RL5.

RL5 =*=RL5r RL5rr
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Figura 31. Curva padrao da xilose

Figura 32. Curva padrdo da glicose
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Figura 33. Curva padrdo do etanol
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Quadro 1. Massa celular, consumo de acgucar, e parametros cinéticos das linhagens de
Uva Rubi durante a fermentagao em pH 6,0, a 30°C por 48h.

Linhagem | Neubauer | ABS | Crescimento | Aclucar | Y ys Px Ps
g/L g/L a/g g/L.h | g/L.h
RLI1 1,6x10’ 0,350 0,437 12,38 0,035 0,008 0,25
RL2 1,3x107 0,327 0,436 1,41 0,287 | 0,005 | 0,02
RL3 5,0x10° 0,273 0,341 11,2 0,021 0,006 0,23
RL4 1,2x107 0,316 0,395 10,98 0,032 | 0,007 | 0,22
RL5 1,7x10’ 0,368 0,46 13,26 0,031 0,008 0,27
RL6 5,5x10° 0,289 0,361 12,29 0,026 | 0,006 0,25
RBI1 5,7x10° 0,293 0,366 10,39 0,031 | 0,006 | 0,21
RB2 6,2x10° 0,297 0,371 10,07 0,032 | 0,006 0,20
RB3 1,8x10’ 0,372 0,465 12,68 0,033 | 0,008 | 0,26
RB4 1,4x10’ 0,336 0,42 13,29 0,028 | 0,007 0,27
RB5 5,2x10° 0,277 0,346 5,6 0,054 | 0,006 | 0,11
RB6 4,5x10° 0,263 0,328 2.4 0,12 0,006 | 0,05
RB7 5,8x10° 0,292 0,365 10,32 0,031 0,006 0,21
RBS8 4,5x10° 0,285 0,356 11,22 0,029 | 0,006 | 0,23
RB9 7,0x10° 0,310 0,387 11,60 0,029 | 0,007 0,24
RBI10 7,5x10° 0,312 0,39 11,69 0,023 | 0,007 | 0,24
RB11 4,7x10° 0,296 0,37 9,0 0,036 | 0,006 0,18
RB12 6,3x10° 0,297 0,371 10,16 0,032 | 0,006 | 0,21

Quadro 2. Massa celular, consumo de agucar, e parametros cinéticos das linhagens de
Uva Thompson durante a fermentagdo em pH 6,0, a 30°C por 48h.

Linhagem | Neubauer | ABS | Crescimento | Agucar | Y ys Px Ps
g/L g/L a/g g/L.h | g/L.h
TB1 2,7x10° 0,210 0,262 10,40 | 0,023 | 0,004 0,21
TB2 2,0x10° 0,208 0,26 10,66 0,020 0,004 0,22
TB3 3,5x10° 0,256 0,32 9,92 0,028 | 0,005 0,20
TB4 1,7x10° 0,187 0,233 8,87 0,021 0,004 0,18
TBS5 3,2x10° 0,238 0,297 11,19 0,022 0,005 0,23
TB6 3,0x10° 0,228 0,285 8,58 0,028 | 0,005 0,17
TB7 3,3x10° 0,242 0,302 11,75 0,022 0,005 0,24
TBS 2,7x10° 0,212 0,265 11,89 | 0,018 | 0,004 0,24
TB9 1,2x10° 0,178 0,222 2,16 0,084 0,003 0,04
TB10 3,2x10° 0,233 0,291 11,64 0,021 0,005 0,24
TB11 2,0x10° 0,201 0,251 7,04 0,029 0,004 0,14
TB12 2,2x10° 0,209 0,261 8,31 0,026 0,004 0,17
TB13 1,7x10° 0,186 0,232 6,51 0,029 | 0,004 0,13
TB14 4,2x10° 0,282 0,352 11,34 0,027 0,006 0,23




Quadro 3. Massa celular, consumo de agucar, e parametros cinéticos das linhagens de
Uva Thompson durante a fermentagdo em pH 6,0, a 30°C por 48h.
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Linhagem | Neubauer | ABS | Crescimento | Acucar | Y ys Px Ps

g/L g/L a/g g/L.h | g/L.h
NL1 7,2x10° 0,316 0,395 9,89 0,035 | 0,007 | 0,20
NL2 6,7x10° 0,310 0,387 7,37 0,047 | 0,007 0,15
NL3 7,0x10° 0,312 0,39 11,17 0,031 | 0,007 | 0,23
NL4 9,5x10° 0,329 0,411 11,52 0,032 | 0,007 | 0,24
NL5 9,0x10° 0,325 0,406 10,64 0,034 | 0,007 0,22
NL6 8,7x10° 0,318 0,397 11,89 0,030 | 0,007 | 0,24
NB1 3,0x10° 0,228 0,285 11,19 0,021 0,005 0,23
NB2 3.2x10° 0,234 0,292 7,66 0,032 | 0,005 | 0,15
NB3 5,7x10° 0,294 0,367 11,57 0,028 | 0,006 0,24
NB4 5,0x10° 0,290 0,362 11,99 0,026 | 0,006 | 0,24
NB35 2,5x10° 0,200 0,25 9,82 0,021 | 0,004 | 0,20
NB6 4,7x10° 0,280 0,362 11,05 0,029 | 0,006 0,23
NB7 4,0x10° 0,250 0,312 10,07 0,027 | 0,005 | 0,20
NB8 5,8x10° 0,296 0,37 12,17 0,027 | 0,006 0,25
NB9 3,2x10° 0,238 0,297 9,43 0,027 | 0,005 | 0,19
NB10 2,6x10° 0,201 0,251 8,92 0,023 0,004 0,18
NBI11 6,5x10° 0,301 0,376 12,35 0,027 | 0,007 0,25
NB12 3,8x10° 0,245 0,306 10,39 0,025 | 0,005 | 0,21

Quadro 4. Concentracao de glicose, crescimento celular e produgdo de etanol durante a
fermentacgao pela levedura RL1 em pH 6,0, a 30°C por 48h.

Tempo de Concentracao de Massa celular Producéo de
fermentacao glicose etanol
Horas g/L g/L g/L
0 20,0 0,3 0,00
12 13,7 1,1 0,8
24 1,14 2.4 1,67
36 0,4 3,4 0,63
48 0,3 4,1 0,00

Quadro 5. Concentragao de glicose, crescimento celular e producao de etanol durante a
fermentagdo pela levedura RLS5 em pH 6,0, a 30°C por 48h.

Tempo de Concentracao de Massa celular Producéo de
fermentacao glicose etanol
Horas g/L g/L g/L
0 20,0 0,3 0,00
12 7,1 1,6 0,91
24 2,09 2,8 1,49
36 0,59 3,56 0,39
48 0,49 4,6 0,35




Quadro 6. Concentragao de xilose, crescimento celular e producao de etanol durante a

fermentagdo pela levedura RL1 em pH 6,0, a 30°C por 48h.
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Tempo de Concentracao de Massa celular Producéo de
fermentacao xilose etanol
Horas g/L g/L g/L
0 20,0 0,3 0,00
12 12,12 0,1 0,15
24 11,72 1,3 2,19
36 11,52 2,15 0,53
48 11,42 3,19 0,27

Quadro 7. Concentragao de xilose, crescimento celular e producao de etanol durante a

fermentagdo pela levedura RLS5 em pH 6,0, a 30°C por 48h.

Tempo de Concentracédo de Massa Celular Producao de
fermentacio xilose etanol
Horas g/L g/L g/L
0 20,0 0,29 0,00
12 11,6 0,07 0,7
24 11,51 1,4 1,2
36 11,32 2,3 0,36
48 9,82 3,6 0,00
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