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RESUMO

RAMIREZ, Maria Ximena Diaz, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
maio de 2017. Selecao e identificagao de leveduras para fermentagao
direta de amido de mandioca tipo industrial. Orientadora: Monique
Renon Eller. Coorientadores: Paulo Henrique Alves da Silva e Mbnica
Ribeiro Pirozi.

O objetivo deste trabalho foi o isolamento de leveduras para produgao de
etanol a partir de amido de mandioca industrial, uma variedade adaptavel
a diversas condi¢des climaticas e, portanto, cultivavel em locais onde
outros alimentos nédo poderiam ser produzidos. Para tanto, 62 isolados
foram obtidos a partir de inhame, milho, batata inglesa e mandioca
industrial e avaliados quanto a sua capacidade de producéo de etanol em
um meio contendo amido. O isolado N43, obtido de inhame, apresentou
maior capacidade de conversdo (> 6 g.L' de etanol), enquanto o isolado
BB4, obtido de batata inglesa, foi o mais produtivo (0,78 g.L™".h™" de
etanol), seguido por MB9, obtido de mandioca. Eles foram identificados
por sequenciamento do gene 26S como Candida quercitrusa (N43), Pichia
kudriavzevii (BB4) e Hanseniaspora opuntiae (MB9) e avaliados quanto a
tolerdncia a meios contendo etanol. Nesse contexto, a levedura BB4 foi
selecionada e utilizada para a definicdo de condi¢gdes de processo
visando a maiores rendimentos em etanol. Em geral, menores
concentracdes de amido no meio induziram maior producao de etanol (até
3,4 g.L" de etanol em 30 g.L ™! de amido). A modalidade de sacarificacéo
e fermentacdo separadas (SHF) foi a que gerou maior quantidade de
etanol apos 96 h de processo, seguida pelo bioprocesso consolidado
(CBP) e entao sacarificagdo e fermentacéo simultaneas (SSF), mostrando
a importancia das condi¢cdes de fermentagdo na produtividade dessa
levedura e o potencial da BB4 em produzir enzimas amiloliticas. Os
resultados evidenciam o potencial das matérias-primas amilaceas como
fontes de leveduras para processos fermentativos, o que pode levar ao
desenvolvimento de uma nova estratégia de baixo custo para a produgao

de biocombustiveis no Brasil.



ABSTRACT

Ramirez, Maria Ximena Diaz, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
May, 2017. Yeast selection to production of ethanol from industrial
cassava’s starch. Advisor: Monique Renon Eller. Co-advisors: Paulo
Henrique Alves da Silva and Ménica Ribeiro Pirozi.

The objective of this investigation was the yeast’s isolation for production
of ethanol from industrial cassava’s starch, which is adapted to several
climate conditions and, therefore, possible to cultivate where other kinds of
food cannot. To do so, 62 isolates were obtained from yam, corn, England
potato and industrial cassava and analyzed by their capacity of ethanol’s
production in a medium containing starch. The isolate N43, obtained from
yam, presented the highest capacity of conversion, while the isolates BB4
and MB9, obtained from England potato and cassava, respectively, were
the most productive. The yeasts in these isolates were identified using a
sequence of the gene 26S as Candida quercitrusa (N43), Pichia
kudriavzevii (BB4) and Hanseniaspora opuntiae (MB9) and then evaluated
by their tolerance to media containing ethanol. In this sense, the BB4
yeast was selected and used to define the process conditions aiming a
higher efficiency on ethanol production. In general, smaller concentrations
of starch resulted in better yields. The Separated Hydrolysis &
Fermentation (SHF) had the best yield in ethanol after 96 hours of
process, followed by the Consolidated Bio-processing (CBP) and the
Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF), respectively,
showing the importance of the fermentation’s conditions in the yeast
productivity and the BB4 potential to produce amylolitic enzymes. The
results shows the starchy raw materials’ potential as yeast’s sources to
fermentation process. The optimization of the conditions is essential to
simplify the ethanol production from this yeast, which can help the

developing of a new low cost process to produce biofuel in Brazil.



1. INTRODUGAO GERAL

A industria de etanol combustivel enfrenta uma série de desafios
como a busca por matéria-primas que nao concorram com a produgao
alimenticia e que sejam rentaveis. Uma fonte alternativa que tem sido
estudada para esse fim é a mandioca, especificamente a do tipo
“‘industrial”’. Esta planta & capaz de se adaptar a uma grande diversidade
de condigdes climaticas, podendo, portanto, ser cultivada em locais onde
outras espécies vegetais ndo se desenvolveriam. Além disso, ela possui
teores elevados de compostos cianogénicos, ndo sendo util para consumo

direto na alimentagdo humana.

A producao de etanol a partir de matérias-primas amilaceas passa
por uma série de etapas, dentre as quais se destacam a hidrolitica, para
disponibilizagao do substrato ao biocatalisador, e a fermentativa. Para a
primeira sao utilizadas enzimas amiloliticas, principais responsaveis pelos
custos da producdo do combustivel. Para a etapa fermentativa sao
utilizados microrganismos, principalmente leveduras, essenciais para o

rendimento do processo.

Nas industrias cujo objetivo é o uso de matérias-primas amilaceas
para producdo de bioetanol, faz-se necessaria a busca por
microorganismos capazes de hidrolisar e fermentar de forma direta o
amido, o que tornaria o processo mais viavel. Ao longo dos anos, varias
pesquisas tém buscado a obtencado de leveduras amiloliticas capazes de
hidrolisar o amido e, ao mesmo tempo, capazes de utilizar os produtos
resultantes com alta eficiéncia para a produgdo de alcool. Alguns
pesquisadores identificaram essas leveduras, porém com baixa eficiéncia
de conversdo, o que tornaria necessario o uso de um segundo

microorganismo para a transformacao dos agucares em etanol.

O objetivo desse trabalho foi isolar e selecionar leveduras
capazes de viabilizar a producdo de etanol a partir da mandioca

industrial a fim de tornar o processo mais rapido € menos oneroso.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Isolar e identificar uma levedura apropriada para fermentagao

direta de amido de mandioca industrial para produgéo de etanol.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar leveduras a partir de fontes amilaceas;

- Caracterizar, identificar e selecionar as leveduras com maior capacidade

de fermentar amido a etanol;

- Determinar as condicdes de maior produtividade pela levedura

selecionada;

- Avaliar a produgdo de etanol pela levedura nas modalidades de
processo de sacarificacdo e fermentacdo separadas, sacarificacido e

fermentacao simultaneas e bioprocesso consolidado.

12



3. REVISAO DE LITERATURA - PRODUGAO DE BIOETANOL A
PARTIR DE AMIDO

O Brasil € o maior exportador de bioetanol, o qual é produzido a
partir de cana-de-agucar com alto rendimento e baixo custo de produgéao
(Brasil, 2014). Entretanto, a atual crise energética mundial tem
aumentado o interesse pela busca de matérias-primas alternativas para
a producdo de biocombustiveis, assim como o desenvolvimento de
novos processos que permitam fornecer um produto acessivel ao
mercado. Nesta revisdo serdo abordados os aspectos economicos da
produgcdo de bioetanol e como essa produgdo pode ser realizada

utilizando amido de mandioca industrial como matéria-prima.

3.1. BIOETANOL
Aspectos econémicos

A populagdo mundial esta em constante crescimento e com ela
cresce também a demanda energética. Em breve as fontes utilizadas para
a produgédo de energia (combustiveis fésseis como o petrdleo e seus
derivados) nao serao suficientes para cobrir a demanda mundial. Além
disso, 0 uso deste tipo de combustivel € apontado como uma das
principais razbes da poluicdo ambiental e do aquecimento global (Balat,
2011). A sua queima gera grandes quantidades de gases de efeito estufa,
e por isso alternativas sustentaveis de produgdo de energia tém sido

encorajadas, como os biocombustiveis.

Biocombustivel é definido como “combustivel derivado de biomassa
renovavel para uso em motores a combustdo interna ou, conforme
regulamento, para outro tipo de geragao de energia, que possa substituir
parcial ou totalmente combustiveis de origem féssil’, segundo a
Legislagao Brasileira (Conselho Nacional de Politica Energética, 1997). O
termo biocombustivel inclui combustiveis liquidos como o etanol, metanol
e o biodiesel, ou gasosos como o hidrogénio e o metano, os quais sao

produzidos a partir da biomassa e oferecem vantagens de
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sustentabilidade, diversidade, aumento do numero de empregos na area
rural, desenvolvimento agricola, competitividade internacional, redugéao da
dependéncia do petroleo importado e, principalmente, redugao das

emissdes de gases do efeito estufa (Balat, 2011; Balat, Balat e Oz, 2008).

O bioetanol é o biocombustivel mais utilizado mundialmente. Sua
produgdo aumenta a cada ano, passando de 65 bilhdes de litros em
2008 a mais de 90 bilhdes de litros em 2015, segundo dados da
Renewable Fuel Association (2016). Os paises com maior produgéo de
biocombustivel sdo os Estados Unidos e o Brasil, representando mais de
80% da producdo mundial (RFA, 2016). As matérias-primas mais
empregadas nesses paises sdo o milho e a cana-de-agucar,
respectivamente.

O Brasil vem produzindo etanol desde o ano de 1975, quando o
programa Pré-Alcool do Governo Federal foi implementado com o
objetivo de garantir o fornecimento de energia a populacdo em vista das
crises do setor petrolifero (Kohlhepp, 2010). Nos ultimos cinco anos o
Brasil aumentou a producao de etanol em 30%, tendo produzido cerca
de 27 bilhdes de litros no ano 2016 (RFA, 2016).

Ao longo da histéria da produgao de etanol ha a preocupagao com
relacdo as fontes vegetais utilizadas, uma vez que estas sao utilizadas
também para a producdo de alimentos, afetando sua disponibilidade no
mundo. Matérias-primas alternativas sao alvos de pesquisa, tais como o
sorgo e a mandioca brava, também chamada de mandioca industrial
(Kang et al., 2014).

3.2. PRODUGAO DE BIOETANOL A PARTIR DE AMIDO

A producao tradicional de etanol a partir de amido ocorre em cinco
etapas, iniciando-se com uma hidrélise, que é feita devido a dificuldade
de ruptura da estrutura dos granulos de amido, o que permite a liberagao
de acgucares fermentesciveis para a producao do etanol. A hidrdlise inclui
as etapas de liquefacdo e sacarificacdo; em seguida, é feita a

fermentacao usando principalmente leveduras; destilacido do fermentado
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para producdo de etanol hidratado, e finalmente, a desidratagdo para

obtencao do bioetanol anidro.

Caracteristicas da matéria-prima

A produgdo de mandioca aumentou em 60% entre os anos de
2000 e 2012, segundo dados da FAO (Food and Agriculture
Organization). Ainda segundo a agéncia, este aumento foi impulsado
pelo incremento das aplicacdes industriais dessa matéria-prima,
especialmente para a produgao de etanol e amido.

Existem dois tipos de mandioca, as chamadas doces e as
amargas, as quais se diferengcam nos teores de compostos cianogénicos
e mediante os quias € estabelecida a destinacao final da mandioca. As
especies doces possuem baixos teores destes compostos, portanto sao
destinadas ao consumo in natura, enquanto as variedades amargas, as
quais possuem maiores teores de compostos cianogénicos, sao
utilizadas apo6s processamento, sendo também conhecidas como
mandioca tipo industrial (FAO, 2013).

A mandioca industrial possui teores de amido mais elevados em
comparagao com as especies doces (quadro 1), sendo portanto uma
matéria-prima cotada para produgdo de Dbioetanol. Além disso,
mandiocas deste tipo possuem resisténcia a condigdes climaticas
adversas e alta produtividade em terras improdutivas (Ajibola, Edema e
Oyewole, 2012; Alves, 2002; Zhu, 2015). Dessa forma, a mandioca
industrial pode ser cultivada em areas onde outras culturas alimentares
ndo se desenvolvem, favorecendo a estabilidade no fornecimento de

alimentos uma vez que nao compete com recursos como agua e terra.
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Quadro 1. Diferengcas na composicdo da raiz de mandioca tipo doce e a raiz de

mandioca tipo industrial.

Composicdo média de mandioca doce e industrial na América Central
(100 g de amostra, base seca)
COMPOSTOS RAIZ DE RAIZ DE MANDIOCA
MANDIOCA DOCE INDUSTRIAL
Valor energético (Cal) 132 148
Umidade (%) 65.2 60.6
Proteina (%) 1.0 0.8
Gordura (%) 04 0.3
Carboidratos totais (%) 32.8 37.4
Fibra (%) 1.0 1.0
Cinzas (%) 0.6 0.9
Calcio (mg) 40.0 36.0
Fosforo (mg) 34.0 48.0
Ferro (mg) 1.4 1.1
Vitamina A (mg) T2 5.0
Tiamina (mg) 0.05 0.06
Riboflavina (mg) 0.04 0.04
Niacina (mg) 0.60 0.70
Acido ascérbico (mg) 19.0 40.0
Porgédo ndo comestivel (%) 32.0 32.0

O amido é o principal carboidrato presente na mandioca, este é
um polimero natural, semicristalino, renovavel e biodegradavel produzido
por muitas plantas como fonte de energia. E o segundo material
biomassico mais abundante na natureza, precedido apenas pela
biomassa lignocelulésica. Também pode ser encontrado em grandes
quantidades em diferentes residuos gerados pelas empresas
processadoras de alimentos (Corre, Le, Bras e Dufresne, 2010).

O amido é composto de dois polissacarideos: amilose e
amilopectina. Além disso, contém pequenas quantidades de outros
componentes ndo pertencentes aos hidratos de carbono, tais como
lipideos, fosfatos e proteinas. Nos granulos de amido, a amilose e a
amilopectina estdo densamente compactadas em um estado
semicristalino com ligagdes inter e intramoleculares (Chen et al., 2011;
Martin e Smith, 1995).

A amilose apresenta predominantemente cadeia linear e é

composta por até 3000 moléculas de glicose interconectadas por
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ligagcdes glicosidicas alfa-1,4 (Beninca et al., 2013). Por outro lado, a
amilopectina é um polimero ramificado que consiste de cadeias
relativamente curtas de alfa-D-(1,4) glicopiranose unidas por ligacdes
alfa-D-(1,6) (glicosidicas a cada 22 unidades de (glicose,
aproximadamente (Corre, Le, Bras e Dufresne, 2010). As proporgdes de
amilose e amilopectina nos granulos de amido geralmente correspondem
a aproximadamente 30 e 70%, respectivamente, mas podem variar
dependendo da fonte botanica (Martin e Smith, 1995).

Hidroélise do amido

A hidrélise do amido consiste na clivagem desse polimero em
fragmentos de cadeia curta, como dextrina e maltose, ou monémeros de
glicose. Essa fragmentagao implica na ruptura de ligagdes glicosidicas e
a adigcdo de uma molécula de agua por cada ligagdo rompida (Tasic” e
Veljkovic, 2011).

(CeH1005)n + nHLO = ;CgH 1206

Amido Glicose

A hidrélise do amido pode ocorrer por via enzimatica ou acida. A
hidrélise catalisada por acidos € pouco utilizada, devido principalmente a
necessidade de neutralizagdo do hidrolisado antes da fermentacao e de
um maior investimento em equipamentos para a manutengcdo das
condigdes acidas. Assim, o método enzimatico tem recebido maior

atencao nas ultimas décadas (Tasic” e Veljkovic, 2011).
Enzimas responsaveis pela hidrélise do amido

As enzimas responsaveis pela hidrolise do amido sdo chamadas
de enzimas amiloliticas, ou simplesmente de amilases, e sdo de grande
importancia na area da biotecnologia devido as aplicacbes em alimentos,
fermentados, téxtis e na industria de papel.

As amilases podem ser derivadas de plantas, animais e

microrganismos e sao classificadas em quatro principais grupos:
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endoamilases, exoamilases, enzimas desramificadoras e ciclodextrinas
glicosiltransferases (Gupta et al., 2003). A figura 1 mostra a atuacao dos
diferentes tipos de enzimas amiloliticas e os seus produtos, derivados a

partir da clivagem das moléculas de amido.

Ciclodextrina
Glucosiltransferase

g
Onn. Enzimas @

Desramificadoras Ciclodextrinas

a-amilase

® |isoamilase] \ |Pululanase I |

lineares /
4
- o-@ ‘O
Glicose )\ o0 .
Maitose Maltose Glicose Maltotriose

0-0-O-g O-@ Maltose
O\O\O‘ @ Glicose

Oligossacarideos
lineares

Figura 1. Atuacdo das enzimas amiloliticas. (*) Residuo redutor de a-D-glicose; (°)
residuo ndo-redutor de a-D-glicose. Fonte: (Horvathova, Janegek e Sturdik, 2000).

Oligossacarideos

Endoamilases: Catalisam a hidrolise de forma aleatdéria no interior da

molécula de amido, permitindo a formagdo de oligossacarideos tanto
lineares como ramificados de varios comprimentos de cadeia (Gupta et
al., 2003). A a-amilase é a principal representante desse grupo e é capaz
de catalisar as ligagdes glicosidicas internas a-1,4 e gerar produtos de
baixo peso molecular como glicose, maltotriose e ciclodextrinas (Souza e
Magalhaes, 2010).

Exoamilases: Sdo enzimas que atuam a partir da extremidade néo
redutora, clivando as ligagcdes a-1, 4-glucano produzindo unidades
sucessivas de maltose e B-limite-dextrina. No entanto, algumas
exoamilases também sdo capazes de clivar ligagbes a-1,6 como as

glicoamilases (Gupta et al., 2003; Horvathova, Janedek e Sturdik, 2000).
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Enzimas desramificadoras: Nesse grupo podem ser encontradas as

isoamilases e as pulalanases, ambas capazes de clivar especificamente
ligagcbes a-1,6 da amilopectina. (Hii et al., 2012; Horvathova, JaneCek e
Sturdik, 2000).

Ciclodextrinas Glicosiltranferases (CGTases): Atuam sobre o amido

produzindo ciclodextrinas, que s&o oligbmeros ciclicos de 6 ou mais
unidades de D-glicose unidas por ligagdes a-1,4. As CGTases também
podem catalisar a degradacéo das ciclodextrinas, as quais ndo possuem
extremidades ndo redutoras, inibindo a acdo das enzimas com
exoatividade (Arellano-Carbajal, F; Olmos-Soto, 1999).

Por serem especificas para clivar cada ligagao glicosidica dentro do
amido, estas enzimas atuam em diferentes etapas dentro da propria

hidrolise.
Liquefagao

A liquefacdo do amido consiste na hidrélise parcial da moléculas
sob elevadas temperaturas, entre 90 e 110 °C, pH 6,0 — 6,5 e é catalisada
por enzimas alfa-amilases termoestaveis, capazes de hidrolisar ligacbes
a-1,4- glicosidicas internas no amido, liberando oligbmeros de dextrose
(Derez et al., 2014; Li et al., 2015; Lucyna, Zielonka e Jaros, 2013).

A liquefagdo do amido envolve uma etapa prévia de gelatinizagao
em agua, na qual ha quebra das associagdes intermoleculares de amilose
e amilopectina em estado solido (granulos). Isso é feito mediante um
tratamento hidrotérmico que envolve a absor¢do de agua aquecida pelos
granulos, provocando o seu inchamento, e consequente ruptura com a
liberagédo de amilose e amilopectina soluveis (Borglum, 1980; Charles et
al., 2014; Tako et al., 2014; Xu, Yan e Feng, 2016).

Sacarificagao

Apoés a etapa de liquefagao ocorre a sacarificacdo do amido, a qual
€ realizada em temperaturas relativamente brandas (60 - 70 °C) e

preferencialmente na presengca de enzimas como as glucoamilases,
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capazes de hidrolisar as ligacées a- (1-4) e a- (1-6), permitindo a
obtencdo de maltose ou xaropes de D-glicose (Ajibola, Edema e Oyewole,
2012).

Fermentacao

A fermentacdo baseia-se na conversdo de fontes de caborno,
especialmente agucares, do substrato por microrganismos. Na
fermentagao alcéolica essas moléculas sao transformadas principalmente
em etanol e gas carbdnico, gerando duas moléculas de ATP ao longo do
processo (Nelson e Cox, 2008).

Processos fermentativos podem ser realizados em batelada,
batelada com alimentacdo ou de forma continua. Na fermentagcdo em
batelada, a matéria-prima ja hidrolisada € adicionada ao reator,
juntamente com os microrganismos, nutrientes e outros ingredientes. Na
batelada alimentada, um ou mais ingredientes sdo acrescentados no
decorrer da fermentagéo (Zabed et al., 2014). Na fermentag¢ao continua o
reator € continuamente alimentado por uma ou mais correntes de entrada,
contendo os nutrientes necessarios, enquanto as células, produtos e
residuos sao removidos continuamente (Lim e Shin, 2013).

A selecao do modo mais adequado de fermentacdo depende,
principalmente, da cinética dos microrganismos utilizados e da natureza
da matérias-prima (Zabed et al., 2014). Os microrganismos usados na
industria para a produgcdo de etanol sdo selecionados de forma que
apresentem caracteristicas tais como: habilidade de fermentar
rapidamente um amplo espectro de carboidratos, capacidade de produzir
e tolerar altas concentragdes de etanol, producdo de poucos subprodutos
e tolerancia a variagdes na temperatura e a baixos valores de pH (Binod,
Sindhu e Pandey, 2013; Dien, Cotta e Jeffries, 2003).

Leveduras usadas na producao de bioetanol a partir do amido

As leveduras sao ubiquas ao meio ambiente, mas geralmente séo
isoladas de fontes ricas em acgucares, como exsudados de plantas, e

também de fontes ricas em amido como tubérculos de mandioca, batata
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doce, inhame, dentre outras (Tikka et al., 2013). Elas sdo o grupo
microbiano mais importante na producdo industrial de etanol, sendo
Saccharomyces cerevisiae a espécie mais utilizada (Hajar et al., 2017).
Assim ha uma crescente demanda por leveduras com caracteristicas que
permitam maior eficiéncia desse processo, especialmente quando sao
utilizados substratos com estruturas complexas, como é o caso do amido

e da biomassa lignocelulésica.

O amido € um substrato renovavel e de alta disponibilidade, é
facilmente hidrolisado em acucares fermentesciveis usando enzimas
amiloliticas produzidas por microrganismos, como as leveduras. Alguns
desses microrganismos sao capazes de se multiplicar em presencga de
amido e fermenta-lo, como por exemplo Saccharomyces diasstaticus
(Banerjee, Debnath e Majumdar, 1988; Verma et al., 2000),
Endomycopsis capsularis (Verma et al., 2000), Candida albicans (Aruna et
al., 2015) e Scheffersomyces shehatae (Tanimura et al.,, 2015). O uso
deste tipo de levedura contribuiria na redugao dos custos de operagao do
processo de producao de etanol. A necessidade de adicao de enzimas
exdgenas onera o processo, tornando o bioetanol obtido de fontes como o
amido ou biomassa lignocelulésica um combustivel menos viavel
economicamente em relacdo ao bioetanol produzido a partir da cana-de-

agucar (Tanimura et al., 2015).
Destilagao

A destilagdo permite a separagdo de materiais por meio de
diferengcas na volatilidade, devido a possibilidade de vaporizar uma
substancia a partir de uma solucado em ebuligdo. Assim, no final da
fermentacao, é obtida uma solugdo composta por etanol e agua, a qual é
transportada para o sistema de destilagado para separagao parcial da agua

presente e recuperaragao do etanol produzido (Ravagnani et al., 2009).

Ao final da fermentagdo obtém-se uma solugéo de até 12% (m/v)
de etanol, sendo necessaria a sua concentragdo pelo processo de

destilacédo (Kiss e Suszwalak, 2012), a qual permite que a solugao atinja
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concentragbes similares a composigdo azeotropica (96% m/v). Porém,
para que o etanol possa ser misturado com a gasolina e utilizado como
combustivel, o teor de agua deve ser ainda menor, pois a gasolina e a
agua sao substancias imisciveis. Assim, € necessaria uma etapa

adicional, a desidratagéo (Palacios-Bereche et al., 2014).
Desidratacao

E a ultima etapa no processo de producéo de etanol e permite a
remocao de agua remanescente para obtencéo do etanol anidro (>99,6%
(v/v)) (Karimi, Ghobadian e Omidkhah, 2016), representando altos custos
no processo de produgao de etanol.

A desidratacdo pode ser feita de modo isotérmico usando um
fluido de aquecimento ou em modo adiabatico usando vapor diluido (Maia
et al., 2016).

3.3. FORMAS DE CONDUGAO DE PROCESSOS NA PRODUGAO DE
ETANOL A PARTIR DE AMIDO

Diferentes métodos tém sido aplicados para o desenvolvimento de
cada uma das etapas anteriormente descritas na producao de etanol a
partir de matérias-primas amilaceas. Os dois processos mais utilizados
sdo: sacarificacédo e fermentacdo separadas (SHF), a sacarificagéo e
fermentacdo simultdneas (SSF). O bioprocesso consolidado (CBP)
corresponde a outra técnica, ainda esta em processo de pesquisa.

A figura 2 mostra um esquema das etapas envolvidas na producao
de etanol a partir de amido em diferentes modalidades de processo: SHF,
SSF e CBP.
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Figura 2: Etapas envolvidas na produgdo de etanol a partir de amido. Aqui, séo
apresentadas trés possiveis rotas para a produgdo de bioetanol a partir de amido:
Hidrolise e fermentagdo separadas (SHF), Sacarificacdo e fermentacdo simultaneas
(SSF), Bioprocesso consolidado (CBP) (Ali et al., 2016).

Hidrédlise e fermentacao separadas (SHF)

Envolve a realizacdo das etapas de hidrélise e fermentacdo de
forma individual, na qual as reacbes ocorrem em unidades separadas. A
principal vantagem deste método consiste na eficiéncia de cada uma das
etapas, ja que ao serem realizadas de forma individual podem ser

realizadas sob condigdes o6timas. Isso porque para cada agente de
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catalise, as temperaturas 6timas de atuagédo das enzimas hidroliticas sao
diferentes daquelas usadas pelos microrganismos capazes de fermentar
0os agucares liberados (Axelsson, 2011; Olofsson, Bertilsson e Lidén,
2008). As enzimas responsaveis pela liquefagao, por exemplo, hidrolisam
0 amido sob temperaturas de 90 a 110 °C, enquanto as atuantes na
sacarificagdo possuem atividade maxima entre os 60 e 75 °C (Ajibola,
Edema e Oyewole, 2012). Entretando, a fermentagcdo ¢é realizada

normalmente entre 28 a 30 °C pelas leveduras.
Sacarificagao e fermentagao simultaneas (SSF)

E uma alternativa ao método SHF e envolve a realizacdo da
hidrolise e da fermentacdo em uma mesma etapa, apresentando como
principal vantagem o consumo imediato pelo microrganismo fermentador
da glicose liberada durante a hidrédlise, evitando a inibicdo das enzimas
atuantes (Axelsson, 2011; CASTANO et al., 2011). Outra vantagem da
implementagdo desse meétodo € a redugcdo nos custos, uma vez que a
reagcao acontece em um unico reator. Porém, o SSF tem a desvantagem
de estabelecer condicdes médias nos parametros do processo
(temperatura, pH, tempo) que nao seriam as ideais para nunhum dos
agentes atuantes (enzimas e leveduras) (Olofsson, Bertilsson e Lidén,
2008).

A desvantagem dos processos de SHF e SSF consistem, entre
outros, nos custos elevados de producao devido a necessidade de adi¢cao
de enzimas endogenas ao processo. Devido a isso tem sido desenvolvida

a técnica de conducgao de processo via Bioprocesso consolidado:
Bioprocesso consolidado (CBP)

O bioprocesso consolidado (CBP) combina de forma simultanea a
producao de enzimas, hidrélise do substrato e a fermentagao do etanol
em um unico biorreator (Hasunuma e Kondo, 2012; Li e Zhu, 2011,
Tanimura et al., 2015). O CBP tem sido reconhecido como um potencial
avancgo para a producao de bioetanol a baixo custo, mas a sua viabilidade

depende em grande parte da capacidade do microrganismo utilizado de
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produzir enzimas amiloliticas em quantidade suficiente e em fermenter os
agucares com alta eficiencia de conversao (Zerva et al., 2014). Fungos
filamentosos, bactérias e leveduras tém sido utilizados para produgao
direta de etanol a partir de substratos complexos como o0 amido e a

biomassa lignoceluldsica (Ali et al., 2016).

A busca por microrganismos com capacidade de fermentar
matrizes complexas renovaveis € essencial, para fazer do etanol um
combustivel com maior viabilidade econbmica e, portanto, mais

acessivel.
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4. MATERIAIS E METODOS

Meios de cultura

O meio de enriquecimento YW (0,3% m/v de extrato de levedura,
0,3% m/v de extrato de malte, 0,5% m/v de peptona e 1% m/v de glicose)
foi utilizado para estimular a multiplicagdo das leveduras presentes nas
matérias-primas amilaceas escolhidas como fontes de isolamento. O meio
YEP (0,5% m/v de extrato de levedura e 1% m/v peptona) foi utilizado
como base para os demais experimentos, adicionado de amido soluvel
(YEPS), glicose (YEPG) e/ou agar.

4.1. Isolamento e manutencao das leveduras

As fontes amilaceas utilizadas para o isolamento de leveduras
foram mandioca industrial, obtida em estado fresco de uma fazenda no
Estado do Espirito Santo, além de inhame, milho e batata inglesa, obtidos
em estado fresco no comércio local da cidade de Vigosa - MG. De cada
fonte foram maceradas 25 g usando almofariz e pestilo. Em seguida, cada
macerado foi adicionado de 75 mL de meio YW e posteriormente,
incubado a 28 °C + 1 °C para enriquecimento. A cada 24 h durante 3 dias
diluicdes foram plaqueadas em meio YEPS-agar e as placas foram
incubadas a 28 + 1°C por 72 h. Finalizada a incubagao, coletou-se 10
colénias de leveduras por placa com caracteristicas morfolégicas
diferentes por placa. As colbnias foram estriadas trés vezes consecutivas

para obtenc&o de culturas puras. (Moreira, Huising e Bignell, 2010).

Além destas, outras 19 leveduras isoladas a partir de fontes
apicolas (Silva, 2016) e armazenadas no banco de leveduras do
Laboratério de Processos Bioquimicos e Fermentativos do Departamento
de Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Vigosa

(UFV) foram utilizadas para os testes.

Todas as leveduras foram ativadas em meio YEPG e concentradas
por centrifugagao. Os estoques foram congelados a -20 °C para ativacao
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de rotina.

Antes de cada teste, as leveduras foram ativadas em meio, YEPG
2% m/v, a 28 + 1 °C por 24 h e inoculadas na concentragdo de 10° células
viaveis/mL no meio a ser testado. A viabilidade das células foi

determinada em camara de Neubauer utilizando corante azul de metileno.

4.2. Caracterizagao morfolégica

As colbnias foram avaliadas com relacdo as caracteristicas
macroscopicas em quatro aspectos: (I) forma, podendo ser circular ou
irregular; (lI) tamanho, com didmetros pequeno (2 mm), médio (2-5 mm)
ou grande (5 mm ou maior); (Ill) superficie, podendo ser com estrias
concéntricas, estrias radiais, vales radiais ou granulosas; e (IV) bordas,
sendo essas lisas, franjeadas, onduladas, pregueadas, crenadas,
lobuladas ou filamentosas conforme ao descrito por Moreira, Huising e
Bignell, 2010.

Microscopicamente, os isolados foram caracterizados em relagéo
a sua forma como elipsoide, globoso, cilindrico, apiculado, triangular,
taloide, globular com hifas, globular com pseudo-hifas e formas variadas

com ascosporos (Moreira, Huising e Bignell, 2010).

4.3. Avaliagcao da producgao de etanol

Cada um dos isolados foi avaliado em relagdo a sua capacidade
de produzir etanol a partir de amido. Aproximadamente 2,0 x 108 células
viaveis de leveduras foram inoculadas em 25 mL de meio YEPS liquido (3
% m/v de amido), e incubadas a 28 + 1 °C durante 10 dias. Aliquotas de 2
mL dessa solucdo foram recolhidas, apés 5 e 10 dias de incubacgao,
centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para determinagédo da
producao de etanol por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC).

Os sobrenadantes foram filtrados em filtro Gelman poro de 0,22
pm (ANALITICA®) e diluidos 5 vezes. Posteriormente, o diluido foi
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injetado no cromatégrafo CTO-20A, (Shimadzu, Japan) acoplado a um
detetor de indice de refracdo e coluna Aminex® HPX- 87H a temperatura
de 60 °C, com fase movel de acido sulfurico a 5 mM (VETEC®). Padrbes
dos compostos de interesse (glicose - SYNTH®, etanol - VETEC®,
maltose - VETEC®, glicerol - SYNTH®) foram submetidos ao mesmo
processo para correlacdo do tempo de retengcdo e concentracdes
(SCMIDELL et al., 2001). As concentragbes utilizadas para cada padrao
foram de 15, 30, 60, 90, 120 e 150 mM.

Determinagao dos coeficientes de rendimento

Os coeficientes de rendimento (Yps), produtividade (Qp), e
eficiéncia (n) foram determinados segundo as equacgdes a seguir:

P¢— P,

Yp/s real = So— 5S¢ (equagao 1)

na qual Ps e Po representam as massas (g) final e inicial de etanol,
respetivamente; So— Strepresentam as massas (g) de amido inicial e final,
respetivamente. Neste caso, assumiu-se a conversdo completa do amido
a glicose na proporgédo de 100 g de amido:111 g de glicose, além do

consume de toda a glicose presente no meio.

—Pmax equagao 2
Qp= - (equagéo 2)
na qual P, indica a produgdo maxima de etanol (g-L-") e t;indica o tempo

respectivo de fermentacao (h).

Y 1
_P/ST 100 (equagéo 3)

Netanol = Yp/s tedrico
na qual Yys .a € 0 coeficiente de rendimento calculado por meio da
equacgdo 1 e Y tesrico € O coeficiente de rendimento tedrico de conversdo

de glicose a etanol, de valor igual a 0,51 g-g-' (Okamoto et al., 2014).
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4.4. Identificacao dos isolados

Os isolados selecionados foram identificados por meio da analise
das sequéncias de DNA da regido D1/D2 que codificam parte da

subunidade maior do gene do rRNA (Meyer, Rosa e Lachance, 1998).

A extracdo do DNA foi realizada pelo método descrito por
Lachance (1990) com algumas modificagdes. Solugdes contendo os
isolados foram incubadas por 48 h em meio YEPG 2% a 28 °C, e o
material foi centrifugado a 2.500 x g por 10 min. O material decantado foi
entdo incubado em tampéao de lise [50 mL de Tris-HCI 1 M, pH 8,0; 10 mL
de EDTA 0,5 M, pH 8,0; 20 mL de NaCl 5 M; 50 mL de SDS a 10% (m/v) ]
a 65 °C durante 30 min. Apds este periodo foram adicionados 100 pL de
solugao fenol:cloroférmio:alcool isopropilico na proporgédo 25:24:1. Em
seguida, cada amostra foi agitada por 3 min e submetida a centrifugagao
a 6.000 x g por 15 min. O sobrenadante foi transferido para outro tubo,
onde foram adicionados 100 pyL de etanol 95% v/v gelado e 20 pL de
solugéo de acetato de sédio 3 mol-L-'. Cada amostra foi homogeneizada
por inversdo e novamente submetida a centrifugacédo a 6.000 xg por 3
min. O sobrenadante foi descartado e o DNA ressuspendido em 100 pL
de solucao tampéao TE pH 8,0 (10 mL de Tris- HCL 1 M, pH 8,0; 2 mL de
EDTA 0,5 M, pH 8,0) (Rosa et al., 2003). O DNA genbmico total foi
quantificado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies).

Finalizada a extragdo do material genético cada uma das amostras

foi enviada para a empresa Macrogen® Inc. (Coréia do Sul) para o
sequenciamento da regido D1-D2 com uso dos iniciadores NL1 (5-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL4 (5-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) (Meyer, Rosa e Lachance, 1998). As
sequéncias foram analisadas utilizando o programa BLASTn (Basic Locus
Alignment Search Tool) disponivel no portal NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) e comparadas com aquelas
depositadas no banco de dados GenBank.
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4.5. Efeito do etanol sobre o crescimento dos isolados.

Cada um dos trés isolados foram inoculados em uma concentragao
de 2,0x108 células viaveis.mL”"' em meio YEPG liquido acrescido de
diferentes concentragdes de etanol (0; 50; 70; 100; 120 e 150 g-L™") e
incubados a 28 + 1 °C, durante 24 h. A cada 3 h foram recolhidas
aliquotas para determinacao da densidade otica (DOsoonm) da solugdo em
espectofotdmetro. As velocidades especificas de crescimento dos

isolados foram calculadas em fungdo das concentragdes de etanol.

Os resultados de inibicdo foram representados como a razdo de
inibicdo do crescimento: (velocidade especifica de crescimento do isolado
no meio contendo o inibidor/ velocidade especifica de crescimento na

auséncia do inibidor) x 100.

O comparativo foi realizado mediante esquema factorial, no qual o
fator 1 foi determinado pelo tipo da levedura e o fator 2 pela variagao das
concentracdes de etanol no meio, com trés repeticdes cada, totalizando
54 unidades experimentais. Foi realizada uma analise de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para
comparagao entre meédias finais de inibicdo do crescimento frente as
diferentes concentragdes de etanol, usando o programa ASSISTAT 7.7
(distribuido gratuitamente pela Universidade Federal de Campina

Grande, Brasil).

A linhagem que apresentou maior produtividade e estabilidade
frente ao efeito do etanol foi escolhida para avaliacdo do efeito da
concentracdo do substrato e da modalidade de condugédo do processo
fermentativo sobre a producéao de etanol.

4.6. Avaliagcao da concentragcdo de substrato sobre a produgao de

etanol

A levedura selecionada foi inoculada em 25 mL de meio YEP com
diferentes concentragbes de amido (5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50;
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55 e 60 g-L") em frascos Erlenmeyer de 125 mL, os quais foram
incubados a 28 + 1 °C, durante 5 dias. A cada 24 h aliquotas de 2 mL

foram recolhidas para analises de producgao de etanol, conforme item 4.3.

4.7. Avaliagao da modalidade do processo fermentativo sobre a

producgao de etanol

Para a selegcdo da modalidade de processo fermentativo foram
realizados de forma paralela tratamentos de sacarificacdo e fermentacao
separadas (SHF), de sacarificagdo e fermentagdo simultdnea (SSF) e
bioprocesso consolidado (CBP), com trés repeticbes. Ao final de cada
processo foi determinada a concentracdo de amido residual presente no

meio e os coeficientes de fermentacao, conforme descrito a seguir.
Sacarificagdo e fermentagao separadas (SHF)

Uma suspensdo com 60 gL' de amido foi submetida a
aquecimento com a finalidade de incentivar a quebra dos granulos.
Durante 45 min, a suspensé&o foi mantida a 80 °C e homogeneizada com
um bastao de vidro a cada 10 min. Passado o tempo, foi acrescentada a
enzima StarMax 300 (Prozyn) em uma dosagem de 0,2% m/v sobre a
quantidade em base seca de amido (recomendagao da empresa), € por
mais 45 min a solugdo foi mantida a mesma temperatura.

Finalizada a hidrélise do amido, a suspenséo foi resfriada até 30 °C
e inoculada uma concentragdo de leveduras de 2,0x108 células.mL" para
iniciar a producao de etanol durante 96 h. A cada 12 h foram recolhidas

aliquotas de 2 mL para determinagao da concetragao de etanol via HPLC.

Sacarificagao e fermentagao simultaneas (SSF)

Uma suspensdo de 60 g-L™' de amido foi submetida a aquecimento
(80 °C) por 45 min, seguido de resfriamento até 30 °C. Uma vez atingida
essa temperatura, foi acrescentada 0,2% m/v da enzima StarMax 300
(Prozyn), e apds 15 min a levedura foi inoculada. Esse procedimento visa
a liberacao prévia de uma quantidade de glicose que permita a adaptacao
da levedura ao meio. A producado de etanol foi avaliada a cada 12 h,
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durante 96 h.

Bioprocesso consolidado (CBP)

A fim de avaliar a capacidade das células para fermentar o amido
de forma direta até etanol, a levedura foi inoculada em uma concentragao
de 2,0x10° células.mL™ em uma suspensao de amido 6% m/v, e incubada
a 30 °C. Levando em consideragao que a levedura precisa de um tempo
maior de adaptagdo em auséncia de enzimas amiloliticas puras, o tempo
de incubacdo foi extendido a 10 dias com o objetivo de avaliar a
manutencgao da atividade fermentativa nessa modalidade de processo. A
producao de etanol foi avaliada a cada 12 h. Os coeficientes de
rendimento obtidos pela levedura em cada modalidade foram comparados

no tempo de incubagao de 96 h.
Determinagao da concentragao de amido residual no meio

Para determinacdo do amido residual foi utilizado o kit GOPOD®
(Megazyme), segundo metodologia recomendada pelo fabricante. Para
isso, 2 mL da solugdo foram diluidas 20X para o tratamento CBP e 5X
para os tratamentos SHF e SSF. Um total de 2 mL dessas amostras foram
acrescidos de 8 mL de etanol 95% v/v e incubados por 30 min, com o
objetivo de solubilizar os agucares simples remanescentes. As solugdes
foram centrifugadas a 1800 x g por 10 min e o passo foi repetido para
garantir a retirada completa dos agucares do meio. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 1 mL
de agua. O volume da solugdo foi ajustado até 3,9 mL com tampao
acetato 100 mM, pH 5,0 e, em seguida, foi adicionado 0,1 mL da enzima
amiloglicosidase (AMG) (diluida 50X em tampé&o acetato). A solugéo foi
incubada em banho-maria a 50 °C durante 30 min. Passado o tempo de
incubacao, 0,1 mL da solucgao foi transferido a um tubo de ensaio, ao qual
foram adicionados 3 mL do reagente GOPOD e o tubo foi incubado a 50
°C por 20 min. Uma solugdo padrao de glicose (1 mg.mL™) foi utilizada
como controle desta reacdo. Finalizada a incubagado a absorbancia da

solugdo foi lida a 510 nm e a quantidade de amido foi calculada utilizando
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a equacao 4:

100 1 162

Amido =AxF x O,1x 1000x 180

x2xD (equacao 4)

na qual A é a absorbancia da amostra, F € o fator de conversdo e D é o

fator de diluicdo da mesma.

Determinagao dos coeficientes de rendimento

Finalizada a fermentac&o, os coeficientes de rendimento (Yps),
produtividade (Qp), e eficiéncia (n) foram determinados em cada
tratamento usando as equacgdes 1 a 3, mas considerando a conversao
real do amido a glicose, o que foi calculado por meio da diferenca entre a

massa de amido adicionada e a massa de amido residual encontrada.

As médias referentes aos coeficientes de rendimento foram
comparadas a fim de determinar se os tratamentos testados
apresentaram diferencias significativas. Para isso, foi realizada uma
analise de variancia (ANOVA) e a comparagao entre médias pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Isolamento e caracterizagao morfolégica de leveduras

Com o isolamento realizado a partir das fontes amilaceas apos 24
h de fermentacéo se obteve leveduras com uma variabilidade morfolégica
maior do que a correspondente as 72 h. Apds 48 h de fermentacédo o
numero de colbnias aumentou, deixando em evidéncia a multiplicagao das
leveduras predominantes de acordo com as condigdes de isolamento

utilizadas (tabela 1)

Tabela 1. Contagem de leveduras nas fontes amilaceas ap6s incubagao em meio de

enriquecimento.

Tempo de fermentacgao (h)

Fonte 24 48 72

*Contagem (log UFC-mL™)

Mandioca industrial 4,32 5,40 5,46
Inhame 4,36 5,43 5,51
Milho 4,49 5,58 5,60
Batata inglesa 4,39 5,03 5,08

*Média de trés repetigdes.

Oguntoyinbo (2008) e Schwan e colaboradores (2007) realizaram o
isolamento de leveduras em fermentados de mandioca em diferentes
tempos e, similarmente a este trabalho, encontraram menores contagens
no inicio da fermentacdo, com aumento progressivo apés 24 e 48 h. Da
mesma forma, leveduras mais adaptadas as condicbes de cultivo se
tornaram mais populosas, ao mesmo tempo impossibilitando o
desenvolvimento de outras menos adaptadas e, portanto, diminuindo a

variabilidade morfoldgica.

Dentre as colbnias obtidas, 62 foram capazes de se multiplicar
nas condicbes de isolamento utilizadas e foram posteriormente
caracterizadas quanto a sua morfologia e quanto a capacidade em
produzir etanol. A codificacdo utilizada para identificacdo dos isolados

selecionados é apresentada na tabela 2.

34



Tabela 2. Numero de isolados com seus respetivos cédigos por fonte.

Isolados N° de -
. Codigo
isolados
Mandioca 20 MBO, MB1, MB2, MB3, MB4, MB5, MB6,
industrial MB9, MB10, MB11, MAO, MA1, MA2, MAS,
MA4, MA5, MA6, MA7, MA8, MA9
Inhame 14 N21, N22, N23, N24, N25, N26, N27, N28,
N29, N41, N42, N43, NA21, NA22
Milho 17 M21, M22, M23, M26, M27, M28, M29, M41,
M42, M43, M44, M45, M46, MAO1, MA21,
MA22, MA25
Batata inglesa 11 BBO, BB1, BB2, BB3, BB4, BB5, BB6, BB7,

BB8, BB9, BB10

As colbnias formadas pelos isolados eram predominantemente de
forma circular (71%) com um tamanho médio entre 2 a 5 mm (54%), e
superficie granulosa (97%); com bordas lisa (37%), ondulada (11%),
crenada (34%) ou filamentosa (14%). Durante a observagéo microscépica
foi observada uma predominancia da forma de reprodug¢ao assexuada por
brotamento (71%) com formato globoso (47%) e cilindrico (23%). O
isolado MAG6, proveniente da mandioca industrial, gerou colénias com
superficies de estrias concéntricas, lisa e cbncava e reprodugao
assexuada por fissdo. A diversidade obtida a partir das diferentes
matérias-primas utilizadas mostra o seu potencial como fontes de
leveduras, as quais poderiam ser verificadas para os mais distintos

processos.

Carateristicas morfolégicas similares foram relatadas por
Guimaraes (2016), em estudo com isolados de sorgo sacarino, as quais
foram atribuidas aos géneros Céandida, Meyerozyma e Pichia, conhecidos
também por agruparem espécies capazes de usar o amido como

substrato para ser fermentado.
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5.2. Avaliagao da producao de etanol pelos isolados

Dentre os 62 isolados obtidos das fontes amilaceas e os 19 de
fontes apicolas, o de cédigo N43, obtido a partir de inhame, apresentou a
maior conversao de amido em etanol apés 10 dias de fermentagdo, com
uma eficiéncia de conversao de 37%. Os isolados BB4 e MB9, isolados de
batata inglesa e mandioca industrial, respectivamente, apresentaram
menores eficiéncias, mas foram mais produtivos uma vez que produziram
as maiores quantidades de etanol em apenas 5 dias de fermentagao
(Tabela 3). Menores tempos de fermentagdo reduzem a incidéncia de

possiveis contaminagdes e os custos do processo.

Tabela 3. Coeficientes de rendimento de etanol (Yps), N (eficiéncia), Qp

(produtividade) obtidos pelos isolados.

Y,p/s n’ Tempo de
Etanol etanol fermentacgao Qp’
Isolado Fonte . stanol h
@L")  (g.97 (%) (dias)
N43 Inhame 6.42 0.19 37 10 0,642
Batat
BB4 matata 3.2 012 24 5 0784
inglesa
Mandi
MBY  andioca o, 4q 0,064 13 5 0,426
industrial

*Média de trés repetigdes.

De forma geral, isolados de inhame e milho se mostraram mais
eficientes no 10° dia da fermentacéo. Ja os isolados de batata inglesa e
mandioca industrial tiveram as maiores concentracdes de etanol
detectadas em menor tempo (Figura 3), o que pode ser gragas a
similaridade do substrato (amido de mandioca industrial) em relagéo as
matérias-primas de onde estes ultimos foram isolados. O gréanulo de
amido na forma soluvel apresenta caracteristicas similares com os
granulos de batata e mandioca nos teores de amilose, enquanto os
amidos de milho e inhame possuem teores de amilose mais elevados em

seus granulos (Cereda, 2001).
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Figura 3. Produgao de etanol (g-L'1) a partir de amido soluvel (3% m/v) pelos isolados

obtidos de fontes apicolas, de mandioca industrial e batata inglesa.
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Figura 4. Produgdo de etanol (g-L'1) a partir de amido soluvel (3% m/v) pelos isolados

obtidos de milho e inhame.

As leveduras isoladas de podlen apicola e mel foram as que

obtiveram em geral menor €ficiéncia de conversdo. O pdélen apresenta

amido em sua composi¢cado, o qual € hidrolisado dentro da colmeia no

decorrer do armazenamento feito pelas abelhas. Supbde-se que as

modificagdes que ocorrem nos produtos apicolas dentro da colmeia

sejam consequéncia da acado de leveduras amiloliticas (Ahmed et al.,
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2013; Modro et al., 2009), dentre as quais se destacam os géneros
Céndida, usado na producgéo de etanol a partir de fermentacao direta de
amido, e Cryptococcus (Papiliotrema), capaz de produzir biodiesel a partir
de amido mediante bioprocesso consolidado (Pereira, Fernandes e
Ulhoa, 2016; Tanimura et al., 2014). Entretanto os isolados testados nao
podem ser considerados como fermentadores diretos de amido, podendo
ser consequéncia das condigdes de isolamento utilizadas para a obtencao
destes, nas quais nao foi empregado meio seletivo contendo amido. Além
disso, o teor deste substrato nos produtos apicolas como o pélen é baixo
em comparagdo com as matérias-primas amilaceas utilizadas como fontes

de isolamento neste estudo (Silva, 2016).

Embora a otimizag&o das condigdes do processo seja essencial para
acessar todo o potencial das leveduras para a produgdo de etanol, a
comparacao dos rendimentos obtidos na primeira avaliagdo de eficiéncia
de fermentagao ja evidencia o potencial do isolado N43 para produgéo de

etanol a partir de amido. Uma levedura da espécie Scheffersomyces

shehatae, por exemplo, produziu 9,78 g.L'1 de etanol também em 10 dias
de fermentacdo, a partir de meio contendo 10% m/v de amido soluvel
(Tanimura et al., 2015) sendo, até onde se tem conhecimento, a levedura
com o maior rendimento ja obtido via fermentacdo direta de amido a

etanol.

A nivel industrial, as produtividades de etanol variam de acordo
com a fonte botanica (tabela 3). Enquanto o processo industrial gera
cerca de 147 litros de etanol por tonelada de matéria-prima, a N43 foi
capaz de produzir o equivalente a 62,4 L.ton™". As leveduras BB4 e MB9
geraram cerca de 38 e 20 L.ton™', respetivamente, porém na metade do
tempo produtivo (Tabela 4). Vale ressaltar que nenhum estudo de
otimizacao havia sido até entdo realizado para a produgao de etanol por

essas leveduras.
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Tabela 4. Rendimento em etanol obtido de diferentes matérias-primas utilizadas na

industria.

Matéria-prima Produgéo de alcool (L.ton™)
Cana moida 74
Milho 400
Mandioca 174
Beterraba 110
Sorgo 380

Fonte: FAO, 2008

Mandioca industrial (N43)* 62
Mandioca industrial (BB4)* 38
Mandioca industrial (MB9)* 20

* Considerando meios contendo 3% m/v de amido soltvel e que 1 ton de raizes de

mandioca fresca geram 230 kg de amido.

A produtividade é o fator mais importante a ser considerado para
escolha do biocatalisador a ser utilizado em um processo fermentativo.
Longos tempos de fermentacdo podem gerar problemas de
contaminacgao, tornando o mosto susceptivel a acdo de microrganismos
contaminantes capazes de reduzir o rendimento fermentativo (Cherubin,
2003). Com base nessas informacgdes, trés isolados - N43, BB4 e MB9 -
foram selecionados para avaliacdo da estabilidade da populagdo em

meios contendo etanol.

5.3. Identificacao dos isolados

A comparagcao das sequéncias obtidas da regido D1/D2 de cada
um dos isolados, com as sequéncias disponiveis no GenBank usando o
programa BLASTn (Basic Locus Alignment Search Tool), permitiu a

identificagdo dos mesmos a nivel de espécie (Tabela 5).
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Tabela 5. Alinhamento das sequéncias dos isolados via software Blast®,

Ident E-val
Isolado Descrigdo* Cédigo* (%) -value
N43 Candida quercitrusa strain EF375703.1 100 0.0
JHSb
BB4 Pichia kudriavzevii isolate KU316741.1 100 0.0
JW2-1
MB9 Hanseniaspora opuntiae KU316739.1 100 0.0

isolate JW11-4
*Descricao e codigos das sequéncias alinhadas com maior identidade e cobertura.

O isolado N43, obtido do inhame e com a maior capacidade de
conversao registrada, foi identificado como- pertencente a espécie
Céandida quercitrusa. Organismos desse género sédo reconhecidos como
eficientes produtores de etanol, inclusive por meio da modalidade de
bioprocesso consolidado para fermentagcao de matrizes complexas como
amido e xilose (Okamoto et al., 2014). A exemplo, nos estudos realizados
por Jefries (1981) e Oguntoyinbo (2008), a espécie C. guilliermondii,
as vezes denominada como C. tropicallis, foi capaz de converter xilose e
maltose até etanol sob condigdes aerdbicas, mas nao sob condicdes
anaerobicas. O etanol foi produzido em maior velocidade pelas células
em presenga de meio minimo enriquecido com xilose do que com glicose
(Jeffries, 1981; Oguntoyinbo, 2008).

Em 2012 foi isolada uma nova linhagem de C. shehatae ATY839
capaz de produzir etanol a partir de xilose a 37 °C, sendo considerada a
linhagem mais termotolerante dentre todas a C. shehatae (Tanimura et
al., 2012). Mais tarde em um novo estudo foram identificadas espécies
de C. subhashii apropriadas para converter diretamente o amido em
etanol, atingindo produgdes de até 6 g.L™" a partir de 10% m/v de amido
(Tanimura et al.,, 2015), habilidade também determinada para C.
albicans a partir de 5% m/v de amido (Aruna et al., 2015) e C. tropicalis a
partir de 9% m/v de amido (Jamai et al., 2007) Tamanha eficiéncia foi
associada a capacidade dessas espécies de produzir grandes

quantidades de glucoamilases e fermentar simultaneamente os agucares
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liberados. A espécie C. quercitrusa ja tinha sido caracterizada como
produtora de arabitol, um polidlcool utilizado como edulcorante na
industria de alimentos (Kordowska-Wiater, 2015), mas até entdo néao
havia sido descrito nenhuma cepa dessa espécie capaz de produzir
etanol.

As espécies pertencentes ao género Pichia possuem um grande
potencial biotecnologico, como por exemplo, as espécies P. pastoris e P.
angusta, utilizadas na expressao de proteinas recombinantes; e P. stipitis
e P. Kkudriavzevii, capazes de fermentar xilose para producdo de etanol
(Caspeta et al.,, 2012). Leveduras da espécie P. kudriavzevii, a qual
pertence o isolado de maior produtividade, BB4, podem ser utilizadas na
biorremedacédo dos solos, pois produzem a enzima fitase e hidrolisam o
fitato, liberando fosforo (Chan et al., 2012). P. kudriavzevii MTCC 5493 é
caracterizada como uma levedura oleaginosa, capaz de produzir biodiesel
a partir de substratos de baixo custo como o glicerol cru, o que permitiria
uma reducdo nos custos de producdo deste combustivel (Sankh et al.,
2013) .

Em 2016, a cepa P. kudriavzevii ITV-S42 foi isolada a partir de
fermentados de sorgo doce e caracterizada, apresentando osmotolerancia
(acima de 200 g.L™" de glicose), termotolerancia (até 40 °C), tolerancia a
acido acético e a presencga de furfural e 5-hidroximetilfurfural (Diaz-Nava
et al, 2017). Espécies do género Pichia mostram-se como
microrganismos com alto potencial nos diferentes processos
biotecnolégicos, oferecendo solugbes a gargalos encontrados em
pesquisa e a nivel industrial, como resisténcia a altas temperaturas, pHs
variados, altas concentracdes de substratos, dentre outros.

O género Hanseniaspora, ao qual pertence a levedura MB9, se
diferencia a partir da producgao e tolerancia aos niveis de etanol (MOLINA,
2007). Mesmo nao apresentando boa capacidade de produgéo de etanol
durante a fermentacdo do vinho, elas contribuem com caracteristicas
sensoriais, produzindo compostos aromaticos como ésteres, aldeidos e

alcoois, entre outros (Fleet, 1993). Recentemente, foi observado que H.
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opuntiae ou H. guilliermondii exercem um papel importante na formagao
de compostos volateis, que contribuiram para a aceitagdo do aroma do
vinho, embora tenham um periodo de fermentagcdo menor que

a Saccharomyces cerevisiae (SILVA, 2014).
5.4. Efeito do etanol sobre os isolados

ApoOs determinagdo da razdo da inibicdo do etanol sobre a
velocidade de crescimento das leveduras, constatou-se que as leveduras
apresentaram comportamentos diferentes com a variagdo das

concentracdes de etanol testadas.

Tabela 6. Avaliagao da sobrevivéncia (%) das leveduras nas diferentes concentragbes

de etanol testadas.

Concentracgdes Leveduras

de etanol (g'L") N43 BB4 MB9
0 100 aA 100 aA 100 aA
50 89,5+2,1aB 83,5+ 2,1 bB 93,0+ 1,4 aB
70 67,0+ 3,0 bC 66,0 + 0,3 bC 86,5+2,1aC
100 n.d. 50,5+ 2,1bD 68,5+2,1abD
120 n.d. n.d. n.d.
150 n.d. n.d. n.d.

* Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma linha (letras minUsculadjerém
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Médias seguidas peddetrasem uma
mesma coluna (letras mailsculas) ndo diferem estatisticamente entre si pelo testey d ‘uke
0,05).

n.d. = ndo foi observada multiplicacdo celular em nenhuma das repeticdes.

Em geral, MB9 possui maior resisténcia ao etanol em relagdo aos
demais, enquanto que N43 apresentou menor resisténcia ao etanol,
sendo a concentragdo de 100 g-L™” (12,7 °GL) suficiente para causar a
completa inibicio do seu crescimento. Os isolados BB4 e MB9
apresentaram comportamento similar, com inibigdo completa observada
em valores de 120 g-L™ (15,2 °GL) e 150 g-L™" (19,1 °GL).
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O etanol € um inibidor natural da multiplicacdo de microrganismos
pois aumenta a fluidez da membrana plasmatica, destruindo sua
integridade, reduzindo a disponibilidade de agua, o que induz a
desnaturacdo e inibicdo de enzimas glicoliticas (Silva, Da, Batistote e
Cereda, 2013). As leveduras sédo capazes de responder a esse efeito, o
que envolve varios aspectos da sinalizagao celular, transducédo de sinal,
controle transcricional e pos-traducional, reparo das proteinas
desnaturadas, alteragdo na composi¢gao da membrana, como aumento n
numero de molécullas de acidos graxos insaturados e ergosterol,
necessitando de um tempo de adaptacdo para responder ao estresse
proporcionado pelo etanol (Ding et al., 2009). Durante o processo
fermentativo de producédo de etanol, o aumento da concentragcdo desse
metabdlito € gradativo no meio, podendo-se inferir que os isolados em
estudo podem ser capazes de se desenvolver em solugcbes ainda mais

concentradas desse composto.

Considerando a elevada produtividade e estabilidade a meio
contendo etanol, a levedura BB4 foi selecionada para a avaliacdo das

condi¢des de processo visando maiores rendimentos em etanol.

5.5. Efeito da concentragdao de amido sobre a producao de etanol

A levedura BB4 foi capaz de fermentar diretamente o mosto de
amido até etanol até mesmo nas maiores concentragbes de amido
testadas, embora os maiores rendimentos tenham sido obtidos nas
menores concentragdes (Tabela 7). Concentragdes baixas de amido
permitem um melhor tratamento do meio de cultura, como a gelatinizagao,
tornando-o mais fluido e reduzindo a retrogradagéo do amido presente, a

qual impede o acesso da levedura aos granulos.
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Tabela 7. Produgdo, rendimento (Yps) e eficiéncia (n) de etanol nas diferentes

concentragdes testadas de amido.

Concentragiao de amido Etanol Y pis etanol n etanol
(gL (gL (9-97) (%)

5 2,360 0,425 83,377
10 3.100 0,279 54,760
15 1,910 0,114 22,493
20 1,545 0,069 13,646
25 2,685 0,097 19,144
30 3,420 0,102 20,137
35 0,825 0,021 4,163
40 1,845 0,041 8,147
45 1,390 0,027 5,456
50 1,470 0,026 5,193
55 0,930 0,015 2,986
60 0,860 0,012 2,531

*Resultados obtidos pela média de trés repeticoes.

A determinacido da capacidade fermentativa da levedura BB4 nos
mostos com altas concentragcbes € necessaria uma vez que,
tradicionalmente, as concentragdes de amido nos mesmos oscilam em
uma faixa de 12 - 38% m/v (Bialas, Czerniak e Szymanowska-
Powalowska, 2014). A medida que a concentragdo do substrato no mosto
aumenta, ha a necessidade de maior quantidade de enzimas para a
quebra dos granulos de amido, podendo levar a necessidade de adi¢ao
de enzimas exdégenas, o que oneraria o processo. O fato de a levedura
BB4 ter sido capaz de fermentar diretamente o amido a etanol mesmo nas
concentracbes de substrato mais elevadas reforca seu potencial uso
nessa industria e a necessidade de padronizacdo das condigdes de
processo visando aumento de sua produtividade.

5.6. Selecao da modalidade do processo fermentativo

O tratamento SHF foi o que levou a maior produtividade de etanol

pela levedura BB4 (Tabela 8). Embora o processo SSF seja
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rotineiramente empregado como uma forma de aumentar a produgao de
etanol, reduzindo os tempos de fermentacdo, o emprego desta
modalidade de processo, nas condigdes avaliadas, levou as menores
concentracbes de etanol obtidas. Dessa forma, sugere-se trabalhar com

tratamento SHF usando a levedura BBA4.

Tabela 8. Parametros de rendimento da levedura BB4 nos tratamentos de sacarificagdo
e fermentagcdo separados (SHF), sacarificacdo e fermentagdo simultdneos (SSF) e

bioprocesso consolidado (CBP).

ocyade A, Emg U WAoo
processo (g.L™) (9.L7) (9-97)
SHF 1,08 4,05 0,069+0,02 a 0,042+0,01 a 0,135+0,03 a
SSF 2,46 1,02 0,018%0,01 a 0,011+0,01 b 0,035+0,01 a
CBP 46,77 0,66 0,014+0,05 a 0,007+0,04 b 0,133+0,09 a

*Resultados obtidos pela média de trés repetibes, obtidas dos trés tratamentos: SHF,
SSF, CBP.

Os tratamentos SHF e SSF, nos quais foi utilizada a enzima
exdgena, foram conduzidos durante 96 h e resultaram e baixas
quantidades de amido residual gracas a eficiéncia de hidrélise da enzima,
disponibilizando os agucares fermentesciveis em menor tempo em
comparagao com o CBP. Neste ultimo, a levedura necessita de um maior
tempo de adaptacdo para sintetizar as enzimas hidroliticas capazes de
clivar a matriz de amido e fornecer agucares fermentesciveis. A baixa taxa
de hidrolise refletiu na eficiéncia de conversdao observada nesta
modalidade de processo, a qual foi idéntica a encontrada no SHF, mesmo
em uma concentragao final de etanol 6 vezes inferior em 96 h de
fermentacado. A disponibilizagdo dos acgucares de forma gradual também
permitiu que a fermentacao fosse mantida até o 10° dia de fermentacéo,

quando foram cessadas as analises (Figura 4).
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Figura 4. Produgdo de etanol pela levedura BB4 nas modalidades de processo de

sacarificagédo e fermentagéo separados (SHF), sacarificagéo e fermentacao

De forma geral, nos tratamentos SHF e SSF a quantidade de
substrato hidrolisado foi alta, correspondente a um potencial para
producdo de até de 35 g.L'1 de etanol. Deste valor, somente 11% foi
obtido no tratamento SHF e 2,85% no SSF. Uma das explicagdes para a
baixa eficiéncia de conversdo da levedura nesses processos seria a
possivel indugéo de vias alternativas no metabolismo da levedura, gerada
pelo excesso de acgucares no meio. Chandrakant e colaboradores
(Chandrakant et al., 1991) descreveram a obtencéao industrial de sorbitol a
partir de hidrolisados de amido de milho e mandioca, evidenciando que
existe a possibilidade de que a levedura BB4 tenha produzido esse
composto além de etanol. Os cromatogramas obtidos ao final do processo
fermentativo por essa levedura mostram que ela utilizou os acucares
hidrolisados para produzir outros compostos, tais como sorbitol (min. 17
na figura 5), um polidlcool obtido a partir de glicose, e que a nivel
industrial € produzido a partir de hidrolisados de amido de milho e

mandioca.
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Figura 5. Cromatograma obtido durante a analise de produgdo de etanol da levedura
BB4. O pico no min 17,376 supde-se que representa o sorbitol produzido.

6. CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho foram isoladas linhagens de leveduras provenientes
de fontes amilaceas para producdao de etanol a partir de amido de
mandioca industrial. As fontes amilaceas foram consideradas boas para a
obtencdo de microrganismos capazes de fermentar diretamente o amido.
Dos 62 isolados obtidos, trés deles (N43, BB4 e MB9) apresentaram a
maior produtividade em etanol.

O isolado BB4, identificado como Pichia kudriavzevii, apresentou
estabilidade em diferentes concentragcbes de etanol, tendo seu
crescimento inibido seomente a partir de concentragdes superiores a 100
g-L'1. A modalidade de sacarificagéo e fermentagéo separadas (SHF) foi a
mais eficiente na conversao do amido a etanol, com uma producéao de até
4,05 g-L". Dessa forma, a levedura BB4 pode ser indicada para a
producgao de etanol a partir de amido de mandioca industrial a partir dessa
modalidade de processo.
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