&
UFRGS MR

UNIVERSIDADE FEDERAL

po o cranct o su. UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA E DO
AMBIENTE

PRODUCAO DE ETANOL E XILITOL POR LINHAGENS RECOMBINANTES DE
Saccharomyces cerevisiae E NOVAS ESPECIES DE Spathaspora A PARTIR DE
HIDROLISADOS DA CASCA DE AVEIA E SOJA

PAULO ROBERTO DALL CORTIVO
Orientador: Prof. Dr. MARCO ANTONIO ZACHIA AYUB

Co-orientadora; Prof”. Dr” LILIAN RAQUEL HICKERT

Porto Alegre

ABRIL DE 2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA E DO
AMBIENTE

PRODUCAO DE ETANOL E XILITOL POR LINHAGENS RECOMBINANTES
DE Saccharomyces cerevisiae E NOVAS ESPECIES DE Spathaspora A
PARTIR DE HIDROLISADOS DA CASCA DE AVEIA E SOJA

PAULO ROBERTO DALL CORTIVO

Engenheiro Agronomo - UFRGS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de
P6s-Graduacdo em Microbiologia Agricola e do Ambiente
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como
parte dos requisitos necessarios a obtencéo do titulo de
Mestre em Microbiologia Agricola e do Ambiente.

Area de concentragio: Microbiologia Industrial

Orientador: Prof. Dr MARCO ANTONIO ZACHIA AYUB

Co-orientadora; Prof. Dr” LILIAN RAQUEL HICKERT

Porto Alegre, Rio Grande do Sul - Brasil.

ABRIL de 2017



CIP - Catalogacéo na Publicacgéo

Dall Cortiwveo, Pauloc Roberto

Produgdo de etanol e xilitel por linhagens
recombinantes de saccharomyces cerevisiae e novas
espécies de spathaspora a partir de hidrolisados da
casca de aveia e soja / Paulo Roberto Dall Cortive. -
- 2017.

114 £.

Orientador: Marco Anténio Zachia BEyub.
Coorientadora: Lilian Ragquel Hickert.

Dissertagdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Eio Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Basicas da
Saltide, Programa de PSs-Graduagio em Microbiclogia
Agricola e do Ambiente, Porto ARlegre, BR-RS, 2017.

1. metabolismo da xilose. 2. etanol e xilitol. I.
Zachia Ayub, Marco Anténio, orient. II. Hickert,
Lilian Raquel, coorient. III. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




“Se soubéssemos o0 que o
amanha nos traria, ndo precisariamos de

nossos sonhos, esperancas e planos”



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar quero agradecer a meus pais, Vicente e Santina, por
todo apoio, ajuda e carinho. Este trabalho é dedicado a vocés.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul, palco de grandes
experiéncias de vida.

Ao meu orientador professor Marco A. Z. Ayub pelos desafios propostos
e pela confianca depositada. Pela sua preocupacédo em sempre me oferecer as
melhores condicbes possiveis de trabalho em laboratério.

A minha co orientadora professora Lilian Raquel Hickert pela paciéncia e
auxilios em todos os momentos.

A professora Patricia Valente da Silva, coordenadora do Programa de
Pos-Graduacdo em Microbiologia Agricola e do Ambiente, pela atencédo e
disponibilidade. Também agradeco pela sua amizade e pelos muitos
conselhos.

Aos colegas do BIOTECLAB os quais compartilhei meus dias de
trabalho, em especial a Andreia Axelrud, a Lovaine Duarte e a Sabrina
Gabardo pela cumplicidade nas (re) construcdes cotidianas.

Aos meus colegas e amigos Lucas L.C. Casagrande e Luiz Gustavo
Denardin pela grande amizade de longa data. Por compartilharem comigo seus
desafios e conquistas.

A Elisiane que ha dois anos me escuta falando deste trabalho e de
muitas outras coisas.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(Capes) pelo auxilio financeiro.

Aos amigos e as demais pessoas que de alguma maneira fazem parte
da minha vida e contribuiram para que eu pudesse concretizar este sonho.



PRODUQAO DE ETANOL E XILITOL POR LINHAGENS RECOMBINANTES
DE Saccharomyces cerevisiae E NOVAS ESPECIES DE Spathaspora A
PARTIR DE HIDROLISADOS DA CASCA DE AVEIA E SOJA!
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Orientador: Prof. Dr. Marco Antdnio Zachia Ayub
Co-orientadora: Prof". Dr" Lilian Raquel Hickert
RESUMO

Os residuos lignocelulésicos agroindustriais sdo substratos abundantes e de baixo
custo para a producéo de varios compostos de valor agregado como etanol e xilitol,
por isso a importancia de estudos para ampliar as formas de aproveitamento das
pentoses e hexoses presentes nestas matérias primas. Em vista disso, o presente
trabalho buscou estudar a composicdo e os processos de hidrélise acida diluida e
enzimatica da casca de soja (Glycine max) e da casca de aveia (Avena sativa L), bem
como avaliar a fisiologia e a capacidade de producdo de metabdlitos como etanol e
xilitol por novas leveduras recombinantes e selvagens, a partir da fermentacédo destes
hidrolisados. Na primeira etapa do estudo, testou-se diferentes concentragbes de
acido sulfarico em diferentes tempos de autoclave para o pré-tratamento e
solubilizacdo da fragdo de hemicelulose da mistura de casca de soja e casca de aveia,
através do processo de hidrélise &cida diluida. A condicdo de 1 % de acido em 40
minutos de autoclave foi escolhida para a obtencdo do hidrolisado &acido para a
fermentagdo. No sdlido resultante do tratamento anterior, foram testadas duas
enzimas, o extrato do fungo Penicillium echinulatum e a enzima comercial novozymes
CELLUCLAST 1.5 ®, em trés concentracdes enzimaticas (10 FPU g™,15 FPU g™, 20
FPU g™).A enzima comercial novozymes CELLUCLAST 1.5 ®, na concentracéo de 15
FPU g* foi escolhida para a obtencdo do hidrolisado enzimético pela maior liberagéo
de acucares no meio. Em uma segunda etapa, os hidrolisados acido e enzimatico e a
mistura destes foram testados como meio de fermentacdo para duas linhagens
recombinantes de Saccharomyces cerevisiae YRH 396 e YRH 400 que foram
recombinadas por integracdo cromossémica dos genes da xilose redutase (XYL1),
xilitol desidrogenase (XYL2) de Pichia stipitis e xiluloguinase (XKS1) de S. cerevisiae
conferindo capacidade de metabolizacdo da xilose. Nos ensaios em agitador orbital, a
linhagem YRH 396 obteve parametros fermentativos (Y,s € Qp) superiores e teve seu
metabolismo estudado em biorreator, apresentando valor de Y,s de 0,39 gg* na
fermentagdo do hidrolisado enzimatico concentrado. Na fermentagdo do hidrolisado
acido em anaerobiose 71,2 % da xilose foi consumida com Y, (etanol) de 0,33 gg™.
Na fermentacdo do hidrolisado acido em um biorreator aerado com 1 vwwm 64,3 % da
xilose foi consumida com producdo de 2,9 g L * de etanol e 8,17 g L * de xilitol. Em
uma terceira etapa do trabalho, as novas espécies recentemente isoladas
Spathaspora girioi e Spathaspora hagerdaliae foram testadas fermentando o
hidrolisado éacido em anaerobiose e oxigénio limitado em agitador orbital. A
fermentacd@o pela espécie S. hagerdaliae foi escalonada em biorreator e apresentou
Yus (etanol) de 0,32 gg™ no cultivo em anaerobiose e Y,y (xilitol) de 0,31 gg™* em
biorreator aerado.

! Dissertagcdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (112p.) Abril , 2017

Vi



ETHANOL AND XYLITOL PRODUCTION BY RECOMBINANT STRAINS OF
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ABSTRACT

Agroindustrial lignocellulosic residues are abundant, low-cost substrates for the
production of various value-added compounds such as ethanol and xylitol. Therefore,
the importance of extensive studies to increase the uses of pentoses and hexoses
present in these raw materials. In this context, the present study sought to study the
composition and the processes of diluted acid and enzymatic hydrolysis of soybean
hulls and oat hulls, and to evaluate the physiology and production of ethanol and xylitol
by new wild and recombinant yeast strains during fermentation of these hydrolysates.
In the first stage of the study, different concentrations of sulfuric acid were tested in
different autoclave times for the pre-treatment and solubilization of the hemicellulose
fraction of the soybean hull and oat bark mixture through the diluted acid hydrolysis
process. The condition of 1% acid in 40 minutes of autoclaving was chosen to obtain
the hydrolysate resulting from the acid treatment for fermentation. In the solid resulting
from the previous treatment, two enzymes, an extract of the fungus Penicillium
echinulatum and the commercial enzyme CELLUCLAST 1.5 ® Novozymes, were
tested in three enzymatic concentrations (10 FPU g™*,15 FPU g*, 20 FPU g™).The
commercial enzyme Novozymes CELLUCLAST 1.5 ® in the concentration of 15 FPU g
! was chosen to obtain the enzymatic hydrolysate. In the second part, the acid and
enzymatic hydrolysates and the mixture of these were tested as a fermentation
medium for two recombinant strain of Saccharomyces cerevisiae YRH 396 and YRH
400 that were recombined by chromosomal integration of the genes xylose reductase
(XYL1), xylitol dehydrogenase (XYL2) di Pichia stipitis and xylulokinase (XKS1) genes
of S. cerevisiae conferring capacity of xylose metabolism. In the orbital shaker assays
the YRH 396 strain showed better fermentation parameters (Yys and Qp) and had its
metabolism studied in a bioreactor, showing an Y, of 0.39 g g™ in the fermentation of
the concentrated enzymatic hydrolysate and consumption of 71.2 % of xylose in the
fermentation of the acid hydrolysate under anaerobiosis, with Y, of 0.33 gg™. In the
fermentation of the acid hydrolysate in an aerated bioreactor with 1 vwm, 64.3% of
xylose was consumed with production of 2.9 g L ™ of ethanol and 8.17 g L * of xylitol.
In the third stage of the work, the species Spathaspora girioi and Spathaspora
hagerdaliae were tested fermenting the acid hydrolysate in anaerobiosis and limited
oxygen in orbital shaker. Fermentation by the Spathaspora hagerdaliae was staged in
a bioreactor and presented Y, (ethanol) of 0.32 gg™ under anaerobiosis and Y,
(xylitol) of 0.31 under microaerobiosis.

! Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (112p.) April, 2017
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1. INTRODUCAO

A producdo de combustiveis atualmente € baseada na exploracéo
das reservas fosseis, porém estes recursos sao limitados e sua exploracao tem
causado varios problemas ambientais, como por exemplo, o efeito estufa.
Neste contexto, as biomassas vegetais sdo as Unicas fontes de carbono
disponiveis no planeta capazes de suprirem a demanda para a producdo de
combustiveis. Em vista disso, o século 21 emergiu com um novo conceito de
unidade produtora de combustiveis a partir de biomassa, as “Biorrefinarias”.
Diferentes das refinarias de petréleo, as biorrefinarias sdo unidades menores,
bem distribuidas geograficamente, com capacidade de revitalizar as areas

rurais, transformando biomassa em produtos quimicos e combustiveis.

Biomassas amilaceas e sacarineas podem ser utilizadas como substrato
para a producdo de etanol. Elas s&o provenientes de diferentes culturas como
cana-de-acucar no Brasil, beterraba na Europa e milho nos Estados Unidos. O
etanol produzido por esta fonte € chamado de etanol de primeira geracéo, pois
0s aclUcares sao extraidos e convertidos diretamente em etanol. Muitos
questionamentos éticos e ambientais tém surgido quanto ao uso destas
biomassas para a producdo de combustiveis, ja que competem diretamente

com a producao de alimentos.

As biomassas lignoceluldsicas, que sao residuos das culturas agricolas
ou agroindustriais, sdo compostas basicamente por polimeros de carboidratos
formados por celulose e hemicelulose, os quais, quando dissociados, liberam
acucares que podem ser fermentados em etanol. O etanol produzido a partir

7

destas biomassas é chamado de etanol de segunda geracdo. Para a
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viabilizagdo deste processo, muitos desafios precisam ser superados,
principalmente porque o caldo fermentativo do etanol de segunda geracao
possuir composi¢cao diferente do caldo fermentativo do etanol de primeira
geracdo, sendo este ultimo composto basicamente por hexoses, facilmente
fermentadas a etanol pela levedura Saccharomyces cerevisiae. JA o caldo
fermentativo do etanol de segunda geracdo é composto principalmente da
mistura de hexoses e pentoses, com este Ultimo acgucar de dificil fermentacao

por micro-organismos selvagens.

Para um processo de producao de etanol de segunda geracéo ser viavel
economicamente, 0s substratos devem estar localmente disponiveis. Além
disso, para permitir que os acucares fermentesciveis sejam liberados das
biomassas lignoceluldsicas essas devem passar por um processo de pré-
tratamento que pode ser quimico ou fisico, podendo ser seguido por processo
enzimatico — sacarificacdo - possibilitando a despolimerizacdo da fracdo de
celulose em monémeros de aclcares que sdo fermentados na etapa posterior.
Para que todo este processo seja viavel é necessario buscar a maximizacdo na

liberacdo de acucares e 0 menor gasto de energia.

Neste contexto, o presente trabalho buscou estudar a composicao
guimica da casca de soja e da casca de aveia, juntamente com 0S processos
de hidrdlise acida diluida e enzimética destes residuos visando a maxima
liberacdo de acucares fermentesciveis. Além disso, as estratégias de
fermentacdo destes hidrolisados por linhagens recombinantes de
Saccharomyces cerevisiae e por novas espeécies de Spathaspora foram
estudadas, visando principalmente o incremento da fermentacdo da xilose no

hidrolisado, pois este € o maior desafio do etanol de segunda geracéao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a produgéo de etanol e xilitol a partir de hidrolisados resultantes
da mistura de casca de aveia e soja por leveduras recombinantes e selvagens

capazes de fermentar xilose.

2.2 Objetivos Especificos

v Selecionar condi¢c6es de hidrélise acida diluida e enzimatica da mistura
de cascas de aveia e da casca de soja visando a maxima liberacdo de
acucares fermentesciveis;

v Avaliar a producdo de etanol e xilitol a partir de hidrolisados acido e
enzimatico da mistura casca de aveia e soja por linhagens
recombinantes de Saccharomyces cerevisiae YRH 396 e YRH 400 com
capacidade de fermentar xilose;

v Avaliar a producao de etanol e xilitol pelas novas espécies Sphatasporas
girioi e Sphatasporas hagerdaliae fermentando o hidrolisado acido da

mistura casca de aveia e soja.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Producéo de combustiveis em biorrefinaria

Atualmente, a matriz energética de muitos paises esta visando utilizar
biocombustiveis. Com isso, desenvolveu-se um novo conceito de unidade
produtora de combustiveis, a “biorrefinaria”. Esta unidade industrial é capaz de
converter biomassa em combustiveis e outros produtos quimicos
especializados (Ogeda e Petri, 2010; Rodrigues 2011; Anwar et al., 2014). A
Figura 1 demonstra a representacdo esquematica de uma biorrefinaria e seus
produtos.
—3 Biogis

Biomassas
» Bioetanol

x . =
Lignocelulésicas
Grios — 3‘ erreﬁnani]—)—} Biohidrogénio
—3 Biobutanol
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Biomassas

—23 Produtos Alimenticios

Figura 1. Representacdo esquematica de uma biorrefinaria e seus

produtos. Adaptado de Suhag e Sharma (2015).

Para viabilizar a producédo de combustiveis de forma mais sustentavel, a
biorrefinaria deve exercer papel dominante no atual milénio (Rodrigues, 2011).
Uma biorrefinaria € dita de primeira geragdo quando utliza acUcares
considerados como reserva metabdlica da planta, como sacarose ou amido, e
de segunda geracdo quando utiliza complexos lignocelulésicos como, por

exemplo, cascas e caules (Hickert et al.,2014; Rodrigues 2011; Das Néves et
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al.,, 2007). A Figura 2 demonstra a representacdo esquematica de uma

biorrefinaria a partir de fontes lignocelulésicas.
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Figura 2. Representacdo esquematica de uma biorrefinaria de fonte

lignocelulésica. Adaptado de Rodrigues (2011).

Os materiais lignocelulésicos sdo provenientes da atividade agricola e
agroindustrial sdo classificados como residuos porgue na maioria das vezes
nao possuem valor agregado. Uma estimativa feita por Kim e Yum (2006) relata
que, mundialmente sdo gerados 1,5 trilhdes de toneladas de biomassa
lignoceluldsica por ano, o que € uma fonte importante de matéria-prima para a
producdo de produtos com valor agregado como etanol e xilitol. Outra
estimativa feita por Jonnson et al., (2007) mostra que 50 % das biomassa

vegetal produzida no mundo € biomassa lignocelulésica.
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3.2 Producdao de etanol de primeira geracéao

O etanol pode ser produzido a partir da fragdo amildcea ou sacarinea de
algumas culturas agricolas, como milho, cana de acucar e beterraba (Moyses
et al., 2016). A escolha da cultura agricola € decorrente das condicbes
edafocliméatica locais, por isso nos Estados Unidos o milho é o principal
substrato e na Europa a beterraba. No caso do Brasil, a cana-de-acUcar,
graminea do género Saccharum L. é o Unico substrato usado para a producéo
de &lcool, pois ela acumula sacarose que é facilmente convertida a etanol por
micro-organismos, dispensando tratamentos enzimaticos (Argueso et al.,

2016).

3.3 Producdo de etanol de segunda geracéo ou lignocelulésico

A biomassa lignocelulésica € responsavel por dar suporte ao vegetal,
sendo formada por carboidratos estruturais (celulose e hemicelulose) e pela
fracdo de lignina (Kumar et al., 2008). O complexo lignocelulésico é composto
da fracéo de celulose, hemicelulose e lignina. A proporgéo destes componentes
varia conforme a espécie, tempo de colheita, condicbes edafoclimaticas de

cultivo e estagio de crescimento (Jeffries e Jin, 2009).

7

A celulose € um polissacarideo formado por moléculas de glicose
ligadas através de ligacdes B-1,4-glicosidicas unidas entre si por ligacdes de
hidrogénio. Essas longas fibras celulésicas séo, por sua vez, recobertas por
hemicelulose, que sdo polissacarideos ramificados formados principalmente
por D-xilose com pequenas quantidades de L-arabinose, D-glicose, D-manose,
D-galactose, acido glucurdnico, e acido manurdnico e lignina, que forma redes

poliméricas tridimensionais compostas por unidades de fenilpropano
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interligadas (Lora e Classer, 2001). As por¢des celulésicas e hemicelulésicas
da biomassa, representando em torno de 40-50% e 20-30 % do peso seco das
plantas, respectivamente, sdo polissacarideos que podem ser hidrolisados em

acucares e fermentados (Sanches e Cardona, 2008).

As ligninas, quando degradadas a fragbes de massas molares menores,
podem ser utilizadas na fabricacdo de espumas de poliuretanas, resinas
fendlicas e epoxi, como fontes de fenol e etileno, ou também convertidas em
fibras de carbono (Lora e Classer 2001; Kadla et al., 2001; Clarck et al., 2009).

A Figura 3 representa as estruturas da biomassa vegetal.
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Figura 3. Estruturas da biomassa vegetal. Adaptado de Menon e Rao

(2012).

O etanol produzido por essa biomassa € chamado de etanol de segunda
geracdo e para producdo deste, a biomassa necessita ser exposta a um pré-
tratamento, visando a liberacdo da fracdo de lignina e solubilizacdo da fracao
hemicelulose. Em seguida, um tratamento enzimatico pode ser utilizado para

liberacdo dos monbémeros de glicose presentes na fragcdo de celulose, que
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serdo finalmente fermentados a etanol (Ogeda e Petri, 2010) como é mostrado

na figura 4.
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Figura 4. Etapas de tratamento da biomassa lignocelulésica e

fermentacdo dos acuUcares a etanol. Adaptado de Jonsson et

al., (2016).

3.4 Casca de aveia (Avena sativa) e casca de soja (Glycine max)

Aveia branca (Avena sativa) € um cereal de inverno -cultivado
principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Parana e Santa Catarina. A
producdo do Brasil deste grédo na safra de 2016 foi de 739,6 mil toneladas. Na

safra de 2016, a aveia branca no Rio Grande do Sul, teve maior aumento de
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area semeada entre todas as culturas de inverno, de 118,4 mil hectares para

218,3 mil hectares.

A soja (Glycine max) é a oleaginosa mais cultivada no mundo. O Brasil é
0 segundo maior produtor e exportador de soja no mundo, sendo superado
apenas pelos EUA. Segundo os dados histéricos da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB) o Rio Grande do sul é o terceiro estado com maior
producéo ficando atras do estado de Mato Grosso e Parana. No ano de 2016

foram colhidas 9543 milhdes de toneladas de soja no Brasil.

A casca de aveia € o principal subproduto da moagem do gréo
representando cerca de 30 % do peso. A maior parte da casca da aveia tem
sido descartada durante o processamento do grdo, tornando-se um poluente
para 0 meio ambiente, uma das poucas utilidades deste residuo é a queima
para geracdo de poder calorifero. A casca de soja € primeira camada que
recobre o grdo e é retirada durante a extracdo do 6leo. O aproveitamento

principal da casca de soja € na alimentacdo animal como alimento volumoso.

3.5 Pré- tratamentos dos residuos lignocelulésicos

Para o aproveitamento dos residuos lignocelulésicos na producdo de
etanol, estes devem ser tratados por processos fisicos, quimicos ou
enzimaticos de forma a liberar os acucares fermentesciveis presentes na
fracdo de hemicelulose e aumentar a suscetibilidade da fracdo de celulose a
hidrolise enzimatica (Lee, 1997). O pré-tratamento se faz necesséario para

aumentar a acessibilidade da area de superficie, reducdo da cristalizacdo da
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celulose, despolimerizacdo parcial da celulose e solubilizacdo das fracbes de

hemicelulose e lignina (Margeot et al., 2009).

Existe uma série de tratamentos quimicos e fisicos que podem ser
aplicados no processamento inicial dos materiais lignocelulésicos (Tabela 1).
Cada processo apresenta vantagens especificas bem como desvantagens,
ficando a escolha do pré-tratamento usado relacionado a natureza do residuo

lignoceluldsico escolhido e a finalidade de aproveitamento do caldo resultante.



Tabela 1. Métodos de pré-tratamento da biomassa

Adaptado de Rodrigues (2011).
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lignocelulésica.

Método

Vantagens

Desvantagens

Métodos diretos

Acido concentrado v' Alto rendimento de glicose Alto custo do acido ou na
v" Pouca formacéo de inibidores recuperagdo do acido utilizado
v Realizado a temperatura Equipamento caro devido a
ambiente problemas de corrosao
Acido diluido v" Menos problemas com corroséo Formagé&o de produtos de
guando comparado ao acido degradacao
concentrado Necessidade de reatores mais
v' Método de duas etapas: bom sofisticados para obtengao de
rendimento de glicose e de altos rendimentos
acucares de hemicelulose Concentracéo baixa de aglcar no
fluxo de saida
Pré-tratamentos Fisicos
Moagem ou Vibragdo — seca ou Umida v" Diminui o tamanho da particula, Na&o é suficiente para aumentar a
aumentando a area superficial taxa de conversédo de aclcar
v" Em alguns casos, reduz o DP e a N&o retira lignina
cristalinidade da celulose
Pré-tratamentos de Fracionamento por Solvente
Processo Organosolv v" Solubiliza ligninas e Alto custo dos solventes
hemiceluloses (dependendo organicos, bem como na sua
do solvente utilizado) recuperacao
v" Aumento da digestibilidade da Alto custo na recuperagéo de
biomassa celulésica subprodutos
Taxa de liquido-sélido deve ser
fixada com cuidado
Fracionamento por Acido Fosférico v" Resulta em fibras de celulose Alto custo na recuperacéo e
amorfas purificagdo do acido fosférico,
v' Opera a baixa temperatura e acetona e acido acético
pressdo
v' Altos rendimentos de glicose e
xilose
Liquidos I6énicos v" Reuso do liquido iénico apds o O liquido iénico deve ser
processo completamente retirado antes da
v' Substrato final com hidrélise (interfere na atividade
digestibilidade >90% hidrolitica das enzimas)
Alto custo dos liguidos ibnicos
Pré-tratamentos Quimicos
Exploséo & Vapor (com/sem adi¢&o de v Otimo para madeira macia (na Formacao de produtos de
acido como catalisador) presenca de um catalisador degradacao
acido) Uma etapa adicional é necessaria
v' Altos rendimentos de glicose e para a remogao da lignina
acUcares de hemicelulose
Expansao da fibra com amdnia (AFEX) v" Pouco gasto de energia: pré- Alto custo: grande quantidade de
tratamento realizado a amoOnia necessaria, recuperagao
temperaturas de 60-140 °C da amoénia
v' Baixa formacé&o de inibidores A fragdo da hemicelulose precisa
ser hidrolisada por enzimas
Remocéo desprezivel de ligninas
Oxidag&o Umida Alcalina v" Formagé&o minima de inibidores Custo de oxigénio e catalisador
v" Remocéo eficiente de lignina alcalino (Na2CO3)
v' Processo exotérmico: pouca
energia necessaria no processo
Pré-tratamentos Bioldgicos
Uso de Fungos (white rot basidiomycetes) v" Remove quantidade consideravel Maior tempo de residéncia
ou bactérias (Actinomicetes) de lignina Bactérias/fungos consomem o
v' Pré-tratamento brando (6timo substrato.

para materiais com alto contetido
de carboidratos)
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Dentre os pré-tratamentos, o realizado com &cido diluido e temperatura
intermediaria (60-160° C) é considerado um dos mais eficientes em relagédo a
liberacdo dos agucares, apesar de que a liberacdo de compostos secundarios
dos acucares e da lignina poderem ser gerados, inibindo o crescimento dos
micro-organismos fermentadores (Mussato e Roberto, 2004), xilose e glicose
podem se degradadas a furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF) respectivamente,
(Figura 5), juntamente com outros compostos fendlicos oriundos da

degradacéao da lignina.
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Figura 5. Formacado de furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e compostos

fendlicos. Adaptado de Jonsson et al., (2014).
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3.6 Tratamento enzimatico e estratégias de fermentacéo

Apés a realizacdo do pré-tratamento para solubilizar a fragdo de
hemicelulose e retirada da lignina soltvel, a fracdo de celulose precisa passar
por um tratamento de sacarificacdo para a liberagdo de monémeros de glicose
(Bond et al., 2010). Normalmente, hidrélises enziméticas possuem um
rendimento de aclUcar menor que 20 % sem a realizacdo da etapa de pré-
tratamento enquanto que, quando esta etapa € realizada, o rendimento pode
alcancar mais de 90 % (Holm et al., 2010). A hidrélise enzimatica
(sacarificacao) pode ser realizada separadamente da fermentacéo alc6olica em
um processo conhecido como fermentacdo e hidrolise separadas (do inglés
SHF- Separate Hydrolysis and Fermentation), ou simultaneamente no processo
denominado sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (do inglés SSF-

Simultaneous Saccharification and Fermentation). No primeiro caso, a hidrélise

e sacarificacdo SHF pode ser realizada em altas temperaturas como 50 °C,
aproveitando a estabilidade das enzimas. Nesta temperatura a taxa de
conversdo é aumentada e é reduzido o risco de contaminagdo (OLOFSSON et
al., 2008). Ap6s o processo de hidrolise, o caldo resultante é fermentado a
etanol. Dentre as desvantagens deste sistema esta o alto gasto de energia e a

demanda de tempo para a realizacéo do processo.

Na sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF), a hidrolise
enzimatica e fermentagdo ocorrem no mesmo recipiente com atividade
simultanea de enzima e micro-organismo, portanto este processo apresenta
certos beneficios como aumento da producdo de etanol, reduzindo a inibicdo
exercida por produtos de sacarificagcdo, e elimina a necessidade de reatores

separados para sacarificacdo e a fermentacdo, que resulta em reducdo de
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custos (Krishna et al., 2000; Olofsson et al., 2008). A grande desvantagem
deste sistema é que a temperatura 6tima de fermentacdo pela maioria dos
micro-organismos (em torno de 30° C) é diferente da temperatura 6tima das
enzimas de hidrdlise da celulose (em torno de 50° C ) o que dificulta a obtencao
da eficiéncia total do sistema. Novos estudos estdo sendo realizados para
viabilizar o uso de micro-organismos termo tolerantes (Kadar et al., 2004), além
de estudos de concentracbes de enzimas e de células microbianas
balanceadas para minimizar 0 custo com micro-organismo e producdo de
enzima (Olofsson et al., 2008).

Segundo Wyman (2005), as enzimas com complexo de celulases sdo
mais utilizadas na hidrélise da biomassa lignocelulésica, e atuam conforme a

representacdo esquematica da Figura 6.
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Figura 6. Representacéo esquematica da acédo catalitica das celulases.

Disponivel em Ogeda e Petry (2010).

(1) endo-1,4-B-D-glucanases ou endogliucanases, que quebram as ligacOes

glicosidicas das cadeias de celulose criando novos terminais;
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(2) exo-1,4-B-D-glacanases ou celobio-hidrolases, responsaveis pela agdo nos

terminais levando a celobiose;

(3) 1,4-B-D-glacosidades que hidrolisam a celobiose a glicose.

Atividade catalitica deste complexo enzimatico pode ser medida atraves
da diminuicdo da viscosidade do meio, decorrente da diminuicdo de massa

molar média de celulose ou derivados de celulose (Lynd e Wyman, 1999).

3.7 Bioconverséao de hidrolisados lignocelulésicos em etanol

O principal micro-organismo utilizado na producao de etanol € a levedura
Saccharomyces cerevisiae por sua habilidade em produzir altas concentracdes
deste alcool, possuir alta tolerancia ao etanol do meio, resisténcia aos
inibidores presentes na biomassa hidrolisada (Bettiga et al., 2008 ; Matsushika
et al., 2009 ; Girio et al., 2010). Porém esta levedura somente tem capacidade
de fermentar glicose; a xilose e outras pentoses também presentes nos
hidrolisados de biomassa lignocelulésica ndo sao fermentadas por essa
levedura (Matsushika et al., 2009). Ao mapear o genoma de S cerevisiae
descobriu-se que ela, de uma forma surpreendente, possui todos 0s genes
necessarios para o metabolismo de xilose, porém estes Sd0 pouco expressos
(Toivari et al., 2004). A figura 7 mostra as vias de metabolismo de xilose de

leveduras e bactérias que naturalmente fermentam este acucar.



32

LEVEDURAS BACTERIAS
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Figura 7. Vias de metabolismo de xilose em leveduras e bactérias

(Matsushika et al., 2009).

3.8 Leveduras fermentadoras de pentoses

Entre as espécies de leveduras fermentadoras de pentoses as mais
conhecidas sao: Scheffersomyces stipitis, Kluyveromyces marxianus,
Pachisolen tannophilus e Candida shehatae (Matsushika et al., 2009). Estas
leveduras apresentam rendimento considerado baixo para uma aplicacdo
industrial e poucas sao tolerantes aos inibidores formados durante a hidrélise
de residuos lignocelulésicos (Margaritis e Bajpai, 1982; Tian et al., 2009).
Como estratégia de aproveitamento total dos agUcares presentes no

hidrolisado, a utilizacdo de co-cultivos para a produgao de etanol combinando
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uma levedura fermentadora de pentoses e um micro-organismo fermentador de
glicose parece ter vantagens em relacdo ao uso de uma Unica cultura. As
espécies Spathaspora passalidarum e Spathaspora arborariae sdo conhecidas
pela habilidade em fermentar a xilose em etanol e pelo potencial na producao
de etanol lignoceluldsico (Cadete et al., 2009; Hou, 2012). Nos trabalhos de Da
Cunha-Pereira et al., (2011) e Hickert et al., (2013), a espécie S. arborariae foi
testada em sistema de co-cultivo com S. cerevisiae, resultando em
produtividade de etanol maior do que a atingida quando ambas as espécies
foram avaliadas em fermentacdes isoladas. Além do bom rendimento, essas
leveduras foram capazes de crescer e produzir etanol na presenca de

compostos toxicos do hidrolisado de casca de arroz.

Nem todos os sistemas de co-cultivo séo eficientes; em alguns casos as
leveduras possuem fisiologias diferentes o que dificulta a obtencdo de
parametros fermentativos 6timos para ambas (Hickert et al., 2013). A estratégia
que vem sendo adotada é o desenvolvimento de linhagens recombinantes de
S. cerevisiae com genes de leveduras fermentadoras de xilose que € a
principal pentose presente na biomassa vegetal (Hahn e Hagerdal, 2007). Esta
€ uma estratégia que vem evoluindo, onde novos estudos estdo sendo feitos
para a insercdo de transportadores exdégenos de pentoses de leveduras
selvagens que naturalmente fermentem este acucar nas linhagens

recombinantes de S. cerevisiae (Harner et al., 2015).

3.9 Construgdes de linhagens recombinantes de S. cerevisiae
O primeiro relato de fermentag@o anaerdbia de xilose em S. cerevisiae &

da década de 80, no qual genes de utilizacdo de xilose foram superexpressos
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(Rizzi et al.,, 1988). Desde entdo, diversas abordagens tém sido testadas
mudando a expressdo de um ou mais genes envolvidos nas vias de
metabolismo de xilose. InUmeras tentativas de construgdo de linhagens
recombinantes de S. cerevisiae sdo relatadas na literatura utilizando vias de
metabolismo de xilose de bactérias e leveduras (Matsushika et al., 2009).
Algumas abordagens aproveitam que S. cerevisiae é capaz de
metabolizar xilulose em baixa eficiéncia, em vista disso, tenta-se a insergao de
genes codificadores da xilose isomerase de bactérias (XI) capazes de
converter xilose em xilulose, porém esta estratégia mostrou resultados
insatisfatorios (Gardonyi e Hahn Hagerdal, 2003). As leveduras com esta
modificagcdo mostraram baixos niveis de atividade enzimatica, o que foi
atribuido a modelacdo incorreta das proteinas, como modificacbes pods-
transcricionais incorretas e formacgéo de pontes de dissulfeto e alteracao do pH
intracelular. A introducdo da enzima xilose isomerase (XI), do fungo Piromyces
sp., por exemplo, promoveu uma alta atividade da enzima e,
consequentemente, a conversdo da xilose a etanol. Porém, o crescimento em
xilose sob condi¢cdes aerdbias é baixo e nenhum crescimento é obtido sob
anaerobiose (Kuyper et al., 2003; Diao et al., 2013). Diversos outros trabalhos
sob condi¢cdes anaerdbias usando XI de bactérias vém sendo relatados
recentemente (Karhumaa et al., 2007; Brat et al., 2009 ; Demeke et al., 2013).
Um trabalho relatou pela primeira vez a co-expressdo de do gene Xl da
bactéria do ramem Prevotella ruminicola juntamente com a superexpressao do
gene da xiluloquinase de S. cerevisiae (Hector et al., 2013), seguido de um

processo de evolucdo adaptativa, a levedura, neste estudo, obteve uma boa
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taxa de crescimento em xilose, além de boa produtividade de etanol (82,9% de
produtividade tedrica).

A via oxi-redutora da xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XHD)
de Pichia stipitis correspondente aos genes XYL1 e XYL2 e S. cerevisiae foi
funcionalmente expresso em S. cerevisiae possibilitando esta levedura
metabolizar xilose; esta € a via mais utilizada para criar leveduras capazes de
metabolizar este aclcar, porém um dos problemas identificados nesta via € o
acumulo de xilitol devido ao desequilibrio redox gerado pela diferenca de
especificidade de cofatores das enzimas que metabolizam a xilose (Matsushika
et al., 2009). A xilose redutase (XR), enzima responséavel pela reducao da D-
xilose a D-xilitol utiliza principalmente NADPH como cofator, enquanto que a
xilitol desidrogenase (XDH) utiliza somente NAD * para converter D-xilitol a D-
xilulose. A D-xilulose é convertida a D-xilulose-5P pela xiluloquinase (XK) para
entrar na via das pentoses fosfato (PPP). A regeneracéo de NAD" e de NADPH
ocorre em um processo metabdlico diferente, portanto, o equilibrio redox é algo
relevante para a engenharia metabodlica. Mudancgas na seletividade de XR para
maior utilizacdo de NADH em detrimento de NADPH tem resultado em efeitos

positivos sobre o rendimento de etanol (Watanabe et al., 2007).

Tentando resolver este desbalanco, desenvolveu-se linhagens que
super expressam o gene da xiluloquinase (XK terceira enzima na via do
metabolismo da xilose) que é apresentado naturalmente nas linhagens de S.
cerevisiae selvagens, porém pouco expresso. Em geral, as linhagens
recombinantes que expressam essa enzima comparada com as linhagens com

expressdo basal, aumentam drasticamente o nivel de captacédo da xilose, além
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de aumentar o nivel de producéo de etanol e diminuigdo da producéo de xilitol

(Toivari et al., 2001)

3.10 Bioconversao de hidrolisados lignoceluldsicos em xilitol

Xilitol € um &lcool de agucar natural de cinco carbonos e devido ao seu
poder adocante (como a sacarose) tem sido altamente valorizado pelas
industrias de alimentos e farmacéutica (Musatto et al., 2006). O valor de
mercado do xilitol € alto, com aplicacbes em pastas de dente, gomas de
mascar, além de alimentos com fins dietéticos. Possui propriedades anti-

cariogénicas, uma vez que ndo é fermentado por micro-organismos da

microbiota bucal (Maikinen, 1979).

O xilitol é produzido em escala comercial por um processo quimico, a
hidrogenacéo catalitica da xilose. Devido ao seu alto custo de producéo,
dificuldade de purificacdo e impacto ao meio ambiente, o uso de xilitol como
adocante é algo limitado fato que encoraja a producéo alternativa, como é o

caso da producéo biotecnolégica (Martinéz et al., 2012).

Dentre os micro-organismos, as leveduras sao as melhores produtoras
de xilitol, sendo as leveduras do género Candida as melhores (Winkelhausen e
Kuzmanova, 1998). Em condicfes de oxigénio limitado ndo ha completa re-
oxidacdo de NADH a NAD®, promovendo um desequilibrio redox. A baixa
concentracdo de NAD" diminui a oxidacdo do xilitol a xilulose, induzindo a
liberacdo de xilitol no meio de cultura (Du preez et al., 1989). Em uma limitacao
de oxigénio, pode ocorrer ndo s6 a formacgéo de xilitol, mas também de etanol
ou de ambos, dependendo dos cofatores envolvidos na reagcdo. De uma

7

maneira geral, o fornecimento de oxigénio é o parametro chave que
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determinara se ocorrera maior producao de xilitol, etanol ou maior crescimento

celular (Roberto et al., 1999).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Residuos lignoceluldsicos

Os residuos lignocelulésicos utilizados para a obtencao dos hidrolisados
foram casca de soja (Glycine max) e casca de aveia (Avena sativa). A casca de
soja foi adquirida da companhia Solae do Brasil Industria e Comércio de
Alimentos, localizada no municipio de Esteio, RS. Ja a casca de aveia foi
gentilmente doada pela empresa Natura, localizada no municipio de Cruz Alta -
RS. Os residuos foram moidos e passados em peneira de 1 mm e

armazenados a temperatura ambiente até a realizacao da hidrélise.

4.2 Micro-organismos

Quatro leveduras com capacidade de fermentar xilose foram utilizadas
no trabalho. Duas linhagens recombinantes de S. cerevisiae com capacidade
de fermentar xilose em etanol e duas novas espécies Spathaspora que
recentemente foram descritas e mostram capacidade de fermentar xilose em

meio sintético.

As linhagens recombinantes de S. cerevisiae YRH 396 e YRH 400
foram transformadas por integracdo cromossdémica dos genes XYL1 xilose
redutase e XYL2 xilitol desidrogenase de Pichia stipitis e super expressédo do
gene XKS1 xiluloquinase de S. cerevisiae conferindo capacidade de metablizar
xilose (Hector et al. 2011). Elas foram doadas ao BiotecLab pelo Dr. Ronald
Hector do National Center for Agriculture Utilization Research. A linhagem
parental (YB 2625) da recombinante YRH 396 foi isolada do bagago-da-cana-

de-acucar, ja a linhagem parental (D54) da recombinante YRH 400 foi isolada
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do soro de queijo. Ambas as linhagens parentais sdo de aplicacao industrial
nos Estados Unidos. A descricdo completa sobre a construcdo da linhagem

esta disponivel em Hector et al., (2011).

As novas espécies Spathaspora: Spathaspora girioi e Spathaspora
hagerdaliae, recentemente isoladas de amostras de madeira em decomposicao
recolhidas na reserva de Patrim6nio Natural de Serra Bonita, foram doadas ao
BiotecLab pelo Dr. Carlos Augusto Rosa da UFMG. Estas leveduras mostraram
boa capacidade de fermentar xilose em ensaios de fermentagdo de meio
sintético, podendo ser comparadas as melhores espécies de Spathaspora ja
descritas na literatura. As descricdo detalhada destas linhagens se encontra

em Lopes et al., ( 2016).

4.3 Determinacéo da composicédo dos residuos lignocelulésicos

A composicdo de acucares fermentesciveis, lignina soltuvel e insolavel,
foram determinadas pela metodologia descrita por Duning e Dallas (1947), que
se fundamenta na sacarificacdo quantitativa dos polissacarideos de diferentes
matérias primas vegetais. Para andlise da composicdo foram pesadas 2 ¢
(massa seca) e transferidas para um becker, ao qual foram adicionados 10 mL
de acido sulfarico 72 % (p/p). A mistura foi agitada continuamente com um
bastdo de vidro e climatizado em banho-maria a 50 C por 7 min. Nesta etapa,
denominada hidrélise principal, ocorre o rompimento das fibras de celulose em
oligbmeros. Ap6s completar o tempo de hidrolise, a reacdo foi interrompida
com adicdo de 275 mL de agua destiladas e o conteudo foi transferido para um
frasco de frasco de erlenmeyer de 500 mL. Em uma etapa pds hidrolise, a

suspensao foi autoclavada a 121° C por 15 min. Apdés o resfriamento, a
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suspensao foi filtrada em papel de filtro, transferida quantitativamente para um
baldo volumétrico de 500 mL e o volume foi completado com &gua destilada
(ap0s varias lavagens). O residuo sélido foi seco em estufa a 105° C e pesado
até massa constante. A diferenca entre a massa seca do residuo e a massa
seca da amostra foi utilizada para determinar a percentagem de lignina
presente nas cascas. A fracdo liquida obtida foi analisada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para determinar a concentracdo dos
componentes dos materiais lignocelulésicos (celobiose, glicose, xilose,
arabinose e acido acético) utilizados para o célculo da percentagem de

celulose e hemicelulose da casca de soja e da casca de aveia.

4.3.1 Determinacdao do teor de lignina

O teor de lignina foi calculado conforme descrito por Rocha (2000), Eq.

(2):

(1)

9% lignina :{ massa de lignina (g) x 10000 }

massa da amostra (g) x massa seca da amostra (g)

4.3.2 Determinacgéo do teor de celulose e hemicelulose
O teor de celulose e hemicelulose foi calculado conforme descrito por

IRICK et al. (1988), Eq. 2 e 3:

% celulose = { glicose (g/L) x50x100x FCx FP } -

massa da amostra (g) x massa seca da amostra (%)
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Onde: FC = fator de converséao de celulose (0,9); FP= fator de perda por

hidrolise para celulose (1,06)

% hemicelulose =
massa da amostra (g) x massa seca da amostra (g)

(xilose (g/L) x50 x arabinose (g/L) x 50)x100 x FCx FP} )

Onde: FC = fator de conversdo da hemicelulose (0,88); FP = fator de

perda por hidrélise para hemicelulose (1,15).

4.3.3 Determinacao da umidade
A umidade das cascas de soja e aveia foi determinada em

balanca de infravermelho (OHAUS) por 30 minutos a 105 °C.

4.4 Hidrélise da casca de aveia e da casca de soja

A casca de aveia e a casca de soja passaram por etapas de hidrélise
como mostrada no fluxograma abaixo (Figura 8) objetivando a liberacdo dos
acucares contidos nas fracdbes de hemicelulose e celulose. Testou-se
diferentes concentracdes de acido sulfarico (1 %, 2 % e 3 %) (v/v) e dois
tempos de autoclave (40 min e 60 min) na etapa de hidrélise acida diluida. Na
etapa de hidrélise enzimética testou-se trés concentracdes de enzima por
grama de residuo em massa seca (10 FPU g*, 15 FPU g* e 20 FPU g*) do
extrato do fungo Penicilliun echinulatum e da enzima comercial CELLUCLAST
® 1.5. Buscou-se definir uma combinacdo de condicées de hidrélise que

liberasse a maior quantidade de monémeros de agucares.
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Figura 8. Sequéncia de tratamentos dos residuos lignocelulésicos para a

liberacdo dos mondmeros de agUcares

4.4.1 Pré-tratamento da casca de aveia e casca de soja e obtencao do
hidrolisado acido

Para solubilizar a fracdo de hemicelulose e tornar a fracdo de celulose
suscetivel a acao das enzimas, realizou-se pré-tratamento acido diluido das
cascas de aveia e soja. Com o objetivo de verificar o melhor tempo para a
liberacdo de acucares, inicialmente testou-se os residuos separadamente em
dois tempos de autoclave, 40 min e 60 min, estes tempos de autoclavagem ja
foram indicados por Hickert (2011) e Cassales (2010) para residuos
lignocelulésicos com composi¢cdo semelhante, em trés concentracfes de &cido

sulfarico, 1 %, 2 % e 3 %, na relagdo solido/liquido 1/10 em de frasco de
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erlenmeyer de 3 L. Apos, testou-se a mistura de 50 % de casca de aveia e 50
% de casca de soja, também na relacéo 1/10 nas condicdes de 1% ,2 % e 3 %
de &cido sulfrico em 40 min de autoclave . O hidrolisado resultante teve sua
caracterizacdo de acucares, acido aceético, furfural e hidoximetilfurfural por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HLPC) e pressdo osmotica por

osmoémetro.

4.4.2 Hidrolise enzimatica da mistura de casca de aveia e soja e obtencao
do hidrolisados enzimatico

O sdlido resultante do tratamento &cido foi lavado em &gua corrente até
o pH atingir a neutralidade (7,0). Para a hidrélise da fracdo celulose foram
testadas a acdo de duas enzimas, o extrato do fungo Penicilliun echinulatum
S1M29, descrito em Dillon et al. 2011, e a enzima comercial Novozymes
CELLUCLAST ®1.5L (laudo detalhado disponivel no anexo 1). O sobrenadante
foi incubado em frasco de erlenmeyer de 2 L em agitador orbital a 50 °C e 120
rpm, na relacdo solido/liquido de 1/20, utilizando o tampéo de citrato de sédio
0,1 M. Testou-se trés concentracfes enzimaticas por grama seca de residuo:
10,15, e 20 FPU g*. A liberacdo dos aclcares foi monitorada a cada 24 h
durante 120 h e quantificada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(HPLC).

4.5 Manutencdes e inoculo

As leveduras foram conservadas em estoque de glicerol em ultrafeezer a
- 80 C°, também foram mantidas em estrias em placas de meio YP (1 % de
extrato de levedura e 2 % de peptona) com 2 % de glicose. Dois meios liquidos

foram usados para o preparo do indculo, uma contendo o meio basal YP com 2
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% de glicose e outro com o meio basal YP e 2 % de xilose. Em ambos, os
acucares eram autoclavados separadamente. As colbnias foram retiradas da
placa e colocadas no meio liquido para o preparo dos pré-inoculos em frascos
com 100 mL de meio, e cultivadas em agitador orbital (Marconi , MA 830,
Brasil) a 180 rpm e 28 C por 24 h. Em seguida as células eram recolhidas por
centrifugacédo a 3.000 g por 15 min. O pellet formado foi lavado com solucéo
salina e ressuspenso diretamente no mesmo meio de fermentacdo. Os in6culos
dos cultivos foram padronizados para que a suspensao celular atingisse
densidade otica igual a 1,0. O volume do indculo perfazia 10 % do volume total

de cultivo em todos os frascos utilizados no experimento.

4.6 Meios sintéticos e hidrolisados

4.6.1 Meio sintético

Foram realizados ensaios de fermentacdo em meio sintético de solugéo
de acucares, simulando as concentracdes dos hidrolisados de biomassas,
porém com menor pressao osmotica e auséncia de compostos inibidores da
fermentacdo. Os meios sintéticos utilizados nos ensaios foram denominados
G2oX30 € X30. O meio GyoX3o composto por (em g L™): 20 de glicose e 30 de
xilose, ja 0 meio X3 era composto por 30 g L™ de xilose, ambos suplementados
com o meio basal YP (1 % de extrato de levedura e 2 % de peptona) que era

autoclavado separadamente da solucdo de agucares.

4.6.2 Hidrolisado resultante do tratamento acido.
O hidrolisado &cido obtido do pré-tratamento das cascas de aveia e soja

com 1 % de acido sulfurico em 40 min de autoclave foi concentrado por
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rotaevaporagdo a vacuo até atingir a concentragéo aproximada de 30 g L™ de
xilose, 60 g L™ de xilose. O pH foi corrigido com NaOH até atingir 5,5 e o
hidrolisado foi centrifugado 3000 g para a deposi¢ao dos sélidos e armazenado

a2’'C.

4.6.3 Hidrolisado resultante do tratamento enzimatico

O hidrolisado enzimatico foi obtido pelo uso da enzima CELLUCLAST ©
1.5L na carga enzimatica de 15 FPU g ™ incubado a 50 ‘C por 96 h. O caldo
resultante foi concentrado por rotaevaporacdo a vacuo até atingir 60 g L™ |, o
pH foi corrigido com NaOH até atingir 5,5 e o hidrolisado foi centrifugado a

3000 g para a deposig¢ao dos sélidos e armazenado a 2°C.

4.6.4 Mistura de hidrolisados acido e enziméatico
Misturou-se os hidrolisados acido e enzimatico concentrados obtendo
um caldo com concentracdo equivalente de glicose e xilose (30 g L™ de glicose

e 30 g L de xilose).

4.7 Ensaios de fermentacéo

4.7.1 Fermentacdo de meio sintético por S. cerevisiae recombinante em
agitador orbital

Com o objetivo de estudar o metabolismo das linhagens recombinantes
S. cerevisiae YRH 396 E YRH 400 em meio sintético de aglcares simulando a
concentracdo dos agucares da biomassa lignoceluldsica hidrolisada, realizou-
se testes em frasco agitado (Marconi MA 830, Brasil) com meio sintéticos

G20X20 € X30 suplementado com o meio basal em anaerobiose em frasco de
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erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio de cultura que foi vedado por
rolha de silicone. O consumo de acucares e formacdo de produtos foi
monitorado a cada 12 h por 96 h sacrificando uma duplicata de frasco de
erlenmeyer a cada ponto. Todos os ensaios foram conduzidos na temperatura
de 28° C e 180 rpm de rotagdo. Uma aliquota de 10 mL era utilizada em cada
amostragem para avaliar a concentrac@o celular por peso seco, ap6s 1 ml era
retirado e acondicionado para avaliar o consumo de agucares e formacao de

produtos por HPLC, o liquido restante era descartado.

4.7.2 Fermentacdo de hidrolisado acido e enzimatico por S. cerevisiae
recombinante em agitador orbital

As leveduras foram testadas fermentando o hidrolisado &cido e
enzimatico e a mistura destes na condicdo de anaerobiose com a mesma
metodologia descrita nos ensaios de fermentacdo de meio sintético. Também
foram realizados testes em uma condicdo mais moderada de oxigenagao dos
meios simulando uma microaerofilia para verificar se ocorria maior producao de
xilitol, neste caso, os frascos de Erlenmeyer de 500 mL com 100 mL de meio
de cultura foram vedados com buchas de algoddo permeaveis ao oxigénio.
Todos os ensaios forma conduzidos na temperatura de 28°C €180 rpm de

rotacao.

4.7.3 Fermentacdo de hidrolisado acido e enzimético por S. cerevisiae
recombinante em biorreator

Os ensaios de fermentacdo dos hidrolisados acido e enzimatico e a
mistura destes foi realizado em biorreator de cultivo submerso (Biostat B

model, Braum Biotech International, Alemanha) contendo 1 L de hidrolisado
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com pH controlado pela adicdo de controlado pela adicdo de NaOH e HCI,
ambos a 1 M. Os ensaios foram realizados na temperatura de 28° C e agitagcéo
de 180 rpm para os cultivos em anaerobiose, no caso do cultivo em biorreator
com oxigenacgao utilizou-se a aeracdo de 1 vwm com agitacdo de 300 rpm

visando a melhor transferéncia de oxigénio para os meios de cultura.

4.7.4 Ensaios em agitador orbital e em biorreator submerso com as
espécies S. girioi e S. hagerdaliae

Os ensaios de fermentacdo com S. girioi e S. hagerdaliae de meio
sintético e hidrolisado acido seguiram a mesma metodologia descrita nos itens

4.8.1,4.8.2e4.8.3.

4.8 Métodos analiticos

4.8.1 Determinagé&o das concentragdes celulares

Para o preparo do inéculo, foi adotado o método de espectrofotometria.
As concentragbes celulares foram determinadas por turbidimetria em
espectrofotometro (Ultrospec 3100 pro) no comprimento de onda de 600 nm. A
avaliacdo do crescimento celular (células mL™) dos experimentos realizados
em frasco agitado com meio sintético foi feito por biomassa seca utilizando
estufa a 75°C até obter o peso constante. A avaliagdo celular (células mL ™)
nos experimentos realizados em frasco agitado e biorreator com hidrolisado foi
determinado através do método de contagem de unidades formadoras de

colénias (UFC), através da diluicdo seriada em solugéo salina (1% de NacCl).
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4.8.2 Determinacbes da concentracdo de acucares, xilitol, etanol e acido
acético

Os teores de agucares, xilitol, etanol e acido acético foram determinados
por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), em equipamento
Shimadzu, empregando coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H a 45 °C, utilizando
H»S04 (5mM) como eluente, com fluxo de 0,6 mL min™ e detector de indice de
refracdo. O volume de amostras injetadas foi de 20 microlitros. As amostras

foram previamente diluidas e filtradas em filtro Sep-Pack C18 (Millipore).

4.8.3 Determinacdes da concentracao de furfural e hidroximetilfurfural

As concentracdes de furfural e HMF foram determinadas por HPLC com
coluna Nucleosil C18 mantida a 25°C ; detector ultravioleta / visivel SPD M20A
a 276 nm tendo acetonitrila e agua na proporcao (2:8) com 1 % de acido
acético como eluente em fluxo de 1,1 mL min™. O volume de amostras injetada
foi de 20 microlitros. As amostras foram previamente filtradas em membrana de

acetato de celulose ME25 com 0.45 mL e D13 mm.

4.8.4 Determinacéo de pH e Pressdo osmoética
O pH foi determinado por potencidmetro (PHTEK, PHS 3B) e a presséo

osmotica foi determinada em osmémetro (VAPRO 5520)
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4.9 Determinacado de Parametros Fermentativos e de Hidrdlise
A conversdo de acucares em produtos (Yps g gl) e a eficiéncia de
hidrolise (n, %) foram calculadas pelas equacdes (4) e (5):
YS = (CV /M) x 100 (4)
n=(S/Y,,) x100 (5)
Onde: C = concentracdo dos componentes da fase liquida (g L™);
M = massa seca de casca de soja e aveia utilizada no experimento (g);
V = volume da solucéo liquida (L);

Ymax = conversao maxima de acgucares (g por 100 g matéria seca).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao quimica da casca de aveia e da casca de soja
A Tabela 2 demonstra a composicéo de celulose, hemicelulose e lignina
da casca de aveia utilizada neste trabalho e comparada com os resultados de

composi¢cdo mostrados em outros trabalhos com residuos lignocelulésicos.

Tabela 2. Composicdo da casca de aveia obtida neste trabalho e

comparada com a composicao de outros residuos lignocelulésicos.

Residuo Celulose Hemicelulose Lignina
Lignoceluldsico (%) (%) Total Referéncia Bibliogréfica
(%)
Casca de aveia 32 26 34 Este trabalho
Casca de aveia 26 28 22 Tamanini et al., 2004
Casca de arroz 34 13 29 Hickert, 2011
Bagaco-da-cana 39 26 24 Laser et al., 2002
Palha de trigo 31 26 24 Canilha, et al., 2006
Palha de arroz 39 26 24 Roberto et al., 2003

O teor de hemicelulose para a casca de aveia encontrados neste
trabalho foi semelhante ao encontrado por Tamanini et al.,(2004) porém o0s
teores de celulose e lignina foram superiores, pois séo influenciados por varias
caracteristicas como as condi¢cOes edafoclimaticas de cultivo, a maturidade na

colheita e a cultivar plantada.
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Com o uso de outra metodologia, que consiste na utilizagdo de enzimas
e diferentes solucbes de extracdo para separar as fragcbes de celulose,
hemicelulose, lignina e substancias pécticas insolaveis, Claye et al, (1995)
obtiveram os seguintes resultados para a composicao da casca de aveia em
percentagem: celulose (48,09), hemicelulose (29,45), lignina (6,53),
substancias pécticas insoluveis (3,98) e cinzas (3,50). O teor de hemicelulose
mostrado por Claye e autores, foi semelhante ao obtido neste trabalho, o teor
de celulose foi superior e o de lignina inferior. Esta diferenga pode estar
relacionada, além dos fatores discutidos, ao uso de outra metodologia. Quando
comparado com outros residuos lignoceluldsico, o teor de hemicelulose da
casca de aveia é semelhante ao do bagaco-da-cana e palha de trigo e muito
maior que o da casca de arroz. Quanto ao teor de celulose ele é inferior ao da

palha de arroz e do bagaco-da-cana.

A casca de aveia possui um elevado teor de lignina, o que apos a
hidrolise acida diluida, poderd gerar o aparecimento de compostos fendlicos
oriundos da degradacdo desta molécula, que sdo inibidores dos processos

fermentativos e prejudicardo a fermentacdo dos aclucares em etanol.

Também foi realizada a andlise da composicdo quimica da casca de
soja, a Tabela 3 mostra a composicdo de celulose, hemicelulose e lignina
obtida neste trabalho e esta comparada com outros resultados de composi¢céao

quimica para o0 mesmo residuo mostrado em outros estudos.
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Tabela 3 Composicdao da casca de soja obtidas neste trabalho e

comparada com outras referéncias

Residuo Celulose Hemicelulose Lignina

Lignocelulésico (%) (%) Total Referéncia Bibliogréfica
(%)

Casca de soja 39 24 12 Este trabalho
Casca de soja 40 25 9 Cassales et al., 2011
Casca de soja 51 16 ND Miron et al., 2001
Casca de soja 36 12 18 Corredor et al., 2006
Casca de soja 38 10 2.8 Mielenz et al., 2009

O fato de a casca de soja possuir um baixo teor de lignina quando
comparada com 0s outros residuos a torna um bom substrato para a produgao
de etanol de segunda geracéo, o baixo teor de lignina facilita o processo de
hidrélise acida diluida, uma vez que torna a celulose e a hemicelulose mais
disponivel ao ataque de &cidos e diminui a quantidade de produtos tdxicos da

degradacéao da lignina (Cassales et al., 2011).

A composicdo de monbmeros de acucares presentes na fracdo de
celulose e hemicelulose da casca de aveia e da casca de soja utilizada neste
trabalho € mostrada na Tabela 4. Glicose € o principal aclucar da casca de
aveia seguido por xilose e arabinose, como na maioria dos residuos

lignoceluldsicos (Howard et al., 2003).
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Tabela 4. Composicéo de aclUcares da casca de aveia e da casca de soja

obtida neste trabalho.

Acucar % Composicéao Total

Casca de aveia Casca de soja

Glicose 31,95 38,95
Xilose 21,43 19,05

Arabinose 4,39 5,08
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5.2 Hidrodlise acida diluida

5.2.1 Avaliacdo da liberacdo de acUcares da casca de aveia e casca de
soja

A hidrdlise acida diluida da casca de soja e da casca de arroz foi
otimizada por Cassales (2010) e Hickert (2011), que determinaram que 0s
tempos de 40 e 60 minutos de autoclave a 121°C sao aqueles onde ocorrem a
maior probabilidade de liberacdo de acucares e menor degradacdo destes.
Estes residuos possuem composi¢do semelhante a da casca de soja e a casca
de aveia deste trabalho, entdo testou-se estes tempos de autoclave nos
residuos separadamente para verificar a liberacdo individual de acucares. A
liberacdo dos acgucares em 40 e 60 minutos de autoclave, na presenca de
catalizador &cido pode ser visualizada Figura 9 para a casca de aveia e na

Figura 10 para a casca de soja.
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Figura 9. Liberacao de glicose, xilose e arabinose da casca de aveia em 40

minutos de autoclave (A) e 60 minutos de autoclave (B) a 121°

, 2 % e 3% de acido sulfarico

C e 1,1 atm na condicédo de 1 %
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Figura 10. Liberac&o de glicose, xilose e arabinose da casca de soja em

40 minutos de autoclave (A) e 60 minutos de autoclave (b) a

, 2 % e 3% de acido sulfarico (V/V)

121° C na condigcao de 1 %

- Glicose

Xilose \ Arabinose
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O tempo de 40 minutos de autoclave mostrou-se mais favoravel, pois
ocorreu maior liberacdo de pentoses e hexoses. Observa-se que no tempo de
60 minutos ocorre degradacao de todos os aglUcares dos dois residuos, tendo
possivelmente ocorrido formagéo de produtos da degradacdo como furfural e
HMF. Os trabalhos de Schirmer-Michel (2008) também demonstram que o
tratamento &cido diluido foi eficiente na solubilizagdo da fragdo de hemicelulose
da casca de soja. Nos processos de hidrélise &cida diluida, a fracdo de
hemicelulose é mais facilmente despolarizada em temperaturas mais baixas do
gue as empregadas nos processos de liberacdo da fracdo de celulose (Karin et
al.,, 2006). A hidrolise em altas temperaturas pode gerar inibidores dos
processos fermentativos como &cidos fracos, compostos fendlicos e furanos
(furfural e HMF), sendo que os dois ultimos sao formados pela desidratacdo

das pentoses e hexoses, respectivamente (Taherzadeh, 1999).

5.2.2 Avaliacdo da liberacdo de acUcares da mistura casca de aveia e
casca de soja

Misturou-se 50 % de casca de soja e 50 % de casca de aveia para a
obtencdo do hidrolisado final para posterior fermentacdo. O tempo de 40 min
de autoclave a 121 *C e 1,1 atm de presséo foi fixado para a hidrélise acida
diluida da mistura de casca de aveia e casca de soja, ja& que houve melhor a
liberacdo individual de acuUcares nesta condicdo. Esta mistura foi testada
variando a concentracdes de acido sulfurico em 1%, 2 % e 3 %, na relacao
sélido/liquido 1/10. A liberacdo dos trés acucares (glicose, xilose e arabinose)

pode ser visualizada na figura 11.
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Figura 11. Liberacdo de glicose, xilose e arabinose variando a

concentracdo de H,SOsem 1 %, 2 % e 3 % (V/V) da mistura de
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A medida que houve o aumento da concentracio de &cido
ocorreu uma liberacdo maior dos trés acUcares, porém esta liberacdo néo
foi proporcional ao gasto de acido usado na hidrélise, além de que, um
aumento na concentracdo de acido pode gerar um aumento na formacéo de
furfural, HMF e acido acético (Cassales et al., 2011) Por isso, para a
obtencéo dos hidrolisados acido da mistura de casca de aveia e casca de
soja para os ensaios de fermentacao optou-se por fixar a condi¢do de 1 %

de acido na hidrolise por 40 minutos.
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5.3 Sacarificacdo da fracdo de celulose da mistura de casca de aveia e
casca de soja

Apbés os residuos lignocelulésicos serem submetidos a um pré-
tratamento para separar a matriz de lignina, reduzir a cristalinidade da celulose
e hidrolisar a fracdo de hemicelulose, é necesséario que a celulose passe por

um tratamento especifico para a obtencao de glicose (Ojeda e Petry, 2010).

Para a hidrolise da fracdo celulose, testou-se o extrato do fungo
Penicillium echinulatum, sendo este extrato obtido utilizando um mutante da
linhagem 9A02S1 resultando em alta producao de celulases (Dilon et al., 2011).
A linhagem mutante recebeu a denominacdo de S1M29. Este extrato ja foi
testado por Hickert et al., (2013) na casca de soja pos hidrélise acida e com
resultados de liberacdo de até 72 % da glicose e celobiose presente na fracédo
de celulose. Para estes autores, houve pouco acumulo de celobiose, o que
demostra a eficiéncia do complexo endoglicanases e f3-glicosidase para a
hidrélise completa da celulose. A cinética de liberacdo ao longo de 120 h em
trés concentraces enzimaticas por grama de residuo (FPU g*), da mistura de

casca de aveia e soja, pode ser visualizada na Figura 12.
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Figural2. Liberacdo de glicose pelo extrato do fungo Penicillium
echinulatum S1M29 em trés concentracdes de enzima por

massa seca da mistura de casca de aveia e casca de soja.

m10FPUQg™?,e15FPUg’,A 20 FPU ™.

Complexos de celulase comercialmente disponiveis, em geral, contendo
baixos niveis de 3-glicosidase levam a uma hidrolise de celulose incompleta,
libertando celobiose no meio, que ndo pode ser metabolizado por leveduras
industriais fermentadoras de glicose, afetando assim as conversdes ao etanol
(Hickert et al., 2013). No caso deste extrato de Penicillium echinulatum S1M29,
houve uma liberacéo significativa de glicose da mistura casca de soja e aveia,
considerando a baixa purificacdo da enzima e com pouca permanéncia de
celobiose no meio, variando de 3,3 g L™ até 1,2 g L™. Houve pouca diferenca
de liberacdo de glicose principlamente, entre as cargas de 15 FPU g L e 20
FPU g L™ nos tempos finais da cinética, a partir de 72 horas, sendo os mais

indicados para a finalizacdo do processo de hidrolise.
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Testou-se também a enzima comercial Novozymes CELLUCLAST 1.5 ®
neste mesmo residuo. Esta enzima é amplamente descrita na literatura mundial
como eficiénte na liberagdo de glicose da fracdo de celulose, contendo
complexos enzimaticos de endoglicanases e 3-glicosidase, com eficiéncia
completa de conversao da celulose. As caracteristicas da enzima especificadas
pelo fabricante encontram-se no Anexo 1 , sendo esta uma celulase ativa do
fungo Tricoderma reesei (Ojeda e Petry, 2010). Segundo estes autores, a
enzima deste fungo possui no minimo cinco endoglucanases e duas [3-
glucosidades. Nos testes realizados neste trabalho, investigaram-se trés
concentracdes enzimaticas (FPU g*) da enzima por grama de residuo seco
recuperado pés hidrélise acida e a liberacdo de acUcares foi monitorada por

120 h (Figura 13).
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Figura 13. Liberacéo de glicose pela enzima Novozymes CELLUCLAST 1.5
® em trés concentracOes de enzima por massa seca da mistura

de casca de aveia e casca de soja. m 10 FPU g™, ¢ 15 FPU

g',A 20 FPU .

A carga de 15 FPU g™ demonstrou mais vantajosa na relacdo gasto de
enzima e liberacdo de glicose para a enzima CELLUCLAST 1.5 L ®. Embora
com a carga de 20 FPU g™ ocorra uma liberac&o inicial maior de glicose esta
se equivale a carga de 15 FPU g™ no final da cinética (aproximadamente 17 g
L™). A liberac&o inicial maior de glicose e uma diminuicdo crescente ao longo
do tempo de cinética também é mostrado por Hongming e Zhu (2011) o que é
explicado pela inibicdo da atividade da celulase pela glicose. Ao longo da
cinética, baixa concentracdo de celobiose foi observada (< 2 g L), o que
demostra a sinergia do complexo endogliucanases e 3-glicosidase. O tempo de
96 h é o mais indicado para a finalizacdo do processo de hidrolise, ja que néo
houve diferenca de liberacdo de acgucar a partir deste tempo para as cargas de

15 FPU gte 20 FPU g™
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Embora Martins et al.,, (2008) relatararem que a atividade de [3-
glicosidase é maior em complexos de celulase produzidos por fungos do
género Penicillium, na comparacdo com Trichoderma, a enzima CELLUCLAST
1.5 ® mostrou-se um complexo purificado possivelmente, por iSso apresenta
alta eficiéncia. A Figura 14 mostra a comparacao de eficiéncia de hidrolise do
extrato de Penicillium echinulatum S1M29 e da enzima Novozymes
CELLUCLAST 1.5® considerando a média de composicdo de glicose da

mistura de casca de aveia e casca de soja.
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Figura 14. Eficiéncia de hidrolise do extrato de Penicillium echinulatum

S1M29 (A) e da enzima Novozymes CELLUCLAST 1.5® (B) m 10

FPUg™',e15FPUg™",A 20 FPU .

Apesar de o extrato de P. echinulatum mostrar resultados interessantes,
a enzima CELLUCLAST 1.5 ® foi escolhida para a obtencdo do hidrolisado
para a fermentacdo na carga de 15 FPU g™, devido a maior eficiéncia de

hidrélise da fragédo de celulose e consequentemente maior liberacdo de glicose.
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5.4 Caracterizacdes dos hidrolisados da mistura de casca de aveia e soja
A Tabela 6 mostra a caracterizacdo dos hidrolisados utilizados nos
ensaios de fermentacédo em agitador orbital e em biorreator. Os hidrolisados |, Il
e V sdo caldos resultantes do tratamento &cido, sendo a xilose o acuUcar
predominante. O hidrolisado Ill € um hidrolisado resultante do tratamento
enzimatico, sendo a glicose o aclUcar predominante e o hidrolisado IV é a
mistura dos caldos resultantes do tratamento &cido e enzimatico com
concentracdo equivalente de glicose e xilose. As pressdes osmaéticas sao altas,
consequéncia do processo de concentracao do hidrolisado (Zhéo E Bai, 2009).
As concentragbes de furfural e HMF sdo semelhantes as do hidrolisado da
casca de arroz reportado no trabalho de Zahed et al. (2015) e as do
hidrolisado de sabugo de milho mostradas na pesquisa de Cheng et al.,
(2014). A baixa concentracao de furfural pode ser explicada pelo fato de que
este composto pode ser volatilizado durante o processo de concentracdo do

hidrolisado (Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000).



Tabela 5. Caracterizacdo dos hidrolisados testados nos ensaios de fermentacdo em agitador orbital e em biorreator

Hidrolisado Glicose Xilose Acido Pressao Furfural HMF
(gL (gL acético  osmética (gL (gL™h
@L")  (Osmkg?
Hidrolisado | 3,2%0,2 28,3+x1,1 1.0+£0,3 138529 0,081+0,002 0,27+0,03
Hidrolisado Il 5,4%0,8 57,1+2,1 2,4£0,5 364557 0,19+0,01 0,47+0,02
Hidrolisado Il 60,1+2,0 18,0+2,2 0,7£0,1 2235121 0,006x£0,001 0,38+0,04
Hidrolisado IV 28,1+1,7 30,4+1,9 1,3+0,1 1987169 0,07+0,01 0,37+0.06
Hidrolisado IV 7,0£.0,8 80,1+4,8 3,1+0.2 >4000 NQ NQ

Valores representam as concentragfes no tempo zero (concentracao inicial)

NQ- ndo quantificado

64
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5.5 Avaliacdo da capacidade de conversao de pentoses e hexoses pelas
linhagens recombinantes S. cerevisiae YRH 396 e YRH 400

As linhagens recombinantes S. cerevisiae YRH 396 e YRH 400, com
integracdo cromossOmica dos genes de metabolismo da xilose, foram
inicialmente testadas em agitador orbital fermentando uma solucao sintética de
acucares suplementada com o meio YP. Os meios denominados X3p € G20X30
possuem menor pressdo osmética (402 e 697 mOsm kg™) que os hidrolisados
de casca de aveia e soja (> 1000 mOsm kg') e auséncia de compostos
inibidores da fermentacdo oriundos da hidrélise de residuos lignocelulésicos

em altas temperaturas.

Testou-se uma condicdo de anaerobiose, esta condicdo € a
fisiologicamente mais favoravel a producao de etanol por S. cerevisiae e estas
linhagens recombinantes ja haviam sido testadas por Hector et al., (2011),
nesta condicdo de oxigenacdo. O crescimento celular (g L™) e a cinética de
consumo de acuUcares e formacdo de metabdlitos podem ser visualizados na

Figura 15.
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Figura 15. Crescimento celular (A) e cinética de consumo de acgucares e
formacao de metabdlitos (B) pelas linhagens recombinantes de
S. cerevisiae fermentando meio sintético em agitador orbital.
Crescimento celular (g L-1) (1) YRH 396 G20X30 (2) YRH 396
X30 (3) YRH 400 (e) Glicose, (m) xilose, (o) etanol (o) xilitol e (A)

glicerol.

Etanol Xilitol e Glicerol {g L"]
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A fermentagdo da xilose e a co-fermentacdo da mistura de glicose e
xilose realizadas em anaerobiose demonstram a capacidade de ambas as
linhagens de fermentarem os agucares, xilose e glicose, em etanol. No caso do
meio contendo glicose (20 g L™) e xilose (30 g L™) as linhagens YRH 396 e
YRH 400 apresentaram valores de Yys de 0,41 gg' e 042 gg*
respectivamente. A linhagem YRH 396 apresentou um crescimento maior em
biomassa e uma maior producédo de xilitol quando comparada com a YRH 400.
Em ambas as linhagens uma assimilacdo lenta de xilose ocorreu enquanto a
glicose estava presente no meio. Em geral, glicose, manose e xilose
compartiiham os mesmos transportadores inespecificos e os sistemas de
transporte ativo sdo reprimidos tanto pela glicose como por altas concentragdes
de substrato (Girio et al. 2010), a glicose foi totalmente fermentada nas 24
horas iniciais de cultivo.

Para a fermentacdo do meio com somente xilose (30 g L™) como
fonte de carbono as linhagens YRH 396 e YRH 400 apresentaram Y s de 0,25
g gt e 0,23 g g*, respectivamente. Hector et al., (2011) reportou valores de
0,27 g gt e 0,23 g g™ para as mesmas linhagens, em um meio com 50 g L™ de
xilose. A pequena diferenca nos parametros cinéticos pode estar relacionada a
concentracéo inicial de acucares. A concentracao de xilitol no meio indica que a
rota de producédo de etanol deve ter sido reprimida, desta forma o xilitol foi
excretado para fora da ceélula, o que pode ser relacionado a um desiquilibrio
redox ou a diferentes atividades enzimaticas.

A capacidade das linhagens em metabolizar xilose ja havia sido
demostrada por Hector et al., (2011) e comprovada neste experimento.

Arabinose, acucar liberado pelas biomassas hidrolisadas, € incapaz de ser
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metabolizado por linhagens selvagens de S. cerevisiae (Da Cunha Pereira et
al., 2011). Neste estudo, as linhagens recombinantes foram testadas em um
meio contendo glicose, xilose e arabinose e em outro contendo somente
arabinose ambos suplementados com YP. Em nenhum destes meios houve
consumo de arabinose e formagao de etanol, o que demonstra a auséncia de
vias metabdlicas para a fermentagcdo deste acucar, ou ao fato destas vias de

metabolismo serem pouco expressas.

5.6 Ensaios em agitador orbital com as linhagens recombinantes S.
cerevisiae YRH 396 e YRH 400 fermentando hidrolisados da mistura casca
de aveia e soja

As linhagens recombinantes YRH 396 e YRH 400 foram testadas em
agitador orbital nos hidrolisados I, Il, 1ll, e IV com diferentes concentragdes de
acucar visando avaliar a capacidade de bioconversdo de aglcares em etanol e
xilitol, bem como a adaptacéo a estes meios de cultivo. Testou-se a condigcéo
de anaerobiose para induzir a producdo de etanol e uma condicdo de
oxigenagdao limitada, que seria determinante para o maior consumo de xilose e
equilibrio dos cofatores (Hou ,2009). Os resultados estdo apresentados na

Tabela 6 e Tabela 7.
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Tabela 6. Parametros cinéticos da linhagem S. cerevisiae YRH 396 fermentando diferentes hidrolisados da mistura de

casca de aveia e casca de soja em anaerobiose e oxigénio limitado.

Glicose Xilose Etanol Xilitol Yess ET Qp Yps XIL Células
Aeragio Hidr. Linhagem  Consumida Consumida Maximo Maximo (gg?’) (gL*h?) (gg?) Viaveis
(%) (%) (gLl”) (gL”) (UFC mL™)
5
I YRH 396 100 71,2+45 5,4+0,4 1,92+0,05 0,23 0,03 0,09 10
[ YRH 396 0 o e e e
Anaerobiose 7
m YRH 396 100 20,2+2,6 24.2+2,1 0 0,38 0,0 - 10
.
v YRH 396 100 29,1+2,8 15,6+1,1 0 0,41 0,07 - 10
6
I YRH 396 100 83,2+3,1 2,8+0,3 10,6+1,3 0,10 0,04 0,43 10
Oxigénio [! YRH 396 0 o e e e e
Limitado .
m YRH 396 100 29,3+0,8 18,9+0,6 2,1+0,2 0,29 0,10 0,45 10

8
v YRH 396 100 46,0+ 3,0 11,7+0,8 3,2+0,6 0,27 0,08 0,22 10
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Tabela 7. Parametros cinéticos da linhagem S. cerevisiae YRH 400 fermentando diferentes hidrolisados da mistura de

casca de aveia e casca de soja em anaerobiose e oxigénio limitado

Glicose Xilose Etanol Xilitol Yess ET Qp Yps XIL Células
Aeragdo Hidr. Linhagem Consumida Consumida Maximo Maximo (gg) ') (gg?) Viaveis
(%) (%) (gL™) (gL”) (UFCmL™)
5
I YRH 400 100 60,4+2,4 4,8+0,3 2,09+0,06 0,23 0,03 0,12 10
[ YRH 400 0 o e
Anaerobiose 7
m YRH 400 100 12,0+1,6 19,8¢0,8 - 0,32 0,07 - 10
7
v YRH 400 100 23,1+2,0 13,005 - 0,34 0,04 - 10
5
I YRH 400 100 66,5+3,9 2,3:0,4 7,7+0,5 0,11 0,03 0,41 10
Oxigénio I YRH 400 0
Limitado .
m YRH 400 100 20,3+2,6 15,1+ 0,4 2,0+0,1 0,23 0,08 0,57 10

7
v YRH 400 100 38,6+1,3 11,0+0,8 4,7+0,3 0,26 0,07 0,42 10
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Foi observado crescimento celular nos hidrolisados I, Ill e IV, porém no
hidrolisado I, que era um hidrolisado acido concentrado com pressdo osmoética
de 3828 mOsm kg™, ndo houve crescimento celular. A alta pressdo osmética
somado com a presenca de compostos toxicos (furfural e HMF), provavelmente
foram os motivos da néo viabilidade celular neste substrato. Baixa viabilidade
celular em hidrolisados com alta pressdo osmoética também foi relatado por
Hickert et al., (2013) onde as espécies S. cerevisiae, S. arborariae e C.
shehatae mostraram baixa viabilidade celular em um hidrolisado de casca de
soja com pressdo osmética de 2 916 mOsm kg™ . Liu et al., (2006) reportam que
vérias leveduras tiveram crescimento prejudicado em um hidrolisado com
pressdo osmoética de 2108 mOsm kg™ incluindo a cepa osmotolerante C.

krusei.

Ambas as leveduras mostraram melhores parametros de producao de
etanol no hidrolisado enzimatico concentrado (lll) e na mistura de hidrolisados
(IV) nas duas condi¢cbes de oxigenacdo, embora pouca xilose tenha sido
consumida (20-30 %) nestes meios. Isto possivelmente se mostre como uma
limitacdo na fisiologia das linhagens recombinantes devido a repressao de
genes causado pela presenca de glicose em maior quantidade e a auséncia de

transportadores especificos para a xilose.

O cultivo em oxigénio limitado demonstrou redugédo dos rendimentos de
producdo de etanol para ambas as leveduras, condi¢do ja esperada, pois ha
um maior crescimento em biomassa, ja que a oxigenacdo dos meios pode
provocar uma atividade enzimética diferenciada. A xilose é reduzida a xilitol
utilizando - preferencialmente ou exclusivamente - NADPH, que é entdo

oxidado a xilulose de uma forma estritamente NAD™ dependente. Cada etapa
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utiliza diferentes fatores redox, levando ao acumulo de NADH, que nédo pode
ser reciclado, induzindo assim a acumulacdo de xilitol, que é excretado para

fora da célula (Hou et al., 2009).

A origem genética da linhagem parental esta relacionada diretamente
com o metabolismo da xilose, isto ja havia sido relatado por Hector et al.,
(2011), em um estudo onde seis linhagens recombinantes, com linhagens
parentais de origens genéticas diferentes mostram perfil de consumo de acgucar
diferenciado. Neste trabalho, as duas linhagens utilizadas YRH 396 e YRH 400
mostraram capacidade diferenciada de metabolizacdo dos acgUcares nas
diferentes condicbes de oxigenacdo dos meios, mas a linhagem YRH 396
demonstrou parametros de producdo de etanol e xilitol superiores que a

linhagem YRH 400.

Os melhores parametros de producdo de etanol e xilitol e consumo da
xilose da linhagem YRH 396 possivelmente estdo relacionados a origem
genética da linhagem parental. A parental da linhagem YRH 396 (YB-2625)
havia sido isolada do bagaco, que é um meio de fermentacdo mais semelhante
aos meios utilizados nesta pesquisa. Ja a parental da linhagem YRH 400 (D5A)
foi isolada do soro de queijo que é um meio de cultura menos hostil quando
comparado com os hidrolisados de biomassa lignocelul6sica, houve um valor
maior de valor de Yyy (xilitol) da linhagem YRH 400, o que pode estar
relacionada a incapacidade de fermentagdo completa da xilose em etanol em
meios com presenca de furanos e maiores pressfes osmoticas. No teste
preliminar, no meio sintético contendo 20 g L™ de glicose e 30 g L™ de xilose,
suplementado com um meio basal com peptona e extrato de levedura as

linhagens YRH 396 e YRH 400 mostraram parametros de producgéo de etanol
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Yus (0,41 gg™ € 0,42 gg™) e Qp (0,18 g (L h)™ e 0,17 g( L h)™) respectivamente.
Estes valores foram semelhantes para ambas as leveduras, sugerindo que as
altas pressbes osmoticas, furanos e acidos organicos presentes nos
hidrolisados lignocelulésicos causam divergéncias entre as linhagens no

consumo de acguUcares e formacao de metabdlitos.

A linhagem YRH 400 ja havia sido testada por Nichol et al., (2014) em
hidrolisados da casca de arroz, no intervalo de pH entre 4,5 até 5,5. Segundo
estes autores, o melhor metabolismo da xilose aconteceu em pH 5,5 porém
nao houve significativo incremento na producdo de etanol. Esta linhagem
também foi testada em hidrolisados de biomassa nos trabalhos de Bruce et al.,
(2011), Bruce et al., (2013), Zhou et al., (2014) porém estes estudos eram de
sacarificacdo e fermentagdo simultanea, onde o meio fermentativo, em geral,
tem baixa pressdo osmotica. A linhagem YRH 400 também mostrou bons
resultados no trabalho de Hector et al., (2011) em um ensaio de sacarificacao e
fermentacdo simultdnea de um hidrolisado de switchgrass produzindo 17,1 g L
! de etanol. A linhagem YRH 396 produziu 16,8 g L™ de etanol no mesmo

estudo.

Na pesquisa de Zhou et al. (2014) a linhagem YRH 400 foi inoculada em
trés hidrolisados com diferentes niveis de téxicos inibidores da fermentacao:
um hidrolisado considerado sem inibidores dos processos fermentativos, um
intermediario e outro com alta presenca de toxicos. Houve crescimento em
todos os hidrolisados, porém a eficiéncia no metabolismo da xilose diminuiu

com o aumento do nivel de toxicidade.
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Embora ndo exista na literatura outros resultados para a linhagem YRH
396 além dos mostrados no estudo preliminar de Hector et al., (2011) e os
obtidos neste estudo, esta linhagem mostrou melhor capacidade de adaptacéo
aos hidrolisados de biomassa lignocelulésica e melhor captacdo da xilose que
a linhagem YRH 400. Isso pode ser correlacionado a genética da linhagem
parental, j& que ambas as linhagens possuem 0S mesmos genes de
metabolismo de xilose. Complementando esta discussao, no estudo de Hector
et al., (2011) foram medidas atividades de XR e XDH e n&do houve correlacdo
entre o nivel de atividade enzimética e a taxa ou a extensdo do consumo de
xilose. Esta observacdo sugere que fatores independentes da atividade XR e
XDH sao responsaveis pelas diferencas na utilizacdo de xilose pelas linhagens.
A diferenca de metabolismo pode estar relacionada a diferentes capacidades
de transporte da xilose para dentro da célula, consequéncia das diferencas
genéticas das linhagens parentais, porém Hector et al., (2011) sugerem que
esta hipotese precisa ser investigada mais a fundo para uma afirmacdo mais

precisa.

5.7 Escalonamento da fermentacdo de hidrolisados da mistura de casca
de aveia e soja pela levedura S. cerevisiae YRH 396 em biorreator

O escalonamento do processo fermentativo em biorreator é importante
no sentido de que possibilita uma aproximacédo de uma planta industrial, além
de melhor padronizacdo das condi¢cBes de cultivo como temperatura, agitacao,
aeracdo e pH. Neste estudo a fermentacdo com a linhagem YRH 396, por
apresentar melhor resultados de producdo de etanol nos ensaios em agitador
orbital, foi escalonada para biorreator para uma compreensao mais precisa do

consumo de agucares e formacéo de metabdlitos.
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5.7.1 Fermentacdo da mistura de hidrolisado acido e enzimatico e do
hidrolisado enzimético

Ensaios com a levedura S. cerevisiae YRH 396 foram realizados em
biorreator fermentando a mistura dos hidrolisados concentrados. As células
vidveis ao longo da cinética e o consumo de substrato e de formacgdo de

metabdlitos podem ser visualizados na figura 16.
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Figura 16. (A) Células viaveis de S. cerevisiae recombinante YRH 396
fermentando a mistura do hidrolisados &acido e enzimético. (B)
Cinética de consumo de acucar e formacdo de metabdlitos (e)

glicose, (m) xilose, (o) etanol e (A) glicerol.

O cultivo em biorreator (Yps 0,44 gg™) demostrou parametros cinéticos
ligeiramente superiores ao cultivo em agitador orbital (Yps 0,41 gg ™), o que
pode estar relacionado ao efeito do pH fixado em 5,5 no biorreator,
considerado Otimo para o crescimento de leveduras em geral. Nos estudos
anteriores, em agitador orbital, este parametro ndo pode ser monitorado em
toda a cinética, porém manteve-se em 4,9 no final do cultivo. Nos cultivos em

agitador orbital, embora o pH inicial dos meios fossem corrigidos para 5,5 uma

Etanol e Glicerol (g L")
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acidificacdo decorrente da evolucdo do processo fermentativo é esperada, isto

talvez influencie nos parametros fermentativos da levedura.

A glicose foi metabolizada nas 70 horas iniciais de cultivo com produgé&o
relevante de etanol neste periodo e apenas uma pequena quantidade de xilose
foi metabolizada, evidenciando a repressdo catabdlica dos genes de
metabolismo da xilose em presenca da glicose, fato ja observado na co-
fermentacdo de meio sintético contendo glicose e xilose. Embora no hidrolisado
a metabolizacdo dos acucares seja mais lenta, esta diminuicdo aparente no
metabolismo demonstra o possivel efeito causado pelos furanos e altas

pressfes osmoticas dos hidrolisados.

Cerca de 20 % da xilose do hidrolisado foi metabolizada e esta
metabolizacao foi seguida de um pequeno aumento da quantidade de glicerol e
etanol. Ndo houve producéo de xilitol, o que possivelmente esta relacionada a
condicao de cultivo em anaerobiose. A baixa utilizacdo da xilose pela levedura
na etapa final de cultivo, quanto este era o Unico agUcar presente, pode estar
relacionada a lise celular causada pelo etanol presente no meio, jA que esta
linhagem ndo esta adaptada a producdo de etanol em larga escala. Uma
evolucdo adaptativa poderia tornar essas leveduras mais adaptadas a esses
meios de fermentacédo e, consequentemente, poderia ocorrer uma melhora no

metabolismo da xilose.

Mas o principal fator do baixo metabolismo da xilose nos hidrolisados
esta relacionado a auséncia de sistema especifico de transporte deste acucar.
Em um estudo realizado por Sedlak e Ho (2004), os transportadores Hxt7p e

Hxt5p foram mais efetivos no transporte de xilose em linhagens recombinantes,
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porém esses transportadores foram fortemente reprimidos quando a
concentracéo da glicose era alta, mas foram gradativamente sendo transcritos
a medida que a glicose foi consumida durante a fermentacdo. Embora seja
possivel a conversdo de xilose a etanol por linhagens geneticamente
modificadas de S. cerevisiae, a afinidade por xilose pelos transportadores de

glicose € bem menor (Jeffries, 2006).

Uma estratégia ja reportada na literatura para aumentar a efetividade do
metabolismo da xilose seria a insercdo de transportadores exdgenos de xilose
em S. cerevisiae recombinante. O estudo da super-expressdo dos
transportadores de hexoses Hxt proprios da S. cerevisiae recombinante para
melhorar o consumo da xilose ja foi relatado na literatura por Goncalves et al.,
(2014). Embora estes ainda sejam estudos iniciais, tendem a contribuir com a

melhor elucidacdo do metabolismo da xilose em leveduras recombinantes.

A linhagem S. cerevisiae YRH 396 também foi testada em biorreator no
hidrolisado enzimatico concentrado. O numero de células viaveis bem como
cinética de consumo de substrato e formacdo de metabdlitos pode ser

visualizado na Figura 17.



—
o
=
Ll

=)

Células Vidveis (UFC mL™)

—
o
)
Ll

n

79

(A) 60— (B) _
. i
e ® . a 50 O - 5—8 g
® - p |
N =404 _, ]
z o - g ] )
° S 30 + I
—@ 8 204 [ ] 7
4/ = _A— A h—S—n—4
[C) — B4
' 10 7 #-n"a-g .
1 /e = == g
e U B L S S Oc';. 30 60 90 120 150 180 210 240 270
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270
Tempo(h) Tempo(h)

Figura 17. (A) Células viaveis de S. cerevisiae recombinante YRH 396
fermentando o hidrolisado enziméatico concentrado. (B)
Cinética de consumo de acucar e formacédo de metabdlitos (e)

glicose, (m) xilose, (o) etanol e (A) glicerol.

Neste meio, o consumo da glicose se mostrou mais lento devido
possivelmente as altas pressbes osméticas (2328 mOsm kg™?). A glicose foi
completamente consumida apds 180 horas do inicio do cultivo. A alta
necessidade de regulacdo osmdtica se refletiu na alta producao de glicerol,
alcancando valor méaximo de 7,4 g L. Em um experimento realizado por
Hector et al., (2011) com a mesma linhagem recombinante fermentando um
meio sintético com 50 g L™ de glicose e 50 g L™ de xilose, foi alcangado um
valor de glicerol maximo de 5,9 g L™. No mesmo trabalho, em um ensaio de
sacarificacdo e fermentacdo simultanea, a linhagem produziu 1,6 g L™ de
glicerol comparando com as demais linhagens testadas neste experimento, a
linhagem YRH396 foi a maior produtora de glicerol. Como ja foi relacionado por
D'Amore et al., (1988), o glicerol também é formado em condi¢gBes anaerdbias,

porque quando a via oxidativa ndo pode ser utilizada para o consumo de
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equivalentes redutores, entdo o glicerol € formado para a reoxida¢cdo do NADH

€em excesso.

Em linhagens recombinantes de S. cerevisiae, a expresséo de genes de
metabolismo da xilose também pode tornar o metabolismo da glicose mais
lento, fato reportado por Meinander e colaboradores (1999), onde a expresséo
de genes para o metabolismo da xilose diminuiu a taxa de crescimento médio
em glicose de 13 % até 47 % de uma linhagem recombinante de S. cerevisiae.
Em outro estudo, a linhagem recombinante 259 ST cresceu 10 % mais
lentamente que sua parental (Helle et al., 2003). Também no estudo realizado
por Zhou e colaboradores (2014), a linhagem parental D5A consumiu glicose
dentro de 30 h enquanto a recombinante YRH400 dentro de 50 h, sendo que
neste estudo j& € sugerido que a expressdo dos genes para o metabolismo da
xilose reduz o estado energético total, confirmando que a enzima xiluloquinase

consome ATP (Jin et al., 2003).

Da Cunha Perreira et al., (2011) reportaram ter obtido Ys de 0,53 gg™
para a fermentacdo de um hidrolisado de casca de arroz com
aproximadamente 28 g L™ de glicose, onde houve consumo de 100 % da
glicose disponivel no meio, em aproximadamente 80 horas de cultivo por uma
linhagem selvagem de S. cerevisiae. Embora no experimento citado a
concentracdo de glicose foi inferior que a testada no presente estudo, ela
também foi metabolizada lentamente quando comparada com o meio sintético,
mostrando que o efeito da pressdo osmaética também pode ter influenciado o

metabolismo de linhagens selvagens de S. cerevisiae.
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Quanto aos parametros de producdo de etanol a levedura apresentou
Yps de 0,39 g9, sendo xilose consumida somente ap6s o esgotamento da
glicose, com pouco incremento para a producdo de etanol. Nao houve
producgéo de xilitol, pois provavelmente a xilose consumida tenha sido usada
como fonte de energia para a manuencao celular e regulacédo osmética. A falha
no metabolismo da xilose, além dos fatores ja discutidos pode estar relacinada
a inibicdo por acidos organicos (Almeida et al., 2011) e a elevada proporgéo de
glicose neste meio de fermentacéo e a baixa proporcéo de xilose, que pode ao
longo do cultivo ficar inferior ao Km estimado para a captacao de xilose em S.

cerevisiae (80-200 mM) (Saloheimo et al. 2007).

5.7.2 Fermentacéao do hidrolisado acido em biorreator em anaerobiose
A Figura 18 mostra o numero de células viaveis bem como o consumo
de acucares e formacdo de metabdlitos de fermentacdo do hidrolisado acido

em anaerobiose.
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Figura 18. (A) Células viaveis de S. cerevisiae recombinante YRH 396
fermentando o hidrolisado acido em anaerobiose. (B) Cinética
de consumo de acgucar e formacao de metabdlitos; (e) glicose,

(m) xilose, (o) etanol, (o) xilitol e (A) glicerol.

Neste meio de cultura, a eficiéncia de consumo de xilose foi maior que
nos outros meios contendo concentracdo equivalente ou maior de glicose,
neste sentido, Jojima et al., (2010) reportam que a fermentacdo da xilose em
hidrolisado misto é mais dificil, ja que além da menor metabolizacdo deste
acucar em comparacdo com a glicose, a taxa de consumo da xilose tende a
diminuir ao longo da cinética. Neste caso, como a xilose foi o principal acucar
disponivel para a manutencdo celular da levedura ocorreu a inducdo de um
consumo maior. Xilitol foi produzido em pequena quantidade (1,7 g L™%). A baixa
producdo de xilitol neste hidrolisado, pode ser explicada pela presenca de
toxicos furanicos no meio, pela pressdo osmotica ou pela combinacdo destes
fatores. O furfural pode funcionar como receptor de elétrons externos

regenerando NAD *, um cofator de xilitol desidrogenase que converte xilitol em
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xilulose, que finalmente é fermentado em etanol (Wahlbom e Hahn-hagerdal,

2002), induzindo, consequentemente, um baixo acumulo de xilitol.

E dificil estabelecer uma comparacdo dos resultados mostrados na
literatura pelas linhagens S. cerevisiae com integracdo da via XR/XDH, pois os
hidrolisados fermentados apresentam diferentes caracterizacdes e estratégias
de fermentacdo. Nogué e Karhumaa (2014) em uma revisdo bibliogréfica
demonstraram que a percentagem da xilose consumida nos hidrolisados
lignocelulésicos com predominancia deste acucar por linhagens de S.
cerevisiae com esta via de metabolismo variaram de 31 % até 100 %. Neste
trabalho, a fermentagcdo do hidrolisado acido em anaerobiose apresentou

consumo de 71,2 % da xilose com Y de 0,33 gg'l.

5.7.3 Fermentacé&o do hidrolisado acido em biorreator aerado

Com o objetivo de verificar metabolismo da linhagem YRH 396 em um
ambiente com aeracdo controlada de 1vvm escalonou-se a fermentacdo do
hidrolisado acido | em um biorreator aerado com 1vvm e 300 rpm de agitacao.
Schirmer-Michel et al.,, (2009) mostrou que esta condicdes de aeragcao e
agitacdo em um hidrolisado com caracteristicas semelhantes ao do hidrolisado
acido deste trabalho resultou em um K.a de 8 h™, as células viaveis bem como

0 acucares e formacao de metabdlitos pode ser visualizado na Figura 19.
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Figura 19. (A) Células viaveis de S. cerevisiae recombinante YRH 396
fermentando o hidrolisado acido em biorreator aerado com 1
vvm. (B) Cinética de consumo de acucar e formacdo de
metabolitos; (e) glicose, (m) xilose, (o) etanol, (o) xilitol e (A)

glicerol.

Etanol méaximo de 2,94 g L™ foi produzido em 24 horas de cultivo, porém
consumido nas horas seguintes. No cultivo em biorreator aerado, o
metabolismo da xilose foi mais acelerado quando comparado com o cultivo em
agitador orbital. Quanto & producéo de xilitol, um maximo de 8,17 g L™ foi

alcancado no tempo de 96 horas de cultivo com Y, de 0,45 g g™.

No trabalho de Park e Seo, (2016) uma linhagem recombinante de S.
cerevisiae foi utilizada na fermentacdo de xilose de um meio sintético em um
biorreator aerado com 1 vvm e 500 rpm de agitacdo, consumindo
aproximadamente 30 g L™ de xilose e produzindo cerca de 11 g L-1 de Xilitol.
Bae et al., (2004), desenvolveram um sistema de batelada com reciclagem de
células de uma linhagem recombinante de S cerevisiae e obtiveram uma

produtividade méaxima de xilitol de 2,34 g (L h)™ a partir da fermentac&o de um

o

Etanol Xilitol e Glicerol (gL")
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meio sintético. Kojge e Ghosalkar, (2016) construiram linhagens recombinantes
de S. cerevisiae com o gene da xilose redutase (XI) de P. stipitis, C. tropicalis e
Neurospora crassa, além disso, inseriram um gene que codifica um
transportador especifico de xilose de P. estipula. A fermentacédo de xilose foi
realizada em um sistema de batelada alimentada com glicose para regenerar
NADPH, o rendimento de xilitol foi quase tedrico para todas as linhagens tanto
da fermentac@o de meio sintético contendo xilose, bem como na fermentacéo

de um hidrolisado de sabugo de milho.

As leveduras utilizadas na producédo biotecnolégica de xilitol como
Candida e Spathaspora, em geral, ndo apresentam a mesma robustez das
linhagens de S. cerevisiae, 0 que impossibilita uma aplicacdo industrial em
larga escala. As linhagens recombinantes de S cerevisiae que apresentam alta
producdo de xilitol poderiam ser aplicadas industrialmente para a producéo
deste alcool. Além disso Kojge e Ghosalkar, (2016) ja relataram que como
xilitol € um produto alimenticio a producéo por S cerevisiae seria ideal ,ja que

este € um organismo liberado para uso na producao de alimentos.
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5.8 Ensaios de fermentacdo com as espécies Spathaspora girioi e

Spathaspora hagerdaliae

5.8.1 Ensaios preliminares de fermentacdo de meio sintético

As espécies S. girioi e S. hagerdaliae foram testadas previamente em
meio sintético contendo xilose, e em outro meio contendo glicose e xilose em
agitador orbital na condicdo de anaerobiose. Estas linhagens ja haviam sido
testadas por Lopes et al., (2016), em uma limitagdo menor de oxigénio com 0s
frascos de erlenmeyer vedados com bucha de algoddo. A comparacdao dos

resultados se encontra na Tabela 8.

Tabela 8. Ensaio de fermentagdo de meio sintético pelas espécies S. girioi

e S. hagerdaliae

Il "= vV*

YP/s Yx/x YP/s Yx/x YP/s Yx/x YP/s Yx/x

ET XIL ET XIL ET XIL ET XIL

g9 g9t g9t g9t g9t g9t ggt gg”

S. girioi 0,39 0,25 0,31 0,27 0,18 0,52 0,22 0,35

S. hagerdaliae 0,45 0,21 0,38 0,26 0,32 0,37 0,28 0,21

1-20g L™ de glicose 30 g L™ de xilose + YP. Anaerobiose

II- 30 g L™ de xilose + YP. Anaerobiose

Il *- 30 g L™ de glicose 30 g L™ de xilose + YP. Oxigénio limitado
IV*30g L™ de xilose. + YP. Oxigénio limitado

*Resultados disponivel em Lopes et al., (2016)
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Os parametros cinéticos de produgcdo de etanol sdo maiores em
anaerobiose, conforme o esperado, com uma oxigenacdo maior dos meios
ocorre uma maior producdo de biomassa. Estes resultados também foram
demostrados por Da Cunha Pereira et al., (2011) utilizando a levedura S.
arborariae, que apresentou melhores resultados para etanol no cultivo em

anaerobiose.

Cadete et al.,, (2016) testaram sete espécies de Spathaspora na
condicdo de anaerobiose e oxigénio limitado, em meio sintético contendo
xilose. As linhagens mostraram cinéticas de consumo de substrato e formacao
de produtos diferentes, mas em geral, a condicdo de anaerobiose resultou em
maior producdo de etanol. No trabalho de Cadete et al., (2016), a melhor
produtora de etanol foi a levedura S. passalidarum com Yys de 0,48 gg™ para
ambas as condicdes de oxigenacdo; ja para a producdo de xilitol, S. suhii
apresentou Y,y de 0,92 gg* para a condicdo de anaerobiose e 0,46 gg * para a
condicao de oxigénio limitado. Cadete et al.,(2016) mostrou que nas espécies
de Spathaspora a dependéncia da xilose redutase pelo cofatore NADPH ou
NADH e NADPH é determinante para definir se as espécies sdo melhores

produtoras de etanol ou xilitol.

5.8.2 Fermentacgao do hidrolisado &cido em agitador orbital

Inicialmente as linhagens foram testadas no hidrolisado acido I, Il e V,
variando as concentracbes de acUcares para avaliar a capacidade de
crescimento. O crescimento celular foi avaliado em unidade formadora de
colénias (UFC mL™), 30 h apés a inoculacdo com as células, na condicdo de

anaerobiose (Tabela 9) e oxigénio limitado (Tabela 10).
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Tabela 9. Células viaveis apés 30 h de cultivo de S. girioi e S. hagerdaliae

nos hidrolisados I, Il e V em anaerobiose (UFC mL™).

Linhagem Hidrolisado I Hidrolisado Il Hidrolisado V

S. girioi 98+15 *10* 0 0

S. hagerdaliae  62+13*10* 0 0

Tabela 10. Células viaveis ap6s 30 h de cultivo de S. girioi e S. hagerdaliae

nos hidrolisados I,Il e V em oxigénio limitado (UFC mL™).

Linhagem Hidrolisado I Hidrolisado Il Hidrolisado V

S. girioi 36+10 10° 0 0

S. hagerdaliae ~ 21+12*10° 0 0

Embora houvesse crescimento celular somente no hidrolisado |, as
leveduras ndao passaram por nenhum processo de evolucédo adaptativa que as
tornasse resistentes as pressées osmoticas dos meios e a alta carga de
compostos inibidores da fermentacdo (furanos e acidos organicos) presentes

nos hidrolisados concentrados.

As linhagens S. girioi e S. hagerdaliae tiveram entdo sua cinética
estudada fermentando o hidrolisado acido da casca de aveia e soja (hidrolisado

). Os parametros fermentativos estdo resumidos nas Tabelas 11 a sequir.



Tabela 11. Parametros cinéticos das espécies S. girioi e S. hagerdaliae fermentando o hidrolisado acido |I.

Glicose Xilose Etanol Xilitol YpisET le Yx XIL QP Células
Oxigenagdo Espécie Consumia Consumida  Mé&ximo Maximo  (gg™ @L*™hY)  (ggh)  (gL'h? Viaveis
(%) (%) (gL (gL™h ET XIL (UFC mL™)
Anaerobiose S. girioi 100 41,5+ 4,3 3,0+0,6 4,1+0,2 0,20 0,01 0,31 0,03 10°
S. hagerdaliae 100 84,0+ 6,1 11,0+£0,6 2,810,3 0,44 0,06 0,10 0,01 10°
Oxigénio S. girioi 100 63,6x7,4 2,6£0,4 9.0+0,8 0,12 0,03 0,46 0,07 10°
limitado
S. hagerdaliae 100 69,0+ 5,8 5,6+0,9 3,7£0,3 0,27 0,04 0,18 0,02 10°

89
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7

Uma redugdo nos parametros fermentativos é observada quando
comparados com os parametros de fermentacdo dos meios sintéticos,
mostrando o efeito significativo dos inibidores da fermentacgéo, furfural e HMF,
e da alta pressdo osmatica para a linhagem S. girioi. Ja para a linhagem S.
hagerdaliae esta diminuicdo parece nao ser tdo severa, e pode estar
relacionado a origem genética da espécie com maior capacidade de adaptacéo
aos hidrolisados de residuos lignoceluldsicos. As concentragBes de furfural e
HMF dos hidrolisados podem causar interferéncia nas enzimas glicoliticas e na
sintese de macromoléculas, enquanto o acido acético pode permear as
membranas celulares, causando a acidificacdo do citosol, prejudicando os
processos metabolicos essenciais para o crescimento microbiano e diminuindo,

subsequentemente, a produtividade em etanol (Keating et al., 2008).

Uma relagdo mais equilibrada da atividade da xilose redutase e xilitol
desidrogenase poderia explicar a maior producdo de etanol pela espécie S.
hagerdaliae. Isto foi reportado por Hou (2012) para a levedura S. Passalidarum,
gue mostrou altos rendimentos de etanol. A maior eficiéncia de producdo de
xilitol por S. girioi esta relacionada com a maior atividade NADPH-XR e o que
foi mostrado por Lopes et al., (2016) em um ensaio de fermentacdo de meio

sintético.

No trabalho de Cadete et al., (2012), enquanto os melhores produtores de xilitol
(S. brasilensis, S. roraimanensis, S. suhii e S. xylofermentans) tinham estritamente
atividades de XR dependentes de NADPH, os melhores produtores de etanol (S.
passalidarum e S. arborariae) demonstraram atividades XR tanto com NADH como
NADPH como co-factor. Lopes et al., (2016) mostraram que para as espeécies S.

girioi e S. hagerdaliae a atividade da xilose redutase mostrou-se dependente de
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NADPH, porém no mesmo estudo estas espécies mostraram maior capacidade de
producdo de etanol que a espécie S. gorwiae que tinha atividade da xilose redutase
dependente de NADH. Neste mesmo estudo, a espécie S. gorwiae apresentava
maior atividade enzimatica total que a espécie S. hagerdaliae, porém menor
consumo de acucares e formacdo de etanol ou xilitol, o que contrasta com o0s
resultados mostrados por Cadete et al., (2016) onde as espécies de Spathaspora
que mostravam maior atividade enzimatica, consequentemente, mostravam maior

consumo de acucares e producédo de etanol ou xilitol.

5.8.3 Fermentacdo por S. hagerdaliae de hidrolisado acido em biorreator
em anaerobiose

Visando aperfeicoar a producéo de etanol, a fermentagéo do hidrolisado
acido | por S. hagerdaliae foi escalonada em biorreator em condicdo de
anaerobiose com pH fixado em 5,5. O numero de células viaveis bem como o
consumo de acucares e formacdo de metabdlitos pode ser visualizado na

Figura 21.



A
Células viaveis [ UFC mL )

92

(A) (B)
EIES —18
1 * - a—0—=0 e
5] 25 |
'10 — _— | - G
] e 2 0 i
' - H
| !'\ E 15 g WU 4
5 7 L\I—-- E . »
107 ¢ . 2 10 o Tre
e 3 - s—4—3 1,
L] A A T * & L] 5 -
] 5 2y _ & =
] ~ /Q . & &
3 . , : i : ety @ @ & O & & & 8
0 50 100 150 200 250 i ] 50 100 150 200 250
Tempo (h) Tempo ()

Figura 20. (A) Células viaveis de S. hagerdaliae fermentando hidrolisado
acido em anerobiose. (B) Cinética de consumo de acucar e
formacdo de metabdlitos; (e) glicose, (m) xilose, (o) etanol (o)

xilitol e (A) glicerol.

Uma diminuicdo dos parametros de producdo de etanol ocorreu no
cultivo em biorreator (Yps 0,32 gg™l) quando comparada com o mesmo cultivo
em agitador orbital (Yps 0,44 gg™). A condicdo de anaerobiose simulada em
agitador orbital pode nao ter sido atingida com precisédo, ja que nao foi medido
se houve transferéncia de oxigénio para o meio de cultura, pode ter ocorrido
uma pequena oxigenagao dos meios, que pode ser determinante para o
consumo de xilose e conversdo a etanol provocando um melhor equilibrio
redox dos cofatores NADPH e NAD®. Outra hipotese que explicaria esta
reducéo seria o efeito do pH controlado em 5,5 no biorreator, embora o pH do
hidrolisado no inicio do cultivo em agitador orbital seja 5,5 ele é alterado pelo

processo fermentativo e muitas leveduras apresentam pH ideal diferente de 5,5

Etanol Xilitol e Glicerol (g L'1]



93

como foi mostrado, por exemplo, nos trabalhos de Dussan et al.,(2016) ; Pappu

et al., (2016).

S. hagerdaliae apresentou Yps de 0,44 gg™ (agitador orbital) no
hidrolisado acido | da mistura de casca de aveia e casca de soja. No trabalho
de Da Cunha Pereira et al., (2011), S. arborariae apresentou Y de 0,45 gg™
no hidrolisado da casca de arroz; ja no trabalho de Cadete et al., (2012) trés
espécies de Spathaspora foram testadas em hidrolisado hemiceluldsico do
bagacgo-da-cana de acUcar os valores de Y variaram entre 0,22 gg™ até 0,18
gg’. Este valores podem ser considerados baixos, porém a concentracdo
inicial de xilose neste hidrolisado era alta, em torno de 50 g L™, o que pode ter

causado uma repressao catabdlica, jA que em muitos casos concentracfes

elevadas de acucar reprimem o metabolismo de algumas leveduras.

Em geral, o perfil de consumo de acucares por leveduras esta
relacionado ao seu sistema de transporte de acucares. A afinidade da proteina
de transporte de hexose para a xilose € 1-2 ordens de grandeza inferior as da
glicose. Portanto, durante a fermentacdo de glicose e xilose, a xilose s6 pode
ser transportada e metabolizada, em grande quantidade, apds a glicose ter sido
exaurida. Uma pequena quantidade de xilose pode ser transportada por difuséo
facilitada de baixa afinidade (Kotter e Ciriacy, 1993) este sistema ja foi
claramente demostrado em linhagens de S. cerevisiae. Em outras leveduras
como Candida e Sphatasporas, a xilose pode ser transportada pela difuséo
facilitada de baixa afinidade como em S. cerevisiae ou por um sistema de alta
afinidade que é expresso, dependendo das condi¢cdes de crescimento da
levedura (Leandro et al., 2006). Porém este transporte ativo provoca o

esgotamento de ATP que em condicbes anaerdbicas, como no caso deste
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experimento com S. hagerdaliae, ndo € muito provavel que seja utilizado. No
hidrolisado testado neste experimento, o consumo da xilose foi facilitado, ja que
a concentracdo de glicose era baixa e foi consumida nas primeiras horas,
sendo a xilose a unica fonte de carbono disponivel para o crescimento e

manutencdao celular.

5.8.4 Fermentacdo por S. hagerdaliae de hidrolisado acido em biorreator
aerado.

A espécie S. hagerdaliae, por apresentar desempenho satisfatorio
nos ensaios em agitador orbital, teve seu metabolismo estudado em biorreator
aerado. Testou-se a condicdo de aeracdo de 1 vvm, condicdo descrita na
literatura por Schirmer-Michel et al., (2009) como microaerobica em virtude da
capacidade de transferéncia de oxigénio para o hidrolisado. O experimento foi
conduzido em biorreator com pH fixado (5,5) pela adicdo de acido e base, em
300 rpm de agitacdo, visando a transferéncia homogenia de oxigénio. As
células viaveis ao longo do cultivo e a cinética de consumo de substrato e

formacao de metabdlitos pode ser vista na Figura 22.
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Figura 21. (A) Células viaveis de S. hagerdaliae fermentando hidrolisado
acido em biorreator aerado com 1 vvm. (B) Cinética de
consumo de acuUcar e formacgédo de metabdlitos; (e) glicose, (m)

xilose, (o) etanol (o) xilitol e (A) glicerol.

A cinética de fermentacdo em biorreator aerado demonstrou diferencas
do cultivo em agitador orbital em oxigénio limitado devido a diferenca de
transferéncia de oxigénio do biorreator e melhor padronizacdo das condicées
de cultivo. Houve um rapido consumo da xilose, onde em 96 h de cultivo mais
de 90 % foi consumida, ocorrendo producdo de etanol maxima de 5,6 g L™,
porém este comecou a ser consumido a partir de 48 horas de cultivo. Delgenes
e colaboradores (1998), demostraram que em algumas leveduras o consumo
de etanol esta relacionado a uma incompleta conversédo da xilose, ocorrendo
uma preferéncia pelo consumo de etanol, em vez de xilose na presenca de

oxigénio.

A producgédo de xilitol no cultivo com aeragdo mostrou-se superior ao

cultivo em anaerobiose em biorreator, pois a aeracdo é condigdo experimental

10

Etanol Xilitol e Glicerol (g L'1}
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critica para producao de xilitol. O suprimento de oxigénio determina se D-xilose
sera fermentada ou néo, regulando o equilibrio do consumo de carbono para
bioconversao e crescimento (Winkelhausen e Kuzmanova, 1998). O cultivo da
espécie S. hagerdaliae em biorreator aerado com 1vvm e 300 rpm de agitacao
com pH fixado em 5,5 mostrou Y ,x de 0,31, para a otimizagdo da converséo
de xilose em xilitol seria necessario realizar um planejamento experimental
considerando a aeracdo do meio e transferéncia de oxigénio como variavel,
além do pH, ja que este influencia o metabolismo de algumas leveduras. Esta
otimizacao j& foi realizada para algumas leveduras como no trabalho de Pappu
e Gummadi (2016) onde os valores 6timos para a conversédo de xilose em xilitol
pela leveduras Debaryomyces nepalensis foram pH 4,3, agitacdo 370 rpm e

aeracao 0,9 vvm

No trabalho de Da Cunha Pereira et al., (2011) em um biorreator aerado
com 0,33 vwm a levedura S. arborariae apresentou um valor de Y,y de 0,33 gg*
cultivada em hidrolisado da casca de arroz, ja o co-cultivo S. cerevisiae e S.
arborariae neste mesmo hidrolisado apresentou Yy, de 0,45 gg’. J& no
trabalho de Cadete et al.,, (2012) trés espécies de Spathaspora foram
cultivadas em hidrolisado de bagaco-da-cana em agitador orbital em oxigénio
limitado, com o hidrolisado contendo 50,2 g de xilose. Duas das espécies
produziram somente xilitol e apresentaram Y, de 0,57 gg* e 0,61 gg* e xilitol
maximo de 18,2 e 17,1 g L™. Estes valores sdo considerados altos quando
comparados com outros disponiveis na literatura, e também s&o superiores aos

obtidos no presente estudo para as espécies S. girioi e S. hagerdaliae.

A espécies S. hagerdaliae e S. girioi mostraram-se melhores produtoras

de xilitol que muitas espécies de candida. Tantos nos trabalhos de Da Cunha-
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Pereira et al., (2011) quanto nos trabalhos de Hickert et al., (2013) espécies de
Candida mostraram-se boas produtoras de xilitol em meio sintético mas néo
demostrando bons resultados quando cultivadas em  hidrolisado
lignoceluldsicos. No trabalho de Cadete et al., (2012) a espécie C. lignosa néo
produziu xilitol a partir de hidrolisado hemicelulésico do bagaco-da-cana e as
linhagens de Spathaspora testadas neste hidrolisado produziram xilitol,
justificando que muitas espécies de Spathaspora sédo boas produtoras de xilitol
a partir de hidrolisados de biomassa lignocelulésica com presenca de acidos

organicos, furanos e altas pressées osmoticas.

Os resultados aqui apresentados, apoiados com 0s apresentados na
literatura demostram que as espécies de Spathaspora possuem alto potencial
de aplicagcdo na producédo de etanol ou xilitol a partir de hidrolisados de
residuos lignocelulésicos. Mais estudos sobre um controle de aeracdo e pH
dos meios de cultivo, bem como sobre a concentracdo inicial de acgucares
precisam ser desenvolvidos na tentativa de maximizar a producdo destes

alcoois.
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6. CONCLUSOES

A casca de aveia e casca de soja sao residuos com grande quantidade
de mondmeros de aclUcares que podem ser liberados em processos de
hidrolise. A hidrolise acida diluida da mistura de cascas de aveia e casca de
soja (1 % de H,SO,4, 40 min de autoclave) mostrou-se eficiente na solubilizagéo
da fracdo de hemicelulose com menor gasto de &cido quando comparada com
as demais condi¢des testada. Para a hidrolise enzimética, o extrato do fungo
Penicillium echinulatum S1M29 mostrou-se como uma nova alternativa
interressante para a hidrolise de biomassas lignoceluldsicas, porém mais
estudos sobre a pruficagdo deste complexo poderiam contribuir para torna-lo
mais eficiente. A enzima comercial Novozymes CELLUCLAST 1.5 ® mostrou

alta capacidade de sacarificacdo da fracao de celulose.

A fermentacdo dos hidrolisados pelas linhagens recombinantes S.
cerevisiae YRH 396 e YRH 400 mostrou-se limitada, apesar das linhagens
parentais serem de aplicacdo industrial o metabolismo da xilose foi lento
evidenciando que para a metabolizacdo em escala industrial outras
modificacdes em nivel molecular sdo necessarias, além de que, 0S processos
de evolucdo adaptativa precisam ser investigados, pois podem gerar melhorias

na capacidade de fermentacéo da xilose por estas linhagens recombinantes.

A fermentacdo do hidrolisado acido pelas novas espécies de
Spathaspora mostrou resultados satisfatorios, ja que sédo selvagens e néo
foram expostas a processo de melhorias moleculares ou de evolugao
adaptativa. S. hagerdaliae demostrou resultados de produtividade de etanol e
consumo de xilose em hidrolisados de biomassa lignocelululésica semelhante

as melhores espécies de Spathaspora ja descritas na literatura.
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7. PESPECTIVAS
A fermentacdo da xilose pelas linhagens recombinantes de S. cerevisiae
mostrou-se limitada sugerindo que além da utilizagdo de linhagens industriais
transformadas por integragdo cromossbmica, estudos sobre o transporte da
xilose para dentro da célula precisam ser realizados, a fim de contribuir para
novas construgbes de linhagens recombinantes com maior capacidade de
fermentar xilose, além do desenvolvimento de outras mutagbes que

possibilitem a fermentacéo de outras pentoses como arabinose.

A fermentacdo de hidrolisados de biomassa lignocelulésica pelas
espécies S. girioi e S. hagerdaliae ainda precisa ser investigada, com medicdes
da atividade enzimatica durante a fermentacdo de hidrolisados em diferentes
condicbes de oxigenacdo dos meios, para a obtencdo de mais conclusdes

sobre potencial biotecnoldgico destas espécies.
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