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RESUMO
CAMPOS, Valquiria Jania. M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, peh@015.

Caracterizacdo Fisiolégica de Leveduras Fermentadoras de xilos@rientador:
Luciano Gomes Fietto. Coorientadores: Hilario Cuquetto Mantovani e WeatisticBla
Silveira.

A producdo economicamente viavel de etanol de segunda geracdo, depende
principalmente de microrganismos capazes de fermentar a xilose, serdwipal
acucar presente na fragdo hemiceluldsica. A levedura Saccharareyegsiae, ndo
pode utilizar a xilose, uma vez que ndo possui transportador especdcgenes do
metabolismo sdo expressos em baixos niveis. Neste sentidoedsrées Spathaspora
arborariae, Spathaspora passalidaeusheffersomyces stipitis, tornagepromissoras
para a fermentagcdo industrial de hidrolisados lignoceluldsicos, porainatate
converterem de maneira eficiente xilose em etanol. O presafi@hin teve como
objetivo caracterizar fisiologicamente essas linhagens e daginielhores condi¢des de
fermentacdo. Foi realizado experimentos de fermentacdo emdbhatelan diferentes
concentracdes de xilose (4, 8 e 10%) e temperaturas (28, 32 e 35 °C). Pomtégiasn
melhores condi¢cdes desta etapa para cada levedura, foram avafradatermentacao
com glicose (2 e 4%). O processo fermentativo foi realizado durante &) éaraostras

da cultura foram recolhidas para avaliacdo dos parametros cinéticoneatdivos.
Todas as leveduras crescem com velocidades similares enmigifecencentracdes de
acucar, mostrando a tolerancia a altas concentracdes de xilosda€zo ges diferentes
temperaturas avaliadas, S. arborariae, S. passalidagustipitis apresentam um bom
crescimento em uma faixa de temperatura de 28 a 35°C. Ao avabadinento de
etanol, S. arborariae apresentou o maior rendimento em 10% de xilesgpeadtura de
28°C (27,6 g/L), S. passalidarun®. stipitis apresentaram maior rendimento em 10% de
xilose em 32°C (38,4 g/L e 37,8 g/L, respectivamente). Nos ensaios de eufsgéo,
estas leveduras consomem preferencialmente a glicose. Adaaleilicelular ndo foi
alterada durante as 70 horas de fermentacdo. A adicdo de HMF naenepreseito
inibitério no crescimento destas leveduras, o furfural inibiu apenas @ncesso de S.
arborariae, enquémo acido acético apresentou efeito inibitério para todas as leveduras.
S. passalidarum cresceu em 6% de etanol, enquanto as demais néo. li§apassa
demonstrou ser promissora para a producdo de etanol por produzir as maiores
concentracfes em um periodo curto de tempo e baixos rendimentosotle giicerol,

em todas as condi¢des avaliadas e por ser mais tolerante aos inibidores.
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ABSTRACT

CAMPOS, Valquiria Junia. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, 2004.
Physiological characterization of xylose-fermenting yeast#&dviser: Luciano Gomes
Fietto.Co-advisers: Hilario Cuquetto Mantovani and Wendel Batista da Silveira.

The economically viable production of second generation ethanol depends maimty on t
ability of microorganismso ferment xylose, the main sugar present in the hemicellulose
fraction. Sacchamomyces cerevisiae cannot utilize xylose girdi@es not have any
specific carrier, and the genes of xylose metabolism are exgraskav levels. In this
regard, the yeasts Spathaspora arborariae, Spathaspora passalidarum and
Sheffersomyces stipitis have been considered promising for industmaéntation of
lignocellulosic hydrolysates because they naturally convert xytosthanol efficiently.

This study aimed to physiologically characterize theses lared set the best conditions
for fermentation. Fermentation was performed in batch experiments with difkgtese
concentrations (4, 8 and 10%) and temperatures (28, 32 and 35 ° C). Then, the best
conditions for each one of the yeawere evaluated ino-fermentation with glucose (2
and 4%). The fermentation process was carried out for 70 hours and culture seenples
collected for further evaluation of kinetic and fermentation parametdrgeddt strains
grown at similar rates in the different sugar concentrations tested;ing tolerance to
high concentrations of xylose. Spathaspora arborariae, Spathaspora passadiddr
Sheffersomyces stipitis had important development at 28 - 35nifetature range. To
assess ethanol yield, S. arborariae showed the highest &% xylose concentration

at 28 °C (27.6 g/L), while S. passalidarum and S. stipitis showed thestygglels in

10% xylose treatment, but at 32 °C (38.4 g/L and 37.8g/L, respectively). loothe
fermentation assays, these yeasts preferentially consume glucbsealtiigy was not
affected during the 70 hour fermentations. The addition of 5-hydroxymethylfurfural did
not present inhibitory effect on the yeasts development; furfural onlpiteti S.
arborariae growth, and acetic acid showed inhibitory efféntsall yeasts. S.
passalidarum grew 6% ethanol, while the others did not. S. passalidarum showed to
be promising for ethanol production because it had the highest ethanol cdimerdtas

in a short period of time, showed low yields of xylitol and glycerol itealied conditions,

and proved to be more tolerant to inhibitors.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas ocorreu uma crescente preocupacao em substgtaide
combustiveis fosseis por fontes renovaveis de energia, em especiatimicaibhda
gasolina pelo etanol. No Brasil, o etanol é produzido principalmente admadaldo d
cana de acucar. Neste processo, uma elevada quantidade de geyacio & pode ser
utilizado como uma fonte alternativa de energia (Soccol, et al., 2010).

Atualmente a industria sucroalcooera queima o0 bagaco para gerda ehéica,
mas mesmo assim uma grande parte desta biomassa é acumsladdéios das usinas.

O bagaco de cana é rico em celulose e hemicelulose, que podem saticmsiem
hexoses e pentoses, e consequentemente em etanol utilinaicdwrganismos
fermentadores (Canilhatal., 2012).

Segundo da Cunha-Pereira e colaboradores, (2011), um dos maiores desafios para a
producdo de etanol de segunda geracdo € a conversao microbiana de pgumoses,
representam de 25-40% dos agUcares totais da biomassa lignocelsérgicea xilose o
principal monossacarideo liberado a partir de hidrolisados. Linhagens do vipgese!
de Saccharomyces cerevisiae extensivamente utilizadasga@ucdo de etanol de
sacarose nao fermentam pentoses. S. cerevisiae nao pode utilizaurilasez que, ndo
possui um transportador especifico para esse aglcar e 0s genes do metalectitose
Sao expressos em baixos niveis.

Desta forma, paraproducéo de etanol a partir da biomassa ser uma alternativa viavel,
sdo necessarios estudos sobre microrganismos que naturalmente fermiesanAsi
leveduras Scheffersomyces stipitis, Spathaspora arborariatha§para passalidarym
demostraram que podem converter xilose em etanol, sendo entdo consideradas
promissoras para a fermentacéo industrial de hidrolizados lignocelulésicos (Agbogbo, et
al., 2006; da Cunha-Pereira, et al., 2011; Hou, 2012). Neste sentido, espéciedudase
fermentadoras de xilose foram caracterizadas fisiologicamente quaapa@dade de
fermentar em diferentes temperaturas, concentragdes de xilose, preseséaca de

glicose, tolerancia a inibidores e tolerancia ao etanol.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Contexto energético
Desde o século XX, o setor petroquimico tem impulsionado o desenvolvimento

industrial e social, até entdo tem assegurado a disponibilidatkatdea prima para a
industria, combustiveis para transporte e geracao de energia (Souza, 20Xtanky e
combustiveis fésseis ndo sédo renovaveis e 0 processo de formacaealested lento,
oposto a capacidade de exploracao pela humanidade.

Além das reservas de combustiveis fosseis serem esgotaveistimos ahos
estdo sendo exauridas. Além disso, 0 uso excessivo de produtos obtidos a geinio do
do petroleo tem causado problemas ambientais devido a emissdo dgugasassam o
agravamento do efeito estufa na atmosfera.

Os combustiveis fésseis representam uma grande fracdo do consumo de energia
primaria (88%), sendo o petroleo (35%), o carvao (29%) e o gas natural (24%), as
principais fontes utilizadas (Brennan & Owende, 2010). Uma alternativagsamipara
garantir a produgcdo de combustiveis e insumos quimicos de forma susténtavel
estabelecimento de biorrefinaria, a figura 1 demostra o esquema dacHrstale
biorrefinaria Taylor, 2008 Demirbas, Balat, & Balat, 2009; Menon & Rao, 2012).

Atualmente ha impeto global para o desenvolvimento de biorrefinarias para a
producdo de bioenergia e compostos de base bioldégica comercialitands,como
matéria prima residuos industriais, rurais e urbanos. O conceito de biorrefinaria tem sido
identificada como uma oportunidade significativa para o desenvolvimeot@raco
(Leistritz, et al., 2008; Charlton, et al., 2009; Sharma, et al., 2011).
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Figura 1: Esquema simplificado do processo de funcionamento de biorrefinaria
adaptado de: (Cherubini & Ulgiati, 2010).
Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2014), a cana-de-

acucar é uma das principais culturas produzidas no Brasil, ediopzesa safra 2014-
2015 seja de 659,10 milhdes de toneladas. Aproximadamente 270/280 Kg de bagaco e
140 Kg de palha de cana de acucar sdo gerados a cada tonelada de aedear
processada na industria sucroalcoeira (Rodrigues, et al., 2003; CENBIO, 2003), desta
forma, pode-se estimar que a safra 2014/2015 ira gerar aproximadamente 181dwmilhdes
toneladas de bagaco e aproximadamente 92 milhdes de toneladas de palha.

Segundo Soccol, et al., (2010), 6.000 litros de etanol s&o produzidos por hectare
de cana de acucar. A industria sucroalcoeira utiliza 92% do bagaco garagwoducao
de energia, se a fracdo de 8% restante for convertido em etanol, havadgsomo de
aproximadamente 2.000 litros de etanol por hectare, consequentemente, podendo reduzir
0 uso da area cultivada em 29%. Para a indUstria € necessariengegga, no entanto,
se utilizar a palha da cana para esta finalidade e converter 50%ago leag etanol de
segunda geracdo haveria um acréscimo de aproximadamente 4.000 litros per hecta

totalizando assim 10.000 litros de etanol por hectare de cana plantada.



Para que hoje o aumento na producao de etanol seja significativo, sentaaume
a area de plantio, tecnologias devem ser desenvolvidas para converter os polissacarideos

presente nas folhas, palhas e no bagaco em etanol (Soccaol, et al., 2010).

2.2 Biomassa lignocelulésica
As principais biomassas utilizadas para a producdo de etanol sdo monoculturas

cultivadas sem solos férteis (como cana de agucar, milho, soja, colza, gramiaeeas e &
hibrido), residuos de biomassa (como a palha de milho, bagaco de cana dee acucar
residuos de madeira) e residuos sélidos urbanos (tais como papelgutoeegsrnal)
(Chandel & Singh, 2011).

A biomassa lignocelulésica tem como principal constituinte a celulos
aproximadamente 45%, um polimero linear composto de subunidades de B;glicos
unidas por ligagdes glicosidicas 3(1-4). Este polimero é associado a lignina, hemicelulose,
amido, proteinas e minerais (Rocha, et al., 2012).

A hemicelulose, € o segundo constituinte mais abundante, aproximadamente 27%
sendo um polimeros heterogéneo constituido de pentoses (xilose, arabinasss he
(manose, glicose, galactose) e &cidos de aesc#o contrario de celulosea
hemicelulose ndo € quimicamente homogénea, podendo variar de acordo com tipo
biomassa. No entanto, o principal constituinte é a xilana, e ernsméteriais vegetais
séo heteropolissacarideos com cadeias homopoliméricas de unidad2xitflepd-anose
por ligacdo 1,4 (Figura 2). Além xilose, xilanas podem conter, arabirduseo
glucurénico ou éter 4-O-metil, acido acético, e acidos p-coméraicthke, 2002; Saha,
2003). A lignina, que constitui aproximadamente 21% em peso da biosegssa um
polimero aromatico contendo residuos fendlicos, a fracdo lignina, ndo contribui com
fonte de carbono fermentavel, e é uma fonte potencial de inibidores dantbegéme
microbiana (Souza, 2011).
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Figura 2: Estrutura de xilana. Realizada no programa ChemSketch, o simbolo na

extremidades da cadeia chamam-se Broken Bond (ligacao partida ou quebrada).

2.3 Etapas de producédo de etanol de segunda geragao
Segundo Himmel, et al., (2007), a producdo de etanol a partir de biomassa

lignocelulésica ndo é economicamente viavel, pois, € um matétitrante que requer
um trabalho intensivo e alto custo de capital para processamenémtdNto, avancos
tecnoldgicos tem sido obtidos viabilizando a producéo de biocombustiveiedAcao
de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica exigem quatro epapasatamento, a
hidrélise, fermentacdo e recuperacéo do produto.

O pré-tratamento modifica a estrutura da biomassa lignocelulosicande que a
celulose se torne acessivel a acdo enzimatica, (Figura 3) questeamos polimeros de
carboidratos em acgucares fermentaveis. Os tipos de pré-tratamentos pede
classificados em fisicos, quimicos, bioldgicos e fisico-quimicopr@sessos de pré-
tratamento podem gerar substancias toxicas, como acido acético, fimfinatjmetil
furfural e componentes fendlicos. Estes inibidores podem afetar tanto aectagablise

quanto a fermentacao do processo (Kim, et al., 2013).



Hemicelulose —— D D

Figura 3. Pré-tratamento da cana-de-agucar e a liberacédo dos polimerislose,
hemicelulose e lignina. FontBIOFUELS, BIOFUELS. "biofuels” (2012).

Atualmente o pré-tratamento com tendéncias a ser mais utiézadaidrotérmico,
uma vez que apresenta vantagens ambientais e econdmicas, pelo i fkever
necessidade de utilizar produtos quimicos. Outra vantagem deste méid@dboéde
grande parte da fracdo hemicelulésica ser hidrolisada, ou seja, congertalgicares
fermentaveis (Garrotegt al., 1999). A hidrélise da celulose ocorre por tratamento
enzimatico, liberando unidades de glicose a ser assimiladaepeldula na etapa de
fermentacéao.

Para simplificar e reduzir custos no processo de producédo de etanol de segunda
geracao, a integracdo de etapas como a sacarificacdo e fermeimadi@nsa (SSF) da
matéria-prima lignocelulosica pré-tratada tem sido consideradabomaalternativa.
Oferecendo vantagens sobre a hidrélise e fermentacdo separada (SHREtodasclui
melhor rendimento do etanol, uma vez que, diméinibicdo de hidrdlise da celulose
pelo produto final, uma vez que o microrganismo pode utilizar os aclcares para
crescimento e para producado de etanol a medida que sédo formadas (Saha, et al., 2011).

No processo de producéo de etanol a partir do caldo da cana de a@\czdueal S.
cerevisiae é a mais utilizada, uma vez que é capaz de fermarasose de forma rapida
e eficiente. No entanto, quando se trata de producéo de etanol de segunda geracao, sobre
hidrolisados que contém hesoxes e nao é eficiente em fermentasgsgi@unha-Pereira,
2010).

Entre as leveduras que convertem xilose e glicose a etanol agelisha
Scheffersomyces stipitis, Spathaspora arborariae e Spathaspaaidaasm, séo
consideradas promissoras para a fermentacao industrial de hidrolizados Uilgisomze
(Agbogbo, et al., 2006; Cadete, et al., 2009, 2012, 2013; Hickert, et al., 2013; Hou &
Yao, 2012).



2.4 Tolerancia a inibidores e temperatura
Os compostos, 2-furaldeido (furfural) e o 5-hidroximetil-2-furaldeido (5-

hidroximetilfurfural, HMF) sdo produzidos durante o pré-tratamento da biomassa pela
desidratacdo de pentoses e hexoses aguUcares, respectivamenteagtedentar efeito
inibitério no crescimento dos microrganismos fermentativos, danificandoregepae
membranas celulares, inibem o crescimento celular, reduzem désidazimaticas,
causam danos ao DNA, inibem a sintese de proteinas e RNA, e redprashugéo de
etanol (Liu et al., 2004; @n Maris et al., 2006; iu et al., 2009J6nssoret al., 2013

Segundo Liu (2004), ambos os compostos atuam inibindo o crescimento de
leveduras, incluindo linhagens de aplicacéo industrial, tornando necesgariwetras
adicionais, como a detoxificacdo, adicionando complexidade e cusfroaesso.
Portanto, avaliar a tolerancia a estes inibidores por levedurastgteamante fermentam
xilose e analisar a expressdo de genes relacionados a toleramtia,adternativa @
processo de detoxificacdo (Wahlbom & Hahn-Hagerdal, 2001).

O &cido acético é formado principalmente por hidrélise de grupos acetil de
hemicelulose, apresentando efeito tdxico sobre S. cerevisiae devido a rfédoma
dissociada e aumentos na ordem de acidos (acido acético < éaitioito < acido
férmico) (Jonsson et al., 2013).

Segundo Birch & Walker (2000mesmo em concentracdes baixas o etanol € um
inibidor do crescimento de leveduras, impedindo a divisdo celular e consequentemente a
velocidade especifica de crescimento, em altas concentracfesreaiusndo a
viabilidade celular. O principal alvo do etanol é a membrana celular e aguotainas
(Walker, 1998), aumenta a fluidez da membrana e consequente diminuicéa da s
integridade (Mishra e Prasad, 1989). A diminuicdo da disponibilidade dedéyidng a
presenca do etanol causa a inibicdo de enzimas chaves na vidaieotssas proteinas
podem ser desnaturad&tallsworth, 1998).

2.5 Metabolismo de xilose
Para a producédo de etanol de segunda geracao, a partir de materiais lignoceluldsicos,

a hidrélise da hemicelulose gera quantidades substanciais de pepmtiosgsalmente
xilose, que ndo podem ser fermentados pelo tipo selvagem S. cer@venedaris et
al., 2006).



Portanto, a geracdo de bioetanol a partir de biomassa, por micromgsnism
fermentadores depende da eficiente metabolizacéo de xilose. Dessgpfravaplicacéo
biotecnoldgica é importante o estudo de leveduras capazes ddaasssta pentose, e
converter este aglcar em etanol e a outros produtos de interesse industrial.

O transporte da xilose para o citoplasma celular € a primepa dtametabolismo
deste monossacarideo. De acordo com estudos realizados com leveduras que
naturalmente assimilam e fermentam xilose, foi possivel verificaregistem dois
sistemas de transporte deste acucar: um sistema de difusiadiacié baixa afinidade,
que é compartilhado por glicose e impulsionado apenas pelo gradieagéode, e um
sistema de simporte de prétons de alta afinidade (Hahn-Hagerdh),2007; Klian &

Uden, 1988; Hamacher, et al., 2002; Chu &12007; Young et al., 2010). Apés ser
transportada pelos sistemas de transporte, a xilose pode ser matabpéias vias de
assimilacado (Hahn-Hagerdal, et al., 1994).

A primeira reagdo da via de metabolismo de xilose € cataligala enzima xilose
redutase (XR), a qual reduz xilose em xilitol. A oxidacao do xilitol aogkilé catalisada
pela enzima xilitol desidrogenase (XDH). Em leveduras e bactérias, o proximo passo € a
fosforilacdo da xilulose pela enzima xilulocinase (XK) para formatogé+5-fosfato,
que pode ser convertida, através da via das pentoses-fosfato, emdglider8Hosfato
e frutose-6-fosfato, os quais podem ser metabolizados na via glicoltmgiecélise se
conecta a outras vias, como o ciclo de Krebs e as reacfes de &edoexitoolica (Hahn-
Hagerdal, et al., 2007; Hou, 2012

Uma via alternativa de conversao da xilose a xilulose em uma teagdo pode
ocorrer em bactérias e fungos anaerobicos. Essa reacao é cafmlaagiazima xilose
isomerase (XI), sem que haja formacao de xilitol. (Hahn-Hageradl, 2007; Madhava,
et al., 2009; Hou, 20)2A figura 4 mostra as vias de assimilacdo das pentoses (via
oxidorredutiva e isomerase), D-xilose e L-arabinose, encontradas em furegigreas
(Chandel, et al., 2011).

Na via oxidorredutiva, as duas primeiras enzimas possuem diferentes prefe@ncias d
cofatores, provocando um desequilibrio redox. A maioria das enzimas XR possuem dupla
especificidade pelos cofatores, usando tanto NADPH e NADH, mas nantaltom
preferéncia para NADPH. A maioria das enzimas XDHs utilizanDNg&omo co-fator
(Hahn-Hagerdal, et al., 2007; Hou, 2012).



Dessa forma, a disponibilidade de oxigénio determina a mudanca dodlagadxdno
da xilose dentro da célula. Em condicBes anaerdbicas, o cofator NADH ndoepode s
reoxidado de forma eficiente a NApor meio da cadeia transportadora de elétrons,
provocando um desequilibrio dos cofatores NADH/NABomo consequéncia deste
desequilibrio ocorre o acimulo e excregdo do xilitol. Em baixa conc@atde oxigénio
durante a fermentacéo da xilose, o NAbregenerado, através da cadeia transportadora
de elétrons, evitando o acumulo de xilitol e consequentemente o blogueetabolismo
de xilose (Hahn-Héagerdal, et al., 2007; Hou, 2012). Assim, em leveduras tadoras
de xilose a producéo de xilitol aumenta em condicdo de anaerobiose e gaprddu
etanol aumenta em condi¢des de limitacdo de oxigénio.

Em aerobiose, ndo ocorre o desequilibrio dos cofatores NADH/N#Is o oxigénio
funciona como aceptor final de elétrons na cadeia transportadora de eléssas de
leveduras, regenerando o NAMNeste caso, o fluxo de carbono da xilose é direcionado

para producao de energia e conversao em biomassa celular.
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Figura 4. Representacdo esquematica do metabolismo das pentageseDe L-
arabinose em leveduras e bactérias. Duas vias distintas délegssintde xilose sao
apresentadas: da Oxidorredutiva, comum em leveduras, e via isomerase, encontrada
em bactérias. Fonte: Chandel, et al., 2011
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2.6 Leveduras fermentadoras de xilose

A levedura Spathaspora arborariae (Figura 5), foi isolada a partir da nedeira
decomposicao coletada no Parque Nacional da Serra do Cipé e no Parqual Betadu
Rio Doce, em Minas Gerais. Fermenta D-xilose de forma eficieegteelacionada com
Candida jeffriesiie Spathaspora passalidarum. Semelhante a S. passalidarum, a S.
arborariae produz asco ndo conjugado com um unico ascésporo alongado. Bm ensai
sob agitacdo (28°C e 160 rpm) verificou-se o0 crescimento celular e fag&ent
utilizando xilose e/ou glicose como substrato, observando que esta leassiunda e
fermenta D-xilose de forma eficiente. A estirpe apresentou uma curseesi@mento
tipica, em que o acucar é eficientemente fermentado, e apés aeuresgo do meio que
o etanol produzido comeca a ser consumido e usado como uma fonte de carbono (Cadete
et al., 2009).

Figura 5: Spathaspora arborariae, ascos com unico ascosporos. Fonte; €aalet
2009.
Estudos realizados demonstram que S. arborariae possui boas perspariivas

sua utilizacdo na producéo de etanol, uma vez que esta levedurde¥mardadora de
hexoses e pentoses, e também tolerante a inibidores gerados aapaitirolise da
biomassa lignocelulésica (Cunha-Pereira, 2012; Cadete, et al., 2012rtHétkel.,
2013).

Durante pesquisas realizadas por Nguyen, et al., (2006), com o objetivo de isolar
leveduras do intestino de besouros que se alimentam de madeira, foramrtesdabs
leveduras fermentadoras de xilose, entre elas a Spathaspora passatiéaronstrada
na figura 6. Esta levedura também é considerada promissora para ade@mardustrial
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de hidrolizados lignocelulésicos, devido sua capacidade de converter xilosgreol
com maior eficiéncia sob condi¢cdes anaerobicas. Isso ocorre devideeg@meef do

cofator NADH pela enzima xilose redutase e NAi2la xilitol desidrogenase, havendo,

portanto, um equilibrio entre a oferta e procuraabfstores (Hou, 2012).

Figura 6 S. passalidarum NRRL Y-27907, isoladas de besouros que realizam perfuragéao
de madeira. A) Brotamento das células; B) Células vegetaiadmngadas; C) Pseudo
hifas; D) Hifas septadas com células vegetativas; E) &stutliferenciando em um asco;

F) Asco sem ascosporos. Fonte adaptada: Nguyen, et al., 2006.

Estudos feitos por Long, et al., (2012) relevou a capacidade de cofecawioe
acucares presentes nas fracbes celulésicas e hemicelulosicasidrdésados
lignocelulésico pela levedura S. passalidarum, confirmando seu potgranal
bioconversédo de materiais lignoceluldsicos para a produgéo de bio€adele (2012)
também demonstrou o potencial de producdo de etanol em materiais|lligisicas,
bagaco de cana de acucar.

A levedura Sheffersomyces stipitis (Pichia stipitis), predom@éehaploide,
pertencente ao filo ascomycota relaciona-se de forma endossimbiotica loesouro
Odontotaenius disjunctus que habita madeira em decomposicao (Pignal, 1967aSunh,
2003). E uma das poucas espécies de leveduras capazes de fermeataretdos| sob

condicdes anaerbbias (Agbogbo & Coward-Kelly, 2008). Segundo Garcia (2012), esta
11



capacidade fermentativa € pelo fato da enzima xilose redutagaruditnbos cofatores
(NADH e NADPH). Outro fator que favorece a fermentacéo sobre condicao amaérobi

a presenca de um sistema respiratorio oxidativo complexo na mitocoOndrayrgam
cadeias transportadoras de elétrons via citocromo e n&o-citocromoadéiac
transportadora de elétrons ndo-citocromo € denominada SHAM (salicyl
hydroxinamicacid) e gera um fator redox para superar o desequilibrio dos cofatores.
Desse modo, o uso de cofatores especificos juntamente com o equitibxioagulta em

baixa ou nenhuma produgéo de xilitol.

Devido a capacidade de fermentar xilose esta levedura tem recelnigaoasm
estudos e tem sido considarada promissora para a aplicagcéao indimtaéndimentos
elevados de etanol (Agbogbo, et al., 2006).

Embora a literatura relate eficiéncia na producdo de etanol por estasirkes,
estudos comparativos ou de avaliagdo das melhores condi¢ces dede@iméewando
em consideragdo as caracteristicas fisiologicas destas levealndes ndo foram

realizadas.

3. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar fisiologicantiehtgens de
leveduras fermentadoras de xilose (Scheffersomyces stipitis NRRL. 3pdthaspora
arborariae HM 19.1A e Spathaspora passalidarum NRRLY 27907).

3.1 Objetivos especificos
Verificar a influéncia de concentracdes de xilose (4, 8 e 10%) na biomassa celular,

velocidade de crescimento, rendimento em etanol e viabilidade;

Verificar a influéncia da temperatura (28, 32 e 35 °C) na biomassa celular,
velocidade de crescimento, rendimento em etanol e viabilidade;

Avaliar os parametros cinéticos de crescimento e fermentacdo grooesso de
cofermentacao de xilose e glicose;

Avaliar a influéncia de inibidores do crescimento microbiano: Furfural, 5

Hidroximetilfurfural, acido acético e etanol.

12



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Micr organismos e meio de cultivo
Os microrganismos utilizados neste trabalho foram Scheffersomygiéis $tRRL

7124, Spathaspora arborariae HM 19.1A e Spathaspora passalidarium NRRLY 27907,
disponibilizadas pelo professor Carlos Augusto Rosa do Laboratério de Ecologia e
Biotecnologia de Leveduras da UFMG. As mesmas foram mantidasegsncompleto
YPD (2% extrato de levedura, 1% peptona e 2% glicose) com glicerol 30% (868G -

ou quando utilizadas com frequéncia, em placas de YPD sélido (2 % Ag¥E) a 4

4.2 Ensaios de fermentagao e avaliacdo do crescimento
Os ensaios de fermentacao foram realizados em erlenmeyers de 12%micede

cultivo contendo extrato levedura (5 g/L); peptona (5 g/L)sGIH2 g/L); KH.PQOy (1
g/L); MgSQi7H20 (0,3 g/L) e glicose e/ou xilose sob agitagédo a 120 rpm por 70 horas.

As cepas foram previamente crescidas em meio YP com 2% xilose its@id@ag
de 120 rpm a 28 °C. A partir do pré-inoculo diluicd®sm realizadas de modo que a
D.Oeoonmyinicial de todas as cepas fosse 2. Cada linhagem foi inoculad@ierfigqnido
de fermentagéo (4, 8 ou 10% xilose), obtendo um volume final de 50ml e cada ensaio foi
realizado em triplicata. Os erlenmeyers foram incubados eadagihorizontal a 28 °C
por 70 horas. Nos intervalos de 0, 3, 6, 9, 12, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 horas, aliquotas de
200 pl foram retiradas para avaliar a densidade 6ptica em espectrofotar6€0 nm,
avaliar viabilidade celular por meio de diluicdo seriada e uigach de 80Qul foi
centrifugada a 10.000 rpm por 3 minutos, o sobrenadante foi filtrado por membrana de
0,2 um e posteriormente congelados para analise de xilose, xilitolpkcetanol por
high-performance liquid chromatography (HPLC)

A melhor condicao de crescimento dos microrganismos (concentracao dg xilose
foi aplicado as temperaturas 28 °C, 32 °C e 35 °C a fim de vetdieaincia a estas
temperaturas.

Uma vez estabelecida a melhor condicdo para fermentacdo (coréerdec
xilose e temperatura), ensaios de cofermentacéo foram realizadas)adilo-se glicose
(2 ou 4%).

Os ensaios de tolerancia a furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF) e &cidocacéti
foram realizados na temperatura e concentracao de xilose quedsrésvobtiveram

melhor crescimento (S. arborariae 28 °C, S. passalida&umstipitis a 32 °C, com 10%
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de xilose em meio liquido). As concentragcfes de inibidores utilizados figaanordo
com as concentracdes presentes no hidrolisado rico em xilose, nastemies de 2,5
g/L de furfural, 0,5 g/L de HMF e 3 g/L de acido acético.
Para o teste de tolerancia a etanol, as leveduras foram previanesotdas em
YP (2% de xilose), quando em fase log, a densidade Optica foi ajustada para 1,
posteriormente foram realizadas diluicbes seriada na proporcgéo, 1:1; 10Me1t0 pl
da diluicao foi inoculado em meio YP (2% de xilose e 2% de agar) adiciorzamd iehs

concentracoes 2, 4 e 6%.

4.3 Matéria prima

A matéria prima utilizada foi o bagaco de cana-de-acUcar (Saruohspp.),
variedade RB86-7515. O pré-tratamento empregado foi o hidrotérmico, realizado em um
reator a 190C por 18 minuds e 44 segundos. ApOs o pré tratamento a fracéo liquida foi
coletada e caracterizada quanto a presenca de acUcares e inibatocegurfural,

hidroximetilfurfural e acido acético.

4.4 Parametros fermentativos
O rendimento em gramas de etanol por gramas de acuUcar (xilosdiedsa)g

utilizada (Yes) foi calculado dividindo-se a diferenca da massa final e ini@attanol

(9) pela massa inicial de agucar (g) (Equagédo 1).

Massa final-massa inicial de etanol (1)
massa final de acucar

Ye/s =

O rendimento do produto por tempop(@/L.h%)) foi calculado dividindo-se a
diferenca da massa final e inicial de etanol pelo tempo em que howa®rproducéo
de massa de etanol (Equagéo 2).

Massa final-massa inicial de etanol (2)

Qp:

tempo

A porcentagem do rendimengm gramas de etanol por gramas de substrato

utilizado (Y%) foi calculado pela diferenca entre o valor dgs¥ncontrado nos
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experimentos e o valor depX tedrico, multiplicado por 100 (Y%=p¥%s (real) / Yeis
(tedrico) x 100) (Equacéao 3).

Yp(real)

Y%= ———x100 (3

Yp(tedrico)

Valores da velocidade maxima especifica de crescimeintg flara cada espécie,
foram calculados a partir da inclinacéo da reta do gréafigpsbanmversus tempo durante
a fase exponencial (log) de crescimento.

4.5 Relacéao entre absorvancia a 600 nm (A600) e massa celular seca (g/L)
As cepas de S.stipitis NRRL 7124, S. arborariae HM 19.1A e S. jussah

NRRLY 27907 foram previamente crescidas em 40 mL de meio YP (2% xismd®e),
agitacdo de 120 rpm a 28 °C por 16 horas. Posteriormente, foi realizada aeleitura
espectrofotdmetro (6@K) e diluicbes em solucao salina NaCl 0,85% (p/v) para obtencao
de DQoonm0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0. As diluigbes foram centrifugadas a 5000 rpm por
cinco minutos e lavadas novamente em solugéo salina. O procedimesgiwadem foi
realizado a 105 °C por 24 horas. Os cadinhos foram pesados em balanca at@litica
atingirem peso constante. Este experimento foi realizado em taphoaibgica e os
dados obtidos foram a média entre as triplicatas. O resultado da &i&igeresso em
massa celular seca (g/L). A regresséo linear (equacoes 4, 5 ee6pesu celular seca
(g/L) e D.Owoonmy permitiu a determinacdo da massa celular seca das levesluras
arborariae, S. passalidarwert. stipitis, respectivamente. Sendo Y= déhm)e X=

massa seca (g/L).

Y = 4,5318 X — 0,0072
R2 = 0,9947 )

Y = 2,8002 X + 0,054
R2 = 0,9932 (5)

Y =2,34X+ 0,0552

R2 = 0,9983 (6)
15



4.6 Métodos Analiticos
A quantificacdo do consumo de acUcares (xilose e glicose) e a producdo de

metabdlitos (etanol, xilitol e glicerol) foi determinado por high-perforcealiquid
chromatography (HPLC), utilizando uma coluna de troca idnica Rezex ROAOrga
Acid H+ (8%) (Phenomenex), mantido a 45 °C. O eluente para separac¢ao foi solucdo de
acido sulfurico 5nM, aplicado a uma taxa de eluicdo flZ/min, a coluna foi acoplada

ao detector de indice de refracdo SPD-20A.

Na montagem dos métodos foram preparados padrées de 3, 5, 10, 15, 25, 35, 45,
60, 75 e 100 mM para glicose, xilose, xilitol, glicerol e etanol. As aassquando
necessario, foram diluidas. As concentracfes determinadas penmdiigular o

consumo dos acgucares e producédo de metabdlitos ao longo do tempo de fermentagéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fermentacdo em diferentes concentracdes de xilose
A figura 7 mostra o crescimento das leveduras em diferentes concestad

xilose (4%, 8% e 10%) em 28 °Osresultados obtidos mostram que independente da
concentragdo de xilose a biomassa celular se mantém constanteamo,gmide ser
observado que a levedura S. passalidarum produziu maior biomassa quando eomparad
aS. arborariae S. stipitis.

As leveduras do género Spathaspora apresentaram durante a fase log, nas
diferentes concentracdes de xilose, velocidades especificas de ergsgimilares (S.
arborariaeu= 0,1002 + 0,003 h'}; S. passalidarum= 0,1042 + 0,005 h'), enquanto a
levedura S. stipitis apresentou uma velocidade especifica de crescimeraaen@di87
+ 0,005 h' (Tabela 1). Todas as linhagens mantiveram a viabilidade celutante as 70

horas do processo fermentativo (resultados ndo mostrados).
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Figura 7: Cinética de fermentacédo em 28°C por S. arborariae (A, B e C), S. passalidigEusr) e S. stipitis (G, H e 1) nas
concentracdes de 4, 8 e 10% de xilose. Sexidose (o); Etanol (A); Massa Seca]; Glicerol (o); Xilitol ( x).
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Todas as leveduras produziram maior concentracao de etanol em meio com 10%
de xilose. O rendimento de etanol por xilose consumidag(¥ncontrado na
concentracdo de 10% xilose, foram 0,32 g/g em S. arborariae, 0,48ng/8.
passalidarum e 0,37 g/g S. stipitis (Tabela 1). O rendimento de eataraite a
fermentacdo de xilose descrito na literatura por essas levedurasiaeel e esta
relacionado as condi¢oes diversas de experimentos.

A levedura S. passalidarum obteve os maiores rendimentos de etgrerliedos
mais curtos de tempo. O maior rendimento de etanol em 10% de xilose foi dbs&Tva
40 horas de fermentacaoq¥0,42 g/g), enquanto que em S. arborariae foi em 70 horas
(Yris0,32 g/g) e a S. stipitis em 50 horas obtendo rendimente,6l@,37 g/g. Em quase
todos os experimentos as leveduras consumiram 100% da xilose presente emmei
periodo inferior & 70 horas, com excecdo da S. arborariae que em 10% de xilose,
consumiu aproximadamente 92% do acucar (Figurd)? A-

Em relagdo ao consumo de agUcar, as leveduras S. passalel&:ustipitis,
consomem mais rapidamente comparando a S. arborariae. O esgotalm 4% de
xilose ocorre apos 40 horas de fermentacdo pela S. arborariae (Figura démas
leveduras consomem 100% do agucar em 20 horas de fermentacgé&o (Fige@).7aD
mesmo pode ser observado nas demais concentragdes de xilose, sendo o consumo
completo de 8% para S. arborariae ocorre em 60 horas (Figura 7 B), esa8dpasm
em 30 horas e S. stipitis em 40 horas (Figura 7 E e H). Em meio contendo 1@%eaxilos
levedura S. arborariae consome aproximadamente 92% da xilose duramterdaigdo
(Figura 7 G, enquanto nas demais ocorre o completo consumo de xilose em 40 horas
(Figura 7 Fe)l

No presente trabalho, foi possivel observar que todas as leveduras aprasentara
curva tipica de crescimento, ap0s 0 esgotamento do agucar ocorreu reducao
concentracdo de etanol. Este comportamento também foi relatado parkeesdaras
em estudos utilizando meio sintético e/ou hidrolisados lignocelul6sCadete et al.,
2009;CunhaPereira et al., 2011).

O principal produto obtido nestes ensaios de fermentacédo foi o etanol, e em
menores concentracdes co-produtos como o xilitol e o glicerol. Sendoeooigken
baixas concentra¢cfes pela S. arboragi@epassalidarum, em média 1,46 g/L e 1,04 g/L
respectivamente, apresentando concentragdes maximas em ensai@¥ca xilose.

Este subproduto nédo foi produzido nos ensaios realizados com S. stipitis.
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Apesar de baixa a producéo de glicerol nos experimentos realizadosasm alt
concentracfes de acucares, este co-produto pode estar relacionadesae esmotico,
uma vez que, o glicerol atua como osmorregulador ou soluto compativelutea cél
(Nevoigte Stahl, 1998).

O xilitol produzido, ndo ultrapassou os rendimentos de etanol em todas as
leveduras. Em S. passalidarum a producao de xilitol foi menor comparadd.com
arborariae. A maior concentragdo de xilitol foi observada em experintreaizados
com a S. arborariae, sendo 2,6 g/L, 8,0 g/L e 12,Zgilconcentracdes de 4%, 8% e
10% de xilose, respectivamente. A levedura S. passalida&stipitis, apresentaram
producdo maxima de xilitol em 10% de xilose (1,7 g/L).

Foi possivel verificar elevada produtividade de etanol por S. passatif@s =
0,74 g/L.ht a 1,03 g/L.I) e n ertre 69% e 80% e para S. stipit@ = 0,72 g/L.nt a 0,79
g/L.hY) e n entre 70 e 80% (Tabelal). Ambas apresentaram resultados similares, no
entanto, S. passalidarum em 10% produziu maior concentracdo de etanol (38,0 g/L) e
produtividade em etanol (& 0,94 g/L.h).

Cadete (2009), em experimento com a levedura S. arborariae, no meio de
fermentacdo contendo YP 2% de xilose 28 °C, apresentou rendimentos de etanol de
0,37 g/g com uma densidade Optica inicial proxima a 0,1.

Em experimentos fermentativos em meio sintético YP adicionadt. 52 gilose
a temperatura de 30 °C, Cadete (2012), verificou producéo de etanol variando de 15 g/L
a 18 g/L para S. passalidarum, a produtividade de etana! (B2 g/L.nt a 0,75 g/L.h
1y e eficiéncia de fermentacdo de aproximadamente 70%.

Os rendimentos mais altos de etanol obtidos nos experimentos com S.
passalidarum podem ser devido a preferéncia da enzima xilose redutasd@¢XRigier
NADH, ndo gerando desequilibrio entre a oferta e procura dos cofatores, visio que

enzima xilitol desidrogenase (XDH) é NABependente (X. Hou, 2012).
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Tabela 1: Pardmetros fermentativos em diferentes concentragdes de xilose.
Velocidade especifica de crescimentd; fendimento de etanol (Y(P/S)); produtividade de etanol (QéfYjéncia de fermentacdo (Y%); desvio padréo inferior &
0,005(*)

. Etanol Y is) Qp
Llrllhagdem de  yilose i (b . Y% Tempo (horas)
evedura (g/L) (9/9) (g/L.h)
4% 0,10 12,9 +0,11 0,34 0,01 0,32 +0,03 65,1 0,06 40
8% 0,10 24,2 0,27 0,31 0,02 0,39 +0,01 57,1 1,08 60
S. arborariae
10% 0,10 27,6 +0,68 0,32 0,01 0,39 +0,01 60,8 1,49 70
4% 0,10 15,1 0,65 0,37 0,00* 0,74 +0,03 70,9 0,16 20
8% 0,11 31,3 1,77 0,40 0,05 1,03 +0,06 68,5 2,25 30
S. passalidarun
10% 0,11 38,0 0,72 0,42 +0,00* 0,94 +0,02 80,7 0,56 40
4% 0,09 15,8 +0,44 0,42 0,01 0,78 +0,02 81,05 2,50 20
S. stipitis 8% 0,08 32,0 +0,29 0,36 +0,00* 0,79 +0,00* 69,9 0,36 40
10% 0,09 36,3 2,24 0,37 0,02 0,72 0,04 715 4,7 50
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5.2 Fermentacdo em diferentes temperaturas
A partir dos resultados obtidos durante a fermentacéo em diferentes codesntrac

de xilose, pode-se concluir que a melhor concentracdo de acucar paraizatacie
destas leveduras em diferentes temperaturas foi 10% de xilose, vistoegize
concentracdo ambas leveduras apresentaram bom crescimento celular éopdeduc
etanol.
O crescimento da levedura S. arborariae apresentou-se similnmaeraturas
de 28 °C e 32 °C, no entanto em 35 °C houve uma menor producao de biomassa celular
(Figura 8 A-C). Em todas as temperaturas testadas a velocigedé&iea de crescimento
se manteve semelhante (0,10 + 0,09, Wemonstrando que esta espécie de levedura
cresceemuma faixa de 28 °C a 35 °C (Tabela 2). As células permaneceram \@aveis
diferentes temperaturas durante todo o processo fermentativo (dados ndo mostrados).
A velocidade especifica de crescimento, a viabilidade e o crestincelular
(massa seca g/L) pela levedura S. arborariae se manterganesiram 28 °C, 32 °C e 35
°C. No entanto, o rendimento de etanol obtido nas temperaturas dee33 °C foram
inferiores comparado a menor temperatura de ensaio, ¥pdd®,20 g/g e 0,19 g/g,
respectivamente, nestas temperaturas, foi possivel observar que hoaiee producéo
de xilitol comparado a etanol, sendo 0,28 g/g e 0,34 g/g, respectivamenieliioe r¢os.
Nestas temperaturas a maior producgao de xilitol encontrada foi de 2218gd., no
tempo de 70 horas de fermentacéo. No processo fermentativo em 28 °C, o rernglimen
etanol observado foi @832 g/g, e a maior producao de etanol foi de 27,6 g/L em 70 horas

de experimento, e eficiéncia de conversédo 61 (Tabela 2) para S. arborariae.
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Xilose (g/l)

Tempo (h)
Figura 8: Cinética de fermentacdo em 10% de xilose, por S. arborariae (A, B e C) em 285€31lgyzam (D, E e F) e S. stipitis (G, He
[) em 32°C. SenddXilose (®); Etanol (A); Massa Secasf; Glicerol (o); Xilitol ( x).
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A linhagem S. arborariae UFMG-HM19.1A, utilizada no presente tiab&bi
isolada do Parque Nacional da Serra do Cipd, o qual apresenta clima tropical de altitude,
com verdes frescos e chuvosos e uma estacdo seca bem estalmsleci@aperaturas
médias anuais oscilando entre 17 e 18,5 °C (Cadete, et al., 2009). forasaa
temperaturas mais elevadas podem ter causado estresse path|edesfavorecendo
por exemplo, a atividade da enzima xilitol desidrogenase, levando ao acumultofe xili
e/ou causado desequilibrio de cofatores.

A levedura S. passalidarum, também apresentou crescimento sinalatedodo
0 processo fermentativo nas trés temperaturas avaliadas (28 °C, 335°CCg. A
velocidade especifica de crescimento foi maior na temperatura de 3&n@alor de
0,15 h'. Nas demais temperaturas, a velocidade especifica de crescimemaativeram
iguais, com valor de 0,11tfTabela 2) e a viabilidade celular também se manteve durante
0 processo fermentativo.

As concentracdes produzidas de etanol pela levedura S. passalidarum foram
similares nas temperaturas de 28 °C e 32 °C (38 £ 0,4 g/L), em 35 °C ocanezoa
concentracdo de etanol (34,8 g/L). Ao contrario da levedura S. arboraride,
passalidarum produziu mais etanol comparando ao xilitol em todasnperé&turas,
sendo 1,6 g/L + 0,06, 6,4 g/L £ 0,30 e 4,9 g/L = 0,68y 28 °C, 32 °C e 35 °C,
respectivamente.

Comparando o crescimento (massa seca) da levedura S. stipitis durante a
fermentacdo em diferentes temperaturas, foi possivel observar o ntebwmento em
28 °C e nas temperaturas de 32 °C e 35 °C o crescimento foi sifgiara(8 G-). No
entanto, a velocidade especifica de crescimento foi inversameagorcional, sendo a
menor 0,09  em 28 °C e nas temperaturas de 32 °C e 35 °C foi semelhante, sendo, 0,13
hle 0,12 h, respectivamente (Tabela 2).

O rendimentoem etanol pela S. stipitis, foi similar em todas as temperaturas
estudadas, tendo em médias¥ 0,36 g/g, com concentracdo méaxima de etanol (37,8
g/L), em 60 horas de fermentacdo €#G2A producao de xilitol foi crescente de acordo
com o aumento da temperatura.

De forma semelhante a S. arborariae, a S. stipitis produziu menor ttagéen
de xilitol em temperatura mais baixa (1,6 g/L + 0,05), sendo produzido no mdx#no,

g/L £ 0,15 e 11,8 g/L £ 0,26, nas temperaturas de 32 °C e 35 °C, respecteaNent

entanto, a producao de xilitol ndo ultrapassou as concentracdes defetaabilidade
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desta levedura em 28 °C se manteve constante durante todo o processemtag¢am
no entanto a 32 e 35 °C, apo6s 50 horas de fermentacéo foi possivelnaréicsencia
do crescimento de col6nias em meio sélido, mesmo em baixa diluicéo.

Em relacdo a capacidade de assimilacéo da xilose, todas asimtadeveduras,
consomem este acucar em maior velocidad@8 °C, comparado as demais. No entanto
alevedura S. arborariae ndo consome toda a xilose presente no meio assnddagao
maxima de aproximadamente 92% na temperatura de 28 °C em 70 ha@sB)ila@ho
minima de aproximadamente 66% em 70 hardS°C. S. passalidarumS. stipitisem
40 horas de fermentagdo a 28 °C, consomem 100% da xilose presente no meio.

A levedura S. passalidarum crescendo a 32 e 35 °C assimila 100% d&wxilose
60 horas e 92% em 70 horas, respectivamente. De forma semelhantstipti<S.
crescendo na temperatura de 32 e 35 °C, em 70 horas de fermentacdo consome
aproximadamente 97 e 94% da xilose, respectivamente. Tal fator padeskstionado
a temperatura O6tima de atividade das enzimas e/ou transportadoresdisdéna
temperatura mais elevada e concentracédo de etanol podem causar esltrizgse

Em S. arborariae a maior producédo de glicerol nas temperaturas 28, 32 e 35 °C
foram 1,46, 2,73 e 2,88 g/L, respectivamente. Em S. passalidarum as cgdesrdeste
subproduto foram menores quando comparado a S. arborariae, com valores de 1,04, 1,74
e 1,33 g/L, para as temperaturas de 28, 32 e 35 °C.

Em experimentos realizados por Hou (2012), a enzima XR de S. stipitis e S.
passalidarum utilizam como cofator NADPH e NADH, no entanto, éyabssbservar
preferéncia por NADPH por S. stipitis, e de NADH pela S. passalidé werificou-se
gue a enzima XDH é NADdependente em ambas, sendo assim a levedura S. stipitis
requer concentracdes baixas de oxigénio para que*N&[a regenerada, enquanto a
processo de fermentacédo por S. passalidarum ndo ha desequilibrio desoésta
forma, podemos inferir que de forma similar ao estudo relatado com a leveshipéiS$
a enzima XDH de S. arborariae tenha preferéncia por'NAD
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Tabela 2: Parametros fermentativos em diferentes temperaturas.

U Etanol Y (i) Qp Tempo
Temperaturas i i Y%
Linhagem de P () (g (9/g) (g/Lh) i (horas)
levedura 28°C 0,10 276 0,7 0,32 0,01 0,39 +0,01 60,8 #15 70
. 32°C 0,11 16,3 +0,7 0,20 0,02 0,23 +0,01 375 2.3 70
S. arborariae
35°C 0,10 13,1 +0,1 0,19 +0,01 0,18 +0,01 36,6 15 70
28°C 0,11 38,0 0,7 0,42 +0,00~ 0,094 +0,02 80,7 0,6 40
S. passalidarum 32°C 0,11 384 10,3 038 0,01 0,77 +0,01 72,2 272 50
35°C 0,15 348 +0,1 0,38 +0,00* 0,58 +0,00r 73,3 0,2 60
28°C 0,09 36,3 +2,2 0,35 +0,00% 0,72 +0,04 73,2 24 50
S. stipitis 32°C 0,13 378 +#10 0,36 0,02 0,61 +0,03 71,0 #1,6 60
35°C 0,12 336 +0,4 0,34 +0,03 0,68 +3,4 68,5 +3/4 60

Velocidade especifica de cresciment); fendimento de etanol (Y(P/S)); produtividade de etanol (Q@fYjéncia de fermentacéo (Y %); desvio padréo inferior a
0,005(*)
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5.3 Cofermentacéao de glicose e xilose
Os experimentos de cofermentagéo foram realizados consideranddhasemel

condicBes de fermentacdo de xilose. Em relacdo a concentracddcde, agdas as
leveduras apresentaram melhores rendimentos de etanol em fermentacd@8tcde

xilose. Porém, nas diferentes temperaturas, S. arborariae, S. passadi&asiipitis se

comportaram de maneira diferente em relacdo ao rendimento de etaaa.|®adura

S. arborariae, a melhor condi¢cdo de temperatura foi de 28 °C, em cditteapeara a

levedura S. passalidarum e S. stipitis, a temperatura de 32 °C f@rgserstou melhores
rendimentos de etanol.

De acordo com os resultados, foi possivel observar que todas as leveduras
consomem glicose e xilose simultaneamente, no entanto, o consumo ake glic
inicialmente é rapido. Apds o esgotamento de glicose, a xilose passaconsumida
mais rapidamente, porém, devido a alta concentracédo de acucares @ xilese ndo &
totalmente consumida no final de 70 horas de fermentagéo (Figura 9).

A S. arborariae consume totalmente a glicose em 30 e 40 horas, nggaesen
2% e 4% de glicose, respectivamente (Figura 9 B e C). Em S. passalidajlicuse foi
totalmente consumida em 20 e 40 horas, respectivamente (Figura 9&esgptamento
de 2% e 4% de glicose pela S. stipitis, ocorre respectivamente en3@Maras de
cofermentacao (Figura 9 H e I). Novamente, foi possivel observar o consumo rapido dos
acucaespor S. passalidarumS. stipitis em comparacdo com S. arborariae.

Na presenca de glicose S. arborariae, S. passalidarum e & app#tsentaram
maior velocidade especifica de crescimento quando comparado aosMmerpesi
contendo apenas xilose. Este comportamento pode ser devido a madadafidos
transportadores de acUcares por glicose, e também devido a maior geantda
transportadores especificos de glicose.

A viabilidade celular se manteve constante na presenca de 2% e 4% deegilicose
S. arborariae, durante as 70 horas de fermentacdo. As leveduras $dgassad S.
stipitis apresentaram aumento no numero de células viaveis dasgnieeiras 30 horas
nas duas concentracdes de glicose. Possivelmente se deve aestas leveduras,
apresentam maior velocidade especifica de crescimento enquanto a fonte preferencia

de acucar esta presente.

27



Tabela 3: Pardmetros fermentativos em cofermentacao.
Velocidade especifica de cresciment); fendimento de etanol (Y(P/S)); produtividade de etanol (QéfYjéncia de fermentacdo (Y%); desvio padréo inferior a

Linhagem de ~
Concentragdc Etanol Y (prs) Qp 0
levedura de glicose () (g/L) (9/9) (g/L.h) Y% Tempo (horas)
0% 0,10 27,6 0,7 0,32 0,01 0,39 +0,01 60,8 1,5 70
_ 2% 0,37 26 0,1 0,29 0,0 0,37 +0,00* 57,1 0,6 70
S. arborariae
4% 0,35 25,7 0,8 0,28 #0,02 0,36 +0,02 55,0 3,8 70
0% 0,11 384 0,3 0,38 0,01 0,77 +0,01 72,2 12,2 50
_ 2% 0,43 29,9 0,3 0,32 0,01 0,42 +0,03 61,7 12,6 70
S. passalidarun
4% 0,40 25,8 09 0,32 0,01 0,36 +0,01 61,8 1,5 60
0% 0,13 37,8 +1,0 0,36 #0,02 0,61 +0,00* 71,0 1,6 60
S. stipitis 2% 0,14 29,3 1,3 0,36 0,02 0,42 10,02 69,4 3,8 70
4% 0,16 32,0 1,7 035 0,0 0,45 +0,03 68,8 4,4 60
0,005(*)
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Para o calculo de rendimento de etanok/dYconsiderou-se a média da
concentracdo dos substratos (glicose e xilose) inicial e finamAgsialor do rendimento
tedrico € 0,51%0,52 da xilose e 0,51 da glicose).

A levedura S. arborariae produziu aproximadamente a mesma conced&acao
etanol (26,0 g/L) nas duas concentracOes de glicose. As concentrac@znale
observadas em S. passalidami$ stipitis, foram de 29,9 g/L e 29,3 g/L (2% de glicose)

e 25,8 g/L e 32,0 g/L (4% de glicose), respectivamente (Tapela 3

Em aproximadamente 72 horas de cofermentagdo em meio sintético contendo, 20
g/L de xilose, 20 g/L de glicose e 10 g/L de arabin@smhaPereira (2011), verificou
uma producéo de etanol de 15 g/L pela levedura S. arborariae WHAEI.1A. 0s
valores de ¥s e @ encontrados, foranequivalentes a 0,45 g/g e 0.21 g/t.h
respectivamente.

S. passalidarum apresentou rendimentos de 0,32 gfggei@ a 0,42 g/L.B, em
2% e 4% de glicose. Os respectivos rendimentos para S. ®ipitisfermentacdo com
2% e 4% de glicose foram de 0,36 g/g e 0,33 g/g, e produtividade volunmgtiata
0,42 g/L.ht e 0,45 g/L.H, respectivamente.

Considerando-se a concentracao inicial elevada de xilose (100hgfelagao a
concentracdo de glicose (20 g/L e 40 g/L, respectivamente) eosgatidimentos de
etanol encontrados 29,9 g/L para S. passalidarum e 32,0 g/L para S, sspiéisultados
do estudo sugerem que a fermentacao de hidrolisado lignocelulésico poestispes
sao promissores para producao de etanol a partir da D-xilose.

O subproduto xilitol foi produzido com maiores rendimentos em S. arborariae,
15,7 g/L em 2% de glicose, e 13,2 g/L em 4% de glicose. Em S. passalidarum
rendimento foi 6,5 g/L e 8,1 g/L, em 2% e 4% de glicose, respectivameetediia S.
stipitis produziu no processo de cofermentacédo, concentracdes de xilitol adfexiér
g/L. Mais uma vez, S. arborariae demonstrou ser promissora para produgitolde
comparada as demais.

Segundo resultados obtidos por Hou (2012), concluiu-se que a presenca de glicose
pode afetar o metabolismo de xilose em S. passalidarum por ocupar os transgortadore
da difuséo facilitada de xilose. Ou ainda a presenca de glicosselntaa pode causar
um sinal de represséo da sintese das enzimas XR e XDH, as@paigluzidas pela

xilose
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Xilose (g/l)

Tempo (h)
Figura 9: Cinética da cofermentacédo das leveduras S. arborariae (A, B e G3alidpaum (D, E e F) e S. stipitis (G, He 1), em 10% de
xilose com 0, 2 e 4% de glicose respectivamente. S&ilise (o); Etanol (A ); Massa Secas; Glicerol (o); Xilitol ( x).
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Massa Seca (g/L)

5.4 Avaliacdo do crescimento na presenca de inibidores

As linhagens foram submetidas a fermentacao, nas temperaturas de 28 °C para S.
arborariae e 32 °C para S. passalidaeinstipitis em meio liquido com 10% de xilose
e adicionado de furfura(2,5 g/L), (HMF) (0,5 g/L) e acido acéticq3,0 g/L). As
concentragbes foram definidas de acordo com a caracterizagdo do hidrolisado

hemiceluldsico, realizado no presente trabalho.

Na figura 10 (A, B e C), pode ser observado que o acido acético inibiu o
crescimento de todas as leveduras, uma vez que na forma nao disgadaddifundir
através da membrana citoplasmatica e se dissociar no citoplestio@indo o pH
(BELLIDO et al., 2011).

Tempo (h)
Figura 10: Producéo de massa seca por S. arborariae (A), S. passalileg @nstipitis

(C). Controle X); Furfural €); HMF (0); Acido acético (A).

Ocrescimento de S. arborariae na presenca de furfural foi completamieiaii. ini
Na presenca de HMF, a producdo de biomassa foi inferior comparado ao cowotrole,
entanto, ndo inibiu o crescimento.

As leveduras S. passalidar@B. stipitis produziram mais biomassa na presenca
de furfural e HMF, sendo tolerantes a estes inibidores.

Nas concentragbes mais baixas de etanel%, as leveduras S. arborara$.

passalidarum cresceram normalmente (Tabela 4), a S. stipiti®fnéio com efeito inibitorio

de etanol em 2%, no entanto, houve decréscimo de crescimento emnifitd® itotal do

crescimento em 6%. A S. arborariae, apesar de ter apresentado bomeresem 4%,

guando em 6% houve inibigdo do crescimento, a figura 11 demonstra o padrao déadaliac

crescimento.
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Tabeh 4: Avalicdo do crescimento na presenca de etanol.

Linhagem de Concentragao de Etanol
levedura 2% 4% 6%
S. arborariae +++ +++ -
S. passalidarum +++ +++ +
S. stipitis +++ ++ -

+++ Crescimento

++ Crescimento

+ Crescimento

- Sem crescimento

Figura 11: Padré&o para avaliagao do crescimento em diferentes cag@eside etanol,
nas diluigbes 1:1; 1:10; 1:100.
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6. CONCLUSOES

Os melhores rendimentos de etanol em 10% de xilose. Sendo na tempkra&ira
°C

(S. arborariae) e 32 °C (S. passalidarum e S. sjipitis
A viabilidade celular se manteve nos ensaios de fermentacéo;

Nos experimentos realizados com inibidores, a levedura S. arborariae, S.

passalidarum e S. stipitis demonstraram ser tolerantes ao HMF;

No entanto, a levedura S. arborariae ndo cresceu no meio contendo furfural, ao

contrario da S. passalidarum e S. stipitis;

No entanto, nenhuma das espécies toleram a concentracdo utilizacialodde a
aceético;
Quanto a tolerancia ao etanol, a S. passalidarum foi a Unica egpeeajgresentou

crescimento em 6%;

Avaliando os resultados obtidos, podemos entdo sugerir a linhagem S. passalida
como mais promissora para producdo de etanol a partir da biomassa lignimeglulos

guando comparada as demais do presente trabalho.
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