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RESUMO

Formas alternativas de producdo de combustiveis estdo sendo amplamente estudadas,
entre as quais a utilizacdo da biomassa lignocelulésica para a produgéo de etanol. Para que o
processo seja Vvidvel, o microrganismo fermentador deve ser capaz de utilizar ndo apenas a
glicose, mas também os outros aglcares presentes no hidrolisado desse material, como a
xilose, presente em grande quantidade. O objetivo deste trabalho foi isolar e selecionar cepas
de leveduras com capacidade de producéo de etanol a partir de xilose. Para tanto, realizou-se
coletas de amostras de diferentes materiais no ambiente e o isolamento de cepas foi feito em
meio contendo xilose como principal fonte de carbono. Foram isoladas vinte cepas de
leveduras, pertencentes aos géneros Aureobasidium, Candida, Hanseniaspora, Issatchenkia,
Metschnikowia, Pichia e Rhodotorula, as quais, junto com mais cinco cepas (Candida
shehatae BR6-2AY e BR6-2Al, Trichosporon multisporon 1A-10, Trichosporon laibachii
1A-8 e Pichia ofunaensis 1A-14) pertencentes a cole¢éo do laboratério de microbiologia do
Centro de Estudos de Insetos Sociais do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro
foram cultivadas aerobicamente em meio nutriente basal composto de xilose ou glicose (30
g/L) como Unica fonte de carbono para avaliar a capacidade de assimilacdo desses agUcares.
As melhores assimiladoras de xilose foram avaliadas quanto & capacidade de produzir etanol
a partir de meio basal contendo xilose ou glicose (60 g/L) por meio de fermentagédo
anaerobia e, além disso, cultivos aerébicos em meio YEPD (2% peptona, 1% extrato de
levedura e 2% glicose) foram feitos sob diferentes condi¢des de temperatura e pH para
avaliar as condigdes que favoreciam o crescimento das cepas. Durante os experimentos,
amostras foram tomadas periodicamente para avaliar o consumo dos agucares redutores e do
crescimento celular. A producéo de etanol dos ensaios de fermentacéo alcodlica foi avaliada
por meio de cromatografia gasosa. Todas as cepas consumiram Xilose e glicose e quase

todas apresentaram bom desenvolvimento a 32°C e pH 5. Quatro cepas, Candida shehatae



BR6-2AY e BR6-2Al, Rhodotorula sp G10.2 e Pichia gulliermondii G1.2, foram capazes de

produzir etanol a partir de xilose com valores na ordem de 0,63 a 3,15 g/L.

PALAVRAS-CHAVE: Isolamento de Leveduras, Fermentacdo Alcodlica, Materiais

Lignoceluldsicos, Bioetanol, Xilose.



ABSTRACT

Alternatives forms of fuel production have been widely studied, including the use of
lignocellulosic biomass to ethanol production. For the process to be possible, the fermenting
microorganism must be able to utilize, beyond glucose, other sugars present in the
hydrolysate of this material, such as xylose, present in large quantity. The objective of this
research was to select yeast strains with ability to produce ethanol from xylose. The isolation
of yeast strains was carried out from vegetal material samples using medium containing
xylose as main carbon source. Twenty yeast strains isolated (of the genera Aureobasidium,
Candida, Hanseniaspora, Issatchenkia, Metschnikowia, Pichia e Rhodotorula) and five
strains (Candida shehatae BR6-2AY and BR6-2Al, Trichosporon multisporon 1A-10,
Trichosporon laibachii 1A-8 and Pichia ofunaensis 1A-14) from work collection of the
Microbiology Laboratory of Centro de Estudos de Insetos Sociais, Instituto de Biociéncias -
UNESP/Rio Claro were studied. Strains were grown aerobically in basal nutrient medium
containing glucose or xylose (30 g/L) as sole carbon source to evaluate the assimilation of
these sugars and furthermore it was evaluated their ability to produce ethanol under
anaerobic cultivations. In addition, aerobic cultivations in YEPD medium were performed
under different conditions of temperature and pH. Samples were taken periodically to
analyze the consumption of sugars and of cell growth. Ethanol production was evaluated by
gas chromatography. All strains were able to assimilate xylose and glucose and majority
showed good development at 32°C and pH 5. Four strains, Candida shehatae BR6-2AY and
BR6-2Al, Rhodotorula sp G10.2 and Pichia gulliermondii G1.2, were able to produce

ethanol from xylose with values of 0.63 to 3.15 g/L.

KEYWORDS: Isolation of Yeasts, Alcoholic Fermentation, Lignocellulosic

Materials, Bioethanol, Xylose.



1. INTRODUCAO

A crescente demanda mundial por energia criou a necessidade urgente de se buscar
novas fontes de combustiveis, principalmente aqueles cuja producéo e uso ndo agravam 0s
sérios problemas ambientais ja existentes. Residuos vegetais, como bagaco de cana-de-
acUcar, constituem matéria-prima alternativa para a producéo de etanol celulésico por se
tratar de um material amplamente disponivel, de baixo custo e gerado em grande volume
pela agroindustria.

Para uma producgdo eficiente de etanol a partir do bagago, o microrganismo
fermentador deve ser capaz de utilizar ndo apenas a glicose, mas também 0s outros agtcares
liberados pela hidrolise quimica e/ou enzimética desse material, como xilose e arabinose. A
levedura Saccharomyces cerevisiae, atualmente utilizada na producdo industrial de etanol,
ndo é capaz de fermentar pentoses como a xilose, e desse modo, torna-se necessério a
descoberta de cepas de leveduras que sejam capazes de fermentar tanto pentoses quanto
hexoses, quer seja por isolamento de novas cepas da natureza, quer seja por técnicas de
engenharia genética ou metabolica.

O presente trabalho buscou contribuir com o atual investimento em pesquisas para a
utilizagdo de biomassa lignoceluldsica na producdo de etanol, propondo o isolamento de

cepas de leveduras do meio ambiente capazes de produzir etanol a partir de xilose e glicose.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leveduras e sua importancia biotecnoldgica

10

As leveduras constituem um grupo de organismos eucarioticos pertencentes ao Reino

Fungi, sendo a maioria ascomicética. S8o caracterizadas por um crescimento vegetativo

predominantemente unicelular, embora algumas possam formar filamentos sob certas

condicBes (“yeast-like fungi”). As células de leveduras sdo geralmente esféricas, ovais ou

cilindricas e a divisdo celular geralmente ocorre por brotamento e, em poucos géneros, por

fissdo binaria. S&o muito maiores do que as células bacterianas, podendo ser distinguidas

microscopicamente destas por suas dimensdes e pela evidente presenca de estruturas

celulares internas, como o nacleo e outros sistemas de membrana (MADIGAN,;

MARTINKO; PARKER, 2004). A Figura 1 mostra esquematicamente a estrutura celular de

uma levedura.

Mitocondria

Vacuolo da gémula:

Vactiolo
Reticulo endoplasmatico
Membrana vacuolar

Granulo lipidico

Granulos de reservas

Mitocdndria

Figura 1: Representacdo esquematica de uma célula de levedura (LOURENCO, 2009)
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Habitats nos quais ha a presenca de acucares soltveis, como frutos, flores e secre¢des
de certos tecidos vegetais, sdo ideais para o crescimento de leveduras. Algumas espécies
vivem simbioticamente com animais, em especial insetos, enquanto outras sdo patogénicas
para animais e humanos (PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997).

Esse grupo de microrganismos encontra-se entre 0os mais intensamente utilizados em
indastrias. As leveduras sdo cultivadas visando a obtencéo de biomassa, para industrias de
fermentos bioldgicos, derivados de componentes celulares, como nas industrias
farmacéuticas e de suplementos alimentares, e a producdo de compostos, como o etanol. As
leveduras fermentativas vém sendo exploradas pelo homem ha& milhares de anos nos
processos fermentativos de producdo de cerveja, do vinho e do pdo, embora, somente no
século dezenove tenha sido reconhecida a natureza bioldgica dos agentes responsaveis por
estes processos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

As principais leveduras de importancia econbmica correspondem ao género
Saccharomyces, sendo que as cepas comerciais atualmente utilizadas s&o relativamente
diferentes das linhagens selvagens, visto que foram aperfeicoadas ao longo dos anos por

cuidadosa selecéo e manipulacdo genética (MUTTON; MUTTON, 2005).

2.2. Fermentagdo alcodlica
Fermentacdo é um termo genérico para a degradacdo anaerdbia de nutrientes
orgénicos a fim de obter energia, conservada na forma de Trifosfato de Adenosina (ATP),
que serd empregado na realizacdo de vérios trabalhos fisiologicos necessarios & manutencéo
da vida, tais como absorcdo, excrecdo, biossintese, crescimento e multiplicagdo. As
fermentacOes séo classificadas tanto em termo do substrato fermentado como dos produtos

de fermentagdo gerados (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).
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A glicdlise é um processo bioquimico pelo qual a maioria das formas de vida
degrada a glicose a duas moléculas de piruvato com producdo liquida de 2 ATPs, constitui-
se de uma série de reacBes que ocorrem em sequéncia ordenada, cada qual catalisada por
uma enzima especifica. Durante esse processo, duas moléculas de NAD" sdo reduzidas a
NADH. Contudo, a célula possui apenas uma pequena quantidade de NAD, e, se todo
NAD" for reduzido, a degradagdo da glicose cessard. Essa “barreira” € transposta na
fermentacéo pela oxidacdo de NADH, que origina o NAD", por meio de reagGes envolvendo
a reducdo do piruvato a algum dos Vvéarios produtos de fermentacdo (VOET, 1995).

As leveduras podem crescer eficientemente em substratos que contém aguUcar,
multiplicando-se e gerando CO, (este ultimo oriundo do ciclo do acido citrico) por via
aerdbica. Por outro lado, podem também realizar um metabolismo anaerébio, denominado
fermentacdo alcodlica, que resulta em uma pequena taxa de reproducdo, mas com produgao
de quantidades significativas de &lcool e CO, quando em presenca de elevadas
concentracdes de agUcares e/ou auséncia de O, (PHAFF et al., 1978; AMORIM; LEAO,
2005).

Na fermentacdo alcodlica o piruvato, formado a partir da glicolise, é convertido em
etanol e CO, em um processo de duas etapas. Na primeira etapa, o piruvato é descarboxilado
em uma irreversivel reacdo catalisada pela enzima piruvato descarboxilase. A piruvato
descarboxilase requer Mg?* e possui uma coenzima fortemente ligada, a tiamina pirofosfato
(derivada da vitamina B1, com o importante papel de clivar ligagdes adjacentes a um grupo
carbonil). Na segunda etapa, acetaldeido é reduzido a etanol por meio da acéo da enzima
alcool desidrogenase, com o poder de redugdo fornecido por NADH (LEHNINGER;
NELSON; COX, 2002). Etanol e CO, séo, entdo, os produtos finais da fermentacédo
alcoolica, e a equacéo global é:

Glicose + 2ADP + Pi — 2 Etanol + 2CO, + 2ATP + 2H,0
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Em termos energéticos, a respiracdo € muito mais favoravel para a levedura do que a
fermentacdo alcodlica, uma vez que na fermentacdo cada molécula de glicose produz duas
de ATP, enquanto na respiracdo fabrica 38 moléculas de ATP (CAMPBELL, 2000).

Estima-se que 5% do acucar metabolizado pela levedura sejam desviados para gerar
produtos secundérios da fermentagéo, sendo que os restantes 95% resultam no rendimento
em etanol. No entanto, industrialmente, foram constatados diversos fatores que afetam a
levedura: sdo de ordem fisica (temperatura e pressdao osmotica), quimica (pH, oxigenagédo,
nutrientes minerais e organicos, inibidores) e microbioldgica (espécie, linhagem e
concentracdo da levedura, além de contaminacdo bacteriana). Assim, de 8 a 15% do acucar
processado sdo desviados para a formacdo de glicerol, acido succinico e biomassa. O
glicerol est4d na mesma via de sintese do etanol, como um desvio, competindo com ele pela
utilizagdo do poder redutor de NADH, ja o desenvolvimento do &cido succinico é precedido
pelo piruvato e ocorre pela atividade residual de enzimas respiratdrias, quando a mitocondria
estd reprimida em anaerobiose, ocorrendo um processo oxidativo (AMORIM & LEAO
2005).

O actimulo de etanol também pode gerar maltiplos efeitos, incluindo diminui¢do da
captagdo de nutrientes e inibicdo de enzimas-chave. Em muitos casos, a inibi¢do proveniente
da acdo do etanol é exacerbada quando na presenca de outros subprodutos da fermentacéo,
como acetaldeido e acetato, e outros estresses, como temperatura (BAI; ANDERSON;

MOO-YONG, 2008).

2.3. Etanol como combustivel
A utilizacéo do etanol como fonte de energia se iniciou com 0 uso em maquinas de
combustéo interna, na Alemanha e Franga por volta de 1894 e o Brasil utiliza o etanol como

combustivel desde 1925. Com a crise do petréleo, na década de 70, o etanol passou a ser
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considerado um combustivel alternativo e a partir dos anos 80 foi adotado por muitos paises
(BALAT, 2008).

O Brasil utiliza a cana-de-agucar para a producdo de etanol enquanto os Estados
Unidos e a Europa utilizam principalmente amido de milho e de trigo e cevada,
respectivamente. Atualmente, o etanol Brasileiro é mais competitivo do que o produzido nos
Estados Unidos e na Europa devido ao processo ser rapido, facil e de baixo custo quando
comparado aos outros. Por exemplo, no melago da cana-de-aglcar, ndo h4 necessidade de
uma hidrolise prévia do substrato (sacarose), que pode ser quebrada pela levedura
responsavel pelo processo de fermentacdo. JA no caso de materiais ricos em amido, é
necessario quebrar as cadeias deste carboidrato, uma vez que a levedura Saccharomyces
cerevisiae ndo consegue utiliza-lo. Assim, grandes concentragdes de enzimas amiloliticas,
como glucoamilase e a-amilase, devem ser adicionadas ao processo a fim de realizar a
hidrdlise enzimética do amido para, enfim, obter o xarope de glicose que é convertido a
etanol pelas leveduras em processo de fermentacdo (CARDONA; SANCHES, 2007;
BALAT, 2010).

Com a crescente procura por biocombustiveis, processos alternativos de produgao
estdo surgindo. O etanol representa uma importante opgdo para a substituicdo de
combustiveis ndo renovaveis, tendo em vista tanto a possivel exaustdo dos mesmos na
natureza quanto a reducdo da emissdo de gases poluentes como CO,, SO, e NOx na
atmosfera, que contribuem para o aquecimento global e mudangas climéaticas (CARDONA;
SANCHES, 2007; ARAQUE et al, 2008).

Nos altimos anos, Varios paises tém investido em pesquisas para a utilizacdo de
biomassa lignocelulésica na producdo de etanol (etanol de 22 geragdo). O fato de muitos
materiais lignocelulésicos serem derivados de atividades agriculturais, industriais ou sobras

domeésticas, oferece altas possibilidades para a producéo de etanol em larga escala, bem
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como seu consumo global como combustivel renovavel. Entretanto, devido & complexidade
da composicéo e estrutura do material lignocelulésico, o custo de producéo acaba sendo alto
quando comparado aos processos a partir de materiais ricos em sacarose (DEMIRBAS,

2005; BALAT et al, 2008).

2.4. Composicdo e estrutura da biomassa lignocelulésica

A biomassa lignoceluldsica inclui materiais oriundos das atividades de exploragdo
agroindustrial e florestal, tais como palhas de arroz e trigo, sabugo de milho, casca de aveia,
bagaco de cana-de-agUcar, entre outros. Esses materiais possuem grande potencial de uso
como matérias-prima em processos industriais para a producdo de alimentos,
biocombustiveis, insumos quimicos, enzimas e bens de consumo diversos, pois sdo recursos
renovaveis e de alta disponibilidade (ATTFIELD; BELL, 2006).

Os materiais lignocelulésicos sdo compostos por trés grandes grupos de polimeros:
celulose, lignina e hemiceluloses. A celulose é o constituinte basico da parede celular
vegetal. Trata-se de um homopolissacarideo de ocorréncia natural composto por unidades de
D-glucose unidas por meio de ligagfes glicosidicas do tipo B-(1— 4) (B-D-glucana), que é
encontrado em todos os grupos vegetais (CAMPBELL, 2000; BALAT et al, 2008).

A celulose apresenta regifes altamente ordenadas (cristalinas) e &reas menos
ordenadas (amorfas), onde as cadeias apresentam uma orientagdo randomizada. As forcas
responsaveis pela estabilidade das regifes cristalinas sdo basicamente o resultado de um
grande nimero de ligagBes de hidrogénio inter e intramoleculares. Diversas fibrilas
elementares se associam umas com as outras formando cristalitos de celulose.
Posteriormente, quatro desses agregados cristalinos se unem através de uma monocamada de
hemicelulose, resultando na microfibrila de celulose. A celulose amorfa, devido a sua maior

7

area superficial, € mais suscetivel a hidrdlise enzimatica do que a forma ordenada ou
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cristalina. No entanto, complexos enziméticos produzidos por varios microrganismos tém se
mostrado capazes de catalisar a hidrélise de celulose, tanto cristalina quanto amorfa, em
acUcares soluveis (MARTINS, 2005).

A lignina é um polimero amorfo com estrutura tridimensional muito complexa e
baseada em trés precursores monoméricos aromaticos: os alcoois coniferilico, sinapilico e p-
cumarilico, a proporcéo desses mondmeros varia entre diferentes espécies de plantas. Esta
macromolécula orgénica estd presente na madeira em cerca de 20% a 30%, agindo como
material adesivo, como agente de enrijecimento e como barreira contra degradacéo
enzimatica e/ou microbiana da parede celular (BIDLACK; MALONE; BENSON, 1992;
MARTINS, 2005).

Hemiceluloses séo heteropolissacarideos formados por pentoses, hexoses ou acidos
urdnicos. A xilose é o maior componente da hemicelulose da 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). Outros polimeros 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) sdo encontrados fazendo parte da hemicelulose (GOMEZ, 1985; SILVA et al,
2009).

Estruturalmente, as hemiceluloses sdo mais parecidas com a celulose do que com a
lignina e sdo depositadas na parede celular em um estagio anterior a lignificacdo. Sua
estrutura apresenta ramificag0es e cadeias laterais que interagem facilmente com a celulose,
dando estabilidade e flexibilidade ao agregado (RAMOS, 2003). A Figura 2 mostra a uma

representacdo da organizacdo dos componentes da biomassa lignoceluldsica.



17

Celulose  Lignina  Hemicelulose Ligagdes-Cruzadas

Figura 2: Representacdo da organizacdo da biomassa lignoceluldsica. (adaptado de
BIDLACK; MALONE; BENSON, 1992).

2.5. Converséo da biomassa a etanol

Um processo econdmico de biomassa-etanol depende de um eficiente
aproveitamento de todo o aglcar presente nas fracbes que compdem a lignocelulose, e para
realizar a conversdo desses materiais a etanol sdo necessérias diferentes etapas, incluindo:
pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica com processos fisicos, quimicos ou fisico-
quimicos a fim de desestabilizar sua estrutura; hidrolise desse material a acUcares
fermentesciveis; fermentacdo desses acucares a etanol por microrganismos eficientes;
separacgdo do etanol por destilacéo e tratamento dos efluentes originados durante o processo
(SUN; CHENG, 2002).

Diferentes tipos de processos e reagentes podem ser utilizados no pré-tratamento,
processos mecanicos como moagem visam a diminuicdo do tamanho e a organizacdo do
complexo lignocelulésico, ja processos fisico-quimicos como explosdo por vapor, no qual
pode ser acrescentado amdnia ou CO,, permitem a separacdo das fibras com perda minima

de material — no caso da amdnia, o processo ndo libera diretamente nenhum agtcar, mas
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permite que celulose e hemicelulose sejam atacados por enzimas que os reduzem a agucares.
Entre os pré-tratamentos quimicos, tem-se a utilizagdo de &cidos, principalmente HCI ou
H,SO4, que apesar de eficientes podem ser corrosivos, além de liberar compostos toxicos; e
utilizagdo de reagentes alcalinos, principalmente NaOH, que reduz o contetdo de lignina e
hemicelulose na biomassa, aumentando a éarea de superficie, permitindo a penetracdo de
moléculas de 4gua em camadas interiores, e rompendo as ligagbes entre hemicelulose e
lignicarboidratos. Tratamentos com oz6nio removem a lignina de forma eficiente e ndo
produz residuos toxicos, no entanto, este processo requer uma grande concentragdo de
ozonio, tornando-o invidvel economicamente (SUN; CHENG, 2002; BALAT et al, 2008).
Apos o pré-tratamento, a hidrdlise pode ser realizada por meio da aplicacdo direta de
enzimas ou pela aplicagdo de microrganismos produtores das enzimas. E comum a utilizagio
de uma mistura de celulases, como endoglucanases, exoglucanases, glucosidases e
celobiohidrolases capazes de hidrolisar as cadeias de celulose. As endoglucanases atacam o
interior das cadeias de celulose de forma aleatéria, produzindo oligossacarideos, enquanto as
exoglucanases atacam as extremidades da cadeia, liberando celobiose. As glucosidases,
como a P-glucosidases, hidrolisam celobiose e outros oligossacarideos a glicose
(DEMIRBAS, 2005). As hemicelulases sdo as responsaveis por hidrolisar a fragdo
hemiceluldsica, com destaque para as enzimas do complexo xilanolitico. As xilanases
clivam porcdes internas da cadeia principal de xilana, liberando substrato para a atuagéo das
B-xilosidases, que atuam sobre oligossacarideos de xilana e sobre as extremidades ndo
redutoras da xilana (acdo exo), e sdo responsaveis pela conversdo da xilobiose a xilose
(FERREIRA FILHO, 2004). Outras enzimas como esterases, arabinofuranosidases e
glucoronidadeses hidrolisam as ligages de residuos das cadeias laterais do polimero de

xilana. Além da hidrélise enzimdtica a biomassa lignoceluldsica também pode ser
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hidrolisada por &cidos, raios gama, irradiacdo eletrdnica ou microondas (BALAT et al,
2008).

No hidrolisado lignocelulésico, diversos tipos de aglcares se encontram disponiveis,
porém, a levedura Saccharomyces cerevisiae, amplamente utilizada nos processos de
producéo de etanol, ndo € capaz de fermentar pentoses. A xilose é a mais abundante das
pentoses presentes no material lignocelulésico, e embora este aglcar possa ser fermentado
por algumas espécies de bactéria, leveduras e fungos filamentosos, a producéo de etanol a
partir desta fonte ainda € relatada como baixa (STAMBUK et al, 2003; FU et al, 2009).
Dessa forma, a busca por cepas de leveduras com melhor eficiéncia na utilizagdo de
diferentes acucares € de grande importancia para a aplicacdo em processos de producéo de
etanol. Vérios estudos de isolamento e modificagdo genética tém sido realizados visando a
obtengdo de microrganismos fermentadores de pentoses, bem como a otimizagdo do
processo de fermentagdo (GOVINDASWAMY'; VANE, 2007; FERNANDES, 2008; RAO;
BHADRA,; SHIVAIJI, 2008; VAN VLEET,; JEFFRIES, 2009; FROMANGER, 2010;
MARTIN et. al., 2010; MORAES; PEREZ; DORTA, 2010).

Diversos produtos de degradacdo, tais como o acido férmico, acético, furfural,
hidroximetilfurfural e fenois, produzidos durante o pré-tratamento e a hidrolise, podem
inibir o processo de fermentagdo e afetar rendimentos do etanol, devendo assim ser
removidos ou suavizados (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a).

Durante o processo de hidrolise &cida, pode ocorrer a formacgdo de alguns
subprodutos como acido acético, acidos formicos e levulinicos, compostos fendlicos, e
aldeidos furanos, principalmente furfural e 5- hidroximetilfurfural (MARTIN et al., 2007).
Acido acético é formado pela hidrélise do grupo acetil presente na hemicelulose e &cidos
formicos e levulinicos sdo produtos da degradacdo do agucar. A presenca de &cidos

orgénicos no meio fermentativo resulta em um aumento no consumo de ATP pela levedura.
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Nessas condicdes, parte do ATP que seria utilizado para crescimento ou fermentacdo é
desviado para manutencdo de seu pH interno (NARENDRANATH; THOMAS;
INGLEDEW, 2001). Compostos fendlicos sdo formados principalmente pela degradagdo
parcial da lignina, podem inibir a bioconversdo, inibindo a atividade enzimatica, destruindo
a integridade da membrana e afetando as suas propriedades, como a barreira seletiva
(HEIPIEPER et al., 1994). Furfural e 5-hidroximetilfurfural sdo formados pela degradacéo
de pentoses e hexoses, respectivamente, afetam os microrganismos, pois reduzem suas
atividades enzimaticas e bioldgicas, quebram o DNA e inibem a sintese de RNA e proteinas
(SANCHEZ; BAUTISTA, 1988; MODING et al., 2002).

A toxicidade dos compostos fendlicos consiste na agdo destes sobre as membranas
bioldgicas. A presenga destes compostos afeta a integridade da membrana plasmatica e
interfere na sua seletividade (DUARTE et al., 2005; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,
2000b). Pereira et. al. (2011) avaliaram a agdo inibitéria do &cido ferulico e seringaldeido
sobre o metabolismo da levedura Candida guilliermondii durante a bioconversdo de xilose
em xilitol e demonstraram que estes compostos foram capazes de afetar o metabolismo da

levedura durante o processo, principalmente com relagéo ao crescimento celular.

2.6. Metabolismo de xilose por leveduras
As leveduras, como microrganismos quimiorganotrdficos, utilizam compostos
orgénicos diversos como fonte de carbono e energia, tais como D-glucose, D-galactose, D-
xilose, glicerol, sorbitol, entre muitos outros. Contudo, as diferentes espécies apresentam
uma variagdo na habilidade de assimilagdo desses compostos, assim como na forma de
metaboliza-los, por vias respiratdrias ou fermentativas no processo de geragdo de energia a

partir dos mesmos.
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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 sdo indicadas, na
literatura, como as mais aptas a alcancar altos rendimentos de fermentac&o alcodlica a partir
de xilose. (McMILLAN, 1993; BALAT et al, 2008).

O metabolismo de xilose, em uma etapa inicial, pode ocorrer de duas formas:
microrganismos que possuem a enzima Xxilose isomerase (predominante em bactérias)
realizam a conversdo da D-xilose em D-xilulose que é facilmente convertida em xilulose-5-
fosfato. Esta entra na via Pentose-Fosfato (PPP) gerando frutose-6-fosfato, que por sua vez,
por meio da glicolise, é convertida em piruvato. Na segunda forma (predominante em
leveduras, fungos filamentosos e outros eucariotos) a D-xilose é catalisada pela xilose
redutase gerando xilitol que, por meio da xilitol desidrogenase, é convertido em xilulose-5-
fosfato, que segue também via PPP e, em seguida, via glictlise até gerar piruvato. Nas
leveduras, em auséncia de oxigénio, o piruvato é reduzido a etanol e CO, (JACKSON;
NICOLSON, 2002; JEFFRIES, 2006). A Figura 3 apresenta um mapa simplificado do
metabolismo de D-xilose.

O metabolismo de xilose em leveduras é 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 actmulo de NADP* e NADH devido a um
desequilibrio de reciclagem de co-fatores que ocorre sob condigdes de respiracéo reduzida,
provocando a inibi¢do da atividade de XDH, o que, em leveduras fermentadoras de xilose,
contribui significativamente para o aumento da formacdo de xilitol e diminuicdo da
producéo de etanol. Sob condi¢des anaerdbias, NADPH pode ser regenerado por meio de

frutose-6-P na via PPP e através das enzimas NADP-dependentes, isocitrato desidrogenase e
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aldeido desidrogenase, minimizando o acimulo de NADP®, entretanto, ndo é possivel
produzir a regeneracio de NADH a NAD" por meio da fermentac&o alcodlica e o sistema de
transferéncia de elétrons é incapaz de realizar a re-oxidacdo pela respiracdo devido aos
baixos niveis de O,. A regeneracdo de NAD" pela reacdo de XDH pode ser efetuada por
meio da reducdo de diidroxiacetona a glicerol, no entanto, a formacdo de glicerol ndo é
considerada ideal, visto que desvia o carbono da producéo de etanol (JEFFRIES, 2006;

CHU; LEE, 2007).

xilose redutase

xilose
xilose isomerase l xilitol
xilulose €=

xilitol desidrogenase
xiluloquinase ,l,

Xilulose-5-P

] |

frutose-6-P

GLICOLISE ,l,

RESPIRACAO €—— piruvato —3 FERMENTAGCAOALCOOLICA

Figura 3: Mapa simplificado do metabolismo de D-xilose em leveduras. (adaptado de
JACKSON; NICOLSON, 2002).

Considerando a nossa enorme biodiversidade, a grande quantidade de espécies
microbianas ainda ndo conhecidas e o potencial de diversificagdo metabdlica dos
microrganismos, procurou-se nesse trabalho buscar cepas de leveduras no meio ambiente
com o intuito de identificar potenciais fermentadores de xilose, fornecendo maior subsidio

para o tdo almejado sistema metabdlico eficiente de producéo de etanol a partir de pentoses.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais
O presente projeto teve por objetivos gerais a selecdo de cepas de leveduras com
potencial para aplicagdo em processos de produgdo de bioetanol, considerando-se a
capacidade de fermentar a xilose e a glicose, de modo a se aproveitar ambos os agucares do

hidrolisado de materiais lignocelulésicos.

3.2. Especificos

Os objetivos especificos do presente projeto sao:

- isolar e selecionar cepas de leveduras a partir de coleta de amostras em campo e de
“screening” em colecéo de leveduras do Centro de Estudo de Insetos Sociais, 1B, UNESP,
Rio Claro.

- avaliar a capacidade de assimilacdo de xilose e glicose pelas cepas isoladas;

-definir condigdes fisico-quimicas (pH, temperatura) que promovam melhor
crescimento das cepas;

- avaliar a capacidade de produzir etanol a partir de xilose e glicose em meio semi-

sintético
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismos

Foram utilizadas cinco cepas provenientes das colecbes do Laboratdrio de
Microbiologia do Centro de Estudos de Insetos Sociais (IB/UNESP — Rio Claro): duas
cepas, isoladas de dgua de bromélia (Vriesea sp), da espécie Candida shehatae BR6-2AY e
BR6-2Al, que possuem a caracteristica de fermentar xilose; e trés cepas isoladas de ninhos
da formiga Mycocepurus goeldii (uma formiga da tribo Attini, a qual se caracteriza por
cultivar e comer fungos), Trichosporon multisporon 1A-10, Trichosporon laibachii 1A-8
(ambas séo leveduras celuloliticas) e Pichia ofunaensis 1A-14 (capaz de fermentar glicose e
com bom crescimento em xilose, aléem de ser celulolitica). Além dessas, 20 cepas de
leveduras foram isoladas de amostras coletadas em campo e, dessa forma, um total de 25
cepas foram avaliadas.

Uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae, oriunda de fermento de panificagéo
Fleischmann®, foi utilizada no processo de producéo de etanol a partir de glicose para fins

comparativos e como controle da metodologia.

4.2. Coletas, isolamento e estoque de cepas de leveduras
O isolamento foi feito a partir de coletas de material lignoceluldsico em
decomposicéo, serrapilheiras, flores, frutos, entre outros. Aproximadamente 0,5 g de
amostra foi transferido diretamente para tubos contendo 4,0 mL de meio YEPX (2%
peptona, 1% extrato de levedura e 2% de xilose) com 1% de solugdo dos antibidticos
ampicilina e cloranfenicol (500 mg/L). No laboratorio, apds 48 horas de incubagdo a 30°C,

as amostras foram transferidas, por meio de estrias para placas de Petri, contendo 0 mesmo
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meio nutriente acrescido de agar (1,5%), e foram incubadas a 30°C. ApGs o crescimento, as
colénias foram re-inoculadas, através de semeadura por esgotamento (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004) até a obtencéo de culturas puras.

A conservagéo das culturas puras foi feita por estocagem em glicerol (15%) a -80°C.
Para tanto, pérolas de vidro, foram lavadas com &gua, em seguida com &gua destilada
adicionada de duas a trés gotas de &cido nitrico e novamente com &gua destilada. Apos
esterilizacdo em tubo de rosca, cerca de 400 pL de solugdo glicerol a 15% foram colocados
em frascos tipo Ependorf esterilizados e, em seguida, adicionado de duas algas da cultura de
levedura. As pérolas de vidro foram adicionadas a essa suspenséo de leveduras, que foram

mantidas, “overnight”, no freezer a -20°C e, entdo, transferidas para freezer a -80°C.

4.3. ldentificagéo das cepas de leveduras
As cepas de leveduras isoladas, foram identificadas por pesquisadores do Laboratério
de Microbiologia — CEIS (IB/JUNESP - Rio Claro), sob a coordena¢do do Prof. Dr.
Fernando Carlos Pagnocca, por meio de sequenciamento dos dominios D1/D2 do rDNA

(PAGNOCCA et al, 2008).

4.4. Padronizacao do indculo
Para cada cepa, apos cultivo por 24h, em 25 mL de meio YEPX, em frascos
Erlenmeyer de 125 mL, a 30°C e agitacdo de 150 rpm, diversas dilui¢des do cultivo foram
realizadas e as absorbancias determinadas a 600 nm. Paralelamente, as mesmas suspensdes
foram centrifugadas a 10000 x g, por 15 minutos, sendo o sobrenadante descartado, as
células suspendidas em agua destilada e centrifugadas novamente. O precipitado de células
foi, entdo, levado & estufa a 60°C, em ependorf de peso conhecido, até peso constante. A

partir desses dados, foi construida uma curva de calibracdo, plotando-se em gréafico os
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valores de absorbancia representando a densidade celular e de peso seco correspondentes,
obtendo-se uma equacgéo de regressdo linear. Esta equacdo foi utilizada para estimar a massa

celular a ser utilizada como inéculo.

4.5. Avaliagdo da assimilacdo de xilose e glicose

Cada cepa foi avaliada quanto ao seu potencial de utilizacdo de xilose e glicose. Para
tanto, foi feito o pré-indculo das cepas em 25 mL de meio YEPD (2% peptona, 1% extrato
de levedura e 2% de glicose) durante 24h a 30°C e agitagdo de 150 rpm. O in6culo inicial do
experimento foi padronizado em 1 g/L e o experimento foi feito em 25 mL de meio basal -
composto por KH,PO, (2,0 g/L), (NH,).SO4 (2,0 g/L), MgSO, - 7H,O (1,0 g/L), uréia (0,3
g/L), CaCl, (0,3 g/L), solucao de sais (1,0 g/L) - e xilose ou glicose (30,0 g/L) como Unica
fonte de carbono. Para este cultivo, Amostras foram tomadas a cada 24 horas para a
avaliacdo do crescimento celular e do consumo de acucar. As melhores cepas assimiladoras

de xilose foram selecionadas para o experimento de avaliagido da producéo de etanol.

4.6. Avaliagdo dos efeitos de temperatura e pH sobre o crescimento das leveduras
As cepas foram cultivadas por fermentacdo submersa em meio nutriente YEPD, com
pH inicial de 4,0 ou 5,0, em temperatura de 28, 32 e 40°C e agitagdo de 150 rpm, por 11
horas. O cultivo foi feito em frascos Erlenmeyer de 100 mL contendo 25 mL de meio.
Amostras foram tomadas em 1, 3, 5, 7, 9 e 11 horas de cultivo para a determinagdo do
crescimento celular e avaliacdo do consumo de agucares. O pré-indculo foi feito cultivando-

se cada cepa em meio YEPD liquido por 24h e o indculo inicial foi padronizado em 1 g/L.
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4.7. Avaliacgéo da producéo de etanol

Para avaliar a capacidade das cepas em produzir etanol a partir de xilose, as
leveduras foram pré-cultivadas em meio YEPD, em frascos Erlenmeyer de 125 mL, a 30°C
e agitacdo de 150 rpm, por 24 horas. Apds este periodo, aliquotas foram centrifugadas a
10000 x g por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi
inoculado (em uma concentragdo celular final de 4,0 g/L) em 6,0 mL do meio nutriente basal
(pH inicial 4) contendo xilose (60,0 g/L) e extrato de levedura (10,0 g/L), utilizando-se
frascos de penicilina de 2,5 x 5,0 cm (didmetro x comprimento), fechados com rolha de
borracha e lacrados com lacre de metal como recipiente de fermentagcdo. Nas tampas dos
frascos foram inseridas agulhas (de seringas) estéreis, contendo algoddo estéril na
extremidade exposta ao ar, para que pudessem ocorrer trocas gasosas. Os frascos foram
mantidos a 30°C, durante 120 horas, sem agitacdo. A cada 24 horas um frasco foi retirado
para andlise do crescimento celular, do consumo de agtcar e da producgdo de etanol.

A fim de tentar melhorar a producéo de etanol, outra metodologia também foi testada
para a fermentacdo alcodlica. O cultivo foi realizado em Erlenmeyers de 125 mL fechados
com vélvula prépria para fermentacdo anaerdbia, a valvula continha solucdo de
metabissulfito de sddio a 1 mg/mL para permitir a saida de CO; e evitar a entrada de O, Em
cada Erlenmeyer utilizou-se 60 mL do mesmo meio anteriormente citado, com xilose ou
glicose a 100g/L e temperatura e pH 6timos da levedura testada. A fermentacéo foi realizada
durante 120 horas sob agitacdo de 150 rpm. Os processos de amostragem e anélise foram

feitos da mesma forma descrita anteriormente.

4.8. Métodos analiticos
Para a determinagdo da massa celular durante os experimentos, amostras (2,0 mL) do

cultivo foram tomadas, em intervalos de tempo definidos e centrifugadas a 10000 x g, por 15
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minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi levado & estufa a 60°C
até peso constante.

A concentracdo de aglicares redutores foi feita pelo método do Acido
Dinitrosalicilico (DNS), como proposto por Miller (1959). Em um tubo de ensaio, foram
misturados 1,0 mL da amostra e 1,0 mL de DNS. A mistura foi levada a banho em ebuli¢édo
por 10 minutos e, em seguida, a banho de gelo para resfriar. A esta mistura adicionou-se 8,0
mL de agua destilada e a leitura da absorbancia foi feita a 540 nm. Os valores de
absorbéancia foram convertidos em mg de agUlcar redutor/mL com curvas padréo de xilose ou
glicose, a partir das quais obteve-se as equagdes:

xilose (mg/mL) = (Absorbancia a 540 nm) + 0,034 (R?=0,997)
1,36

glicose ( mg/mL) = (Absorbéancia a 540 nm) + 0,047 (R?=0,996)
0,97

A quantificagdo do etanol produzido foi realizada por cromatografia em fase gasosa
com injecé@o por head-space utilizando-se 6 mL do fermentado acondicionado em tubos de
penicilina com septo de borracha, lacrado e mantido a 40°C por 10 minutos. Com uma
seringa do tipo gas-tight de 500 puL foram coletados 100 puL da fase vapor e injetadoS no
cromatégrafo. O cromatdgrafo gasoso (HP 5890) foi equipado com um detector de ionizagdo
de chama, um injetor split/splitless e com uma coluna capilar FFAP (polietileno glicol) de
30 metros de comprimento, 0,22 mm de didmetro ¢ 0,3 pm de espessura de filme, a injecéo
foi no modo split (1:20) com fluxo do gés de arraste de 1 mL/min. As temperaturas dos
blocos de injecdo e detecgdo foi de 250°C. A quantificacdo foi realizada com curva de

calibrago construida a partir de anélises de solugdes etanol : agua em diferentes proporgdes.
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5.1. Isolamento de cepas de leveduras
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As coletas foram realizadas em é&reas urbanas (como pracas, jardins, canteiros e

terrenos baldios) da cidade de S&o José do Rio Preto-SP. Foram isoladas 20 cepas de

leveduras, coletadas de flores, folhas e frutos, em decomposicdo ou ndo. Coletas de

materiais do tipo silagens e serrapilheiras também foram feitas, porém, ndo houve

crescimento de leveduras a partir dessas amostras. A Tabela 1 apresenta as cepas isoladas e a

fonte, bem como a identificagcdo em niveis de género ou espécie.

Tabela 1: Cepas de leveduras isoladas (identificacdo e origem)

Designacdo das cepas

Identificacdo*

Material Coletado

G1l1
G1.2
G1.3
G2
G4.1
G4.2
G7.1
G7.2
G9.1
G10.1
G10.2
G111
G11.2
G13
G14
G15
G17
G18
G19
G20

Pichia kluyveri

Pichia guilliermondii
Hanseniaspora sp.
Hanseniaspora sp.
Hanseniaspora sp.

Pichia guilliermondii
Hanseniaspora sp.
Rhodotorula mucilaginosa
Hanseniaspora guilliermondii
Candida oleophila
Rhodotorula sp.
Hanseniaspora sp.
Rhodotorula mucilaginosa
Hanseniaspora sp.
Hanseniaspora sp.
Hanseniaspora sp.
Hanseniaspora sp.
Metschnikowia koreensis
Aureobasidium pullulans
Issatchenkia terricola

fruto (Anarcadiaceae)
fruto (Anarcadiaceae)
fruto (Anarcadiaceae)

flor (Leguminosae)

fruto (Rosaceae)

fruto (Rosaceae)

flor (Euphorbiaceae)

flor (Euphorbiaceae)

flor (Bignoniaceae)

folha (Asteraceae)

folha (Asteraceae)

flor (Plantaginaceae)

flor (Plantaginaceae)

fruto (Rutaceae)
inflorescéncia (Myrtaceae)
fruto (Malpighiaceae)
inflorescéncia (Rubiaceae)
flor (Amaryllidaceae)

flor (Nyctaginaceae)

fruto (Myrtaceae)

*Sequenciamento dos dominios D1/D2 do rDNA e identificacdo baseada em resultados de BLASTn (minimo
de 98% de similaridade, com referéncia em sequéncias homologas do GenBank)
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O sequenciamento e BLAST das cepas G1.3, G2, G4.1, G7.1, G11.1, G13, G14, G15
e G17, ndo permitiram chegar & identificacdo em nivel de espécie, sdo do género
Hanseniaspora. A levedura G10.2 também foi identificada apenas em nivel de género,
como Rhodotorula sp.

Segundo Fernandes (2008), as populagdes mais densas de leveduras em ambientes
naturais estdo normalmente associadas a substratos que contém aglcares e outras fontes de
carbono rapidamente assimilaveis (flores, frutos, exsudados de &arvores, etc.) e as espécies
Hanseniaspora uvarum, o seu estado anamorfico Kloeckera apiculata e Metshnikowia spp.
sdo frequentemente isoladas a partir de flores e frutos. Estas informagdes corroboram os
resultados deste trabalho, pois as cepas de levedura isoladas foram oriundas, em quase sua
totalidade, de fontes que correspondem a flores e frutos, além disso, os resultados do
processo de identificagdo mostram uma alta frequéncia do género Hanseniaspora, além da
ocorréncia de uma estirpe de Metshnikowia.

As espécies A. pullulans, C. oleophila, H. uvarum, I. terricola, M. koreensis, P.
guilliermondii, P. kluyvery, R. mucilaginosa, R. minuta, R. pallida e R. glutinis, entre outras
espécies do género Rhodotorula podem ser encontradas na literatura com resultados
positivos referentes & assimilacdo de glicose e xilose. Além disso, espécies ou géneros
encontrados nesse trabalho, como A. pullulans, C. didensi, C. shehatae, C. utilis, I. terricola,
I. orientalis, M. bicuspidata, M. chrysoperlae, M. zobellii, P. guilliermondii, P. stipitis, R.
minuta, R. mucilaginosa e R. pallida, sdo mencionadas na literatura como capazes de
produzir etanol a partir de xilose (GONG et al, 1981; TOIVOLA et al, 1984; NIGAM et al,
1985; KURTZMAN; FELL, 1998; SREENATH; JEFRIES, 2000; HONG et al, 2001,

BHADRA et al, 2008; FERNANDES, 2008; RAO; BHADRA,; SHIVAIJI, 2008).
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5.2. Avaliacéo da assimilagéo de xilose e glicose pelas cepas de leveduras

As Figuras 4, 5, 6, 7 e 8 apresentam as curvas do consumo de xilose do meio de
cultura das cepas. Das 25 cepas de leveduras analisadas, 21 consumiram Xxilose e apenas
quatro (T. multisporon 1A10 (Figura 8); Hanseniaspora sp. G15 e G17 (Figura 7); I.
terricola G20 (Figura 7)) apresentaram baixo consumo desse aclcar. As melhores
assimiladoras de xilose foram Candida shehatae BR6-2AY e BR6-2Al (Figura 8), que
utilizaram toda a xilose em 24h de cultivo, seguidas de P. ofunaensis 1A14 (Figura 8) e P.
guilliermondii G1.2 (Figura 4), que levaram 48h para exaurir a xilose do meio. P.
guilliermondii G4.2 (Figura 5) consumiu todo o agucar em 72h e M. koreensis G18 (Figura
7) assimilou a xilose em 120h de cultivo.

As cepas R. mucilaginosa G7.2 (Figura 5), T. laibachii (Figura 8), Rhodotorula sp.
G10.2 (Figura 6) e Hanseniaspora sp. G4.1 e G7.1 (Figura 4) utilizaram entre 78% e 98%
da xilose em 120h, enquanto o restante das cepas apresentou um consumo mediano (entre 25
e 70 %).

Comparando as curvas de crescimento celular com as de consumo de xilose percebe-
se que, na maior parte, as cepas que apresentaram maior assimilacdo de xilose também
apresentaram maior crescimento celular, no entanto aquelas que apresentaram um répido
consumo do aglcar, como as cepas de C. shehatae (Figura 8), apresentaram um menor
crescimento. Esse dado sugere que esse aglcar ndo foi totalmente direcionado para o
crescimento celular, possivelmente, tenha ocorrido a produgdo de algum metabolito
secretivel. A leveduras que apresentaram maior crescimento foram T. laibachii 1A8 (Figura
8) que ndo consumiu toda a xilose em 120h e R. mucilaginosa G7.2 (Figura 5) que levou
120h para exaurir a xilose do meio.

A Tabela 2 apresenta um resumo do consumo de xilose e crescimento celular

realizado pelas cepas.
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Figura 4: Assimilacdo de xilose (a) e crescimento celular (b) pelas cepas P. kluyveri G1.1
(-m-), P. guilliermondii G1.2 (-e-), Hanseniasppora sp. G1.3 (- A-), Hanseniaspora sp. G2
(-#-) e Hanseniaspora sp. G4.1 (-x-) em experimento realizado em meio basal contendo
xilose a 30 g/L, temperatura de 30°C e agitacéo de 150 rpm, com inéculo inicial de 1 g/L.
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Figura 5: Assimilagéo de xilose (a) e crescimento celular (b) pelas cepas P. guilliermondii
G4.2 (-m-), Hanseniaspora sp.G7.1 (-e-), R. mucilaginosa G7.2 (-A-), H. guilliermondii
G9.1 (-#-) e Candida oleophila G10.1 (-%-) em experimento realizado em meio basal

contendo xilose a 30 g/L, temperatura de 30°C e agitagdo de 150 rpm, com indculo inicial de
1g/L.
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Figura 6: Assimilacdo de xilose (a) e crescimento celular (b) pelas cepas Rhodotorula
sp.G10.2 (-m-), Hanseniaspora sp. G11.1 (-e-), R. mucilaginosa G11.2 (-A-),
Hanseniaspora sp. G13 (-#-) e Hanseniaspora sp. G14 (- *-) em experimento realizado em

meio basal contendo xilose a 30 g/L, temperatura de 30°C e agitagdo de 150 rpm, com
indculo inicial de 1 g/L.
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Figura 7: Assimilacéo de xilose (a) e crescimento celular (b) pelas cepas Hanseniaspora sp.

G15 (-m-), Hanseniaspora sp G17 (-e-), M. koreensis G18 (- A-), A. pullulans G19 (-#-) e I.
terricola G20 (-*-) em experimento realizado em meio basal contendo xilose a 30 g/L,
temperatura de 30°C e agitacdo de 150 rpm, com in6culo inicial de 1 g/L.
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Figura 8: Assimilacdo de xilose (a) e crescimento celular (b) pelas cepas T. laibachii 1A8
(-m-), P. ofunaensis 1A14 (-e-), C. shehatae BR6-2AY (-[1-), C. shehatae BR6-2AI(- *-) e
T. multisporon 1A10 (-*-) em experimento realizado em meio basal contendo xilose a 30
g/L, temperatura de 30°C e agitacdo de 150 rpm, com indculo inicial de 1 g/L.
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Tabela 2: Consumo de xilose e crescimento das cepas em experimento realizado em meio basal
contendo xilose a 30 g/L, temperatura de 30°C e agitagdo de 150 rpm, com indculo inicial de 1 g/L.

Leveduras

Consumo maximo
de Xilose

(mg/mL)  Tempo

Producao maxima
de massa celular

(mg/mL)  Tempo

Rendimento de
crescimento

(g massa cel./g
xil. consumida)

P. kluyveri G1.1

P. guilliermondii G1.2
Hanseniaspora sp. G1.3
Hanseniaspora sp. G2
Hanseniaspora sp. G4.1
P. guilliermondii G4.2
Hanseniaspora sp. G7.1
R. mucilaginosa G7.2
H. guilliermondii G9.1
C. oleophila G10.1
Rhodotorula sp. G10.2
Hanseniaspora sp. G11.1
R. mucilaginosa G11.2
Hanseniaspora sp. G13
Hanseniaspora sp. G14
Hanseniaspora sp. G15
Hanseniaspora sp. G17
M. koreensis G18

A. pullulans G19

. terricola G20

C. shehatae BR6-2AY
C. shehatae BR6-2Al

T. multisporon 1A-10

T. laibachii 1A-8

P. ofunaensis 1A-14

20,5 120h
30,0 72h
19,4 120h
10,2 120h
23,0 120h
30,0 72h
23,9 120h
29,4 120h
7,6 120h
30,0 96h
27,8 120h
7,6 120h
17,3 120h
10,4 120h
9,9 120h
3,5 120h
5,4 120h
30,0 120h
9,9 120h
51 120h
30,0 24h
30,0 24h
54 120h
25,6 96h
30,0 72h

7,2 120h
10,8 120h
3,7 72h
5,6 48h
8,2 120h
10,6 120h
8,1 120h
115 120h
2,6 96h
8,2 120h
8,1 120h
3,5 120h
6,7 120h
2,7 72h
2,0 120h
2,2 96h
2,8 48h
6,7 96h
9,7 120h
5,0 96h
71 72h
7,5 72h
5,2 72h
12,1 96h
10,7 96h

0,3
0,3
0,2
0,5
0,3
0,3
0,3
0,4
0,3
0,3
0,3
0,5
0,4
0,2
0,2
0,6
0,5
0,2
0,9
0,9
0,2
0,2
0,9
0,4
0,3

As cepas isoladas também foram avaliadas com relagdo ao consumo de glicose para

fins comparativos e esses dados estdo mostrados nas Figuras 9, 10, 11 e 12. As leveduras P.

guilliermondii G4.2 (Figura 10) e M. koreensis G18 (Figural2) consumiram todo o agucar

em 24h de cultivo e as cepas P. kluyveri G1.1 (Figura 9), P. guilliermondii G1.2 (Figura 9),

C. oleophila G10.1 (Figura 10) e I. terricola G20 (Figura 12) levaram 48h para assimilar

toda a glicose do meio. Hanseniaspora sp. G11.1 (Figura 11) exauriu a glicose em 96h e

Hanseniaspora sp. G2 (Figura 9) em 120h. Aquelas que apresentaram menor consumo

foram as cepas de Hanseniaspora sp. G17 e G15 (ambas na Figura 12), que assimilaram

cerca de 20%. As outras cepas apresentaram um consumo entre 40 e 90% durante as 120h de

cultivo em glicose.



38

Glicose mg/mL

0O 24 48 72 96 120

b)

P
N A
" 1 " 1

Massa celular (mg/mL)

O I T T T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120

Tempo de cultivo em glicose (h)

Figura 9: Assimilacéo de glicose (a) e crescimento celular (b) pelas cepas P. kluyveri G1.1
(-m-), P. guilliermondii G1.2 (-e-), Hanseniasppora sp. G1.3 (- A-), Hanseniaspora sp. G2
(-#-) e Hanseniaspora sp. G4.1 (-x-) em experimento realizado em meio basal contendo
glicose a 30 g/L, temperatura de 30°C e agitagdo de 150 rpm, com indculo inicial de 1 g/L.
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Figura 10: Assimilacdo de glicose (a) e crescimento celular (b) pelas cepas P.
guilliermondii G4.2 (-m-), Hanseniaspora sp.G7.1 (-e-), R. mucilaginosa G7.2 (-A-), H.
guilliermondii G9.1 (-#-) e Candida oleophila G10.1 (-*-) em experimento realizado em

meio basal contendo glicose a 30 g/L, temperatura de 30°C e agitagdo de 150 rpm, com
indculo inicial de 1 g/L.
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Figura 11: Assimilagdo de glicose (a) e crescimento celular (b) pelas cepas Rhodotorula
sp.G10.2 (-m-), Hanseniaspora sp. G11.1 (-e-), R. mucilaginosa G11.2 (-A-),
Hanseniaspora sp. G13 (-#-) e Hanseniaspora sp. G14 (- *-) em experimento realizado em

meio basal contendo glicose a 30 g/L, temperatura de 30°C e agitagdo de 150 rpm, com
indculo inicial de 1 g/L.
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Figura 12: Assimilacéo de glicose (a) e crescimento celular (b) pelas cepas Hanseniaspora

sp. G15 (-m-), Hanseniaspora sp G17 (-e-), M. koreensis G18 (- A-), A. pullulans G19 (-¢-)
e |. terricola G20(- *-) em experimento realizado em meio basal contendo glicose a 30 g/L,
temperatura de 30°C e agitacdo de 150 rpm, com in6culo inicial de 1 g/L.
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A levedura que mais cresceu foi R. mucilaginosa G11.2, que atingiu 10,9 mg/mL de
massa celular, seguida por Rhodotorula sp. G10.2 (Figura 11) com 10,0 mg/mL.
Hanseniaspora sp. G1.3 e G17 e H. guilliermondii G9.1 atingiram cerca de 4 mg/mL e as
que menos cresceram foram as cepas de Hanseniaspora sp. G14 (Figura 11) e G15 (Figura
12) ambas com 2,6 mg/mL. As outras cepas apresentaram crescimento entre 5 e 9 mg/mL.

A Tabela 3 mostra um resumo do consumo e crescimento das cepas durante 0S
cultivos em glicose. Comparando os dados observa-se que as leveduras que consumiram
mais rapidamente o agucar (P. guilliermondii G4.2 e M. koreensis G18 ) tiveram um
crescimento de cerca de 6 mg/mL, enquanto R. mucilaginosa G11.2, a que mais cresceu teve
um consumo de 98% em 120h. De um modo geral, aquelas que consumiram acima de 70%
do agucar tiveram crescimento acima de 5 mg/mL e as que consumiram até cerca de 40%

apresentaram os menores valores de crescimento celular.

Tabela 3: Consumo de glicose e crescimento das cepas em experimento realizado em meio basal
contendo glicose a 30 g/L, temperatura de 30°C e agitacdo de 150 rpm, com indculo inicial de 1g/L.

Leveduras Consumo maximo Producdo maxima de Rendimentos de
de Glicose massa celular crescimento
(g massa cel./g de
(mg/mL) Tempo | (mg/mL) Tempo glicose consumida)
P. kluyveri G1.1 30,0 48h 79 48h 0,3
P. guilliermondii G1.2 30,0 48h 7,6 120h 0,2
Hanseniaspora sp. G1.3 17,4 120h 4.4 48h 0,2
Hanseniaspora sp. G2 30,0 120h 8,5 96h 0,3
Hanseniaspora sp. G4.1 14,9 120h 5,8 120h 0,4
P. guilliermondii G4.2 30,0 24h 6,3 24h 0,2
Hanseniaspora sp. G7.1 21,1 120h 9,2 120h 0,4
R. mucilaginosa G7.2 24,4 120h 9,5 120h 0,4
H. guilliermondii G9.1 12,2 120h 3,6 24h 0,3
C. oleophila G10.1 30,0 48h 6,6 120h 0,2
Rhodotorula sp. G10.2 27,1 120h 10,0 120h 0,4
Hanseniaspora sp. G11.1 30,0 96h 10,6 120h 0,3
R. mucilaginosa G11.2 29,4 120h 10,9 120h 0,4
Hanseniaspora sp. G13 15,6 120h 5,2 120h 0,3
Hanseniaspora sp. G14 11,7 120h 2,6 24h 0,2
Hanseniaspora sp. G15 8,1 120h 2,6 24h 0,3
Hanseniaspora sp. G17 7,8 120h 4,0 120h 0,5
M. koreensis G18 30,0 24h 6,6 120h 0,2
A. pullulans G19 26,0 120h 9,0 96h 0,3
l. terricola G20 30,0 48h 8,4 48h 0,2
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Na Tabela 4 observamos uma comparacéo entre os consumos de xilose e glicose das
cepas. As leveduras que consumiram bem tanto xilose quanto glicose foram Pichia
guilliermondii G1.2 e G4.2, Candida oleophila G10.1, e Metschnikowia koreensis G18
(Tabelas 2 e 3). As leveduras de Hanseniaspora sp .G1.3 e G7.1, bem como Rhodotorula
sp.G10.2 também apresentaram consumo parecido de xilose e glicose, porém foi um
consumo mediano (entre 50 e 90%). As cepas de Hanseniaspora sp. G4.1 e G17 e a cepa
Rhodotorula mucilaginosa G7.2 alcangaram maior consumo de xilose do que de glicose, por
outro lado, Pichia kluyveri G1.1, Hanseniaspora sp.G2 e G11.1, R. mucilaginosa G11.2,
Aureobasidium pullulans G19 e Issatchenkia terricola G20 assimilaram mais glicose do que
xilose. As cepas de Hanseniaspora sp. G9.1, G13, G14, G15 e G17 foram fracas
assimiladoras tanto de xilose quanto de glicose, indicando que as condigdes experimentais

para essas cepas devem ser revistas.

Tabela 4: Comparacéo entre os consumos de xilose e glicose

Leveduras Consumo méximo de Consumo méximo
Xilose de glicose
(%) Tempo (%) Tempo
P. kluyveri G1.1 68 120h 100 48h
P. guilliermondii G1.2 100 72h 100 48h
Hanseniaspora sp. G1.3 64 120h 58 120h
Hanseniaspora sp. G2 34 120h 100 120h
Hanseniaspora sp. G4.1 78 120h 49 120h
P. guilliermondii G4.2 100 72h 100 24h
Hanseniaspora sp. G7.1 79 120h 70 120h
R. mucilaginosa G7.2 98 120h 81 120h
H. guilliermondii G9.1 25 120h 40 120h
C. oleophila G10.1 100 96h 100 48h
Rhodotorula sp. G10.2 92 120h 90 120h
Hanseniaspora sp. G11.1 25 120h 100 96h
R. mucilaginosa G11.2 57 120h 98 120h
Hanseniaspora sp. G13 34 120h 52 120h
Hanseniaspora sp. G14 33 120h 39 120h
Hanseniaspora sp. G15 11 120h 27 120h
Hanseniaspora sp. G17 18 120h 26 120h
M. koreensis G18 100 120h 100 24h
A. pullulans G19 33 120h 86 120h
. terricola G20 16 120h 100 48h
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Muitas espécies pertencentes aos géneros Candida, Metschnikowia, Pichia,
Rhodotorula e Trichosporon sdo facilmente encontrados na literatura como assimiladoras de
xilose e glicose (GONG et al, 1981; TOIVOLA et al, 1984; KURTZMAN; FELL, 1998;
RAO; BHADRA; SHIVAII, 2008).

A espécie “yest-like fungi” A. pulluluans é definida como assimiladora de glicose e
xilose, porém ndo fermenta glicose. Além disso, é mencionada como responsavel por alta
atividade de xilanases (KURTZMAN; FELL, 1998; BHADRA et al, 2008).

O género Hanseniaspora e a espécie Issatchenkia terricola sdo fermentadores de
glicose, mas existem informagdes variadas com relacdo a assimilagdo de xilose por essas

leveduras (KURTZMAN; FELL, 1998; NIGAM et al, 1985; FERNANDES, 2008).

5.3. Avaliacdo da capacidade de fermentac&o alcodlica a partir de xilose.

A partir dos resultados dos experimentos de assimilagédo de xilose, as estirpes que
melhor assimilaram o agucar foram escolhidas para a realizacdo de ensaios de fermentagdo
alcodlica. As cepas selecionadas foram C. shehatae BR6-2AY e BR6-2Al, P. ofunaensis
1A-14, P. guilliermondii G1.2 e G4.2, Hanseniaspora sp. G4.1, R. mucilaginosa G7.2 e
G11.2, C. oleophila, G10.1, Rhodotorula sp. G10.2 e M. koreensis G18. Esses primeiros
testes de fermentagdo alcodlica foram realizados com a primeira metodologia descrita no
item 4.7, no qual a fermentacéo ocorreu em tubos de penicilina.

Das cepas avaliadas apenas C. shehatae BR6-2AY e BR6-2Al, P. guilliermondii
G1.2 e Rhodotorula sp. G10.2 apresentaram producéo de etanol e as curvas do consumo de
xilose, crescimento e producdo de etanol destas cepas sdo mostradas na Figura 13. A estirpe
C. shehatae BR6-2Al produziu 1,9 g de etanol/L de meio (Figura 13c), enquanto BR6-2Al
apresentou a produgdo de 1,4 g/L. Rhodotorula sp. G10.2 gerou 1,3 g/L. A cepa P.

guilliermondii G1.2 foi a que demonstrou menor producéo de etanol (0,63 g/L).
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Durante esses primeiros testes de fermentacdo anaerdbia (ensaios de fermentagdo
alcodlica) as cepas apresentaram um consumo de acucar menor do que durante a
fermentacéo aerdbia (ensaios de assimilagdo). Durante as 120h de fermentacéo, as cepas C.
shehatae BR6-2AY e BR6-2Al consumiram 28 e 33% da xilose, respectivamente (Figura
13a). P. guilliermondii G1.2 foi a que menos consumiu o agucar, apenas 15% e Rhodotorula
sp. G10.2 consumiu 20 %.

Com relagdo ao crescimento (Figura 13b), a que alcangou maior desenvolvimento de
massa celular foi P. guilliermondii G1.2 (13,4 mg/mL), seguida de C. shehatae BR6-2AY e
BR6-2Al, com cerca de 10 mg/mL de massa celular. Rhodotorula sp. G10.2 foi a que
apresentou menor crescimento celular, atingiu 8,45 mg/mL de massa celular.

A cepa P. guilliermondii G1.2 alcangou maior rendimento tanto para etanol quanto
para crescimento e a levedura C. shehatae BR6-2Al atingiu 0 menor valor de rendimento
também para etanol e crescimento. O pico de rendimento de etanol das cepas de C. shehatae
aconteceu em 48h de fermentacéo, para P. guilliermondii G1.2 o pico foi em 24h e para
Rhodotorula sp. G10.2 o pico de rendimento ocorreu mais tarde, em 72h de cultivo.

Os dados da Tabela 5 mostram uma clara correlagéo entre os parametros producéo de
etanol, consumo de xilose e produgdo de biomassa. A levedura C. shehatae BR6-2AY
chegou a transformar 17% do acucar consumido em etanol e apresentou crescimento
razoavel, enquanto a cepa BR6-2Al chegou a um méaximo de 9%. P. guilliermondii G1.2
atingiu 22% de transformagdo de xilose em etanol e maior crescimento observado, ja
Rhodotorula sp. G10.2 alcangou um maximo de 12%.

As quatro cepas tiveram os maiores rendimentos de crescimento nas primeiras 24h
de fermentacdo, apds isso, o rendimento de crescimento caiu para todas, talvez devido a

diminuicdo do oxigénio que pudesse estar presente no meio.
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Figura 13: Assimilagéo de xilose (a), crescimento celular (b) e producéo de etanol (c) pelas
cepas C. shehatae BR6-2Al (-m-) e BR6-2AY (-e-), P. guilliermondii G1.2 (-A-) e
Rhodotorula sp. G10.2 (-%-) durante os primeiros ensaios de fermentacdo alcodlica
realizados em meio basal contendo xilose a 60 g/L, extrato de levedura a 10 g/L, inéculo
inicial a 4 g/L e temperatura de 30°C, sem agitag&o.
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Tabela 5: Consumo de xilose, produgdo de etanol e rendimento de etanol por xilose consumida
durante os ensaios de fermentacdo alcodlica realizados em meio basal contendo xilose a 60 g/L,
extrato de levedura a 10 g/L, inoculo inicial a 4 g/L e temperatura de 30°C, sem agitacao.

Rendimento Rendimento
Tempo de XiIos«_e Etanol etanol crescimento

Cepas amostragem - consumida (g etanol/g xilose (g massa celular/g

(h) (o/L) (o/L) consumida) xilose consumida)
C. shehatae 24 51 0,5 0,09 0,9
BR6-2AY 48 6,1 1,0 0,17 1,0
72 10,6 13 0,12 0,5
96 12,2 13 0,11 0,5
120 17,0 1,8 0,11 0,3
C. shehatae 24 9,1 0,3 0,04 0,4
BR6-2Al 48 11,6 1,0 0,09 0,3
72 22,9 1,2 0,05 0,2
96 26,5 1,4 0,05 0,2
120 26,9 1,4 0,05 0,1
P. guilliermondii 24 1,9 0,4 0,22 2,5
G1.2 48 3,5 0,5 0,14 19
72 57 0,5 0,09 1,4
96 7,2 0,6 0,08 13
120 9,3 0,6 0,07 0,9
Rhodotorula sp. 24 55 0,2 0,04 0,6
G10.2 48 6,8 0,6 0,10 0,5
72 7,8 0,9 0,12 0,5
96 10,3 1,1 0,11 0,4
120 12,7 1,2 0,10 0,3

A Figura 14 apresenta as curvas de assimilagcdo de xilose e crescimento celular

realizado pelas cepas que ndo produziram etanol durante os ensaios de fermentag&o

alcodlica. Apesar de ndo gerar etanol as leveduras consumiram xilose, a cepa Pichia

guilliermondii G4.2 foi a que mais assimilou o aglcar do meio (24%), seguida de

Hanseniaspora sp. G4.1 (22%) e Candida oleophila G10.1 (18%).

As cepas de Rhodotorula mucilaginosa G7.2 e G11.2 consumiram cerca de 10% da

xilose, ja Metschnikowia koreensis G18 e Pichia ofunaensis 1A-14 foram as que menos

assimilaram xilose, 4 e 1% respectivamente.
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Figura 14: Consumo de xilose (a) e crescimento celular (b) de Pichia ofunaensis 1A-14
(—®), Hanseniaspora sp. G4.1 (—e-), Pichia guilliermondii G4.2 ( —&), Rhodotorula
mucilaginosa G7.2 ( —%), Candida oleophila G10.1 ( —¥—), Rhodotorula mucilaginosa
G11.2 (—3) e Metschnikowia koreensis G18 (——) durante os ensaios de fermentacéo
alcodlica realizados em meio basal contendo xilose a 60 g/L, extrato de levedura a 10 g/L,
indculo inicial a 4 g/L e temperatura de 30°C, sem agitacdo (estas cepas ndo apresentaram
producdo de etanol).
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O crescimento foi proporcional ao consumo, ou seja, as cepas que consumiram mais
também cresceram mais, sendo assim, Pichia guilliermondii G4.2 foi a que mais se
desenvolveu (9,5 mg/mL) e Pichia ofunaensis 1A-14 a que alcangou menor valor de massa
celular (5,9 mg/mL).

As cepas ndo produtoras etanol que mais assimilaram a xilose apresentaram um
consumo semelhante ao das que produziram etanol, além disso, os rendimentos de
crescimento encontrados entre as cepas que produziram e ndo produziram etanol séo
proximos, ao redor de 0,3-1,9 g/g. Talvez essas cepas tenham gerado produtos secundérios
que nao foram quantificados neste trabalho, como xilitol, glicerol e acido acético, ou talvez
as leveduras realmente tenham utilizado o acUcar aerobicamente, resultando em
desenvolvimento celular.

Nesse trabalho, as leveduras com capacidade de produzir etanol a partir de xilose séo
dos géneros Candida, Pichia e Rhodotorula. Outros trabalhos podem ser encontrados na
literatura mencionando leveduras fermentadoras de xilose pertencentes a esses mesmos
géneros, entretanto, espécies pertencentes a Metschnikowia, Issatchenkia e Aureobasidium
também sdo mencionadas por sua habilidade de produzir etanol a partir de xilose (GONG et
al, 1981; TOIVOLA et al, 1984; NIGAM et al, 1985; SREENATH; JEFFRIES, 2000; RAO;
BHADRA,; SHIVAJI, 2008). Nigam et al (1985) relatam cepas de Aureobasidium pullulans
que produziram até 4 g/L de etanol a partir de meio contendo 2% de xilose e 0,5% de extrato

de levedura, além de cepas de Issatchenkia terricola com producdes abaixo de 1 g/L.

5.4. Avaliacdo das condicdes fisico-quimicas sobre crescimento das cepas isoladas
As condicdes fisico-quimicas do meio de crescimento das leveduras foram avaliadas
para as cepas que apresentaram melhor consumo de xilose. Foram escolhidas as cepas que

apresentaram acima de 50% de consumo da xilose em 120h de cultivo dos experimentos em
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condicGes aerdbias com o acucar (Tabela 2). Dessa forma, as cepas escolhidas foram Pichia
kluyveri G1.1, Pichia guilliermondii G1.2, Hanseniaspora sp. G1.3, Hanseniaspora sp.
G4.1, Pichia guilliermondii G4.2, Hanseniaspora sp G7.1, Rhodotorula mucilaginosa G7.2,
Candida oleophila G10.1, Rhodotorula sp. G10.2, Rhodotorula mucilaginosa G11.2,
Metschnikowia koreensis G18. Além dessas cepas 0 experimento também foi feito com
Candida shehatae BR6-2AY a fim de tentar melhorar as condigdes experimentais de
fermentacéo alcodlica.

Os resultados desse experimento se encontram nas Figuras 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24 e 25 e 26 com as curvas de assimilacdo de acucar e crescimento para cada
levedura em cultivos de 28, 32 e 40°CepH 4 eb5.

Quase todas as leveduras consumiram bem a glicose a 32°C e pH 5, com excecédo a
Rhodotorula sp. G10.2 (Figura 23), que mostrou preferéncia por pH 4 e as Rhodotorula
mucilaginosa G7.2 (Figura 21) e G11.2 (Figura 24) que consumiram todo o aglcar apenas
em temperatura de 40°C.

A levedura Pichia kluyveri G1.1 (Figura 15) consumiu bem a glicose em todas as
temperaturas e pHs, mas mostrou preferéncia pela faixa de 32-40°C e pH 5, enquanto Pichia
guilliermondii G1.2 (Figura 16) foi mais eficiente em 40°C e pH 5.

Hanseniaspora sp. G4.1 (Figura 18), Candida oleophila G10.1 (Figura 22) e
Metschnikowia koreensis G18 (Figura 25) assimilaram melhor a glicose a 32°C e se
mostraram indiferentes ao pH (4 a 5), além disso, Hanseniaspora sp. G4.1 e Metschnikowia
koreensis G18 tambeém consumiram bem o agucar a 28°C. As cepas Pichia guilliermondii
G4.2 (Figura 19) e Rhodotorula mucilaginosa G7.2 (Figura 21) e G11.2 (Figura24) também
se mostraram indiferentes ao pH, porém preferiram o cultivo a 40°C e Pichia guilliermondii

G4.2 se mostrou eficaz tambhém a 32°C.
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Figura 15: Consumo de glicose (a) e crescimento celular (b) de Pichia kluyveri G1.1 sob
diferentes condicdes de cultivo: 28 °C (—#—; —-) 32°C (—4&—; ) 40°C (-e; —O-),
sendo que simbolos sélidos correspondem a pH 4 (—#—; —&—;-e-) e simbolos abertos
(—O—; ;=) a pH 5. Experimento realizado com meio YEPD, indculo inicial de 1
g/L e agitacdo de 150 rpm.
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Figura 16: Consumo de glicose (a) e crescimento celular (b) de Pichia guilliermondii G1.2
sob diferentes condigdes de cultivo: 28 °C (—#—; —1-) 32°C (—4&—; —/~)40°C (-e;
—(C~), sendo que simbolos solidos correspondem a pH 4 (—#—; —&—; -e-) e simbolos
abertos (—3—; =—; —0—) a pH 5. Experimento realizado com meio YEPD, inéculo inicial
de 1 g/L e agitacdo de 150 rpm.
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Figura 17: Consumo de glicose (a) e crescimento celular (b) de Hanseniaspora sp. G1.3 sob
diferentes condicdes de cultivo: 28 °C (—#—; —{1—) 32°C (—&—; )40 °C (-&; —O-),
sendo que simbolos sélidos correspondem a pH 4 (—#—; —&—;-e-) e simbolos abertos
(—40—; —~; =) a pH 5. Experimento realizado com meio YEPD, indculo inicial de 1
g/L e agitacdo de 150 rpm.
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Figura 18: Consumo de glicose (a) e crescimento celular (b) de Hanseniaspora sp. G4.1 sob
diferentes condicdes de cultivo: 28 °C (—#—; ——) 32°C (—&—; )40 °C (-&; —O-),
sendo que simbolos sélidos correspondem a pH 4 (—®-; —&—;-e-) e simbolos abertos
(—O-;-; =C-) a pH 5. Experimento realizado com meio YEPD, indculo inicial de 1
g/L e agitacdo de 150 rpm.
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Figura 19: Consumo de glicose (a) e crescimento celular (b) de Pichia guilliermondii. G4.2
sob diferentes condigdes de cultivo: 28 °C (—#—; —-) 32°C (—&—; —/~)40°C (-e;
—C—), sendo que simbolos solidos correspondem a pH 4 (—#-; —&—; -#-) e simbolos
abertos (—3—; ——; —0O—) a pH 5. Experimento realizado com meio YEPD, inéculo inicial
de 1 g/L e agitacdo de 150 rpm.
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Figura 20: Consumo de glicose (a) e crescimento celular (b) de Hanseniaspora sp. G7.1 sob
diferentes condicdes de cultivo: 28 °C (—#—; —1-) 32°C (—4&—; ) 40°C (-e-; —O-),
sendo que simbolos sélidos correspondem a pH 4 (—#—; —&—;-e-) e simbolos abertos
(——; —~; =) a pH 5. Experimento realizado com meio YEPD, indculo inicial de 1
g/L e agitacdo de 150 rpm
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Figura 21: Consumo de glicose (a) e crescimento celular (b) de Rhodotorula mucilaginosa.
G7.2 sob diferentes condigdes de cultivo: 28 °C (—#—; —{1-) 32°C (—&—; —) 40 °C
(—e; —C-), sendo que simbolos sélidos correspondem a pH 4 (-8 A -e-) ¢
simbolos abertos (———; —"—; —C—) a pH 5. Experimento realizado com meio YEPD,
indculo inicial de 1 g/L e agitacdo de 150 rpm
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Figura 22: Consumo de glicose (a) e crescimento celular (b) de Candida oleophila. G10.1
sob diferentes condigdes de cultivo: 28 °C (—#—; —1-) 32°C (—4&—; —/~)40°C (-e;
—(C~), sendo que simbolos solidos correspondem a pH 4 (—#—; —&—; -e-) e simbolos
abertos (—3—; =—; —0—) a pH 5. Experimento realizado com meio YEPD, inéculo inicial
de 1 g/L e agitacdo de 150 rpm
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Figura 23: Consumo de glicose (a) e crescimento celular (b) de Rhodotorula sp. G10.2 sob
diferentes condigdes de cultivo: 28 °C (—#—; —1-) 32°C (—4&—; ) 40°C (-e-; —O-),
sendo que simbolos sélidos correspondem a pH 4 (—#—; —&—;-e-) e simbolos abertos
(——; —~; =) a pH 5. Experimento realizado com meio YEPD, indculo inicial de 1
g/L e agitacdo de 150 rpm
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Figura 24: Consumo de glicose (a) e crescimento celular (b) de Rhodotorula mucilaginosa
G11.2 sob diferentes condigdes de cultivo: 28 °C (—#—; —{—) 32°C (—&—; —) 40 °C
(—®; —C-), sendo que simbolos sélidos correspondem a pH 4 (-8 A -e-) ¢
simbolos abertos (———; ——; —C—) a pH 5. Experimento realizado com meio YEPD,
indculo inicial de 1 g/L e agitacdo de 150 rpm
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Figura 25: Consumo de glicose (a) e crescimento celular (b) de Metschnikowia koreensis
G18 sob diferentes condigdes de cultivo: 28 °C (—#—; —1-) 32°C (—4&—; —) 40 °C
(-e; —C-), sendo que simbolos sélidos correspondem a pH 4 (-8 A -e-) ¢
simbolos abertos (———; —"—; —C—) a pH 5. Experimento realizado com meio YEPD,
indculo inicial de 1 g/L e agitacdo de 150 rpm
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Figura 26: Consumo de glicose (a) e crescimento celular (b) de Candida shehatae BR6-
2AY sob diferentes condigdes de cultivo: 28 °C (—#—; —{1-) 32°C (—&—; —) 40 °C
(-e; —C-), sendo que simbolos sélidos correspondem a pH 4 (-8 A -e-) ¢
simbolos abertos (———; —"—; —C—) a pH 5. Experimento realizado com meio YEPD,
indculo inicial de 1 g/L e agitacdo de 150 rpm
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Hanseniaspora sp. G1.3 (Figura 17) assimilou melhor a glicose no cultivo a 32°C e
pH 5, mas teve bom consumo em 40°C. Ja as cepas Hanseniaspora sp G7.1 (Fgura 20) e
Rhodotorula sp. G10.2 (Figura 23) ndo consumiram totalmente o aglcar em nenhuma das
condigdes de cultivo, mas a primeira foi melhor na faixa de 28-32°C e pH 5, enquanto a
segunda preferiu 32°C e pH 4. Candida shehatae BR6-2AY (Figura 26) apresentou boas
condigdes de desenvolvimento na faixa de 32-40°C em ambos os pHs 4 a 5.

E importante destacar o crescimento das cepas a P. kluyveri G1.1, P. guilliermondii
G1.2, Hanseniaspora sp. G1.3, P. guilliermondii G4.2, R. mucilaginosa G7.2, R.
mucilaginosa G11.2 e C. shehatae BR6-2AY a 40°C, visto que a maioria das leveduras séo
descritas como organismos mesofilicos com crescimento 6timo entre 28 e 32°C

(McMILLAN, 1993; DU PREEZ, 1994; GHINDEA et al, 2010).

5.5. Avaliacdo da producéo de etanol pelas cepas

Uma segunda metodologia de fermentagdo alcoolica foi testada, utilizando-se
Erlenmeyer proprio para fermentagcdo anaerdbia. Foram realizadas fermentaces com as
cepas C. shehatae BR6-2AY e Rhodotorula sp. G10.2, com xilose e glicose, separadamente,
como fontes de carbono. Visto que Candida shehatae BR6-2AY apresentou maior
crescimento e taxa de assimilacdo de glicose a 40°C, foram realizadas fermentacOes da
xilose a 32 e 40°C. Fez-se também fermentagdo com glicose utilizando-se Saccharomyces
cerevisiae para fins comparativos. Os resultados desse experimento podem ser visualizados
nas Figuras 27 e 28. O consumo de xilose (Figura 27a) foi proximo para C. shehatae BR6-
2AY e Rhodotorula sp. G10.2, consumiram 47 e 58%, respectivamente. C. shehatae BR6-
2AY consumiu quase toda a glicose (97%) e Rhodotorula sp. G10.2 consumiu todo o agucar
em 96h de cultivo, enquanto S. cerevisiae consumiu 99% da glicose do meio nas primeiras

24 horas.
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Figura 27: Consumo de agucares (a), crescimento celular (b) e producéo de etanol (c)
durante fermentacdo alcodlica realizada em Erlenmeyers de anaerobiose das cepas Candida
shehatae (—#; ——) Rhodotorula sp. (—#; —O-) e S. cerevisiae (—&—). Simbolos
sélidos (——; —&—; —e-) correspondem ao cultivo em glicose e simbolos abertos (——;
—(—) ao cultivo em xilose. Meio basal com xilose ou glicose a 100 g/L, extrato de levedura
a 10g/L, in6culo inicial de 4 g/L, agitacdo de 150 rpm, temperatura de 32°C.
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Com relacéo ao crescimento em xilose (Figura 27b), C. shehatae BR6-2AY atingiu
massa celular de 12,5 mg/mL e Rhodotorula sp. G10.2 chegou a 10,5 mg/mL. Na
fermentacdo com glicose, C. shehatae BR6-2AY cresceu pouco (7,5 mg/mL) quando
comparada as outras cepas, Rhodotorula sp. G10.2 alcancou 11,7 mg/mL e S. cerevisiae
13,8 mg/mL. Silva (2007), trabalhando com P. stipitis em 60 g/L de substrato inicial, e
Kiipper (2009), utilizando P. tannophilus e 80 g/L de substrato inicial, realizaram
fermentacdo de 120h a 30°C e também observaram crescimento das leveduras durante toda a
fermentacéo, apesar das cepas estarem em condicdes que estimulam a producéo de etanol.

A produgdo de etanol (Figura 27c) foi semelhante para as duas cepas utilizadas para
fermentacdo com xilose, C. shehatae BR6-2AY produziu 2,8 g/L e Rhodotorula sp. G10.2
formou 3,15 g/L. A producéo de etanol a partir de glicose foi maior do que a partir de xilose
para ambas as cepas utilizadas. C. shehatae BR6-2AY atingiu uma producdo bem maior
para fermentacdo de glicose do que de xilose (27,3 g/L), ja Rhodotorula sp. G10.2
apresentou valor mais proximo de produgdo (5 g/L). A levedura controle S. cerevisiae
alcangou um pico de produgdo de 54,7 g/L em 24h de cultivo, a partir do qual houve reducdo
de producdo. Essa queda pode ter ocorrido devido ao consumo do etanol pela levedura ap6s
a glicose ser exaurida do meio e restar apenas etanol como fonte de carbono (SCHULLER,
2003).

A Figura 28 mostra os resultados da fermentacéo realizada com C. shehatae BR6-
2AY a 40°C. Apesar de ter consumido 24% da xilose presente no meio a cepa apresentou
fraco crescimento (6,7 mg/ml) e apenas 0,8 g/L de etanol. Segundo Ghindea et al (2010),
quando as células de leveduras sdo cultivadas em temperaturas acima de 37°C observa-se
uma dréstica diminuicdo na produtividade de xilitol, o qual pertence a mesma via

bioquimica do etanol.
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Figura 28: Consumo de aglcares ( —®), crescimento celular ( —4—) e producéo de etanol
( —®) durante fermentacdo alcodlica realizada com Candida shehatae a 40°C. Meio basal
com xilose a 60 g/L, extrato de levedura a 10g/L, indculo inicial de 4 g/L e agitacdo de 150
rpm

Para testar se estava ocorrendo perda de etanol durante a execugdo da metodologia
realizou-se um experimento controle, no qual se adicionou uma concentragdo determinada
de etanol (4,5%) no meio de cultura utilizado na fermentacdo, sem indculo de levedura, e
executou-se todo o processo de amostragem e analise (para quantificacdo de etanol)
realizadas durante o experimento de fermentagéo alcodlica. A curva se encontra na Figura
29 e indica que ndo houve perdas de etanol, a pequena variagdo encontrada provavelmente
se deve as variagcbes normalmente encontradas em analises de cromatografia gasosa, nas
quais algumas variaveis contribuem para esse tipo de divergéncia, como o manuseio da

seringa no momento da amostragem e/ou inje¢édo da amostra no equipamento.
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Figura 29: Controle da metodologia de fermentacdo alcodlica: Cerca de 4,5% de etanol foram
adicionados ao meio utilizado na fermentacdo alcodlica como forma de controle, a fim de avaliar se
alguma quantidade de etanol estava sendo perdida durante a execucdo da metodologia. Os asteriscos

representam os pontos de amostragem do controle.

A Tabela 6 apresenta o consumo de xilose, a produgdo de etanol, o rendimento da
producdo de etanol e massa celular com relacéo a xilose consumida pelas duas cepas durante
0 experimento, ao passo que a Tabela 7 apresenta esses valores com relacdo a fermentagéo a
partir de glicose.

Os rendimentos de producéo de etanol a partir de xilose foram maiores nas primeiras
horas do experimento. C. shehatae BR6-2AY alcangou rendimentos 0,39 g de etanol/g de
xilose e Rhodotorula sp. G10.2 atingiu 0,22 g/g. Com relag&o ao crescimento foram de 0,61

g de massa celular/g de xilose para a primeira cepa e 0,32 g/g para a segunda.
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Tabela 6: Consumo de xilose, produgéo de etanol e rendimento de etanol por xilose consumida
durante o segundo experimento de fermentagdo alcodlica em meio com concentracao de xilose de
100 g/L, temperatura de 32°C, agitacdo de 150 rpm e indcuo inicial de 4 g/L

Rendimento Rendimento
Tempo de XiIos«_e Etanol etanol crescimento

Cepas amostragem - consumida (g etanol/g xilose (g massa celular/g

(h) (o/L) (/L) consumida) xilose consumida)
C. shehatae 4 6,9 2,7 0,39 0,55
BR6-2AY 8 8,5 2,7 0,32 0,46
12 9,9 2,8 0,27 0,61
24 10,8 0,5 0,04 0,50
48 17,3 1,1 0,06 0,40
72 58,1 2,6 0,04 0,10
96 64,2 2,6 0,04 0,10
120 59,4 2,8 0,04 0,14
Rhodotorula sp. 4 13,1 2,9 0,22 0,27
G10.2 8 15,2 2,7 0,17 0,28
12 14,5 2,7 0,18 0,32
24 59,1 2,6 0,04 0,11
48 58,4 2,7 0,04 0,10
72 59,6 2,7 0,04 0,07
96 69,7 31 0,04 0,07
120 73,5 2,9 0,04 0,05

Os rendimentos da producéo de etanol a partir de glicose (Tabela 7) foram maiores

nas primeiras horas para Rhodotorula sp. G10.2 (0,47 g/g). C. shehatae BR6-2AY e S.

cerevisiae apresentaram valores mais constantes durante todo o experimento, entre 0,17 g/g

e 0,24 g/g para C. shehatae BR6-2AY e 0,19-0,46 g/g para S. cerevisiae.

A cepa Rhodotorula sp. G10.2 alcangou maiores rendimentos também para

crescimento e os menores valores séo de C. shehatae BR6-2AY, a levedura que apresentou

menor desenvolvimento de massa celular. Rhodotorula sp. G10.2 atingiu rendimentos que

variam entre 0,05 g/g e 0,78 g/g. Ja os valores de C. shehatae BR6-2AY sdo na ordem de

0,00 a 0,15 g/g. Para S. cerevisiae os rendimentos se encontram entre 0,04 g/g e 0,10 g/g.
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Tabela 7: Consumo de glicose, producdo de etanol e rendimento de etanol por glicose consumida
durante o segundo experimento de fermentacgéo alco6lica em meio com concentracdo inicial de
glicose de 100 g/L, temperatura de 32°C, agitacdo de 150 rpm e in6cuo inicial de 4 g/L.

Rendimento Rendimento
Tempo de Glicos_e Etanol etanol crescimento

Cepas amostragem - consumida (g etanol/g glicose (g massa celular/g

(h) (o/L) (/L) consumida) glicose consumida)
C. shehatae 4 22,4 3,9 0,17 0,15
BR6-2AY 8 34,7 6,1 0,17 0,06
12 42,4 8,3 0,19 0,08
24 103,4 11,1 0,10 0,01
48 110,9 11,6 0,10 0,01
72 104,5 18,4 0,17 0,01
96 109,7 23,1 0,21 0,01
120 113,6 27,3 0,24 0,00
Rhodotorula sp. 4 57 2,7 0,47 0,78
G10.2 8 10,7 2,7 0,25 0,58
12 13,2 2,6 0,20 0,58
24 63,9 47 0,07 0,09
48 85,1 4,4 0,05 0,06
72 88,7 4,5 0,05 0,07
96 116,6 52 0,04 0,06
120 116,7 4,6 0,03 0,05
S. cerevisiae 4 53,3 10,3 0,19 0,10
8 96,2 31,6 0,32 0,08
12 114,8 43,3 0,37 0,08
24 116,5 54,7 0,46 0,08
48 116,5 40,1 0,34 0,06
72 116,5 31,7 0,27 0,07
96 116,5 29,1 0,24 0,04
120 116,5 42,2 0,36 0,04

A da 22 metodologia de fermentacdo alcoodlica a partir de xilose permitiu que se

aumentasse producéo de etanol em 1,5 vezes para C. shehatae BR6-2AY e 2,5 vezes para

Rhodotorula sp. G10.2, quando comparada a 1% metodologia.

Os resultados desta metodologia corroboram os resultados de outros trabalhos que

utilizam metodologias de fermentagdo alcodlica semelhantes. Kiipper (2009), em seus

experimentos com hidrolisado de cana-de-aglcar, empregando P. tannophilus, apresentou

producéo de 0,205% de etanol em 24h e rendimento de 0,247 g etanol/g xilose nas primeiras
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12h de fermentacdo, além disso, observou que o &pice da producéo de etanol ocorreu em 24h
de fermentagdo. Fugita (2010) realizou experimentos com fermentagdo de mosto sintético
contendo xilose a 50 g/L e glicose a 9,35 g/L, e encontrou pico de producdo de etanol com 6
h de fermentacdo, onde R. glutinis produziu 2,33 g/L de etanol, R. minuta 2,16 g/L e C.
guillermondii 2,14 g/L. Enquanto Canilha et al (2010), trabalhando com P. stipitis , em meio
contendo xilose a 60 g/L e glicose a cerca de 3 g/L obteve 7,5 g/L de etanol em 48h de
fermentacéo e rendimento de 0,3 g/g.

Silva (2007), trabalhando com Pichia stipitis e fermentacdo de hidrolisado
hemiceluldsico de palha de arroz, com concentragdo de 60 g/L de agucares totais (sendo a
proporcdo entre eles, aproximadamente, 1:6:1 para glicose, xilose e arabinose,
respectivamente), atingiu producdo de 15,5 g/L de etanol, ap6és 120 horas de cultivo e
rendimentos de cerca de 0,3 g etanol/g xilose, sendo que esse trabalho atingiu valores de
rendimentos semelhantes, além de ter utilizado somente xilose como aglcar redutor.

Outros trabalhos apresentam valores maiores de produgdo, porém realizaram
fermentacGes alcodlicas em fermentadores que permitem a execugdo dos experimentos em
maior escala e maior controle das condi¢cbes do meio, como pH e oxigenagdo, contudo,
observa-se que os rendimentos das leveduras se mantém. Rao, Bhadra e Shivaji (2008)
alcancaram um rendimento de 0.38 g de etanol/g de xilose com P. guilliermondii e 0,16 g/g
com R. mucilaginosa. Sreenath & Jeffries (2000) relatam estudo com C. shehatae, P. stipitis
e P. tannophilus cuja producéo etanol alcangou rendimento de 0,33-0,51 g de etanol/g de
xilose. Em condigdes controladas de oxigenacdo, Fromanger et al (2010) obtiveram uma
producdo de etanol de 48.81 g/L e rendimento de 0,327 g etanol/g xilose com C. shehatae.
Dessa forma, o melhoramento e maior controle das condigdes de cultivo provavelmente

permitiriam um aumento na producéo de etanol por essas cepas.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, 20 cepas de leveduras pertencentes aos géneros Aureobasidium,
Candida, Hanseniaspora, lIssatchenkia, Metschnikowia, Pichia e Rhodotorula foram
isoladas de materiais como flores e frutos e outros tipos de materiais lignocelulésicos Estas e
as outras cepas avaliadas demonstraram que uma grande variedade de estirpes de leveduras
encontradas na natureza possui potencial de aplicagdo biotecnoldgica, sendo as cepas desse
estudo capazes de metabolizar xilose e glicose sob condi¢des aerdbias e quatro destas
(Candida shehatae BR6-2AY e BR6-2Al, Rhodotorula sp G10.2 e Pichia gulliermondii
G1.2) capazes de produzir etanol a partir de xilose. Novos estudos com controle das
condic@es de cultivo, enriquecimento do meio, cinética de consumo de aglcares e producéo

de etanol provavelmente permitiriam um aumento na producdo de etanol por essas cepas.
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APENDICE

Padronizacdo do indculo

Encontra-se a seguir as curvas e equagdes obtidas, de cada cepa de levedura, para a

calibragéo da concentragdo celular a ser utilizada como in6culo, pelo método da absorbéancia

a 600 nm em fungéo do peso seco (item 4.4).

Al. Pichiakluyveri G1.1

Absorbéancia (600 nm)

00+ ——
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Peso seco (mg/mL)

Figura Al: Curva de calibracdo de biomassa da cepa Pichia kluyveri G1.1

Equacéo de calibragéo de biomassa para Pichia kluyveri G1.1:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéncia a 600 nm + 0,072 (R?=0,983)
1,8075
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A2. Pichia guilliermondii G1.2
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Figura A2: Curva de calibrag&o de biomassa da cepa Pichia guilliermondii G1.2

Equacéo de calibragéo de biomassa para Pichia guilliermondii G1.2:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéncia a 600 nm — 0,07242 (R?=0,993)
0,7025
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A3. Hanseniaspora sp. G1.3
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Figura A3: Curva de calibragdo de biomassa da cepa Hanseniaspora sp. G1.3

Equacéo de calibragdo de biomassa para Hanseniaspora sp. G1.3:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéancia a 600 nm + 0,07554 (R? = 0,996)
0,91512




A4. Hanseniaspora sp G2.1

0,7-
. 0,61
E i
S 0,5
8 i
© 0,41
£ 0,31
e ]
S 0,21
S _
2 0,11
0,0
0

Peso seco (mg/ml)

Figura A4: Curva de calibragéo de biomassa da cepa Hanseniaspora sp. G2.1

Equacéo de calibragdo de biomassa para Hanseniaspora sp. G2.1:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéncia a 600 nm + 0,07022 (R*=0,977)
0,14432
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A5. Hanseniaspora sp G4.1
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Figura A5: Curva de calibrag&o de biomassa da cepa Hanseniaspora sp. G4.1

Equacéo de calibragdo de biomassa para Hanseniaspora sp. G4.1:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéncia a 600 nm - 0,0195 (R?=0,988)
0,1088




A6. Pichia guilliermondii G4.2
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Figura A6: Curva de calibrag&o de biomassa da cepa Pichia guilliermondii G4.2

Equacéo de calibragéo de biomassa para Pichia guilliermondii G4.2:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéancia a 600 nm + 0,47385 (R?=0,908)
0,49053
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AT7. Hanseniasporasp G7.1

25 ]
= _
S 2.0-
o
Q _
© 1,54
o .
§ 1,0
e 1
2 0.5
o) ]
< O 0 T T T T T T T

Peso seco (mg/ml)

Figura A7: Curva de calibrag&o de biomassa da cepa Hanseniaspora sp G7.1

Equacéo de calibragdo de biomassa para Hanseniaspora sp G7.1:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéncia a 600 nm + 0,22729 (R?=0,975)
0,36769
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A8. Rhodotorula mucilaginosa G7.2
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Figura A8: Curva de calibragéo de biomassa da cepa Rhodotorula mucilaginosa G7.2

Equacéo de calibragdo de biomassa para Rhodotorula mucilaginosa G7.2:

Peso seco (mg/mL) = Absorbancia a 600 nm + 0,24543 (R?=0,933)
0,32824

84



A9. Hanseniaspora guilliermondii G9.1
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Figura A9: Curva de calibragdo de biomassa da cepa Hanseniaspora guilliermondii G9.1

Equacéo de calibragdo de biomassa para Hanseniaspora guilliermondii G9.1:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéncia a 600 nm + 0,07727 (R?=0,935)
0,15399
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Al10. Candida oleophila G10.1
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Figura A10: Curva de calibracéo de biomassa da cepa Candida oleophila G10.1

Equacéo de calibragéo de biomassa para Candida oleophila G10.1:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéncia a 600 nm + 0,06067 (R? = 0,990)
0,42331
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All. Rhodotorula sp. G10.2
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Figura All: Curva de calibracéo de biomassa da cepa Rhodotorula sp. G10.2

Equacéo de calibragdo de biomassa para Rhodotorula sp.G10.2:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéncia a 600 nm - 0,18927 (R?=0,973)
0,60363
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Al2. Hanseniaspora sp. G11.1

2,0
~ 1.8;
E 161
o L4
3 1.2
s 10 .
g 08
< 06;
5 0,41
8 0,21
< 00

00 05 10 15 20 25 3.0 35 4.0
Peso seco (mg/ml)

Figura A12: Curva de calibracéo de biomassa da cepa Hanseniaspora sp. G11.1

Equacéo de calibragdo de biomassa para Hanseniaspora sp. G11.1:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéancia a 600 nm + 0,06338 (R? = 0,947)
0,28676




Al13. Rhodotorula mucilaginosa G11.2
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Figura A13: Curva de calibracéo de biomassa da cepa Rhodotorula mucilaginosa G11.2

Equacéo de calibragdo de biomassa para Rhodotorula mucilaginosa. G11.2:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéancia a 600 nm - 0,00485 (R? = 0,960)
0,20878
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Al4. Hanseniaspora sp. G13
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Figura Al4: Curva de calibracéo de biomassa da cepa Hanseniaspora sp. G13

Equacéo de calibragdo de biomassa para Hanseniaspora sp. G13:

Peso seco (mg/mL) = Absorbancia a 600 nm + 0,14448 (R?=0,980)
0,54566
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Al15. Hanseniaspora sp. G14
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Figura A15: Curva de calibracéo de biomassa da cepa Hanseniaspora sp. G14

Equacéo de calibragdo de biomassa para Hanseniaspora sp. G14:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéancia a 600 nm + 0,03884 (R?=0,988)
1,65533



Al16. Hanseniaspora sp. G15
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Figura A16: Curva de calibracéo de biomassa da cepa Hanseniaspora sp. G15

Equacéo de calibragdo de biomassa para Hanseniaspora sp. G15:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéancia a 600 nm - 0,04433 (R?=0,894)
0,9852
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Al7. Hanseniaspora sp. G17
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Figura A17: Curva de calibracéo de biomassa da cepa Hanseniaspora sp. G17

Equacéo de calibragdo de biomassa para Hanseniaspora sp. G17:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéncia a 600 nm + 0,03167 (R? = 0,959)
1,26353
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Al18. Metschnikowia koreensis G18
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Figura A18: Curva de calibracéo de biomassa da cepa Metschnikowia koreensis G18

Equacéo de calibragdo de biomassa para Metschnikowia koreensis G18:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéancia a 600 nm + 0,0366 (R? = 0,954)
0,18546
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A19. Aureobasidium pullulans G19
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Figura A19: Curva de calibragéo de biomassa da cepa Aureobasidium pullulans G19

Equac&o de calibragdo de biomassa para Aureobasidium pullulans G19:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéancia a 600 nm + 0,06246 (R? = 0,946)
1,29824
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A20. Issatchenkia terricola G20
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Figura A20: Curva de calibracéo de biomassa da cepa Issatchenkia terricola G20

Equacéo de calibragdo de biomassa para Issatchenkia terricola G20:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéncia a 600 nm + 0,02482 (R? = 0,955)
0,10728
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A21. Trichosporon multisporon 1A-10

. 0,44
£
c .
= 0,31 .
&9/
©
5 0,21
c
g
s 0,11
%]
<
0,0 — —

00 02 04 06 08 10 1.2
Peso seco (mg/mL)

Figura A21: Curva de calibracdo de biomassa da cepa Trichosporon multisporon 1A-10

Equacéo de calibragdo de biomassa para Trichosporon multisporon 1A-10:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéncia a 600 nm - 0,08517 (R?=0,810)
0,26892
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A22. Trichosporon laibachii 1A-8
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Figura A22: Curva de calibracéo de biomassa da cepa Trichosporon laibachii 1A-8

Equacéo de calibragdo de biomassa para Trichosporon laibachii 1A-8:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéancia a 600 nm + 0,03124 (R? = 0,890)
0,51059
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A23. Pichia ofunaensis 1A-14
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Figura A23: Curva de calibragéo de biomassa da cepa Pichia ofunaensis 1A-14

Equacéo de calibragdo de biomassa para Pichia ofunaensis 1A-14:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéancia a 600 nm - 0,08415 (R?=0,809)
0,2767
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A24. Candida shehatae BR6-2AY
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Figura A24: Curva de calibracéo de biomassa da cepa Candida shehatae BR6-2AY

Equacéo de calibragdo de biomassa para Candida shehatae BR6-2AY':

Peso seco (mg/mL) = Absorbéancia a 600 nm - 0,05088 (R?=0,918)
0,46991
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A25. Candida shehatae BR6-2Al
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Figura A25: Curva de calibracéo de biomassa da cepa Candida shehatae BR6-2Al

Equacéo de calibragdo de biomassa para Candida shehatae BR6-2Al:

Peso seco (mg/mL) = Absorbéancia a 600 nm - 0,06933 (R?=0,894)
0,40224
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